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#实验研究#
SD大鼠骨肉瘤坏死区 DWI的实验研究初探

崔建岭, 孙军辉, 郭志远, 马晓晖, 谢兰新, 刘记存

【摘要】 目的:建立 SD 大鼠骨肉瘤模型,初步探讨 DWI显示肿瘤坏死的价值。方法:将 UMR-106 细胞悬液接种于

Sprague Daw ley 大鼠背部皮下, 其中4 周龄者 16 只, 6周龄和 8 周龄者各 4只。对所形成的肿瘤行 MRI常规扫描、增强扫

描及 EPI-DWI成像并做病理对照。比较活肿瘤细胞区和坏死区的 T 1 信号强度、T 2 信号强度、T 1 信号增加值、T 1 信号增

强率及 ADCm。结果: 16 只 4 周龄者均有肿瘤形成, 6 周龄者和 8 周龄者没有可用于实验的肿瘤形成。16 只肿瘤形成者

的 MR扫描显示,活肿瘤细胞区和坏死区的 T 1、T 2 信号强度值之间差异无显著性意义( P > 0. 05)。两种组织的 T 1 信号

增加值、T 1 信号增强率之间差异有显著性意义(P < 0. 05)。两种参数确定肿瘤坏死区的敏感度为 86. 7% ( 13/ 15) ,特异度

为 38. 5% ( 15/ 39) ,诊断符合率为 51. 9% ( 28/ 54)。活肿瘤细胞区与坏死区的 ADCm 之间差异有显著性意义 (P < 0. 05) ,

ADC 值确定肿瘤坏死区的敏感度为 93. 3% ( 14/ 15) , 特异度为 94. 9% ( 37/ 39) , 诊断符合率为 94. 4% ( 51/ 54)。结论: EP I-

DWI 较传统 MRI 序列及增强扫描能更准确早期分辨 SD大鼠骨肉瘤坏死区。
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A Primary Experimental Study to Identify Necrosis of Sprague-Dawley Rat Osteosarcoma by DWI  CUI Jian- ling , SUN Jun-

hui, GUO Zh-i yuan, et al. Department of Radiolo g y, the Third Hospita l of H ebei Medical University , Shijiazhuang 050051,

P. R. China

【Abstract】 Objective: To set up Sprague-Dawley Rat o steosarcoma model, and primar ily to evaluate the ro le o f EPI-

DWI in t he identification of the necro sis o f the tumor. Methods: The tumo r cells ( UMR-106) were tr ansplanted in the back

of 16 male 4 w eeks of age, 4 male 6 w eeks of ag e, and 4 male 8 w eeks of age Sprague-Daw ley rats by subcutaneous injection

of a suspension r espectively. A fter g rowing up, the t ransplanted tumo rs were scanned w ith MR system. Conventional se-

quences, contrast enhanced T 1-SE w ere obtained. EPI-DWI was perfo rmed. The MR images w ere compared with t he patho-

log ic sect ions. The signal intensity on T 1WI, T 2WI, postcontr ast T 1WI and increasing rat e o f signal intensity pre- and post-

contr ast T 1WI and apparent diffusion coefficient value w ere compared betw een the viable and necro tic areas of the tumo rs.

Results:The tumor gr ow n up on all 16 male Sprague-Dawley rats of 4 w eeks age, no tumo r formation on t he all rats of 6, or

8 w eeks age. There w as no significant difference betw een the signal intensity in the viable and necr otic ar eas of the tumor s

on T 1WI and T 2WI ( P> 0. 05) . There w as significant differ ence between the signal intensity on postcontrast T 1WI in the

viable and necr otic areas of the tumor s (P < 0. 05) . There was significant difference betw een the incr easing rate of signal in-

tensity in viable and necro tic ar eas o f the tumo rs pre- and po stcontrast T 1WI ( P< 0. 05) . According to the difference to -i

dent ify the necrosis, its sensit ivit y w as 86. 7% ( 13/ 15) , specificity w as 38. 5% ( 15/ 39) and veracit y was 51. 9% ( 28/ 54) .

