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长回波时间的点解析波谱序列外标准结合

线性拟合模型定量检测脑肌酸浓度

准确性的实验研究

林艳 沈智威 肖叶玉 郑文斌 李慧 肖壮伟 吴仁华

  【摘要】 目的  探讨长回波时间 ( TE ) 的点解析波谱序列 ( PRESS) 外标准和线性拟合模型

( LCModel)定量检测活体脑肌酸( Cr) 浓度的准确性。方法  10 头 2 周龄猪及 1 个外标准模型用于本

次实验。氢质子 MR波谱( 1 H-MRS) 实验采用 GE 1. 5 T MR 扫描仪及标准正交头线圈。感兴趣区大

小为 2 cm× 2 cm× 2 cm, 分别定位于动物脑和外标准溶液。PRESS序列按 TE 135 ms, TR 1500 ms,

128 次扫描 ,获得感兴趣区 Cr的波谱数据 ,然后用 LCModel 分析活体脑 Cr 浓度。每只动物做完 MRS

检查后即刻处死 ,用高效液相色谱方法( HPLC) 分析离体脑 Cr 浓度。采用配对样本 t 检验比较活体

和离体检测结果的差别。结果  1 H-MRS测定的活体脑 Cr 浓度为( 9. 37 ±0. 14) mmol / kg, HPLC测定

的离体脑 Cr浓度为( 8. 91 ±0. 13) mmol / kg, 两种方法的检测结果差异无统计学意义 ( t = 9. 038, P =

0. 491)。结论  长 TE 的 PRESS序列外标准结合 LCModel 可以准确无创地定量检测活体脑 Cr 浓度。
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【Abstr act】 Obj ective To investigate the accuracy for absolute quantification of brain creatine ( Cr)

concentration using long time echo ( TE) point resolved spectroscopy ( PRESS) sequence performed with an

external standard and postprocessed with the linear combination of model spectra ( LCModel ) . Methods
Ten swine ( 3. 1 ±0. 6 kg) and an external standard phantom containing detectable compounds of known

concentration were investigated in this study by using 1. 5 T GE Signa scanner and a standard head coil. The

single-voxel proton magnetic resonance spectroscopy (
1
H-MRS) data were acquired from the two ROIs

( 2 cm× 2 cm× 2 cm) placed in swine brain and external standard solution using PRESS sequence with TE

135 ms, TR 1500 ms, and 128 scan averages. The in vivo quantification of Cr was accomplished by

LCModel. After
1
H-MRS examination, each animal was sacrificed immediately. In vitro Cr concentration was

analyzed by high performance liquid chromatography ( HPLC) . Results  In the 1 H-MRS group, the Cr

concentration was ( 9. 37 ±0. 14) mmol / kg . In the HPLC group, the Cr concentration was ( 8. 91 ±
0. 13) mmol / kg. Good agreement was obtained between these two methods ( t = 9. 038, P = 0. 491 ) .
Conclusion The long echo time PRESS sequence performed with an external standard and processed with

LCModel is proven to be an accurate technique to detect the in vivo brain Cr concentration.

【Key wor ds】 Creatine;  Magnetic resonance spectroscopy;  Chromatography, high pressure liquid

  用氢质子 MR 波谱 (
1
H-MRS) 技术准确无创地

检测活体脑肌酸( Cr) 含量具有重要的临床意义, 目

前从国内外数据库检索到的检测 Cr 含量的文献不

多
[ 1 -2 ]
更多情况下 Cr 被当作含量恒定的参照物应用

于比率和内标准方法中以检测其他代谢物的水

平
[ 3 ]
。实际上, Cr 并不是在任何病理生理状态下都

保持恒定
[ 1 , 4-7]

:脑组织的代谢状况、体素的位置、体

素内灰白质比例、体素内脑脊液含量、不同发育年龄

阶段和药物等均可致 Cr 含量发生变化。代谢物的
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定量检测已是 MR 波谱学界公认的发展方向, 可以

