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兔 VX2肺外周肿瘤超声造影特征与 CD31和 CD34微血管密度的
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摘要目的：探讨兔 VX2肺外周肿瘤超声造影特征与 CD31和 CD34微血管密度的相关性研究。方法：15只雌性新西兰白兔进行

VX2肺肿瘤模型，总共有 30个 VX2癌植入 15只兔子的肺中。通过高倍镜分析不同期 VX2肿瘤的MVD。通过双重免疫荧光化

学染色分析不同生长期 VX2肿瘤 Ki67和 CD31阳性表达。分析肿瘤形态学组织病理学结果与微血管分布和 CEUS结果之间的

相关性。结果：随着生长周期的进展，VX2肿瘤的MVD增大（P<0.05）。随着生长周期的进展，VX2肿瘤内 Ki67和 CD31的阳性表

达率增加（P<0.05）。CEUS显示 VX2肿瘤在早期动脉期有明显的外周增强和短暂的内部增强。肺外周 VX2肿瘤中 PI和 CD31

MVD值之间呈显著正相关性（r=0.734，P<0.05）。CD31 MVD和 CD34 MVD之间呈负相关（r=-0.691，P<0.05）。PI和 CD34 MVD

值之间不存在显著相关性（r=-0.412，P>0.05）。结论：与 CD34 MVD相比，CD31 MVD可以更有效地评估肿瘤血管生成。CEUS作

为一种无创成像方法，可以有效评估兔周围型肺癌的肿瘤血管生成情况。
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Correlation between Rabbit VX2 Pulmonary Outer Tumors Ultrasound

Contrast Characteristics and CD31 and CD34 Microvascular Density*

To investigate the correlation between rabbit VX2 pulmonary outer peripheral tumors and CD31 and CD34

microvascular density. Fifteen female New Zealand white rabbits were subjected to the VX2 lung tumor model, and a total of

30 VX2 carcinomas were implanted in the lungs of 15 rabbits. The MVD of different stages of VX2 tumors was analyzed by high

magnification. The positive expression of Ki67 and CD31 in VX2 tumors at different growth stages was analyzed by double

immunofluorescence chemical staining. The correlations between tumor morphology and histopathology results and microvascular

distribution and CEUS results were analyzed. As the growth cycle progressed, the MVD of Vx2 tumors increased (P<0.05). As
the growth cycle progresses, the positive expression rate of Ki67 and CD31 in Vx2 tumors increased (P<0.05). CEUs showing VX2

tumors in the early artery period. There is a significant peripheral enhancement and short interior. There's significant positive correlation

between PI and CD31 MVD values in peripheral VX2 tumors of the lung (R=0.734, P<0.05). The CD31 MVD and the CD34 MVD were

negatively correlated (R=-0.691, P<0.05). There was no significant correlation between PI and CD34 MVD values (R=-0.412, P>0.05).
CD31 MVD can be more effectively assessing tumor angiogenesis more effectively compared to CD34 MVD. As a

non-invasive imaging method, CEUS can effectively assess tumor angiogenesis of rabbit surrounding lung cancer.
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前言

