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胶质瘤组织中 TRIP4 和 DDIT4 水平表达及其与 
临床病理特征和预后的关系

井山泉 a，梁莉萍 b，刘林林 a，李　辉 a，李聪慧 a，徐丽峰 a

（河北医科大学第一医院 a. 神经外科；b. 介入治疗科，石家庄  050031）

摘　要：目的　研究胶质瘤组织中甲状腺激素受体结合蛋白 4(thyroid hormone receptor interacting protein 4，TRIP4) 和

DNA 损伤诱导转录因子 4(DNA damage inducing transcription factor 4，DDIT4) 水平表达及其与临床病理特征和预后的

关系。方法　选取 2018 年 2 月～ 2019 年 2 月河北医科大学第一医院收治的 94 例胶质瘤患者为研究对象。应用免疫组

织化学法检测组织中 TRIP4 和 DDIT4 蛋白表达。比较不同临床病理特征脑胶质瘤组织中 TRIP4 和 DDIT4 蛋白表达。

采用 Kaplan-Meier 生存曲线分析不同 TRIP4 和 DDIT4 蛋白表达胶质瘤患者生存预后的差异。单因素和多因素 COX 回

归分析影响胶质瘤患者生存预后的因素。结果　胶质瘤组织中 TRIP4（68.09%）和 DDIT4（65.96%）蛋白阳性率高于

瘤旁组织（13.83%，10.64%），差异具有统计学意义（χ2=57.212，60.866，均 P ＜ 0.05）。胶质瘤组织中 TRIP4 与

DDIT4 蛋白表达呈显著正相关性（r=0.722，P ＜ 0.05）。WHO 分级Ⅲ级、肿瘤直径≥ 3cm 胶质瘤组织中 TRIP4 和

DDIT4 蛋白阳性率均高于 WHO 分级 I ～ II 级、肿瘤直径＜ 3cm 胶质瘤组织，差异具有统计学意义（χ2=6.393 ～ 14.754，
均 P<0.05）。TRIP4 阳性表达组和阴性表达组三年总体生存率分别为 37.50%（24/64），66.67%（20/30），TRIP4 阳性

表达组三年累积生存率低于阴性表达组，差异具有统计学意义（Log-rankχ2=5.949，P=0.015）。DDIT4 阳性表达组和阴

性表达组三年总体生存率分别为 37.10%（23/62），70.00%（21/30），DDIT4 阳性表达组三年累积生存率低于阴性表

达组，差异具有统计学意义（Log-rankχ2=7.642，P=0.006）。肿瘤直径≥ 3cm（HR=1.614，P=0.000），WHO 分级Ⅲ级

（HR=1.790，P=0.000），TRIP4 阳性表达（HR=1.665，P=0.000），DDIT4 阳性表达（HR=1.476，P=0.000）是影响胶

质瘤患者生存预后的独立危险因素。结论　胶质瘤组织中 TRIP4 和 DDIT4 蛋白表达升高，两者与肿瘤直径及 WHO 分

级相关，是潜在的评估胶质瘤预后的肿瘤标志物。
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Expression of TRIP4 and DDIT4 in Glioma Tissue and Their Relationship 
with Clinical Pathological Parameters and Prognosis
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Abstract: Objective　To study the expression of thyroid hormone receptor binding protein 4 (TRIP4) and DNA damage 
inducing transcription factor 4 (DDIT4) in glioma tissue and their relationship with clinical pathological characteristics and 
prognosis. Methods　94 glioma patients admitted to the First Hospital of Hebei Medical University from February 2018 to 
February 2019 were selected as the research subjects. The expression of TRIP4, DDIT4 proteins in tissues were detected by 
immunohistochemistry. The relationship between the expression of TRIP4, DDIT4 proteins in glioma tissues and clinical 
pathological characteristics were compared. The differences in survival prognosis of glioma patients with different levels of 
TRIP4, DDIT4 protein expression were analyzed by Kaplan-Meier survival curve. Univariate and multivariate COX regression 
analysis was conducted to analyze the factors affecting the survival prognosis of glioma patients. Results　The positive rates of 
TRIP4 (68.09%), DDIT4 (65.96%) proteins in glioma tissues were higher than those in adjacent tissues(13.83%, 10.64%), with 
statistically significant differences (χ2=57.212, 60.866, all P<0.05). There was a significant positive correlation between TRIP4 
and DDIT4 protein expression in glioma tissues (r=0.722, P<0.05). The positive rates of TRIP4 (83.64% vs 46.15%, 80.00% vs 
51.28%) and DDIT4 (80.00% vs 46.15%, 76.36% vs 51.28%) proteins in glioma tissues with tumor diameter ≥ 3cm, WHO grade III 
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were significantly higher than those in tissues with tumor diameter ＜ 3cm, WHO grade I ～ II (χ2=6.393 ～ 14.754, P<0.05). 
The 3-year overall survival rates of the TRIP4 positive and negative expression groups were 37.50% (24/64) and 66.67% (20/30), 
respectively. The 3-year cumulative survival of the TRIP4 positive expression group was significantly lower than that in the 
TRIP4 negative expression group (Log-rank χ2=5.949，P=0.015）. The 3-year overall survival rate of DDIT4 positive and 
negative expression group was 37.10% (23/62) and 70.00% (21/30), respectively. The 3-year cumulative survival of the DDIT4 
positive expression group was significantly lower than that in the DDIT4 negative expression group (Log-rank χ2=7.642，

