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非肌层浸润性膀胱癌组织中 PKM2 和 ALYREF 表达及与 
预后预测价值研究

朱　军，沈　欣，曹　冬（江苏省靖江市中医院 / 南京中医药大学翰林学院附属医院泌尿外科，江苏靖江  214500）

摘　要：目的　研究非肌层浸润性膀胱癌（non-muscle invasive bladder cancer ，NMIBC）组织中丙酮酸激酶 M2 亚型

(pyruvate kinase M2 subtype ，PKM2)，RNA 结合蛋白 Aly/REF 输出因子 (Aly/REF export factor，ALYREF) 表达及预后

意义。方法　选取自 2017 年 2 月～ 2020 年 2 月期间南京中医药大学翰林学院附属医院收治的 84 例 NMIBC 患者为研

究对象。免疫组织化学检测 NMIBC 和膀胱正常黏膜组织中 PKM2 和 ALYREF 蛋白表达。Spearman 秩相关分析膀胱

癌组织中 PKM2 和 ALYREF 蛋白表达相关性。Kaplan-Meier 生存曲线分析（Log-Rank 检验）PKM2 和 ALYREF 蛋白

对无进展生存（progress free survive, PFS）预后的影响。COX 比例风险模型分析影响 NMIBC 患者 PFS 预后的因素。

结果　NMIBC 组织中 PKM2(71.43%），ALYREF(73.81%）蛋白阳性率高于膀胱正常黏膜组织（11.90%，10.71%），

差异具有统计学意义（χ2=61.225，68.522, 均 P <0.05）。T1 期、高级别 NMIBC 癌组织中 PKM2(88.37%，90.32%），

ALYREF(80.05%，93.55%）蛋白阳性率分别高于 Ta/Tis 期（53.66%，60.38%）、低级别癌组织（60.98%，62.26%），

差异具有统计学意义 (χ2=12.393，8.594；6.524，9.903，均 P ＜ 0.05）。PKM2 阳性组和阴性组患者的三年总体 PFS 分

别为 48.33%（29/60），87.50%（21/24），PKM2 阳性组患者三年累积 PFS 显著低于 PKM2 阴性组患者（Log-Rank test 
χ2=10.040，P=0.002）；ALYREF 阳性组和阴性组三年总体 PFS 分别为 48.39%（30/62），90.91%（20/22），ALYREF 阳

性组患者三年累积 PFS 显著低于阴性组患者（Log-Rank testχ2=11.110，P=0.001）。肿瘤 TNM 分期 T1 期 (HR=1.614，
95%CI: 1.227 ～ 2.214)、高级别 (HR=1.921，95%CI: 1.324 ～ 2.788)，PKM2 阳性 (HR=1.837，95%CI: 1.229 ～ 2.745)，
ALYREF 阳性 (HR=1.744，95%CI: 1.245 ～ 2.443) 是影响 NMIBC 患者 PFS 预后的独立危险因素。结论　NMIBC 中

