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乳腺癌外周血循环肿瘤细胞变化与新辅助化疗效果的关系
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　　［摘要］　目的　探讨乳腺癌患者外周血中循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣ）变化情况与新辅助化疗（ｎｅｏａｄｊｕ
ｖａｎｔｏｒｐｒｉｍａｒｙｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，ＮＣＴ）疗效的关系。方法 　抽取７０例乳腺癌患者ＮＣＴ前后健侧上肢静脉血５ｍＬ，利用密度梯
度离心法富集血标本中单个核细胞，通过荧光定量 ＲＴＰＣＲ技术检测所获得单个核细胞中细胞角蛋白１９（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１９，
ＣＫ１９）阳性的 ＣＴＣ数目。结果　 ＮＣＴ前外周血 ＣＴＣ检出率为 ２４．２９％（１７／７０），与患者年龄（Ｐ＝０．００８）及 ＨＥＲ２
（Ｐ＝００２２）表达情况有关。根据ＮＣＴ前后ＣＴＣ检测情况，将患者分为阳性阳性、阳性阴性、阴性阳性及阴性阴性４组，
以ＲＥＣＩＳＴ标准评估ＮＣＴ疗效时，４组有效率依次为６６．６７％（２／３）、７８．５７％（１１／１４）、０（０／４）和７１．４３％（３５／４９），差异具
有统计学意义（Ｐ＝０．０２３）；以 ＭｉｌｌｅｒＰａｙｎｅ标准评估 ＮＣＴ疗效时，４组有效率依次为６６．６７％（２／３）、７１．４３％（１０／１４）、
０（０／４）和６９．３９％（３４／４９），差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０４３）。结论 　ＮＣＴ前后 ＣＴＣ的变化情况与疗效有一定关系，
ＣＴＣ可作为评估ＮＣＴ疗效的潜在预测指标。
　　［关键词］　 乳腺肿瘤；新辅助化疗；循环肿瘤细胞
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　　乳腺癌是女性发病率和病死率最高的恶性肿瘤，
其复发和转移仍是导致乳腺癌患者死亡的首要因

素［１－２］。利用现代免疫学和分子分析技术，能在血液

中检测到１种微转移细胞，称为循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕ
ｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣ）。ＣＴＣ是乳腺癌远处转移的重
要环节，研究表明，在乳腺癌早期即有 ＣＴＣ进入血液
并发生全身播散［３－４］。我们前期的研究结果显示，乳

腺癌患者外周血中不仅存在ＣＴＣ，而且ＣＴＣ阳性率与
患者肿瘤分期、淋巴结转移状态、激素受体状态以及乳

腺癌分子亚型等临床病理特征明显有关［５－７］。初步疗

效研究结果显示，ＣＴＣ阳性率变化与术后辅助治疗的
疗效密切有关［８－９］。新辅助化疗（ｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔｏｒｐｒｉｍａｒｙ
ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，ＮＣＴ）是乳腺癌综合治疗中重要的环节
之一。由于肿瘤的异质性，如何能在早期及时、有效的

评估ＮＣＴ疗效至关重要。对于ＣＴＣ评估ＮＣＴ的疗效
目前研究较少，且存在争议。因此，有必要进一步研究

ＣＴＣ在 ＮＣＴ疗效评估中的作用和价值。我们采用队
列研究，抽取７０例乳腺癌患者外周静脉血，利用密度
梯度离心法富集单个核细胞，通过荧光定量 ＲＴＰＣＲ
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ｑＲＴ
ＰＣＲ）技术检测所获单个核细胞中细胞角蛋白 １９
（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１９，ＣＫ１９）ｍＲＮＡ表达阳性的 ＣＴＣ，初步
探讨外周血ＣＴＣ与ＮＣＴ疗效的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　收集本院乳腺中心２０１０年３月至２０１１年９月收治的女性
乳腺浸润性导管癌患者。入组患者同时进行１项检测乳腺癌
ＣＴＣ在早期诊断乳腺癌复发、转移前瞻性队列研究（ＣｈｉＣＴＲ
ＯＣＨ１００００８５９）。纳入标准：①经空心针穿刺活检确诊为Ⅱｂ～
Ⅲｃ期乳腺癌；②年龄１８～７０岁；③肿瘤为单侧、单发；④所有
患者就诊前未接受任何辅助性治疗；⑤患者无化疗禁忌证；⑥
行２～６个周期ＴＥ方案（紫杉醇１７５ｍｇ／ｍ２，表阿霉素６０ｍｇ／ｍ２，
ｄ１，２１ｄ／周期）ＮＣＴ；⑦患者无其他部位恶性肿瘤病史。排除标
准：①有较严重的心肺疾病；②炎性乳腺癌；③哺乳期乳腺癌；
④患者入院前已行包块切除活检；⑤已发生远处转移；⑥不能
按方案进行ＮＣＴ、依从性差者。本实验研究终点：①ＮＣＴ期间，
以ＲＥＣＩＳＴ标准评估病情达到完全缓解或部分缓解；②ＮＣＴ期
间以ＲＥＣＩＳＴ标准评估患者病情进展或出现远处转移；③行
ＮＣＴ６个周期，患者疾病稳定。
　　最终入组７０例患者，年龄２９～６６岁，中位年龄４７岁。空
心针穿刺和手术切除标本均常规经规范病理检查。免疫组化

