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·实验研究·

ＤＣＥＭＲＩ评价肿瘤血管生成的实验研究

宋媛，丁爽，贾文霄

【摘要】　目的：通过建立裸鼠结肠癌皮下移植瘤模型，分析动态增强核磁（ＤＣＥＭＲＩ）结合药代动力学获得的各项定

量参数与免疫组化指标的相关性，以探讨ＤＣＥＭＲＩ评价肿瘤血管生成的应用价值。方法：对２２只裸鼠结肠癌模型连续

３ｄ行常规ＭＲＩ及动态增强ＭＲＩ扫描，动态观察反映血管功能的各项定量参数，对比剂容积转移常量Ｋｔｒａｎｓ，反流速率常数

Ｋｅｐ，血管空间容积分数Ｖｐ，血管外细胞外间隙容积Ｖｅ，分别在第二天、第三天核磁扫描结束后各处死１１只，将其行免疫

组化染色检测，微血管密度（ＭＶＤ）计数和增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）计分，将 ＭＲＩ各参数与免疫组化结果做相关性分析。

结果：Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ各时间段间的比较存在统计学差异（犘＜０．０５），Ｖｅ、Ｖｐ 各时间段间比较无统计学差异（犘＞０．０５）。Ｋ
ｔｒａｎｓ和

Ｋｅｐ两个参数分别与 ＭＶＤ计数表达间有正相关（狉＝０．８０９，犘＜０．００１；狉＝０．５９８，犘＝０．０１４），Ｋ
ｔｒａｎｓ与ＰＣＮＡ计分有正相关

（狉＝０．７１２，犘＝０．００６）。ＭＶＤ计数、ＰＣＮＡ计分两者之间也有正相关（狉＝０．６８７，犘＝０．０２１）。结论：ＤＣＥＭＲＩ技术中的

定量参数Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ可作为影像生物标记物无创性的评价肿瘤血管生成情况。
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　　１９７１年，Ｆｏｌｋｍａｎ
［１］提出肿瘤依赖血管生成（ａｎ

ｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）理论，指出丰富的肿瘤血管和肿瘤微血管

的高通透性，为肿瘤的生长和远处转移提供营养。因

此，如何有效地评价肿瘤血管生成情况成为目前研究

的热点。

微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）是目前

反映肿瘤血管生成的“金标准”［２］。就临床应用来说

ＭＶＤ测定方法创伤大，对组织标本无法长期动态、重

复观察等局限性，导致临床应用受到较多限制。因此，

寻找一种无创、快捷、可在活体上重复实施并能显示肿

瘤全貌的检查方法用于评价肿瘤血管生成和预测预

后，具有临床实用意义。ＭＲＩ动态增强扫描作为一种

非创伤性的评价肿瘤微血管生成的技术，可以从细胞

分子水平获取多个反映肿瘤血流动力学、细胞代谢障

碍等的影像生物标记物［３］，所以 ＭＲＩ技术在评价肿瘤

血管生成状态方面具有极大优势。本文就２２例结肠

癌裸鼠皮下移植瘤模型，探讨 ＭＲＩ动态增强扫描（ｄｙ

ｎａｍｉｃｃｏｎｔｒａｓｔｅｎｈａｎｃｅｄＭＲＩ，ＤＣＥＭＲＩ）结合药代

动力学获得反映血管通透性的各项定量参数在评价肿

瘤血管生成方面的应用价值。

０４６ 放射学实践２０１４年６月第２９卷第６期　ＲａｄｉｏｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｊｕｎ２０１４，Ｖｏｌ２９，Ｎｏ．６



