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实验研究

DCEＧMRIKtrans图纹理分析与代谢组学评价糖尿病兔早期骨髓微
血管病变

王焰,胡磊,闫玉辰,张甜,陈俊,查云飞

【摘要】　目的:基于 DCEＧMRIKtrans图纹理分析与代谢组学评价糖尿病兔早期骨髓微血管病变.
方法:２８只３月龄左右雄性日本大耳白兔随机分为糖尿病组(１４只)和对照组(１４只).造模成功后各

时间点(０、４、８、１２、１６周)对所有兔腰椎行矢状面 FSEＧT１WI、FSEＧT２WI、动态对比增强 MRI(DCEＧ
MRI)检查.通过拟合药代动力学模型获得腰椎骨髓 DCEＧMRIKtrans图,基于第１６周 DCEＧMRIKtrans

图筛选纹理参数特征值.第１６周取兔腰５、６椎体行CD３４免疫组化染色,计算微血管密度(MVD)值;
取腰７椎体压碎取出骨髓进行代谢组学研究.结果:基于第１６周 DCEＧMRIKtrans图筛选出纹理参数特

征值有 MedianIntensity、MeanDeviation、Quantile５０、Quantile７５、Quantile９５、RMS、sum Average、

differenceEntropy、MeanValue.糖尿病早期骨髓微血管病变与脂质代谢紊乱有关,主要与亚油酸代

谢有关.CD３４免疫组化检查显示第１６周糖尿病组腰椎骨髓 MVD 较对照组明显减少(Z＝－３．７８５,

P＜０．０１).Spearman相关分析结果显示 MedianIntensity、Quantile５０、Quantile７５与 MVD 呈负相关

(r＝－０．５０４,P＝０．０２３;r＝－０．４９０,P＝０．０２８;r＝－０．５４１,P＝０．０１４).差异代谢物与纹理参数特征

值无显著相关关系(P＞０．０５).结论:基于DCEＧMRIKtrans图的纹理参数可识别糖尿病早期骨髓细微结

构变化,糖尿病早期骨髓微血管病变与脂质代谢有关,主要与亚油酸代谢通路异常有关.基于 DCEＧ
MRIKtrans图纹理分析和代谢组学整合研究评价糖尿病早期骨髓微血管病变是可行的.
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IntegrationofmetabolomicswithtextureanalysisbasedonDCEＧMRIKtransmapofearlybonemarrowmiＧ
crovascularchangesinalloxanＧinduceddiabeticrabbits　WANG Yan,HU Lei,YAN YuＧcheng,etal．
DepartmentofRadiology,RenminHospitalofWuhanUniversity,Wuhan４３００６０,China

【Abstract】　Objective:Toevaluateearlybonemarrow microangiopathywithtextureanalysis
basedonDCEＧMRItransferconstant(Ktrans)mapand metabolomicsindiabeticrabbits．Methods:

TwentyeightmaleJapaneserabbitsofabout３monthsoldwererandomlydividedintodiabeticgroup
(n＝１４)andcontrolgroup(n＝１４)．Aftertherabbitsweresuccessfullymodeled,allrabbitsunderwent
lumbarsagittalMRIimaging(FSEＧT１WI,FSEＧT２WI,DCEＧMRI)at０th,４th,８th,１２th,１６thweek,

respectively．Ktransmapoflumbarbonemarrowwasobtainedbyfittingthepharmacokineticmodel．TexＧ
tureparameterswereextractedfromDCEＧMRIKtransmapofthe１６thweek．At１６thweek,lumbarverＧ
tebrae５and６wereusedforCD３４immunohistochemicalstainingtocalculatemicrovesseldensity．
Lumbarvertebra７wascrushedtoobtainingbonemarrowformetabonomics．Results:ThetexturefeaＧ
tureparametersbasedonKtrans mapat１６thweekwerescreenedasMedianIntensity,MeanDeviation,

