
·论  著·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2020.12.001
网络首发 https://kns.cnki.net/KCMS/detail/50.1097.r.20200225.1657.015.html(2020-02-26)

食蟹猴不同程度肝纤维化的3.0T
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  [摘要] 目的 分析食蟹猴不同程度肝纤维化的磁共振灌注加权成像(MR-PWI)参数的变化规律,探讨肝

纤维化严重程度的最佳检测指标。方法 采用配伍组设计对具有肝纤维化完整发展过程的15只食蟹猴进行

Exchange肝脏双血供模型的PWI对比研究,分析不同程度肝纤维化的PWI参数达峰时间(TTP)、最大浓度

(Max
 

Conc)、最大斜率(Max
 

Slope)、曲线下面积(AUC)的变化规律及其与肝纤维化严重程度的相关性,采用

ROC曲线判断PWI参数对肝纤维化的诊断效能,探讨肝纤维化严重程度的最佳检测指标。结果 随着肝纤维

化进展,TTP逐渐延长且组间比较差异均有统计学意义(P<0.01),Max
 

conc、Max
 

Slope、AUC逐渐变小且

S3、S4期与S0、S1、S2期比较,差异有统计学意义(P<0.01)。TTP与肝纤维化程度呈高度正相关(rs=
0.921)。PWI参数诊断不同程度肝纤维化的效能由高到低依次为:TTP>Max

 

Slope>AUC>Max
 

conc。
TTP诊断各期肝纤维化的阈值分别为:S1期1.714~<2.141

 

min、S2期2.141~<2.852
 

min、S3期2.852~
<3.595

 

min、S4期≥3.595
 

min。
 

结论 食蟹猴肝纤维化模型的PWI参数随着肝纤维化进展而发生规律性变

化,其中TTP是评价肝纤维化严重程度的最佳检测指标。
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  [Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

change
 

rule
 

of
 

parameters
 

of
 

MR
 

perfusion
 

weighted
 

imaging
 

(MR-PWI)
 

in
 

cynomolgus
 

monkeys
 

with
 

different
 

degrees
 

of
 

liver
 

fibrosis,and
 

to
 

explore
 

the
 

best
 

detection
 

index
 

for
 

evaluating
 

the
 

severity
 

of
 

liver
 

fibrosis.Methods Fifteen
 

cynomolgus
 

monkeys
 

with
 

the
 

complete
 

development
 

process
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

conducted
 

the
 

PWI
 

comparative
 

study
 

of
 

exchange
 

liver
 

double
 

blood
 

supply
 

model
 

by
 

adopting
 

the
 

randomized
 

block
 

design.The
 

change
 

rule
 

of
 

the
 

time
 

to
 

peak
 

(TTP),maximal
 

concentration
 

(Max
 

Conc),maximal
 

slope
 

(Max
 

Slope),area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

PWI
 

parameters
 

in
 

different
 

degrees
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

hepatic
 

fibrosis
 

were
 

analyzed.The
 

ROC
 

curve
 

was
 

adopted
 

to
 

judge
 

the
 

diagnostic
 

efficiency
 

of
 

PWI
 

for
 

hepatic
 

fibrosis,and
 

the
 

best
 

detection
 

in-
dicator

 

for
 

evaluating
 

the
 

severity
 

of
 

hepatic
 

fibrosis
 

was
 

investigated.Results With
 

the
 

liver
 

fibrosis
 

pro-
gress,TTP

 

was
 

prolonged
 

gradually,moreover
 

the
 

inter-group
 

comparison
 

showed
 

the
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P<0.01).Max
 

conc,Max
 

Slope
 

and
 

AUC
 

were
 

gradually
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

between
 

the
 

stage
 

S3
 

and
 

S4
 

with
 

the
 

stage
 

S0,S1,S2
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).TTP
 

was
 

highly
 

posi-
tively

 

correlated
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

(rs=0.921).The
 

efficiencies
 

of
 

PWI
 

parameters
 

for
 

diagno-
sing

 

different
 

degrees
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

form
 

high
 

to
 

low
 

were
 

in
 

turn
 

TTP>Max
 

Slope>AUC>AX
 

conc.The
 

threshold
 

values
 

of
 

TTP
 

for
 

diagnosing
 

the
 

each
 

stage
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

were
 

S1
 

stage
 

1.714-<2.141
 

min,S2
 

stage
 

2.141-<2.852
 

min,S3
 

stage
 

2.852-<3.595
 

min
 

and
 

S4
 

stage≥3.595
 

min.Conclusion The
 

PWI
 

parameters
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of
 

liver
 

fibrosis
 

model
 

in
 

cynomolgus
 

monkeydevelop
 

the
 

regular
 

changes
 

with
 

the
 

liver
 

fibrosis
 

progress,in
 

which
 

TTP
 

is
 

the
 

optimal
 

detection
 

indicator
 

for
 

evaluating
 

the
 

severity
 

degree
 

of
 

liver
 

fibrosis.
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  肝纤维化是慢性肝病的重要病理特征[1],在肝纤

