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　　【摘要】　目的：探索超声造影预测乳腺肿瘤新辅助化疗疗效的价值。方法：建立裸鼠人乳腺肿瘤模型，模拟临床给

药方案，在各次化疗后测量肿瘤生物学数据、超声造影数据及血管微循环指标。结果：肿瘤血管内皮生长因子受体1在化疗

早期显著下降，微血管密度在第2次化疗后显著下降；超声造影上肿瘤灌注峰值强度在化疗早期显著下降，灌注达峰时间在

第2次化疗后显著上升。结论：超声造影部分指标的变化与肿瘤微循环指标一致，具有深入研究价值。

　　【关键词】　超声造影；肿瘤模型；化疗

　　中图分类号：R730.41　　文献标志码：A　　文章编号：1008-617X(2017)06-0385-06

Diagnostic value of contrast-enhanced ultrasound in tumor model with chemotherapy  ZHOU Shichong, CHANG 
Cai, YUE Jian, FAN Yiwu, CHEN Min (Department of Ultrasound, Fudan University Shanghai Cancer Center; 
Department of Oncology, Shanghai Medical College, Fudan University, Shanghai 200032, China)
Correspondence to: CHANG Cai  E-mail: changcai@sina.com
　　【Abstract】 Objective: To explore the value of contrast-enhanced ultrasound (CEUS) in the diagnosis of breast cancer 
with neoadjuvant chemotherapy. Methods: A nude mouse model of human breast cancer was established, and the clinical drug 
administration program was simulated. After chemotherapy, the data of tumor biology, ultrasound imaging and blood vessel 
microcirculation index were measured. Results: Tumor vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR-1) showed a 
significant decrease after the early stage of chemotherapy, and the microvascular density (MVD) decreased significantly after the 
second chemotherapy. The peak intensity (IMAX) of tumor perfusion significantly decreased after the early stage of chemotherapy, 
and the time to peak (TTP) significantly increased after the second chemotherapy. Conclusion: The changes in some indexes of 
CEUS are consistent with the changes in some tumor microcirculation indexes, although the correlation between them has not been 
confirmed and needs further research.
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　　目前，国内女性恶性肿瘤中乳腺癌发病率

居第1位 [1]。新辅助化疗在其治疗中应用日益广 
泛[2]，但疗效评估仍依赖最终病理分级。现有影像

学技术可监测肿瘤在化疗前后的大小变化，但无

法在化疗早期预测最终疗效[3-4]。现有研究显示，

肿瘤可促进大量新生血管产生，这是其生长、侵

袭和转移的基础[5]。超声造影剂具有纯血池灌注特

性，本研究拟通过超声造影观察化疗前后肿瘤血

供改变，以达到早期预测化疗疗效的目的。

1　资料和方法

1.1　研究对象

　　实验动物为无特定病原体(specific pathogen 

free，SPF)级BALB/c裸鼠，雌性，4周龄。人乳

腺癌细胞株MCF-7来自复旦大学附属肿瘤医院中

心实验室。取对数生长期细胞，制成密度约为

2×107/mL的细胞悬液。于每只裸鼠右侧胸壁乳垫

下注射接种0.3 mL细胞悬液，诱导裸鼠产生乳腺

癌。接种后连续观察1周，以接种部位皮下出现

肿瘤结节、质地较硬等指标认为成瘤。4周后，

瘤体长至直径约2.0 cm时进一步实验。

　　将荷瘤裸鼠按完全随机法分成实验组和对照

组，每组30只。每组再按给药时间点分成3个亚

组，每个亚组10只。化疗前组：不给药，第1天

给药前处死。化疗1次组：第1天给药，第7天第

2次给药前处死。化疗2次组：第1、7天贯序给

药，第14天处死。各亚组小鼠于处死前称量体质
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瘤细胞计数。

1.4　统计学处理

　　采用SPSS 17.0软件。数据以x±s表示。将实

验组与对照组同一时间点的亚组数据比较作为组

间对照，实验组或对照组内各自3个亚组相互比

较作为组内对照。将所有单因素做的析因设计进

行方差分析(分组或时间点)，如有统计学差异，

进一步两两比较，P <0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　肿瘤物理指标

　　肿瘤生物指标包括荷瘤裸鼠体质量、肿

瘤体积(表1)。第1次给药后：体质量组间对照

(P=0.000)和组内对照(P=0.000)差异均有统计学

意义；肿瘤体积组间对照(P=0.000)差异有统计学

意义，组内对照(P=0.539)差异无统计学意义。第

2次给药后：体质量组间对照(P=0.000)和组内对

照(P=0.000)差异均有统计学意义；肿瘤体积组

间对照(P=0.000)差异有统计学意义，组内对照

(P=0.46)差异无统计学意义。

2.2　肿瘤微循环指标

　 　 微 循 环 指 标 包 括 M V D 、 V E G F R - 1 / 2 / 3 
(表2)。第1次给药后：MVD组间对照(P=0.138)
和VEGFR-3组间对照 (P=0.069)差异无统计

