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·实验研究·

磁共振扩散加权成像监测不同剂量单次照射兔ＶＸ２肝癌的疗效

吴红珍，江新青，吴梅，陈亮，魏新华，郭媛

【摘要】　目的：通过ＤＷＩ监测单次不同剂量照射下兔 ＶＸ２肝癌的改变，并与病理比较。方法：４０只兔 ＶＸ２肝癌待

肿瘤直径≥１ｃｍ时，随机分为２组行立体定向放疗，放疗剂量分别为１０Ｇｙ、２０Ｇｙ，单次放疗，放疗后不同时间点１ｄ、５ｄ、

１０ｄ、１５ｄ分别行 ＭＲ扫描，测量ＶＸ２肿瘤、肝脏感兴趣区（ＲＯＩ）的ＡＤＣ值，并计算两者比值。标本采用ＤＮＡ缺口末端标

记（ＴＵＮＥＬ）法检测计算凋亡指数，并进行统计学分析。结果：４０只肝癌模型共发现４８个病灶。放疗后１ｄ、１５ｄ１０Ｇｙ组

与２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值、凋亡指数的差异无统计学意义（犘＞０．０５），放疗后５ｄ、１０ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值、凋亡指数

有显著性差异（犘＜０．０５），认为２０Ｇｙ组 ＡＤＣ比值显著高于１０Ｇｙ组。结论：ＤＷＩ可以从分子水平监测不同剂量放疗后

ＶＸ２肝癌的动态变化，适当提高放疗剂量可以使细胞凋亡增加，细胞坏死、崩解更彻底，但有可能增加了放疗毒性。
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　　原发性肝癌治疗效果差，大多数患者就诊时处于

晚期，无法手术，随着影像学的发展，三维适形放射治

疗（ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｏｎｆｏｒｍａｌｒａｄｉａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ，

３ＤＣＲＴ）俗称光子刀，具有治疗精确性高、疗效高、放

疗不良反应少的特点，已被证实是局部照射治疗原发

性肝癌安全而有效的［９］，然而，在每次放疗剂量的大小

上，尚未形成定论。磁共振扩散加权成像（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ

ｗｅｉｇｈｔｅｄｉｍａｇｉｎｇ，ＤＷＩ）能反映肿瘤的水分子运动，

在检出和监测肿瘤进展方面具有潜在的重要价值。本

研究通过ＤＷＩ来监测单次不同剂量照射下的兔ＶＸ２

肝癌的改变，并与病理、凋亡指数比较分析。

材料与方法

１．建立动物模型

新西兰大白兔４０只（由广东省医学动物中心提

供），雌雄各半，体重１．４～２．０ｋｇ，平均体重１．６ｋｇ。

建立４０只兔ＶＸ２肝癌模型，使用Ｐｈｉｌｉｐｓ１．５Ｔ磁共

振扫描仪行常规 ＭＲ扫描监测肿瘤生长情况，观察肿

瘤大小，待肿瘤直径≥１ｃｍ时，送入肿瘤放疗中心，行

三维立体定向放疗。

２．三维立体适形放疗方法

４０只瘤兔随机分为２组，放疗剂量分别为１０Ｇｙ、

２０Ｇｙ，单次放疗，均在ＰｈｉｌｉｐＡＣＱＳｉｍＣＴ模拟机定
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位下连续扫描，靶区层厚３ｍｍ，将定位ＣＴ图像通过

