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·实验研究·

ＶＸ２肿瘤 ＭＳＣＴ灌注与血管生成的关系

刘玉林，孔祥泉，陈宪，罗成刚，徐海波，刘定西

【摘要】　目的：研究ＶＸ２肿瘤生长过程中微血管生成情况，以及肿瘤微血管密度与 ＭＳＣＴ灌注值之间的变化关系。

方法：８只荷瘤大白兔分别于肿瘤生长第７、１４、２１、２８天行 ＭＳＣＴ灌注扫描，分别测量肿瘤血流量（ＢＦ）、最大强化指数

（ＰＥＩ）、峰值到达时间（ＴＴＰ）及血容量（ＢＶ）作为灌注指标。于第７、１４、２１、２８天肿瘤组织行免疫组化ＣＤ３４染色，进行微

血管密度（ＭＶＤ）计数。不同时间段灌注值比较行方差分析ＳＮＫ均数比较，各项 ＭＳＣＴ各灌注指标与 ＭＶＤ计数之间行

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。结果：肿瘤生长大小分别为（１４．１±２．９）ｍｍ、（２７．７±４．５）ｍｍ、（３９．５±８．３）ｍｍ和（５２．５±７．８）ｍｍ，

第７天 ＭＳＣＴ灌注值ＢＦ为（１３５．１０±１３．０８）ｍｌ／１００ｇ／ｍｉｎ，其余灌注参数分别为ＰＥＩ（７３．１１±５．２５）ＨＵ，ＴＴＰ１８．５７±

１．３８，ＢＶ（４５．０±２．５３）ｍｌ／１００ｇ，至第２８天，相应灌注值为ＢＦ（４６．０５±７．５５）ｍｌ／１００ｇ／ｍｉｎ、ＰＥＩ（７０．２５±６．２５）ＨＵ、

ＴＴＰ（３５．９０±１．９０）ｓ、ＢＶ（５１．６３±４．７７）ｍｌ／１００ｇ，第７、１４天的ＣＴ灌注值与第２１、２８天灌注值中的ＢＦ和ＴＴＰ差异存

在显著性意义，４次灌注中的ＢＶ和ＰＥＩ差异无显著性意义。ＣＴ灌注值中的ＢＶ与 ＭＶＤ存在相关性，ＰＥＩ与 ＭＶＤ存在

弱相关，ＢＦ、ＴＴＰ与 ＭＶＤ之间没有明显相关性。结论：兔ＶＸ２肿瘤灌注值ＢＦ在生长早期较高，随肿瘤生长灌注值ＢＦ下

降。肿瘤ＢＶ值和ＰＥＩ值与ＶＸ２肿瘤血管生成存在相关关系，ＭＳＣＴ灌注成像可以反映 ＶＸ２肿瘤微血管生成特征以及

肿瘤在不同生长时期的微血管变化情况。
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　　肿瘤内微血管生成（Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）与肿瘤的发

生、发展和转移有非常密切的联系。新生血管的形成

及功能也是肿瘤生长发展和转移的关键步骤，受到一

系列基因及旁分泌物质的调节，通过抑制肿瘤微血管

生成治疗肿瘤也成为目前的研究热点［１４］。瘤体内微

血管生成数量的多少在病理组织学上可用微血管密度

（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）评价，而 ＭＳＣＴ 灌注

（ＭＳＣＴｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）可无创性评价在体肿瘤的血管生

成状况，对肿瘤治疗前评估和疗效评价有着许多潜在

价值［４６］。本研究利用 ＶＸ２兔模型，研究肿瘤在自然

生长状态下，瘤体内血管生成及 ＭＳＣＴ灌注值的变化

００６ 放射学实践２０１０年６月第２５卷第６期　ＲａｄｉｏｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｊｕｎ２０１０，Ｖｏｌ２５，Ｎｏ．６



