
作者单位：２１０００２　南京，南京军区南京总医院医学影像科（田迎、
史红媛、袁彩云、罗松、卢光明），病理科（王建东）

作者简介：田迎（１９８３－），女，山东淄博人，硕士，技师，主要从事分
子影像与分子病理学研究工作。

通讯作者：卢光明，Ｅｍａｉｌ：ｃｊｒ．ｌｕｇｕａｎｇｍｉｎｇ＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ

·实验研究·

ＤＣＥＭＲＩ评价恩度联合阿瓦斯汀抗肿瘤血管生成疗效

田迎，史红媛，袁彩云，罗松，王建东，卢光明

【摘要】　目的：利用动态增强磁共振成像技术（ＤＣＥＭＲＩ）评价恩度单独及恩度联合阿瓦斯汀抑制肿瘤血管生成的疗

效。方法：将１８只人肺腺癌细胞系Ａ５４９皮下接种裸鼠，随机分成对照组（ｎ＝６）、恩度单独给药组（ｎ＝６）和恩度联合阿瓦

斯汀给药组（ｎ＝６）三组，ＤＣＥＭＲＩ结合病理学方法评价肿瘤血管生成及其渗透性。结果：给药７天后，对照组肿瘤体积

为（０．８５±０．２５）ｃｍ３，恩度单独给药组为（０．３７±０．１７）ｃｍ３，联合给药组为（０．１６±０．０３）ｃｍ３（犉＝２４．４５５，犘＝０．０００）；对

照组血管功能参数 Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ、Ｖｅ 及ｉＡＵＣ分别为（０．１１±０．０３）ｍｉｎ
－１、（０．６７±０．５４）ｍｉｎ－１、（０．３５±０．１２）、（１３．２８±

４．２５），恩度单独给药组分别为（０．０６±０．０１）ｍｉｎ－１、（０．４０±０．２５）ｍｉｎ－１、（０．３１±０．０９）、（７．３３±３．９３），联合给药组分别

为（０．０４±０．０２）ｍｉｎ－１、（０．２７±０．１２）ｍｉｎ－１、（０．３６±０．１９）、（４．２９±３．５３），给药组Ｋｔｒａｎｓ及ｉＡＵＣ值较对照组明显减小，

差异均具有统计学意义（犉＝１５．２５７，犘＝０．０００；犉＝８．１９７，犘＝０．００４）；对照组微血管密度（ＭＶＤ）为（１４．２４±３．３８）条／高

倍视野，恩度给药组为（８．８８±１．８６）条／高倍视野，联合给药组为（６．４７±１．７８）条／高倍视野，差异具有统计学意义（犉＝

４１．３０５，犘＝０．０００）；免疫组化结果显示给药组ＶＥＧＦ呈低表达，对照组呈高表达。结论：ＤＣＥＭＲＩ定量参数对评价肿瘤

血管生成与病理学结果具有一致性，ＤＣＥＭＲＩ具有实时动态、无创等优点，能早期监测肿瘤生长、评价抗肿瘤血管生成药

物的疗效。

【关键词】　磁共振成像；恩度；阿瓦斯汀；抗肿瘤血管生成
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　　近年来，分子靶向治疗成为抗肿瘤药物研发的主

要方向，如广泛应用于临床的恩度（Ｅｎｄｏｓｔａｒ）和阿瓦

斯汀（Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ，Ａｖａｓｔｉｎ）是靶向抑制恶性肿瘤血

管生成的有效药物［１］。动态增强磁共振成像技术（ｄｙ

ｎａｍｉｃｃｏｎｔｒａｓｔｅｎｈａｎｃｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａ

ｇｉｎｇ，ＤＣＥＭＲＩ）能够早期监测肿瘤血管生成、评价抗

肿瘤血管生成药物疗效，具有无创、实时动态的特

点［２３］。本文结合 ＨＥ染色和免疫组化方法分析，旨在

探讨ＤＣＥＭＲＩ在评价抗肿瘤血管生成药物疗效方面

的准确性和优越性。
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表１　三组体积、输出参数Ｋ
ｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ、Ｖｅ及ｉＡＵＣ值的比较