局域网输送到三维治疗计划设计系统（Ｐｉｎｎａｃｌｅ３７．０

版本），勾画出靶区（图１ａ，２ａ）。靶体积的定义：放疗

计划ＣＴ上的可见肿瘤为大体肿瘤体积（ｇｒｏｓｓｔｕｍｏｒ

ｖｏｌｕｍｅ，ＧＴＶ），勾画 ＧＴＶ前参考 ＭＲ图像，确定计

划靶体积（ｐｌａｎｎｉｎｇｔａｒｇｅｔｖｏｌｕｍｅ，ＰＴＶ），由物理师筛

选射线入射方向，调整剂量分布，使９０％等剂量曲线

包绕１００％ＰＴＶ剂量体积，用ＥｌｅｋｅｔａＰｒｅｃｉｓｅ医用直

线加速器实现放疗计划，采用６ＭＶＸ线。放疗后送

回动物中心饲养。

３．ＭＲ扫描方法及图像处理

成功行放疗后，将１０Ｇｙ、２０Ｇｙ剂量组的瘤兔分

别于放疗后１、５、１０和１５ｄ（ｎ＝５）行 ＭＲ扫描，检查完

毕后统一处死，取病理标本迅速固定于中性甲醛溶液

中，石蜡包埋后行 ＨＥ染色、ＴＵＮＥＬ法凋亡检测。

速眠新０．２ｍＬ／ｋｇ深度麻醉兔后，采用Ｐｈｉｌｉｐｓ

１．５Ｔ磁共振扫描仪，使用自制腹带加压固定、膝关节

线圈及呼吸门控，行常规Ｔ２Ｗ 扫描后，行ＤＷＩ扫描，

ＤＷＩ序列采用 ＳＥＥＰＩ序列，采用 ＳＥＮＳＥ 技术，

ＳＥＮＳＥ成像参数的缩减因子（ｒｅｄｕｃｔｉｏｆａｃｔｏｒ）取值为

２。扫描参数：层厚２ｍｍ，各向同性，ＮＳＡ４次平均，

视野（ＦＯＶ）１５０ｍｍ，矩阵２５６×２５６，梯度因子ｂ值分

别取１００、２００、３００、４００、５００、６００ｓ／ｍｍ２，共扫描时间

约为４ｍｉｎ。

ＲＯＩ选取：在不同ｂ值的ＡＤＣ图上，取肿瘤横切

最大层面瘤体面积作为ＲＯＩ，分别测量５±１次左右，

取平均值。分别测量正常肝脏、ＶＸ２肿瘤感兴趣区

（ｒｅｇｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ）的表面扩散系数（ａｐｐａｒｅｎｔ

ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＡＤＣ）值。计算不同放疗组的

ＡＤＣ比值（ＶＸ２肿瘤／肝脏）。

４．凋亡检测

采用ＤＮＡ缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测。高

倍镜下在肿瘤组织随机选择５±１个视野计数１００个

肿瘤细胞，其中阳性细胞所占百分比即凋亡指数（ａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。凋亡细胞的判断标准为：胞核或

