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高 CO2 分压下大鼠神经胶质瘤肿瘤

血管的 MR 灌注成像特点
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  【摘要】 目的  了解 MR灌注成像显示肿瘤血管成熟度和变异度的可行性。方法  20 只雄性

SD大鼠 , 采用数字表法随机平分为肿瘤组和正常对照组。肿瘤组大鼠于右侧尾状核区种植 C6 胶质

瘤细胞 ,复制大鼠脑胶质瘤模型。种植肿瘤细胞后 4 周 , 两组大鼠吸入高浓度 CO2 混合气体 , 吸入气

体前后 ,分别行全脑灌注成像扫描 , 检测局部相对脑血容量 ( rCBV)、局部相对脑血流量( rCBF)。扫

描前测定大鼠血 CO2 分压、pH值等血气指标。检查后处死肿瘤组大鼠并取脑固定 , 全脑切片 , 分别

行苏木精-伊红及鼠特异性平滑肌抗体反应素( SMA) 抗体免疫组织化学染色。光学显微镜下观察肿

瘤组织特征并进行 SMA阳性血管计数。采用配对 t 检验比较两组大鼠脑组织 MR 灌注值、肿瘤组织

微血管计数及血气指标的差异 , 并将免疫组织化学检查结果与 MR 检查结果进行 Pea rson 相关性分

析。结果  胶质瘤的 rCBV 和 rCBF 呈明显的高灌注。所有大鼠在吸入含高浓度 CO2 的混合气体

15 min后 ,血液 CO2 分压肿瘤组从 ( 4. 69 ±0. 62) kPa 升高至 ( 7. 62 ±0. 81 ) kPa, 对照组从 ( 4. 67 ±

0. 51) kPa升高至( 7. 63 ±0. 78) kPa, 差异具有统计学意义( t 值分别为 6. 09, 7. 012, P 值均 < 0. 05) ;

pH值肿瘤组从( 7. 42 ±0. 03) 降至( 7. 10 ±0. 05) ,对照组从( 7. 40 ±0. 04) 降至 ( 7. 08 ±0. 02 ) , 差异具

有统计学意义( t 值分别为 2. 745, 2. 693, P 值均 < 0. 05)。肿瘤实质部分的 rCBV和 rCBF 的增加率分

别为( 26 ±17) %和( 26 ±18) % , 低于肿瘤组健侧正常脑组织[ 分别为( 90 ±32) % 和( 45 ±14 ) % ] ,二

者差异具有统计学意义( t 值分别为 5. 05, 2. 355, P 值均 < 0. 05) 。SMA染色部位在血管的平滑肌细

胞 , 形态规则 , 肿瘤内 SMA阳性血管较正常脑组织的阳性血管管壁薄 ,管腔直径宽;肿瘤内 SMA阳性

血管[ ( 6. 7 ±2. 8)个 /高倍视野] 明显少于肿瘤组健侧脑组织 [ ( 12. 7 ±2. 8) 个 /高倍视野] ( t = 1. 86,

P < 0. 05) 。吸入高浓度 CO2 混合气体后 ,肿瘤实质区的 rCBV 和 rCBF 的变化率与免疫组织化学的

SMA阳性血管计数之间均无显著的相关性( r值分别为 0. 504 和 0. 607, P 值均 > 0. 05) 。但正常脑组

织的 rCBV和 rCBF 变化率与其 SMA阳性血管计数之间呈正相关( r 值分别为 0. 721 和 0. 525, P 值

均 < 0. 05) 。结论  MR 灌注技术在改变血液 CO2 分压的条件下可以反映正常脑组织和肿瘤组织血

流变化 ,进而间接判断肿瘤血管的成熟度。
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【Abstra ct】 Objective To evaluate the feasibility of MR PWI in judging maturity and variability of

tumor vasculature in gliomas in rats. Met hods Twenty male SD rats were randomly assigned to tumor group
and control group. Four weeks after implantation of C6 glioma cells in the brains of tumor group and injection

