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超声成像用于早期评估大鼠上皮性卵巢癌对多西他赛反应的动物实验 *
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摘要 目的：探究超声成像用于早期评估大鼠上皮性卵巢癌对多西他赛反应的可行性。方法：采用 7,12-二甲基苯并 [a] 蒽，在

Sprague Dawley大鼠中诱导原位上皮性卵巢癌（EOC）。筛选患有 EOC的大鼠，在第 0天使用多西他赛（DXT）治疗。在第 0天，第

3天，第 7天，第 14天和第 21天应用 CEUS评估治疗的早期反应。在第 21天，治疗的肿瘤类型根据其大小的变化分为敏感和不

敏感组，并进行组织病理学分析。结果：第 3天以来上升时间（RT）、峰值强度（PI）、曲线下面积（AUC）的百分比变化与第 14天肿

瘤大小均存在显著差异（P＜0.05）。在治疗的早期阶段（第 3天），RT与 PI组合的百分比变化的灵敏度和特异性分别为 100 %和

100 %，使用 RT与 PI减少 17.59 %的临界值。从第 7天开始，敏感组与不敏感组相比，血管生成的定量指数百分比变化有显著差

异（P＜0.05）。RT、PI和 AUC的百分比变化与肿瘤大小和血管生成的变化百分比呈正相关，与坏死变化的百分比呈负相关（P＜
0.05）。结论：CEUS参数在检测肿瘤组织病理学反应方面优于成像肿瘤大小，其在早期评估 EOC中对 DXT的反应具有显著优

势，而在临床中，CEUS参数检测可能有助于在 EOC进展或治疗过程中，更快地评估并调整无反应者的治疗方案，并改善其预后，

因此在具有重要应用价值。
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Ultrasound Imaging is Used in Animal Experiments to Assess the Response
of Rat Epithelial Ovarian Cancer to Docetaxel at an Early Stage*

To explore the feasibility of ultrasound imaging for early assessment of rat epithelial ovarian cancer

response to docetaxel. Epithelial ovarian carcinoma (EOC) in situ was induced in Sprague Dawley rats using 7,12-dimethylbenzo

[a]anthracene. Rats with EOC were screened and treated with docetaxel (DXT) on day 0. CEUS is applied on days 0, 3, 7, 14 and 21 to

assess early response to treatment. On day 21, the tumor type treated is divided into sensitive and insensitive groups according to changes

in their size, and histopathological analysis is performed. The percentage change in rise time (RT), peak intensity (PI), and area

under the curve (AUC) since day 3 was significantly different from the tumor size on day 14 (P＜0.05). In the early stages of treatment

(day 3), the sensitivity and specificity of the percentage change in the combination of RT and PI were 100 % and 100%, respectively,

with a cut-off value of 17.59 % reduced with RT versus PI. From day 7 onwards, there was a significant difference in the percentage

change in the quantitative index of angiogenesis in the sensitive group compared to the insensitive group(P＜0.05). Percentage changes in

RT, PI, and AUC were positively correlated with the percentage change in tumor size and angiogenesis, and negatively associated with

the percentage change in necrosis (P＜0.05). CEUS parameters are superior to imaging tumor size in detecting tumor

histopathological response, which has a significant advantage in early assessment of response to DXT in EOC. In the clinic, CEUS

parameter detection may help to evaluate and adjust the treatment plan of non-responders more quickly and improve their prognosis in

the process of EOC progression or treatment, so it has important application value in the process of EOC.
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前言