参数 对照组（ｎ＝６） 单独给药组（ｎ＝６） 联合给药组（ｎ＝６） 犉值 犘值

体积（ｃｍ３） ０．８５±０．２５ ０．３７±０．１７ ０．１６±０．０３ ２４．４５５ ０．０００

Ｋｔｒａｎｓ（ｍｉｎ－１） ０．１１±０．０３ ０．０６±０．０１ ０．０４±０．０２ １５．２５７ ０．０００

Ｋｅｐ（ｍｉｎ
－１） ０．６７±０．５４ ０．４０±０．２５ ０．２７±０．１２ １．９５３ ０．１７６

Ｖｅ ０．３５±０．１２ ０．３１±０．０９ ０．３６±０．１９ ０．２４４ ０．７８７

ｉＡＵＣ １３．２８±４．２５ ７．３３±３．９３ ４．２９±３．５３ ８．１９７ ０．００４

材料与方法

１．材料

细胞系及实验动物：人肺腺癌细胞 Ａ５４９为本实

验室保存。１８只ＢＡＩＢ／ｃｎｕ／ｎｕ雄性裸鼠购自南京军

区南京总医院比较医学科，鼠龄６～８周，体重１８～

２０ｇ。在恒温（１８℃～１９℃）、恒湿（４０％～７０％）、空气

洁净度达１００００级无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ

ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）饲养间饲养。所有动物实验有关的操作程

序均得到南京军区南京总医院实验动物使用与伦理管

理委员会批准。

主要试剂及设备：恩度（由山东先声麦得津生物制

药有限公司馈赠），阿瓦斯汀（Ｒｏｃｈｅ），抗小鼠单克隆

抗体ＣＤ３４、ＶＥＧＦ（Ａｂｃａｍ），钆贝葡胺（上海博莱科信

谊药业有限公司），ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ），双

抗溶液（ＨｙＣｌｏｎｅ），胎牛血清（ＧＩＢＣＯ），０．２５％胰酶

（ＧＩＢＣＯ），３．０Ｔ 磁共振成像系统（Ｓｉｅｍｅｎｓ），荧光相

差显微与成像系统（ＯＬＹＭＰＵＳ）。

２．方法

细胞培养及接种：将Ａ５４９置于含１０％胎牛血清、

１００ＩＵ／ｍｌ青霉素，１００μｇ／ｍｌ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０

培养基中培养，细胞每４８ｈ传代１次。接种前细胞达

到９０％汇合度，收集细胞，３×１０６ 个／只接种于裸鼠下

肢上方皮下。

实验分组及给药：待肿瘤长至５ｍｍ左右，随机分

成三组：①对照组６只，生理盐水０．２ｍｌ／只／天腹腔注

射；②恩度单独给药组６只，３ｍｇ／ｋｇ，生理盐水稀释，

０．２ｍｌ／只／天腹腔注射；③恩度与阿瓦斯汀联合给药

组６只，每天给予恩度治疗，剂量同②，每两天给予一

次阿瓦斯汀治疗，３ｍｇ／ｋｇ，生理盐水稀释，０．２ｍｌ／只／

两天腹腔注射。连续给药７天。

ＤＣＥＭＲＩ扫描及图像采集：采用３．０Ｔ ＭＲＩ扫

描，小动物专用线圈。平扫采用快速自旋回波序列

（ＴＳＥ），层厚２ｍｍ，Ｔ２ＷＩ：ＴＲ３０００ｍｓ，ＴＥ６１ｍｓ，视

野７０ｍｍ×７０ｍｍ；Ｔ１ＷＩ：ＴＲ６５０ｍｓ，ＴＥ２４ｍｓ，视野

７０ｍｍ×７０ｍｍ；动态增强采用３Ｄ快速小角度激发序

列（ＦＬＡＳＨ）：ＴＲ５．０ｍｓ，ＴＥ２．０ｍｓ，视野５５ｍｍ×

