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[Abstract] Objective Todeterminethevalueofcontrastultrasoundforevaluatingtumorangiogenicactivityanditsprog-
nosticsignificanceinaxillary-node-negativebreastcarcinoma.Methods Intratumoralvascularizationwasobservedpreopera-
tivelybypowerDopplerimaging(PDI)beforeandaftertheinjectionofcontrastagentsandanalyzedwithcomputer-assisted
quantitiveassessment,andthemicrovesseldensity(MVD)werealsoassessedimmunohistochemicalybyusingthespecific
endothelialcellmarkersFVIII-RA.Correlationsbetweenbloodvesselspositiveareawithinmasses,theexpressionofMVD
andseveralclinicpathologicfactorswerestudiedfurther.Results Beforeusingcontrastagents,therewasnocorrelationbe-
tweenthebloodvesselspositiveareaandtheexpressionofMVD.AftercontrastenhancedPDIwasperformed,itshowed
positivecorrelationbetweenthem.Bothofthemwerenotcorrelatedwiththegeneralclinicpathologicfactors.Bloodvessels
positiveareaandMVDweresignificantlyhigherintumorsrelapsedormetastasisgroupthanindiseasefreesurvivalgroup.
Moreover,patientswithhigherbloodvesselspositiveareaorhigherMVDhadlowerdiseasefreesurvivalrate(DFSR)oro-
verallsurvivalrate(OSR)thanthosewithlowerbloodvesselspositiveareaorlowerMVD.Conclusion Bloodvesselsposi-
tiveareaorMVDmaybegoodprognosticindicatorsforpatientswithANNBCwhichareusefulinselectionofhigh-riskAN-
NBCpatientsforadjuvanttherapyorantiangiogenictherapy.
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声学造影对腋淋巴结阴性乳腺癌血管生成的定量检测
及生物学行为相关性研究
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[摘 要] 目的 探讨超声造影对腋淋巴结阴性乳腺癌(ANNBC)血管生成的定量检测及与其生物学行为的关系。方法

 采用超声造影结合能量多普勒技术术前检测60例 ANNBC患者肿瘤内血流信号并通过图像分析技术定量测定肿瘤内

血管阳性反应总面积,采用免疫组织化学技术检测肿瘤内微血管密度(MVD)的表达,分析造影前后肿瘤内血管阳性反应总

面积与 MVD的相关性,单因素和多因素方法研究造影后肿瘤内血管阳性反应总面积、MVD与ANNBC相关临床病理因素

及预后的关系。结果 全部病例造影增强前PDI检测血管阳性反应总面积与 MVD无相关性(r=0.25,P>0.05),造影增

强后血管阳性反应总面积与 MVD呈正相关(r=0.65,P<0.05)。造影增强后血管阳性反应总面积、MVD均与一般临床

病理因素无关,与组织学分级和复发转移密切相关,术后复发转移组造影增强后血管阳性反应总面积、肿瘤内 MVD均显著

高于无瘤生存组。高血管阳性反应总面积组及高 MVD组总生存率(OSR)和无瘤生存率(DFSR)低于低血管阳性反应总面

积组和低 MVD组(P<0.005)。结论 超声造影结合能量多普勒技术对ANNBC血管生成活性的定量检测可作为有价值

的预后预测指标及治疗指导指标。
[关键词] 血管生成;腋淋巴结阴性乳腺癌;造影剂
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  随着乳腺癌发病率的增加及临床诊治水平的提高,腋淋

巴结阴 性 乳 腺 癌(axillary-node-negativebreastcarcinoma,

ANNBC)所占比例已占初诊总数的1/2以上,寻找判断AN-
NBC预后的准确指标,合理选择术式,使高危亚群不要错过

最佳治疗时机,同时让复发可能性极小的患者免受过强的辅

助治疗,对提高患者生存质量具有重要意义[1,2]。长期以来,

ANNBC一直缺乏良好的预测指标。目前的证据表明,血管

生成是肿瘤生长和转移的基础。我们采用造影增强能量多普

勒成像结合免疫组织化学方法检测 ANNBC的血管生成活

性,探讨它们与ANNBC相关临床病理因素及其预后的关系。

1 资料与方法

1.1 研究对象 收集手术后随访5年以上60例女性乳腺癌

患者,年龄25~75岁,中位年龄48岁,原发灶<2cm24例,2
~5cm32例,>5cm4例,所有病例均经术后病理学确诊。
一般临床病理资料详情见表1。所有患者的原始病理切片均

