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要#目的
!

探讨超声造影在肝纤维化模型中的应用价值$方法
!

#&

只雄性大鼠!实验组
1%

只建立大鼠肝纤维化模型!予

1&\

四氯化碳"

..H

2

#植物油混悬液皮下注射!每周
%

次!共计
!%

周!首次皮下注射剂量为
&81LQ

.

!&&

G

体质量!以后为

&8$LQ

.

!&&

G

体质量!于
$

(

#

(

"

(

!%

周末随机从造模大鼠中取
!&

只!从对照组大鼠中取
%

只行超声造影检查!记录造影剂到达肝

动脉时间"

O))F

#(造影剂到达门静脉时间"

/[)F

#(造影剂到达肝静脉时间"

O[)F

#!计算肝动
<

静脉渡越时间 "

O)<O[FF

#!

进入
.;F'

程序!获取肝实质时间
<

强度曲线!记录达峰值时间(峰值强度(曲线上升斜率(下降斜率$以病理肝纤维化分期进行分

组$结果
!

随着肝纤维化程度的加重!

($

期(

(2

期
O[)F

(

O)<O[FF

较对照组(

(!

期(

(%

期缩短$肝实质时间
<

强度曲线分析!

($

期(

(2

期峰值强度及曲线下降斜率较对照组(

(!

期(

(%

期降低$结论
!

应用超声造影可以观察大鼠肝动脉(门静脉(肝静脉显

影过程!能反映肝纤维化各期的血流动力学变化趋势!为早期肝硬化的无创性诊断提供了新的可能$

关键词#肝硬化,超声造影,动物实验
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中国属乙型肝炎病毒感染高流行区!多种因素导致的慢性

肝病往往都伴随肝纤维化的发生!如得不到有效控制!最终将

发展为肝硬化!甚至肝癌+

!

,

"研究证明!肝纤维化是病毒性肝

炎及各种慢性肝病向肝硬化转变的必经阶段!肝纤维化早期乃

至后期都可以发生逆转!发现越早!越有利于治疗和预后+

%

,

"

及早发现肝纤维化并采取相应治疗措施具有十分重要的意义"

应用功能影像学方法评价肝纤维化程度是目前研究的热点"

本研究采用四氯化碳#

..H

2

$油溶液皮下注射诱导建立大鼠肝

纤维化动物模型+

$

,

!病理分级肝纤维化程度!利用实时超声造

影匹配成像技术和声学定量时间
<

强度曲线分析软件!研究肝

纤维化不同阶段肝脏血流动力学动态变化"

!

!

材料与方法

!8!

!

实验动物
!

云南昆系
(R

大鼠
#&

只!雄性!体质量#

%1&

b1&

$

G

!由东南大学医学院动物房提供"随机分为对照组和实

验组!对照组
4

只!实验组
1%

只"

!8"

!

动物模型制作
!

食用色拉油与
..H

2

分析纯按容积比
!

h!

配成
..H

2

色拉油混悬液!予实验组大鼠背部皮下注射!每

周
%

次!共计
!%

周!首次剂量为
&81LQ

*

!&&

G

体质量!以后为

&8$LQ

*

!&&

G

体质量!于给药
$

%

#

%

"

%

!%

周末从造模大鼠中取

!&

只!对照组大鼠中取
%

只进行肝脏超声造影#

?6;MCD:MB;<

AD;?B5JHMCD:6J;5

!

.Ze(

$检查后行病理检查"

!8#

!

超声造影检查

!8#8!

!

检查前准备
!

大鼠禁食
4A

!

!&\

水合氯醛
$LQ

*

@

G

腹腔注射麻醉!固定%脱毛!以
1LQ

注射器连接
1

号半头皮

针!橡皮筋夹紧鼠尾根部使尾静脉怒张!行尾静脉穿刺!肝素保

留静脉通道"

!8#8"

!

造影剂与仪器
!

采用意大利
SCD??6

公司的超声造影

剂声诺维!在声诺维冻干粉末中加入生理盐水
1LQ

!振摇形成

含有磷脂包裹的六氟化硫微泡混悬液"百胜
FB?A;6:Re4

彩

色多普勒超声诊断仪!随机内置实时超声造影匹配成像#

?6;<

MCD:MMJ;B57LD

G

7;

G

!