学 意 义 ， 组 内 对 照 ( P = 0 . 2 0 5 ) 差 异 无 统 计 学

意义；VEGFR-1组间对照 (P=0.008)显著下

降，VEGFR-1组内对照(P=0.007)显著下降。

第 2 次 给 药 后 ： M V D 组 间 对 照 ( P = 0 . 0 0 0 ) 和

VEGFR-3组间对照(P=0.003)显著下降，MVD
组内对照(P=0.004)显著下降；VEGFR-1组间

对照(P=0.000)显著下降，VEGFR-1组内对照

(P=0.000)显著下降。镜下切片见图1~2。

2.3　超声造影指标

　　超声造影指标包括IMAX、RT、TTP和mTT 
(表3)。第1次给药后：IMAX组间对照(P=0.001)
和组内对照(P=0.000)显著下降；TTP组间对照

量，测量肿瘤长径及短径，肿瘤体积换算公式=
长径×短径2/2。

1.2　化疗方案

　 　 实 验 组 给 药 方 案 C M F ： 环 磷 酰 胺

(cyclophosphamide，C)+甲氨蝶呤(methotrexate，

M)+氟尿嘧啶(fluorouracil，F)。给药剂量严

格依据Lloyd等的实验设计 [6]，单药剂量为2/3 
LD10。各药LD10剂量具体如下 [7-9]：环磷酰胺 
100 mg/kg，甲氨蝶呤27 mg/kg，氟尿嘧啶

140 mg/kg。模拟临床给药方案CMF。在实验组

亚组给药的同时，相应对照组亚组给予生理盐

水，均为腹腔注射。

1.3　仪器与方法

　　全部实验动物于处死前进行超声造影检查。

使用意大利Esaote公司MyLab90多普勒彩色超

声诊断仪，探头频率8~12 MHz。超声造影剂为

意大利Bracco公司SonoVue，每只裸鼠通过尾静

脉注射0.005 mL。注射后立即进行造影观察，

记录数据。造影结束后于探头下置入定位针，

确定观察区域。采用德国TomTec公司分析软

件SonoLiver脱机分析造影数据，获取以下造影

参数：肿瘤灌注峰值强度(maximum intensity，

IMAX)，即造影剂灌注达峰时对比对照区域的强

度值；上升时间(rising time，RT)，即灌注从峰

值10%至90%强度所需时间；灌注达峰时间(time 
to peak，TTP)，即从开始灌注至达峰所需时间；

平均渡越时间(mean transit time，mTT)，即病灶

峰值强度下降一半所需时间。

　　全部裸鼠于置入定位针后脱颈处死，沿

探 头 方 向 剖 开 瘤 体 ， 取 定 位 针 所 在 厚 度 约 
5 mm、长度包含全部造影瘤体的组织，固定后

石蜡包埋切片。检测微血管密度(microvascular 
d e n s i t y ， M V D ) ， 血 管 内 皮 生 长 因 子 受 体

(vascular endothelial growth factor receptor，

VEGFR)-1/2/3。将实验组中化疗前亚组和2次化

疗亚组的肿瘤标本切片，于光学高倍镜下进行肿

表 1　肿瘤生物指标

指标
化疗前 化疗1次 化疗2次

实验组 对照组 P值 实验组 对照组 P值 实验组 对照组 P值

体质量/g 20.70±0.35 20.65±0.47 0.837 19.15±0.24 21.85±0.34 0.000 15.55±0.72 23.40±0.84 0.000

肿瘤体积/cm3 37.25±13.18 38.32±11.67 0.962 51.43±17.18 140.13±41.03 0.000 34.36±26.99 382.77±112.99 0.000
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(P=0.427)和组内对照(P=0.376)差异无统计学意