of saline in the brains of control group, all rats were examined using MR PWI before and after inhalation of a

mixture of 10% CO2 and 90% air. PaCO2 and blood pH values of rats were monitored. Relative cerebral
blood volume( rCBV) and relative cerebral blood flow( rCBF) values of tumors and normal brain tissue were

measured. Brain sample were examined histologically using HE and immunohistochemical staining for smooth

muscle actin( SMA) . The histological features of gliomas were observed and SMA positively stained vessels of
each tumor were counted manually using a light microscope. Perfusion data and pathological findings were

analyzed statistically with SPSS for Windows. Results  PaCO2 increased significantly [ from ( 4. 69 ±
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0. 62) kPa to ( 7. 62 ±0. 81) kPa in tumor group and from ( 4. 67 ±0. 51 ) kPa to ( 7. 63 ±0. 78 ) kPa in

control group, P < 0. 05) after inhalation of the mixed gas. The rCBV and rCBF values of tumor core were

remarkably greater than those of normal contralateral brain tissue. The increasing rate of rCBV and rCBF
values in gliomas [ ( 26 ±17) % and ( 26 ±18) % respectively] were significantly less than those in normal

brain tissue [ ( 90 ±32 ) % and ( 45 ±14 ) % repectively ] ( t = 5. 05 and 2. 355, P < 0. 05 )

Immunohistochemical staining of 10 tumors as well as contralateral brain tissue all demonstrated positive SMA
expression in the smooth muscles of the vessels. The vascular walls of positive SMA labeled vessels within

tumors were thinner and their vascular lumen wider than those within normal brain tissues. The number of

SMA( + ) vessels in tumors [ ( 6. 7 ±2. 8) / HP] was statistically less than that in contralateral brain tissue
[ ( 12. 7 ±2. 8) / HP] ( t = 1. 86, P < 0. 01) . Changing rate of rCBV, rCBF of the tumor cores and number

of the positive SMA labeled vessels showed no correlation ( r = 0. 504 and 0. 607, P > 0. 05) , while changing

rate of rCBV, rCBF in normal brain tissue correlated well with number of positive SMA labeled vessels ( r =
0. 721 and 0. 525, P < 0. 05) . Conclusion  PWI can detect the hemodynamic change induced by PaCO2

increase in the normal brain and in the tumor. It may be a useful technique to measure maturity of tumor

vessels.
【Key wor ds】 Glioma;  Magnetic resonance imaging;  Perfusion;  Blood vessels

  实质肿瘤尤其是恶性肿瘤是血管生成依赖性病

变
[ 1 -2 ]
。肿瘤新生血管多不成熟, 这些血管是临床肿

瘤抗血管生成治疗的靶目标;肿瘤组织内的成熟血

管对抗血管生成治疗的敏感性很低。所以肿瘤新生

血管的成熟度和稳定性可以作为临床制定特异性抗

血管生成治疗方案的参考指征之一
[ 3 -4 ]
。笔者采用

升高 C6 胶质瘤模型大鼠血 CO2 分压而造成大鼠高

碳酸血症状态的方法, 在此前后行 MR 灌注加权成

像( PWI) , 并将结果与相应的免疫组织化学检查结

果对照, 探讨 MR 灌注能否反映胶质瘤新生血管的

特征, 以便为临床抗血管生成治疗提供依据。

资料与方法

1. 大鼠胶质瘤模型的建立: C6 胶质瘤细胞购

自上海中国科学院生物化学与细胞生物学研究所。

纯种 SD ( Sprgue-Dawley ) 雄性大鼠 20 只, 体重

250 ～300 g, 购自上海西普尔-必凯实验动物有限公

司, 清洁级。20 只大鼠随机( 数字表法) 平分为正常

对照组和肿瘤组, 每组 10 只。肿瘤组大鼠于右侧尾

状核区接种 C6 胶质瘤细胞制备大鼠胶质瘤模型,

细胞培养和接种按余永强等
[ 4 ]
的方法进行。

2. 常规MR成像:大鼠接种胶质瘤细胞后第 4 周

进行 MR 扫描。采用 GE 3. 0 T MR 扫描仪和专用鸟

笼线圈,成像参数为:层厚 3 mm,无间隔,视野( FOV)