维化S4期即早期肝硬化之前是一个可逆的过程[2],
但任其发展将会导致肝硬化甚至肝癌,因此,早期诊

断和治疗至关重要[3-4]。作为诊断肝纤维化“金标准”
的肝穿刺活检,由于具有“创伤性”缺陷而不利于肝纤

维化的动态监测和疗效观察,探寻无创性检查方法成

为肝纤维化研究的热点[3]。研究显示磁共振在无创

性评估肝纤维化方面具有较大的潜力和发展空间[5],
其中磁共振灌注加权成像(magnetic

 

resonance-perfu-
sion

 

weighted
 

imaging,MR-PWI)是一种能同时反映

组织器官形态学和血流灌注信息改变的功能影像学

检查方法,在许多脏器病变中显示出独特的诊断优

势[6-7],但对肝纤维化的研究报道极少。肝纤维化

PWI的基础研究方面,既往实验对象常为低等动物且

个体差异影响实验结果。而食蟹猴灵长类高等动物

的生理机能与人更为相似,是研究人类生命现象最好

的模型[8-11],但目前国内外文献尚未发现食蟹猴肝纤

维化模型关于PWI的研究报道。本研究采用自体配

对的方法,对具有肝纤维化S0~S4期完整发展过程

的15只食蟹猴的PWI进行动态对比研究,旨在客观

揭示PWI参数随肝纤维化严重程度而变化的规律,
并探讨肝纤维化严重程度的PWI最佳检测指标。
1 材料与方法

1.1 实验动物

实验动物为30只雄性健康食蟹猴,年龄7岁,体
重6.0~7.0

 

kg,由广西食蟹猴养殖基地及广西实验

动物中心提供。造模过程中所有实验猴均饲养在养

殖基地提供的专用空调实验房内(以不锈钢丝笼分笼

喂养和造模),房内通风良好,保持清洁,空调温度设

置为25
 

℃,空气湿度50%~70%。所有检查均经广

西医科大学医学伦理委员会及实验动物伦理委员会

审查批准。
1.2 实验试剂及肝穿刺活检枪

实验试剂:分析纯CCl4(≥99.5%)及无水乙醇,
均为广东西陇化工股份有限公司生产。肝穿刺活检

枪:半自动型活检针,规格型号“18G
  

L-130
 

mm”,制
造厂商为日本TSK株式会社。
1.3 模型制作

于专用空调实验房内分笼正常喂养,适应环境1
周后开始进行造模。用橄榄油将分析纯CCl4 配制成

400
 

mL/L,每只食蟹猴按1.0
 

mL/kg的剂量给予皮

下注射,每周2次,同时辅以饲喂含有约35%胆固醇

的高脂饲料(由广西食蟹猴养殖基地提供),并将无水

乙醇稀释成10%后作为唯一饮料。分别于造模前及

给药后的第4、8、12、16周,在B超引导下行肝右后叶

穿刺活检术,注意避开肝脏大的血管和胆管,标本长

1.5~2.0
 

cm。造模后的第20周,采用耳缘静脉注射

空气 栓 塞 法 处 死 存 活 的 所 有 实 验 猴,取 大 小 约

1.5
 

cm×1.0
 

cm×0.3
 

cm的肝脏标本送病理学检查。
 

1.4 病理学检查

对所有肝脏标本分别进行苏木素-伊红(HE)及
Masson三色染色病理学检查。肝纤维化的病理分期

参照以下标准[12]分为S0~S4期,S0期:无肝纤维化;
S1期:汇管区纤维化扩大;S2期:汇管区周围纤维化,
少量纤维间隔形成;S3期:纤维间隔伴小叶结构紊乱,
无肝硬化;S4期即早期肝硬化。其中S1、S2期为轻-
中度肝纤维化,S3、S4期属重度肝纤维化。另外,根
据肝组织的炎症活动度大小,又将其分为G0~G4级