义。第2次给药后：IMAX组间对照(P=0.000)
和组内对照(P=0.000)显著下降；TTP组间对照

(P=0.001)和组内对照(P=0.001)显著上升。超声

造影见图3~5。

2.4　病理结果

　　在光学显微镜40倍物镜下计数，化疗前实验

组肿瘤细胞密度为464.92±60.85/HF，2次化疗后

实验组肿瘤细胞密度为136.99±17.3/HF，化疗后

肿瘤细胞显著减少(P=0.000)。

表 2　肿瘤微循环指标

指标
化疗前 化疗1次 化疗2次

实验组 对照组 P值 实验组 对照组 P值 实验组 对照组 P值

MVD 17.80±2.77 17.81±2.21 0.893 16.46±1.37 18.03±2.76 0.138 13.30±1.51 17.96±2.34 0.000

VEGFR-1 264.01±5.22 263.77±5.18 0.956 205.66±38.82 264.29±52.87 0.008 34.01±6.34 268.47±54.94 0.000

VEGFR-2 211.46±94.78 207.6±92.15 0.837 188.3±84.4 209.76±43.33 0.558 165.17±44.6 212.2±98.66 0.202

VEGFR-3 159.54±59.65 155.11±59.99 0.911 116.28±41.37 158.64±56.08 0.069 89.06±12.58 159.58±59.64 0.003

表 3　超声造影参数

指标
化疗前 化疗1次 化疗2次

实验组 对照组 P值 实验组 对照组 P值 实验组 对照组 P值

IMAX 366.19±68.57 366.24±69.48 0.999 256.92±53.10 366.54±71.29 0.001 76.96±23.49 364.55±92.49 0.000

RT 13.4±2.17 13.5±2.55 0.838 14.9±3.14 13.5±2.22 0.215 17±3.16 13.7±2.4 0.005

TTP 15.85±3.22 16.1±3.2 0.896 17.48±3.29 16.02±2.75 0.427 22.52±6.95 16.12±3.56 0.001

mTT 43.69±6.26 43.65±6.3 0.998 43.93±8.69 43.6±7.62 0.925 44.78±5.94 42.63±10.85 0.540

(×40，H-E staining)

图 1　实验组化疗前、化疗1次、化疗2次的MVD镜下切片

(×40，H-E staining)

图 2　实验组化疗前、化疗1次、化疗2次的VEGFR-1镜下切片
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图 3　化疗前肿瘤超声造影图

可见峰值强度较高，灌注面积较大

图 4　化疗1次后的肿瘤超声造影图

峰值强度有所下降，灌注面积尚未变化
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3　讨　　论

　　目前，超声造影预测抗血管生成药物疗效

的研究比较多。有研究报道 [10-14]，在动物肿瘤

模型中使用抗血管生成药物，伴随着肿瘤微循

环指标降低，超声造影参数出现不同程度的改

变，部分研究认为超声造影参数与抗血管疗效

相关。然而，临床使用的大部分化疗药物主要

通过抑制肿瘤细胞DNA和RNA合成来抑制肿

瘤生长，作用机制不同于抗血管药物。有研究

报道 [15-16]，超声造影在新辅助化疗前后曲线有

显著变化，但缺乏足够的量化参数。有研究报

道 [17-19]，单独使用化疗药物如顺铂或阿霉素，

可观察到肿瘤的微循环指标改变，且伴有超

声造影参数变化，但他们没有研究早期变化

与肿瘤化疗疗效的关系。本研究模拟临床联

合化疗方案，探讨用药后肿瘤微循环指标的

改变及超声造影指标的改变，并分析两者的 
关系。

　　本研究中，MVD在第2次化疗后的组内和组

间出现显著下降，与既往报道[17-19]吻合。进一步

研究发现，VEGFR-1在首次化疗后组内和组间

即出现显著下降，提示作为微循环指标，其可能

比MVD对化疗药物更敏感。2次化疗后，肿瘤细

胞下降70%以上，按病理MP分级，属不完全缓

解中的3级。浸润癌细胞的降低达30%~90%，属

中度减少。由此可见，肿瘤细胞被化疗灭活的同

时，出现了显著微循环改变。

　　第2次化疗后TTP在组间和组内均显著上

升，提示肿瘤灭活后灌注时间延长，很可能是微

循环受到破坏所致。对比病理结果，肿瘤体积在

2次化疗后较化疗前未出现显著变化，而部分微

循环指标和部分造影指标出现显著变化，两者具

有一致性，均早于肿瘤物理体积的变化。

　　在乳腺癌新辅助化疗模型中，超声造影部分

指标变化与肿瘤微循环指标变化具有一致性，

均早于肿瘤物理体积变化。虽然尚未证实两者相

关，但值得进一步深入研究。

　　本研究存在以下不足：样本量相对较小，无

法进行相关性分析；仅模拟了一种新辅助化疗方

案；MCF-7细胞也不能体现乳腺癌免疫组化和基

因分型的多样性。

　　综上所述，超声造影参数IMAX和TTP在化

疗过程中，与肿瘤微循环指标MVD和VEGFR-1

图 5　化疗2次后的肿瘤超声造影图像

  峰值强度持续下降，灌注面积明显减少，考虑可能是局部肿瘤坏死所致

超声造影在肿瘤化疗模型中诊断价值的初步探索
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的变化具有一致性，提示超声造影具备了预测新

辅助化疗疗效的潜力。
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