There w as signif icant differ ence between the apparent diffusion coefficient v alue in the v iable and necro tic areas o f the

tumo rs (P < 0. 05) . It w as feasible to identify the necr otic reg ions by apparent diffusion coefficient values, and its sensitiv ity

was 93. 3% ( 14/ 15) , specificity w as 94. 9% ( 37/ 39) and veracity was 94. 4% ( 51/ 54) .Conclusion: The viable and necrot ic

areas of the tumors could be differ entiated by EPI-DWI more accurately and ear lier than tr adit ional MRI sequences and

po st cont rast scan.

【Key words】 Ost eo sarcoma; Osteonecrosis; Animals, labo rato ry ; Apparent diffusion coeff icient ; Magnetic r esonance

imag ing

  磁共振扩散加权成像 ( dif fusion-w eighted ima-

g ing , DWI)是可以反映组织液中分子扩散运动状态的

影像学方法,最早用来显示超早期脑梗死,肿瘤非手术

治疗方法的优劣主要依据能否引起肿瘤坏死及坏死范

围,如果能早期显示肿瘤坏死及范围,就可早期判断并

选择最佳治疗方案。

由于坏死区的细胞结构破坏, 水分子的扩散空间

应比存活的肿瘤区增大
[ 1, 2]

, DWI 有可能敏感地测出

二者之间水分子扩散的不同, 从而较早发现坏死区。

本研究通过建立 SD( Spr ague Daw ley)大鼠骨肉瘤模
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型,行 MRI 常规扫描、增强扫描及 EPI-DWI 成像, 并

