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大鼠肝纤维化、肝硬化 MR扩散参数

与KiＧ６７、PCNA表达相关性
王国光１,孟令平１,胡明秀１,洪玉萍２,官　兵２

(上海市第六人民医院金山分院１放射科;２病理科,上海　２０１５９９)

　　摘要:目的　探讨１．５T MRDWI参数在大鼠肝纤维化、肝硬化分级诊断中的价值,及其与 KiＧ６７、增殖细胞核抗原(PCNA)表
达的相关性.方法　１００只清洁级SD大鼠随机分为２组:实验组(n＝８４),采用硫代乙酰胺(TAA)诱导肝纤维化,对照组(n＝１６),

使用生理盐水对照处理.建模后第６~３０周末分批次做肝脏常规 MR及 DWI检查,测量 ADC及指数化表观扩散系数(eADC)值,

按组织病理学进行肝纤维化分级,并对 ADC值、eADC值和免疫组化指标 KiＧ６７、PCNA表达作统计学分析.结果　共有６９只大鼠

(实验组n＝５７;对照组n＝１２)成功获取 DWI参数数据,成功率６９％(６９/１００).在肝纤维化分级中,ADC和eADC值数据有一定

统计学差异.KiＧ６７、PCNA表达在肝纤维化期表达不明显,但是在肝纤维化、肝硬化分级诊断中,KiＧ６７、PCNA 的表达强度有统计

学差异.DWI参数 ADC值和eADC值与 KiＧ６７、PCNA表达之间有统计学相关性(P＜０．０５).结论　MR扩散成像 ADC值与SD
大鼠肝纤维化、肝硬化病理分级之间呈负相关,而eADC值则为正相关;ADC值与 KiＧ６７、PCNA表达负相关,eADC值为正相关.
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CorrelationbetweenMRdiffusionparametersandexpressionofKiＧ６７andPCNA

inratswithliverfibrosisandcirrhosis

WANGGuoguang１,MENGLingping１,HUMingxiu１,HONGYuping２,GUANBing２

(１DepartmentofRadiology;２DepartmentofPathology,JinshanBranchof

ShanghaiSixthPeople’sHospital,Shanghai　２０１５９９,China)
　　Abstract:Objective　Toinvestigatethevalueof１．５TMRDWIparametersinthegradingdiagnosisofhepaticfibrosisandcirrhosisinrats,

andtheircorrelationwiththeexpressionofKiＧ６７andPCNA．Methods　OnehundredcleanSDratswererandomlydividedintotwo

groups:experimentalgroup(n＝８４)withliverfibrosisinducedbythioacetamide(TAA),andcontrolgroup(n＝１６)processedby
usingnormalsaline．Aftermodeledsuccessfully,theratsunderwentroutineliverMRandDWIfromthe６thto３０thweekends．ADC
andeADCvaluesweremeasured,andliverfibrosiswasclassifiedaccordingtohistopathology．Then,theADCvalues,eADCvalues
andimmunohistochemicalindicatorsofKiＧ６７,PCNAexpressionwerestatisticallyanalyzed．Results　Atotalof６９rats(５７intheexperimental

group;１２inthecontrolgroup)weresuccessfullyobtainedDWIparameterswiththesuccessrateof６９％ (６９/１００)．Thevaluesof
ADCandeADCweresignificantlydifferentwiththedifferentgradeofliverfibrosis．TheexpressionofKiＧ６７andPCNAwerenotobviousinthe
ratswithhepaticfibrosis,buttheexpressionintensityofKiＧ６７andPCNAweresignificantlydifferentwiththedifferentgradeofhepaticfibrosis
andcirrhosis．ThereweresignificantcorrelationbetweentheDWIparametersandtheexpressionofKiＧ６７andPCNA(P＜０．０５)．Conclusion　ADC
valueisnegativelycorrelated,whileeADCvalueispositivelycorrelatedwithpathologicalgradeofliverfibrosisandcirrhosisinSD
rats．ADCvalueisnegativelycorrelatedandeADCvalueispositivelycorrelatedwiththeexpressionofKiＧ６７andPCNA,respectively．

Keywords:diffusionＧweightedimaging;hepaticfibrosis;immunohistochemistry;animalmodel

　　MRDWI是能够从微观上反映水分子自由扩散

的功能成像技术,其ADC和指数化表观扩散系数

(exponentialapparentdiffusioncoefficient,eADC)参
数值有较好的临床应用价值[１],免疫组化指标 KiＧ６７、
增殖细胞核抗原(proliferatingcellnuclearantigen,

PCNA)表达对肝病不同时期判断也有较高的参考价

值[２].本实验旨在探讨DWI的 ADC和eADC参数和

KiＧ６７、PCNA表达在肝纤维化形成过程中的作用及相
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关性.现报告如下.