P=0.006). Tumor diameter ≥ 3cm (HR=1.614, P=0.000), WHO grade III (HR=1.790, P=0.000), positive TRIP4 (HR=1.665, 
P=0.000) and positive DDIT4 (HR=1.476, P=0.000) were independent risk factors affecting the survival prognosis of glioma 
patients. Conclusion　The expression of TRIP4 and DDIT4 protein in glioma tissue was increased. Both of them were related to 
tumor diameter and WHO grade, and are potential tumor markers for survival prognosis of glioma.
Keywords：glioma；thyroid hormone receptor interacting protein 4；DNA damage inducing transcription factor 4

胶质瘤是中枢神经系统恶性肿瘤，占颅脑恶性

肿瘤的 80% 以上 [1]。胶质瘤恶性程度高，预后极差，

五年生存率约 5%[2]。胶质瘤的治疗包括手术及放

化疗等，但治疗后肿瘤易复发和耐药性形成 [3]。寻

找能够评估胶质瘤预后的肿瘤标志物，有助于胶质

瘤的临床诊治。甲状腺激素受体结合蛋白 4(thyroid 
hormone receptor interacting protein 4，TRIP4) 参 与

构成凋亡相关斑点样蛋白复合物，促进转录因子、

核受体的转录激活 [4]。研究发现，TRIP4 能够激活

丝裂原活化的蛋白激酶途径及磷脂酰肌醇 3 激酶

途径，促进宫颈癌的增殖及转移 [5]。DNA 损伤诱

导 转 录 因 子 4(DNA damage-inducible transcript4，

DDIT4) 能与 14-3-3 蛋白结合，抑制哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白信号通路，参与机体抗病毒的防御反

应 [6]。研究表明，胃癌中 DDIT4 的过表达能抑制

P53 信号通路，激活丝裂原活化蛋白激酶，诱导肿

瘤恶性增殖，导致患者不良预后 [7]。目前胶质瘤中

TRIP4 及 DDIT4 的表达及临床意义尚不清楚。本文

通过研究 TRIP4 及 DDIT4 在胶质瘤组织中的表达，

探讨两者与临床病理特征及预后的关系。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选择 2018 年 2 月～ 2019 年 2 月河