材料与方法

细胞系及实验动物：使用人结肠癌 ＨＴ２９细胞株

（由中科院上海生命科学研究院细胞库提供）。健康

ＢＡＬＢ／ｃｎｕ裸鼠２２只，鼠龄４～５周，雌性，体重１４～

１６ｇ。所有动物实验有关的操作程序均得到新疆医科

大学实验动物使用与伦理管理委员会批准。

主要试剂及设备：鼠抗人原始造血细胞ＣＤ３４单

克隆抗体，鼠抗人ＰＣＮＡ抗体，二步免疫组化检测试

剂盒（ＰＶ６００２），西门子１．５ＴＴｉｍＡｖａｎｔｏ磁共振扫

描仪，２５ｍｍ实验动物专用４通道 ＭＲ显微线圈。

建立裸鼠结肠癌皮下移植瘤模型：严格实验室操

作，使用人结肠癌 ＨＴ２９细胞株，配置成瘤细胞浓度

为１×１０６ 个／ｍＬ的悬液０．１～０．２ｍＬ，接种于裸鼠右

后肢皮下。成瘤后由同一测量者用游标卡尺测量肿瘤

的最大直径ａ和最小直径ｂ，根据公式Ｖ＝ａｂ２π／６计

算肿瘤体积大小，建立模型成功的标准为皮下移植瘤

体积达到２００ｍｍ３。

对建模成功的２２只结肠癌裸鼠皮下移植瘤模型，

连续３ｄ行常规 ＭＲＩ检查及动态增强 ＭＲＩ扫描检查，

随机选择其中１１只在第二天 ＭＲＩ检查结束后处死，

剩余的在第３天行 ＭＲＩ检查结束后均处死。裸小鼠

处死后取出局部肿瘤组织（尽可能与 ＭＲ扫描层面一

致），在１０％中性福尔马林液固定后，常规石蜡包埋、

切片，并进行免疫组化染色检测。

ＭＲＩ扫描及ＤＣＥＭＲＩ扫描：实验使用１．５ＴＴｉｍ

Ａｖａｎｔｏ磁共振扫描仪，对裸鼠行轴面扫描。ＴＳＥ

Ｔ１ＷＩ序列（ＴＲ２８０ｍｓ，ＴＥ１８ｍｓ），ＴＳＥＴ２ＷＩ序列

（ＴＲ３０００ｍｓ，ＴＥ８２ｍｓ），层数１０层，层厚２ｍｍ，层

间距０．０ｍｍ，视野６０～７０ｍｍ。ＤＣＥＭＲＩ扫描采用

３ＤＴ１ＷＩＧＲＥ序列，扫描参数为：ＴＥ１．２８ｍｓ，ＴＲ

９．０ｍｓ，层数１６层，层厚２ｍｍ，层间距０．４ｍｍ，视野

６２ｍｍ，采集次数（ＮＳＡ）１次，矩阵１２８×９４，１００个动

脉时相，即连续无中断扫描１００个动态图像，扫描范围

从移植瘤至双肾水平，扫描时间７分２６秒。使用钆喷

酸葡胺注射液 （ＧｄＤＴＰＡ），把 ＧｄＤＴＰＡ 稀释在

０．９％的生理盐水配制成浓度为０．０６ｍｍｏｌ／Ｌ的对比

剂应用于ＤＣＥＭＲＩ扫描，注射剂量是０．３０ｍｍｏｌ／ｋｇ；

在ＤＣＥＭＲＩ基础扫描１５个动态时相之后注射对比

剂，选择裸鼠尾静脉做为注射部位，由同一人按照相同

的速度人工推注。

ＤＣＥＭＲＩ图像处理及分析：将ＤＣＥＭＲＩ图像输

入Ｂｉｏｍａｐ软件进行后处理，在腹主动脉划取感兴趣

区（ＲＯＩ）Ｒ２（图１），通过Ｂｉｏｍａｐ软件获得裸鼠的动脉

输入功能函数（ａｒｔｅｒｉａｌｉｎｐｕｔｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＡＩＦ），在载瘤

