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  摘 要:目的 分析非小细胞肺癌(NSCLC)中纤维蛋白-1(FBLN1)、中心体相关蛋白55(CEP55)表达及

临床价值。方法 选取2019年1月至2022年1月该院诊治的136例NSCLC患者作为研究对象。采用实时

荧光定量聚合酶链反应和免疫组织化学检测NSCLC患者癌组织和癌旁组织FBLN1
 

mRNA和FBLN1蛋白、

CEP55
 

mRNA和CEP55蛋白表达。采用Kaplan-Meier曲线和Cox回归分析FBLN1蛋白、CEP55蛋白表达

对NSCLC生存预后的影响。结果 NSCLC患者癌组织FBLN1
 

mRNA、CEP55
 

mRNA表达高于癌旁组织,
差异有统计学意义(t=37.208、40.301,均P<0.05)。NSCLC患者癌组织FBLN1蛋白阳性率、CEP55蛋白阳

性率高于癌旁组织,差异有统计学意义(χ2=89.019、90.932,均P<0.05)。
 

TNM 分期ⅢA期、有淋巴结转移

的NSCLC患者癌组织FBLN1、CEP55蛋白阳性率高于TNM分期Ⅰ~Ⅱ期、无淋巴结转移的NSCLC患者癌

组织FBLN1、CEP55蛋白阳性率,差异有统计学意义(P<0.05)。FBLN1蛋白阳性组、CEP55蛋白阳性组3年

总体生存率分别低于FBLN1蛋白阴性组、CEP55蛋白阴性组,差异有统计学意义(Log-Rank
 

χ2=15.230、

22.980,均P<0.05)。多因素Cox回归分析结果显示:FBLN1蛋白阳性、CEP55蛋白阳性、TNM 分期ⅢA期

和有淋巴结转移是影响NSCLC生存预后的危险因素(均P<0.05)。结论 NSCLC患者癌组织FBLN1和

CEP55表达上调,检测二者的表达有助于评估患者生存预后。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

value
 

of
 

fibrin-1
 

(FBLN1)
 

and
 

centrosome-as-
sociated

 

protein
 

55
 

(CEP55)
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC).Methods A
 

total
 

of
 

136
 

NSCLC
 

patients
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

January
 

2022
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

sub-
jects.The

 

expressions
 

of
 

FBLN1
 

mRNA
 

and
 

FBLN1
 

protein,CEP55
 

mRNA
 

and
 

CEP55
 

protein
 

in
 

cancer
 

tis-
sues

 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

and
 

immunohistochemistry.The
 

Kaplan-Meier
 

curve
 

and
 

Cox
 

regression
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

FBLN1
 

protein
 

and
 

CEP55
 

protein
 

expression
 

on
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

NSCLC.Results The
 

expressions
 

of
 

FBLN1
 

mRNA
 

and
 

CEP55
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(t=37.208,40.301,all
 

P<0.05).The
 

positive
 

rates
 

of
 

FBLN1
 

protein
 

and
 

CEP55
 

protein
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(χ2=89.019,90.932,all
 

P<0.05).
The

 

positive
 

rates
 

of
 

FBLN1
 

and
 

CEP55
 

proteins
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

with
 

TNM
 

stage
 

ⅢA
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

with
 

TNM
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ
 

and
 

no
 

lymph
 

node
 

metastasis,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

overall
 

survival
 

rates
 

of
 

the
 

FBLN1
 

protein
 

positive
 

group
 

and
 

the
 

CEP55
 

protein
 

positive
 

group
 

were
 

respectively
 

lower
 

than
 

those
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of
 

the
 

FBLN1
 

protein
 

negative
 

group
 

and
 

the
 

CEP55
 

protein
 

negative
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistical-
ly

 

significant
 

(Log-Rank
 

χ2=15.230,22.980,all
 

P<0.05).The
 

results
 

of
 

multivariate
 

Cox
 

regression
 

analy-
sis

 

showed
 

that
 

positive
 

FBLN1,positive
 

CEP55,TNM
 

stage
 

ⅢA
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

NSCLC
 

(all
 

P<0.05).Conclusion The
 

expressions
 

of
 

FBLN1
 

and
 

CEP55
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

are
 

upregulated.Detecting
 

the
 

expressions
 

of
 

both
 

is
 

helpful
 

for
 

evaluating
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

patients.
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  肺癌是人类恶性肿瘤的主要死亡原因,全球每年