卵巢癌是全球妇科癌症死亡的主要原因[1]。紫杉醇类联合

铂类药物已成为治疗晚期上皮性卵巢癌（Epithelial tumor of the

ovary,EOC）的一线化疗方案，占所有卵巢恶性肿瘤的 85-90%[2,3]。

紫杉醇，包括多西紫他赛（DXT），被广泛认为是一种可行的治

疗方法，并已被证明可抑制肿瘤血管生成和细胞增殖、诱导肿

瘤细胞凋亡和抑制肿瘤生长[4,5]。尽管可一定程度延长患者生存

期，但由于耐药或不敏感，并非所有 EOC患者都能以令人满意

的方式对治疗作出反应[6,7]。及早发现治疗反应将使这些无反应

者受益。目前，癌症抗原 -125检测和实体瘤反应评估标准广泛

用于临床评估治疗反应[8,9]。然而，与潜在肿瘤功能（包括血管化

和血管通透性）的变化相比，由于治疗引起的大小变化往往出

现较晚[10]。这强调需要开发可靠的方法来预测对治疗的早期反

应，以便用可能更有效的治疗方法代替不成功的药物。

作为一种非侵入性成像方法，超声成像（US）有助于评估

肿瘤血管功能，并越来越多地应用于动物实验和临床试验，以

预测早期肿瘤对治疗的反应[11,12]。然而，尚未确定定量 US是否

能够预测 EOC中对 DXT的早期反应，或者 US参数与肿瘤大

小或组织病理学变化之间是否存在关联。因此，本研究旨在通

过评估这些参数与肿瘤大小、血管内皮生长因子（VEGF）水平、

肿瘤的密度（MVD）和微血管的关系，研究定量 US参数是否可

用于确定诱导大鼠 EOC对 DXT的早期治疗反应。

1 材料与方法

1.1 肿瘤模型和分组

共 160只雌性 Sprague-Dawley大鼠（8周龄，150-200 g；上

海实验动物研究中心）接受手术建立原位大鼠 EOC，喂食无菌

水和食物，并在受控温度（25± 1℃）和相对湿度（40-60 %）条件

下饲养，光照周期为 12/12 h。诱导 EOC的手术程序和方案参

考 Yuan等人相关研究进行[13]。

其中 24只大鼠随机分配到治疗组和对照组。参考 Ghas-

sami[14]等研究，治疗组中的大鼠在第 0天接受 12 mg/kg DXT，

所有大鼠在治疗后第 0、3、7、14和 21天接受 CEUS扫描。

在 DXT治疗后第 21天，将患有 EOCs的大鼠分为敏感组

（肿瘤大小减小或不变）和不敏感组（肿瘤大小增加）[15]。比较三

组间不同时间点（第 3、7、14和 21天）的 CEUS参数和肿瘤大

小。不同组和不同时间点用 EOC处死的大鼠数量见表 1。

表 1 治疗后不同组和不同时间点的上皮性卵巢癌大鼠数量[N存活数(NEOC处死数)]

Table 1 Number of epithelial ovarian cancer rats in different groups and at different time points after treatment[Nsurvivors (Ndeaths by EOC)]