经病理科医师复阅再找出相应原发灶蜡块作为试验标本。病

例筛选条件如下:①行乳腺癌根治或改良根治术,②肿瘤原发

灶蜡块保存良好,③术前乳腺包块行造影增强能量多普勒成

像并进行血流定量分析,④术中术后分离腋窝淋巴结6枚以

上,⑤病理诊断腋淋巴结阴性,⑥术前均未经任何抗癌治疗,
术后无任何辅助治疗,⑦随访资料完整。

表1 60例ANNBC患者的临床病理资料

临床病理因素 例数

年龄(岁) ≤48
>48

33
27

肿瘤大小(cm)
<2
2~5
≥5

24
32
4

组织学分级
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

18
25
17

病理类型
浸润性导管癌
浸润性小叶癌

其他

39
14
7

内分泌状况
绝经前
绝经后

32
28

雌激素受体 ER阳性

ER阴性
34
26

1.2 PDI检测造影前后乳腺癌肿块内血流及定量分析 应

用ATLHDI5000型彩色多普勒诊断仪,探头频率12MHz。
选用乳腺常规检测程序,二维切面观察肿块大小、形态、边缘

及内部回声,CDFI多切面观察肿块周边及内部血流情况,之
后选用PDI程序,选取3个血流信号最丰富区域冻结并存储

图像,比较相同区域造影前后肿瘤周边及内部PDI显示血流

情况,结果取均值。采用德国Leica公司 MD20型真彩色图

像分析仪测定测试区内血管阳性反应总面积。方法:待测图

像由扫描器扫描后经模数转换存储于缓冲寄存器内,通过计

算机定点点击测试区内呈暗红色着色的血管区,每一测阑(测

定面积)视为一个像素,测试区内边界灰度值以上的总像素和

即为所测定的血管阳性反应总面积。
声学造影剂采用南方医院药理基地研制的白蛋白包裹全

氟丙烷微气泡声学造影剂,微泡直径2.0~5μm,浓度1.0×
109~2.0×109/ml,分布98%小于10μm,pH值6.4~7.4。
造影剂经左前臂静脉弹丸式注射,剂量0.01ml/kg,重复注

