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[Abstract] Objective UsingCTperfusionimagingtoevaluatethecorrelationbetweenhemodynamicchangescausedbyhe-
paticmicrometastasesinratsandextentoftumorangiogenesisinpathologicspecimens.Methods Livermicrometastases
wereproducedin22SDratsbytransspleenicinjectionof2×107 Walker-256cells.Tenexperimentalcontrolratswereinjec-
tedwithsalinesolution.CTperfusionwasperformedtocalculateliverperfusionbygradientmethod.Perfusionparameters
includedhepaticarteryperfusion,portalvenousperfusion,totalhepaticbloodflowandhepaticperfusionindex.MVDand
expressionsofVEGFwereexaminedbyimmunohistochemicaltechniques.Results Themicrometastases(diameter,between
0.5mmand6.6mm)wereseenin19rats.Hepaticarterialperfusionwas2.25timesintheratswithmicrometastasesthan
thatinthecontrolrats.Portalhepaticperfusionwas76.6%lowerintheratswithmicrometastasesthanthatinthecontrol
rats.TheMVDandexpressionsofVEGFoftumorwerepositivelinearcorrelationwithhepaticarteryperfusion.Conclusion
 Smalllivermetastasesinratscanlowertheportalperfusionandincreasethearterialperfusion.Therewerepositivelinear
correlationbetweenMVDandexpressionsofVEGFwithhepaticarteryperfusion.
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大鼠 Walker-256微小转移性肝癌CT灌注参数
与微血管密度及血管内皮生长因子表达关系的研究

时高峰*,王士杰,彰俊杰,王 琦,许 茜,李如迅,杜 煜,王亚宁,李月考,杨 丽,刘 辉
(河北医科大学第四医院CT室,河北 石家庄 050011)

[摘 要] 目的 应用CT灌注成像观察大鼠微小转移性肝癌所引起的血流动力学变化与肿瘤血管化程度的相关性。方

法 22只经脾脏注入 Walker-256(细胞含量2×107)制备成肝脏微小转移癌的大鼠为实验组;10只大鼠经脾脏注入等量生

理盐水为对照组。实验组中随机选取10只作为空白对照组。CT灌注扫描后使用斜率法得到参数包括:肝动脉灌注量、门
静脉灌注量、肝灌注指数、总肝灌注量。采用免疫组织化学方法测定病理标本的微血管密度和血管内皮生长因子。结果 
实验组中有19只大鼠发现转移灶,直径在0.5~6.6mm之间。各项参数值组间比较:实验组大鼠肝动脉灌注量、肝灌注指

数明显高于对照组和空白组;对照组和空白组之间无显著差别。实验组门静脉灌注量明显低于对照组和空白组,对照组和

空白组无显著差别。总肝灌注量组间比较,三组之间没有差别。VEGF表达程度随着实验组大鼠肝动脉灌注量增高而增

高。而且VEGF不同表达程度的转移癌之间 MVD的差异均有统计学差异。结论 大鼠微小肝转移癌表现为肝动脉灌注

量的增加和门静脉灌注量的降低。肝动脉灌注量的大小与VEGF的表达程度和 MVD呈正相关。
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  恶性肿瘤的生长需要形成满足生长需要的血管网。这一

过程是由于肿瘤病灶释放大量血管生成活性因子(例如血管

内皮生长因子,vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)所
引起的。在此基础上病灶微血管密度(microvesseldensity,

MVD)增加[1],导致局部灌注量和毛细血管通透性的增加。
过去人们已经注意到肝脏转移癌在其形态学变化之前可以引

起肝动脉和门静脉血流量的改变[2],Leen等[3]使用超声多普
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勒对于肝转移癌病灶血流灌注进行了研究,但多普勒只能研