Quantile５０,Quantile７５,Quantile９５,RMS,sumAverage,differenceEntropy,MeanValue．Diabeticbone
marrowmicroangiopathywererelatedtolipidmetabolismdisorder,mainlyrelatedtolinoleicacidmeＧ
tabolism．CD３４immunohistochemicalstainingshowedthatMVDoflumbarbonemarrowindiabetic
groupwassignificantlylowerthanthatincontrolgroupat１６th week (Z＝ －３．７８５,P ＜０．０１)．
SpearmancorrelationanalysisshowedthatMedianIntensity,Quantile５０,Quantile７５werenegatively
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correlatedwithMVD(r＝－０．５０４,P＝０．０２３;r＝－０．４９０,P＝０．０２８;r＝－０．５４１,P＝０．０１４;９５％CI)．
Therewasnosignificantcorrelationbetweendifferentialmetabolitesandtextureparameterfeature
values(P＞０．０５)．Conclusion:ThetextureparametersbasedonDCEＧMRIKtrans mapcanidentifymiＧ
croarchitecturalmodificationsindiabeticbonemarrowatearlystage．DiabeticbonemarrowmicroangiＧ
opathyarerelatedtolipidmetabolism,mainlyrelatedtotheabnormallinoleicacidmetabolismpathＧ
way．IntegrationofmetabolomicswithtextureanalysisbasedonDCEＧMRIKtrans mapisfeasibletoeＧ
valuatediabeticbonemarrowmicroangiopathyatearlystage．

【Keywords】　Diabetesmellitus;Bonemarrow;Microvascular;Magneticresonanceimaging;

Textureanalysis;Metabolomics

　　糖尿病(diabetesmellitus,DM)是一种以高血糖

为主要特点的慢性代谢性疾病.长期患有１型和２型

糖尿病的患者可能会出现骨质疏松、骨质减少、骨关节

病变和低应力骨折的风险增加[１Ｇ２].研究表明糖尿病

骨病可能是一种慢性骨髓微血管并发症[３].Hu等[４]

研究结果显示基于药代动力学模型的动态对比增强

MRI(dynamiccontrastenhancedMRI,DCEＧMRI)和
非对称回波的最小二乘估算法迭代水脂分离方法(itＧ
erativedecompositionofwaterandfatwithechoaＧ
symmetricalandleastＧsquaresestimationquantitation
sequence,IDEALＧIQ)序列可用于定量评估四氧嘧啶

诱导的糖尿病兔椎体微血管通透性和椎体脂肪沉积的

变化.
纹理分析是影像组学的重要组成部分,是图像中

局部不规则而宏观有规律的灰度特性,对区域内部灰

度级变化的特征进行量化.近年来纹理分析在骨病变

以及肿瘤的预测、诊断和鉴别诊断、疗效评估及预后等

方面均显示出较大应用价值[５].
代谢组学作为一种研究生物系统内小分子代谢物

的新兴技术,揭示了常规研究方法无法发现的疾病发

生发展的差异代谢通路及潜在的生物标志物,为早期

有效控制疾病发生提供了新的靶点[６].目前尚未见基

于 DCEＧMRI容 量 转 移 常 数 (volumetransferconＧ
stant,Ktrans)图纹理分析和代谢组学联合评价糖尿病

骨髓微血管病变的研究报道,本研究旨在探索基于

DCEＧMRIKtrans图纹理分析和代谢组学的整合生物标

志物评价糖尿病早期骨髓微血管病变的可行性.

材料与方法

１．兔糖尿病模型的制备

本研究经武汉大学人民医院伦理委员会审查通

过.２８只３月龄健康日本雄性大耳白兔由武汉大学

动物实验中心提供,平均(３．２±０．２)kg.所有兔经过

１周适应性饲养,测量空腹血糖均在正常水平.２８只

兔随机分为糖尿病组１４只,对照组１４只.糖尿病组

兔的造模方法同 Hu等[４]研究一致.单次血糖值大于

１４mmol/L或２次血糖值大于１１mmol/L,认定造模

成功[７].４８h后血糖值仍处于正常范围的糖尿病组兔

补加５０mg/kg四氧嘧啶,直到血糖值达到上述标准.

４周以后两组兔血糖水平趋于稳定,每次行 MRI检查

前测量其血糖值.

