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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨多基因联合检测预测激素受体阳性晚期乳腺癌患者内分泌治疗耐药的临床

应用价值。 方法摇 采用回顾性病例分析方法,收集 2015 年 1 月至 2016 年 8 月中国医学科学院北京协

和医学院肿瘤医院收治的 30 例激素受体阳性晚期乳腺癌患者的临床资料。 于患者治疗前采集其外周

血 10 ml,利用目标区域捕获测序技术检测循环肿瘤 DNA(ctDNA)突变情况。 根据患者是否存在耐药相

关基因(TP53、PIK3CA、mTOR、ERBB2、ESR1、FGFR1)突变,将其分为基因突变组和非基因突变组。 分

析内分泌治疗耐药与基因突变的关系。 采用 Kaplan鄄Meier 法绘制 2 组患者的无进展生存(PFS)曲线,用
Log鄄rank 检验比较两者之间的差异。 并用 字2 检验比较基因突变组与非基因突变组患者发生原发耐药

的差异。 结果摇 在 30 例患者中,基因突变组与非基因突变组患者分别有 20 例和 10 例。 随访 1 ~ 19 个

月,中位随访时间为 3 个月,2 组患者中位 PFS 分别为 3 个月和 5 个月,并且,基因突变组患者 6 个月

PFS 率明显低于非基因突变组(10%比 50% ,字2 =8郾 328,P=0郾 004)。 20 例基因突变组患者中,原发耐药

者 18 例,继发耐药者 2 例,而 10 例非基因突变组患者中原发耐药者 5 例,继发耐药者 5 例;基因突变组

原发耐药者比非基因突变组多(字2 = 5郾 963,P = 0郾 026)。 结论摇 联合检测多个耐药相关基因的 ctDNA,
能够预测晚期乳腺癌患者内分泌治疗耐药。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To evaluate the feasibility of serial gene鄄panel circulating tumor DNA
(ctDNA) sequencing in predicting resistance to endocrine therapy of hormone receptor ( HR) positive
advanced breast cancer. Methods摇 We retrospectively analyzed the clinical data of 30 patients with HR
positive advanced breast cancer in the Cancer Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking
Union Medical College from January 2015 to August 2016. Blood sample of 10 ml was collected from these
patients before endocrine therapy. ctDNA mutation was assayed by gene鄄panel target鄄capture next鄄generation
sequencing. Based on the existence of drug resistance鄄related gene mutation ( TP53, PIK3CA, mTOR,
ERBB2, ESR1 and FGFR1), all samples were further subdivided into two groups: mutant group and non鄄
mutant group. The relationship between resistance to endocrine therapy and gene mutation was analyzed.
Survival curves of progression鄄free survival ( PFS) were estimated using the Kaplan鄄Meier method and
comparison of these estimates was performed using log鄄rank test. 字2 test was used to compare the primary drug
resistance rates between mutant group and non鄄mutant group. Results摇 In all 30 patients, there were
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20 patients in mutant group and 10 patients in non鄄mutant group respectively. The median follow鄄up was
3 months (range 1-19 months). The median PFS was 3郾 0 months in the mutant group and 5郾 0 months in non鄄
mutant group respectively. The 6鄄month PFS in mutant group was significantly lower than that in non鄄mutant
group (10% vs 50% , 字2 = 8郾 328, P = 0郾 004). In mutant group (20 patients), 18 patients had primary
resistance to endocrine therapy and 2 patients had secondary resistance. In non鄄mutant group (10 patients),
5 patients had primary resistance to endocrine therapy and 5 patients had secondary resistance. The primary
resistance rate in mutant group was significantly higher than that in non鄄mutant group ( 字2 = 5郾 963, P =
0郾 026). Conclusion摇 The combined detection of ctDNA in multiple drug resistance鄄related genes can predict
the resistance to endocrine therapy in HR positive advanced breast cancer patients.