肺癌 死 亡 病 例 达 125 万 例[1]。非 小 细 胞 肺 癌

(NSCLC)占肺癌类型的85%,即使经根治性治疗后

仍可发生肿瘤复发转移,5年生存率仅约20%[2]。纤

维蛋白-1(FBLN1)是一种分泌型的糖蛋白,参与维持

细胞外基质蛋白的稳定,并能结合纤维蛋白原介导血

小板黏附过程[3]。有研究表明,宫颈癌、黑色素瘤中

FBLN1表达升高,其能诱导肿瘤相关成纤维细胞的

浸润,促进癌细胞的侵袭、转移及化疗耐药性的形

成[4-5]。中心体相关蛋白55(CEP55)是一种中心体相

关蛋白,参与调节细胞周期进程和细胞质分裂等生物

学过程[6]。研究表明,卵巢癌中CEP55表达上调,其
高表达能够增加癌细胞基因组的不稳定性,促进癌细

胞的增殖、迁移和侵袭,是潜在的肿瘤治疗靶点[7]。
目前关于NSCLC中FBLN1、CEP55的表达及临床意

义的 研 究 较 少。本 研 究 分 析 NSCLC 中 FBLN1、

CEP55表达及临床价值,旨在探讨二者与NSCLC生

存预后的关系。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年1月至2022年1月本

院诊治的136例NSCLC患者作为研究对象,其中男

82例、女性54例,<60岁58例,≥60岁78例。研究

对象病理组织类型:肺腺癌84例,肺鳞癌52例;病理

分化程度:高分化及中分化75例,低分化61例;肿瘤

最大径:<3
 

cm
 

83例,≥3
 

cm
 

53例;依据第8版肺癌

TNM分期:Ⅰ~Ⅱ期84例,ⅢA期52例;46例患者

有淋 巴 结 转 移。纳 入 标 准:(1)术 后 病 理 明 确 为

NSCLC,为原发性;(2)入院前未接受手术、放化疗、分
子靶向治疗、免疫治疗等治疗;(3)临床资料齐全。排

除标准:(1)有严重合并症,如心力衰竭、肝功能衰竭

及肾功能衰竭等;(2)合并其他恶性肿瘤;(3)患者一

般状况差,不能耐受手术或围术期死亡。本研究通过

本院伦理审核(伦理批号:伦审201812),患者已签署

本研究的知情同意书。

1.2 方法
 

1.2.1 NSCLC患者癌组织和癌旁组织FBLN1
 

mR-
NA、CEP55

 

mRNA 表 达 检 测  分 别 取 100
 

mg
 

NSCLC患者癌组织和癌旁组织,剪碎研磨后,采用

Trizol法提取组织RNA,使用Thermo公司的反转录

试剂盒(货号4368814),反转录合成cDNA模版,以
cDNA为模板,使用TAKARA公司的实时荧光定量

聚合酶链反应试剂盒(货号DRR041A)。引物由上海

华大公司合成,序列如下。FBLN1上游:5'-AGTA-
AGTGGGGATCGAAGCCT-3',下 游 5'-CTCAAG-
GACTCGAATTTTCTCCA-3';CEP55上游:5'-CT-
GGAAGAGACAACGAGAGAAGG-3',下 游 5'-C

 

AAGTTCAGCAATTCGTGAGGT-3';甘 油 醛-3-磷
酸脱氢酶上游:5'-CTTGAGGTTGAACGACAAAC-
CA-3',下 游 5'-AGCTCTTCGGATCTCTTCTTC

 