6 mm× 6 mm,矩阵 256× 160, 激励次数( NEX) 2。首

先扫描 3 个方位的定位像, 然后行全脑冠状面扫描

( 与大鼠身体长轴垂直方向) , SE T1 WI: TR 400 ms,

TE 13 ms; T2 WI: TR 4000 ms, TE 120 ms, PWI 后行

T1 WI 增强扫描。在增强图像上测量肿瘤最大直径。

3. 常规 MR PWI:接种肿瘤细胞 4 周后进行 MR

PWI 检查。大鼠一侧股动脉和对侧股静脉分别穿刺

放置直径 0. 7 mm 静脉导管后固定。平扫后, 将自

制气体面罩固定于大鼠面部, 包裹口鼻,小动物呼吸

机进气端连接 10 % CO2 与 90% 空气混合气体的钢

瓶, 出气端连接大鼠面罩,连续给气。给气前和给气

后 15 min 后分别用肝素化的密闭注射器从大鼠股

动脉采血 0. 3 ml 测定 CO2 分压和血 pH值。PWI 扫

描于吸入高浓度 CO2 气体前、后各进行 1 次, 2 次扫

描间隔不少于 60 min。采用单次激发回波平面成像

( EPI) , TR 1000 ms, TE 50 ms, 反转角 60°, 层厚

3 mm, 间隔 0. 1mm, FOV 8 mm× 8 mm, 矩阵 64×

64, NEX 1。使用压力注射器经留置管从股静脉以

1 ml / s的流率团注 0. 3 mmol / kg 钆喷替酸葡甲胺

( Gd-DTPA) 注射液, 1 s 内完成注射, 每层面共获得

50 幅图像,成像时间 90 s。原始图像传送至工作站

( Advantage Workstation AW 4. 0, GE 公司 ) , 采用

Functiontool灌注软件处理 ( GE 公司 ) 。根据像素-

像素分析法绘制出各选定层面的局部相对脑血容量

( relative cerebral volume, rCBV) 、局部相对脑血流量

( relative regional cerebral flow, rCBF) 伪彩图,选取肿

瘤灌注值最大区域和健侧正常脑组织区 ( 避开明显

的血管) , 绘制出各感兴趣区 ( ROI) 的时间-信号衰

减曲线。

4. 组织学检查:肿瘤组大鼠 MR 检查后处死取

脑, 以 5 μm层厚连续横断面常规切片, 分别行苏木

精-伊红( HE) 和鼠特异性微血管平滑肌抗体反应素

( smooth muscle actin, SMA) 抗体 ( 基因有限公司提

供) 免疫组织化学( 简称免疫组化) 染色以观察组织

内含有平滑肌结构的微血管数。

5. 数据处理和统计方法: 根据扫描的 rCBV和

rCBF 值计算每组大鼠吸入高浓度 CO2 混合气体前

后两者的变化率 ( % ) 。变化率 ( % ) = ( 吸入后灌注
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图 1  肿瘤 T1 WI增强表现为肿瘤实质明显强化  图 2, 3  肿瘤中心层面灌注 rCBV( 图 2 ) 、rCBF ( 图 3 ) 伪彩图 , 显示肿瘤区高血流灌注

图 4  为肿瘤 ( 下 ) 和对侧脑组织 ( 上 )的灌注 (时间 -信号下降 ) 曲线  图 5, 6  肿瘤组大鼠吸入高浓度 CO2 混合气体前的 rCBV 伪彩图

( 图 5) , 肿瘤实质区呈红黄色 , 对侧脑组织为蓝绿色 , 对比明显。同一大鼠吸入高浓度 CO2 混合气体后的 rCBV 伪彩图 ( 图 6 ) , 肿瘤实质区