分为内标准和外标准两大分支。内标准方法常以

H2 O
[ 1 ]
和 Cr

[ 8 ]
作为参照物以检测其他代谢物的绝

对浓度, 然而这种方法存在许多潜在问题致其检测

结果并不准确, 因此,
1
H-MRS外标准方法得到了重

视。本研究旨在通过动物实验, 比较活体和离体的

检测结果, 以探讨长回波时间 ( echo time, TE) 的点

解析波谱 ( point resolved spectroscopy, PRESS) 序列

外标准结合线性拟合模型 ( linear combination of

model spectra, LCModel) 定量检测活体脑 Cr 浓度的

准确性。

资料与方法

一、实验动物

10 头健康 2 周龄小猪, 体重 ( 3. 1 ±0. 6 ) kg, 普

通喂养。所有实验依动物保护方案进行, 严格遵守

动物实验的各项伦理条例。

二、方法

1. 外标准模型的配制:该模型是 1 个 125 ml的

圆形玻璃球, 装满生理盐水, 其内包含 N-乙酰天冬

氨酸 ( NAA ) 40 mmol / L、γ-氨基 丁酸 ( GABA )

40 mmol / L、谷氨酸 ( Glu ) 20 mmol /L、谷氨酰胺

( Gln ) 20 mmol / L、Cr 32 mmol / L、氯 化 胆 碱

8 mmol /L和肌醇 ( mIn ) 20 mmol / L( 美国 Sigma 公

司) , 标准物质的浓度参考文献[ 9] , 并调整溶液 pH

值为中性。

2.
1
H-MRS 外标准结合 LCModel 检测活体脑

Cr 浓度:
1
H-MRS实验采用 GE 1. 5 T MR 扫描仪及

标准正交头线圈。所有动物扫描前均用盐酸异丙嗪

和盐酸氯丙嗪混合液以 1 ml /kg剂量麻醉后仰卧位

固定于扫描床上。将外标准模型放置于动物头旁,

对称轴平行于主磁场方向。感兴趣区从梯度回波成

像中选定, 大小为 2 cm× 2 cm× 2 cm, 分别定位于

动物脑和外标准球体内 ( 图 1 ) 。PRESS 序列按 TE

135 ms, TR 1500 ms, 128 次扫描, 获得体素内 Cr 的

波谱分析数据。每一个 PRESS 序列扫描前,均要进

行匀场, 使
1
H 谱水峰的半高全宽 ( FWDH) < 5 Hz。

数据采集完毕后转换至 SGI /O2 工作站, 使用

LCModel进行波谱后处理, 计算出体素内 Cr 的浓

度, 所需基础集 ( the basis set ) 由 Provencher 博士

( 48 Chancery Lane, Oakville, Ontario L6J 5P6,

Canada) 提供。为校正不同机器环境的差异,需要一

个校正因子 ( 参考 LCModel 操作手册, http: / /

www. s-provencher. com / pages /lcm-manual. shtml. ) 。

本实验的外标准模型用于参数校正。C l c m 代表

LCModel软件输出的 Cr 数据, Ct rue代表 Cr 的真实浓

度, 校正因子 F c a li b = C
s

true / C
s

lc m , 所以活体动物脑 Cr

的浓度用下列方程表示: C
b

t rue = Fc a l ib× C
b

lc m = ( C
s

tru e /

C
s

l cm )× C
b

lc m ( 上标注 s 和 b 分别表示外标准液和脑

组织) 。上述方程所得 Cr 浓度值除以新鲜脑组织的

比重 P bra in ( 由汕头大学医学院中心实验室测得 ) , 以

mmol / kg表示。为准确测定体素内的 Cr 浓度, 必须

校正脑脊液含量
[ 10]

, 所以最后的 Cr 浓度以下列方

程表示: C
b

true = [ ( C
s

tru e /C
s

lc m )× C
b

lc m ] / [ ( 1 - fc s f )×

P bra i n ] , fc s f为脊柱中脑脊液的含量。

3. 高效液相色谱方法 ( high performance liquid

chromatography, HPLC) 检测脑匀浆液的 Cr 浓度( 此

方法在文献[ 11] 的基础上稍做改动 ) : ( 1 ) 取样:每

只动物做完 MRS 检查后即刻处死, 快速取出大脑,

用 - 70℃液态氮固定后, 切除脑组织各个面的边缘

( 根据活体扫描时体素的空间位置, 预先计算好需

切除的各个面的边缘到体素边缘的垂直距离 ) , 获

取与 MRS 扫描体素一致的脑组织样本;迅速用塑料

薄膜包裹样本并放入液态氮中, - 70℃冰箱保存。

( 2 )样本预处理:速取冻干脑组织样品, 在冻结状态

下破碎, 加入 0. 42 mol /L高氯酸 20 ml置离心管中,

旋涡震荡混匀。提取 400 μl 原始匀浆液, 震荡

1 min, 10 ℃ 下 4000 r / min离心 10 min。取上述上

清液 200 μl, 加入 l mol / L的氢氧化钾 85 μl,旋涡震

荡 1 min,再以 10 ℃ 4000 r / min 离心 10 min,最后取

20 μl 已过滤上清液进样。 ( 3 ) 色谱条件固定相:

Luna-2C18 分析柱[ 250 mm× 4. 6 mm, 色谱柱内径

( id) = 5 μm] ; 流动相: 磷酸二氢钾( KH2 PO4 ) 缓冲

液 ( 330 mmol / L ) 和 硫 代 巴 比 妥 酸 ( TBA )

( 45 mmol / L) 的混合液 ( 容积比为 940∶5, pH =

6. 27) ;流率: 1 ml /min;检测波长为 210 nm。为使

Cr 色谱峰基线平滑、分离度好, 本实验使用梯度洗

脱方法, 洗脱液为 25%乙氰。

三 统计学方法

检测结果应用 SSPS 11. 5 统计软件进行处理。

采用配对样本 t 检验比较活体和离体检测的结果,

P < 0. 05为差异有统计学意义。

结 果

正常活体动物脑及外标准模型的代谢物波谱图

见图 2, 3, 频率轴上均可清楚地看到 NAA、胆碱化合

物 ( Cho) 、Cr、mIn、Glu 和谷氨酰胺复合物 ( Glx) 诸

峰, 各峰分离好,基线平稳。动物脑原始波谱数据经
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图 1 MR 波谱感兴趣区 ( 2 cm× 2 cm× 2 cm) 分别放置于动物脑组织 ( 1) 及外标准 ( 2 )  图 2 , 3  正常猪质子波谱图 ( 图 2 ) 和外标准模型

波谱图 ( 图 3) , 频率轴上可清楚地看见各个代谢物的谱峰 , Cr 为肌酸 , mIn 为肌醇 , Cho为胆碱 , NAA为 N-乙酰天冬氨酸 , Glx为谷氨酸复合

峰 , GABA 为 γ-氨基丁酸  图 4  LCModel 软件自动对原始波谱图进行线性拟合和基线校正 , 拟合后的峰形与原始谱线一致 ;图形的上部曲

线表示拟合后的噪声  图 5 脑匀浆液色谱图 ,基线平稳 , Cr 峰分离良好 , 未见杂峰干扰

LCModel自动拟合后谱线平滑, 与原始波谱线相一

致, 并自动进行基线校正( 图 4 )。动物脑匀浆液经

HPLC检测的 Cr 色谱图基线平稳, Cr 峰分离好, 未

见杂峰干扰( 图 5) 。活体长 TE 的 PRESS 序列外标

准结合 LCModel 检测 10 头动物脑 Cr 为 9. 16 ～

9. 62 mmol /kg, 平 均 浓 度 值 为 ( 9. 37 ±

0. 14) mmol /kg, 离体 HPLC 方法检 测的浓度为

8. 74 ～9. 12 mmol / kg, 平 均 浓 度 值 为 ( 8. 91 ±

0. 13) mmol /kg, 2 种方法检测结果差异无统计学意

义( t = 9. 038, P = 0. 491) 。

讨 论

一、
1
H-MRS检测代谢物的方法

1
H-MRS 的检测结果通常以代谢物之间的比率

来表达, 其中以 NAA /Cr、NAA / Cho 和 Cho /Cr 的应

用最为广泛。比率的应用在临床上有很大的优势,

有效地修正了 MRS 数值因受部分容积效应、化学位

移、生物体本身因素及场强不均一等因素带来的影

响, 而且后处理简单。但比率最主要的缺点是结果

缺乏客观性和准确性。仅仅凭比值的升高或降低,

不能准确地判断代谢物具体的变化水平
[ 12]

;而且比

值与离体组织切片及动物实验的定量检测结果无法

比较
[ 3 ]
。

代谢物定量检测的外标准就是装有已知标准溶

液的球形装置
[ 13]