TC-3'。反应体系:cDNA模板2
 

μL,上、下游引物(10
 

μmol/L)各1
 

μL,SYBR
 

Green
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,去
离子水6

 

μL。反应条件:95
 

℃
 

5
 

min,1个循环;95
 

℃
 

45
 

s,61
 

℃
 

35
 

s,72
 

℃
 

50
 

s,共40个循环。每组设3
个 复 孔。应 用 2-ΔΔCt 法 对 分 析 FBLN1

 

mRNA、

CEP55
 

mRNA的相对表达水平。

1.2.2 NSCLC患者癌组织和癌旁组织FBLN1蛋

白、CEP55蛋白表达检测 取术中新鲜癌组织及癌旁

组织(距离癌组织边缘2
 

cm以上)。甲醛固定,石蜡

包埋后,4
 

μm层厚切片,60
 

℃烤片2
 

h,梯度酒精水

化,柠檬酸抗原修复液中进行热修复5
 

min,3%双氧

水阻断15
 

min,兔单克隆抗体(FBLN1
 

1∶200,abcam
公司,货号ab175204;CEP55

 

1∶100,Proteintech公

司,货号23891-1-AP),4
 

℃过夜孵育,加生物素标记

二抗,37
 

℃孵育
 

30
 

min。后续实验步骤按照免疫组

化试剂盒(中杉金桥,PV-9000)说明进行。镜下进行

免疫组化评分,染色强度评分:无染色为0分,浅黄色

或黄色为1分,深黄色即为2分,棕色为3分。阳性

细胞比例评分:<5%为0分,5%~<25%为1分,

25%~50%为2分,>50%为3分。两项乘积0~2
分为阴性,3~9分为阳性。

1.2.3 随访 NSCLC患者出院后均进行严格跟踪

随访,采取门诊、电话的方式进行,随访间隔为3~6
个月1次,以首次术后病理诊断为NSCLC的日期为

随访开始日期,截止日期为2025年2月1日,记录患

者随访期间生存情况。随访终点事件是因NSCLC及

其并发症所致的死亡或者随访时间截止。

1.3 统计学处理 采用SPSS24.0统计软件进行数

据处理。计量资料以x±s表示,组间比较采用t检
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验。计数资料以例数和百分率表示,组间比较采用χ2

检验。绘制Kaplan-Meier曲线对不同FBLN1蛋白、
CEP55蛋白表达组患者生存预后进行比较。采用

Cox回归分析影响 NSCLC生存预后的因素。P<
0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 NSCLC患者癌组织、癌旁组织FBLN1
 

mRNA、
CEP55

 

mRNA 表达 NSCLC患者癌组织 FBLN1
 

mRNA、CEP55
 

mRNA 表达高于癌旁组织(依次为

3.12±0.61
 

vs.
 

1.04±0.23、2.82±0.54
 

vs.
 

0.83±
0.20),差异有统计学意义(t=37.208、40.301,均P<
0.05)。
2.2 NSCLC患者癌组织、癌旁组织FBLN1蛋白、
CEP55蛋白表达 NSCLC患者癌组织FBLN1蛋白

阳性率、CEP55蛋白阳性率高于癌旁组织[依次为

61.76%(84/136)vs.7.35%(10/136)、60.29%(82/
136)vs.5.88%(8/136)],差异有统计学意义(χ2=
89.019、90.932,均P<0.05)。见图1。
2.3 不同临床参数 NSCLC患者癌组织FBLN1蛋

白、CEP55蛋白表达比较 TNM分期ⅢA期、有淋巴

结转移的 NSCLC患者癌组织FBLN1蛋白、CEP55
蛋白阳性率高于TNM 分期Ⅰ~Ⅱ期、无淋巴结转移

的NSCLC患者癌组织FBLN1蛋白、CEP55蛋白阳

性率,差异有统计学意义(P<0.05)。见表1。

图1  NSCLC中FBLN1蛋白、CEP55蛋白表达

(免疫组化,×200)