北医科大学第一医院收治的 94 例脑胶质瘤患者为研

究对象。纳入标准：①经病理组织检查明确为胶质

瘤；②初次发病并接受镜下手术全切除治疗，术前

均无放化疗等的肿瘤治疗；③患者及家属对本研究

知情同意，能够配合随访，临床资料完整。排除标准：

①并发其他恶性肿瘤；②近三月有心肌梗死、脑卒

中等心脑血管疾病；③伴有严重肝肾等脏器功能不

全。胶质瘤患者中，年龄 35 ～ 72（57.58±7.89）岁；

男性 52 例，女性 42 例；病理类型：星形胶质细胞

瘤 40 例，少突胶质细胞瘤 33 例；室管膜瘤 21 例；

肿瘤直径：≥3cm 55例，＜3cm 39例；侵犯脑叶数：＜2
个 41 例，≥ 2 个 53 例；WHO 分级：I ～ II 级 39 例，

Ⅲ级 55 例。本研究经医院伦理委员会审核通过。

1.2　仪器与试剂　EG1160 全自动石蜡包埋机（德

国徕卡公司）；HM 340E 石蜡切片机（美国赛默飞

公司）。CX43 倒置显微镜（日本奥林帕斯公司）；

PV6000 免疫组织化学试剂盒（北京中杉金桥公司）；

TRIP4，DDIT4 单克隆抗体（美国 Abcam 公司，货

号 ab70627，ab106356）。

1.3　方法

1.3.1　免疫组织化学检测：将胶质瘤组织及瘤旁组

织用 10g/dl 组织固定液固定 12h，常规石蜡包埋，

切片机切片，厚度 3μm。按常规免疫组织化学步

骤进行染色，TRIP4，DDIT4 单克隆抗体稀释比均

为 1 ∶ 500。根据阳性染色强度和染色面积的乘积

进行染色评分。染色强度评分：不着色为 0 分，淡

黄色 1 分，棕黄色 2 分，深褐色 3 分；染色面积评

分为 <25% 为 1 分，25% ～ 50% 为 2 分，>50% 为

3 分；0 ～ 2 分判定为阴性，3 ～ 9 分为阳性。

1.3.2　术后治疗及随访：所有患者均接受镜下胶质

瘤切除术，术后 2 ～ 4 周开始进行放化疗。化疗药

物为替莫唑胺，同步放化疗期间替莫唑胺 75mg/m2/
天，连服 42 天。辅助化疗期间替莫唑胺 200mg/m2/
天，连续 5 天，每间隔 28 天重复一次，共 6 个周期。

采用三维适形放疗或调强放疗对计划靶区进行局部

照射，总剂量为 60Gy，分 30 次，每次 2Gy，每周

治疗 5 天，休息 2 天，共治疗 6 周。所有患者自病

理确诊起进行定期门诊或电话方式随访，术后第 1
年每 3 个月复查一次，术后第 2 ～ 3 年每 6 个月随

访一次。随访内容为患者生存情况及生存时间等。

随访截止至随访时间结束（2022 年 3 月 1 日）或死亡。

1.4　统计学分析　用 SPSS23.0 进行数据分析。计

数资料以率（%）表示，组间样本率比较采用卡方

（χ2）检验。生存分析参与 Kaplan-Meier 曲线法，

不同 TRIP4，DDIT4 蛋白表达组曲线间比较采用

Log-rank 检验。胶质瘤组织中 TRIP4 与 DDIT4 蛋

白表达的相关性采用 Spearman 秩相关分析。单因

素及多因素 COX 回归分析影响胶质瘤患者预后的

因素。P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果
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2.1　胶质瘤组织中 TRIP4，DDIT4 蛋白表达　胶

质瘤组织中 TRIP4 蛋白表达主要位于细胞核，部

分位于细胞浆。DDIT4 蛋白表达主要位于细胞浆和

细胞膜，部分位于细胞核。胶质瘤组织中 TRIP4，

DDIT4 蛋 白 阳 性 率 分 别 为 68.09%（64/94），

65.96%（62/94），高于癌旁组织 13.83%（13/94），

10.64%（10/94），差异具有统计学意义（χ2=57.212，

60.866，均 P ＜ 0.001）。

2.2　胶质瘤组织中 TRIP4 与 DDIT4 蛋白阳性评分

的相关性　见表 1。胶质瘤组织中 TRIP4 与 DDIT4
蛋白阳性评分呈显著正相关性（r=0.722，P ＜ 0.001）。

2.3　TRIP4，DDIT4 蛋白表达与胶质瘤患者临床病

理参数关系　见表 2。WHO 分级Ⅲ级、肿瘤直径

≥3cm 胶质瘤组织中 TRIP4，DDIT4 蛋白阳性率高

于 WHO 分级 I ～ II 级、肿瘤直径＜ 3cm 的胶质瘤

组织，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。
表 1　  胶质瘤组织中 TRIP4，DDIT4 蛋白阳性 