揖Key words铱摇 Breast neoplasms;摇 Receptors, estrogen;摇 Drug response;摇 Circulating tumor DNA

摇 摇 乳腺癌是威胁全球女性健康的第一大恶性肿

瘤,其中约 70% 的乳腺癌患者 ER 和 /或 PR 阳

性[1]。 内分泌治疗是激素受体阳性乳腺癌患者综合

治疗的重要组成部分。 尽管大部分激素受体阳性的

乳腺癌患者能从内分泌治疗中获益,但长期的内分泌

治疗后耐药发生率较高[1鄄2]。 目前临床上对于耐药的

判定主要以连续影像学检查作为参考,然而影像学往

往不能及时准确地判断疗效。 因此寻找新的能实时

监测内分泌治疗耐药的生物标志物显得尤为重要。
循环肿瘤 DNA(circulating tumor DNA,ctDNA)

作为液态活组织检查(活检)的一种靶标已经被研

究多年[3]。 随着测序技术的发展,ctDNA 因为其创

伤小、方便获取、能实时监测等特点已成为精准医学

领域研究的热点[4]。 通过检测 ctDNA 基因突变信

息,可以追踪肿瘤整个治疗过程中内在的基因突变

事件。 诸多研究表明,检测 ctDNA 特定的耐药相关

基因在预测药物疗效方面有着重要的价值[5鄄6]。 然

而单个基因并不能很好的预测乳腺癌内分泌治疗耐

药。 可能原因有耐药是多种机制共同作用的结

果[7鄄9],而且在治疗过程中肿瘤基因的突变谱也不断

发生着变化。 本研究采用二代测序技术检测激素受

体阳性晚期乳腺癌患者 ctDNA 突变情况,探讨多基

因联合检测对于预测乳腺癌内分泌治疗耐药的临床

应用价值。

资料与方法

一、一般资料

采用回顾性病例分析方法,收集 2015 年 1 月至

2016 年 8 月在中国医学科学院北京协和医学院肿

瘤医院接受内分泌治疗的 30 例激素受体阳性晚期

乳腺癌女性患者的临床资料。
纳入标准:(1)患者经病理确诊为浸润性乳腺

癌;(2)穿刺或手术切除标本免疫组织化学染色结

果为激素受体阳性;(3)标本采集在内分泌治疗前

1 个月内进行;(4)治疗前已采集 10 ml 外周血行目

标区域捕获测序检测 ctDNA 突变情况。 排除标准:

(1)乳腺转移性肿瘤;(2)早期乳腺癌患者;(3)内分

泌治疗联合化疗或靶向治疗的患者。
所有研究材料均得到中国医学科学院北京协和

医学院肿瘤医院医学伦理委员会(批准文号:16鄄
038 / 1117)和患者的许可,并且患者均签署知情同意书。

二、 内分泌治疗疗效评价标准

患者内分泌治疗期间,采用实体瘤的疗效评价
标准 1郾 1 版[10] 每 2 ~ 3 个月进行 1 次临床疗效评
估,直至疾病进展。 根据疗效评价结果可分为完全

缓解、部分缓解、疾病稳定和疾病进展。 既往化疗和

内分治疗临床疗效评价也采用该标准。
三、 乳腺癌内分泌治疗耐药的界定[11]

临床上定义原发性内分泌治疗耐药为:术后辅

助内分泌治疗 2 年内出现复发转移,或转移性乳腺

癌内分泌治疗 6 个月内出现疾病进展。 继发性内分

泌治疗耐药定义为:术后辅助内分泌治疗 2 年后出

现复发转移,或在完成辅助内分泌治疗 12 个月内出

现复发转移,或转移性乳腺癌内分泌治疗超过 6 个月

出现进展。
单个基因点突变或者拷贝数扩增,并不能很好

地预测激素受体阳性晚期乳腺癌患者内分泌治疗

效果,因此,本研究选取了 6 个既往文献报道的耐

药相关基因(TP53、PIK3CA、mTOR、ERBB2、ESR1、
FGFR1) [7鄄9]建立联合检测多个耐药相关基因预测内
分泌治疗耐药的模型。 如果患者出现以下一个或多

个事件将归为基因突变组,否则归为非基因突变组:
(1)TP53、PIK3CA、mTOR、ESR1 其中 1 个或多个基

因发生耐药相关的点突变;(2)ERBB2 基因点突变

或拷贝数扩增;(3)FGFR1 基因发生拷贝数扩增。
四、 患者生存指标的定义

无进展生存(progression鄄free survival,PFS)期指

从治疗开始至疾病进展或死亡的时间。 DFS 指从手

术开始至疾病复发或死亡(因任何原因)之间的时

间。 未达终点时间的以末次随访时间为终点。 末次

随访时间为 2016 年 10 月 1 日。
五、 标本采集

在患者接受后续内分泌治疗前 1 个月内,采集

·331·中华乳腺病杂志(电子版) 2017 年 6 月 第 11 卷 第 3 期 Chin J Breast Dis(Electronic Edition),June 2017,Vol郾 11,No郾 3



