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弥散加权磁共振成像评价大鼠胶质瘤新生血管的价值
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　　［摘要］　目的　分析大鼠 Ｃ６脑胶质瘤新生血管与弥散加权磁共振成像（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｗｅｉｇｈｔｅｄ
ｉｍａｇｉｎｇ，ＤＷＩ）定量参数ｒＡＤＣ动态变化特征，探讨 ＤＷＩ评价胶质瘤新生血管的价值。方法　清洁级
ＳＤ大鼠３０只，建立大鼠Ｃ６胶质瘤原位移植模型，分别在移植肿瘤细胞后４、８、１２、１６、２０、２４ｄ行ＭＲ扫
描并取大鼠脑组织行病理和免疫组化检查，观察肿瘤新生血管及ＤＷＩ动态变化特征并分析ＭＲ数据与
组织性参数相关性。结果　Ｃ６原位胶质瘤模型在３０只ＳＤ大鼠颅内成功建立。Ｔ２ＷＩ肿瘤呈明显高信
号；ＤＷＩ可见明显弥散受限，并且随着移植时间的延长，肿瘤组织 ＡＤＣ不断升高（Ｆ＝２７．９，Ｐ＜００５）。
ＤＷＩ观察不同移植时间胶质瘤新生血管的变化，发现 ｒＡＤＣ与胶质瘤微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＭＶＤ）呈显著正相关（Ｒ２＝０．５１５，Ｐ＜００５）；进一步分析不同血管新生类型与 ｒＡＤＣ相关性，发现血管
出芽、血管套叠与ｒＡＤＣ显著正相关（Ｒ２＝０．５８６、０．５３７，Ｐ＜００５）。结论　ＤＷＩ定量参数 ｒＡＤＣ与 Ｃ６
胶质瘤ＭＶＤ、血管出芽、血管套叠指数均表现出显著正相关性，可以有效地在体评价胶质瘤新生血管，
具有较大的临床应用前景和价值。
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　　胶质瘤是成人颅内最常见的恶性肿瘤之一，其恶
性程度高、预后差，常规行放、化疗的胶质瘤患者的中

位生存期仅为１２～１８个月［１］。肿瘤新生血管是胶质

瘤重要组织学特征之一，大量新生血管参与了胶质瘤

微环境的构筑，与肿瘤生物学行为的演进密切相

关［２］。肿瘤微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）描
述了肿瘤微血管的数量分布特点，但是存在样本获取

有创、取材范围较小等局限性，无创监测肿瘤新生血管

的影像学技术有望弥补这些不足。磁共振灌注成像技

术可以实现肿瘤血管的定量研究：ＤＳＣＭＲＩ可以有效
地测量肿瘤组织血流量、血流速率；ＤＣＥＭＲＩ参数
Ｋｔｒａｎｓ直接反映组织血管通透性；ＶＳＩＭＲＩ则可以较
好地无创测量肿瘤组织的微血管管径等［３－５］。磁共振

灌注成像技术已经广泛用于胶质瘤的分级诊断、预后

评估及疗效监测等领域，然而灌注技术强烈依赖人工

对比剂的使用，有潜在的诱导受检者肾功能不全及对

比剂残留在脑组织的风险［６］。

　　弥散加权磁共振成像（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｗｅｉｇｈｔｅｄｉｍａｇｉｎｇ，
ＤＷＩ）是唯一可以活体描述水分子自由扩散运动的磁
共振成像方式，该过程不依赖任何外源性或内源性对

比剂，真正实现了“无创”检测活体组织的功能信息。

定量ＤＷＩ或（和）非定量ＤＷＩ已经广泛用于检测肿瘤
组织细胞密度、鉴别肿瘤组织学分级等方面［７－８］。

ＬｅＢｉｈａｎ等［９－１０］采用双指数模式从弥散信号中分离

出微循环灌注的信息。目前的研究集中在验证 ＤＷＩ
微循环灌注信号与 ＤＳＣＭＲＩ、ＤＣＥＭＲＩ一致性方面，
其组织学证据，特别是新生血管类型的研究有待进一

步探讨。本研究立足ＤＷＩ对胶质瘤新生血管的研究，
重点探讨肿瘤新生血管类型与ＤＷＩ的相关性，为ＤＷＩ
实现活体肿瘤新生血管动态检测提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　Ｃ６胶质瘤原位移植模型的建立
　　将Ｃ６细胞（购自中科院上海细胞库）接种于培养
瓶中，加入适量含有 １０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ高糖培养基
（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），放置于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培
养。待细胞生长至接近９０％ 融合时，收集细胞用于建
立胶质瘤原位移植模型。