２．MRI成像及后处理

实验兔在第０、４、８、１２、１６周从耳缘静脉注射戊巴

比妥钠溶液(３％,２mL/kg)麻醉,摆放体位呈仰卧位、
足先进,在３．０T MRI设备(Discovery MR７５０Plus,

GEHealthcare,Milwaukee)上固定８通道膝关节专用

相控阵线圈,扫描序列及参数:常规腰椎矢状面 FSEＧ
T１WI:TR３００ ms,TE１２ ms,翻 转 角 １４２°,层 厚

３mm,视 野 １６cm×１６cm,矩 阵 ３２０×２８８;FSEＧ
T２WI:TR２５００ms,TE１２０ms,翻转角 １４２°,层厚

３mm,视 野 １６cm×１６cm,矩 阵 ３２０×３２０;DCEＧ
MRI:采用肝脏快速容积采集(liveracquisitionvolＧ
umeacceleration,LAVA)及阵列空间敏感编码技术

(arrayspatialsensitivityencodingtechnique,ASSET),

TR３．５ms,TE１．６ms,翻转角６°,９°,１２°,层厚３mm,
视野２０cm×２０cm,矩阵１９２×１９２,首先行多翻转角

(６°、９°、１２°)LAVA 序列扫描,扫描３个时相,随后行

动态增强LAVA序列扫描(翻转角为１２°).在基线扫

描３个动态时相之后采用双筒高压注射器经兔耳缘静

脉注射钆双胺,剂量０．２mmol/kg,流率为１．０mL/s,随
后以相同流率注射５mL０．９％生理盐水冲管.

将DCEＧMRI原始数据导入 OmniＧKinetics(GE
Healthcare)软件进行分析.选取最亮一期腰椎中心

层面图像,在腰５Ｇ７椎体手动勾画感兴趣区(regionof
interest,ROI),避开椎间盘、终板、椎基静脉丛、脑脊

液,采用药代动力学ExtendedToftsLinear双室模型

得到 Ktrans图,自动提取７６个纹理特征,包括灰度直方

图特征、灰度共生矩阵特征以及灰度游程矩特征.由

两名有３年(医师 A)和５年(医师B)以上骨肌 MR诊

断经验、对分组不知情的影像诊断医师进行上述所有

测量,获得的数据取平均值进行分析(图１).采用组

内相关系数(intraclasscorrelationcoefficient,ICC)评
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图１　a)第１６周糖尿病组 FSEＧT１WI图;b)FSEＧT２WI图;c)DCEＧMRI图,红色区域为手动勾画出的腰椎

ROI;d)Ktrans图.

估医师 A和医师B之间的一致性,１个月后医师 A对

全部病变再次勾画ROI,计算观察者内ICC.

３．兔腰椎骨髓样品采集

在第１６周完成检查后,经耳缘静脉注入１００mg/kg
戊巴比妥钠对所有实验兔实施安乐死.取腰５、６椎体

做病理学检查;取腰７椎体压碎取出骨髓液氮速冻,

－８０℃保存做液相色谱Ｇ质谱联用(LiquidchromatogＧ
raphyＧmassspectrometry,LCＧMS)代谢组学.

４．兔腰椎骨髓代谢组学LCＧMS检测

本次实验的分析仪器为 Ultimate３０００超高效液

相串联 QExactive(ThermoFisherScientific,USA)
高分辨质谱仪组成的液质联用系统.将２μL经过前

处理的样本上样至保持在３５℃的 AQ C１８色谱柱

(１５０×２．１mm１．８um,Utimate).然后在含０．１％甲

酸、１０mmol/L乙酸胺的乙腈/水(３:２)溶液(A 液)和
含０．１％甲酸、１０mmol/L 乙酸胺的异丙醇/乙腈(９:

１)溶液(B液)的正离子模式流动相中以０．３mL/min
的恒定流速洗涤色谱柱.质谱条件:扫描模式负离子

扫描模式;检测方式Fullmass/ddＧMS２;分辨率７００００
(Fullmass);１７５００(ddＧMS２);电喷雾电压２．８kV;毛
细管 温 度 ３２０℃;鞘 气 流 速 ４０ Arb;雾 化 器 温 度

３５０℃.