表1  不同临床参数NSCLC患者癌组织FBLN1蛋白、CEP55蛋白表达比较[n(%)]

项目 n FBLN1蛋白阳性 χ2 P CEP55蛋白阳性 χ2 P

年龄(岁) 0.423 0.515 0.488 0.485

 <60 58 34(58.62) 33(56.90)

 ≥60 78 50(64.10) 49(62.82)

性别 0.353 0.553 1.519 0.218

 男 82 49(59.76) 46(56.10)

 女 54 35(64.82) 36(66.67)

病理类型 3.143 0.076 1.730 0.188

 肺腺癌 84 47(55.95) 47(55.95)

 肺鳞癌 52 37(71.15) 35(67.31)

分化程度 1.390 0.238 0.612 0.434

 高中分化 75 43(57.33) 43(57.33)

 低分化 61 41(67.21) 39(63.93)

肿瘤最大径(cm) 1.395 0.238 1.197 0.274

 <3 83 48(57.83) 47(56.63)

 ≥3 53 36(67.93) 35(66.04)

淋巴结转移 18.680 <0.001 24.144 <0.001

 有 46 40(86.96) 41(89.13)

 无 90 44(48.89) 41(45.56)

TNM分期 25.408 <0.001 24.222 <0.001

 Ⅰ~Ⅱ期 84 38(45.24) 37(44.05)

 ⅢA期 52 46(88.46) 45(86.54)

2.4 FBLN1蛋白、CEP55蛋白表达与 NSCLC生存 预后的关系 随访中,因NSCLC病情进展导致死亡
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的NSCLC患者共58例,3年总体生存率为57.35%
(78/136)。根据FBLN1、CEP55免疫组化染色结果,
将NSCLC患者分为FBLN1蛋白阳性组84例和蛋白