与病理切片对照,通过测量病变表观扩散系数( appar-

ent dif fusion coef ficient, ADC) ,初步探讨平面回波成

像( echo planar imag ing, EPI)序列扩散成像, 即 EPI-

DWI显示肿瘤坏死的价值。

材料与方法

11 实验动物及材料
4周龄 SD大鼠 16只,均为雄性,体重 50~ 78 g; 6

周龄 SD大鼠 4只,体重 90~ 110 g ; 8 周龄大鼠 4只,

体重 126~ 140 g。均由河北医科大学实验动物中心提

供。UMR-106(大鼠成骨肉瘤细胞系)细胞株, 购自北

京大学医学部生物化学与细胞分子生物学系,源于美

国哈佛大学麻省总医院。MEM ( minimum essent ial

medium)培养基, 优等标准胎牛血清, 购自美国 Hy-

clone公司;胰蛋白酶, EDTA(乙二胺四乙酸) , 购自华

美生物制品公司,均为分析纯产品。

21 模型制备
将 UMR-106细胞培养于含 10%胎牛血清 MEM

的培养液中, 在无菌条件下, 37 e , 5% CO2 培养箱中

培养。待细胞覆盖约 80%瓶底面积后传代, 1B 2传代

培养。于细胞对数生长期将细胞消化下来, 加入无血

清培养液,调整细胞浓度为 1 @ 107 / m l,将此细胞悬液

用 1 ml注射器注入 SD大鼠背部皮下, 每只接种一个

部位,接种量为 0. 2 ml。SD大鼠行普通饮食饲养。每

天观察其变化。

31MR扫描

接种后 12天, 对 16只 4 周龄接种肿瘤的 SD大

鼠行 MR扫描。磁共振机为德国 Siemens 公司1. 5T

超导型,型号: Symphony。圆形极化小柔软线圈为接

收线圈。

荷瘤 SD大鼠经腹腔注射 10%水合氯醛麻醉, 剂

量为 400 mg/ kg ,待荷瘤 SD大鼠麻醉后, 使其仰卧于

固定板上,放入圆形极化小柔软线圈内, SD 大鼠身体

平行于扫描床, 头端与主磁场方向一致。

常规 MRI 扫描参数: 行轴面 T 1WI 和 T 2WI。

T 1WI 采用自旋回波 ( spin echo, SE ) 序 列, TR

591 ms, T E 21ms, 6次激励; T 2WI 采用快速自旋回波

( turbo spin echo, TSE ) 序列, T R 3490 ms, T E

103 ms, 6次激励, 视野 10 cm @ 5 cm,矩阵 128 @ 256,

层厚 3 mm, 层间距 0 mm。在 DWI 扫描后行轴面

T 1WI增强扫描(扫描参数同平扫轴面 T 1WI 参数)。

从荷瘤 SD大鼠尾静脉注射 Gd-DT PA 0. 2 mmol/ kg

后立即扫描。

DWI扫描参数: DWI 采用单激发回波平面成像

( single shot echo-planar imaging, SS-EPI)序列平台。

为减少脂肪引起的磁敏感伪影, 加化学位移脂肪抑制

脉冲。T R 4200 ms, T E 139 ms, 视野 184 mm @

184 mm ,矩阵为 224 @ 224。6次激励。行与常规 MRI

层面相同的轴面扫描。采用两个扩散敏感梯度 ( b

值) : 0、1000(单位 s/ mm 2 ,以下同)。在层面选择方向

( S)、读出编码方向( R)、相位编码方向( P ) 3个方向上

施加扩散梯度。

为改善图像质量,将 SD大鼠置于磁场中心(此处

场强最均匀) ,加宽相位编码方向脉冲带宽。

41 病理对照
扫描结束后, 将 SD大鼠肿瘤完整切除。将切除

的标本于 10%福尔马林固定 24 h, 将与 MRI 轴面图

像对应的层面切为 3 mm 厚的组织块。每组织块切取

厚度 4 Lm 的组织切片, 常规 HE 染色, 根据其光镜下

表现将肿瘤组织分为活肿瘤细胞区和坏死区,即活肿

瘤细胞区以肿瘤细胞为主, 细胞核膜完整,无核固缩、

碎裂、溶解现象等;坏死区可见细胞核固缩、碎裂、溶解

现象,有的可见细胞膜解体
[ 2]
。

51MR信号测量

测量 MR图像与病理切片对应的坏死区及活肿

瘤细胞区的 T 1 信号强度、T 2信号强度, 并由以下公式

计算出增强扫描图像的 T 1 信号增加值和 T 1 信号增

强率:

T 1加 = T 1增- T 1平

T 1率 =
T 1加

T 1平

其中 T 1加为 T 1信号增加值, T 1增为增强后 T 1WI

信号强度值, T 1平为平扫 T 1WI 信号强度值, T 1率为 T 1

信号增强率。

ADC值采用直接测量法获得,即直接在由 b值为

0、1000拟合出的表观扩散系数图上测量兴趣区( re-

g ion of interest , ROI)的信号强度, 此即为该 ROI 的

ADC值,简写为 ADCm,单位是@ 10- 5mm2 / s。

61 统计学方法
分别比较活肿瘤细胞区和坏死区的 T 1、T 2 信号

强度值、T 1加、T 1率及 ADCm。以上各组数据比较时均

先行正态性检验和方差齐性检验, 符合正态分布、方差

齐者应用 t检验,不符合者行非参数检验。各种检验

方法均以 P < 0. 05 时认为差异有显著性意义。由

SPSS 10. 0统计软件完成。

结  果

11 骨肉瘤模型
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图 1  SD 大鼠骨肉瘤(箭)在 SE 序列上信号均较均匀, 不能分辨坏死区与活肿瘤细胞区。