外周血 10 ml 置于依地酸钠钙抗凝管中,血浆标本

在 4 益条件下以 1 600伊g 离心 10 min(离心机半径为

11郾 5 cm),之后取上层血浆于 4 益条件下以 1 600伊g,
离心 10 min,共 2 次,以去除残余细胞。 血浆和相应

的血细胞标本置于-80 益冰箱冷冻储存。 为了防止

白细胞溶解,标本在 2 h 内进行血浆 /血细胞分离。
六、 ctDNA 提取检测分析

1. DNA 提取

使用循环核酸提取试剂盒(德国 Qiagen 公司)
和血液 DNA 提取试剂盒(德国 Qiagen 公司),按照

试剂盒说明书分别提取 ctDNA 和基因组 DNA
(genomic DNA,gDNA)。 通过 ctDNA 测序以检测体

细胞突变,gDNA 为正常对照。
2. 目标捕获和测序

本研究检测了肿瘤相关的 368 个基因,并选取

其中 6 个耐药相关基因 ( TP53、 PIK3CA、 mTOR、
ERBB2、ESR1、FGFR1)进行分析。 具体操作简述如

下:使用 KAPA DNA 文库制备试剂盒(美国 Kapa
Biosystems 公 司 ) 制 备 ctDNA 测 序 文 库, 使 用

Illumina TruSeq DNA 文库制备试剂盒(美国 Illumina
公司)推荐方法制备 gDNA 测序文库。 当样本量接

近最小输入需求值时,增加预捕获 PCR 循环数以产

生足量产物用于杂交。 文库与定制设计的生物素寡

核酸探针 (美国 Roche NimbleGen 公司)杂交。 DNA
测序采用 HiSeq 3000 (美国 Illumina 公司)双端测

序,读取碱基的长度为 2伊101 bp。
3. 测序数据分析

由经验丰富的生物信息学人员评估筛选碱基读

取质量,测序序列匹配质量和测序深度等。 检出变

异满足以下条件者被过滤掉:低碱基质量(Phred 质

量评分)<13;测定序列突变全部在同侧链;Phred 质

量评分逸30 的碱基所占百分比不达标;突变位置有

效检测次数<3 次;突变检出位置在测出序列的两

端[12]。 血浆 ctDNA 等位基因分数 =突变的检出序

列数 / (未突变检出序列数+突变的检出序列数) 伊
100% [13]。

七、 统计学分析

使用 SPSS 19郾 0 统计软件包对数据进行处理、
分析。 采用 Fisher 确切概率法比较基因突变组与非

基因突变组患者临床特征的差异,用 字2 检验比较基

因突变组与非基因突变组患者发生原发耐药的差

异。 并用 Kaplan鄄Meier 法绘制生存曲线,用 Log鄄
rank 检验比较基因突变组与非基因突变组及单个基

因突变型与野生型患者 PFS 的差异。 检验水准双侧

琢=0郾 050。

结摇 摇 果

一、患者基线资料

总共纳入 30 例患者,年龄为(45郾 0 依11郾 3)岁,
年龄范围 24. 0 ~ 68. 0 岁。 其中有 7 例首诊为晚期

乳腺癌患者,其余患者均行了乳腺癌根治术。 有

1 例患者既往未行内分泌治疗,其余患者至少接受

过 1 次内分泌治疗,患者基本信息见表 1。 患者中

发生基因突变者 20 例(基因突变组),未发生基因

突变者 10 例(非基因突变组),2 组比较,HER鄄2 状

态、转移器官数、既往辅助内分泌治疗情况、既往内

分泌治疗药物及次数的差异均无统计学意义(表 2),
组间具有可比性。

二、 基因检测结果

在 30 例患者中,有 20 例(67% )患者检测出耐

药相 关 基 因 拷 贝 数 变 异 和 /或 点 突 变 ( point
mutation),其中,10 例(33% )患者检测出 PIK3CA
突变,6 例(20% )检出 ESR1 突变,10 例(33% )检测