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　纯系清洁级SD雄性大鼠１００
只,随 机 分 为 ２ 组:实 验 组 (n＝８４),硫 代 乙 酰 胺

(TAA)２００mg/kg,腹腔注射,３次/周,连续７周,第８
周开始增量２０％,持续至第１７周;第１８周开始再增量

２０％,持续至第３０周;对照组(n＝１６),每周３次腹腔

内注射同量生理盐水.建模第６周开始进行实验,实
验组５只/次,对照组１~２只/次.

１．２　MRI检查　荷兰Philips１．５T超导型 MR成像

仪,小动物专用线圈[内径３英寸(１英寸＝２．５４cm)正
交 线 圈],麻 醉 方 式 采 用 腹 腔 推 注１０％ 水 合 氯 醛

(２mg/kg);DWI参数:快速自旋回波Ｇ回波平面成像

(FSEＧEPI),TR８４０ ms,TE５７ ms,信号叠加次数

(NSA)１０,矩阵６８×１２８,b值分别取０,３００s/mm２ 和

６００s/mm２,扫描时间为２min４２s.原始图像传入后

处理工作站生成 ADC图及eADC图,每只鼠肝取３个

层面,每个平面(避开脉管及肝缘)选取２个 ROI进行

ADC、eADC值的测量,ROI面积５~１０mm２,共６个

数据,取其平均值[３](图１,２).

１．３　病理组织学检查　MRI检查后２４h内过量麻醉

下剖腹取肝.尽量按照 MRI横断切面制作病理标本

切片,厚度约３~４mm,HE染色,镜下观察肝纤维化

特点.由２位高年资病理医师,根据肝纤维化分期标

准进行肝纤维化诊断[４－５].

１．４　免疫组化检查　采用SP法,进行PCNA和 KiＧ６７
染色,DAB显色,以肝组织作为PCNA、KiＧ６７阳性对照,
以PBS代替一抗作阴性对照,每张切片在高倍镜下(×
４００)随机选择５个染色适中视野,每个视野计数２００
个细胞.结果判断:细胞核和/或细胞质出现黄色、棕黄色

或棕褐色颗粒者为阳性细胞,计数各级阳性细胞数.再

按染色强度评分:不着色为０,淡黄色为１,棕黄色为２,
棕褐色为３.最后按两者乘积数之和得出每个视野的

表达强度(不着色细胞数×０＋淡黄色细胞数×１＋棕

黄色细胞数×２＋ 棕褐色细胞数×３)/(２００×３),５个

视野表达强度的平均值作为本标本的表达强度.

１．５　统计学分析　采用SPSS２０．０统计学软件包,结
果用 x±s 表示.数据结果采用单因 素 方 差 分 析

(ANOVA),P 值＜０．０５为差异有统计学意义;采用

Pearson 进行相关性分析,P 值＜０．０５为差异有统计

学意义.

２　结果

２．１　病理结果(图３,４)　病理诊断肝 S０期１６只

(DWI检查成功者１２只);S１~S２期１８只(１５只),S３
期３０只(２４只),S４期２１只(１８只).

２．２　DWI结果(图５~７)　剔除标准:大鼠呼吸及腹

部运动伪影严重,或检查期间死亡.共６９只大鼠获得

满意DWI图像(实验组５７只,对照组１２只).随着肝

纤维化进展,DWI显示实验组肝内信号逐渐增高,高

b值图像较明显,但图像质量较差.在肝纤维化分级

中,ADC及eADC值有一定差异(表１).

２．３　KiＧ６７、PCNA 在肝纤维化、肝硬化中的表达(图

８,９)　KiＧ６７、PCNA在对照组鼠肝中无明显阳性细胞

颗粒存在;在实验组中阳性颗粒逐渐增多,染色加深;
肝纤维化晚期及肝硬化期较为明显(表２).

２．４　不同b值的 ADC值、eADC值和 KiＧ６７、PCNA
表达的相关性见表３.