(病理分级)。
1.5 MR-PWI检查及图像后处理

分别对造模前食蟹猴的正常肝脏及制作肝纤维

化模型之后的第4、8、12、16、20周的肝脏进行 MR-
PWI检 查。使 用 机 型 为 德 国 Siemens公 司 Verio

 

3.0T超导 MR扫描仪,8通道体部相控表面线圈。所

有实验猴的 MRI检查均于上午空腹状态下开展(禁
饮禁食8

 

h以上),将食蟹猴麻醉后取仰卧位固定,肝
脏区域置于线圈中心。完成常规序列平扫后进行动

态增 强 磁 共 振 成 像 (DCE-MRI)检 查,采 用 3D-
FLASH

 

扫描序列,扫描参数:激励次数1次,TR=
4.15

 

ms,TE=1.32
 

ms,翻转角分别为3°、6°、9°、12°、
15°,采集次数1次,矩阵156×256,层厚3

 

mm,层间

隔2
 

mm,全肝扫描层数52层,共30个时相,扫描时

间318
 

s。检查结束后,采用适用于肝脏双血供特点

的PWI分析软件(Exchange肝脏双血供模型)对采集

数据进行后处理,可以得到达峰时间(TTP)、最大浓

度(Max
 

Conc)、最大斜率(Max
 

Slope)、曲线下面积

(AUC)等灌注参数,并可自动重建出相应的灌注伪

彩图。
1.6 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件对具有肝纤维化完整发

展过程的食蟹猴的 MR-PWI检测指标进行统计学分

析,计量资料用x±s表示,各研究指标的比较采用配

伍组设计(随机区组设计)方差分析,组间两两比较用

SNK-q检验;PWI研究指标与肝纤维化严重程度的

相关性采用Spearman秩相关分析;以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 食蟹猴肝纤维化的造模情况

本实验对30只雄性健康食蟹猴进行肝纤维化造

模,造模过程中共有8只食蟹猴死亡,存活的22只食
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蟹猴均成功建立起肝纤维化模型,成模率为73.33%。
其中S1期22例次(图1),S2期20例次(图2),S3期

17例次(图3),S4期15例次(图4)。至第20周,具
有肝纤维化完整发展过程的食蟹猴共有15只。

图1  肝纤维化S1期(G2S1)的病理学表现(HE×100)

图2  肝纤维化S2期(G2S2)的病理学表现(HE×100)

2.2 食 蟹 猴 不 同 程 度 肝 纤 维 化 的 MR-PWI结 果

比较

剔除造模中途死亡的8只食蟹猴及尚未进展至

早期肝硬化的另外7只食蟹猴,对具有肝纤维化完整

发展过程的15只食蟹猴的MR-PWI检测指标进行配

伍组设计的对比研究,结果显示(表1),随着肝纤维化

进展,食蟹猴 MR-PWI的TTP逐渐延长且组间比较

差异均有统计学意义(P<0.01);Max
 

conc、Max
 

SLope、AUC逐渐变小,重度肝纤维化S3、S4期与

S0、S1、S2期比较,差异有统计学意义(P<0.01)。相

关分析显示,TTP与肝纤维化病理学分期呈高度正相

关(rs=0.921,P<0.01);Max
 

conc、Max
 

SLope、
AUC与 肝 纤 维 化 病 理 分 期 呈 中 度 负 相 关(rs=
-0.424、-0.683、-0.616,P<0.01)。

图3  肝纤维化S3期(G3S3)的病理学表现(HE×100)

  A:HE×100;B:HE×400。

图4  早期肝硬化(G4S4)的病理学表现

表1  食蟹猴不同程度肝纤维化的 MR-PWI参数变化(x±s)