规律。

材料与方法

实验动物及模型制作：纯种新西兰大白兔８只，华

中科技大学同济医学院实验动物中心提供，雌雄不限，

体重１．５～２．５ｋｇ。选其一侧大腿近段，局部消毒后用

带有１８号注射针头的５ｍｌ注射器向大腿肌肉内注入

预先制备的ＶＸ２肿瘤组织混悬液１～３ｍｌ，拔针后消

毒稍加按压，模型兔制作完毕，常规饲养待下一步实

验。

检查方法：分别于接种后第７、１４、２１、２８天将模型

兔肌注麻醉（肌注混合麻醉剂１．５ｍｌ／ｋｇ，１０ｍｌ溶液

内含盐酸异丙嗪注射液５０ｍｇ与盐酸氯胺酮注射液

４００ｍｇ），俯卧位固定于自制定位架上。第７天行 ＭＲ

检查 （Ｍａｒｃｏｎｉｅｃｌｉｐｓｅ１．５Ｔ），横断面 ＳＥ Ｔ１ＷＩ、

Ｔ２ＷＩ，层厚５ｍｍ，显示有无肿瘤生长及肿瘤结节部

位。分别 于 第 ７、１４、２１、２８ 天 行 多 层 螺 旋 ＣＴ

（ＭａｒｃｏｎｉＭｘ８０００Ｑｕａｄ）灌注扫描，准直宽度２０ｍｍ，

旋转１周次成像４层，根据 ＭＲＩ图像及 ＭＳＣＴ平扫

图像定位，行肿瘤水平 ＭＳＣＴ灌注成像扫描，自动高

压注射器（ＭｅｄＲａｄ）由兔耳缘静脉注射对比剂，总量

６ｍｌ（碘必乐或碘海醇 ３００ｍｇＩ／ｍｌ），注射流率

０．６ｍｌ／ｓ，注射同时启动扫描，于肿瘤位置行４层定层

扫描，层厚４×５ｍｍ，进床０ｍｍ，球管３６０°，旋转时间

０．７５ｓ，重复扫描时间１．５ｓ，重复扫描３０次，分辨率

５１２×５１２，视野２３０ｍｍ×２３０ｍｍ，ｋＶ／ｍＡｓ１２０／１５０。

灌注图像处理：ＦｕｎｃｔｉｏｎＣＴ程序中后处理，以兔

股部瘤周动脉为输入动脉，计算形成各层血流灌注量

（ｂｌｏｏｄｆｌｏｗ，ＢＦ）、最大强化指数（ｐｅａｋｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ

ｉｎｄｅｘ，ＰＥＩ）、峰值到达时间（ｔｉｍｅｔｏｐｅａｋ，ＴＴＰ）、血容

量（ｂｌｏｏｄｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ）图像，分别于肿瘤组织及对侧

大腿肌肉区域手绘感兴趣区（ＲＯＩ），ＲＯＩ面积大小

３０～５０ｍｍ
２。肿瘤组织选取每层面病灶内ＢＦ最大值

位置测量后，避开明显坏死低密度区，取各层面最大值

的均值，ＢＦ最大值多位于病灶边缘部分，对侧大腿肌

肉区ＲＯＩ取密度均匀区，面积４０～５０ｍｍ
２，取２～４

层平均值。

每次灌注检查后随机处死模型兔２只取出肿瘤，

用１０％福尔马林固定，石蜡包埋，分别行常规 ＨＥ染

色及免疫组化ＣＤ３４抗体染色（武汉博士德生物公司，

１：５０），免疫组化采用ＳＡＢＣ法。先用低倍镜（×４０）

选择肿瘤组织及边缘间质中微血管密度最大区域，即

“热点”（Ｈｏｔｓｐｏｔ），然后在高倍镜视野（×４００）计数４

个视野，血管内皮细胞或细胞丝只要其结构不相连，均

作为一个血管计数（超过８个红细胞直径的血管腔不

计入），取其平均值作为该病例的 ＭＶＤ。

统计学处理：应用ＳＡＳ统计软件进行处理，不同

时间段对应灌注值及 ＭＶＤ行单因素方差分析及均数

间ＳＮＫ多重比较；ＭＶＤ与 ＭＳＣＴ灌注值间关系采用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，犘＜０．０５为差异有显著性意义。