　　取３０只体质量１５０～１８０ｇ清洁级成年雄性 ＳＤ

大鼠（购自第三军医大学大坪医院野战外科研究所实

验动物中心），随机数字表法分成６组，每组５只。大
鼠麻醉后，取俯卧位将其头部固定于脑立体定位仪的

大鼠适配器上。于前囟前 １ｍｍ，正中线右旁 ３ｍｍ
处，用直径为２ｍｍ的牙科钻钻穿表面颅骨。量程为
２０μＬ的微量进样器吸取１０μＬ胶质瘤细胞悬液，微
量注射器固定于脑立体定位仪上，垂直进入脑实质中，

控制进针深度为５ｍｍ，再回退１ｍｍ，手动将胶质瘤细
胞悬液缓慢注入脑实质内，控制注射时间为１０ｍｉｎ。
注射细胞悬液完毕后，留针５ｍｉｎ后退出，骨蜡封口，
缝合皮肤切口，做好标记后分笼饲养。

１．２　Ｃ６胶质瘤原位模型ＭＲ扫描和数据处理
　　采用 Ｂｒｕｋｅｒ７．０Ｔ小动物磁共振成像仪 Ｂｉｏｓｐｉｎ
７０／２０（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司），将其固定于磁共振动物专
用扫描床内进行扫描。分别在接种肿瘤细胞后４、８、
１２、１６、２０、２４ｄ进行 ＭＲ扫描。扫描过程中持续使用
２％异氟烷维持荷瘤鼠的麻醉状态。
　　ＭＲ扫描参数如下：ＴｕｒｂｏＲＡＲＥＴ２ＷＩ，ＴＲ／ＴＥ＝
３０００ｍｓ／５０ｍｓ，ＦＯＶ＝３５ｍｍ×３５ｍｍ，层厚０．５ｍｍ；
ＤＷＩＭＲＩ，ＴＲ／ＴＥ＝３０００ｍｓ／５０ｍｓ，ＦＯＶ＝３５ｍｍ×
３５ｍｍ，层厚０．５ｍｍ，ｂ＝０，５００，１０００ｓ／ｍｍ２。
　　扫描完成后将 ＤＷＩ原始数据导入 ＢｒｕｋｅｒＢｉｏｓｐｉｎ
软件中进一步分析处理。分别测量肿瘤、对侧脑组织

ＡＤＣ值，取二者比值计算相对 ＡＤＣ（ｒｅｌａｔｉｖｅＡＤＣ，
ｒＡＤＣ）。
１．３　Ｃ６胶质瘤肿瘤组织学染色
　　荷瘤鼠行 ＭＲ扫描完成后，立即注射过量水合氯
醛处死，经左心室灌注４％多聚甲醛，获取脑组织。组
织经石蜡包埋，行组织学染色，抗体为兔抗大鼠ＣＤ３４、
ＴｅｎａｓｃｉｎＣ（英国Ａｂｃａｍ公司）。免疫组化简要步骤如
下，荷瘤鼠脑组织以２μｍ的厚度行连续切片，６５℃高
温熔蜡后，置于二甲苯中脱蜡，脱蜡完成后，切片浸入

ｐＨ＝６．０的枸橼酸溶液中高压锅煮沸２ｍｉｎ，自然冷却
后ＰＢＳ冲洗，置于１０％Ｈ２Ｏ２溶液中封闭内源性过氧化
物酶。用山羊血清封闭非特异性抗原１０ｍｉｎ后，滴加
５０μＬ相应一抗４℃过夜。ＰＢＳ冲洗孵育了一抗的切
片，３７℃孵育标记了辣根过氧化物酶的山羊抗兔二抗
３０ｍｉｎ，ＤＡＢ系统显色。
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１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ２４．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，采用单因素方差分析，分别比较 ＭＲＩ与组织学定
量参数的组间差异，Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析分别比较
ｒＡＤＣ与 ＭＶＤ、新生血管类型的相关性并计算相应的
相关系数，Ｐ＜００５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠Ｃ６胶质瘤磁共振成像特点
　　３０只荷瘤鼠常规Ｔ２加权 ＭＲＩ均显示为右侧基底
节区类圆形高信号，肿瘤边界显示不清楚；随着移植时