仍呈红黄色 ,变化不大 ; 但对侧脑组织为黄绿色 ,提示灌注量增加

表 1 2 组各 10 只大鼠吸入高浓度 CO2 混合气体前后部分血气指标检测结果及比较( 珋x±s)

组别
pH 值

吸入空气 10 % CO2 h

PaCO2 ( kPa)

吸入空气 10% CO2 »

PaO2 ( kPa)

吸入空气 10% CO2 �

红细胞压积

吸入空气 10% CO2 a

肿瘤组 7 !!. 42 ±0 �. 03 7 66. 10 ±0 (. 05 4 tt. 69 ±0 f. 62 7 ‰‰. 62 ±0 {. 81 13 ÛÛ. 56 ±2 Í. 63 13 ðð. 30 ±1 â. 35 0 ��. 38 ±0 �. 02 0 //. 36 ±0 !. 03

对照组 7 !!. 40 ±0 �. 04 7 66. 08 ±0 (. 02 4 tt. 67 ±0 f. 51 7 ‰‰. 63 ±0 {. 78 13 ÛÛ. 64 ±4 Í. 25 13 ðð. 27 ±3 â. 27 0 ��. 38 ±0 �. 03 0 //. 38 ±0 !. 03

t 值 1 ††. 265 1 ››. 174 0 ÙÙ. 079 0 îî. 028 0 ,,. 051 0 AA. 027 0 ““. 21 1 ¨̈. 05

P 值 > 0 ††. 05 > 0 ››. 05 > 0 ÙÙ. 05 > 0 îî. 05 > 0 ,,. 05 > 0 AA. 05 > 0 ““. 05 > 0 ¨̈. 05

  注 :吸入高浓度 CO2 混合气体后 , 肿瘤组和对照组 pH 值均明显降低 ( t 值分别为 2. 745 , 2. 693, P 值均 < 0. 05) ; CO2 分压 ( PaCO2 ) 明显升

高 ( t 值分别为 6. 09 , 7. 012, P 值均 < 0. 05) ;其他指标变化无统计学意义 ( P 值均 > 0. 05)

值 - 吸入前灌注值) /吸入前灌注值× 100%。并对 2 组的

变化率进行比较, 结果行单因素配对 t 检验。肿瘤

组织和健侧正常脑组织内 SMA 阳性血管数间的比

较采用单因素配对 t检验。在吸入高浓度 CO2 混合

气体前后肿瘤实质和健侧脑组织 rCBV和 rCBF 的

变化率与肿瘤 SMA 阳性血管计数的相关性采用

Pearson相关回归分析。差异均以 P < 0. 05 为有统

计学意义。

结 果

1. 大鼠 C6 胶质瘤的常规 MRI 及镜下表现:接

种肿瘤细胞 4 周后 MRI 示, 大鼠脑内肿瘤最大径

3. 5 ～12. 0 mm, 平均 ( 6. 8 ±3. 1 ) mm , T1 WI 呈等或

低信号、T2 WI 呈等或高信号, 周围有片状水肿。增

强后肿瘤实质明显强化( 图 1) , 中央多出现坏死区。

镜下见肿瘤细胞密集, 核质比例高, 血管增生显著,

常见坏死灶。

2. 大鼠吸入高浓度 CO2 混合气体后部分血气

指标和 rCBV、rCBF 的变化:大鼠在吸入高浓度 CO2

15 min后, 血液 CO2 分压升高, pH 值降低, 而氧分

压和红细胞压积无明显变化。两组大鼠血气指标差

异无统计学意义 ( P 值均 > 0. 05, 表 1 )。对照组大

鼠吸入高浓度 CO2 后, rCBV 和 rCBF 值明显升高,

右侧尾状核区变化率与肿瘤组左侧 ( 无瘤侧正常组

织) 尾状核区变化率差异无统计学意义 ( P 值均 >

0. 05, 表 2) 。肿瘤组瘤组织区的 rCBV和 rCBF 变化

率与对侧无瘤脑组织比较差异有统计学意义, 表现

为对比剂首过时段信号强度下降幅度加大, 回复基

线的时间延长, 部分首过曲线不规则或出现双峰。

肿瘤实质的 rCBV和 rCBF 增加,但平均变化率明显
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图 8, 9  胶质瘤组织免疫组织化学平滑肌抗体反应素 ( SMA) 染色 ,血管横断面可见染成棕褐色 , 血管结构较规则 ( 图 8,  × 200) ; 血管呈扩