ＳＰ法检测患者雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受体
（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）以及人表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎ
ｅｐｉｄｅｒｍｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）的表达情况。根据美国
临床肿瘤学会和美国病理学家学会公布的乳腺癌ＥＲ／ＰＲ免疫
组化指南评估 ＥＲ／ＰＲ状况［１０］。根据 ＨｅｒｅｃｅｐＴｅｓｔ评分系统评
估ＨＥＲ２表达情况［１１］。按照美国癌症联合会（Ａｍｅｒｉｃａｎｊｏｉｎｔ
ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎｏｎｃａｎｃｅｒ，ＡＪＣＣ）和国际抗癌联盟（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ｕｎｉｏｎａｇａｉｎｓｔｃａｎｃｅｒ，ＵＩＣＣ）２０１０年第７版乳腺癌 ＴＮＭ分期标
准进行分期。签署知情同意书后，抽取患者首次住院和 ＮＣＴ
结束后、手术前健侧上肢浅静脉血。本实验研究方案获得西南

医院伦理委员会批准。

１．２　主要仪器及试剂
　　实时荧光ｑＰＣＲ仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），ＰＣＲ扩
增仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ
９７００），电泳仪和数字凝胶成像分析系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），
低温超速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。人淋巴细胞分离液
（天津灏洋生物公司），ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ逆转录试剂盒（日本
ＴＯＹＯＢＯ公司），ＴＲＮｚｏｌ全血 ＲＮＡ提取液（北京天根生化科技
有限公司），２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京天根生化科技有限公
司）。ＭＣＦ７乳腺癌细胞株由本中心唐鹏博士惠赠。
１．３　引物设计
　　目的基因ＣＫ１９引物根据ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计，由
上海生工公司合成。ＣＫ１９ｍＲＮＡ上游引物５′ＣＣＣＧＣＧＡＣＴＡ
ＣＡＧＣＣＡＣＴＡＣＴＡ３′，下游引物 ５′ＡＴＧＡＧＣＧＴＧＧＡＧＧＣＣＧＡＣ
３′。内参βａｃｔｉｎ基因引物为购买试剂盒中提供，βａｃｔｉｎ上游引
物５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′，下游引物 ５′ＴＣＣＣＧＧＣ
ＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′。
１．４　循环肿瘤细胞的检测方法
１．４．１　密度梯度离心法富集　　取患者首次住院和ＮＣＴ结束
后、手术前健侧上肢浅静脉血５ｍＬ（弃去最初抽取的１ｍＬ血
液，以防止上皮细胞污染），在试管中加入５ｍＬ人淋巴细胞分
离液，取５ｍＬ肝素抗凝静脉血与等量 Ｈａｎｋｓ液稀释混匀，并将
稀释液缓慢加至人淋巴细胞分离液上层。水平离心机室温下

４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。可见离心管自下而上出现５层，分别
为红细胞层、粒细胞层、透明分离液层、环状乳白色单个核细胞

层和血浆层。吸取环状乳白色单个核细胞层，加入５ｍＬＨａｎｋｓ
液洗涤２次，室温水平离心２０００ｒ／ｍｉｎ，每次１０ｍｉｎ，吸取试管
底部细胞沉积，置于液氮罐保存待统一检测。