５．兔腰椎骨髓病理学检查

采用１０％多聚甲醛固定腰５、６椎体,脱钙两周

后,石蜡包埋,沿椎体短轴位作４μm 切片,行CD３４免

疫组化染色.免疫组化染色测量组织内微血管密度

(microvesseldensity,MVD)的方法:CD３４表达于血

管内皮细胞,以血管内皮细胞的胞质内出现棕黄色颗

粒为阳性.在光学显微镜下拍片,同一研究者随机选

取３个相互不连续区域,然后在２００倍光镜下计数染

色呈阳性的血管数,测量结果的平均值作为 MVD值.

６．统计学分析

第１６周基于 Ktrans图的纹理分析数据首先通过

ANOVA或 MannＧWhitneyU 检验评估两组纹理参数

的差异,对剩余的纹理特征进行单因素 Logistic回归

分析筛选出有统计学意义的纹理参数特征值.
采用 AnalysisBaseFileConverter将 LCＧMS原

始数据转换成通用(adf)格式.在 MSDIAL软件平台

下,进行峰的识别、保留时间校正等预处理,得到一个

负离子模式下代谢物名称、质荷比等的可视化矩阵.
通 过 主 成 分 分 析 (principalcomponentanalysis,

PCA)、偏最小二乘判别分析(partialleastsquareＧdisＧ
criminantanalysis,PLSＧDA)识别和分析糖尿病组和

对照组骨髓代谢轮廓的整体差异.对 PLSＧDA 结果

进行交叉验证,以R２ 和 Q２ 值作为验证模型质量的标

准.分别计算每个代谢物的变量重要性投影(variable
importanceinprojection,VIP)值 和 变 化 倍 数 (fold
change,FC)值.选择 VIP＞１和 FC＞２或 FC＜０．５
的代谢物进一步进行功能分析.采用 Rstudio软件

(版本４．０．３),通过富集分析和拓扑分析进行通路分

析,识别糖尿病组显著差异的代谢通路及差异代谢物.
采用Spearman相关性系数评估 MVD、差异代谢
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图２　a、b)分别为PCA 图和PLSＧDA 图,表明糖尿病组(Dg:绿色小圆形和绿色椭圆)和对照组(Cg:红色小

圆形和红色椭圆)代谢谱具有分开趋势;c)火山图显示所有代谢物和差异代谢物的分布,横轴是log２(FC),纵

轴是Ｇlog１０(P),每一个点代表一个代谢物.

表１　第１６周基于 DCEＧMRIKtrans图纹理参数特征值的单因素Logistic回归结果

纹理参数 糖尿病组 对照组 β(９５％CI) P
MedianIntensity ０．５０９±０．３０２ ０．１０９±０．１３７ ９．２０６(０．５９８,１７．８１４) ０．０３６
MeanDeviation ２５４．３０９±０．４０７２５４．７８５±０．１５７ －７．２９６(－１４．３２５,－０．２６７) ０．０４１
Quantile５０ ０．５０２±０．２９８ ０．１１０±０．１３５ ９．２９４(０．６６７,１７．９２０) ０．０３４
Quantile７５ １．００４±０．６３９ ０．２４７±０．２０４ ６．５１９(０．２３６,１２．８０２) ０．０４１
Quantile９５ １．８８７±１．１２３ ０．６７５±０．４６９ ２．４４４(０．０９７,４．７９１) ０．０４１
RMS ０．９５７±０．５７８ ０．４０６±０．２９８ ３．１６９(０．００４,６．３３５) ０．０４９
sumAverage ０．１４７±０．０５５ ０．０７４±０．０６５ ２０．４２５(１．１３６,３９．７１３) ０．０３７
differenceEntropy ０．６０１±０．０７６ ０．４３４±０．１８５ １２．８１０(０．００７,２５．６１３) ０．０４９
MeanValue ０．６９０±０．４０８ ０．２１５±０．１５７ ７．２６７(０．２６２,１４．２７１) ０．０４２