PKM2 和 ALYREF 表达升高，两者表达呈正相关，是影响 NMIBC 患者预后的独立因素。
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（Department of Urology Surgery, Jingjiang City Hospital of Traditional Chinese Medicine Affiliated Hospital of Hanlin 
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Abstract: Objective　To study the expression of pyruvate kinase M2 subtype (PKM2)，RNA binding protein Aly/REF output 
factor (ALYREF) and their prognostic significance in non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC). Methods　84 patients with 
NMIBC admitted to Nanjing University of Chinese Medicine Hanlin College from February 2017 to February 2020 were selected 
as the study subjects. Immunohistochemistry was used to detect the expression of PKM2 and ALYREF protein in NMIBC and 
normal bladder mucosa tissues. Spearman rank correlation analysis of PKM2 and ALYREF protein expression in bladder cancer 
tissue. Kaplan-Meier survival curve analysis (Log-Rank test) was used to analyze the effect of PKM2 and ALYREF protein on 
the prognosis of progression-free survival (PFS). COX proportional risk model was used to analyze the factors affecting the 
prognosis of PFS in patients with NMIBC. Results　The positive rate of PKM2 (71.43%) and ALYREF (73.81%) protein in 
NMIBC bladder cancer tissue was higher than that in normal bladder mucosa tissue（11.90%，10.71%）, with statistical 
significance（χ2=61.225, 68.522, all P<0.05). The positive rates of PKM2 (88.37% ，90.32%) and ALYREF (80.05% ，93.55%) 
protein in T1 and high-grade NMIBC cancer tissues were higher than those in Ta/Tis（53.66%，60.38%）and low-grade cancer 
tissues（60.98%，62.26%）, and the differences were statistically significant（χ2=12.393，8.594；6.824，9.903，
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all P<0.05).The 3-year total PFS of PKM2 positive group and negative group were 48.33% (29/60) and 87.50% (21/24) 
respectively. The cumulative PFS of patients in the PKM2 positive group in 3 years was significantly lower than that of patients 
in the PKM2 negative group (Log-Rank test χ2=10.040，P=0.002）. The overall PFS of ALYREF positive group and negative 
group in 3 years were 48.39% (30/62) and 90.91% (20/22) respectively. The cumulative PFS of patients in the ALYREF positive 
group in 3 years was significantly lower than that of patients in the negative group (Log-Rank test χ2=11.110，P=0.001）. Tumor 
TNM stage T1 (HR=1.614,95% CI: 1.227~2.214), high grade (HR=1.921,95% CI: 1.324~2.788), PKM2 positive (HR=1.837,95% 
CI: 1.229~2.745), and ALYREF positive (HR=1.744,95% CI: 1.245~2.443) were independent risk factors affecting the prognosis 
of PFS in patients with NMIBC. Conclusion　The expression of PKM2 and ALYREF in NMIBC were increased, and there was 
a positive correlation between them, which are independent factors affecting the prognosis of NMIBC patients.
Keywords: non-muscle invasive bladder cancer；pyruvate kinase M2 subtype；RNA binding protein Aly/REF output factor

膀胱癌是常见泌尿系统肿瘤，全球每年新发

43.0 万例，死亡 16.5 万例 [1]。非肌层浸润膀胱癌（non- 
muscle invasive bladder cancer，NMIBC）是最常见膀 
胱癌类型，占初发膀胱恶性肿瘤的 70%[2]。NMIBC
治疗主要以经尿道膀胱肿瘤电切手术、术后辅助

局部灌注化疗为主，但 60% NMIBC 患者术后会

发生肿瘤局部复发或转移 [3]。丙酮酸激酶 M2 亚

型 (pyruvate kinase M2，PKM2) 是糖酵解过程中的

关键酶，催化磷酸基从磷酸烯醇式丙酮酸转移到

ADP，生成 ATP 和丙酮酸 [4]。研究发现，在肝癌等

恶性肿瘤中 PKM2 表达升高，促进肿瘤代谢，导致

肿瘤的增殖及转移，是新的肿瘤标志物 [5]。RNA 结

合蛋白 Aly/REF 输出因子 (Aly/REF export factor，
ALYREF) 是一种热稳定的核蛋白，起分子伴侣的

作用，参与 DNA 转录活性调节 [6]。研究发现，乳

腺癌等肿瘤中 ALYREF 表达升高能够在转录水平激

活 NEAT1 的表达，促进肿瘤的侵袭及迁移，导致

肿瘤进展 [7]。目前 NMIBC 中 PKM2，ALYREF 表

达的临床意义尚不明确。本研究通过检测 NMIBC
癌组织中 PKM2 和 ALYREF 的表达，探讨两者预

后意义，报道如下。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选取自 2017 年 2 月～ 2020 年 2 月