裸鼠移植瘤划取感兴趣区Ｒ１（图２），在 ＡＩＦ基础上

Ｂｉｏｍａｐ软件自动计算出移植瘤中反映有关微血管通

透性的各定量参数，即血管空间容积分数（Ｖｐ）、单位

容积组织血管外细胞外间隙容积（Ｖｅ）、对比剂从血浆

空间渗漏到血管外细胞外间隙（ＥＥＳ）的体积转运常数

（Ｋｔｒａｎｓ），并根据公式计算出对比剂从ＥＥＳ返回到血浆

空间的速率常数，即反流速率常数（Ｋｅｐ），计算公式为

Ｋｅｐ＝
Ｋｔｒａｎｓ

Ｖｅ

病理标本观察方法：微血管（ＭＶＤ）的定量判定标

准采用目前国际上常用的 Ｗｅｉｄｎｅｒ
［４］改进式方法。以

染成棕色的单个血管内皮细胞或内皮细胞束作为１条

血管数，具有厚的平滑肌层或管腔面积大于８个红细

胞直径的血管排除在外。以此标准随机记录５个视野

内的微血管数，最后取其平均数作为该切片的 ＭＶＤ

计数。

ＰＣＮＡ计分：在５个观察视野内各计数２００个细

胞，根据阳性细胞所占的百分比分为４个等级。阳性

细胞＜２５％为０分，阳性细胞数２６％～５０％之间为１

分，阳性细胞数５１％～７５％之间为２分，阳性细胞数

＞７６％为３分。再根据染色强度分为４个等级。０分

无染色，１分细胞淡黄色，２分细胞棕黄色，３分细胞呈

现棕褐色；最后将阳性细胞的百分比与细胞染色强度

的两个分数相乘得到的乘积称为ＰＣＮＡ计分，作为最

终免疫学染色评分标准。

３．统计学分析

统计分析采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件对所有原始数

据进行统计分析，计量资料用狓±狊表示。采用单因素

方差分析比较不同时间段ＤＣＥＭＲＩ各项定量参数的

变化，若不满足方差齐性条件则用非参数秩和检验。

免疫组化 ＭＶＤ计数及ＰＣＮＡ计分两者之间进行相

关性分析，将 ＭＲＩ获得的参数（Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ、Ｖｅ、Ｖｐ）与

免疫组化指标进行相关性分析，检验水准α＝０．０５。

结　果

１．常规 ＭＲＩ扫描结果

结肠癌裸鼠皮下移植瘤Ｔ１ＷＩ上呈稍低信号（图

３），Ｔ２ＷＩ上呈稍高信号（图４），肿瘤形态较规则，边界

清楚。

２．病理学检查结果

免疫组化染色结果：采用ＣＤ３４抗体对结肠癌裸

鼠皮下移植瘤染色，低倍镜下可见大量核大、染色深的

的肿瘤细胞巢；肿瘤细胞巢内部及周围可见散在新生

血管分布，高倍镜下新生血管呈棕褐色不规则形，管壁

厚薄不均（图５）。１１只载瘤裸鼠在观察第二天处死

后，所测 ＭＶＤ计数为１０．６±１．８，其余在观察第三天

处死后，所测 ＭＶＤ计数为１２．２±１．６。两天的 ＭＶＤ
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图１　载瘤裸鼠腹主动脉感兴趣区Ｒ２。　图２　载瘤裸鼠移植瘤感兴趣区Ｒ１。　图３　结肠癌裸鼠皮下移植瘤Ｔ１ＷＩ图像