出 TP53 突变,3 例 (10% ) 检出 mTOR 突变,6 例

(20% )检出 ERBB2 变异(包括 4 例点突变,2 例拷

贝数扩增,并且,总共 13 例初始检测 HER鄄2 为阳性

的患者中,有 2 例 ctDNA 仍然为拷贝数扩增),4 例

(13% )检出 FGFR1 拷贝数扩增。
三、 耐药相关基因突变和 PFS 的关系

30 例患者均发生了疾病进展即达到了终点事

件,随访时间在 1 ~ 19 个月,中位随访时间为 3 个月。
基因突变组与非基因突变组患者中位 PFS 分别为

3 个月和 5 个月,基因突变组患者 6 个月 PFS 率明

显低于非基因突变组(10% 比 50% ,字2 = 8郾 328,P=
0郾 004,图 1)。

分别比较单个基因突变型与野生型患者之间

PFS 的差别,结果显示:TP53 基因突变型与野生型

患者中位 PFS 分别为 2 个月和 4 个月,突变型患者

6 个月 PFS 率明显低于野生型患者(10% 比 30% ,
字2 =6郾 277,P= 0郾 012,图 2a);mTOR 基因突变型与

野生型患者中位 PFS 分别为 2 个月和 4 个月,突变

型患者 6 个月 PFS 率明显低于野生型患者(0 比

26% ,字2 = 6郾 891, P = 0郾 009,图 2b)。 而 ERBB2、
ESR1、FGFR1、PIK3CA 突变型患者与野生型患者之

间 PFS 差异均无统计学意义(图 2c ~ f)。
四、 耐药相关基因突变与临床耐药的关系

30 例患者原发耐药有 23 例,继发耐药有 7 例。
其中基因突变组原发耐药者 18 例(90% ),继发耐

药者 2 例(10% ),而非基因突变组原发耐药者 5 例,
继发耐药者 5 例;基因突变组原发耐药者比非基因

突变组多(字2 =5郾 963,P=0郾 026)。
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表 1摇 30 例激素受体阳性晚期乳腺癌患者基本信息

编号
发病年龄

(岁)
HER鄄2 Ki67(% )

转移器官

(个)
是否手术

既往内分泌

治疗(次)
既往化疗

(次)
既往靶向

治疗(次)
DFS(月) 药物 PFS(月)