, 溶液浓度模拟正常人脑, 包括

NAA、氯化胆碱、Cr、mIn、Glu 和 Gln, 实验时将外标

准球体置于受试对象脑旁边。目前已有多篇
1
H-MRS外标准方法定量检测脑代谢物绝对浓度的

文献报道
[ 6 , 13-15 ]
。另外, 波谱后处理分析软件如

LCModel和 MRUI( MR user interface) 也用于定量分

析。本实验所用 LCModel在国外已得到了较广泛的

应用, 其处理过程中不需要输入很多参数,所以结果

更具有客观性。

离体 HPLC方法是对多组分混合物进行分离分

析的重要研究手段, 国外文献报道其对代谢物 Cr、

NAA、GABA 等定量分析的准确性与离体高分辨

MRS 方法一致
[ 16 ]
。用 HPLC 方法验证活体

1
H-MRS

方法检测结果的准确性, 可以解决活体和离体检测

结果难以比较的困惑。本实验行 HPLC 检测, 脑匀

浆液的 Cr 色谱图基线平稳, Cr 峰分离好, 未见杂峰

干扰( 图 5 ) 。
1
H-MRS 和 HPLC 测定的活体脑 Cr 浓

度为结果差异无统计学意义, 这证明了长 TE 的

PRESS 序列外标准方法结合 LCModel 定量检测脑

Cr 浓度的准确性。
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二、
1
H-MRS定量检测的局限性

国外不少学者认为外标准置于受试对象的脑旁

边, 球体本身及球内标准物质所带的电荷会引起

B1 磁场和净磁场的不均匀、驻波效应, 致代谢物信

号变异很大。而且受试对象和外标准球体都处于线

圈的边缘, 射频敏感性大大降低。针对上述情况,本

实验采取以下措施: ( 1 ) 使用 PRESS 序列获得波谱

分析数据, 因为其序列设计中 2 个重聚 180°脉冲可

以矫正方向固定的磁场不均匀;而且信噪比高于受

激回波成像序列 ( STEAM) , 成像时间短, 对运动不

敏感。( 2 ) 使用尽可能小的外标准球体 ( 125 ml) ,

可以减少涡流和驻波效应。 ( 3 ) 调整外标准模型溶

液的 pH 值为中性, 使得球内物质的相对电容率尽

可能小。另外, 外标准模型本身还能起到参数校正

的作用。
1
H-MRS 外标准方法检测脑代谢物虽然取得了

一些进展, 但由于受到 MR 设备和生物体本身因素

的影响, 准确定量分析仍是比较困难。比如本研

究
1
H-MRS 检测的总 Cr 峰还包括了较低水平的

GABA、赖氨酸、谷胱甘肽峰, 虽然 LCModel 处理数

据时考虑到了这些重叠峰对 Cr 的影响,定量检测的

结果是从上述物质中分离出来的 Cr, 但是否进行了

十分准确的分离还存在争议。在今后的深入研究

中, 期望尝试多量子滤波等波谱编辑技术将 Cr 背景

中低水平的 GABA、赖氨酸、谷胱甘肽等干扰峰分离

出来, 以提高活体检测结果的精确性。另外, TE 和

TR 值也可以影响定量检测结果。如在 1. 5 T MR 扫

描情况下, Cr 是长 T2 物质, 其经典 T2 弛豫时间为

( 214 ±23) ms, 所以选择长 TE、长 TR 可以更好地

“权重”T2 , 能最大程度提高 Cr 的检测信号, 使得检

测结果更准确。而且, 在实际 PRESS 序列研究中,

TE( 135 ～270 ms) 避免了脂肪峰和大分子物质的干

扰, 使波谱图简化,获得理想的波谱。

目前笔者不可能做到一次 MRS 扫描同时准确

检测多个代谢物的浓度。因为不同的代谢物有不同

的 T1、T2 值, 需要根据实验目的选择最佳的 TE 和

TR 值。另外, 需要修正弛豫效应对活体脑代谢物定

量检测的影响, 目前 LCModel 在弛豫校正方面还有

待改善。笔者正在尝试将 LCModel、SAGE( spectrum

analyse) 和 MRUI 软件相互结合起来, 取长补短, 提

高 MRS 定量检测结果的准确性。

MR 波谱的定量检测相对复杂但是可行, 综合

考虑 MR 软硬件、扫描参数及数据的有效处理是获

得可靠结果的关键。
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