期间南京中医药大学翰林学院附属医院泌尿外科收

治的 84 例 NMIBC 患者。纳入标准：①经术后病理

明确为膀胱尿路上皮癌且无肌层浸润；②初次诊治，

既往无放化疗治疗；③患者及家属已知情同意并签

字，临床资料完整。排除标准：①并发其它恶性肿

瘤；②并发间质性膀胱炎、尿路感染或肝肾功能障

碍等疾病；③经尿道膀胱肿瘤电切后型全身化疗或

免疫治疗，或行根治性膀胱切除术。其中，男性 50
例，女性 34 例；年龄 31 ～ 74（63.25±5.78）岁；

有吸烟史者 41 例；肿瘤直径≥ 3cm 者 21 例，＜ 3cm
者 63 例；肿瘤单发 60 例，肿瘤多发 24 例；肿瘤

TNM 分期：Ta/Tis 期 41 例，T1 期 43 例；低级别

尿路上皮癌 53 例，高级别尿路上皮癌 31 例。本研

究经本院伦理委员会审核批准通过。

1.2　仪器与试剂　EnVision 两步法免疫组化染色

试剂盒 ( 北京中杉金桥公司，货号 PV6000)；抗体

PKM2，ALYREF( 美国 Cell Signaling Technology 公

司，货号 #4053，#12655)；CX60 显微镜 ( 日本奥

林巴斯公司 )。
1.3　方法 
1.3.1　PKM2，ALYREF 蛋白检测及分组：免疫组

织化学检测：留取经尿道膀胱肿瘤电切术中获取

的 NMIBC 癌组织和正常膀胱黏膜组织，常规石蜡

包埋，切片后行免疫组化染色，实验步骤按照试剂

盒说明书进行。镜下观察染色情况，进行染色评

分。染色深度评分：无染色 0 分，浅黄色 1 分，棕

黄色 2 分，棕褐色 3 分。染色面积评分：阳性面积

<25% 计 1 分，25% ～ 50% 计 2 分，51% ～ 75%
计 3 分，>75% 计 4 分。染色深度与染色面积评分

的乘积≥ 2 分判定为阳性，<2 分判定为阴性。根

据癌组织 PKM2，ALYREF 蛋白染色情况，将所有

NMIBC 患者分为 PKM2 阳性组（n=60）和阴性组

（n=24），ALYREF 阳性组（n=62）和阴性组（n=22）。

1.3.2　治疗及随访：所有患者住院期间接受经尿道

膀胱肿瘤电切术，术后接受规范的膀胱局部灌注化

疗。随访方案：术后第一年每三个月门诊随访一次，

术后第二年至第三年每半年电话或门诊随访一次。

随访方式为门诊膀胱镜检查，尿脱落细胞检查及盆

腔 CT 等影像学检查等，了解 NMIBC 肿瘤复发与

进展及患者生存情况。随访终点为 2023 年 2 月 1 日。

NMIBC 肿瘤进展定义为肿瘤膀胱局部复发或肌层

浸润，盆腔淋巴或远处器官转移，发生肿瘤相关

死亡。无进展生存时间（progression free survival，
PFS）定义为自确诊之日至肿瘤进展的间隔时间。

1.4　统计学分析　采用 SPSS 23.0 软件进行数据分

析。计数资料以率（%）表示，组间比较采用卡方

检验。相关性分析采用 Spearman 秩相关分析。生

存 分 析 采 用 Kaplan-Meier 分 析，Log-rank 检 验 比

较生存曲线间的差异。单因素及多因素 COX 比例

风险模型分析影响 NMIBC 患者 PFS 预后的因素。

P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1 NMIBC 癌 及 正 常 膀 胱 黏 膜 组 织 中 PKM2，
ALYREF 蛋白表达　见图 1。PKM2 黄褐色阳性染

色主要位于癌组织中的细胞膜及细胞浆，ALYREF
蛋白阳性染色主要位于细胞核。NMIBC 膀胱癌组

织中 PKM2，ALYREF 蛋白阳性率分别为 71.43%
（60/84），73.81%（62/84），高于膀胱正常黏膜组

织 11.90%（10/84），10.71%（9/84）， 差 异 具 有

统计学意义（χ2=61.225，68.522；P=0.000，0.000）。

2.2　膀胱癌组织中 PKM2 与 ALYREF 蛋白表达的

相关性　NMIBC 膀胱癌组织中 PKM2 与 ALYREF
蛋白表达呈显著正相关（r=0.734，P=0.000）。

2.3　不同临床病理特征 NMIBC 患者癌组织 PKM2， 
ALYREF 蛋白表达比较　见表 1。T1 期、高级别

NMIBC 癌组织中 PKM2，ALYREF 蛋白阳性率分

别高于 Ta/Tis 期、低级别癌组织 ( 均 P ＜ 0.05）。

图 1　NMIBC 癌及正常膀胱黏膜组织中 PKM2，
ALYREF 蛋白表达（200×）。

表 1                                           PKM2，ALYREF 蛋白表达与临床病理参数的关系 [n（%）]