　　　　　注:β代表非标准化回归系数

表２　差异代谢物确定的富集代谢通路

Name Total Hits RawP Impact
Linoleicacidmetabolism ５ ２ ０．２５１４８ ０．９６７７４
Arachidonicacidmetabolism ３６ ２ ０．３３３２１ ０．２８０７６
Fattyacidbiosynthesis ４６ １ ０．３６８７４ ０
Fattyacidelongation ３８ １ ０．３６８７４ ０
Fattyaciddegradation ３９ １ ０．３６８７４ ０
Histidinemetabolism １５ １ ０．３７４４６ ０
betaＧAlaninemetabolism １９ １ ０．３７４４６ ０
alphaＧLinolenicacidmetabolism １３ ２ ０．３９２９２ ０．３２２５８
Glycosylphosphatidylinositol(GPI)Ｇanchorbiosynthesis １５ １ ０．４０８２９ ０
Purinemetabolism ６６ １ ０．４３６ ０．００１１００５
Glycerophospholipidmetabolism ３６ ３ ０．４９０２４ ０．２６３８２

物水平与基于 Ktrans图纹理分析特征值的相关性,以

P＜０．０５为差异有统计学意义.

结　果

在实验期间３只糖尿病兔因麻醉意外、健康状况

差死亡,１只血糖恢复正常;对照组因健康状况差死亡

２只,２只实施安乐死.

１．基于DCEＧMRIKtrans图的纹理分析

各序列纹理特征测量值的观察者间及观察者自身

ICC为０．８０~０．９２(P＜０．０１),表明一致性良好.第

１６周基于 Ktrans图的纹理参数共有７６个,通过 ANOＧ
VA和 MannＧWhitneyU 检验筛选出２５个特征;对剩

下的２５个特征进行单因素 Logistic回归分析进一步

筛选,筛选出９个特征(表１).

２．腰椎骨髓代谢组学分析

对所有实验兔腰７椎体骨髓进行 LCＧMS分析,

PCA图、PLSDA图显示糖尿病组和对照组具有分开

趋势(图２).结果显示PLSＧDA模型的R２ 值为８０％,

Q２ 值为１０％.本研究基于VIP＞１和FC＞２或FC＜
０．５筛选出３６种差异代谢物.通过富集分析和拓扑分

析进行通路分析,识别糖尿病组显著差异的代谢通路.
相关代谢通路有１１条(表２),其中具有显著差异的代

谢通路为亚油酸代谢通路,主要包括５个差异代谢物,

４个磷脂酰胆碱(phosphatidylcholines,PC)和１个脂
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图３　a)对照组兔腰椎骨髓 CD３４染色(×２００);b)糖尿病组兔腰椎骨髓

CD３４染色示微血管(箭)减少(×２００).

肪酸(fattyacid,FA),分别是PC１４:０~１６:０、PC１５:

０~１８:１、PC１８:０~２０:２、PC１８:１~２０:１、FA１８:２.

３．组织病理学

CD３４免疫组化检查显示第１６周糖尿病组腰椎

骨髓的 MVD较对照组明显减少(图３),差异有统计

学意义(Z＝－３．７８５,P＜０．０１).

４．相关性分析

相关性分析结果显示 MedianIntensity、QuanＧ
tile５０、Quantile７５与 MVD 呈负相关(r＝ －０．５０４,

P＝０．０２３;r＝－０．４９０,P＝０．０２８;r＝－０．５４１,P＝
０．０１４),其余纹理参数特征值与 MVD均无相关性(P
均＞０．０５).差异代谢物与纹理参数特征值无相关性

(P 均＞０．０５).