间的推移，肿瘤的体积越来越大，内部信号也越来越混

杂，代表大片状坏死的 Ｔ２ＷＩ低信号区亦开始出现并
逐渐增大范围（图１）。ＤＷＩ显示肿瘤组织较对侧脑组
织明显的弥散受限，表现为显著弥散高信号。定量测

量肿瘤及对侧脑组织 ＡＤＣ并计算肿瘤组织 ｒＡＤＣ发
现随着肿瘤的进展，ｒＡＤＣ不断升高，伪彩图也相应越
亮（图２Ａ）。
２．２　大鼠Ｃ６胶质瘤新生血管特点
　　采用Ｗｅｉｄｎｅｒ的“Ｈｏｔｓｐｏｔ”方法计数并定量肿瘤组
织 ＭＶＤ，发现 Ｃ６胶质瘤新生血管密度异常丰富，
ＭＶＤ随着肿瘤的增长不断升高（图２Ｂ）。ＨＥ染色显
示，３０只荷瘤鼠组织学表现均符合 ＷＨＯ高级别胶质
瘤特征；ＣＤ３４染色显示 ＭＶＤ随肿瘤的生长不断增
大。进一步分析肿瘤组织中新生血管的类型，发现血

管出芽（ＴＮＣ）、血管套叠（ＣＤ３４高倍镜）参与了Ｃ６胶
质瘤血管新生的过程，是两种主要的新生血管类型

（图３）。定量血管出芽及血管套叠各观察点的数量发
现二者随肿瘤移植时间的延长亦不断升高（图２Ｃ、Ｄ）。
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图１　大鼠Ｃ６胶质瘤第８、１６、２４天ＭＲＩ影像表现
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２．３　ＤＷＩ与肿瘤新生血管相关性分析
　　为了探讨ＤＷＩ对肿瘤血管的检测能力，比较了各
观察点内 ＤＷＩ定量参数 ｒＡＤＣ与 ＭＶＤ的相关性，发
现两者均有较好相关性。同时非参数相关分析比较整

个观察时间点ｒＡＤＣ与 ＭＶＤ，二者亦表现出较好相关

性（图４Ａ）。进一步探讨ＤＷＩ对肿瘤新生血管类型的
显示能力，比较了ｒＡＤＣ与肿瘤新生血管类型的关系，
发现ｒＡＤＣ与血管出芽、血管套叠均表现出较好相关
性（图４Ｂ、Ｃ）。
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图２　大鼠Ｃ６胶质瘤不同观察时间ＭＲ及组织学定量参数的变化
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图３　大鼠Ｃ６胶质瘤组织学及新生血管观察
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Ａ：血管出芽；Ｂ：血管套叠；Ｃ：ＭＶＤ
图４　ＭＲ定量参数与组织学指标相关性分析
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３　讨论