                                评分的相关性（n）

类别
DDIT4 阳性

0 分 1 分 2 分 4 分 6 分 9 分

TRIP4 阳性 0 分 12 0 0 0 0 0

1 分 0 7 0 0 0 0

2 分 0 2 9 0 1 0

4 分 0 0 0 1 8 9

6 分 0 0 1 8 6 12

9 分 0 0 2 7 6 3

表 2    　　　　　　　  TRIP4，DDIT4 蛋白表达与胶质瘤患者临床病理参数关系 [n(%)]

类　　别 n TRIP4 阳性 χ2 P DDIT4 阳性 χ2 P
年龄（岁） ≥ 60 44 33（75.00）

1.820 0.177
32（72.73）

1.688 0.194
＜ 60 50 31（62.00） 30（60.00）

性别 男 52 37（71.15）
0.932 0.334

36（69.23）
0.555 0.456

女 42 27（64.29） 26（61.90）

病理类型 星形胶质细胞瘤 40 30（75.00）

2.067 0.356

29（72.50）

1.609 0.447少突胶质细胞瘤 33 22（66.67） 20（60.61）

室管膜瘤 21 12（57.14） 13（61.90）

肿瘤直径（cm） ≥ 3 55 44（80.00）
8.661 0.003

42（76.36）
6.393 0.011

＜ 3 39 20（51.28） 20（51.28）

侵犯脑叶数（个） ＜ 2 41 25（60.98）
1.691 0.193

24（58.54）
1.783 0.182

≥ 2 53 39（73.58） 38（71.70）

WHO 分级 I ～ II 级 39 18（46.15）
14.754 ＜ 0.001

18（46.15）
11.642 0.001

Ⅲ级 55 46（83.64） 44（80.00）

2.4 TRIP4，DDIT4 蛋白表达对胶质瘤患者生存预

后的影响　随访 3 ～ 36 个月，随访期间失访 2 例，

死亡 50 例，三年总体生存率为 46.81%（44/94）。

TRIP4 阳性表达组和阴性表达组三年总体生存率分

别 为 37.50%（24/64），66.67%（20/30）。TRIP4
阳性表达组三年累积生存率低于阴性表达组，差异

具有统计学意义（Log-rankχ2=5.949，P=0.015）。

DDIT4 阳性表达组和阴性表达组三年总体生存率分

别 为 37.10%（23/62），70.00%（21/30）。DDIT4
阳性表达组三年累积生存率低于阴性表达组，差异

具有统计学意义（Log-rankχ2=7.642，P=0.006）。

见图 1。

图 1　TRIP4，DDIT4 蛋白表达对胶质瘤患者生存预后的影响

2.5　单因素及多因素 COX 回归分析　见表 3，4。

以胶质瘤患者预后为因变量（1= 死亡，0= 存活，

t= 时间），单因素及多因素 COX 回归分析结果显

示肿瘤直径≥ 3cm、WHO 分级Ⅲ级、TRIP4 阳性

表达、DDIT4 阳性表达是影响患者生存预后的独立

危险因素。
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表 3                                                                        单因素 COX 回归分析

类  别 赋    值 β SE Waldχ2 P HR 95%CI

年龄 ≥ 60 岁 vs ＜ 60 岁 0.142 0.115 1.525 0.345 1.153 0.920 ～ 1.444

性别 男 vs 女 0.186 0.170 1.197 0.533 1.204 0.863 ～ 1.681

病理类型 星形胶质细胞瘤 vs 少突胶质细胞瘤和室管膜瘤 0.246 0.209 1.385 0.344 1.279 0.849 ～ 1.926

侵犯脑叶数 ≥ 2 个 vs ＜ 2 个 0.373 0.252 2.191 0.261 1.452 0.867 ～ 2.380

WHO 分级 Ⅲ级 vs Ⅰ～Ⅱ级 0.473 0.162 8.525 ＜ 0.001 1.605 1.168 ～ 2.205

肿瘤直径 ≥ 3cm vs ＜ 3cm 0.568 0.183 9.634 ＜ 0.001 1.765 1.233 ～ 2.526

TRIP4 阳性 vs 阴性 0.620 0.176 12.410 ＜ 0.001 1.859 1.317 ～ 2.625

DDIT4 阳性 vs 阴性 0.474 0.141 11.301 ＜ 0.001 1.606 1.219 ～ 2.118

表 4                                                                 多因素 COX 回归模型分析