a) T 1WI; b) T 2WI; c) 增强扫描图像。  图 2  ADCmap 上坏死区为高信号(箭头) ,活

肿瘤细胞区为低信号(箭)。

  16只 4周龄 SD大鼠,在接种肿瘤后 3~ 6 d均在

注射部位触及小结节, 接种 12 d后肿瘤明显增大, 其

直径为 0. 6 ~ 1. 5 cm, 平均 1. 02 cm。当其直径达

0. 6 cm以上时, 在病理组织学切片上均可见有大小不

等的坏死区形成。4 只 6 周龄 SD大鼠,接种肿瘤后,

仅其中 1只在第 5天于接种部位触及结节, 但以后又

逐渐消失。4只 8周龄 SD大鼠则均没有肿瘤形成。

21 图像质量
常规 MR扫描图像显示组织结构较清晰; DWI像

及 ADCmap显示组织结构清晰度较低, 均有轻度几何

变形,将 SD大鼠置于磁场中心,加宽相位编码方向脉

冲带宽均可使 DWI 像及 ADCmap 信噪比提高,几何

变形减轻,可以满足观察病变的需要。

31 肿瘤坏死区与活肿瘤细胞区的信号强度测量
16个肿瘤因大小不同, 每个肿瘤获得层面数不

同, 16个肿瘤共获得 39 个与 MR图像对应良好的肿

瘤断面,其中有 15个层面既有坏死区又有活肿瘤区,

24个层面无坏死区或坏死区太小(小于 0. 1 mm
2
)。

测量兴趣区大小统一定为 0. 1 mm2。其测量信号强度

及计算值见表 1。

活肿瘤细胞区和坏死区的 T 1 信号强度值、T 2 信

号强度值之间均无显著性差异。两种组织的 T 1加之间

差异有显著性意义 (表1)。活肿瘤细胞区T 1加较大,

表 1  活肿瘤细胞区与坏死区M R测量参数比较

MR测量参数 活肿瘤细胞区 坏死区 P 值

ROI 39 15

T 1 信号强度 253. 7? 59. 5 264. 7 ? 44. 6a > 0. 05
T 2 信号强度 313. 6? 40. 1 362. 7? 113. 3b > 0. 05
T 1加 182. 2 ? 107. 4 93. 0 ? 85. 8c < 0. 05

T 1率 77. 6 ? 48. 1 36. 8 ? 36. 1c < 0. 05

ADCm 55. 3 ? 14. 4 114. 1 ? 34. 8d < 0. 05

注:表中各种数值均为均数 ? 标准差。a 活肿瘤细胞区与坏死区的
T1 信号强度值之间差异无显著性意义( 方差齐,采用 LSD法检验, P >
0. 05) ; b 二者 T2 信号强度值之间差异无显著性意义(方差不齐,采用
Tamhane's法检验, P > 0. 05) ; c 二者 T 1加及 T1率之间差异有显著性意
义(方差齐,采用 LSD 法检验, P< 0. 05) ; d 二者 ADCm 之间差异有显
著性意义(方差不齐,用 LSD 法检验, P< 0. 05)。

二者 T 1加有较大重叠区,以坏死区 T 1加单侧上界 95%

容许区间为界限判断肿瘤是否坏死, 即以 ( 93. 0 ?
85. 8) @ 1. 645= 234. 1(其中 93. 0为坏死区 T 1加均数,

85. 8为标准差, 1. 645 为 A取单尾 0. 05时的 u 界值)

为标准, T 1加> 234. 1 为活肿瘤细胞区, [ 234. 1为坏

死区,其敏感度为 86. 7% ( 13/ 15) , 特异度为 38. 5%

( 15/ 39) , 诊断符合率为 51. 9% ( 28/ 54) , 两种组织的

T 1率之间差异有显著性意义。活肿瘤细胞区 T 1率较

大,二者 T 1率有较大重叠区, 以坏死区 T 1率单侧上界

95% 容许区间为界限判断肿瘤是否坏死, 即以

( 36. 8% ? 36. 1%) @ 1. 645= 96. 2% (其中 36. 8%为

坏死区 T 1率均数, 36. 1%为标准差, 1. 645为 A取单尾

0. 05时的 u界值)为标准, T 1率 > 96. 2%为活肿瘤细胞

区, [ 96. 2%为坏死区,其敏

感度为 86. 7% ( 13/ 15) , 特

异度为 38. 5% ( 15/ 39) , 诊

断 符 合 率 为 51. 9%

( 28/ 54)。

将活肿瘤细胞区与坏死

区的 ADCm 进行比较,二者

差异有显著性意义 (表 1) ;

活肿瘤细胞区 ADC 值较小,

二者的 ADC值有较少重叠,

以活肿瘤细胞区 ADC 值单

侧上界 95%容许区间为界

限判断肿瘤是否坏死, 即以

( 55. 3 ? 14. 4) @ 1. 645= 79. 0

(其中 55. 3 为坏死区 ADC

值均数, 14. 4 为标准差, 1.