胞核、胞质同时呈棕黄色，有典型凋亡形态特征，包括

与周围细胞分离、胞体变小、染色体浓缩、核碎裂或染

色质沿核膜呈规则半月形边集或凋亡小体形成，即为

凋亡细胞。

５．统计学方法

使用ＳＰＳＳ软件１３．０版进行统计学分析，所有均

数采取均数±标准差表示，犘＜０．０５认为差异有统计

学意义，犘＜０．０１为有显著性差异。

结　果

４０只兔均成功建立ＶＸ２模型，１０Ｇｙ组在放疗后

２４ｈ、３ｄ、１３ｄ自然死亡各１只，２０Ｇｙ组于放疗后２４ｈ

死亡２只，２ｄ、８ｄ、１４ｄ各死亡１只。其余３２只均生

存至 ＭＲ检查结束。各组剩余瘤兔情况如下：放疗后

１ｄ１０Ｇｙ组４只，２０Ｇｙ组３只；放疗后５ｄ两组均为

４只；放疗后１０ｄ１０Ｇｙ组５只，２０Ｇｙ组４只；放疗后

１５ｄ两组均为４只。

１．放疗前兔ＶＸ２肝癌 ＭＲ表现

４０只种植成功的瘤兔在扫描过程中呼吸平稳，麻

醉深浅适度，基本得到满意的肝脏图像质量。术后

１４ｄ扫描，发现肿瘤共４８个，其中３２只１个病灶，８只

２个病灶。瘤体最大径分别为（１．２７±１．０５）ｃｍ，平扫

Ｔ２Ｗ 为稍高信号，信号较均匀，部分边界欠清楚，肿瘤

均局限于肝组织内，未见明显腹腔积液、胸腔积液及双

肺转移灶。

ＤＷＩ图像中呼吸伪影轻微，图像显示良好，能清

晰勾画出ＶＸ２瘤体轮廓。取不同ｂ值的ＤＷＩ图像上

ＶＸ２瘤均呈明显高信号，与周围正常肝组织形成鲜明

的对比，部分病灶呈“灯泡样”改变，在ＡＤＣ图上则相

反，病灶ＡＤＣ值低于周围肝实质。

２．放疗后兔ＶＸ２肝癌 ＭＲ表现

３２只瘤兔肿瘤体积均较前明显增大，且随着时间

延长而体积增大更明显。Ｔ２Ｗ 信号不均匀，可见低、

高信号影（图１ｂ、２ｂ），未发现等Ｔ２ 信号，ＤＷＩ图上信

号减低，大部分稍高于肝实质（图１ｃ、２ｃ），部分低于肝

实质，ＡＤＣ图上则相反（图１ｄ、２ｄ）。后期病灶转移明

显，可见腹腔种植、腹水、胸水及双肺转移。放疗后

１ｄ、１５ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值的差异无统计

学意义（犘＝０．１３９），放疗后５ｄ、１０ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ

组有显著性差异（犘＜０．０１），认为２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值

显著高于１０Ｇｙ组。

表１　放疗后２组的ＡＤＣ比值（ＶＸ２瘤组织／正常肝组织）情况

组别
（ｄ）

ＡＤＣ比值

１０Ｇｙ组 ２０Ｇｙ组
Ｐ▲

１ １．１８４±０．５３２ １．０６７±０．６５３ ０．１１５

５ １．２９４±０．６８２ １．５５５±０．６０３ ０．００６

１０ １．３０８±０．５１０ １．６２１±０．８８５ ０．０２３

１５ １．０１０±０．４５０ ０．９４３±０．３９０ ０．３２４

注：▲配对狋检验，放疗后１、１５ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值的差
异无统计学意义（犘＞０．０５），放疗后５ｄ、１０ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组ＡＤＣ比
值有显著性差异（犘＜０．０１），认为２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值显著高于１０Ｇｙ组。

３．病理表现

放疗后１ｄ两组病理表现大致相仿，肉眼观瘤体

呈灰白色鱼肉样，质硬，切面呈灰白色，坏死不明显，镜

下肿瘤细胞密集，部分细胞呈水肿样改变。放疗后５～

１０ｄ，肉眼观察放疗２０Ｇｙ组肿瘤血管减少，质较前变

软，切开瘤体可见类似脓样的黄白色液体流出，囊变、

液化明显（图２ｅ），随着时间延长囊变范围增大，囊内

液体增多。镜下见毛细血管内皮细胞退化，细胞坏死
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图１　ａ）放疗后５ｄ１０Ｇｙ组；ｂ）Ｔ２Ｗ肿瘤相对于肝实质呈稍高信号（箭）；ｃ）ｂ值取５００ｓ／ｍｍ
２ 时，ＤＷＩ上呈较高信号（箭）；

ｄ）ＡＤＣ图呈稍低信号（箭）；ｅ）剖开大体标本见肿瘤中央坏死（箭）、囊变，周围新鲜瘤组织（短箭）；ｆ）ＨＥ染色（×１００），见较

明显的肿瘤细胞坏死区（短箭），间质较多，肿瘤周边区较多瘤细胞（箭）。

明显，呈溶解性坏死，可见空泡征（图２ｆ），瘤周可见水

肿和炎性反应；１０Ｇｙ组表面血管增多增粗，切开瘤体

囊变面积小（图１ｅ）或未见囊变征。镜下肿瘤可见坏

死，肿瘤间质较多（图１ｆ），周围瘤细胞较丰富。放疗

后１５ｄ，两组肿瘤均呈多发结节状，剖开见瘤体坏死不

明显。镜下肿瘤呈浸润性生长，边界不清，核大、分裂

像多见，间质少，瘤周区血管丰富。细胞凋亡检测显示

放疗后１ｄ、１５ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组凋亡指数的差异

无统计学意义（犘＞０．０５），放疗后５ｄ、１０ｄ１０Ｇｙ组与

２０Ｇｙ组凋亡指数有显著性差异（犘＜０．０１），认为

２０Ｇｙ组凋亡指数显著高于１０Ｇｙ组（表２）。

表２　放疗后２组的凋亡指数（ＡＩ）情况

组别
（天）

凋亡指数

１０Ｇｙ组 ２０Ｇｙ组
Ｐ

!

１ ０．１６２±０．２７２ ０．１５２±０．１９０ ０．９２４

５ ０．３２８±０．２２０ ０．４７５±０．２９４ ０．０１４

１０ ０．４５２±０．３４０ ０．７０１±０．２０７ ０．００１

１５ ０．２５９±０．２０６ ０．３８５±０．２６３ ０．１０４

注：!两样本ｔ检验，放疗后１、１５ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组凋亡指数的
差异无统计学意义（犘＞０．０５），放疗后５、１０ｄ１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组凋亡指
数有显著性差异（犘＜０．０１），认为２０Ｇｙ组凋亡指数显著高于１０Ｇｙ组。