结　果

１．肿瘤生长特征

８只模型兔均于７ｄ后见种植部位肿瘤形成，并逐

步生长增大。肿瘤种植后第７、１４、２１和２８天，肿瘤最

大径范围分别为８～１７ｍｍ、２１～３４ｍｍ、２８～４７ｍｍ

和４７～５８ｍｍ（表１）。肌肉接种７ｄ，虽然手感不能触

及明显结节肿块，ＭＲＩ可显示兔腿肌肉间隙内长 Ｔ１

长Ｔ２ 信号结节影，周围可见小片状长 Ｔ２ 信号水肿

区，ＣＴ呈稍低密度影，增强后可见明显早期强化结

节，或均匀强化，或不规则环状强化，结节周围可见较

低密度区（图１）。

表１　ＶＸ２软组织肿瘤不同时期的直径

时间（ｄ） 肿瘤最大径范围（ｍｍ） 平均值

７ ８～１７ １４．１±２．９

１４ ２１～３４ ２７．７±４．５

２１ ２８～４７ ３９．５±８．３

２８ ４７～５８ ５２．５±７．８

第１４天兔腿部可触及明显结节，ＣＴ平扫可见明

显低密度区，增强后可见不规则强化结节影，较第７天

结节有明显增大，部分结节可见低密度坏死区，病灶周

围可见低密度区。第２１天，肿瘤组织生长迅速，形态

不规则，病灶内多发生坏死，不规则的肿瘤组织向邻近

的肌肉内广泛浸润，形成边界不清、强化不均的软组织

肿块（图２）。第２８天，肿瘤继续生长增大，肿瘤边缘

不清，可部分包绕股骨生长，肿瘤边缘可见不规则强化

结节突出，肿块呈多个结节融合状，其内可见低密度区

及分隔强化（图３）。肿瘤生长过程中其第７、１４、２１和

２８天肿瘤大小分别为（１４．１±２．９）ｍｍ、（２７．７±

４．５）ｍｍ、（３９．５±８．３）ｍｍ、（５２．５±７．８）ｍｍ。经方

差分析不同时期肿瘤大小差异有显著性意义（犉＝

４０．３９，犘＜０．０１）。

２．ＭＳＣＴ灌注表现

８只兔大腿ＶＸ２肿瘤组织在肿瘤种植后第７、１４、

２１和２８天时均可见肿瘤呈高灌注染色，伪彩图上呈

红色或黄色，周围边界不清，边缘多呈高灌注，内部染

色欠均匀，坏死区呈低灌注，中央分隔呈高灌注（图１～

３）。ＢＦ、ＰＥＩ、ＴＴＰ、ＢＶ 各组平均值见表２，对４次不

同时间灌注值行方差分析显示，ＢＦ值Ｆ＝８．５０，犘＜

０．０１，ＴＴＰ值犉＝７．９４，犘＜０．０１。４次不同时间段在

统计学上差异有显著性意义，且两两比较显示第７天

与第２１、２８天之间差异均有显著性意义，第１４天
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图１　ＶＸ２肿瘤种植后７ｄＣＴ灌注图示右腿肿瘤结节（箭）灌注值显示为红色或黄色，明显高于肌肉组织（蓝色），棕褐色为着

