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MSCT评价兔VX2乳腺种植瘤抗血管

生成治疗的研究
卞婷婷  徐  娜  冯国全  邹天宇  雷  振*

(辽宁医学院附属第一医院放射科, 锦州 121001)

摘要      探讨多层螺旋CT(multi-slice spiral computed tomography, MSCT)灌注成像与肿瘤血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)表达的相关性以评估兔VX2乳腺种植瘤

抗血管生成治疗的疗效。将69只乳腺VX2瘤兔于肿瘤生长2周后随机分为对照组(生理盐水)、恩

度组(Endostar)、CEF组[环磷酰胺(Cyclophosphamide C)、表阿霉素(Epirubicin E)和5-氟尿嘧啶

(5-Fluorouracil F)]、联合治疗组(Endostar和CEF)。治疗2周后对瘤兔进行MSCT灌注扫描, 获得血

流量(blood flow, BF)、血容量(blood volume, BV)、平均通过时间(mean transit time, MTT)及表面

通透性(permeability surface, PS)等灌注参数均值; 随后取瘤组织进行免疫组化及Western blot检测

VEGF蛋白表达情况。 结果显示, 对照组、CEF组、恩度组、联合治疗组BF、BV和PS均与VEGF
表达结果呈正相关(R对照组=0.896、0.680、0.765, RCEF组=0.877、0.876、0.852, R恩度组=0.804、0.924、0.888, 
R联合治疗组=0.780、0.735、0.744; P<0.05), MTT均与VEGF表达结果呈负相关(R对照组=–0.591, RCEF组

=–0.678, R恩度组=–0.793, R联合治疗组=–0.687; P<0.05)。MSCT灌注参数与VEGF蛋白表达具有相关性, 
MSCT灌注参数可以反映肿瘤治疗后免疫组化与分子水平VEGF表达的变化, MSCT可以在体无创

评价兔VX2乳腺种植瘤抗血管生成治疗的疗效。
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The Evaluation of Anti-angiogenic Treatment for Implanted Rabbit VX2 
Breast Tumor Using Multi-slice Spiral Computed Tomography
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Abstract       The objective of this work was to investigate the correlation between multi-slice spiral 
computed tomography (MSCT) perfusion imaging and VEGF for assessing targeted anti-angiogenesis therapy on 
an implanted rabbit VX2 breast tumor model. 69 female rabbits were randomly assigned to one of the 4 groups 
and received treatment accordingly: control (saline), Endostar, neoadjuvant chemotherapy (CEF) and combination 
therapy (Endostar and CEF). After 2 weeks of treatment, MSCT perfusion scannings were performed for all rabbits 
and information about blood flow (BF), blood volume (BV), mean transit time (MTT) and surface permeability (PS) 
was collected. Then tumor tissue was dissected for immunohistochemistry and Western blot for VEGF expression.  
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There was a positive correlation between VEGF expression and BE, BV, or PS level (P<0.05) and a negative 
correlation between VEGF expression and MTT level for all 4 groups (P<0.05). Therefore, MSCT can be used as a 
non-invasive approach to evaluate the effect of anti-angiogenic therapy for implanted rabbit VX2 breast tumors.

Key  words        multi-slice spiral computed tomography (MSCT); implanted breast tumor; vascular 
endothelial growth factor