Groups Day 0 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21

Treatment group 56 - - - -

Sensitive group 35（0） 35（8） 27（8） 19（10） 9（9）

Insensitive group 21（0） 21（4） 17（6） 11（5） 6（6）

Control group 45（10） 35（8） 27（9） 18（10） 8（8）

1.2 超声影像定量评价

大鼠麻醉方式采用小动物麻醉机，并以 2.5 %异氟烷气体

（2 L/min）进行麻醉。大鼠平卧位固定于 37℃恒温板上，裸露卵

巢部位皮肤，表面涂以适量耦合剂，支架固定探头于其上方，探

头位置和超声参数在整个实验过程中保持恒定。超声参数为：

探头中心频率 14 MHz，功率 30 %，增益 30 dB，机械指数 0.08，

深度 1 cm，显示动态范围 65 dB。首先在二维模式下观察卵巢

形态并测量卵巢大小，调整探头位置将卵巢图像置于图像中

央，随后进入造影模式，推注造影剂并记录动态图像。探头位置

和超声参数在整个实验过程中保持恒定。

1.3 超声成像处理和分析

将采集的图像导入 EchoPAC工作站（GE超声），感兴趣区

域（ROI）定义为整个卵巢，采用内置软件（Q-analizs）自动获取

各个时间点的时间 -强度曲线（time intensity curve，TIC），离线

分析每组超声图像，利用 QLAB图像处理软件进行 CEUS定

量分析，分别手动勾选择 LDRWWIWO曲线拟合公式，得到以

下参数：上升时间（RT）：自造影剂开始出现到灌注峰值的时

间；峰值强度（PI）：造影到达灌注峰值时的信号强度（Signal In-

tensity，以 dB值表示）。

1.4 组织病理学和免疫组织化学(IHC)分析

在每个时间点完成MRI扫描后进行验证，取出一只大鼠

卵巢并固定进行苏木精和伊红染色，以评估组织病理学和肿瘤

坏死，进行 VEGF和 CD31的 IHC染色以研究 VEGF和 MVD

的表达。随机选择总共三个高倍视野（放大倍数，× 200），并使

用 Image-Pro Plus 6.0成像软件对肿瘤坏死率进行半定量分析。

肿瘤坏死率 =坏死面积 /野区× 100 %。

1.5 统计学方法

本研究中数据全部采用使用 SPASS 22.0版（IBM）进行处

理；计量资料采用 "均数± 标准差 "（x± s）表示，多组间数据分
析采用单因素方差分析，每两组间比较采用 t检验。Spearman

相关分析用于分析相关性。P<0.05为表明有统计学意义的差异。

2 结果

2.1 DXT治疗后大鼠 EOC的肿瘤大小变化

如表 2所示，在第 0、3和 7天，三组 EOC的平均肿瘤大小

差异不具有统计学意义（P>0.05）。DXT给药后第 14天起，与不

敏感组和对照组相比，敏感组的肿瘤大小显著减小（P<0.05）。
如表 3所示，第 3天三组肿瘤大小的百分比变化差异不具

有统计学意义（P>0.05）。第 7天，敏感组与不敏感组相比差异

不具有统计学意义（P>0.05），但敏感组与对照组相比有显著性
下降（P<0.05）。在第 14天和第 21天，敏感组和不敏感组或对

照组之间存在显著差异（P<0.05）。然而，不敏感组和对照组之
间差异不具有统计学意义（P>0.05）。
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Note: compared with the control group, *P<0.05; compared with the insensitive group, #P<0.05.

2.2 DXT治疗后大鼠 EOC的 CEUS参数变化

第 0、3、7天，三组 EOC的 CEUS参数（RT、PI和 AUC）比

较差异不具有统计学意义（P>0.05）。在第 14天和第 21天，与

对照组相比，除不敏感组的 RT、PI和 AUC外，所有配对比较

均存在显著差异（P<0.05）。
在第 3、7、14和 21天，除了不敏感组与对照组的比较外，

CEUS参数（RT、PI和 AUC）的百分比变化之间的成对比较存

在显著差异（P<0.05）。
2.3 有效的 DXT 治疗可降低大鼠 EOC 中的 MVD 和 VEGF

表达

第 7、14、21天，三组间MVD和 VEGF表达水平或MVD

和 VEGF表达水平变化百分比有显著性差异（P<0.05），不敏感
组与对照组比较差异不具有统计学意义（P>0.05）。
2.4 DXT治疗后大鼠 EOC中的肿瘤坏死