色的血管内皮细胞，微血管密度为３４。ａ）ＢＦ；ｂ）ＢＶ；ｃ）免疫组化ＣＤ３４图。　图２　ＶＸ２肿瘤种植后１４ｄＣＴ灌注图示右

腿肿瘤结节增大（箭），灌注值（红色或黄色）明显较图１增高，显示微血管密度为４０。ａ）ＢＦ；ｂ）ＢＶ；ｃ）免疫组化ＣＤ３４图。　

图３　ＶＸ２肿瘤种植后２８ｄＣＴ灌注图示右腿肿瘤增大（箭），中央可见未强化坏死区及分隔，肿瘤ＢＦ值呈高灌注值（绿色或黄

色），但低于图１、２肿瘤灌注，ＢＶ值仍为高灌注（红色），示微血管密度为５０。ａ）ＢＦ；ｂ）ＢＶ；ｃ）免疫组化ＣＤ３４图。

表２　ＶＸ２软组织肿瘤不同时期ＣＴ灌注值和 ＭＶＤ

时间（ｄ） 血流量（ＢＦ） 最大强化指数（ＰＥＩ） 峰值到达时间（ＴＴＰ） 血容量（ＢＶ） 微血管密度（ＭＶＤ）

７ １３５．１０±１３．０８ ７３．１１±５．２５ １８．５７±１．３８ ４５．０１±２．５３ ３６．５０±２．１２

１４ １１４．７５±１１．５０ ６６．４８±８．０２ ２０．４７±４．４３ ４７．０３±５．８０ ４１．５０±４．９４

２１ ５６．８０±１０．８８ ６１．２５±５．１８ ４０．７５±５．９６ ４０．５１±３．４０ ３８．００±４．２４

２８ ４６．０５±７．５５ ７０．２５±６．２５ ３５．９０±１．９０ ５１．６３±４．７７ ４６．５０±２．１２

也与第２１天、第２８天之间差异均有显著性意义，但第

７天与第１４天之间差异无显著性意义，第２１天与第

２８天间差异也无显著性意义；ＴＴＰ值方差分析犉＝

７．９４，犘＜０．０１，第７天、第１４天均与第２１天和２８天

存在差异，但第７天与第１４天之间差异无显著性意

义，第２１天与第２８天间差异也无显著性意义；而４次

不同时间的ＰＥＩ值比较，犉＝０．５７，犘＝０．６４＞０．０５，

ＢＶ值比较犉＝０．６５，犘＝０．５９＞０．０５，差异均无显著

性意义。正常肌肉组织４次不同时间的 ＢＦ、ＰＥＩ、

ＴＴＰ、ＢＶ值差异均无显著性意义。

３．病理及免疫组化结果

肿瘤大体观第７天肿瘤呈结节状，边缘较清晰，剖

面可见淡红色肿瘤组织，镜下可见团状肿瘤细胞呈巢

状分布，或杂乱排列，肿瘤内可见较丰富间质结构。免

疫组化ＣＤ３４染色可见血管内皮细胞呈棕褐色，形态

不一（图１ｃ），微血管密度计数（ＭＶＤ）为３６．５±２．１２。

第１４、２１、３８天，大体标本肿瘤组织边缘不清，剖

面边缘可见鱼肉样肿瘤组织，中央呈灰白色不均质坏

死物，镜下可见肿瘤细胞呈巢状或弥漫状分布，胞核大

而浓染，核浆比大，细胞浆淡染，肿瘤细胞间隔含有大

量血管和纤维结缔组织。ＣＤ３４染色可见血管内皮细

胞呈棕褐色，形态不一，肿瘤细胞间质内分布较多，亦

可见于部分肿瘤细胞团内（图２ｃ、３ｃ），微血管密度计

数（ＭＶＤ）分别为４１．５±４．９４，３８．０±４．２４，４６．５±

２．１２，４组间 ＭＶＤ方差分析显示犉＝３．０６，犘＝０．１５。

相关分析显示 ＭＶＤ 与 ＢＶ 值存在相关关系，狉＝

０．７１，犘＝０．０２＜０．０５，与 ＰＥＩ之间，狉＝０．６８，犘＝

０．０６，而与 ＢＦ 和 ＴＴＰ值没有明显相关关系（狉＝

０．５９，狉＝０．１５，犘＞０．０５）。

讨　论

肿瘤生长中血管生成一方面为其提供养分，促进
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肿瘤细胞分裂、生长，另一方面随着血管生成，血管内