乳腺癌的靶向治疗已经成为乳腺癌治疗领域

的研究热点, 是继手术、放疗和化疗三大传统治疗

模式之后的一种全新的治疗模式[1]。血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)是介

导肿瘤血管生成的一个关键调节剂, 有利于肿瘤生

长、浸润及转移[2], 是靶向抗血管生成治疗的主要靶

点之一[3]。多层螺旋CT(multi-slice spiral computed 
tomography, MSCT)灌注成像是一种功能影像学显

像方式, 能够量化早于病理学改变的肿瘤组织灌注

状态 [4-5], 这些优势使MSCT在评估和预测肿瘤抗血

管生成疗效方面逐渐受到重视[6]。但MSCT灌注成

像对靶向抗血管生成治疗疗效的评价在乳腺肿瘤

研究方面尚未完全明确。本实验建立兔VX2乳腺种

植瘤模型并对其行靶向抗血管生成治疗, 初步探讨

MSCT灌注参数与VEGF表达的相关性。

1   材料与方法
1.1   兔VX2乳腺种植瘤动物模型制作

纯种雌性新西兰大白兔69只, 月龄3~4个月, 体
重2.0~2.8 kg, 辽宁医学院实验动物中心提供。实验

动物操作遵循实验动物福利要求并获辽宁医学院伦

理委员会批准。于传种兔后肢注射VX2细胞株悬液, 
2周后于传种兔后肢取VX2肿瘤制成组织块悬液, 抽
取悬液1 mL以与皮肤呈约45º进针至乳头下将其注

射于兔乳晕边缘[7]; 2周后肿瘤生长达研究所需大小。

1.2   瘤兔分组及治疗

1.2.1   实验分组      将瘤兔随机分四组: 对照组(生理

盐水, n=16)、CEF组(环鳞酰胺C、表阿霉素E和5-
氟尿嘧啶F, n=16)、恩度组(Endostar, n=18)和联合

治疗组(Endostar+CEF, n=18)。各组均治疗2周后对

瘤兔乳腺肿瘤行灌注扫描。

1.2.2   瘤兔治疗药物、给药剂量及方法      所有药

物均耳缘静脉滴注。(1)恩度(重组人血管内皮抑制

素注射液, 山东先声麦得津生物制药有限公司, 国药

准字号S20050088)每日给药一次, 给药2周, 给药剂

量0.256 mg/kg; (2)环鳞酰胺C(江苏恒瑞医药股份有

限公司)、表阿霉素E(浙江海正药业股份有限公司)、 
5-氟尿嘧啶F(上海旭东海普药业有限公司), CEF首
日一次给药, 以后继续给0.9%生理盐水每日50 mL, 
持续2周, 给药剂量环鳞酰胺61.8 mg/kg、表阿霉素 
6.2 mg/kg、5-氟尿嘧啶45 mg/kg; (3)联合治疗组CEF
首日一次给药后再给恩度, 恩度每日给药, 给药2周, 
剂量同上; (4)对照组每日给0.9%生理盐水50 mL, 持
续2周。 
1.3   瘤兔治疗后CT灌注成像

1.3.1   CT灌注设备与试剂      Lightspeed16螺旋CT
机、ADW4.2工作站、Perfusion 3体部肿瘤灌注软件

(美国GE公司)、高压注射器、22 G×25 mm留置针(深
圳安特高科实业有限公司)、欧乃派克(Omnipaque, 
300 mgI/mL, 上海通用电气药业有限公司)。
1.3.2   CT灌注方法及图像后处理      先常规CT轴位平

扫进行肿瘤定位, 扫描参数: 管电压80 kV, 管电流

120 mAs, 矩阵512×512, FOV 12 cm×12 cm~16 cm× 
16 cm, 层厚2.5 mm。应用多层同层动态CT灌注扫

描技术, 取肿瘤最大层面相邻4层为灌注层面, 灌注

参数: 层厚5 mm, 管电压80 kV, 管电流130 mAs, 矩
阵512×512, 0.5 mL/s流率注入对比剂3 mL, 延迟5 s
开始灌注扫描, 共扫描50 s。确定肿瘤所在层面主

动脉为输入动脉, 取主动脉、肿瘤组织为感兴趣区

(ROI)。CT灌注参数包括血流量(BF)、血容量(BV)、
平均通过时间(MTT)及表面通透性(PS)。
1.4   免疫组化检测乳腺种植瘤VEGF表达 

CT灌注成像后处死瘤兔取瘤组织, SABC(strept 
actividin-biotin complex)法进行VEGF(VEGF单克隆

抗体, 浓度1:100, 武汉博士德生物工程公司)免疫组

化染色, 磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗作阴性对照。

采用刘佩芳等[8]半定量方法对VEGF免疫组化染色

结果进行分析并评分。

1.5   Western blot检测乳腺种植瘤VEGF表达

CT灌注成像后处死瘤兔并取瘤组织进行VEGF 
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Western blot检测, 凝胶成像系统下观测相对光密度D
值, 对D值进行统计学分析。使用超声波破碎仪击打