如表 6所示，在第 3天和第 7天，三组之间的肿瘤坏死或

坏死率变化百分比差异不具有统计学意义（P>0.05）。在第 14

天和第 21天，敏感组和不敏感组或对照组之间观察到显著差

异（P<0.05），但不敏感组和对照组之间没有显著差异（P>0.05）。

2.5 相关性分析

如表 7 所示，RT 的百分比变化与肿瘤大小、MVD 和

VEGF表达水平的百分比变化呈中度正相关，与肿瘤坏死率的

百分比变化呈中度负相关（P<0.01）。PI的百分比变化与肿瘤大
小和MVD的百分比变化呈中度正相关，与 VEGF表达水平变

化百分比呈弱正相关，与肿瘤坏死率变化百分比呈中度负相关

(P<0.01)。AUC与肿瘤大小变化百分比呈弱正相关，与MVD和

VEGF表达水平变化百分比呈中度正相关，与肿瘤坏死率变化

百分比呈弱负相关（P<0.01）。

3 讨论

DXT是一种常用于治疗 EOC的化疗药物，其显著的抗肿

瘤机制之一与其对血管生成的抑制作用有关[16,17]。先前对乳腺癌、

宫颈癌、脊柱癌和其他癌症类型的研究表明，CEUS参数可能能

够在肿瘤大小发生变化之前检测到治疗反应[18,19]。Brloznik等人
[20]证明 CEUS可以检测卵巢癌异种移植物中对磷酸肌醇 3-激酶

/哺乳动物雷帕霉素靶点抑制的细胞和血管反应。在本研究中，

CEUS用于分析诱导大鼠 EOC对 DXT的早期治疗反应。

Groups Day 0 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21

Sensitive group 24.17± 5.36 24.11± 5.40 23.66± 4.72 19.83± 3.94* 17.10± 3.73*#

Insensitive group 25.01± 5.52 24.87± 4.08 24.96± 3.59 25.13± 4.14 25.20± 4.01

Control group 26.08± 5.14 25.73± 5.06 26.94± 4.51 29.12± 3.18 30.07± 3.06

表 2 DXT对大鼠 EOC肿瘤大小的影响肿瘤大小（MRI法）

Table 2 Effect of DXT on tumor size of EOC in rats tumor size (MRI method)

Note: compared with the control group, *P<0.05; compared with the insensitive group, #P<0.05.

表 3 不同时间点肿瘤大小的变化率（%）

Table 3 Change rate of tumor size at different time points (%)

Groups Day 3 Day 7 Day 14 Day 21

Sensitive group -2.17± 5.35 -4.82± 5.14* -10.90± 3.05*# -30.46± 3.05*#

Insensitive group 4.09± 6.69 5.53± 4.77 5.44± 2.95 20.58± 4.24

Control group 8.53± 4.33 14.77± 5.63 22.41± 8.26 37.49± 9.64

图 1 敏感组（B）和不敏感组（A）的代表性 CEUS图像

Fig.1 Representative CEUS images of the sensitive group (B) and the insensitive group (A)
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本研究表明，在第 3天和第 21天之间，与不敏感组和对照

组相比，DXT敏感组的 RT、PI和 AUC变化百分比显著增加。

然而，直到第 14天或 21天才观察到这些参数本身的差异。在

治疗过程的早期（第 3天），RT与 PI组合的百分比变化的敏感

性和特异性均为 100 %（可用于检测对 DXT的反应)，使用 RT

和 PI减少 17.59 %的截止值，说明：与单独的 CEUS参数相比，

CEUS参数的百分比变化在检测个体动物对化疗药物的肿瘤

反应方面更有效，因此可作为监测肿瘤对化疗反应和确定个体

Note: compared with the control group, *P<0.05; compared with the insensitive group, #P<0.05.

表 4 超声造影参数在不同时间点的变化（%）

Table 4 Changes of CEcontrast parameters at different time points (%)

Time Groups △ %RT △ %PI △ %AUC

Day 3

Sensitive group -20.55± 2.40*# -22.44± 5.65*# -17.83± 4.28*#

Insensitive group -3.28± 4.28 -0.51± 5.50 -1.56± 2.55

Control group 6.75± 1.70 9.06± 7.42 5.08± 3.61

Day 7

Sensitive group -29.19± 1.92*# -23.39± 4.04*# -29.11± 1.93*#

Insensitive group -1.56± 4.53 -5.57± 3.57 -2.93± 5.64

Control group 9.87± 1.55 9.51± 17.05 7.40± 3.31

Day 14

Sensitive group -34.04± 3.05*# -32.88± 5.36*# -33.32± 5.71*#

Insensitive group 1.80± 5.46 -2.73± 5.81 -1.65± 4.35

Control group 13.05± 1.19 15.89± 7.15 12.47± 4.68

Day 21

Sensitive group -33.80± 4.44*# -32.85± 7.27*# -33.17± 6.47*#

Insensitive group 3.48± 6.44 4.48± 9.93 0.34± 8.70

Control group 15.14± 1.26 18.92± 8.36 11.32± 4.62

Note: compared with the control group, *P<0.05; compared with the insensitive group, #P<0.05.

Note: compared with the control group, *P<0.05; compared with the insensitive group, #P<0.05.