张状态 , 管壁较薄 ( 图 9,  × 400)  图 10, 11  大鼠正常脑组织内的 SMA染色情况 (  × 200) ,可见染成棕褐色的 SMA阳性血管 (图 10 ) ,

与肿瘤组织内的同类血管比较 ( 图 8, 9 ) , 管壁较厚 ,管腔直径较小 ( 图 11)

低于正常脑组织( 表 2, 图 2 ～7) 。

3. C6 胶质瘤免疫组化染色结果: 大鼠 SMA 抗

体免疫组化染色部位在血管的平滑肌细胞质, 呈棕

褐色散在分布, 形态较规则( 图 8, 9 ) 。SMA阳性血

管计数肿瘤组健侧脑组织为 ( 12. 7 ±2. 8 ) 个 /高倍

视野, 肿瘤组织为 ( 6. 7 ±2. 8 ) 个 /高倍视野, 两者差

异有统计学意义( t = 1. 86, P < 0. 05) 。与正常组织

的 SMA阳性血管比较,肿瘤内的阳性血管管腔内径

显著增宽, 约为正常组织同级血管的 2 ～4 倍, 管壁

相对较薄, 约为正常组织同类血管的 1 /3 ～1 /2

( 图 8 ～11) 。

图 7  示正常脑组织及肿瘤实质组织相对脑血容量

( rCBV ) 、相对脑 血流量 ( rCBF ) 和 平均 通过 时间

( MTT) 变化率

表 2 对照组和肿瘤组大鼠血液 CO2 分压升高前后

rCBV和 rCBF的变化率比较( % , 珋x±s)

组别 动物数 ( 只 ) rCBV变化率 rCBF 变化率

对照组右侧 10 988 ±28 ³47 ±14 �

肿瘤组 10 9

 健侧 ( 左侧 ) 10 990 ±32 ³45 ±14 �

 肿瘤实质 10 926 ±17 ³26 ±18 �

  注 : rCBV 为相对脑血容量 , rCBF 为相对脑血流量。对照组右侧

与肿瘤组健侧比较 rCBV 的 t 值为 0. 122、rCBF 的 t 值为 0. 203, P 值

均 > 0. 05; 与肿瘤实质比较 , rCBV 和 rCBF 的 t 值分别为 5. 05 ,

2. 355, P 值均 < 0. 05

  Pearson 相关回归分析显示, 肿瘤实质区的

rCBV和 rCBF 吸入高浓度 CO2 混合气体后的变化

率与 SMA阳性血管计数之间无明显相关性( r 值分

别为 0. 504, 0. 607, P 值均 > 0. 05) 。而健侧正常脑

组织的 rCBV和 rCBF 的变化率与其 SMA阳性血管

计数呈正相关 ( r 值分别为 0. 721, 0. 525 , P 值

均 < 0. 05) 。

讨 论

肿瘤血管生成虽然活跃, 但形成的新生血管多

不成熟, 即血管周围结构发育不完整,缺乏平滑肌等

结构。SMA可以反映血管成熟度, 该抗体对血管平

滑肌细胞质特异染色。根据染色阳性细胞数目, 可

以确定血管中平滑肌的数目, 从而确定“血管成熟

指数”
[ 5 -6 ]
。

动物吸入含高浓度 CO2 的气体可以造成呼吸

性高碳酸血征, 血 pH 值降低。CO2 和 H
+
透过血脑

屏障, 引起脑脊液中的 pH 值也同步降低。这种变

化会使有功能的外周血管收缩, 而心、脑等重要器官

的功能血管舒张, 以保证重要器官营养和 O2 的供应

量
[ 7 -8 ]