阴性组52例,CEP55蛋白阳性组82例和蛋白阴性组

54例。FBLN1蛋白阳性组、CEP55蛋白阳性组3年

总体生存率[依次为45.24%(38/84)、43.90%(36/
82)]分别低于FBLN1蛋白阴性组、CEP55蛋白阴性

组[依次为76.92%(40/52)、77.78%(42/54)],差异

有统计学意义(Log-Rank
 

χ2=15.230、22.980,均

P<0.05)。见图2。
2.5 NSCLC生存预后影响因素 以生存预后为因

变量(1=死亡,0=生存),以表1中各临床参数及

FBLN1蛋白、CEP55蛋白表达为自变量,首先进行单

因素Cox回归分析,将P<0.05的因素纳入多因素

Cox回归分析,结果显示:FBLN1蛋白阳性、CEP55
蛋白阳性、TNM分期ⅢA期和有淋巴结转移是影响

NSCLC生存预后的危险因素(均 P<0.05)。见

表2、3。

图2  Kaplan-Meier曲线分析FBLN1蛋白、CEP55蛋白表达与NSCLC生存预后的关系

表2  单因素Cox回归分析

项目 β SE Waldχ2 P HR 95%CI

男性 0.134 0.109 1.511 0.281 1.143 0.923~1.416

年龄≥60岁 0.115 0.093 1.529 0.275 1.122 0.935~1.346

肺腺癌 0.106 0.093 1.299 0.341 1.112 0.927~1.334

低分化程度 0.130 0.125 1.082 0.447 1.139 0.891~1.455

肿瘤最大径≥3
 

cm 0.121 0.095 1.622 0.267 1.129 0.937~1.360

有淋巴结转移 0.241 0.107 5.073 <0.001 1.273 1.032~1.569

TNM分期ⅢA期 0.303
 

0.092 10.847
 

<0.001 1.354
 

1.131~1.621

FBLN1蛋白阳性 0.192 0.067 8.212 <0.001 1.212 1.063~1.381

CEP55蛋白阳性 0.280 0.103
 

7.390 <0.001 1.323 1.081~1.619

表3  多因素Cox回归分析

项目 β SE Waldχ2 P HR 95%CI

TNM分期ⅢA期 0.266 0.107 6.180 <0.001 1.305 1.058~1.609

淋巴结转移 0.311
 

0.089 12.211 <0.001 1.365 1.146~1.625

FBLN1阳性 0.258
 

0.113
 

5.213 <0.001 1.294 1.037~1.615

CEP55阳性 0.195 0.090 4.697 <0.001 1.215 1.019~1.450

3 讨  论

  NSCLC是全球癌症中发病率和病死率较高的肿

瘤性疾病,肺癌中NSCLC最为常见。近年来随着手

术技术,分子生物学的发展,NSCLC治疗取得较大进

展,但NSCLC起病隐匿,部分患者确诊时已为中晚

期,且肺癌肿瘤存在耐药现象,患者治疗的总体疗效

仍不容乐观,预后不佳[8]。探索 NSCLC疾病的分子

机制,寻找新的分子靶点,对于指导临床治疗具有重

要意义,是临床研究的热点。
FBLN1属于Fibulin家族成员,表达于血管壁、

软骨和皮肤等组织,参与神经嵴的形态发生、心内膜

等组织器官发生过程[9]。有研究表明,多发性骨髓

瘤、恶性间皮瘤等肿瘤中FBLN1表达上调,其参与促

进癌细胞的侵袭及转移,是新的评估预 后 的 标 志

物[10-11]。本 研 究 结 果 显 示,NSCLC 患 者 癌 组 织

FBLN1
 

mRNA表达高于癌旁组织,差异有统计学意
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义(P<0.05);NSCLC患者癌组织FBLN1蛋白阳性