３　讨论

MRI是目前慢性肝病诊断最主要、最准确的检查

手段之一[６－７],MRDWI属于磁共振功能成像,可以

在 分子水平反映肝脏纤维化、肝硬化的发生发展过

表１　肝脏纤维化Ｇ硬化模型不同b值情况下 ADC值与eADC值测量结果(x±s)

病理分期/DWI 例数
ADC值 (×１０３ mm２/s)

b＝３００s/mm２ b＝６００s/mm２

eADC值(×１０３ mm２/s)

b＝３００s/mm２ b＝６００s/mm２

S０ １２ １．３８±０．４２ １．０５±０．４１ ０．６８±０．０８ ０．６０±０．１３
S１~S２ １５ １．０８±０．４９ ０．９０±０．４２ ０．７１±０．０９ ０．５９±０．１３
S３ ２４ ０．９９±０．４９ ０．８０±０．３５ ０．７５±０．０９ ０．６３±０．１１
S４ １８ ０．６５±０．３１ ０．５５±０．２３ ０．８２±０．０６ ０．７６±０．１２
F 值 ６．８０５ ５．０５８ ７．３６２ ６．９７７
P 值 ０．００１ ０．００３ ０．０００ ０．０００
Spearman相关分析

r值 －０．４６３ －０．６０６ ０．５０４ ０．４３５
P 值 ０．０３７ ０．００２ ０．０００ ０．１８１

　　　　　　注:P＜０．０５为有统计学意义
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图１　ADC值测量方法　图２　EADC值测量方法　图３　实验组纤维化兔肝新鲜标本　图４　实验组纤维化兔肝标本切片(HE
　×４００)　图５　实验组纤维化兔肝 T１WI图像　图６　实验组纤维化兔肝压脂 T２WI图像　图７　实验组纤维化兔肝压脂 DWI
图像　图８　实验组纤维化兔肝标本免疫组化(KiＧ６７,×４００)　图９　实验组纤维化兔肝标本免疫组化(PCNA,×４００)

表２　肝脏纤维化Ｇ硬化模型 KiＧ６７、

PCNA表达强度结果(x±s)

组别/参数 例数 KiＧ６７(％) PCNA(％)

S０ １６ １．６３±０．３６ １．２４±０．２１
S１~S２ １８ １．９７±０．５３ ２．３１±０．３７
S３ ３０ ３．３６±０．６５ ３．６９±０．４８
S４ ２１ ４．１３±０．８４ ４．４９±０．６１
F 值 ６４．４７５ １８４．６０６
P 值 ０．０００ ０．０００

　　注:P＜０．０５为有统计学意义

程[８].本研究以TAA药物诱导大鼠建立肝纤维化动

物实验模型,进行 MRDWI检查,测量并观察 ADC值

和eADC值的动态变化.PCNA和 KiＧ６７抗原是反映

细胞增殖状态的标记物,近年应用较为成熟.本研究

表３　DWI参数与 KiＧ６７、PCNA表达相关性

ADC值

b＝

３００s/mm２

b＝

６００s/mm２

eADC值

b＝

３００s/mm２

b＝

６００s/mm２

KiＧ６７
　r值 －０．４５９ －０．３２８ ０．７３９ ０．６２７
　P 值 ０．０７５ ０．０４７ ０．０２９ ０．１２２
PCNA
　r值 －０．６５２ －０．７３１ ０．６４６ ０．６４８
　P 值 ０．０４３ ０．０３９ ０．０３８ ０．１８２

　　注:P＜０．０５为有统计学意义

结合肝纤维化的 DWI图像特点与PCNA 和 KiＧ６７的

观察结果,探讨DWI参数及免疫组化指标对肝纤维化

损害程度的诊断效能.
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肝纤维化是多种慢性肝病发展至肝硬化的必经过