645为A取单尾 0. 05时的 u

界值)为标准, ADC 值> 79.

0为坏死区, [ 79. 0 为活肿

瘤 细 胞 区, 其 敏 感 度

为 93. 3% ( 14/ 15) , 特异度
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图 3  病理切片上活肿瘤细胞区呈蓝染区(黑箭) , 坏死区呈红色淡染区(黑箭头)。  图 4  光镜下活肿瘤区细胞结构完整, 核异

型( H E@ 40)。  图 5 光镜下坏死区细胞核浓缩、碎裂、溶解,部分细胞膜破裂( @ 40, H E)。

为 94. 9%( 37/ 39) ,诊断符合率为 94. 4%( 51/ 54)。肿

瘤在 T 1WI (图 1a )、T 2WI (图 1b)及增强扫描图像

(图 1c)上信号均较均匀, 不能分辨坏死区与活肿瘤细

胞区;而在 ADCmap(图 2)上坏死区为高信号, 活肿瘤

细胞区为低信号。这与其相对应的病理切片(图 3)对

应良好,活肿瘤细胞区呈蓝染区, 光镜下细胞结构完

整,核异型(图 4) ; 坏死区呈红色淡染区, 光镜下细胞

核浓缩、碎裂、溶解, 部分细胞膜破裂(图 5)。

讨  论

骨肉瘤是发病率最高的骨原发恶性肿瘤,对该病

的实验研究需要有适合的动物模型, 许多学者进行了

相关研究。目前骨肉瘤模型制作方法主要有以下 2

种。

同种异体移植: 将已分离成功的瘤细胞系进行体

外培养,再将其移植于同种动物体内,使其成瘤,或将

已长成的肿瘤组织切成小碎片, 植入同种受体动物体

内,使其形成实体瘤,采用的受体动物有裸鼠、近交系

大鼠及封闭群大鼠, 其表现与人骨肉瘤相似[ 3-5] 。

异种移植: 一般采用将人骨肉瘤细胞系或原发瘤

瘤细胞移植入其它动物体内而成瘤, 使用的受体动物

为裸鼠[ 6]。

UMR-106细胞系成瘤性强, 成瘤速度快, 细胞在

传代过程中可保持较稳定的特性
[ 7]
; 而且该细胞系对

培养条件和技术要求不高, 易于培养;同时, 本模型受

体鼠为封闭群 SD大鼠,易于饲养; 该肿瘤细胞的接种

技术也易于掌握;接种部位为 SD 大鼠背部皮下,这样

便于观察肿瘤生长情况。所以本研究采用了此模型。

值得注意的是接种肿瘤细胞成活率与 SD大鼠的鼠龄

有关, 本组结果显示 16 只 4 周龄 SD 大鼠接种后

100%长出了肿瘤; 4只 6周龄 SD大鼠仅 1只成瘤,但

随时间延长又消失; 4只 8周龄 SD 大鼠均无肿瘤形

成。其原因可能是随鼠龄增大,免疫功能就越完善,对

外源蛋白就越排斥。但确切的解释还需要更多的研

究。

DWI是可以反映组织液中分子扩散运动, 即布朗

运动状态的影像学方法, 显示的是水分子的扩散强弱。

其基本原理是在 180b脉冲两侧对称地各施加 1 个长

度、幅度和位置均相同的扩散敏感梯度脉冲( diffusion

sensitizing gr adient pulse, DSGP) ,由第 1个 DSGP 引

起的所有质子自旋去相位将由第2个 DSGP 使静态质

子自旋重聚, 仍保持原来的信号; 而在 DSGP 方向上

的运动质子(如扩散、微灌注等)自旋不能被重聚, 信号

衰减。在 DWI上, 水分子扩散越强,信号衰减越多,信

号越低。ADC值可以反映水分子的扩散程度。目前

扩散成像回波平面成像( echo plannar imaging , EPI)