肝纤维化程度 n TTP(min) Max
 

conc(mmol) Max
 

SLope(mmol/min) AUC

正常肝(S0期) 15 1.292±0.347 0.792±0.229 1.913±0.378 2.891±0.447

肝纤维化S1期 15 1.935±0.396 0.759±0.224 1.852±0.341 2.759±0.368

肝纤维化S2期 15 2.552±0.455 0.738±0.242 1.729±0.303 2.714±0.351

肝纤维化S3期 15 3.363±0.448 0.577±0.174 1.324±0.291 2.351±0.291

肝纤维化S4期 15 4.169±0.474 0.550±0.139 1.115±0.276 2.147±0.282

F 11.349 22.451 100.371 53.202

P 0.000 0.000 0.000 0.000

表2  食蟹猴早期肝硬化的 MR-PWI参数

   ROC曲线分析结果

MR-PWI参数 曲线下面积 截断点 灵敏度 特异度 P

TTP(min) 0.973 ≥3.595 0.933 0.917 0.000

Max
 

conc(mmol) 0.587 ≤0.645 0.733 0.633 0.000

Max
 

SLope(mmol/min) 0.709 ≤1.422 0.867 0.751 0.000

AUC 0.637 ≤2.371 0.801 0.717 0.000

2.3 MR-PWI参数在早期肝硬化中的诊断效能

PWI参数诊断不同程度肝纤维化的效能由高到

低依 次 分 别 为:TTP>Max
 

SLope>AUC>Max
 

conc,TTP的尤登指数最大(0.85),为最具诊断意义

的检测指标。TTP诊断肝纤维化各期的最佳临界点

(阈值)分别为:S1期1.714~<2.141
 

min、S2期

2.141~<2.852
 

min、S3期2.852~<3.595
 

min、S4
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期≥3.595
 

min,以ROC曲线判断得到的最佳临界点

来诊断不同程度肝纤维化,可以分别求出其灵敏度和

特异度(表3)。
表3  TTP诊断不同程度肝纤维化的最佳临界点

肝纤维化程度 最佳临界点(min) 灵敏度 特异度 P

肝纤维化S1期 1.714~<2.141 0.917 0.800 0.000

肝纤维化S2期 2.141~<2.852 0.925 0.833 0.000

肝纤维化S3期 2.852~<3.595 0.928 0.911 0.000

早期肝硬化(S4期) ≥3.595 0.933 0.917 0.000

3 讨  论

3.1 食蟹猴肝纤维化模型的建立及其意义

肝纤维化是慢性肝病的重要病理特征及可逆转

的中间发展环节,但如果得不到及时控制,可能会发

展为肝硬化甚至肝癌,因此,如何在可逆转的早期肝

硬化之前作出诊疗极为重要[13-14],是目前医学界关注

的重大课题。由于肝穿刺病理活检为有创检查,临床

研究无法对每位患者的肝纤维化发展进行动态观察,
为了探讨防治肝纤维化的有效措施,建立一个与人肝

纤维化相似并有肝纤维化S0~S4期完整发展过程的

动物模型极为重要。CCl4 是一种选择性肝毒性药物,
给予长期反复的CCl4 刺激可诱导肝纤维化形成。用

CCl4 诱导的肝纤维化模型具有成模时间短、简便、价
廉、重复性好及病理特征稳定可靠等特点,在形态学

和病理生理学方面与人肝纤维化一致,如CCl4 模型

的病理学分级与病理分期呈正相关关系[8,11,14],可发

生肝细胞坏死后再生,实验动物表现的体征及肝功能

异常与人慢性肝病进展为肝硬化时相似,因而成为国

内应用最多的造模方法[15]。食蟹猴属灵长类高等动

物,其生理机能较低级动物更接近于人类,是研究人

类生命现象最好的模型[8]。本研究及相关文献均显

示,CCl4 诱导建立的食蟹猴不同程度肝纤维化(S1~
S4)的病理特征与人类肝纤维化完全一致[8,10]。此

外,食蟹猴肝纤维化模型的血流灌注参数、血清标志

物及门静脉自由压力的变化规律与人类惊人的相似,
这是低等动物所无法比拟的[8,10-11]。由此可见CCl4
诱导建立食蟹猴肝纤维化模型的良好效果,可为慢性

肝病的防治研究提供更好的实验平台。
3.2 MR-PWI参数在食蟹猴不同程度肝纤维化中的

变化规律

因为肝纤维化的大体形态学变化不明显,所以影