７０ｍｍ，层厚５ｍｍ，平扫６个序列后经小鼠尾静脉注

入０．１ｍｌ对比剂钆贝葡胺，进行连续７０个序列的动

态增强扫描。扫描结束后，原始数据利用专业软件

（Ｔｉｓｓｕｅ４Ｄ，Ｓｉｅｍｅｎｓ）处理，在每个横轴面肿瘤强化最

明显的区域选取４个ＲＯＩ，输出参数分别为对比剂容

积转移常量Ｋｔｒａｎ、渗漏空间Ｖｅ、速度常量Ｋｅｐ和增强

曲线下初始面积ｉＡＵＣ，图像用伪彩图表示。

免疫组化：成像结束后，选取肿瘤组织，浸泡在

４％的多聚甲醛中，次日进行石蜡包埋，４～５μｍ 切

片，血清封闭３０ｍｉｎ，敷一抗（ＣＤ３４、ＶＥＧＦ）４℃过夜。

ＰＢＳ冲洗，敷二抗室温３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，荧光相差显

微与成像系统观察、微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，

ＭＶＤ）计数并采集图像。

３．统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据处理。定量资料以

均数±标准差（狓±狊）表示。正态性检验用Ｋｏｌｍｏｇｏｒ

ｏｖＳｍｉｒｎｏｖ法，方差齐性检验用Ｌｅｖｅｎｅ法。三组肿

瘤体积、ＭＶＤ 值及血管功能参数 Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ、Ｖｅ 及

ｉＡＵＣ值比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯ

ＶＡ），除Ｋｅｐ不符合方差齐性采用Ｄｕｎｎｅｔｔ＇ｓＴ３检验

外，其余均满足正态性和方差齐性，两两比较采用

ＬＳＤ法。以犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　果

１．ＤＣＥＭＲＩ扫描结果

所有裸鼠肿瘤经ＤＣＥＭＲＩ扫描及后处理得到定

量动态伪彩图及动态增强曲线（图１）。在磁共振

Ｔ１ＷＩ冠状面上测量肿瘤短径ａ与长径ｂ（ｃｍ），通过

公式ａ２ｂ×０．５２（ｃｍ３）计算肿瘤相对体积，三组差异具

有统计学意义（犉＝２４．４５５，犘＝０．０００），单独给药组和

联合给药组体积较之对照组，差异具有统计学意义（犘

值均为０．０００），给药组之间比较差异无统计学意义

（犘＝０．０６２）。通过专业软件分析三组扫描参数Ｋｔｒａｎｓ、

Ｋｅｐ、Ｖｅ及ｉＡＵＣ，给药组Ｋ
ｔｒａｎｓ及ｉＡＵＣ明显减小（犉＝

１５．２５７，犘＝０．０００；犉＝８．１９７，犘＝０．００４），单独给药

组和联合给药组较之对照组 Ｋｔｒａｎｓ值差异有高度统计

学意义（犘值分别为０．００１和０．０００），ｉＡＵＣ差异具有

统计学意义（犘 值分别为０．０２１和０．０４８），给药组之

间差异无统计学意义（犘 值分别为０．１９５和０．５５４）；

给药组和对照组间Ｋｅｐ和Ｖｅ 差异无统计学意义（犉＝

１．９５３，犘＝０．１７６；犉＝０．２４４，犘＝０．７８７，表１）。
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图１　ａ）对照组裸鼠肿瘤的ＤＣＥＭＲＩ后处理所得定量动态伪彩图及动态增强曲线；