.;F'

$技术和声学定量时间
<

强度曲线分

析#

TD:A<7;

*

TD:A<6JM

$软件)探头型号为
Q)1$%Z

!各种造影条

件!包括场深%增益等在所有动物和造影过程中保持不变"

!8#8#

!

图像采集
!

造影动态图像贮存于机器内置硬盘!通过

网线将造影动态图像及时间
<

强度曲线导入电脑!并用超声影

像工作站存储单帧静态图像"

"2"

重庆医学
%&!!

年
2

月第
2&

卷第
!&

期

"

基金项目#南京市卫生局青年科技人才启动基金资助项目#

Yd*&"!1$

$"

!

#

!

通讯作者!
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不同肝纤维化分期造影剂到达肝内血管时间比较'
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组别
O))F

#

:

$

/[)F

#

:

$

O[)F

#

:

$

O)<O[FF

#

:

$

对照组#

'c4

$

!&8$2$b&83#" !$8211b&8%#1 !481%4b&8!43 48%&#b&83"$

(!

期#

'c3

$

!&83!3b&8$"" !$82$3b&8%4" !48122b&8&4! 384%3b&82!4

(%

期#

'c!&

$

!&81$!b&8%%! !$824%b&8%#$ !48221b&82$& 38"%2b&81$!

($

期#

'c4

$

!&81$"b&8$#" !$811&b&8!!1 !#81!1b&8!"&

"

18"3#b&8$&

"

(2

期#

'c"

$

!&81&$b&8%!# !$824%b&8%$# !#8$4#b&8!"!

"

1844%b&8$!

"

!!

"

(

!

$

&8&!

!与对照组%

(!

期%

(%

期比较"

表
%

!!

不同肝纤维化分期肝实质时间
<

强度曲线参数比较'

Db9

(

组别 达峰时间#

:

$ 峰值强度#

B<&&!

$ 上升斜率#

B<&&!

$ 下降斜率#

B<&&!

$

对照组#

'c4

$

218!&$b!8"#4 $81%2b&82%% 28#43b&8%11 18223b&8$%$

(!

期#

'c3

$

228#2&b%8%"! $81%"b&8%1% 28"!&b&8233 18#!$b&8%2#

(%

期#

'c!&

$

228#%%b!83&! $81&"b&8!12 28#%3b&8$&$ 182!%b&8$%"

($

期#

'c4

$

218&$$b%8432 %84!$b&8!3"

"

284%3b&8224 28#$!b&8$&1

"

(2

期#

'c"

$

228#!#b!8"4" %8424b&8%2"

"

28#23b&8%"4 28##2b&8$%!

"

!!

"

(

!

$

&8&!

!与对照组%

(!

期%

(%

期比较"

!8#8E

!

检查方法
!

造影前常规超声观察大鼠肝动脉%门静脉

及肝静脉显示情况!选取同时显示肝静脉与门静脉切面!铁架

台固定探头!将机器条件切换至
.;F7

程序!调节机械指数(

&8&4"

!增益(

1&

!焦点(

!81?L

!造影剂各到达时间检测造影过

程持续
!L7;

!肝实质造影检测造影过程持续
1L7;

"每次注

射时间间隔至少
!&L7;

!应用
,HD:A

技术清除肝脏残存造影剂

微泡"若无法较好地观察肝静脉显影过程!则间隔
!&L7;

后

在同一切面予再测!直至成功"

!8#8L

!

参数的测量
!

逐帧回放观察超声造影全过程!将造影

剂在管腔内出现第一个造影剂微泡记为该血管的到达时间

#

)F

$!分别记录造影剂到达肝动脉时间#

AB

N

DM7?DCMBC

P

DCC7UDH

M7LB

!

O))F

$%造影剂到达门静脉时间#

N

6CMDHUB7;DCC7UDH

M7LB

!

/[)F

$%造影剂到达肝静脉时间#

AB

N

DM7?UB7;DCC7UDH

M7LB

!

O[)F

$!计算造影剂到达肝动脉时间和造影剂到达肝静

脉时间二者的差值!即肝动
<

静脉渡越时间#

AB

N

DM7?DCMBC

P

M6

UB7;MCD;:L7MM7LB

!

O)<O[FF

$"进入时间
<

强度曲线分析软

件!将感兴趣区置于图像中场!尽量避开肝内大血管!感兴趣区

大小设为
!?Li!?L

!仪器自动画出肝实质的时间
<

强度曲线!