射,间隔时间大于15min。

1.3 免疫组织化学染色 全部标本均经10%福尔马林固定,
石蜡包埋切片。VIII因子相关抗原(FVIII-RA)为Dako公司

产品,工作浓度1∶50,采用 LSABC法,以磷酸盐缓冲液

(phosphatebuffersolution,PBS)替代一抗作阴性对照。应

用CMIAS真彩色图像分析系统测定 MVD,首先选取具有代

表性的组织切片,排除肿瘤出血区及边缘反应区,低倍镜(40
×)观察每例切片中3个血管密度最高区域即所谓血管热点

区(HOTspot),高倍镜(200×)下计数每个区域的微血管密

度(microvesseldensity,MVD),其平均值即作为该例肿瘤的

MVD值。

1.4 统计学处理 本研究全部数据采用SPSS10.0统计软

件处理,P<0.05为有显著性差异,统计学方法有t检验、χ2

检验等。预后单因素分析采用Kaplan-Meier分析法和Log-
rank检验,多因素分析采用COX风险比例模型。

2 结果

2.1 超声造影PDI技术及免疫组织化学技术对 ANNBC肿

块血流的定量检测 60例 ANNBC肿块造影增强前PDI血

流检出率56.67%(34/60),造影增强后 PDI血流检出率

96.7%(58/60),肿块血流分布存在差异,多以肿瘤组织周边

为著,增强前内部已检出血流信号者造影增强后周边和内部

的血流形态和分布更为清晰,60例ANNBC造影增强前平均

血管阳性反应总面积2510±258,造影增强后平均血管阳性

反应总面积3990±342(图1、2)。
免疫组 织 化 学 染 色 可 见 病 灶 内 微 血 管 形 成(图3)。

FVRIII-RA阳性产物定位于血管内皮细胞胞浆或胞膜。肿

瘤组织中微血管分布呈明显异质性,微血管丰富区多位于肿

瘤组织边缘。60例 ANNBC 的 MVD 平均值是29.99±
19.26,造影增强前 PDI检测血管阳性反应总面积均值为

2510±258,造影增强后PDI检测血管阳性反应总面积均值

为3990±342,增强前平均血管阳性反应总面积与MVD无相

关性(r=0.25,P>0.05),增强后平均血管阳性反应总面积

与 MVD呈正相关(r=0.65,P<0.05)。

2.2 ANNBC血管生成与临床病理因素及预后的关系 造影

增强后肿瘤血管阳性反应总面积、MVD与肿瘤大小、病理类

型、内分泌状况、雌激素受体水平(ER)、年龄无关,但与组织

学分级和复发转移密切相关。在组织学分级方面,III级(低
分化)血管阳性反应总面积4208±180明显高于Ⅰ、Ⅱ级

2010±201及3930±239(P<0.01),MVD值也明显增高,分
别是 53.9±30.10、23.90±9.90、35.80±18.71
(P<0.01)。Ⅲ级组肿瘤体积大于Ⅰ、Ⅱ级组,但无统计学差
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图1 造影增强前PDI显示ANNBC内血流信号  图2 造影增强后PDI显示ANNBC内血流信号明显增多  图3 FVRIII-RA免疫组

织化学染色显示ANNBC内微血管形成

异。60例ANNBC中复发转移者20例(20/60,33.3%),无
瘤生存者40例(40/60,66.7%),前者造影增强后血管阳性反

应总面积是后者的3倍,免疫组织化学测得的 MVD均值亦

是后者的3倍,说明术后复发转移者造影增强后血管阳性反

应总面积、肿瘤内微血管密度均显著高于无瘤生存者,造影增

强后血管阳性反应总面积与肿瘤内微血管密度具有近似直线

关系(表2)。同时复发转移组肿瘤体积大于无瘤生存组(P<
0.01)。

表2 造影增强后血管阳性反应总面积、

MVD与复发转移的关系

术后状况 例数 造影增强后血管阳性反总面积 MVD
复发转移 20 7560±468* 68.67±28.03*

无瘤生存 40 25400±236 21.310±11.01

 注:*P<0.01

将造影增强后血管阳性反应总面积按>4000和≤4000
分为高低两组,比较各自的总体生存率(overallsurvivalrate,

OSR)和无瘤生存率(diseasefreesurvivalrate,DFSR)。结

果表明高血管阳性反应总面积组的 OSR 为63.63%(14/

22),低于低血管阳性反应总面积组的OSR94.74%(36/38),

χ2=15.1,P<0.005。高血管阳性反应总面积组 DFSR为

54.54%(12/22),低于低血管阳性反应总面积组的 DFSR
89.47%(34/38),χ2=13.2,P<0.005。将免疫组织化学测

得的 MVD值按>30和≤30分为高低两组,比较各自的总体

生存率 OSR 和 无 瘤 生 存 率 DFSR。高 MVD 的 OSR 为

54.17%(13/24),低于低 MVD组的 OSR94.11%(34/36),

χ2=16.8,P<0.005。高MVD组DFSR为50.00%(12/24),
低于低 MVD组的 DFSR91.67%(34/36),χ2=14.1,P<
0.005。