为平台较多。EPI检查时间大大缩短, 运动伪影少,可

以测量 ADC 值。缺点是信噪比低, 易产生磁敏性伪

影,常有一定的几何变形[ 8] 。本研究通过将兴趣区置

于磁场中心(此处磁场强度最均匀) , 加宽相位编码方

向脉冲带宽的方法使图像几何变形减轻, 结合常规

MR扫描图像可以辨别病变组织。

b值对 ADC值有影响, 即 b 值越大, 图像对扩散

越敏感;而采用更大的 b 值, 图像的信噪比降低。因

此,本研究采用的 b 值为 0、1000。研究表明 ADC 值

还受多种因素影响, 包括细胞间隙的大小、组织液粘滞

度、细胞膜的通透性、组织的均匀程度、温度等[ 9-11]。

骨肉瘤活肿瘤细胞区细胞较多,细胞外间隙较小, 水分

子的扩散应受限, ADC值应较小。而坏死区大部分细

胞已坏死溶解, 细胞外间隙扩大,水分子的扩散应较自

由, ADC 值应较大。所以, DWI 有可能能够显示坏

死。

本研究结果表明活肿瘤细胞区与坏死区 T 1WI信

号强度值差异无显著性意义,总体上活肿瘤细胞区与

坏死区 T 2WI信号强度值差异也无显著性意义, 但坏

死较彻底的组织的信号大都高于活肿瘤细胞区的信
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号。虽然 T 1WI增强扫描可以分辨活肿瘤细胞区和坏

死区, 但其特异性和准确性较低。这可能是因为小分

子对比剂 Gd-DT PA 可以渗透进入坏死区, 使坏死区

也有一定增强, 因此不能准确判断坏死区大小。应用

大分子对比剂或团注对比剂后快速扫描, 有助于克服

这个缺点。但增强扫描增加了扫描时间、费用及患者

的不适[ 2] 。活肿瘤细胞区 ADC 值明显小于坏死区

ADC值, DWI 可以分辨坏死区,而且比 T 1WI增强扫

描显示坏死更敏感,可以更早发现坏死区。临床评价

肿瘤非手术疗法的疗效, 一般以能否引起肿瘤坏死及

坏死的速度和范围为重要指标, DWI 有可能成为早期

判断肿瘤非手术疗法疗效的重要方法, 但还需进一步

探讨。
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第 7届全国儿科放射年会征文通知

  由中华医学会放射学分会儿科学组( CSPR)主办, 安徽省医学分会放射学分会及儿科放射学组、安徽省立儿童医院承

办的第 7 届全国儿科放射年会,拟定于 2006 年 9 月中旬在安徽省黄山市召开。届时将邀请国内外专家前来讲学和学术

交流。入选论文将编入《汇编》并颁发论文证书。参会者可获得中华医学会 I 类学分证书。现征文通知如下。

征文内容: ( 1)普通 X线、CT、MRI、DSA 等儿科影像诊断; ( 2)儿科介入放射学的诊断和治疗; ( 3)短篇报道、病例讨

论; ( 4)儿科影像学检查新技术; ( 5)医学影像存储与传输系统( PACS)技术; ( 6)专题讨论等。

征文要求: ( 1)论著类论文字数每篇限 3000 字以内, 并附 800 字左右的中文摘要, 摘要按照"目的、方法、结果、结论"

四要素的格式书写; ( 2)来稿要求采用Word 格式打印, 并附软盘,恕不退稿, 请自留底稿,欢迎用 Email投稿.。

会议形式:专家讲座、优秀论文大会交流、疑难病例讨论、Poster展示。

征文截止日期: 2006年 5月 31 日

来稿请寄: 230051  合肥市望江东路 39 号  安徽省立儿童医院放射科  王龙胜 收

可通过 Email投稿,电子邮箱地址 : w lsh2002@ sohu. com. . 联系电话 0551- 3637103转 3038, 3043

会议召开的具体时间将在第二轮通知中通告. 。

(中华医学会放射学分会儿科学组)
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