P1 52 阳性 5 3 是 2 3 1 14 托瑞米芬 7

P2 47 阴性 0 4 是 2 4 3 44 阿那曲唑 2

P3 31 阴性 5 3 是 2 5 3 9 托瑞米芬 3

P4 41 阳性 20 3 是 3 5 3 19 来曲唑 12

P5a 58 阳性 40 3 否 3 4 4 来曲唑 2

P6 46 阴性 40 4 是 1 2 0 39 来曲唑 4

P7 45 阴性 20 4 是 1 3 1 50 来曲唑 1

P8 46 阴性 10 3 是 2 6 0 29 托瑞米芬 18

P9 44 阳性 25 1 是 1 1 0 64 来曲唑 19

P10 34 阳性 2 3 是 1 2 1 23 来曲唑 5

P11 34 阳性 30 2 是 1 1 0 50 依西美坦 3

P12 24 阳性 30 2 是 2 7 1 29 来曲唑 8

P13 26 阳性 5 4 是 1 6 6 8 氟维司群 5

P14a 55 阳性 18 2 否 1 0 1 来曲唑 3

P15 32 阳性 25 3 是 2 4 3 62 托瑞米芬 2

P16a 47 阳性 35 3 否 2 2 0 来曲唑 1

P17 46 阴性 25 4 是 2 4 0 49 来曲唑 1

P18a 68 阳性 35 2 否 0 2 1 依西美坦 2

P19a 34 阴性 60 4 否 1 2 0 托瑞米芬 3

P20 55 阴性 25 2 是 1 0 0 74 氟维斯群 5

P21a 68 阴性 10 3 否 3 1 0 阿那曲唑 3

P22 39 阴性 50 2 是 1 0 1 57 来曲唑 4

P23 42 阴性 30 1 是 2 2 0 83 托瑞米芬 4

P24 47 阴性 50 2 是 2 6 1 13 托瑞米芬 1

P25 64 阴性 NA 2 是 2 NA NA 21 托瑞米芬 11

P26a 42 阴性 25 4 否 1 0 0 托瑞米芬 3

P27 48 阴性 30 4 是 1 0 1 31 来曲唑 2

P28 30 阳性 70 3 是 1 0 2 21 依西美坦 7

P29 45 阴性 50 3 是 2 NA 0 37 托瑞米芬 2

P30 51 阴性 NA 4 是 2 NA 1 132 托瑞米芬 5

摇 摇 注:a首诊为晚期未行手术的患者;HER鄄2 为人表皮生长因子受体 2;DFS 为无瘤生存;PFS 为无进展生存期; NA 代表不明确

讨摇 摇 论

肿瘤的基因突变是在不断变化的,这种变化可

由肿瘤的治疗诱发。 激素受体阳性乳腺癌是所有乳

腺癌中预后相对较好的一种亚型,内分泌治疗是其

重要的治疗手段,但是,在其长期的内分泌治疗过程

中,随着肿瘤基因的演变和突变,随时可能产生耐药

克隆[2]。 检测肿瘤转移病灶的基因突变可以预测药

物疗效,但由于该操作创伤大、有一定风险以及患者

难以接受等因素导致获取转移灶组织相当困难。 而

通过检测外周血 ctDNA 能够获取肿瘤基因突变信

息,并且,由于 ctDNA 来自于全身所有肿瘤释放的

DNA 片段,因此能更好的代表肿瘤异质性,从而避

免实体瘤因肿瘤异质性造成的取样偏倚问题[14]。
本研究表明,联合检测 ctDNA 多个耐药相关基因能

够预测晚期乳腺癌患者内分泌治疗耐药。
既往研究表明,内分泌治疗耐药的主要机制包

括:(1)ER 结构和功能异常,如 ESR1 突变或拷贝数

扩增[7];(2)生长因子通路激活,如 ERBB2 和 EGFR
等基因突变或拷贝数扩增,以及下游信号分子 PI3K
(PIK3CA、mTOR)突变[8鄄9];(3)细胞衰老或凋亡相

关基因突变,如 TP53 突变[4];(4)其他导致分子环

境改变或药物代谢异常的因素[8]。 本研究选取了既

往文献报道与内分泌治疗耐药明确相关的 6 个基

因, 包括 TP53、 PIK3CA、 mTOR、 ERBB2、 ESR1 和

FGFR1 [8鄄9] 。 TP53 突变在三阴性乳腺癌中常见,突变
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表 2摇 基因突变组与非基因突变组乳腺癌患者

临床特征对比(例)

临床特征
基因突变组

(n=20)
非基因突变组

(n=10)
P 值

HER鄄2 状态

摇 阳性

摇 阴性

9

11

4

6
1郾 000

转移器官数

摇 1 ~ 2 个

摇 3 个

摇 4 个

4

8

8

6

3

1

0郾 077

既往内分泌治疗情况

摇 初治晚期患者

摇 原发耐药

摇 继发耐药

摇 有效

5

6

7

2

2

2

5

1

0郾 893

既往内分泌治疗次数

摇 0 ~ 1

摇 逸2

10

10

4

6
0郾 709

内分泌治疗药物

摇 SERMs

摇 AI

摇 SERDs

10

9

1

2

7

1

0郾 256

摇 摇 注:SERMs 为选择性雌激素受体调节剂 (他莫昔芬、托瑞米芬);
SERDs 为选择性雌激素受体下调剂(氟维司群);AI 为芳香化酶抑制剂

(阿那曲唑、来曲唑、依西美坦)

注:基因突变组(n= 20)与非基因突变组(n = 10)乳腺癌

患者相比,字2 =8郾 328,P=0郾 004

图 1摇 基因突变组与非基因突变组乳腺癌患者无进

展生存曲线比较

频率可达 80%以上[9],而在激素受体阳性乳腺癌中

相对少见。 既往文献报道,luminal A 型患者中 TP53
基因突变者占 12% ,而 luminal B 型患者中 TP53 基

因突变者占 30% ,并且,TP53 突变会导致激素受体

阳性乳腺癌患者内分泌治疗耐药[5]。 本研究显示,
激素受体阳性乳腺癌患者 TP53 突变者占 33%
(10 / 30),与既往文献报道相似。 PIK3CA / mTOR 通