（ＴＲ２８０ｍｓ，ＴＥ１８ｍｓ）。　图４　结肠癌裸鼠皮下移植瘤Ｔ２ＷＩ图像（ＴＲ３０００ｍｓ，ＴＥ８２ｍｓ）。　图５　移植瘤ＣＤ３４染色，血

管内皮细胞成棕黄色，肿瘤细胞边缘见新生血管分布（×２００，ＳＰ）。　图６　移植瘤ＰＣＮＡ染色，阳性表达在细胞核，呈棕褐色

或棕黄色（×２００，ＳＰ）。

计数之间比较，无统计学差异（犘＝０．４２９）。

采用ＰＣＮＡ抗体染色，阳性表达在细胞核，所有

切片均可见阳性细胞的染色，呈棕褐色或棕黄色颗粒

（图６）。观察第２天及第３天的ＰＣＮＡ阳性细胞百分

比分别为７６．５％和８７．５％，随着观察时间的延长，

ＰＣＮＡ阳性细胞百分比有所增加，但两天之间结果无

统计学差异（犘＝０．３５２）。

免疫组化 ＭＶＤ计数与ＰＣＮＡ计分的相关性分

析：将免疫组化 ＭＶＤ计数及ＰＣＮＡ计分两者之间进行

相关性分析，两者存在正相关（狉＝０．６８７，犘＝０．０２１）。

３．ＤＣＥＭＲＩ各参数的测定结果

２２只结肠癌裸鼠皮下移植瘤均获得较为满意的

ＤＣＥＭＲＩ原始图像及ＣＴＣ曲线。ＤＣＥＭＲＩ各参数

的测量结果具体数据见表１。

表１　结肠癌裸鼠皮下移植瘤ＤＣＥＭＲＩ扫描中各参数的测量结果

时间 第１天 第２天 第３天 犉值 犘值

例数 ２２ ２２ １１

Ｋｔｒａｎｓ（ｓ－１） ０．０２３±０．００７０．０３２±０．００９０．０３５±０．００５ ９．４０４ ＜０．００１

Ｖｅ ０．２９９±０．０８２０．３６９±０．１１４０．２５０±０．１０９６．１２９ ０．１０５

Ｖｐ ０．３６０±０．０５００．４１３±０．１６４０．４６９±０．２２９５．６７６ ０．１２９

Ｋｅｐ（ｓ－１） ０．０７８±０．０２３０．０８７±０．０２２０．１８２±０．０５２２５．２５５ ＜０．００１

注：代表 Ｈ值。

随着观察时间的延长，Ｋｔｒａｎｓ值及Ｋｅｐ值逐渐增大，

不同时间段之间存在统计学差异（犉＝９．４０４，犘＝

０．０００；Ｈ＝２５．２５５，犘＝０．０００）。Ｋｅｐ值在第三天增长

幅度较大，不同时间段之间（除了第一天与第二天之

间，犘＝０．３７８）均存在统计学差异。Ｖｅ、Ｖｐ 在不同时

间段间比较均无统计学差异。

４．病理学检查结果与ＤＣＥＭＲＩ各参数间的相关

性分析

将ＤＣＥＭＲＩ扫描中获得的４个定量参数与病理

学检查结果进行相关性分析（表２）。结果显示ＤＣＥ

ＭＲＩ定量参数Ｋｔｒａｎｓ值与 ＭＶＤ计数及ＰＣＮＡ计分均

具有正相关性，相关系数分别为０．８０９、０．７１２，存在统

计学差异；定量参数Ｋｅｐ仅与 ＭＶＤ计数之间有正相关

性，相关系数为０．５９８。Ｖｐ、Ｖｅ 与病理学检查结果之

间不存在相关性。

表２　ＤＣＥＭＲＩ各参数与免疫组化染色的相关性分析

免疫组化
ＤＣＥＭＲＩ参数

Ｋｔｒａｎｓ（ｓ－１） Ｖｅ Ｖｐ Ｋｅｐ（ｓ
－１）

ＭＶＤ计数

　狉值 ０．８０９ －０．２５２ ０．３７９ ０．５９８

　犘值 ＜０．００１ ０．３２０ ０．２３１ ０．０１４

ＰＣＮＡ计分

　狉值 ０．７１２ －０．３２３ ０．０６２ ０．４２６

　犘值 ０．００６ ０．２２１ ０．６４０ ０．３７７

讨　论

１９７１年，Ｆｏｌｋｍａｎ
［１］指出肿瘤一旦发生，任何肿瘤

细胞数量的增加都必须以聚集于肿瘤的新生血管生成

为先导，肿瘤在无血管生成条件下呈缓慢的线性生长，

直径一般＜２ｍｍ，而当有血管生成时肿瘤呈指数生

长。血管生成在肿瘤的生长和转移中起着非常重要的

作用。因此，研究肿瘤血管生成的过程和机制，对肿瘤

防治都有重要的临床意义。

近年来，探讨肿瘤分子生物学因素与影像之间关

系的研究逐渐成为影像学研究的重要方向［５］。目前，

ＤＣＥＭＲＩ结果分析的模型广泛采用 Ｔｏｆｔｓ
［６］提出的
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两室腔药代动力学模型，描述了对比剂在血管空间和