粉碎肿瘤组织块后离心取上清液, 完成灌胶和电泳, 
转膜, 将蛋白转至硝酸纤维素膜上, 先后加入一抗及

二抗(武汉博士德生物工程公司), 反复洗膜, 显色。

1.6   统计学分析与处理

应用SPSS 17.0软件进行统计学分析。治疗后组

间VEGF蛋白表达结果及灌注参数分别进行单因素

方差分析, 灌注参数与VEGF表达结果进行Pearson相
关分析并计算R值, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   乳腺种植瘤治疗后VEGF蛋白表达的检测

2.1.1   免疫组化检测VEGF蛋白表达      对照组、

CEF组、恩度组、联合治疗组VEGF表达均值分别为: 
10.99±0.24、6.58±0.42、4.68±0.68、1.37±0.37, 差异

有统计学意义(P<0.05), 各治疗组VEGF蛋白表达依

次递减(图1)。 
2.1.2   Western blot检测VEGF蛋白的表达      经3次

Western blot检测VEGF蛋白表达, 可见对照组、CEF
组、恩度组、联合治疗组VEGF蛋白表达相对D值

分别为0.34±0.01、0.22±0.02、0.12±0.02、0.04±0.02, 
差异有统计学意义(P<0.05), 各治疗组VEGF蛋白表

达依次递减(图2)。
2.2   乳腺种植瘤治疗后CT灌注参数

对照组、CEF组、恩度组、联合治疗组各组

BF、BV、MTT及PS均值两两比较差异均有统计学

意义(P<0.05), 各治疗组BF、BV和PS均值依次递减, 
而MTT均值依次增高(表1和图3)。

Control (n=16) CEF (n=16)

Endostar (n=18) Combination (n=18)

A B

C D

A B

C D

图2  兔VX2乳腺种植瘤治疗后Western blot检测VEGF蛋白

表达结果

Fig.2  Expression of VEGF in implanted rabbit VX2 
breast cancer tumor after anti-angiogenic 

treatment by Western blot

Control CEF Endostar Combination
30 kDa

42 kDa

VEGF

β-actin

A: 对照组, 箭头示棕褐色颗粒为VEGF于肿瘤细胞胞浆内表达(400×); B: CEF组, 箭头示浅褐色颗粒为VEGF于肿瘤细胞胞浆内表达(400×); C: 
恩度组, VEGF在胞浆内表达消失或箭头示浅褐色颗粒(400×); D: 联合治疗组, VEGF在胞浆内表达消失或颗粒染色变浅(400×)。
A: control group, red arrow indicates brown particles with VEGF expression in cytoplasm of tumor cell (400×); B: CEF group, red arrow indicates 
light brown particles with VEGF expression in cytoplasm of tumor cell (400×); C: endostar group, VEGF expression in the cytoplasm disappeared or 
red arrow indicates light brown granules (400×); D: combined treatment group, VEGF expression in the cytoplasm disappeared or shallow granular 
staining (400×). 

图1   兔VX2乳腺种植瘤治疗后免疫组化检测VEGF蛋白表达结果

Fig.1   Expression of VEGF in implanted rabbit VX2 breast cancer tumor after anti-angiogenic 
treatment by immunohistochemistry
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表1   乳腺种植瘤治疗后CT灌注参数结果

Table 1   CT perfusion measures of implanted rabbit VX2 breast cancer tumor after anti-angiogenic treatment

血流量[mL/(100 mL·min)]
BF [mL/(100 mL·min)]

血容量(mL/100 mL)
BV (mL/100 mL)

平均通过时间(s)
MTT (s)

表面通透性[mL/(100 mL·min)]
PS [mL/(100 mL·min)]

Control group 355.29±28.86 40.91±3.36 2.52±0.93 26.70±3.15

CEF group 156.46±15.93 5.61±2.51 6.07±2.69 5.53±2.18

Endostar group 91.43±13.21 2.89±0.33 9.95±2.64 1.82±0.20

Combined 
treatment group

31.65±5.04 1.31±1.06 12.47±0.22 1.17±1.04

F 1 547.36 601.84 41.89 500.03

P 0.000 0.000 0.000 0.000

对照组灌注图A~D: 图A(BF)、图B(BV)、图D(PS)瘤区见红色灌注区域, 图C(MTT)瘤区见蓝色灌注区域; CEF组灌注图E-H: 图E(BF)红色灌注