讨　论

本研究首次基于DCEＧMRIKtrans图纹理分析与代

谢组学整合评价糖尿病兔早期骨髓微血管病变.基于

第１６周DCEＧMRIKtrans图筛选出纹理参数特征值有９
个.糖尿病早期骨髓微血管病变与脂质代谢紊乱有

关,主要与亚油酸代谢有关.MedianIntensity、QuanＧ
tile５０、Quantile７５与 MVD 呈负相关,差异代谢物与

纹理参数特征值无显著相关关系.
第１６周基于 DCEＧMRIKtrans图的纹理分析结果

显示糖尿病组和对照组有统计学差异的纹理参数有

MedianIntensity、MeanDeviation、Quantile５０、QuanＧ
tile７５、Quantile９５、RMS、sumAverage、differenceEnＧ
tropy、MeanValue,说明基于 DCEＧMRIKtrans图的纹

理参数反映了糖尿病骨早期骨髓细微结构变化.MeＧ
dianIntensity、Quantile５０、Quantile７５与 MVD 呈负

相关,表明骨髓微血管病变影响到骨髓细微结构,导致

了骨髓纹理参数值出现变化,与杨柳等[８]研究结论一

致.此外有研究证明基于DCEＧMRIKtrans图的纹理分

析可识别糖尿病早期骨骼肌微结构变化[９Ｇ１０],说明基

于DCEＧMRIKtrans图的纹理分析是识别糖尿病骨肌病

变的有力工具.
已有研究发现亚油酸代谢异常与糖尿病视网膜病

变、糖尿病肾病有关[１１Ｇ１２],糖尿病视网膜病变、糖尿病

肾病属于糖尿病微血管病变.Hu等[４]采用IDEALＧ
IQ技术研究显示糖尿病兔椎体骨髓脂肪含量在第１６
周显著增加,目前尚未见糖尿病骨髓微血管病变脂肪

酸改变的研究报道.本研究首次揭示了糖尿病早期骨

髓微血管病变与脂质代谢紊乱有关,主要与亚油酸通

路改变有关.亚油酸属于多不饱和脂肪酸.早前已有

研究证实糖尿病脂质代谢紊乱导致的高胆固醇、高甘

油三酯血症以及多不饱和脂肪酸成分变化可通过损害

内皮祖细胞的数量和功能引发内皮功能障碍[１３Ｇ１４].内

皮功能失调是糖尿病多个靶器官微血管病变并发症发

生和进展的中心环节[１５Ｇ１６].此外 Bellissimo等[１７]通

过血浆LCＧMS研究发现与脂肪酸代谢相关的通路,
尤其是亚油酸相关代谢通路与骨密度显著相关.花生

四烯酸是亚油酸的代谢产物,是促炎类花生酸的的主

要前体[１８Ｇ２０],通过前列腺素 E２诱导人骨髓破骨细胞

形成和骨吸收[２１].亚油酸衍生的氧化脂类包括９Ｇ羟

基十八碳二烯酸和１３Ｇ羟基十八碳二烯酸,是过氧化

物酶体增殖物激活受体γ激动剂,可促进间充质干细

胞向脂肪细胞分化,但不利于成骨细胞分化[２２Ｇ２３].亚

油酸通路相关代谢物可能是糖尿病早期骨髓微血管病

变的潜在生物标志物.监测亚油酸通路相关代谢物水

平可能进一步实现糖尿病早期微血管病变预测和早期

诊断.本研究结果显示糖尿病兔腰椎骨髓差异代谢物

与纹理参数特征值无相关性,可能是不同组学数据存

在差异性,导致了评估模型的方法不一样,如何采用高

效、有效的整合方法或算法模型对不同组学数据进行

整合,挖掘多组学数据中隐含的信息及规律是一个亟

待解决的问题.
本次研究的局限性:首先,研究样本量有限,可能

会影响纹理分析结果的准确性.其次,本次实验对象

是动物,研究时长为１６周,与临床糖尿病患者慢性代

谢性疾病自然病程存在差异.第三,本研究没有揭示

糖尿病早期骨髓微血管病变差异代谢物、基于 DCEＧ
MRIKtrans图纹理参数特征值改变的时序性.第四,胰
岛素对血管的作用也可能导致骨髓微血管的改变,本

研究未考虑胰岛素对骨髓微血管

的影响.
综 上 所 述,基 于 DCEＧMRI

Ktrans图的纹理参数可识别糖尿病

早期骨髓细微结构变化,糖尿病早

期骨髓微血管病变与脂质代谢有

关,主要与亚油酸代谢通路异常有

关.基于DCEＧMRIKtrans图纹理分

析和代谢组学整合研究评价糖尿

病早期骨髓微血管病变是可行的.
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