COX模型多因素分析:对组织学分级、病理类型、内分泌

状况、雌激素受体水平ER、年龄、MVD、造影增强后血管阳性

反应总面积、肿瘤大小等8种因素量化后导入COX风险比例

模型分析,结果只有后三者是影响ANNBC预后的独立因素,
其风险比例(RR)分别是2.203、2.009、1.801,P 值分别是

0.0054、0.0030、0.010。

3 讨论

  腋淋巴结有否转移通常被认为是决定乳腺癌预后的最重

要因素,我们继往的研究表明PDI对乳腺癌肿瘤组织内血流

的定量检测与术后肿瘤标本内 MVD测定具有一致性,二者

均与其腋淋巴结转移密切相关,提示PDI检测乳腺癌血管生

成活性可能为临床判断乳腺癌预后提供一较为简便的形态学

指标[3]。近年来随着乳腺癌早期诊治水平的提高,腋淋巴结

阴性乳腺癌(ANNBC)所占比例逐年增加,ANNBC患者相对

预后较好,但仍有20%~30%在5~10年内出现复发、转移

或死亡。对所有ANNBC患者行术后辅助治疗,可提高总体

生存率,但可能造成70%左右的低危人群接受不必要的药物

或放射损伤。因此,如何较精确地评估ANNBC患者的预后,
以便采取相应的治疗措施,已成为临床面临的重要课题。已

经证实肿瘤内 MVD与临床转归具有高度相关性,血管生成

是包括乳腺癌在内的多种实体瘤发生、发展的必需条件[4]。
我们采用造影增强PDI检测 ANNBC血管生成活性并与免

疫组织化学测定的肿瘤内 MVD值对照,探讨造影增强PDI
在评价ANNBC血管生成及其预后判断中的价值,结果显示

造影增强前PDI检测血管阳性反应总面积与 MVD无相关

性,造影增强后血管阳性反应总面积与 MVD呈正相关,本组

ANNBC中复发转移者(20例),造影增强后血管阳性反应总

面积是无瘤生存者(40例)的3倍,免疫组织化学测得的

MVD均值亦是后者的3倍,说明造影增强能量多普勒对血

管阳性反应总面积的测定与免疫组织化学测定的 MVD值具

有一致性,术后复发转移者血管生成明显活跃于预后好者,造
影增强能量多普勒超声术前检测ANNBC血管生成活性可能

为临床选择治疗方案,评估预后提供客观简便的量化指标。
采用免疫组织化学技术以von Willebrand 因子、CD31或

CD34等内皮细胞特异性标记物标记微血管检测活检或术后

病理标本中 MVD一直是评估实体肿瘤内血管生成状态的金

标准,但只适用于对术后石蜡标本的检测,对肿瘤患者的术前

评估没有帮助,且操作复杂,价格昂贵,我们的结果表明造影

增强能量多普勒检测结果与 MVD具一致性,通过造影增强

能量多普勒对瘤内血流的定量检测可以间接评估活体内

ANNBC血管生成活性,这对于选择术式,确定治疗方案,判
断预后有一定参考意义。有关乳腺肿瘤血流超声定量测量与
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病理测量 MVD两者之间相关性的研究结果目前各家报道不

一[5-7],原因可能与应用的超声技术、探头频率、标记血管内皮

细胞的抗体及样本量选择的不同有关。CDFI、PDI及声学造

影技术对肿瘤血管显示的敏感性存在差异,PDI具有较大的

动态范围,尤其对低速低流量肿瘤血管的敏感性比CDFI高,
可显示直径为1mm及流速为1cm/s的小血管[8],但尚不能

显示肿瘤内微血管,对少血供的乳腺癌无法显示肿瘤新生血

管网全貌。声学造影剂的应用提高了血管与周围组织的信噪

比,弥补了常规超声对肿瘤内细小血管显示的不足,使用高频

超声探头,造影增强超声可显示直径约40μm 以下的微血

管[9]。本组60例ANNBC造影增强前后PDI检测血管阳性

反应总面积与 MVD相关性存在差异,原因可能在于 ANN-
BC肿块偏小,肿块内血管更为细小,血供情况常规超声手段

难以显示,提示经静脉超声造影与PDI技术相结合在提高肿

瘤复杂新生血管的显示能力方面具有较大优势,能更大程度

地显示肿瘤内微血管特征。
本研究发现,组织学分级为Ⅰ~Ⅱ级的ANNBC造影增

强后血管阳性反应总面积、MVD明显低于Ⅲ级的患者,说明

ANNBC的血管生成活性与其组织学分级密切相关。造影增

强后ANNBC血管阳性反应总面积、MVD与其他一般临床

病理因素无关,随肿瘤直径的增大,血管阳性反应总面积、

MVD值增高,并且随组织学分级增高,Ⅲ级组肿瘤体积大于

Ⅰ、Ⅱ级组,但均无统计学差异,可能与本组样本量偏少有关。
复发转移组肿瘤体积明显大于无瘤生存组(P<0.01),而
COX模型多因素分析中除 MVD、血管阳性反应总面积外,只
有肿瘤大小是ANNBC预后独立因素。因此,如果将造影增

强能量多普勒超声检测血管阳性反应总面积、免疫组织化学

测定的 MVD值与肿瘤大小结合分析预后,可能更全面。
筛选腋淋巴结阴性乳腺癌复发转移高危和低危组籍以指

导治疗是国内外近年来研究的热点[10],本研究结果如在进一

步的前瞻性、大样本研究中得以证实,则对造影增强能量多普

勒超声提示高血管生成活性的的ANNBC患者,应考虑辅以

术后补充治疗的同时加以抗血管生成治疗;而对低血管阳性

反应总面积、低 MVD者可不予补充治疗,但应定期随访。这

样合理运用术后辅助治疗,可以减少盲目性,降低患者经济负

担,提高生存率和生存质量。
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