像诊断一直是个难点,常规影像学检查往往不能作出

早期诊断,临床上主要依赖于患者不易接受的肝穿刺

病理活检这种有创检查,因而不利于肝纤维化的动态

监测和疗效评估,如何为肝纤维化和肝硬化的早期诊

断提供无创性检查显得尤为重要,已成为医学界研究

的热点。其中基于血流动力学的无创性功能成像研

究———CT灌注成像(CTP)和 MR-PWI正成为影像

医学研究寻求的突破口,有可能在形态学变化之前对

肝纤维化作出早期诊断[11],MR-PWI尚具有无辐射

损伤的技术优势,临床应用前景广阔。
MR-PWI采用快速扫描序列进行连续多层面、重

复采集静脉团注对比剂前后的图像,并通过图像后处

理获得一系列灌注参数,是一种能同时反映组织器官

形态学和血流灌注信息改变的功能影像学检查方

法[16-17],在许多脏器肿瘤中具有独特的诊断优势[6-7],
但对肝纤维化的研究报道则极少。本研究在与人有

近缘关系的食蟹猴肝纤维化模型上,采用自体配对的

方法,对具有肝纤维化S0~S4期完整发展过程的15
只食蟹猴的PWI参数进行对比研究,真正实现对每

一只食蟹猴建模前后的动态比较,从而能更客观地揭

示PWI参数随肝纤维化严重程度而变化的规律,将
会为临床采用PWI技术来无创性监测肝纤维化提供

更为可靠的理论和实践依据。
肝纤维化可以导致肝实质和血管结构发生改变,

从而引起肝血流动力学及血流灌注信息发生变化,常
规影像学检查往往无法反映这种细微的形态学改变,
PWI则可在肝脏形态学变化之前检测到异常的血流

灌注信息[17],从而实现对肝纤维化和肝硬化的早期诊

断。肝纤维化与肝窦毛细血管关系密切,正常肝窦是

不连续毛细血管,它有利于肝细胞和血液之间的物质

交换,而随着肝纤维化发展,肝窦内皮窗孔减少甚至

消失,最终是肝窦毛细血管化[18],而肝窦毛细血管化

将会导致肝脏血流灌注信息发生变化[19]。本研究显

示,TTP随着肝纤维化的进展而逐渐延长,考虑是由

于肝纤维组织增生及假小叶形成造成肝血流异常,不
成对的小动脉增多、肝窦毛细血管化及窦后阻塞等,
导致血管狭窄、闭塞,肝脏血流灌注速率减慢,同时沉

积在窦周、血管外间隙的胶原阻碍了对比剂的扩散,
这种病理改变随着肝纤维化的进展而加重,表现为

TTP逐渐延长且组间比较差异有统计学意义(P<
0.05)。本研究中的 Max

 

conc、Max
 

SLope、AUC均

随着肝纤维化进展逐渐变小,但只有重度肝纤维化

S3、S4期与S0、S1、S2期之间差异有统计学意义(P<
0.05),可见在肝纤维化严重程度的判断上,这些指标

的诊断价值有限。S0、S1、S2
 

期的 Max
 

SLope、Max
 

conc、AUC差异无统计学意义(P>0.05),可能是此

阶段没有肝纤维化或肝纤维化程度较轻,门静脉血流

阻力的增加相对较小,肝动脉可通过自身调节使肝脏

的总灌注量维持在一定水平,但发展到肝纤维化S3、
S4期时,肝小叶结构破坏及早期肝硬化假小叶形成,
肝微循环阻力明显增大,无法再通过肝脏的自身调节

功能来维持总肝灌注量的稳定,从而表现为S3、S4期

的 Max
 

SLope、Max
 

conc、AUC明显低于正常肝脏和

轻度肝纤维化。
3.3 MR-PWI参数在早期肝硬化中的诊断效能分析

本研究利用ROC曲线对 MR-PWI参数在早期
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肝硬化中的诊断效能进行分析评价,结果显示,TTP
是肝纤维化PWI最具诊断意义的检测指标(尤登指

数为0.85),考虑是因为肝窦毛细血管化及窦周、血管

外间隙胶原沉积可导致对比剂强化峰值时间延长,肝
纤维化越重,TTP时间越长(正相关关系),而且TTP
几乎不受对比剂等其他因素的影响。Max

 

SLope、
AUC、Max

 

conc诊断效能不佳的原因是这些指标的

大小除了与肝纤维化程度有关,还会受到对比剂浓

度、剂量及注射速率等因素的影响。TTP诊断肝纤维

化各期的阈值分别为:S1期1.714~<2.141
 

min、S2
期2.141~<2.852

 

min、S3期2.852~<3.595
 

min、
S4期≥3.595

 

min,也就是说,当 TTP大于3.595
 

min时,需要警惕早期肝硬化的可能;至于TTP诊断

肝纤维化严重程度的临床应用价值,还有待在今后的

临床研究中进一步加以验证。
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