类   别 n PKM2 阳性 χ2 P ALYREF 阳性 χ2 P

年龄（岁）               <60 35 22（62.86）
2.160 0.142

23（65.71）
1.574 0.210

                                   ≥ 60 49 38（77.55） 39（78.00）

性别                           男性 50 37（74.00）
0.400 0.527

38（76.00）
0.307 0.580

                                   女性 34 23（67.65） 24（70.59）

吸烟情况                   是 41 31（75.61）
0.686 0.407

32（78.05）
0.745 0.388

                                   否 43 29（67.44） 30（69.77）

肿瘤直径（cm）      ≥ 3 21 17（80.95）
1.244 0.265

18（85.71）
2.053 0.152

                                  ＜ 3 63 43（68.25） 44（69.84）

肿瘤数量                   单发 60 40（66.67）
2.333 0.127

42（70.00）
1.577 0.209

                                   多发 24 20（83.33） 20（83.33）

肿瘤 TNM 分期         Ta/Tis 期 41 22（53.66）
12.393 0.000

25（60.98）
6.824 0.009

                                   T1 期 43 38（88.37） 37（80.05）

病理分级                   低级别尿路上皮癌 53 32（60.38）
8.594 0.003

33（62.26）
9.903 0.002

                                   高级别尿路上皮癌 31 28（90.32） 29（93.55）

2.4　PKM2，ALYREF 蛋 白 表 达 对 NMIBC 患 者

PFS 预后的影响　见图 2。84 例 NMIBC 患者随访

期间，无失访，34 例发生肿瘤复发或转移，三年总

体 PFS 为 59.52%（50/84）。PKM2 阳性组和阴性

组患者的三年总体 PFS 分别为 48.33%（29/60），

87.50%（21/24）。PKM2 阳 性 组 患 者 三 年 累 积

PFS 显 著 低 于 PKM2 阴 性 组 患 者（Log-Rank test  
χ2=10.040，P=0.002）。ALYREF 阳性组和阴性组

三 年 总 体 PFS 分 别 为 48.39%（30/62），90.91%

（20/22）。ALYREF 阳 性 组 患 者 三 年 累 积 PFS
显 著 低 于 阴 性 组 患 者（Log-Rank test χ2=11.110，

P=0.001）。

2.5　影响 NMIBC 患者 PFS 预后的因素分析　见表

2，3。以 NMIBC 患者是否发生肿瘤进展为因变量

（1= 是，0= 否，t= 时间），COX 回归分析结果显

示，肿瘤 TNM 分期 T1 期、高级别，PKM2 阳性，

ALYREF 阳性是影响 NMIBC 患者 PFS 预后的独立

危险因素。 
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图 2   Kaplan-Meier 曲线分析 PKM2，ALYREF 蛋白表达对 NMIBC 患者 PFS 预后的影响
表 2 　　　　　　　　　　　　　　　　  单因素 COX 比例风险模型

类别 赋值 β SE Wald χ2 P HR 95%CI

年龄 ≥ 60 岁 vs ＜ 60 岁 0.145 0.113 1.647 0.342 1.156 0.926 ～ 1.443

性别 男 vs 女 0.187 0.175 1.142 0.531 1.206 0.856 ～ 1.699

吸烟史 有 vs 无 0.269 0.180 2.233 0.291 1.309 0.920 ～ 1.862

肿瘤大小 ≥ 3cm vs ＜ 3cm 0.248 0.206 1.449 0.348 1.281 0.856 ～ 1.919

肿瘤数目 多发 vs 单发 0.378 0.251 2.268 0.261 1.461 0.892 ～ 2.387

病理分级 高级别 vs 低级别 0.473 0.160 8.739 0.000 1.605 1.173 ～ 2.196

肿瘤 TNM 分期 T1 期 vs  Ta/Tis 期 0.569 0.186 9.358 0.000 1.766 1.227 ～ 2.543

PKM2 阳性 vs 阴性 0.622 0.173 12.927 0.000 1.863 1.327 ～ 2.615

ALYREF 阳性 vs 阴性 0.274 0.068 16.236 0.000 1.315 1.151 ～ 1.503

表 3                                                                   多因素 COX 比例风险模型