类  别 β SE Waldχ2 P HR 95%CI

WHO 分级 0.582 0.114 21.064 ＜ 0.001 1.790 1.431 ～ 2.238

肿瘤直径 0.479 0.130 13.576 ＜ 0.001 1.614 1.251 ～ 2.083

TRIP4 0.510 0.168 9.216 ＜ 0.001 1.665 1.198 ～ 2.315

DDIT4 0.389 0.121 10.335 ＜ 0.001 1.476 1.164 ～ 1.870

3　讨论

胶质瘤起源于神经胶质细胞，恶性程度极高，

近年来其发病率有不断升高的趋势 [8]。胶质瘤的发

生与高电离辐射及遗传基因突变有关，但胶质瘤的

具体发病机制仍然尚未阐明。WHO 分级等临床病

理因素是临床上常用的用于胶质瘤预后评估指标。

但由于胶质瘤具有较高的异质性，不同胶质瘤患者

对放化疗及免疫治疗的敏感性不同，导致临床预后

存在一定的差异 [9]。因此，深入研究胶质瘤疾病机

制，寻找能够准确评估胶质瘤临床预后的分子标志

物，对于指导临床诊治具有重要临床意义。

甲状腺激素受体结合蛋白 4(TRIP4) 编码基因

位于 15q22.31，编码蛋白具有转录共激活因子的活

性，发挥桥接转录因子，重塑染色质结构的生物学

功能。近年来报道，TRIP4 能够作为转录因子 AP-1
和核因子 κB 的共激活因子，促进下游癌基因的表

达，导致宫颈癌等恶性肿瘤进展 [5, 10]。本研究中，

胶质瘤组织中 TRIP4 的表达升高，提示 TRIP4 参

与促进胶质瘤的发生发展。分析其原因，胶质瘤中

TRIP4 的表达上调与肿瘤缺氧微环境有关。研究表

明，胶质瘤由于肿瘤细胞快速增殖，处于缺血缺氧

的状态，导致缺氧诱导因子 1α 显著升高 [11]，缺氧

诱导因子 1α 能够结合 TRIP4 基因启动子区的缺氧

反应原件，在转录水平上调 TRIP4 的蛋白表达，促

进细胞的增殖及迁移 [12]。此外，TRIP4 表达与胶质

瘤 WHO 分级及肿瘤直径有关，提示 TRIP4 能促进

胶质瘤的肿瘤进展。分析其机制，TRIP4 能够激活

肿瘤细胞中丝裂原活化蛋白激酶通路、端粒酶相关

通路等多条信号传导通路，增强肿瘤的无限增殖及

侵袭转移能力，导致肿瘤进展 [5-6]。有学者发现，

TRIP4 的表达升高能够激活磷脂酰肌醇 3 激酶 / 蛋

白激酶 B 等信号通路，直接促进 RAS 等癌基因的

表达，抑制凋亡相关基因如 Bcl-2 的表达，促进肿

瘤的增殖及侵袭能力 [13]。因此，胶质瘤中 TRIP4
的表达升高促进肿瘤的发生发展，可能是新的胶质

瘤肿瘤标志物。本研究发现，胶质瘤组织中 TRIP4
阳性表达患者预后较差，表明 TRIP4 是一种新的

胶质瘤预后相关肿瘤标志物。笔者分析，TRIP4 阳

性表达可能是通过增强肿瘤细胞对放化疗治疗抵抗

性或耐药性，导致患者不良预后。有学者报道，

TRIP4 表达升高能够促进人端粒酶逆转录酶、DNA
双链断裂修复蛋白 RAD51 等 DNA 修复损伤相关基

因的表达，增强肿瘤细胞对放射治疗的抵抗性，而

敲低 TRIP4 后能够恢复肿瘤对放疗的敏感性 [5]。因

此 , 以 TRIP4 为靶点的临床治疗可能有助于增强对

放化疗治疗的敏感性，进而改善胶质瘤患者的生存

预后。

DNA 损 伤 诱 导 转 录 因 子 4(DDIT4) 又 称 为

DNA 损伤应答蛋白，在 DNA 损伤、缺血缺氧等细

胞应激状态下表达上调，通过抑制哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白复合物 1，参与细胞增殖、凋亡及分化调