程[９],而肝实质内星形细胞的活化及其成纤维功能是

导致肝脏纤维化的关键因素[１０].在肝纤维化的起始

阶段,受到各种物理生化刺激的影响,肝细胞、内皮细

胞、炎症细胞产生分泌多种细胞因子及生长因子,激活

窦周间隙(即 Disse间隙)的肝星形细胞,促使其转变

成具有增殖性的产纤维细胞,合成并分泌大量胶原蛋

白并转化为胶原纤维,沉积在肝小叶汇管区及窦周间

隙,导致肝脏间质压力逐渐增高[１１],水分子的自由扩

散运动受到限制,导致 ADC值降低[１２－１３].本次动物

实验过程中,肝脏纤维化各期 ADC值均明显低于对照

组,这与大多数研究结果是相一致的[１４－１５].而随着病

情进展,细胞外基质中胶原纤维沉积的越来越多,同时

Disse间隙内正常基质分解、纤维堆积,正常肝细胞表

面微绒毛减少、内皮窗闭塞,促进肝脏纤维化持续进

展,ADC 值下降愈加显著.而eADC 图在成像过程

中,不会受到T２ 穿透效应的影响,图像质量较ADC图

好,能够更好地反映肝脏病理变化[１０].
近年来,越来越多的研究发现 PCNA 和 KiＧ６７抗

原作为标记物可以显示细胞增殖状态.PCNA是一种

细胞增殖的上调因子,通过与周期性蛋白激酶结合引

起细胞的增殖过程[１６],高表达表明细胞内有 DNA 合

成反应非常频繁,可以明显地标记S期细胞[１７].有研

究[１８]发现在整个细胞分裂周期中,KiＧ６７在静止期(G０
期)不表达,在 G１、S、G２、M 期都存在,其中 G２期和

M 期表达最明显,所以 KiＧ６７的表达强度可以评估细

胞的增殖状态.在本实验中发现,正常鼠肝组织基本

看不到PCNA 和 KiＧ６７的表达,说明细胞大多处于静

止状态(G０期);实验组鼠肝标本中PCNA和 KiＧ６７表

达强度不高,但高于正常对照组,说明肝纤维化期细胞

增殖活动增强,肝纤维化期肝细胞肿胀、坏死、再生活

动增强,同时窦周间隙的肝星形细胞活化转变成可增

殖性的产纤维细胞开始增殖[１３].在肝纤维化后期及

肝硬化期PCNA 和 KiＧ６７表达最明显,原因可能是因

为在动物实验中,为了促进肝脏纤维化的进程,除常规

诱导鼠肝纤维化模型外,还在实验后期加大了药物

TAA的剂量,实验组动物肝脏持续受到药物刺激,促
进PCNA和 KiＧ６７的表达.所以PCNA 和KiＧ６７在肝

纤维化分级方面的价值有待进一步研究.
本实验结果表明,MRDWI参数 ADC、eADC值

以及免疫组化指标PCNA和 KiＧ６７均能够反映肝纤维

化、肝硬化发展的严重程度,ADC、eADC值与PCNA、

KiＧ６７之间也有一定相关性.应用DWI技术结合免疫

组化指标,判断肝纤维化、肝硬化分期,能够较为准确

地把握肝病的发生、发展过程,预测病变程度,为治疗

提供依据.本研究存在不足之处:测量指标均为半定

量数据,有一定的主观偏差,并且受测量方法及设备参

数限制,其远期判断效果仍有待于进一步验证.今后,
仍需大样本、多参数比较分析,提高 MR新技术的应用

范围及判断准确率.
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　　讨论:SFT是临床上少见的软组织肿瘤,据报道其发生率

不足软组织肿瘤的２％.SFT是一种起源于表达 CD３４抗原的

树突状间质细胞的肿瘤[１],因为该细胞分布于全身的结缔组织

内,因此SFT可以发生在全身各个系统 .临床上SFT多见于

胸膜,胸膜外的SFT少见[２].免疫组化CD３４表达阳性对诊断

SFT非常关键.

椎管的SFT可表现３种类型:髓内、髓外硬膜下和髓外硬

膜外来源的肿瘤[３].发生于髓内及髓外硬膜下的病例者较髓

外硬膜外多见.椎管内 SFT 常引起脊髓或神经根受压,从而

产生相应的临床症状[４].本例患者出现下肢疼痛及会阴区麻

木,考虑为肿瘤压迫神经根所致.

SFT的影像学多表现为密度不均匀的肿块影,边界清楚;

当肿瘤具有恶性倾向时,病灶边界欠清.CT 平扫呈等或稍高

密度,胶原纤维密集区密度较高,而细胞密集区密度较低;CT
增强扫描时,SFT 常表现为渐进性强化或延迟强化.Chong
等[５]报道了SFT的强化程度与病灶的成分密切相关:囊变、坏
死区无强化;胶原纤维密集区呈轻度强化;肿瘤细胞密集区呈

中度强化;富血管区增强扫描早期即明显强化.SFT 的 MRI
表现为:T１WI呈稍低信号,T２WI呈混杂信号,胶原纤维成分

在T２WI表现为低信号,肿瘤细胞在T２WI表现为略高信号,囊

变或坏死区在 T２WI表现为高信号[６].T２WI上病灶内部散在

片状低信号区是大多数SFT的典型 MRI表现.

SFT在临床上主要采取手术治疗,必要时辅以放疗或化

疗.虽然大部分SFT 为良性,但仍有部分病变表现为侵袭性

行为(复发或转移).

综上所述,SFT是临床上少见的软组织肿瘤,可发生于全

身各个系统.影像学表现具有一定的特征性.病理检查尤其

是免疫组化检查能够确诊.部分 SFT 具有一定的恶性倾向,

肿瘤切除后仍需长期随访.
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