区轻度减小, 图F(BV)、图H(PS)瘤区热区减小, 图G示MTT延长; 恩度组灌注图I-L: 图I(BF)、图J(BV)、图K(MTT)、图L(PS)均见瘤区蓝色区域

范围增加; 联合治疗组灌注图M-P: 图M(BF)、图N(BV)、图P(PS)见瘤区热区减小, 图O示MTT延长, 瘤区蓝色范围增加。

Control group perfusion maps A~D: (A) BF, (B) BV, (D) PS, see the red tumor perfusion area, (C) MTT see the blue tumor perfusion area; CEF group 
perfusion maps E~H: (E) BF mild reduction of red perfusion area, (F) BV, (H) PS reduced tumor perfusion area, (G) MTT the longer MTT; Endostar 
group perfusion maps I~L: (I) BF, (J) BV, (K) MTT, (L) PS all with expanded blue perfusion area; Combined treatment group perfusion maps M~P: (M) 
BF, (N) BV, (P) PS shown the reduced tumor perfusion area and (O) MTT longer MTT and expanded blue tumor area. 

图3   兔VX2乳腺种植瘤治疗后CT灌注结果

Fig.3   CT perfusion results of implanted rabbit VX2 breast cancer tumor after anti-angiogenic treatment

BF

Control
n=16

CEF
n=16

Endostar
n=18

Combination
n=18

BV MTT PS

A B C D

E F G H

I J K L

M N O P
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2.3   乳腺种植瘤治疗后CT灌注参数与VEGF免
疫组化表达结果相关性分析

对照组、CEF组、恩度组、联合治疗组BF、
BV、PS均与VEGF表达呈正相关(R对照组=0.896、
0.680、0.765, RCEF组=0.877、0.876、0.852, R恩度组

=0.804、0.924、0.888, R联合治疗组=0.780、0.735、0.744; 
P<0.05), MTT均与VEGF表达呈负相关(R对照组=–0.591, 
RCEF组=–0.678, R恩度组=–0.793, R联合治疗组=–0 .687 ; 
P<0.05)(表2)。