肺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，其早期发现和治疗都

取得了长足的进步[1，2]。对比增强超声（Contrast enhanced ultra-

sound，CEUS）已成为传统超声的公认扩展，具有无数实用性[3]。

超声造影剂（UCA）由包裹六氟化硫（一种惰性气体）的磷脂壳

组成，其大小约为红细胞大小[4]。当受到低声压时，静脉内给药

的微泡的共振会导致振荡和非线性信号，并且可以在对比特定

模式下检测到[5]。肿瘤血管生成为肿瘤细胞提供氧气和营养并

从肿瘤细胞中清除代谢废物，在肿瘤细胞增殖和转移中发挥重

要作用[6]。因此，血管生成是肿瘤研究的主要焦点。血管内皮生

长因子促进信号传导过程网络，诱导内皮细胞从预先存在的脉

管系统生长、迁移和存活并介导血管通透性，是肿瘤血管生成

的关键介质[7，8]。它还是新形成的血管的抗凋亡因子，并作为

内皮祖细胞从骨髓移动到远处部位的诱导剂。微血管密度

（Microvascular density，MVD）已被证明与血管内皮生长因子表

达相关。随着 MVD的增加，肿瘤的侵袭性也会增加。目前，

MVD被认为是测量肿瘤血管生成的 "金标准 "。CD31通常在

分化和未分化的内皮细胞中表达，而 CD34在分化的内皮细胞

中表达。VX2肿瘤模型是目前应用最广泛的动物模型。本研究

的目的是通过无创定量 CEUS评估血管分布测量，并通过免疫

组织化学分析将 CEUS参数与不同的MVD相关联。

1 材料和方法

1.1 实验动物和模型建立

本研究共使用了 15只雌性新西兰白兔，体重 2.5~3.6 kg

（平均 2.7 kg），由南京大学医学院提供。

在模型建立之前，用 1.0 mg/kg马来酸乙酰丙嗪和 50 mg/kg

盐酸氯胺酮对兔子进行镇静。对于兔 VX2肺肿瘤模型，如前所

述制备 VX2癌。首先进行中线剖腹手术，其中使用 16号针头

将 1-2个体积约为 1 mm3的 VX2癌碎片注入暴露的肺实质。

在植入表面进行电凝以防止肿瘤溢出。总共有 30个 VX2癌被

植入 15只兔子的肺中。

1.2 病理分析

在 VX2癌被植入的 5 d、9 d、13 d和第 21 d后，通过静脉

推注氯化钾对兔子实施安乐死（每次 2只）。将肺取出并在冠状

平面上进行切片。每对标本中的一个固定在 10 %中性缓冲福

尔马林中，包埋在石蜡中，切成 4 滋m切片用于苏木精和伊红
（H&E）染色和 Ki67免疫组织化学分析。对于抗 Ki67抗体的免

疫组织化学染色，石蜡包埋切片在二甲苯中脱蜡，在分级酒精

中再水化，转移到 0.01 M磷酸盐缓冲盐水（pH 7.4）中。用柠檬

酸盐缓冲液（pH 6.0）在 121℃下热诱导表位修复 3 min以显示

隐藏的抗原表位后，在室温下用 3%过氧化氢在 PBS中封闭内

源性过氧化物酶 10 min。在 PBS缓冲液中洗涤后，切片在室温

下用无血清蛋白封闭溶液处理 20 min以封闭非特异性结合。

切片与抗 Ki67兔多克隆抗体（1/200；美国 Novus Biologicals公

司）在室温下孵育 60 min。在 PBS中洗涤后，将切片在室温下

与 HRP标记的针对兔 IgG（丹麦 Dako公司）的聚合物偶联二

抗孵育 30 min。使用即用型 DAB（3,3'-二氨基联苯胺）底物 -

色原溶液（丹麦 Dako公司）显色反应 5 min，用蒸馏水洗涤。最

后，切片用Mayer's苏木精轻轻复染 1 min。所有切片也使用标

准技术用 H&E染色以进行组织学分析。

1.3 CEUS
使用配备 15 L8线性阵列探头的 Acuson Sequoia 512机器