究大血管内的血流状态,对小血管及微循环无能为力,且重复

性差,难以推广;近年来由于CT技术的快速发展,具有高时

间、空间分辨率的CT灌注成像方法已成为研究组织器官血

流动力学最方便、有效和实用的工具之一。本项研究应用

CT灌注成像观察微小的转移性肝癌所引起的血流动力学变

化与肿瘤血管化程度的相关性。

1 材料与方法

1.1 动物模型的制备 40只正常雄性SD大鼠(体重280~
330g)用于实验研究。30只为实验组(2只因实验时间过长

死亡),10只为实验对照组。动物模型的制备方法详见参考

文献[4],我们将“微小转移癌”界定为0.5~5mm大小的转移

灶。CT常规检查对这样小的肝转移癌诊断敏感性很低。预

实验:分别在经脾注入 Walker-256瘤细胞后的第3、5、7、9、11
及13天进行常规CT或 MR扫描并立即解剖大鼠,发现在第

9天大部分瘤灶直径在0.5~5mm之间,此时CT和 MR很

难发现病灶,符合本研究需要。

1.2 CT检查 在实验组中随机选取10只大鼠作为空白组,
空白组的大鼠在接种瘤细胞之前麻醉状态下行肝脏CT灌注

扫描(以获得实验组大鼠在制备成肝转移癌之前正常肝血流

的灌注参数)。接种瘤细胞后第9天在麻醉的状态下,对实验

组及对照组大鼠进行CT灌注扫描。CT机使用德国西门子

公司Somatom VolumeZoom 型多层螺旋CT机,首先以2
mm层厚行全肝扫描,以确定灌注扫描的中心位置。一般选

择肝门层面作为灌注扫描的中心层面,但要求至少有一个层

面包括肾脏。然后选取CT机内带有体部灌注扫描模式,适
当改变扫描参数(80kV,150mAs,Rotationtime1s,层厚5
mm),对比剂为碘海醇(300mgI/ml)与生理盐水稀释成1∶4
的比例。经大鼠颈静脉用高压注射器注入稀释后的对比剂2
ml,注射速度1ml/s。注射对比剂的同时开始扫描,扫描持

续时间为30s;每秒钟扫描一次;每次获取4幅图像。扫描后

获得包括强化前图像在内的120幅图像。

1.3 图像分析 将获得图像资料调入工作站DynamicEval-
uation软件中画出扫描层面内的兴趣区,肝脏使用不规则画

法,要避开肝脏内大的分支血管(图1);肾皮质、腹主动脉和

门静脉采用圆形或椭圆形的画法(图2)。获得所画各兴趣区

的时间-密度曲线(time-densitycurve,TDC)以及增量曲线图

(图3、4)。将获得的每个时间点上的增量CT值导入个人电

脑 MicrosoftExcel2003软件中,作为计算灌注参数的数据。
本项研究采用的是Blomley等[5]使用的斜率法计算灌注参

数。得到肝动脉灌注量(hepaticarterialperfusion,HAP)、肝
门静脉灌注量(portalveinperfusion,PVP)、肝总灌注量(to-
talhepaticperfusion,THP),单位均为 ml/(min·100ml)。
肝灌注指数(hepaticperfusionindex,HPI)为肝动脉灌注量

占肝总灌注量的百分比(对各组每一只大鼠CT扫描获得的

不同层面灌注参数进行比较无显著性差异,采用以两个层面

灌注参数的平均数作为比较的数据)。

1.4 病理学免疫组化检查 在CT扫描结束,随机处死22只

实验组大鼠取出肝脏作病理学检查。剩余6只继续饲养,2

图1 肝脏的兴趣区采用不规则画法,同时避开肝脏内大的血管分

支  图2 图内1、2、3兴趣区分别为腹主动脉、门静脉和肾皮质

图3 肝脏时间-密度曲线  图4 腹主动脉(红色)、肾皮质(蓝
色)和门静脉(紫红色)时间-密度曲线

只分别于接种后26、29天死于衰竭,4只于第35天再做CT
检查后立即将其处死。

将取出的肝脏按常规程序进行 HE 染色和 MVD 及

VEGF免疫组化染色。2名病理学教授观察 HE和免疫组化

染色的组织切片,重点观察各组织标本转移灶的有无、分布及

病灶和周围的血管化程度。MVD的计算参考 Weidner[6]的
方法:选取3个高倍视野(200倍)微血管密度表达最强处,计
算肿瘤内毛细血管和微血管,用血管数目的总和来表示