利用仪器自带软件测量其达峰时间#

M7LBM6

N

BD@

!

F/

!为从显

影到峰值时间之差$%峰值强度#

N

BD@7;MB;:7M

P

!

/'

$%曲线上升

斜率#

D:?B;57;

G

:H6

N

B

!

)(

$%曲线下降斜率#

5B:?B;57;

G

:H6

N

B

!

R(

$"

!8E

!

病理学检查
!

剪取肝左叶相同部位!固定%脱水%包埋%切

片!分别行
OZ

染色及网状纤维染色"肝纤维化病理诊断标准

采用
%&&&

年全国病毒性肝炎防治方案中慢性肝炎纤维化分期

#

(&

!

(2

$标准"

!8L

!

统计学处理
!

采用
(/((!$8&

软件进行统计学处理!所

有数据以
Db9

表示!单因素方差分析超声造影参数各组间差

异!组间比较用
5

检验!以
!

$

&8&1

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"8!

!

动物模型一般情况
!

实验组大鼠给药后状态逐渐转差!

给药
4

!

!&

周后大鼠死亡数目增多!给药
!%

周末实验组大鼠

共死亡
!%

只"根据病理分级!

(&

期
#

只!

(!

期
3

只!

(%

期
!&

只!

($

期
4

只!

(2

期
"

只!对照组大鼠全部存活"

"8"

!

肉眼观察及光镜下表现
!

正常大鼠不同时间点肝脏标本

颜色鲜红!质地柔软)光镜下肝小叶结构正常!界限清晰)肝细

胞无变性坏死!无脂肪浸润!汇管区无炎性细胞浸润"实验组

大鼠皮下注射
..H

2

后!肝脏逐渐肿胀!颜色变为暗红!以后体

积缩小!颜色较正常变浅!质地变硬!肝脏体积萎缩!表面凹凸

不平!呈小颗粒状改变)光镜下小叶中央静脉周围肝细胞肿胀%

水样变性!汇管区扩大%炎性细胞浸润!小叶内或小叶间隔纤维

形成"随着造模时间的延长!肝细胞水肿加重!出现气球样变!

部分肝细胞出现轻度脂肪变)中央静脉周围及汇管区胶原纤维

与网状纤维沉积增多并向外延伸!形成纤维间隔!肝小叶结构

紊乱)给药
"

!

!%

周正常肝小叶结构消失%大量纤维间隔包绕

形成假小叶!部分到达早期肝硬化阶段)实验组网状纤维染色

结果示大量胶原纤维增生!纤维间隔宽大!增生的肝细胞被胶

原纤维包绕%分割成大小不等的假小叶!胶原围绕假小叶#封
%

图
!

%

%

$"

"8#

!

超声造影结果

"8#8!

!

不同肝纤维化分期造影剂到达肝内血管时间比较
!

经大鼠尾静脉注造影剂后!肝动脉%门静脉及肝静脉陆续显影!

对照组%

(!

期%

(%

期各参数两两比较差异无统计学意义#

!

%

&8&1

$)对照组%

(!

期
!

(2

期
O))F

%

/[)F

两组比较差异无

统计学意义#

!

%

&8&1

$!

($

期%

(2

期
O[)F

%

O)<O[FF

较对

照组%

(!

期%

(%

期缩短#

!

$

&8&!

$!

($

期与
(2

期各参数比较差

异无统计学意义#

!

%

&8&1

$!见表
!

"

图
$

!!

对照组肝实质超声造影时间
<

强度曲线

"8#8"

!

肝实质时间
<

强度曲线分析
!

各组达峰时间及上升斜

率两两比较差异无统计学意义)

($

期%

(2

期峰值强度及下降

&1"
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年
2

月第
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卷第
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斜率较对照组%

(!

期%

(%

期降低#

!

$

&8&!

$!

($

期与
(2

期各参

数比较差异无统计学意义#表
%

!图
$

%

2

$"

图
2

!!

(2

期大鼠肝实质超声造影时间
<

强度曲线

#

!

讨
!!