ｂ）恩度单独给药组裸鼠肿瘤的ＤＣＥＭＲＩ后处理所得定量动态伪彩图及动态增强曲

线；ｃ）联合给药组裸鼠肿瘤的ＤＣＥＭＲＩ后处理所得定量动态伪彩图及动态增强曲线。

　　２．病理结果

ＨＥ染色显示对照组血管较为丰富，肿瘤细胞密

集，联合给药组肿瘤组织有大面积坏死区域（图２ａ～

ｃ）。ＶＥＧＦ 免疫组化结果显示，对照组肿瘤细胞

ＶＥＧＦ高表达，恩度单独给药组 ＶＥＧＦ表达降低，联

合给药组ＶＥＧＦ呈低表达（图２ｄ～ｆ）。采用微血管计

数方法分析ＣＤ３４免疫组化染色结果（图２ｇ～ｉ），２００

倍视野下单独给药组和联合给药组血管数目较对照组

明显减少（犉＝４１．３０５，犘＝０．０００）。对照组 ＭＶＤ值

为（１４．２４±３．３８）条／高倍视野，单独给药组为（８．８８±

１．８６）条／高倍视野，联合给药组为（６．４７±１．７８）条／高

倍视野，且给药组与对照组相比值差异有高度统计学

意义（犘值均为０．０００），单独给药

组与联合给药组之间比较差异具

有统计学意义（犘＝０．０１４）。

讨　论

血管生成是肿瘤生长过程中

必不可少的环节，为其生长提供营

养，为肿瘤细胞进入血液循环和远

处转移提供可能。血管内皮细胞

生 长 因 子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，ＶＥＧＦ）在肿瘤血

管生成中发挥重要作用，主要参与

调节肿瘤内皮细胞分泌，诱导内皮

细胞增殖和迁移，增加微血管的渗

透性等［４］。研究证实，ＶＥＧＦ过

表达可导致肺癌等肿瘤疾病的发

生［５］。目前，以肿瘤新生血管为靶

点的抗肿瘤药物已成为研究热

点［６］。

恩度是国内首例重组人血管

内皮抑制素，通过抑制血管内皮细

胞迁移来抑制肿瘤新生血管形成，

还通过调节肿瘤细胞表面 ＶＥＧＦ

的表达及蛋白水解酶的活性，多靶

点发挥抗血管生成作用；阿瓦斯汀

为一种重组人源化ＩｇＧ１型单克隆

抗体，可以与血管内皮细胞生长因

子 ＶＥＧＦ 高亲和性结合，阻断

ＶＥＧＦ介导的血管生成，降低血管

通透性，２００４年获得 ＦＤＡ 的批

准，是美国第一个获得批准上市的

抑制肿瘤血管生成的药物。目前

国内多开展恩度联合化疗药物如

多西紫杉醇、顺铂及吉西他滨的研

究［７８］，恩度联合阿瓦斯汀的治疗

尚未见报道。本实验采用恩度单独治疗及恩度结合阿

瓦斯汀联合治疗，评价人肺腺癌 Ａ５４９皮下移植瘤动

物模型血管表达情况。笔者分别应用标记血管的

ＣＤ３４和 ＶＥＧＦ单克隆抗体染色，免疫组化方法评价

治疗前后肿瘤组织中 ＭＶＤ及 ＶＥＧＦ的表达情况。

ＭＶＤ和ＶＥＧＦ是反映肿瘤血管生成的重要指标，

ＶＥＧＦ表达和 ＭＶＤ值呈正相关，ＶＥＧＦ能够促进内

皮细胞的生长和迁移，增加血管渗透性，诱发血管密度

增加，ＭＶＤ值升高
［９１０］。免疫组化结果显示，与对照

组比较，给药组血管数目显著减少，ＶＥＧＦ表达呈弱阳

性，恩度及阿瓦斯汀的抑瘤作用明显，其中联合治疗组
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图２　ａ）对照组 ＨＥ染色（×２００）；ｂ）恩度单独给药组 ＨＥ染色（×２００）；ｃ）联合给药组 ＨＥ染色（×２００）；ｄ）对照组ＶＥＧＦ