１．４．２　ｑＲＴＰＣＲ检测ＣＫ１９ｍＲＮＡ表达阳性的ＣＴＣ　　在保
证无 ＲＮＡ酶条件下，依据 ＴＲＮｚｏｌ试剂盒说明提取全血总
ＲＮＡ。并以 ＲＮＡ为模板，按 ｃＤＮＡ合成试剂盒说明书合成
ｃＤＮＡ。采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１染料法的 ｑＲＴＰＣＲ技术定量检测
ＣＫ１９ｍＲＮＡ的表达情况。荧光定量总反应体系为２０μＬ，包
括模板ｃＤＮＡ２μＬ，其中下游引物０．５μＬ，２×ＳＹＢＲＲｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ（包括 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、Ｔａｑ酶、Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰ）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
７．０μＬ；上游引物 ０．５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性
３ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ｓ，６３℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，循环
３０次。反应结束后进行溶解曲线分析以检验扩增特异性及引
物二聚体是否存在（６０～９５℃，０．１℃／ｓ）。为了对 ＰＣＲ反应
结果进行定量分析，提取人乳腺癌ＭＣＦ７细胞系１×１０４个细胞
总ＲＮＡ，并依据试剂盒说明书将 ２μｇＲＮＡ为模板逆转录
ｃＤＮＡ，并以１０倍稀释为５个浓度梯度（１０４、１０３、１０２、１０１、１００），
取每个梯度２μｇ作为模板制作标准曲线。以每２微克总ＲＮＡ
对应的ＭＣＦ７细胞系数目代替每份标本中 ＣＫ１９ｍＲＮＡ阳性
ＣＴＣ数目：本实验中此方法检测下限为对应０．９个／２μｇ为检
测ＣＴＣ的阳性判断标准［１２］。

１．５　影像学ＲＥＣＩＳＴ标准和病理学ＭｉｌｌｅｒＰａｙｎｅ标准
　　影像学 ＲＥＣＩＳＴ标准［１３］是以 ＮＣＴ结束或者２～６个周期
后，以超声或者ＣＴ等影像学手段为指导，测量实体肿瘤最大径
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线。化疗效果分４类：疾病进展（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）：基线
病灶长径总和增加≥２０％或者出现新的病灶；疾病稳定（ｓｔａｂｌｅ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＳＤ）：基线病灶长径总和有缩小但未达到部分反应
（ｐａｒｔｉａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＰＲ）或者有增加但未达到 ＰＤ；ＰＲ：基线病灶长
径总和缩小≥３０％；完全反应（ｃｏｍｐｌｅｔｅｄｉｓｅａｓｅ，ＣＲ）：所有目标
病灶消失。以ＰＲ＋ＣＲ定义为有效，ＰＤ＋ＳＤ定义为无效。
　　病理学 ＭｉｌｌｅｒＰａｙｎｅ标准［１４］是以手术切除瘤体后立即

１０％福尔马林固定并于２４ｈ内切开，对肉眼所见残余病变肿物
区和瘤旁区多点取材，行常规石蜡固定切片，ＨＥ染色。化疗后
细胞出现变形、坏死。与 ＮＣＴ前细针穿刺组织的病理标本进
行比较，根据残留肿瘤细胞百分比数量分为５级：Ⅰ级，浸润癌
组织细胞无变化；Ⅱ级，浸润癌组织的数量减少比例≤３０％；
Ⅲ级，浸润癌组织的数量减少３０％～９０％；Ⅳ级，浸润癌组织的
数量减少＞９０％，仅少量残余的癌细胞散在分布；Ⅴ级，所有切
片无浸润性癌残留，可见残留的导管内癌成分。定义Ⅰ ～Ⅱ级
为无效，Ⅲ～Ⅴ级为有效。
１．６　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行χ２检验，当１／５以上格子的
理论频率数＜５时采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。配对资料比较采用
ＭｃＮｅｍａｒＴｅｓｔ。

２　结果

２．１　ＮＣＴ前ＣＴＣ检出情况与患者临床病理特征关系
　　７０例乳腺癌患者中，ＮＣＴ前外周血ＣＴＣ检出率为２４．２９％
（１７／７０），ＣＴＣ阳性与患者年龄（Ｐ＝０．００８）及 ＨＥＲ２（Ｐ＝
００２２）表达情况有关，但与患者绝经状态、肿瘤部位、ＴＮＭ分
期、ＥＲ及ＰＲ表达情况无关（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　ＮＣＴ前ＣＴＣ阳性与乳腺癌临床病理特征之间的关系