进行美国成像，该探头以 14 MHz的传输频率运行。该程序由

一位有 12年经验的超声医师操作。将兔子置于仰卧位，通过从

耳缘以 1.0 mL/kg的剂量注射 3%戊巴比妥钠进行麻醉。针对

每个肿瘤优化了包括声学增益、深度和焦点在内的 US参数。

肿瘤首先通过灰度 US扫描，彩色多普勒 US以获得最佳成像

平面。按照标准超声，在注射血管内示踪剂 SonoVue（米兰布拉

科意大利）后，通过实时 CEUS检查肿瘤，该示踪剂由平均直径

为 2.5 滋m、浓度为 1的磷脂稳定的六氟化硫微泡组成。微泡可

以自由地流过微小毛细血管的组织，但不能进入组织空间。注

射前，在六氟化硫气氛下向冻干粉末中加入 5 mL盐水溶

液，并彻底摇匀。造影剂（0.2 mL/kg）在 2-3 s内通过耳缘静脉

快速推注，2 mL盐水推注。在注射超声造影剂前不久开始连续

扫描，持续 90 s，机械指数（MI）低为 0.16。整个过程中，操作人

员保持换能器稳定。所有的 CEUS图像都被记录为数字视频图

像。使用安装在 Acuson Sequoia 512上的时间信号强度曲线分

析软件对肿瘤增强进行离线量化。该软件可以在增强期间显示

感兴趣区域（ROI）中的信号时间强度曲线。定量数据由两名独

立工作的研究者进行回顾性分析。研究人员手动独立选择感兴

趣区域（ROI），以高度增强肿瘤区域并避免肿瘤坏死区域。ROI

的大小尽可能保持在大约 2~3 mm直径。对于每个肿瘤，选择

三个 ROI绘制对比增强时间 -强度曲线，并对结果进行平均。

记录了时间 -强度曲线的以下参数：到达时间（AT）、峰值时间

（TTP）、基线强度（BI）和峰值强度（PI）。

1.4 微血管密度分析

CEUS检查后，通过注射过量的麻醉剂处死兔子，并收集

肿瘤进行进一步的组织学研究。对肿瘤进行标记以确保其与

CEUS分析的结果一致。病理标本用 4 %多聚甲醛固定 30 min，

5 %驴血清封闭 30 min。接下来，将切片分别与小鼠抗人 CD31

单克隆抗体和小鼠抗人 CD34单克隆抗体在 4℃下孵育过夜。

切片用二氨基联苯胺着色。计算MVD需在低倍视野（100倍总

放大倍率）下寻找血管生成的高密度区域，切换到高功率场（总

放大倍数 200倍）来计算微血管的数量。每个高功率场记录 5

个数字图像，计算平均值并将其视为肿瘤的MVD。

1.5 统计分析

使用统计软件 SPSS 21.0分析统计数据。连续变量表示为

平均值依标准。Spearman相关分析用于确定 CEUS的 PI与不同

MVD（组织学 CD31计数或 CD34计数）之间的相关性。P<0.05
被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 兔 VX2肺外周肿瘤生长

实验中 15只实验兔中共有 30个 VX2肿瘤。实验第 5 d平

均肿瘤体积是 56.24依11.68 mm3，第 21 d 平均肿瘤体积是

3364.21依54.37 mm3。第 21 d合计有 6个肿瘤坏死，肿瘤坏死占

比 17 %，2只兔子最终死亡（表 1）。
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Parameter MVD

AT (s) 1.46依0.86

TTP (s) 12.97依3.29

PI (dB) 24.37依4.66

CD31 26.53依3.25

CD34 16.41依1.73

图 2兔 VX2肿瘤的对比增强超声检查

Fig.2 Contrast enhanced ultrasound examination of rabbit VX2 tumor

Time Ki67(%) CD31(%)