免疫组化染色（×２００）；ｅ）恩度单独给药组ＶＥＧＦ免疫组化染色（×２００）；ｆ）联合组ＶＥＧＦ免疫组化染色（×２００）；ｇ）对照组

ＣＤ３４免疫组化染色（×２００）；ｈ）恩度单独给药组ＣＤ３４免疫组化染色（×２００）；ｉ）恩度及阿瓦斯汀联合给药组ＣＤ３４免疫组化

染色（×２００）。

较单独治疗组效果更为显著，差异具有统计学意义。

由于药物作用，影响 ＶＥＧＦ的增殖，抑制和破坏肿瘤

血管生成，导致肿瘤组织缺氧及营养供应不足，肿瘤组

织呈现大面积坏死，这与本实验ＨＥ染色结果一致。

免疫组化方法具有定位准确、定性灵敏度高等优

势，但取材不便，不能动态追踪病变的发展。无创性影

像技术ＤＣＥＭＲＩ能够对肿瘤血管功能进行定量、半

定量分析，成为评价肿瘤性能以及恶性肿瘤疗效的有

力手段［１１１２］。与传统的 ＭＲＩ相比，ＤＣＥＭＲＩ能动态

示踪对比剂通过血管的药代动力学变化，连续获得注

射前中后一系列磁共振图像。目前ＤＣＥＭＲＩ结果分

析的模型广泛采用Ｔｏｆｔｓ等提出的血流双室动力学模

型，输出参数分别是对比剂容积转移常量 Ｋｔｒａｎｓ、渗漏

空间Ｖｅ、速度常量Ｋｅｐ和增强曲线下初始面积ｉＡＵＣ，

其中反映血管渗透性最常用的参数是Ｋｔｒａｎｓ，它代表组

织的血流量和渗透性能，ｉＡＵＣ可以综合反应 Ｋｔｒａｎｓ，

Ｋｅｐ和Ｖｅ的变化
［１３］。肿瘤血管结构扭曲、不规则，管

壁扩张交联，结构异常的新生血管由于内皮细胞自身

凹陷及大量膜通道增加，基底膜不连续，与内皮细胞供

给营养的外周细胞连接疏松，小分子及蛋白质成分外

渗，导致血管渗透性和脆性增加，Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ等相关参数

降低［１４］。Ｔｏｂｉａｓ等
［１５］用 ＤＣＥＭＲ评价唑来膦酸和
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舒尼替尼单独治疗和联合治疗的 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺

癌动物模型，反映血管容积和渗透性的参数如Ｋｅｐ，与

对照组相比均明显改变。本实验采用ＤＣＥＭＲＩ评价

恩度和阿瓦斯汀的治疗效果，经过靶向治疗后，内皮细

胞增殖及ＶＥＧＦ介导的血管生长受到抑制，血管通透

性降低，对比剂外渗速度减慢，Ｋｔｒａｎｓ、Ｖｅ、Ｋｅｐ和ｉＡＵＣ

数值明显降低，给药组与对照组相比，Ｋｔｒａｎｓ及ｉＡＵＣ差

异均具有统计学意义。可能由于小鼠个体差异及肿瘤

细胞坏死等原因，对比剂残留于组织间隙，血管外、细

胞外渗透容积及速度造成误差，导致Ｋｅｐ和Ｖｅ差异没

有统计学意义。ＭＶＤ、ＶＥＧＦ的表达与 ＭＲＩ动态参

数存在相关性，经恩度及阿瓦斯汀治疗后，ＶＥＧＦ表达

及 ＭＶＤ值受影响，血管渗透性降低，动态参数数值也

会改变。Ｆｏｏｔｅ等
［１６］也证明，在鼻咽癌中高 ＭＶＤ病

例由于肿瘤血管数目多和管腔大，微血管相对面积和

通透性增高，使得对比剂通过血管壁漏出速度加快。

Ｋｅｕｎｅｎ等
［１７］采用阿瓦斯汀对胶质瘤大鼠模型进行抗

ＶＥＧＦ治疗，治疗后肿瘤血流量和血管体积分别减少

了１７％和４６％，血管渗透参数 Ｋｔｒａｎｓ和 Ｋｅｐ显著降低，

其中Ｋｔｒａｎｓ降低了３３％，且犘＜０．０１。

免疫组化结果进一步证实ＤＣＥＭＲＩ在监测肿瘤

血管生成、评价抗肿瘤血管生成药物疗效方面的准确

性，ＤＣＥＭＲＩ是非侵袭性影像学监测技术，能实时动

态追踪肿瘤的发展变化，及时为临床提供可靠的诊断

依据。随着该技术的优化，它将在临床上得到更为广

泛的开发和应用。
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