皮旁分泌作用可以导致基质的溶解，增加肿瘤细胞的

迁移，导致肿瘤的浸润和转移。由于微血管生成在肿

瘤发展、转移中的特殊意义，目前针对微血管生成的研

究已经成为肿瘤研究的热点［４６］。肿瘤组织中微血管

数目可以用免疫组化ＣＤ３４标记的方法进行定量的显

示分析，但组织病理学检查的前提是必须取得组织标

本，而且对于在临床应用中需要动态观察肿瘤生长或

评价疗效时，病理检测在临床上缺乏可重复操作可能，

部分组织标本也不能获取，需要一种无创性、可重复操

作的方法来代替免疫组化技术进行微血管生成的评

价。

显微镜下切片观察棕色染色为阳性细胞，ＭＶＤ

采用 Ｗｅｉｄｎｅｒ方法计数
［７］，ＶＸ２肿瘤是适用于许多恶

性肿瘤研究的动物模型，如肝癌、肺癌、脑肿瘤、肾癌、

鼻咽癌等［８１０］。本研究也认为 ＶＸ２肿瘤在早期生长

（７ｄ）内即有大量不成熟的新生血管及纤维组织，细胞

核大浓染，成团分布；此时微血管密度计数较多，包括

较多孤立内皮细胞和已具雏形的小血管。随着肿瘤生

长，肿瘤坏死逐渐较多，肿瘤间质也逐渐增多，微血管

生成仍可见明显增多，此时以成形血管居多，ＭＶＤ计

数在一段时间内较早期有所减少，后期再次上升。

Ｍｉｌｅｓ等
［１１］认为，对比剂经静脉注入，具有与放射

性示踪剂相同的药物动力学，因此放射性核素的示踪

原理可用于动态ＣＴ的研究，组织中对比剂浓度的变

化，反映了组织灌注量的变化。ＣＴ灌注成像的基本

原理是根据核医学的放射性示踪剂稀释原理和中心容

积定律，即

ＢＦ＝
ＢＶ

ＭＴＴ

Ｎａｂａｖｉ等
［１２］在动物实验和临床试验中，将ＣＴ灌

注值与血流灌注金标准的核医学放射性微球法进行对

比研究，发现两者有着很好的相关性（狉＝０．７８），充分

肯定了ＣＴ灌注对血流灌注测量的可行性。多项研究

表明ＣＴ灌注与肿瘤内微血管密度存在相关性
［１３１６］。

本研究计算肿瘤ＢＦ、ＰＥＩ、ＴＴＰ和ＢＶ值，其中血流灌

注量ＢＦ指单位时间内通过单位组织的血流量，反映

组织内血管数量及血流速度、压力；最大强化指数ＰＥＩ

指组织达到最大强化时的强化值，反映组织内血管生

成水平及间质储留；峰值到达时间ＴＴＰ指对比剂从注

射开始到组织强化到达峰值之间的时间，反映组织的

供血特征和血管壁部分功能；血容量ＢＶ指单位组织

内血管腔内的血容量，反映组织内血管密度和管腔开

放情况。也有灌注方法计算平均通过时间（ｍｅａｎ

ｔｒａｎｓｆｅｒｔｉｍｅ，ＭＴＴ）和表面渗透系数（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ

ｓｕｒｆａｃｅ，ＰＳ）。ＭＴＴ指一定量的对比剂在组织内从流

入到流出平均需要的时间，反映组织内血流阻力和毛

细血管开放情况；ＰＳ指对比剂经血管壁进入细胞间隙

的单向传输速率，反映组织血管壁的完整性和渗透能

力。ＰＳ值一般由去卷积法或Ｐａｔｌａｋ算法处理计算，

本研究灌注软件采用传统的斜率法，未能计算ＰＳ。

本研究发现兔ＶＸ２肿瘤早期即有血管生成及血

流灌注的改变。在ＣＴ灌注上肿瘤ＢＦ值、ＰＥＩ值、ＢＶ

值均较明显高于正常肌肉组织，ＴＴＰ值低于正常组

织，这与以往研究资料一致［８，９］。在肿瘤初期生长过

程中，肿瘤维持较高的ＢＦ值、ＰＥＩ值、ＢＶ值，在１４ｄ

内改变不明显（差异无显著性意义），但至２１ｄ、２８ｄ肿

瘤ＢＦ值明显下降，但ＰＥＩ和ＢＶ值均在下降后再次