血管外细胞外间隙之间转运的动力学过程。采用

ＤＣＥＭＲＩ及药代动力学交换常数Ｋｔｒａｎｓ值可获得肿瘤

局部血流速度、血容量、微血管通透性等多参数评估抗

肿瘤血管生成情况，同时观察肿瘤体积大小，为研究肿

瘤血管生成提供重要信息［７］。因此，应用动态增强的

影像学方法评价肿瘤血管生成状态是可行的，且具有

一定的优势。

Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ反映了血管渗透性和组织灌注，同时可以

反映肿瘤内新生血管形成的程度［８］。其中，最重要最常

用的定量参数是Ｋｔｒａｎｓ，它取决于组织血流量、内皮细胞

表面积大小和血管内皮细胞通透性。Ｋｔｒａｎｓ值高时，预示

着血流高灌注量和高渗透性，Ｋｔｒａｎｓ值低时，预示着血流

低灌注量和低渗透性。因此当Ｋｔｒａｎｓ值增大，肿瘤血流

灌注增加，微血管通透性增高，为肿瘤细胞生长提供了

更充足的营养物质，肿瘤新生血管数目增多，即 ＭＶＤ

计数增高；同时也为肿瘤细胞的恶性增殖提供丰富的血

供及营养物质，从而加速了肿瘤细胞的恶性增殖，使得

ＰＣＮＡ计分和阳性细胞百分比增高。也就是说，ＰＣ

ＮＡ参与了肿瘤细胞增殖及血管新生的调控，ＰＣＮＡ

计分可以间接反映肿瘤血管的生成状态，ＰＣＮＡ计分

越大，细胞增殖活性越高，间接表示肿瘤微血管密度越

大。这也解释了移植瘤的影像参数 Ｋｔｒａｎｓ与 ＭＶＤ计

数、ＰＣＮＡ计分表达之间存在正相关。因此，ＰＣＮＡ

可以作为细胞增殖的一个客观生物学指标［９］。

当前，国外学者越来越重视对 Ｋｅｐ的研究，应用

Ｋｅｐ值的改变监测抗肿瘤血管药物的临床应用疗效。

学者［１０］认为肿瘤细胞对血管的过度刺激，会导致血管

结构的异常，血管呈“渗漏性”，通透性明显增高，表达

为对比剂的高交换。因此当基础 Ｋｅｐ值越高，在血浆

与血管外细胞外间隙之间对比剂或药物的交换率越

高，药物疗效会更好，说明它在药物输送中具有重要作

用［１１］。至于Ｋｅｐ值与ＰＣＮＡ计分之间无相关性，考虑

可能与样本含量较少、血流灌注在时间和空间上分布

不平衡有关，需要扩大样本量及药物干预实验进一步

验证并寻求原因。

Ｔｏｆｔｓ
［１２］及国内一些学者［１３］的研究结果均显示

Ｋｔｒａｎｓ与Ｋｅｐ值一般都较稳定，后期我们将继续进行抗

肿瘤血管药物治疗裸鼠结肠癌的实验研究，对其Ｋｔｒａｎｓ

与Ｋｅｐ值的稳定性等内容进一步验证。

定量参数Ｖｐ值、Ｖｅ 值的均数在３天间的比较均

无统计学差异，且均与 ＭＶＤ计数、ＰＣＮＡ计分之间不

存在相关性，考虑可能与小鼠个体差异、对比剂残留于

组织间隙不能及时排出有关，是否能监测药物疗效有

待后期药物干预实验的进一步研究。

本研究载瘤裸鼠在观察的第２天、第３天处死后

所得到的 ＭＶＤ计数及ＰＣＮＡ计分均随着观察时间

的延长有所增加，但是两天之间数据的比较并无统计

学差异。考虑这可能是由于观察的间隔时间太短，观

察的天数也相对较短，肿瘤内新生血管生成还没有来

得及产生较多的变化反映在病理指标上，但在动态增

强的磁共振成像中，反映血管功能的参数Ｋｔｒａｎｓ、Ｋｅｐ已

经有了一定的改变，且第２天与第３天两天之间参数

值比较有统计学意义，说明影像学指标对肿瘤血管生

成的改变反映更灵敏，影像学方法评价肿瘤血管生成

更实用。

综上所述，ＤＣＥＭＲＩ反映血管功能的参数 Ｋｔｒａｎｓ

与Ｋｅｐ可以用来评价肿瘤血管生成情况，还能间接反

映肿瘤细胞增殖活性，是很有前途的影像学生物标记

物。ＤＣＥＭＲＩ为抗肿瘤血管生成药物疗效的监测提

供有效的评价手段。
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ｅｘａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＩｍａｇｉｎｇＲｅｖ，２００９，３（２）：９１１０７．

［８］　ＰａｄｈａｎｉＡＲ，ＭｉｌｅｓＫＡ．Ｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｒｉｃｉｍａｇｉｎｇｏｆｔｕｍｏｒｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｔｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ，２０１０，２５６（２）：３４８３６４．

［９］　高平，李巍，鲍雷．大肠癌组织中增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）和微血

管密度（ＭＶＤ）的表达及临床意义［Ｊ］．中国医药指南，２００８，（１６）：

５４５５４６．

［１０］　史红媛，田迎，罗松，等．动态增强 ＭＲＩ、扩散加权成像及光学成

像联合监测抗血管生成治疗后肿瘤反应的动物实验研究［Ｊ］．中

华放射学杂志，２０１２，４６（３）：２６９２７４．

［１１］　李春媚，陈敏，李飒英，等．３．０ＴＭＲ动态增强扫描定量分析诊断

前列腺癌的初步研究［Ｊ］．中华放射学杂志，２０１１，４５（１）：５０５４．

［１２］　ＴｏｆｔｓＰＳ．ＭｏｄｅｌｉｎｇｔｒａｃｅｒｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎｄｙｎａｍｉｃＧｄＤＴＰＡＭＲｉｍ

ａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＪＭａｇｎＲｅｓｏｎＩｍａｇｉｎｇ，１９９７，７（１）：９１１０１．

［１３］　史红媛，田迎，胡秋菊，等．动态增强磁共振评价重组人血管内皮

抑素抑制人肺癌裸鼠皮下移植瘤的血管生成［Ｊ］．临床肿瘤学杂

志，２０１２，１７（１）：１９２３．
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