路在肿瘤增殖、侵袭及转移中发挥着重要作用,70%
乳腺癌患者可见该通路激活,激素受体阳性乳腺癌

特别是 luminal B 型 PIK3CA 常呈现高激活状态[15]。
本研究检测出 33% (10 / 33)患者 PIK3CA 基因突

变,10% (3 / 30)患者 mTOR 基因突变,且同一患者

注:a 图所示,TP53 基因突变型(n=10)与野生型(n=20)乳腺癌患者相比,字2 =6郾 277,P=0郾 012;b 图所示,mTOR 基因突变型(n=3)与野生型(n=27)乳
腺癌患者相比,字2 =6郾 891,P=0郾 009;c 图所示,ERBB2 基因突变型(n = 6)与野生型(n = 24)乳腺癌患者相比,字2 = 0郾 221,P = 0郾 639;d 图所示,ESR1 基因

突变型(n=6)与野生型(n=24)乳腺癌患者相比,字2 = 1郾 494,P = 0郾 222;e 图所示,FGFR1 基因突变型(n = 4)与野生型(n = 26)乳腺癌患者相比,字2 =
1郾 863,P=0郾 172;f 图所示,PIK3CA 基因突变型(n=10)与野生型(n=20)乳腺癌患者相比,字2 =1郾 845,P=0郾 174

图 2摇 各基因突变型与野生型乳腺癌患者间无进展生存曲线比较
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PIK3CA 基因突变可有多个亚克隆。 ERBB2 基因点

突变或者拷贝数扩增与乳腺癌内分泌治疗耐药相

关[16]。 本研究检测出 20% (6 / 30)患者 ERBB2 基

因变异,其中 4 例点突变,2 例拷贝数扩增;6 例患者

免疫组织化学染色均为 HER鄄2 过表达型。 然而,总
共 13 例初始检测 HER鄄2 为阳性的患者,只有 2 例

患者 ctDNA 中仍然为拷贝数扩增,可能原因有以下

几点:肿瘤存在空间异质性,原发灶与转移灶的基因

突变谱存在差异;肿瘤存在时间异质性;技术原因导

致检测 ctDNA 拷贝数变异敏感度差。 ESR1 基因突

变主要见于继发性内分泌治疗耐药的患者。 既往研

究表明,在接受过芳香化酶抑制剂治疗的激素受体

阳性转移性乳腺癌患者中,20%~ 50%存在 ESR1 基

因突变[17鄄19]。 有文献报道,ER 阳性转移性乳腺癌

患者 ESR1 基因突变频率可达 89郾 3% [17]。 本研究

利用 ctDNA 检测激素受体阳性晚期患者 ESR1 基因

突变率为 20% (6 / 30)。 约 10% 乳腺癌患者发生

FGFR1 拷贝数扩增,并且其与患者预后不佳有

关[8]。 既往研究显示,FGFR1 是细胞高度增殖、患
者预后不佳的因素,也是 ER 阳性乳腺癌的重要驱

动基因,可以导致内分泌治疗耐药[8,19]。 本研究中

FGFR1 基因突变率为 13% (4 / 30),也验证了之前的

结论。
本研究中生存分析结果显示,基因突变组患者

PFS 明显短于非基因突变组,差异有统计学意义,说
明联合检测这 6 个基因的 ctDNA 能很好地预测激

素受体阳性晚期乳腺癌患者内分泌治疗耐药。 笔者

进一步分析了单基因点突变与生存的关系,发现所

有突变型患者的 PFS 均较野生型患者短,其中,
TP53、mTOR 基因的突变型与野生型患者之间 PFS
差异均具有统计学意义,但是,样本量小,结论有待

进一步验证。 笔者还分析了耐药相关基因突变与临

床耐药的关系,结果发现,基因突变组患者发生原发

耐药者显著高于非基因突变组,提示耐药相关基因

突变可能更容易导致原发耐药。
综上所述,联合检测多个耐药相关基因的

ctDNA,能够预测晚期乳腺癌患者内分泌治疗的耐

药。 但是,本研究为回顾性病例分析,且样本量较

小,内分泌治疗药物不统一,期望有大样本随机对照

研究进一步验证该模型的临床应用价值。
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