5 d 7.26依2.11 13.68依3.28

9 d 15.47依3.27 16.36依3.75

13 d 19.32依4.38 21.28依4.08

21 d 26.34依6.88 33.16依5.19

F 14.526 9.773

P 0.005 0.016

表 3不同生长期 VX2肿瘤 Ki67和 CD31阳性表达率

Table 3 Positive expression rates of Ki67 and CD31 in VX2 tumors

at different growth stages

Groups 5 d 9 d 13 d 21 d

Tumor volume(mm3) 56.24依11.68 374.69依18.47 1054.26依28.33 3364.21依54.37

Neoplasm necrosis(n) 0 0 3 6

Proportion of tumor

necrosis(%)
0 6 14 17

Death(n) 0 0 1 2

2.2 不同生长期 VX2肿瘤MVD分析

通过高倍镜分析不同期 VX2肿瘤的MVD，结果发现随着

生长周期的进展，VX2肿瘤的MVD增大（P<0.05）（表 2）。

2.3 不同生长期 VX2肿瘤 Ki67和 CD31阳性表达

通过双重免疫荧光化学染色分析不同生长期 VX2 肿瘤

Ki67和 CD31阳性表达，随着生长周期的进展，VX2肿瘤内

Ki67和 CD31的阳性表达率增加（P<0.05）（表 3）。

2.4 超声造影

CEUS显示 VX2肿瘤在早期动脉期有明显的外周增强和

短暂的内部增强，然后快速冲洗造影剂。所有肿瘤在注射造影

剂后约 6 s时显示边缘增强（图 2A），在 12~18 s时有少量瘤内

增强（图 2B和 2C）。

表 1兔 VX2肺外周肿瘤生长记录

Table 1 Records of peripheral tumor growth in the rabbit VX2 lung

Time MVD

5 d 14.26依2.49

9 d 18.54依3.22

13 d 22.37依5.68

21 d 27.19依5.37

F 13.305

P 0.003

表 2兔 VX2肺外周肿瘤生长记录

Table 2 Rabbit VX2 lung peripheral tumor growth record

2.5 对比增强参数和MVD

通过实时 CEUS检查肿瘤并分析MVD，具体分析数值如

下（表 4）。

2.6 VX2肿瘤对比增强参数与 CD31MVD的相关性分析

分析肿瘤形态学组织病理学结果与微血管分布和 CEUS

结果之间的相关性，结果显示肺外周 VX2肿瘤中 PI和 CD31

MVD值之间呈显著正相关（r=0.734，P<0.05）。CD31 MVD和

CD34 MVD之间呈显著负相关（r=-0.691，P<0.05）。（表 5）

2.7 VX2肿瘤对比增强参数与 CD34 MVD的相关性分析

分析肿瘤形态学组织病理学结果与微血管分布和 CEUS

结果之间的相关性，结果显示 PI和 CD34 MVD值之间无显著

相关性（r=-0.412，P>0.05）。CD31 MVD和 CD34 MVD之间存

在显著负相关性（r=-0.691，P<0.05）（表 6）。

表 4对比增强参数和MVD

Table 4 Contrast the enhancement parameters and the MVD
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Parameter r P