节 [14-15]。近年来研究发现，DDIT4 在胰腺癌等恶性

肿瘤中表达升高，其能够诱导肿瘤细胞上皮间质转

化的发生，促进肿瘤侵袭和转移 [16]。本研究中，胶

质瘤癌中 DDIT4 表达升高，提示 DDIT4 可能是一

种致癌基因，促进胶质瘤的发生。胶质瘤中 DDIT4
的表达受内源性 RNA 网络调控。HU 等 [17] 研究表

明，胶质母细胞瘤中 miRNA-22-3p 表达降低，其

不 能 结 合 DDIT4 mRNA 的 3’ 非 编 码 区， 进 而 增

加 DDIT4 mRNA 稳定性，导致 DDIT4 蛋白表达升

高，肿瘤增殖能力增强。此外，本研究发现 DDIT4
表达与胶质瘤患者不良临床病理特征有关，提示
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DDIT4 可能在胶质瘤中发挥肿瘤促进作用。分析其

原因，可能是 DDIT4 的表达升高促进肿瘤免疫逃逸，

导致肿瘤进展。LÜ 等 [18] 研究发现，DDIT4 的表达

升高能够促进 IL-34 分泌产生，IL-34 促进单核巨

噬细胞的增殖及向 M2 型极化，促进肿瘤细胞逃逸

免疫杀伤，导致肿瘤的过度增殖及转移。有研究报

道，肺癌中缺氧微环境能够上调 DDIT4 的表达，

激活磷脂酰肌醇 3 激酶 /AKT 信号通路，促进肿瘤

恶性增殖的同时，上调趋化因子 6 促进肿瘤相关中

性粒细胞的募集浸润，导致肿瘤免疫逃逸 [19]。本研

究中，DDIT4 阳性表达患者生存预后较差，提示检

测 DDIT4 的表达有助于评估胶质瘤患者生存预后。

笔者分析，DDIT4 阳性表达的胶质瘤患者肿瘤恶性

程度高，分化程度差，肿瘤术后容易复发和转移，

导致患者不良预后。另外，DDIT4 还能够激活结节

性硬化 1/2 复合物，抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

复合物 1 信号通路，上调多药耐药基因编码蛋白 P-
糖蛋白的表达及膜定位，促进癌细胞形成对替莫唑

胺和放疗等治疗抵抗性的形成，导致预后不佳 [20]。

因此，DDIT4 可能是一种新的胶质瘤治疗靶标，以

DDIT4 为靶点的治疗可能是一种有前景的治疗选

择，值得临床深入研究。

本研究中，胶质瘤中 TRIP4 与 DDIT4 蛋白表

达呈显著正相关，提示两者可能在胶质瘤的肿瘤进

展中发挥协同作用。其机制是 TRIP4 能在转录水

平上调 DDIT4 蛋白的表达。研究表明，胶质瘤中

TRIP4 作为一种转录激活因子，能够锚定在 DDIT4
基因的启动子区域（-196 至 -11 碱基位点），激活

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白通路，促进胶质瘤的恶性

进展 [21]。因此，通过阻断 TRIP4 与 DDIT4 蛋白的

结合可能有助于抑制胶质瘤肿瘤进展，改善患者的

临床预后。本研究中，肿瘤直径、WHO 分级也是

影响胶质瘤患者预后的独立因素，分析其原因，肿

瘤直径越大，WHO 分级越高，肿瘤负荷较大，手

术难度越高，手术创伤越大，术后肿瘤侵袭转移风

险较高，导致患者预后不良。

综上所述，胶质瘤中 TRIP4，DDIT4 蛋白表达

上调，两者表达与 WHO 分级及肿瘤直径有关，均

参与促进胶质瘤的肿瘤恶性进展。TRIP4，DDIT4
蛋白阳性表达是影响胶质瘤不良预后的独立危险因

素，临床医生可根据 TRIP4，DDIT4 蛋白表达情

况，同时结合 WHO 分级、肿瘤直径等临床病理特

征，对胶质瘤患者的预后进行综合分析，指导临床

诊治，以改善胶质瘤患者的临床预后。但本研究为

单中心研究，样本量有限，结果可能存在一定的偏

倚，有待今后设计严谨的大样本临床实验进一步 
验证。
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