类别 β SE Wald χ2 P HR 95%CI

病理分级 0.653 0.190 11.812 0.000 1.921 1.324 ～ 2.788

肿瘤 TNM 分期 0.479 0.140 11.706 0.000 1.614 1.227 ～ 2.214

PKM2 0.608 0.205 8.796 0.000 1.837 1.229 ～ 2.745

ALYREF 0.556 0.172 10.449 0.000 1.744 1.245 ～ 2.443

3　讨论

膀胱癌是泌尿外科常见恶性肿瘤，我国膀胱癌

每年新发患者例数达 8.2 万例 [8]。目前临床上主要

根据 NMIBC 的肿瘤分期、病理分级等临床病理参

数评估患者临床预后，但 NMIBC 肿瘤异质性较大，

肿瘤治疗后易发生复发和转移，难以准确评估患者

临床预后 [9]。深入研究 NMIBC 肿瘤发生发展的机

制，寻找能够评估 NMIBC 预后的肿瘤标志物，对

于指导 NMIBC 的临床治疗，意义重大。

肿瘤代谢异常是肿瘤的基本特征之一。Warburg 
效应是肿瘤糖代谢改变的主要特征，即在有氧或无

氧条件下肿瘤细胞均会选择产能效率较低的糖酵解

途径，消耗葡萄糖快速产生三磷酸腺苷，满足肿瘤

过度增殖对能量的需求 [10]。PKM2 是细胞中糖酵解

过程的限速酶，在肿瘤代谢和肿瘤增殖中发挥重要

作用。研究表明，PKM2 在肝癌等多种癌症中高度

表达，能够促进癌症细胞的增殖和迁移，导致肿瘤

进展 [4-5]。本研究中，NMIBC 癌组织中 PKM2 表达

升高，并与肿瘤 TNM 分期、病理分级有关，提示

PKM2 促进 NMIBC 的发生发展。膀胱癌中 PKM2
表达升高的机制与肿瘤缺氧微环境有关。膀胱癌肿

瘤细胞的过度增殖导致肿瘤细胞处于缺血缺氧的状

态，缺氧微环境能够上调肿瘤细胞内缺氧诱导因

子 1α 的表达，缺氧诱导因子 1α 进入细胞核结合

PKM2 基因启动子缺氧反应原件，在转录水平促进

PKM2 蛋白表达 [11]。膀胱癌中 PKM2 的表达升高

能够参与促进肿瘤恶性进展。分析其机制，PKM2
能够通过促进肿瘤细胞糖酵解，快速产生三磷酸腺

苷，满足肿瘤细胞过度增殖需要的同时，大量葡萄

糖代谢中间产物如丙酮酸、乳酸等代谢物质堆积，

经脂肪酸合成代谢途径合成磷脂，为肿瘤细胞细胞

膜磷脂提供原料 [10]。另一方面，PKM2 还能够与信

号转导子和转录激活子 3 结合形成复合物，促进血

管内皮生长因子的分泌，诱导肿瘤血管生成，促进
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肿瘤侵袭及转移的发生，导致肿瘤恶性进展 [12]。