ＣＫ１９ｍＲＮＡ
临床病理参数 例数（％） χ２值 Ｐ值

－ ＋ 阳性率（％）
年龄（岁） ７．０００ ０．００８
　＞５０ ３２（４５．７１） １９ １３ ４０．６２
　≤５０ ３８（５４．２９） ３４ ４ １０．５３
绝经状态 ２．４００ ０．１２１
　绝经前 ４４（６２．８６） ３６ ８ １８．１８
　绝经后 ２６（３１．１４） １７ ９ ３４．６２
部位 ０．０７０ ０．７９１
　左侧 ３９（５５．７１） ３０ ９ ２３．０８
　右侧 ３１（４４．２９） ２３ ８ ２５．８１
ＴＮＭ分期 ０．１０２ ０．７５０
　Ⅱ期 ４３（６１．４３） ３２ １１ ２５．５８
　Ⅲ期 ２７（３８．５７） ２１ ６ ２２．２２
ＥＲ ０．４９２ ０．４８３
　阳性 ３４（４８．５７） ２７ ７ ２０．５９
　阴性 ３６（５１．４３） ２６ １０ ２７．７８
ＰＲ ０．０２１ ０．８８６
　阳性 ３６（５１．４３） ２７ ９ ２５．００
　阴性 ３４（４８．５７） ２６ ８ ２３．５３
ＨＥＲ２ ５．２２３ ０．０２２
　＋＋～＋＋＋２５（３５．７１） １５ １０ ４０．００
　－～＋ ４５（６４．２９） ３８ ７ １５．５６

２．２　ＮＣＴ前后ＣＴＣ的变化
　　７０例乳腺癌患者总体有效率为６８．５７％（４８／７０）。ＮＣＴ治
疗前ＣＴＣ阳性患者 １７例（２４．２９％），ＣＴＣ阴性患者 ５３例

（７５７１％）。ＮＣＴ治疗后 ＣＴＣ阳性患者 ７例（１０．００％），ＣＴＣ
阴性患者６３例（９０．００％）。ＮＣＴ后ＣＴＣ阳性率较ＮＣＴ前显著
降低（χ２＝５．０２９，Ｐ＝０．０２５）。
２．３　ＮＣＴ前后ＣＴＣ变化与疗效的关系
２．３．１　以ＲＥＣＩＳＴ标准评估 ＮＣＴ疗效　　ＮＣＴ治疗结束后，
以ＲＥＣＩＳＴ标准评估化疗疗效。ＮＣＴ治疗前后 ＣＴＣ状态为阳
性阳性、阳性阴性、阴性阳性、阴性阴性的病例数分别为３、
１４、４例和 ４９例，有效率分别为 ６６．６７％（２／３）、７８．５７％
（１１／１４）、０（０／４）和７１．４３％（３５／４９），差异有统计学意义（χ２＝
９．５６８，Ｐ＝０．０２３）。
２．３．２　以ＭｉｌｌｅｒＰａｙｎｅ标准评估疗效　　ＮＣＴ治疗结束后，以
ＭｉｌｌｅｒＰａｙｎｅ病理标准评估化疗疗效。ＮＣＴ前后 ＣＴＣ状态为阳
性阳性、阳性阴性、阴性阳性、阴性阴性的病例数分别为
３例、１４例、４例和４９例，有效率分别为６６．６７％（２／３）、７１．４３％
（１０／１４）、０（０／４）和６９．３９％（３４／４９），差异有统计学意义（χ２＝
８．１６４，Ｐ＝０．０４３）。

３　讨论

　　乳腺癌是一种全身疾病，在发病早期便可发生肿
瘤细胞的全身扩散［１５］。有７０％ ～８０％的乳腺癌患者
接受外科手术切除原发性肿瘤并给予术后辅助治疗可

降低疾病复发风险。然而，仍然会有２０％ ～３０％患者
会在５年内复发。其原因可能是虽然原发肿瘤灶得到
充足的治疗，但在治疗的最佳时间内未发现在早期就

进入循环系统中的肿瘤细胞，而ＣＴＣ即血液中微转移
的方式之一。研究表明，ＣＴＣ在确立诊断、治疗决策和
监控辅助治疗疗效，识别患者被掩蔽的微观转移方面

有很重要的意义［１６－１７］。本研究结果显示，ＮＣＴ治疗
前后ＣＴＣ阳性率由２４．２９％（１７／７０）下降到１０．００％
（７／７０），差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０２５），与 Ｍｕｌｌｅｒ
等［１８］对２４５例乳腺癌患者行ＮＣＴ前后ＣＴＣ阳性率由
２２．０％（５４／２４５）下降至１４．３％（３５／２５４）结果基本相
似，说明ＮＣＴ能有限抑制乳腺癌患者循环中的肿瘤细
胞。进一步分析患者临床病理参数与疗效的关系发