MVD。VEGF蛋白的表达参考刘佩芳等[7]的方法,表达阳性

染色细胞<5%:阴性(-);5%~25%:弱阳性(+);26%~
50%:阳性(++);>50%:强阳性(+++)。

1.5 统计学分析 使用SAS6.12作为统计软件,对于实验

组、对照组和空白组的大鼠的灌注参数差别的比较使用完全

随机设计的单因素方差分析后,SNK-q检验行多重比较。P
<0.05为差异有显著意义。MVD、VEGF与灌注参数之间

的关系,使用完全随机设计的单因素方差分析后,SNK-q检

验行多重比较。VEGF与 MVD相关性使用Spearman等级

相关分析法。

2 结果

2.1 病理检查所见 本实验组22只大鼠,病理检查有19例

在肝内形成转移灶,成功率为86.4%。肉眼观察肝脏表面及

剖面,可见局灶性、灰白色的微小转移灶,病灶直径在0.5~
6.6mm之间。8只大鼠腹腔内有一定量血性腹水。光镜下

见肿瘤病理差异较明显,肿瘤细胞多呈圆形或椭圆形,呈团状

生长。瘤细胞排列紊乱,异型性明显,核分裂像多见。肉瘤成

分形态多样,结构复杂。较大的病灶中心区域有坏死。呈膨

胀-浸润性生长,与脾脏的肿瘤结节的病理形态结构相似(图
5)。另外生长35天的4只大鼠,病理学检查发现大鼠肝脏明

显肿大,肝内见大小约2~3cm的转移癌灶,数目有个体差
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图5 镜下可见肿瘤细胞异型性明显,排列杂乱,瘤灶呈浸润性生长(HE×200)  图6 染色呈棕褐色的肿瘤血管散在分布(MVD×200) 
 图7 显示胞质成棕褐色的肿瘤细胞表达程度为阳性(VEGF×400)

表1 三组灌注参数值的比较

肝脏灌注参数值 HPI(%)
HAP

ml/(min·100ml)
PVP

ml/(min·100ml)
THP

ml/(min·100ml)
实验组 (n=19) 24.75±5.28 97.67±31.42 295.49±61.85 393.16±86.94

实验对照组(n=10) 9.91±3.07 43.35±17.39 385.7±71.25 430.55±82.47
空白对照组(n=10) 10.32±3.61 40.77±18.91 362.73±78.56 404.48±91.25

SNK-q检验
F=110.04
P=0.0001

F=47.84
P=0.0001

F=14.10
P=0.0001

F=1.39
P=0.255

异,3~12个,部分转移结节融合成块,难以计数。脾脏的接

种部位均可见灰白色瘤灶。

2.2 TDC和肝脏灌注参数 通过TDC可以看到:腹主动脉

在开始强化后2s左右首先达到峰值。随后是肾脏皮质强化

达到峰值,紧随其后的是门静脉强化的峰值。其中肾脏皮质

和门静脉的上升和下降变化比腹主动脉要缓慢。肝脏的

TDC从图形上没有看到三组显著的差异。

2.3 肝脏灌注参数三组数值比较 实验组大鼠 HAP,HPI
明显高于对照组和空白组;对照组和空白组之间无显著差

别。实验组PVP明显低于对照组和空白组,对照组和空白组

无显著差别。总肝灌注量组间比较,三组之间没有差别(表
1)。其中实验组 HAP增高,是对照组的2.25倍;而PVP明

显较少,是对照组的76.6%。

2.4 VEGF表达、MVD与灌注参数之间的关系 转移癌19
例,VEGF染色有2例表达为(-),5例表达为(+),10例表

达为(++),2例表达为(+++)。VEGF表达程度与 HAP
呈显著正相关,r=0.277(P<0.05)。所有数据经q检验,各
组之间的差异均有统计学意义(P<0.05)。随着VEGF表达