上升，ＢＶ值最后甚至达到最高。从ＶＸ２肿瘤整体生

长过程情况分析，兔ＶＸ２肿瘤微血管密度与ＣＴ灌注

值的ＢＶ存在相关关系，与ＰＥＩ呈弱相关，但与ＢＦ和

ＴＴＰ没有明显相关。我们对兔ＶＸ２肿瘤早期生长过

程数据再行分析也发现前两周 ＣＴ 灌注的 ＢＦ值、

ＴＴＰ值及ＢＶ值均与肿瘤 ＭＶＤ存在相关关系，其中

ＢＦ呈负相关，但在肿瘤后期，ＢＦ值、ＢＶ值与 ＭＶＤ相

关关系均较弱，其它则没有相关关系，可能由于后期肿

瘤增长迅速，并伴有较多坏死，也由于肿瘤间质增多，

同时肿瘤细胞增殖明显，肿瘤内血管受挤压导致血流

量减少，导致ＢＦ值减小
［１５，１６］；而血管生成过程仍在继

续，部分已经形成成熟的血管腔，血流虽然减少，但由

于肿瘤内阻力加大，导致平均通过时间增加，所以ＢＶ

值增加。本组研究整体样本量较少，特别是肿瘤后期

的观察病例较少，对后期肿瘤相应指标的变化观察有

限，也可能对肿瘤后期灌注和 ＭＶＤ值的关系认识存

在偏差。由于后期肿瘤内成熟管腔增多和血流动力学

的多项改变，造成后期ＢＦ和ＢＶ与 ＭＶＤ的不对应。

另外，肿瘤后期由于肿瘤增大，肿瘤异质性增加，取材

和观察视野的局限也可能导致 ＭＶＤ与肿瘤实际特性

存在差异。而ＣＴ灌注值与肿瘤早期 ＭＶＤ相关，而

在后期关系改变也可能反映ＣＴ灌注与血管生成的相

关性可能与肿瘤的分期、肿瘤的血供丰富程度、肿瘤的

均质度有关。

通过对肿瘤生长过程中ＣＴ灌注和微血管生成情

况的动态观察，可以认为ＣＴ灌注作为一种功能性检

查技术，ＣＴ灌注值与 ＶＸ２肿瘤血管生成有一致性，

但在肿瘤生长后期，由于血流状况的复杂性，ＣＴ灌注

的部分评价能力尚待进一步探讨。但随着多层螺旋

ＣＴ技术的进步以及灌注计算理论和方法的改善，ＣＴ

灌注也可能反映肿瘤内复杂的血流状态，对肿瘤微血

管生成状况评价更为准确，肿瘤的功能影像学检查技

术有着许多潜在的研究和临床价值。
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《请您诊断》栏目征文启事

　　《请您诊断》是本刊２００７年新开辟的栏目，该栏目以临床上少见或容易误诊的病例为素材，杂志在

刊载答案的同时配发专家点评，以帮助影像医生更好地理解相关影像知识，提高诊断水平。栏目开办３

年来受到广大读者欢迎。

本栏目欢迎广大读者踊跃投稿，并积极参与《请您诊断》有奖活动。

《请您诊断》来稿格式要求：①来稿分两部分刊出，第一部分为病例资料和图片；第二部分为全文，即

病例完整资料（包括病例资料、影像学表现、图片及详细图片说明、讨论等）。②来稿应提供详细的病例

资料，包括病史、体检资料、影像学检查及实验室检查资料；来稿应提供具有典型性、代表性的图片，包括

横向图片（Ｘ线、ＣＴ或 ＭＲＩ等不同检查方法得到的影像资料，或某一检查方法的详细图片，如ＣＴ平扫

和增强扫描图片）和纵向图片（同一患者在治疗前后的动态影像资料，最好附上病理图片），每帧图片均

需详细的图片说明，包括扫描参数、序列、征象等，病变部位请用箭头标明。

具体格式要求请参见本刊（一个完整病例的第一部分请参见本刊正文首页，第二部分请参见２个月

后的杂志最后一页，如第一部分问题在１期杂志正文首页，第二部分答案则在３期杂志正文末页）

联系人：石鹤　联系电话：０２７－８３６６２８８７

（本刊编辑部）
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