AT (s) 0.246 0.116

TTP (s) -0.194 0.416

PI (dB) 0.734 0.012

CD34 -0.691 0.003

3 讨论

胸部 CT是目前筛查肺癌的最佳和重要技术，CT具有潜

在的辐射暴露风险，且确实存在对 CT造影剂过敏的患者[9，10]。

如果肺部病变位于胸壁附近，超声可能为这些患者提供潜在的

诊断方法。对于增强 CT未明确诊断的患者，CEUS可以提供综

合或补充的诊断信息[11，12]。此外，CEUS引导的活检对周围型肺

癌患者的病理诊断具有很高的敏感性和特异性[13]。血管侵犯是

肿瘤分级最重要的决定因素之一，据报道，它与组织学分化程

度相关[14，15]。MVD是一个独立的预后指标，被认为是评估肿瘤

血管生成的金标准。在临床实践中，不仅需要评估肿瘤血管生

成，还需要获得有关肿瘤形态的信息（例如，肿瘤大小、形状和

坏死的存在）。由于这些原因，需要一种同时获得血管生成和肿

瘤形态数据的新方法。CEUS可以反映肿瘤中微血管灌注的形

态和功能变化。先前的一项研究报告称，CEUS可能有助于区

分恶性乳腺病变和良性病变。已经报道了使用 CEUS评估化疗

或其他局部抗血管生成治疗后的肿瘤灌注的可能性。CEUS可

以检测肿瘤血管生成过程中新血管的形成，从而在发生形态变

化之前预测肿瘤组织内的血管变化[16，17]。此外，使用 CEUS准确

检测微血管变化有助于早期诊断子宫内膜癌，具有更高的敏感

性和特异性[18-20]。

本研究发现所有 VX2肿瘤都表现出相同的增强模式：动

脉期快速灌注和瞬时增强，未观察到明显毛细血管或静脉相，

另外增强首先出现在肿瘤的周边区域，其次为内部网状血管

中，并未观察到完全的肿瘤内增强；此外，本研究通过免疫组织

化学标记了肿瘤血管内皮细胞，发现肿瘤周围区域的新血管增

加，表明：VX2肿瘤在动脉期的短暂增强与肿瘤中形成新的动

脉有关，结合相关研究[21-23]分析：肿瘤生长依赖于肿瘤供血动

脉，VX2肿瘤的 CEUS图像显示肿瘤边缘明显增强，病理检查

还显示 CD31阳性区域增加并聚集在靠近正常血管的肌肉中，

说明新的肿瘤供应血管是从现有血管的部位形成的，并为肿瘤

细胞提供营养。

研究发现，如果没有足够的氧气和营养或免受有毒分子的

保护，肿瘤细胞就无法生存[24-26]。氧气从距离肿瘤细胞 150 滋m
到 200 滋m的毛细血管中传播，为了继续生长，肿瘤细胞需要由
新血管提供持续的营养[27，28]。另外，肿瘤血管的形成是一个复杂

的过程，目前无法直接或有效地评估，而通过评估 CD31阳性

血管的分布和密度有助于确定肿瘤血管生成[29，30]。本研究发现

随着肿瘤生长周期的进展，VX2肿瘤内 Ki67和 CD31的阳性

表达率增加，且在 CD31 MVD与 CEUS参数 PI之间存在显著

相关性，而 CD34 MVD与 CEUS参数 PI之间存在非线性相关

性。其他 CEUS参数如 AT和 TTP与MVD没有显著相关性。

这表明，CEUS定量参数能有效评价兔周围型肺癌血管生成情

况，CD31 MVD更能反映肿瘤血管状态。此外，CD31 MVD与

CD34 MVD呈负相关（r=-0.691, P<0.05）。这说明在同一肿瘤组
织中，当分化的成熟内皮细胞占优势（CD34 MVD呈高表达）

时，未分化的内皮细胞数量相对较少，恶性程度相对较低，反之

亦然。目前，在活检标本上确定MVD的技术是血管内皮细胞

的免疫组化染色。MVD是一个独立的预后指标，被认为是评估

肿瘤血管生成的金标准，一般来说，肿瘤 MVD计数越高，恶性

程度越高，预后越差，生存时间越短。肾肿瘤的存在。CD31存在

于未分化和分化的成熟内皮细胞中，而 CD34仅存在于分化的

成熟血管内皮细胞中。高表达的 CD31 MVD可能表明患者的

恶性程度更高，生存时间更短。相比之下，高表达的 CD34

MVD可能表明恶性程度较低，但存活时间显著延长。由于实验

兔的肺在解剖结构上与人类相似，因此实验兔被广泛用于肺癌

的实验研究。在本研究中，我们使用实验兔来研究周围型肺癌

模型中的血管生成。以前的研究一直选择肿瘤内皮细胞标志

物，无论是 CD31还是 CD34，作为血管生成的单一评估，以便

与 CEUS定量参数相关联。然而，这些研究并未进一步探讨肿

瘤血管内皮细胞的分化程度。肺癌不同 MVDs与 CEUS的相

关性需要进一步研究。

综上所述，与 CD34 MVD相比，CD31 MVD可以更有效地

评估肿瘤血管生成，CEUS作为一种无创成像方法，可以有效

评估兔周围型肺癌的肿瘤血管生成情况，因此在肺癌的临床诊

断及预后评估中具有较高应用价值。
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