现，ＣＴＣ阳性与患者年龄（Ｐ＝０．００８）及 ＨＥＲ２（Ｐ＝
０．０２２）表达情况有关，而与激素受体表达无关。ＨＥＲ２
（＋＋～＋＋＋）患者 ＣＴＣ阳性率较 ＨＥＲ２（－～＋）患
者较高。这可能与ＨＥＲ２高表达的肿瘤侵袭力强，恶
性程度高有关，但尚需进一步验证。

　　随着现代生物技术的发展，ＣＴＣ检测的特异性和
敏感性明显提高，但 ＣＴＣ检测方法仍无法规范统一。
ＰＣＲ和免疫组织化学是目前检测 ＣＴＣ较常用方法之
一［１９］。ｑＲＴＰＣＲ的应用解决了普通 ＰＣＲ特异性低，
无法精确定量等问题，大幅提高了 ＣＴＣ的检测率。利
用ｑＲＴＰＣＲ技术检测循环血液中 ＣＫ１９ｍＲＮＡ表达
状态是目前检测ＣＴＣ的常用方法之一。
　　ＮＣＴ在乳腺癌中的应用始于 ２０世纪 ７０年代，
ＮＣＴ可以减小原发肿瘤的大小，降低肿瘤分期，从而
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有利于肿瘤切除，增加保留乳房的机会；能有效杀灭亚

临床播散病灶，降低全身微转移及局部复发的机会；能

有效评估肿瘤细胞对化疗药物的敏感程度，指导术后

辅助化疗等。然而，乳腺癌ＮＣＴ在临床应用方面依然
存在许多亟待解决的问题［２０］，及时、准确地评估 ＮＣＴ
的疗效最为关键。虽然病理完全缓解（ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｏｍ
ｐｌｅｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｐＣＲ）被认为是评估 ＮＣＴ最有效的指
标，但是由于肿瘤的异质性，使得我们在临床实践中发

现有极少患者虽然ＮＣＴ后获得 ｐＣＲ，但依然存在复发
转移的风险；而在未获得ｐＣＲ的患者中仍有大约一半
的患者不会复发转移。这提示在评估 ＮＣＴ疗效中除
了观察原发肿瘤的情况，还需要寻找更多能准确评估

疗效、预测预后的相关指标。虽然初步临床研究显示，

ＣＴＣ可能与化疗疗效有关，但目前有关ＣＴＣ与ＮＣＴ疗
效的研究主要集中在Ⅰ～Ⅲ期乳腺癌术后化疗和Ⅳ期
乳腺癌患者的综合治疗上，而对ＣＴＣ与ＮＣＴ疗效关系
研究较少且存在争议。为进一步明确 ＣＴＣ在 ＮＣＴ疗
效评估中的价值，我们抽取７０例乳腺癌患者外周静脉
血，利用ｑＲＴＰＣＲ检测 ＣＴＣ，初步探讨外周血 ＣＴＣ与
ＮＣＴ疗效的关系。在Ｘｅｎｉｄｉｓ等［２１］对４３７例早期乳腺
癌术后化疗前后ＣＴＣ表达的研究中显示，随访５３．５个
月后，术后化疗前后 ＣＴＣ状态为阳性阴性患者的无
病生存率和总生存率均高于阴性阳性患者，多因素分
析显示术后化疗前后患者的 ＣＴＣ状态是无病生存率
和总生存率的独立预测因素。本研究根据 ＮＣＴ前后
患者 ＣＴＣ状态将患者分为阳性阳性、阳性阴性、阴
性阳性和阴性阴性 ４组。通过检测 ＮＣＴ前后 ＣＴＣ
阳性变化情况发现：以影像学 ＲＥＣＩＳＴ和病理学
ＭｉｌｌｅｒＰａｙｎｅ标准评估ＮＣＴ疗效时，４组化疗有效率均
存在统计学差异。说明 ＮＣＴ前后 ＣＴＣ阳性转阴性及
均阴性患者临床有效率较高，而ＮＣＴ前后ＣＴＣ阴性转
阳性患者临床有效率较差或对该化疗方案不敏感。提

示在ＮＣＴ期间ＣＴＣ的降低可能是其化疗有效的评价
指标之一。

　　总之，本研究结果初步显示 ＣＴＣ状态的变化与
ＮＣＴ疗效有一定的关系，提示实时检测 ＣＴＣ可有效指
导个体化治疗，避免盲目用药而错失治疗的最佳时机。

由于本实验样本量较少且为回顾性研究，因此 ＣＴＣ在
ＮＣＴ疗效评估中的作用价值还仍需前瞻性、大样本、
多中心临床研究进一步验证。
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