论

肝纤维化是细胞外基质在肝脏弥漫性的%过量的沉积!是

一个渐进性发展过程!病程发展存在一个可逆与不可逆的阶段

性演进过程"到目前为止!临床除进行肝脏活体穿刺组织学检

查外!尚缺乏简便可靠且具有可重复性的无创性检查方法+

2<1

,

"

随着声学造影技术的不断发展!运用造影剂评估脏器血流灌注

情况成为可能!而肝纤维化与肝硬化的病理改变关键在于其微

循环和血流动力学的改变"本研究通过测量声学造影剂通过

肝脏时间以及观察肝实质时间
<

强度曲线变化规律!以探求一

种能反应肝纤维化与肝硬化微循环及血流动力学改变的早期

诊断方法"

正常肝脏具有肝动脉系统和门静脉系统双重血供!造影剂

经外周静脉注射后!通过肺循环进入体循环至腹主动脉后!一

部分造影剂由腹腔动脉到肝动脉入肝!使肝动脉系统及其供应

的肝实质先增强!即为
O))F

!其增强时间最早)另外一部分

造影剂到脾动脉和肠系膜上动脉!然后经相应的静脉回流至门

静脉!入肝后导致门静脉系统回声增强)这两部分造影剂经肝

内动脉和门静脉分支一起汇入肝血窦!然后由小叶中央静脉回

流至肝静脉!即为
O[)F

!其增强晚于
O))F

!二者到达的时

间之差为
O)<O[FF

!即肝动
<

静脉渡越时间+

#<3

,

"肝纤维化

时!由于纤维结缔组织的增生!导致肝细胞的微绒毛明显减少

甚至消失!窦周间隙的胶原化!累及肝窦的毛细血管样通道!致

使肝窦毛细血管化!导致血管空间的减少!肝内血液循环速度

加快+

4

,

"

*6;6

等+

"

,研究表明!造影剂微泡的血流动力学与红

细胞完全相似!声学造影剂可作为指示剂来对器官的血流灌注

进行评价!造影剂到达时间能反映器官血流动力学的改变"刘

平等+

!&

,建立兔肝纤维化模型!发现肝静脉内造影剂到达时间

明显缩短!认为造影剂在肝内循环的时间变化在一定程度上成

为肝内血循环细微结构改变的间接征象!可用于肝纤维化的早

期诊断"

本研究结果表明!不同肝纤维化分期造影剂到达肝内血管

时间比较中!

($

期%

(2

期
O[)F

%

O)<O[FF

较对照组%

(!

期%

(%

期缩短!差异具有统计学意义"其产生的原因可能与下

列因素有关(#

!

$门静脉来源的造影剂绕过正常肝血窦而经毛

细血管化的肝血窦进入肝静脉)#

%

$部分动脉来源的造影剂微

泡可通过动静脉间的交通支而直接进入肝静脉!从而形成肝静

脉内造影剂微泡较正常时出现要早)#

$

$在肝实质病变时!由于

肝内产生多种神经递质如组胺%

1<

羟色胺等及血管活性因子如

血管内皮源性舒张因子等!使肝内及体循环处于高循环状态!

加速了造影剂微泡在体内的分布+

!!<!$

,

"在实验中!造影剂充

当了一种血液的示踪剂!反映了血液在肝内的循环情况!从而

造影剂在肝内循环的时间变化在一定的程度上成为肝内细微

结构改变的间接征象!结合病理结果!这一间接征象可用于肝

纤维化的诊断"

肝纤维化形成与进展过程中!血流动力学改变对肝脏灌注

产生复杂影响!随着肝纤维化的加重!

.Ze(

肝实质时间
<

强度

曲线峰值强度呈下降趋势!可能由于肝纤维化时!肝窦毛细血

管化!窦腔变窄!肝窦内血流淤滞!窦内压升高!肝内分流的形

成导致肝内微循环进一步被破坏!肝内血管网减少!使肝实质

的血流减少"随着肝纤维化的加重!曲线下降斜率变小!

($

期%

(2

期与对照组%

(!