表 5 不同时间点的MVD和 VEGF表达水平的变化（%）

Table 5 Changes in MVD and VEGF expression levels at different time points (%)

Time Groups △ %MVD △ %VEGF

Day 3

Sensitive group -7.70± 6.73 -16.62± 15.82

Insensitive group -0.32± 2.54 -2.03± 9.97

Control group 4.09± 9.21 5.99± 30.07

Day 7

Sensitive group -25.82± 4.03*# -36.59± 11.00*#

Insensitive group -1.03± 7.66 -3.08± 2.42

Control group 9.27± 9.89 13.76± 13.79

Day 14

Sensitive group -26.34± 4.10*# -39.84± 7.50*#

Insensitive group -4.64± 2.66 -1.76± 8.33

Control group 12.87± 9.41 17.71± 17.87

Day 21

Sensitive group -30.84± 5.05*# -40.20± 9.88*#

Insensitive group -1.27± 3.35 -3.13± 5.18

Control group 17.02± 8.64 17.93± 15.32

Groups Day 3 Day 7 Day 14 Day 21

Sensitive group 75.98± 36.30 90.21± 24.05 177.58± 45.00*# 274.26± 20.62*#

Insensitive group 12.95± 21.83 27.81± 15.42 43.67± 10.47 48.78± 20.09

Control group 16.46± 24.71 22.60± 16.04 29.81± 16.18 40.80± 19.99

表 6 不同时间点肿瘤坏死的变化（%）

Table 6 Changes in tumor necrosis at different time points (%)
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化治疗方法的可靠生物标志物。

根据 RECIST等指南改变肿瘤大小是评估肿瘤对化疗反

应的最常用方法[21,22]。在本研究中，使用 MRI观察到的肿瘤大

小变化百分比在 DXT敏感组中显著高于从第 7天开始的不敏

感组和从第 14天开始的对照组。然而，肿瘤大小及其百分比变

化都没有达到完美的结果，即在第 21天监测 EOC对 DXT的

反应的灵敏度和特异性具为 100 %。说明：与肿瘤大小的百分

比变化相比，RT、PI和 AUC的百分比变化更有效和更快地反

映了 DXT治疗的功效，此外，CEUS参数（RT、PI和 AUC）在早

期检测 EOC对 DXT化疗的反应方面优于成像肿瘤大小。

研究显示：血管生成对于实体瘤类型的生存和持续生长至

关重要，MVD已被接受为血管生成的标准指标，它受到促血管

生成和抗内皮生长因子的严格调节[23,24]。VEGF是最必要的促

血管生成生长因子之一，血管生成过程中是必不可少的[25-27]。在

本研究中：治疗第 3天，治疗组分为敏感组和不敏感组，RT和

PI 降低约 17.59%，说明：DXT 化疗通过降低 MVD 计数和

VEGF表达水平对血管生成具有抑制作用，并且治疗引起的血

流动力学变化发生在肿瘤形态变化之前。Meng等人[28]证明，在

兔 VX2肝肿瘤中经皮乙醇注射后，RT和 AUC与 MVD呈中

度正相关，而 PI值与MVD无关。根据 Yuan等人[13]的一项研

究，反映肿瘤微血管灌注和通透性的 RT值在 VEGF189过表

达的肿瘤类型中最高，与本研究结果一致。

本研究中，组织病理学分析显示：从第 14天起，与不敏感

组和对照组相比，敏感组的坏死更为明显，这与 CEUS参数的

分析结果同时发生，但发生得较晚。本研究的结果还表明，RT、

PI和 AUC值的变化与MVD和 VEGF的变化呈正相关，说明：

这些参数的动态变化可以无创地反映体内肿瘤生物标志物的

表达。此外，RT、PI和 AUC值的百分比变化与坏死率呈正相

关，说明：CEUS参数的变化可能有助于预测肿瘤组织病理学

反应并监测 DXT治疗的有效性。然而，本研究也有局限性。例

如，CEUS和血管生成均未进行区域分析，肿瘤与正常组织交

界处的血管变异最大，此外，血管变异可能影响了肿瘤血管生

成的整体稳定性[29,30]。

总之，本研究的结果表明，CEUS参数在检测肿瘤组织病

理学反应方面优于成像肿瘤大小，其在早期评估 EOC中对

DXT的反应具有显著优势，而在临床中，CEUS参数检测可能

有助于在 EOC进展或治疗过程中，更快地评估并调整无反应

者的治疗方案，并改善其预后，因此在具有重要应用价值。
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