因此，NMIBC 中 PKM2 表达升高能够促进膀胱癌

肿瘤的发生发展，是潜在的评估 NMIBC 患者预后

的肿瘤标志物。本研究中证实，PKM2 阳性表达的

NMIBC 患者 PFS 预后较差。笔者分析，PKM2 阳

性表达的膀胱癌肿瘤细胞恶性程度高，肿瘤的侵袭

转移能力较强，增加了 NMIBC 患者经尿道膀胱肿

瘤电切术后复发和转移的风险。此外，PKM2 表达

升高还会降低肿瘤细胞对铂类化疗药物敏感性。有

学者报道，PKM2 表达升高能够促进肿瘤细胞糖酵

解，增加细胞内还原性代谢产物的水平，中和顺铂

等化疗药物治疗过程中产生的活性氧，降低化疗药

物治疗疗效 [13]。因此，PKM2 阳性表达的 NMIBC
膀胱癌肿瘤细胞术后肿瘤复发转移风险较高，导致

不良 PFS 预后。

ALYREF 是一种转录蛋白复合物的伴侣蛋白，

能结合并剪接靶基因 mRNA，介导 mRNA 由细胞

核向细胞质的转移过程，在转录后水平发挥基因

表达调控作用 [14]。研究表明，肿瘤中 ALYREF 能

够辅助 RNA 甲基转移酶 2，甲基化修饰下游癌基

因 mRNA 的 5 甲 基 胞 嘧 啶 位 点， 促 进 癌 基 因 表

达，导致肿瘤发生发展 [15]。本研究中，NMIBC 癌

组织中 ALYREF 蛋白表达升高，与国内学者体外

细 胞 实 验 结 果 一 致 [16]。NMIBC 中 ALYREF 的 表

达升高可能与转录后调控异常有关。研究表明，

miRNA-26a-5p 是 ALYREF mRNA 稳 定 性 调 节 的

重要因子，miRNA-26a-5p 的表达下调引起肿瘤细

胞中 ALYREF mRNA 稳定性增加，导致 ALYREF
蛋 白 表 达 上 调 [17]。 本 研 究 中，NMIBC 癌 组 织 中

ALYREF 蛋白表达与不良临床病理特征有关，提示

ALYREF 促进 NMIBC 的肿瘤进展。分析其机制，

ALYREF 作为碱性区域亮氨酸拉链转录因子的转录

共激活因子，能促进细胞核中 AKT 的磷酸化激活，

进而诱导周期素依赖的蛋白激酶 D1 等的表达，促

进肿瘤细胞 G2 期向 M 期的进行，导致肿瘤过度

增殖 [18]。此外，有学者发现，膀胱尿路上皮癌中

ALYREF 通过其 K171 结构域识别 NOP2/Sun RNA
甲基转移酶家族成员 2，促进 RAS 癌基因家族样蛋

白 6 和胸苷激酶 1 mRNA 的 5 甲基胞嘧啶位点的甲

基化，两者蛋白表达升高，最终促进恶性肿瘤的增

殖及侵袭 [19]。本研究中，ALYREF 阳性表达是影响

NMIBC 患者 PFS 预后的独立因素，提示 ALYREF
是新的 NIMBC 预后相关肿瘤标志物。分析其原因，

ALYREF 的表达升高能够促进转录因子 Yes 相关蛋

白 mRNA 3’ 非编码区域 328 至 331 碱基处的甲基

化修饰，提高 mRNA 的稳定性，Yes 相关蛋白表

达上调不仅促进肿瘤细胞的侵袭和转移能力，还能

诱导干性转录因子 SRY 盒转录因子 10 的表达，导

致肿瘤细胞对酪氨酸激酶抑制剂等药物耐药性的形 
成 [20]。因此，临床泌尿外科医生可根据 NMIBC 癌

组织中 ALYREF 的表达，对患者临床预后进行风险

评估，对于高危复发的患者予以积极治疗及随访，

以改善患者临床预后。

本研究中，NMIBC 癌组织中 PKM2 与 ALYREF 
蛋白表达呈明显正相关，提示两者可能共同参与促

进 NMIBC 的肿瘤进展。分析其机制，与 ALYREF
对 PKM2 mRNA 的表观遗传学修饰有关。研究发

现，ALYREF 能够通过其赖氨酸残基 K171 位点，

结合并促进 PKM2 mRNA 的 5 甲基胞苷的甲基化

修饰，增加 PKM2 mRNA 的稳定性，促进膀胱癌

肿瘤细胞的增殖 [11]。因此，NMIBC 中阻断 PKM2
与 ALYREF 之间的相互作用可能是潜在的 NMIBC
肿瘤治疗方案，值得进一步研究。

综上所述，膀胱癌组织中 PKM2，ALYREF 表

达升高，两者表达呈显著正相关，并与肿瘤 TNM
分期及病理分级有关，共同促进 NMIBC 的肿瘤的

发生发展。NMIBC 癌组织中 PKM2 和 ALYREF 阳

性表达是影响患者 PFS 预后的独立危险因素，是

新的评估 NMIBC 患者 PFS 预后的肿瘤标志物。临

床医师可根据 PKM2 和 ALYREF 的表达情况，对

NMIBC 的肿瘤进展风险进行评估，对于高危患者

予以积极随访和治疗，例如予以卡介苗生物治疗或

短期内进行二次经尿道膀胱肿瘤电切，以减少肿瘤

复发，改善患者预后。但本研究也存在一定的不足

之处，本研究样本量有限，未对 NMIBC 不同的类

型进行分层分析，研究结果可能存在一定的偏倚，

有待今后扩大样本含量进一步研究。
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