程度的增高 HAP逐渐增高。

MVD从8.3~29.0不等(-:8.79±1.82;+:10.35±
2.67;++:18.03±3.41;+++:25.0±4.39),而且 VEGF
不同表达程度的转移癌之间 MVD的差异均有统计学差异,
转移癌的 MVD随着VEGF表达增高而增高(F=5.87,P<
0.05)。Pearson法相关分析表明HAP与MVD呈正相关,相
关系数为0.401(P<0.05)。(图6、7)

3 讨论

3.1 微小转移性肝癌的血流动力学变化 本研究结果显示

实验组微小转移性肝癌种植前后大鼠的 HAP、HPI及PVP
的数值有显著的变化,表现为大鼠的 HAP远远大于对照组

(是对照组的2.25倍);而PVP明显少于对照组(是对照组的

76.6%)。这种血流动力学变化与人类肝脏转移癌灌注扫描

结果是相似的[5]。

PVP下降其原因可能是转移癌细胞经门静脉转移至肝

脏,停留在微小血管床上,门静脉出现大量的小血栓,导致微

小血管床阻力增加,瘤灶周围的小门静脉和毛细血管阻塞、消
失[8];也有学者认为瘤细胞和病灶周围的组织细胞能够分泌

一些因子使门静脉血流量减少[9]。以上的原因导致门静脉血

流量的下降和平均通过时间延长,这在多普勒超声中得到了

证实[10]。

HAP明显增加是转移灶内新生血管形成[3],这也证实肝

脏转移癌主要由肝动脉供血。Cuenod等认为[11]500μm左右

的大鼠肝转移癌,HAP没有显著的变化,而PVP是降低的。
他认为PVP的降低是首先发生的,HAP的增加主要是对

PVP减少的补偿作用。本组结果与Cuenod的研究不同,可
能是所研究的瘤灶大小差别所致。500μm左右的肿瘤血管

网还没有建立起来。肝脏转移癌生长到500μm以上的时候

就要依赖肿瘤新生成血管的供血[4]。而本组转移灶均大于

500μm,此时肿瘤的新生血管已经形成,HAP明显增加,以
维持肿瘤的生长和总肝血流量的相对稳定。

3.2 灌注参数值的变化与 MVD、VEGF的相关性分析 本

研究结果表明肿瘤细胞内VEGF的表达和瘤灶内MVD的数

量均与 HAP呈显著的正相关。转移癌的 MVD随着VEGF
表达增高而增高。VEGF是一种很强血管生成因子[1],与内

皮细胞上两种特异受体结合而刺激血管内皮细胞增殖;并可

提高微血管特别是毛细血管后静脉和小静脉的通透性;同时

改变细 胞 外 基 质,诱 导 血 管 形 成。MVD 的 增 加 是 由 于

VEGF高度表达引起的,而 MVD的增加使单位时间内单位

组织内肝血流量的增加,是 HAP升高的病理基础;并提示肝

·146·中国医学影像技术2006年第22卷第5期 ChinJMedImagingTechnol,2006,Vol22,No5



动脉是肿瘤血管生成的来源,门静脉不参与转移灶的供血。

VEGF和 MVD被认为是恶性肿瘤重要的预后指标。
传统影像观察到的组织结构上的变化,病灶至少要达到

3~5mm。微小的转移癌在没有达到肉眼可分辨形态学变化

之前称之为“隐匿性转移癌”。虽然CT检查不能直接显示肿

瘤内的新生血管,但是由于新生血管的增加导致的血液灌流

量的增加可以被CT灌注成像的技术反映出来,肿瘤组织的

灌注参数可以反映 MVD和VEGF。
总之,大鼠微小肝转移癌表现为 HAP增加和PVP降

低。VEGF和 MVD的增加是 HAP升高的病理基础。CT
灌注成像技术可以用来评价肝脏的血流动力学变化,不但为

早期诊断转移癌提供可能,而且也可用于评价肿瘤血管生成

以及估计预后。
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