期%

(%

期比较差异有统计学意义"分析

可能的原因是肝纤维化
($

期%

(2

期随着肝窦毛细血管化的加

重!肝内分流的形成!直接进入肝静脉的造影剂微泡增多!导致

参与再次循环的微泡数量增加)肝内外分流的作用减少了造影

剂经过毛细血管的次数!降低了毛细血管对造影剂溶解入血浆

的促进作用+

!2<!1

,

"

本研究存在诸多不足之处!肝纤维化分期虽然有客观标

准!但还是带有很大的主观性)本研究对象为大鼠!其肝脏的解

剖结构和生理%病理状态与人体有较大的差别!所以!在对大鼠

实验中所得数据!与人体可能还有很大的不同)本研究各组病

例数还比较小!要为临床早期诊断肝纤维化和肝硬化制定标准

阈值!还需要大宗病例的进一步研究"

目前!国内外已建立包含多个非创伤性指标的肝纤维化诊

断模型#

,7IC6MB:M

!

KC6;:

指数!纤维化可能性指数等$!随着研

究的进展!联合多种影像检查方法!如
.F

%

-0'

灌注成像%

-0

弹性成像等!能对肝纤维化疾病有有更深入的研究!达到对肝

纤维化的早期诊断%分期及随访"
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!

Z/.

的细胞荧光染色鉴定
!

用
R7'<D?QRQ

和
,'F.<

eZ)<!

对细胞进染色后!采用荧光显微镜和激光共聚焦鉴定!

红色荧光的细胞为
R7'<D?QRQ

摄取阳性#封
$

图
%)

$"绿色荧

光的细胞为
,'F.<eZ)<!

摄取阳性#封
$

图
%S

$"而共聚焦下

双阳性细胞为同时摄取
R7'<D?QRQ

和
,F'.<eZ)<!

被认为是

正在分化的
Z/.:

#封
$

图
%.

$"

"8#

!

.R$2

及
.R$!

表达的免疫荧光染色检测
!

免疫荧光染

色显示!培养第
!&

天的细胞
.R$2

及
.R$!

均成阳性反应#封

$

图
$)

%

S

$"

#

!

讨
!!

论

自从
):ADCD

等+

!

,

!""3

年从外周血分离培养出
Z/.

以来!

Z/.

的研究一直是干细胞领域的热点之一"目前的研究表

明!

Z/.

参与了出生后的血管生成+

%

,

!能在病理条件下替代修

复损伤的内皮细胞!促进缺血组织的新生!维持血管内环境的

稳定及内皮的完整性+

$<2

,

"

Z/.

的鉴定是根据其细胞表面标

记来实现的!目前公认的把同时具有
.R$2

%

).!$$

%

[ZX,0<%

表面标志!且可吸收
R7'<D?QRQ

结合
,'F.<eZ)<!

的
Z/.

认

为是正在分化的
Z/.

+

1

,

"

Z/.

的分离方法主要有(#

!

$免疫磁珠法!利用
.R$2

%

[ZX,0<%

或
.R!$$

表面抗原从不同来源的单个核细胞分离

Z/.

+

#

,

"#

%

$密度梯度离心法!根据血液细胞成分比重的不同!

利用淋巴细胞分离液提取单个核细胞进行贴壁培养"考虑到

免疫磁珠法操作复杂%费用高%反复操作还会降低细胞活性!本

研究采用密度梯度离心法分离
Z/.

!并预涂纤维连接蛋白促

使细胞贴壁并向内皮细胞分化!在这种培养体系环境中!将单

个核细胞接种于完全培养液后!通过换液可将红细胞去除!从

而得到较纯的
Z/.

"体外扩增培养法大多从外周血获取

Z/.

!这就要求有大量的外周血液!而骨髓作为一个巨大的干

细胞库!其
Z/.

含量远高于外周血+

3

,

!为获得更高浓度的目标

细胞!本文采用骨髓作为细胞来源"

Z/.

不仅参与胚胎血管生成!也参与出生后的血管新

生+

4

,

!它可成功归巢到缺血组织!参与组织的修复+

"<!!

,

!提示

Z/.

在缺血性疾病中有重要意义"对肿瘤新生血管的研究发

现!

Z/.

是肿瘤新生血管生长必不可少的条件之一!

Z/.

不仅

整合到新生血管壁上构成新生血管的一部分!而且还通过分泌

促血管生长因子来促进新生血管成熟!增强新生血管的稳定

性+

!%<!$

,

"

Z/.

对骨折新生血管的影响也可能存在类似过程!

血管化是骨愈合过程中最基本的环节+

!2

,

"

06aB;

等+

!1

,发现自

体移植的
Z/.

能有效修复骨缺损!

Z/.

是否能促进骨折愈合!

是下一步的研究内容"
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