率高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.05)。这

与既往学者在NSCLC患者血清中观察的结果一致,
但该研究未能在组织水平对FBLN1的表达进行验

证,结果存在一定局限[12]。NSCLC中FBLN1的表

达上调与微小RNA-24-3p的表达调控相关。有学者

发现,肺癌中微小RNA-24-3p表达显著下调,导致其

下游直接靶点FBLN1
 

mRNA的稳定性显著增加,促
进癌细胞干细胞特性的形成,导致肿瘤侵袭和转移能

力增强[13-14]。本研究结果显示,TNM分期ⅢA期、有
淋巴结转移的 NSCLC 患 者 癌 组 织 FBLN1蛋 白、

CEP55蛋白阳性率高于TNM 分期Ⅰ~Ⅱ期、无淋巴

结转移的 NSCLC患者癌组织FBLN1蛋白、CEP55
蛋白阳性率,差异有统计学意义(P<0.05)。这与既

往学 者 报 道 的 合 并 脑 转 移 的 NSCLC 患 者 血 清

FBLN1升高的结果相似,提示FBLN1与NSCLC患

者的肿瘤进展相关[12]。有研究表明,肺癌Calu-1细

胞中FBLN1的表达上调能结合表皮生长因子受体,
促进下游信号通路的激活,促进表皮生长因子受体

(EGFR)依赖性细胞迁移[15]。此外,有学者利用癌症

基因组图谱数据库进行多组学关联分析,发现EGFR
突变型癌细胞中FBLN1特异性高表达,其与转化生

长因子β通路相关基因的表达呈正相关,FBLN1可通

过激活转化生长因子β通路,促进Smad同源蛋白2
的磷酸化激活,诱导癌细胞的上皮间质转化,促进细

胞外基质的重塑,导致癌细胞的过度增殖和远处转

移[16-17]。本研究中,FBLN1蛋白阳性的NSCLC患者

生存预后不佳。既往学者通过功能和通路富集分析

发现,FBLN1的过表达能够激活蛋白激酶B信号通

路,促进细胞外基质组织的重塑和肿瘤血管生成,增
强肿瘤转移的恶性潜能,导致患者较差的生存率[18]。
另外,FBLN1的表达能促进细胞外基质重塑,增强癌

细胞对放化疗抵抗性,导致患者不良预后。有学者发

现,人乳腺癌症细胞系 MDA-MB-361中FBLN1的表

达上调能够上调纤维连接蛋白和层黏连蛋白-1的表

达,抑制癌细胞的凋亡,增强癌细胞对阿霉素治疗的

耐药性,导致患者不良预后[19]。

CEP55也称为
 

FLJ10540,编码基因位于人类染

色体10q23.33,定位于中心体,参与中心体解离、细胞

有丝分裂的分离过程。有研究表明,肝癌、结肠癌等

恶性肿瘤中CEP55表达上调,其能够促进Th2细胞,

CD4+T淋巴细胞亚群的浸润,同时增加肿瘤突变负

荷,是潜在的肿瘤预后的标志物[20]。本研究结果显

示,NSCLC患者癌组织CEP55
 

mRNA表达高于癌旁

组织,差异有统计学意义(P<0.05);NSCLC患者癌

组织CEP55蛋白阳性率高于癌旁组织,差异有统计

学意义(P<0.05)。与既往学者在癌症基因组图谱和

基因表达综合数据集中报道的结果一致[21]。本研究

进一步在较大样本的基础上证实 NSCLC中CEP55
蛋白表达上调。NSCLC中CEP55的表达受转录和

蛋白水平 的 双 重 调 控。有 研 究 表 明,肺 癌 中 环 状

RNA_0120376通 过 结 合 微 小 RNA-148b-3p,增 加

CEP55
 

mRNA 的稳定性,同时α-连环蛋白能够与

CEP55蛋白相互作用,增加CEP55蛋白的稳定性,促
进癌细胞增殖和迁移[22]。本研究结果显示,TNM 分

期ⅢA 期、有 淋 巴 结 转 移 的 NSCLC 患 者 癌 组 织

CEP55蛋白阳性率高于TNM 分期Ⅰ~Ⅱ期、无淋巴

结转移的NSCLC患者癌组织CEP55蛋白阳性率,差
异有统计学意义(P<0.05)。有研究表明,肺癌A549
和H1299细胞中CEP55的表达上调能够激活人类哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路,促进了人脐静脉内

皮细胞的迁移、增殖和血管形成,促进肿瘤发生和转

移[23]。另有学者发现,子宫内膜癌中CEP55的表达

上调能够促进转录因子插头框 O1的表达,上调细胞

周期素依赖激酶2的表达,促进癌细胞恶性增殖[24]。
本研究结果显示,CEP55蛋白阳性是影响NSCLC生

存预后的危险因素(P<0.05)。有学者在肺腺癌细胞

中发现,CEP55的表达上调能够通过增强癌细胞自

噬,抑制癌细胞凋亡,增强肺癌细胞对吉西他滨治疗

耐药性,导致患者不良预后,是潜在的改善化疗耐药

的分子靶点[25]。此外,接受免疫治疗的结直肠癌患者

中,CEP55高表达者进展风险随时间增加,提示其可

能驱动获得性耐药,而敲除CEP55的表达能够增加

肿瘤微环境中CD8+T淋巴细胞浸润和颗粒酶B的产

生,增强机体的抗肿瘤免疫,提高免疫检查点抑制剂

治疗的疗效,从而改善结直肠癌患者的生存预后[26]。
综上所述,NSCLC患者癌组织FBLN1和CEP55

表达上调,检测二者的表达有助于评估患者生存预

后。本研究不仅证实FBLN1和CEP55作为NSCLC
生存预后标志物的可靠性,更揭示了其分子异质性背

后的精准治疗机遇,未来需通过功能实验和前瞻性研

究进一步验证其临床转化价值。但本研究存在一定

的局 限。首 先,本 研 究 关 于 NSCLC 患 者 癌 组 织

FBLN1、CEP55的作用机制尚未得到深入研究,未来

仍需进一步的探究;其次,本研究样本量有限,未来将

通过大样本的临床研究进一步研究。
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