　　胶质瘤是成人富血供的肿瘤之一，异常增殖的新
生血管参与了肿瘤微环境的构筑［１１］。研究显示，胶质

瘤新生血管与肿瘤级别有明显的相关性。无创在体显

示肿瘤新生血管对肿瘤分级、分期、乃至临床预后的判

断有巨大临床价值。本实验分析比较了弥散加权磁共

振成像技术显示大鼠 Ｃ６胶质瘤肿瘤新生血管的价
值，发现ＤＷＩ与活体荷瘤鼠不同观察时间点 ＭＶＤ有
显著相关性，同时对新生血管类型亦有较好的预测价

值，为ＤＷＩ活体显示胶质瘤肿瘤新生血管提供了实验
证据。

　　新生血管在供给肿瘤细胞养分的同时，也受到肿
瘤细胞及其代谢产物直接或间接的影响。胶质瘤细胞

在低氧环境下产生的 ＶＥＧＦ形成了一个环路，ＶＥＧＦ
可以刺激内皮细胞不断增殖、分化甚至极化形成新生

的血管；相应地，这些新生血管的参与亦对肿瘤细胞的

生物学行为、肿瘤的微环境产生了影响［１２］。研究证

实，新生血管与肿瘤等级、药物敏感性、临床预后等有

直接关联。长期以来肿瘤新生血管的检测依赖组织病

理学的证据，ＭＶＤ已经成为检测肿瘤新生血管的金标
准。磁共振灌注成像技术可以无创、重复检测组织血

管灌注状态，同时与 ＭＶＤ等组织新生血管指标具有
良好相关性，因此越来越受到人们的关注。然而大量

磁共振对比剂的运用可能给患者造成不同程度的对比

剂不良反应，轻者局部组织水肿，重者可能会出现不良

性肾小球纤维化［１３－１４］。同时人工对比剂在患者体内

的代谢方式存在不同的差异，对比剂可以在部分患者

脑组织出现沉积，在引起信号“失真”的同时也留下了

诱导产生对比剂不良反应的隐患。本实验证实不依赖

对比剂的弥散加权磁共振成像技术与胶质瘤组织

ＭＶＤ及新生血管类型有较强的相关性，可以对胶质瘤
组织新生血管进行成像。

　　ＤＷＩ是唯一活体显示水分子扩散运动的磁共振
技术，其信号变化反映了水分子的自由扩散程度。研

究证实，组织中水分子扩散程度及微血管灌注直接影

响ＤＷＩ定量参数 ＡＤＣ值的变化［１５］。肿瘤组织细胞

密度越大，水分子扩散越受限；微血管灌注越强，水分

子扩散的距离越远，相应组织ＡＤＣ值升高越明显。经
证实体素内不相干运动（ｉｎｔｒａｖｏｘｅｌｉｎｃｏｈｅｒｅｎｔｍｏｔｉｏｎ，
ＩＶＩＭ）ＤＷＩ模型可以利用低ｂ值（＜２００ｓ／ｍｍ２）将微血
管中血液的流动模拟成水分子的扩散运动［１６］。Ｂａｉ等

通过比较高、低ｂ值条件下（ｂ＝１００ｓ／ｍｍ２、３０００ｓ／ｍｍ２）
ＡＤＣ的差异（ＡＤＣｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ），将微血管灌注引起的ＤＷＩ信
号变化分离出来，发现 ＡＤＣｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ的最大值与宫颈癌

组织ＭＶＤ有较好相关性［１７］。本实验结果也表现出了

相似的结果：Ｃ６胶质瘤各观察时间点 ｒＡＤＣ与相应组
织ＭＶＤ呈现显著正相关。
　　不同于结肠癌、肾透明细胞癌等其他富血供肿瘤，
多种不同类型的血管参与了胶质瘤微血管的新生，已

经阐述清楚的有血管出芽、血管套叠、血管共生、血管

拟态、马赛克样血管生成以及肿瘤细胞转分化血管生

成等［１８］。本次实验在 Ｃ６胶质瘤组织中发现血管套
叠、血管出芽等血管新生类型的存在，并且两者组织学

定量与ＡＤＣ有显著正相关。血管套叠与血管出芽均
属于血管生成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ），二者受到 ＶＥＧＦ的直接
调节。ＶＥＧＦ及其受体 ＶＥＧＦＲ的参与激活了 Ｎｏｔｃｈ
ＤＬＬ信号通路，该通路直接诱导内皮细胞特化成“柄
细胞”和“尖细胞”，参与微血管的新生［１９］。针对

ＶＥＧＦ及其受体 ＶＥＧＦＲ的抗血管生成药物延长了胶
质瘤患者的无进展生存期，改善患者的生活质量。胶

质瘤患者抗血管生成精准化治疗方案的制定需要实

时、准确的检测出组织中血管新生类型。本次实验结

果发现ＤＷＩ与血管套叠及血管出芽等血管新生类型
有较好相关性，提示ＤＷＩ在制定胶质瘤患者抗血管生
成治疗的个体化方案及疗效监测等领域可以提供更多

地活体组织及新生血管相关的功能信息。

　　本次实验描述了 Ｃ６胶质瘤组织肿瘤新生血管及
ＤＷＩ动态变化，验证了 ｒＡＤＣ值与 ＭＶＤ、血管套叠、血
管出芽有显著正相关，证实了ＤＷＩ可以活体显示肿瘤
组织新生血管，为ＤＷＩ实时定量进行肿瘤新生血管显
像提供实验依据。
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