, 在脑组织会出现血流量和血容量的增加
[ 9]
。

本实验中 2 组大鼠吸入高浓度 CO2 气体后, 脑组织

的 rCBV和 rCBF 均增加, 血 CO2 分压升高前后, 对

照组大鼠脑组织和肿瘤组大鼠健侧脑组织各 rCBV、

rCBF 变化率以及两组大鼠的主要血气指标差异均

无统计学意义, 说明种植肿瘤细胞不会明显影响非

瘤脑组织的血流状态以及机体的血气指标, 因此对

脑肿瘤各项指标的评估具有可比性。

本研究发现, 吸入高浓度 CO2 前后大鼠 C6 胶

质瘤实质部分的 rCBV 和 rCBF 的变化率明显低于

正常脑组织( 图 7) , 考虑原因可能为恶性肿瘤的“不

成熟”血管缺乏舒缩功能, 对高碳酸血症的反应能

力差
[ 7 , 10 -11 ]
。但本实验中肿瘤组织的 rCBV 和 rCBF

的变化率与免疫组织化学 SMA 阳性血管计数无显

著相关, 其原因有待探讨。Packard 等
[ 12 ]
对雌性裸

鼠脑内 U87MGdEFFR胶质瘤血管功能的 MRI 研究

发现, 虽然肿瘤的 CBV对高浓度 CO2 的反应迟钝,

但是在降低 CO2 分压时肿瘤 CBV 的下降率却明显

大于正常脑组织。笔者认为, 胶质瘤中大量结构欠
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完整不成熟血管并非造成 MR 灌注 rCBV 和 rCBF

在 CO2 分压升高前后变化率低于正常脑组织的惟

一原因。首先, 脑肿瘤中无论成熟血管还是新生肿

瘤血管, 为了满足肿瘤对 O2 和营养的需求, 在各种

因素的作用下都会变形、扩张或形成动静脉瘘,其变

化可能不同于正常组织的血管。即在正常 CO2 分

压下, 肿瘤的血管可能已经明显扩张,达到或接近其

扩张极限。因此, 升高 CO2 分压, 其进一步扩张的

能力十分有限, 其 CBV 和 CBF 也相应达到或接近

最大值, 进一步升高的能力降低,即所谓储备能力降

低。这是 MR 灌注 rCBV 和 rCBF 对 CO2 分压升高

反应迟钝的重要原因之一。而 CO2 分压下降时, 这

些肿瘤血管却可将扩张储存的势能转化为动能而回

缩, 从而解释了 Packard 等
[ 12]
实验中低碳酸血症情

况下胶质瘤 CBV 的下降率明显大于正常脑组织的

原因。

本研究中肿瘤组织内血管 SMA 阳性细胞数较

少、血管管壁较薄、管腔较宽, 说明瘤内血管处于相

对扩张状态。另外由于肿瘤组织结构相对致密, 比

正常脑组织对血管产生更大的压迫作用, 亦限制了

血管的扩张。尽管本实验中正常脑组织的 rCBV和

rCBF 的变化率与组织 SMA 阳性血管数目正相关,

但肿瘤组织却没有这种相关性, 从另一角度说明了

肿瘤血管结构不同于正常组织血管的复杂性, 肿瘤

新生血管缺乏平滑肌结构只是其一个方面。随着肿

瘤恶性度的增加, 肿瘤血管变异和迂曲扩张明显,导

致 CBV和 CBF 增加, 但变化范围缩小。因此, 对高

碳酸血症的变化敏感度下降。所以, 尽管 rCBV 和

rCBF 的变化率与 SMA阳性血管数量无显著相关,

但仍然能够通过高碳酸血含量前后 MR 灌注 rCBV

和 rCBF 的变化率的大小判断肿瘤血管的变异程度

进而推断肿瘤的恶性度。
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