3   讨论
大量肿瘤新生微血管生成是肿瘤发生发展的

基础, 肿瘤细胞分泌多种血管内皮细胞增殖因子来

刺激肿瘤血管形成, VEGF是最关键的促血管生成

因子。大量研究表明, VEGF在肿瘤血管形成中发

挥中心作用, 被认为是最有效和最重要的血管生成

信号[9]。本研究各组VEGF蛋白表达依次减低, 尤以

恩度和联合治疗组减低明显, 提示不同治疗组肿瘤

血管生成均发生了改变, 即产生了不同的抗血管生

成作用, 从分子水平提示了兔VX2乳腺种植瘤靶向

抗血管生成治疗的有效性, 即靶向抗血管生成药物

可以有效抑制肿瘤细胞VEGF蛋白高表达, 进而抑制

血管内皮细胞增殖、迁移及基底膜降解, 降低微血

管通透性, 阻断肿瘤新生血管形成并最终限制肿瘤

生长。因此, VEGF可成为抗血管生成疗效的评判标

准, 为MSCT评价兔VX2乳腺种植瘤抗血管生成疗效

奠定分子基础。

本研究各组BF、BV、PS依次递减而MTT依次

递增, 提示MSCT灌注参数与各组治疗后肿瘤血管

生成的不同生物学表现相吻合,  CT灌注成像能够揭

示肿瘤局部组织微循环分布及灌注状态的改变。灌

注参数的变化尤以恩度和联合治疗组变化明显, 提
示靶向抗血管生成治疗能够有效阻断VEGF表达, 减

少其对血管内皮细胞的刺激, 直接抑制肿瘤血管生

长并发生减低肿瘤血管密度的生物学效应, 导致肿

瘤新生血管生成减少并降低肿瘤血管通透性。对照

组因生理盐水不能有效控制VEGF表达, 与上述两组

结果产生了鲜明对比。CEF组各灌注参数也发生了

一定变化, 这可能与其对肿瘤细胞的直接杀伤及微

量的抗血管生成作用有关, 但其未能直接抑制VEGF
而使抑制肿瘤血管生成的效应并不明显。因此, 
MSCT灌注成像提供了一种非侵袭的监测抗血管生

成疗效的方法, 可以在抗血管生成治疗后验证肿瘤

灌注和肿瘤血管生成情况, 为MSCT在临床乳腺肿

瘤靶向抗血管生成治疗疗效进行量化评价提供了实

验依据。

MSCT灌注成像是指在静脉注射对比剂的同时

对选定层面进行连续多次同层扫描, 以获得该层面

内每一像素的时间–密度曲线,根据该曲线利用不同

的数学模型计算出BF、BV、MTT、PS等参数, 对
以上参数进行图像重组和伪彩染色处理得到血流灌

注图、血容积图、对比剂平均通过时间图、表面通

透性图等, 以此来评价组织器官的灌注状态, 反映组

织器官的血流动力学及功能改变。目前开展的主要

有脑部、颌面颈部肿瘤、乳腺肿瘤、软组织肿瘤、

肺、肝、胃、胰腺、肾脏等的灌注成像。本研究显示, 
VEGF免疫组化表达与灌注参数BF、BV、PS均呈

正相关而与MTT呈负相关, 提示MSCT灌注参数所

反映出的抗血管生成治疗疗效与病理学检测相符, 
即灌注参数的变化可以反映肿瘤组织VEGF表达的

变化情况。BF、BV可以反映组织局部血液的动力

灌注状态和血容量, MTT指血液流经动脉并通过组

织毛细血管到达静脉并流出的平均时间, PS能够揭

示局部血管内皮细胞屏障作用破坏的程度, 这是CT
灌注成像监测肿瘤新生血管数量和功能改变的基

础。靶向抗血管生成治疗不仅阻断了肿瘤细胞诱导

表2   乳腺种植瘤治疗后CT灌注参数与VEGF免疫组化表达的相关性分析

Table 2   Correlation analysis of CT perfusion measures and immunohistochemical expression of VEGF in implanted rabbit 
VX2 breast cancer tumor after anti-angiogenic treatment

灌注参数

Perfusion measures
对照组

Control group
CEF组
CEF group

恩度组

Endostar group
联合治疗组

Combined treatment group

BF 0.896 0.877 0.804 0.780

BV 0.680 0.876 0.924 0.735

MTT –0.591 –0.678 –0.793 –0.687

PS 0.765 0.852 0.888 0.744
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毛细血管形成建立血液循环的过程, 也削弱了VEGF
增加肿瘤血管通透性的功能, 上述灌注参数不仅正

确反映出了这些变化并与VEGF表达结果相一致, 说
明它们能够将微观检测信息进行宏观转化。VEGF
表达结果与灌注参数的一致性提示我们应用灌注成

像可以获得反映肿瘤血管生成功能特性的量化值, 
因此在乳腺肿瘤灌注参数与抗血管生成治疗疗效间

建立某种线性关系成为可能, 这也为临床进一步应

用MSCT评价乳腺癌不同治疗方案抗血管生成治疗

疗效提供了实验基础。

常规CT主要反映组织器官大体形态学的变化,
而MSCT灌注成像在显示形态学变化的同时反映生

理功能的改变[10]。因此, MSCT灌注成像作为一种

无创的功能成像方式能获得并定量分析乳腺肿瘤灌

注参数, 可以间接了解乳腺肿瘤血管生成情况来进

行抗血管生成治疗疗效评估。但是肿瘤血管生成也

是一个极其复杂的病理过程, 毛细血管内皮细胞增

生可能生成也可能不生成功能性的管腔化血管, 而
MSCT灌注成像参数可能只对功能性即可灌注的毛

细血管敏感, 只能近似地反映肿瘤的血管生成。因此, 
对乳腺肿瘤MSCT灌注成像结果的解释仍需结合多

种影像学检查手段及形态学特征进行综合分析。              
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