讨　论

ＶＸ２瘤体的血液供应丰富且主要由肝动脉供血，

类似人体肝细胞癌［２４］，是目前肝癌影像医学基础研究

最常用的模型［５，６］。近年来发现ＤＷＩ也可以为肿瘤

学研究提供重要信息，由于肿瘤组织内细胞膜、核膜、

胞质内细胞器均为水分子自由弥散的主要障碍［２，６］，

因此肿瘤组织内水分子的弥散程度与肿瘤组织的细胞

密度、细胞膜通透性、细胞外间隙以及弥散介质的粘滞

性均具有显著相关性［７］。细胞密度、细胞膜通透性或

细胞外间隙等因素的变化均会引起组织内分子弥散的

改变，表现为信号的强度变化，因此通过研究肿瘤细胞

密度、细胞外间隙等微观结构变化，为 ＭＲ在肿瘤学

研究领域开辟了新途径。肿瘤细胞密度是肿瘤的重要

特征，它反映肿瘤细胞的增生、坏死及凋亡情况，肿瘤

增殖越旺盛，恶性程度越高，其细胞密度越高，同时肿

瘤细胞的密度还与肿瘤的侵袭及转移特性有关，肿瘤

细胞的密度越高，其侵袭及转移性越强［８，９］。ＤＷＩ的

扩散敏感度用ｂ值来表示，它代表扩散强度。本实验

采用多ｂ值扫描，测量不同ｂ值时瘤体的ＡＤＣ值，并

与相应的肝组织 ＡＤＣ值之比作为统计学指标，避免

了因采用不同ｂ值时导致的ＡＤＣ值的差异。

三维适形放疗是近些年来迅速发展的治疗肝癌的

一种新的放疗方法，可诱导细胞凋亡加速，它具有定位

精确、不良反应少、疗效确切的优势。３ＤＣＲＴ中晚期

肝癌疗效较好，但如何根据肿瘤体积大小、肝硬化程度

和肝癌分期等因素决定个体化的分割剂量和最高剂量
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图２　ａ）放疗后５ｄ

２０Ｇｙ 组；ｂ）Ｔ２Ｗ

相对于肝实质肿瘤

呈稍高信号（箭）；ｃ）

ｂ值取５００ｓ／ｍｍ２ 时

ＤＷＩ 呈 较 高 信 号

（箭）；ｄ）ＡＤＣ图呈

低信号（箭）；ｅ）剖

开大体标本见瘤体

坏死明显（箭），囊变

面积大，周围新鲜肿

瘤组织较少（箭头）；

ｆ）光 镜 下 （ＨＥ 染

色，×４００）见肿瘤细

胞坏死明显，呈空泡

状 改 变，间 质 少

（★），肿瘤周边区瘤

细胞（箭）。

尚不确定［１０］。本实验结果表明放疗后２４ｈ，１０Ｇｙ组

与２０Ｇｙ组 ＡＤＣ比值、凋亡指数差异无统计学意义

（犘＞０．０５），可能是由于放疗并未使细胞立刻诱导细

胞凋亡，细胞膜尚保持完整性，尚未引起水分子扩散的

变化，镜下肿瘤细胞密度高，部分细胞呈水肿样改变。

放疗后５ｄ、１０ｄ，１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值、凋亡

指数有显著性差异（犘＜０．０５），且２０Ｇｙ组 ＡＤＣ值、

凋亡指数高于１０Ｇｙ组，是由于放疗后瘤细胞和血管

内皮细胞受照射后通透性增高，２０Ｇｙ剂量较高，瘤组

织崩解、坏死、液化较完全，加上瘤区血管变窄、闭塞，

造成血供障碍等，成为加速瘤组织崩解的因素，细胞膜

破裂，瘤体细胞密度减低，瘤体组织水分子扩散能力增

加，导致了ＡＤＣ值升高、凋亡指数升高。放疗后１５ｄ，

１０Ｇｙ组与２０Ｇｙ组ＡＤＣ比值、凋亡指数差异无统计

学意义（犘＞０．０５），可能由于肿瘤边缘残存细胞生长，

细胞密度再度增加，瘤体水分子扩散能力下降，导致两

者ＡＤＣ值、凋亡指数差异无统计学意义。镜下肿瘤

呈浸润性生长，边界不清，核大、分裂像多见，间质少，

瘤周区血管丰富。因此，放疗后１～１５ｄ内，不同剂量

单次放疗后瘤体ＡＤＣ值及凋亡指数升高出现在５～

１０ｄ时间段，说明此时间段为细胞崩解高峰期，且高剂

量使细胞坏死崩解更完全，１５ｄ左右由于残存细胞增

殖，细胞密度再度增加，剂量高低反而不能引起 ＡＤＣ

值及凋亡指数有统计学差异。

本实验认为适当提高放疗剂量可以使细胞崩解更

彻底，ＡＤＣ比值及凋亡指数增加，肿瘤局部控制较佳，

但是由于剂量高的同时使ＶＸ２瘤兔耐受能力下降，其

中２０Ｇｙ组共死亡５只，１０Ｇｙ组共死亡３只，可能由

于放疗毒性增加，且兔ＶＸ２肝癌为移植性肿瘤，并非

真正的肝细胞癌，与人类原发性肝癌有一定的差异，因

此能否利用本实验结果来指导临床研究及对肝癌患者

的剂量控制，尚需进一步研究。
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