
To further compare the binding activity of NEIBMs with the four mouse IgG subclasses，ELISA was conducted with
HＲP-labeled NEIBMs． Ｒesults After five，four，five and five rounds molecular evolution of the phage library di-
rected by mouse IgG1，IgG2a，IgG2b and IgG3，the control phages and one inserted the library was all two inserted
domains phages，suggesting that the evolution of the library was finished． Sequence analysed by the software
showed that DD，DD，AC and DC were obtained by the mouse IgG1，IgG2a，IgG2b and IgG3 respectively． The
phage binding assays confirmed that the three molecules possessed binding advantages with the four mouse IgG sub-
classes． The results of ELISA with HＲP-labeled NEIBMs were not completely consistent with the in vitro molecular
evolution of the library by four mouse IgG subclasses，but the binding strength was consistent，all were: IgG3 ＞
IgG2a ＞ IgG2b ＞ IgG1． Conclusion In this work，three novel evolved immunoglobulin binding molecules D-D，A-
C and D-C are obtained from the in vitro molecular evolution of a combinatorial phage library displaying randomly-
rearranged various binding domains，and they have special binding advantages with the four mouse IgG subclasses
that don’t exist neither in SpA nor SpG． The three molecules provide the new molecules for the purification and de-
tection of the four mouse IgG subclasses．
Key words phage library; directed molecular evolution; subclass; NEIBM

9． 4 T 磁共振弥散张量纤维束成像对 SD 大鼠 C6 胶质瘤

模型肿瘤生长特点随时间变化的影像学分析
马 璐，余永强

摘要 目 的 探 讨 9． 4 T 磁 共 振 弥 散 张 量 纤 维 束 成 像

(DTT)对 SD 大鼠 C6 胶质瘤模型皮质纤维束(CST) 随着肿

瘤发展所致的一系列影像学变化，并通过相关病理检验验证

影像诊断中的意义。方法 ① 使用立体定向法对 20 只成

年雄性的 SD 大鼠的右脑尾状核注入体积为 10 μl 含 106
个

的 C6 胶质瘤细胞悬浮液。② 运用 9． 4 T 行常规磁共振

(MＲI)、弥散张量成像(DTI) 和 DTT 检查后，运用 Function
tool 软件 处 理，得 到 各 向 异 性 分 数 图［纤 维 束 重 组 成 像

(FA)］图和方向编码彩色图及双侧 CST 3D 纤维束重建图。

对肿瘤病灶区域及肿瘤周边水肿区及正常白质区进行 FA

值及平均弥散系数(MD) 值测量，进行 FA 图像信号强度及

对比度的分析，并且观察分析不同时期的 SD 大鼠 C6 脑胶

质瘤对皮质脊髓束解剖关系的影响，然后行 HE 染色进行病

理证实。结果 所有 SD 大鼠 C6 脑胶质瘤模型均完成 3D

纤维束 FA 图像重建。测量的 FA 值在 3 个区域比较差异

(肿瘤实质区、周围水肿带、正常脑白质区) 均有统计学意义
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(P ＜ 0. 05)，水肿带和肿瘤实质区测量的 FA 值差异无统计

学意义(P ＞ 0. 05)，而 3 个部位的测量的 MD 值差异有统计

学意义(P ＜ 0. 05)，DTT 显示随着时间的推移，脊髓纤维束

容易受到脑肿瘤占位、浸润、瘤周水肿带等的影响，纤维束可

出现破坏和移位。结论 9. 4 T 磁共振 DTT 能对不同时期

SD 大鼠 C6 胶质瘤模型做出直观观察，能较好显示皮质纤维

束解剖关系的改变，病理上的改变也证实影像上的分析。
关键词 9． 4 T 磁共振;DTT;DTI;MＲI;C6 胶质瘤模型;SD
大鼠;FA 值

中图分类号 Ｒ 338;Ｒ 739． 41;Ｒ 445
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492(2014)09 － 1233 － 05

脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，

致死率高，术后容易复发，平均存活期仅为 9 ～ 12 个

月。由于脑胶质瘤生长的显著特点是浸润性和侵袭

性，其与周围正常组织分界不清，即使在手术显微镜

下，也难以完全切除，根治困难，目前随着磁共振

(magnetic resonance imaging，MＲI) 技术的发展，人

们对肿瘤及其周围变化的认识尤其是肿瘤对脑白质

纤维完整性影响及对瘤周浸润程度的影响更加深

入，利用 MＲI 弥散张量纤维束成像序列 ( diffusion
tensor tractograph，DTT) 技术重建立体脑白质纤维

束在影像学上的研究逐渐成为热点
［1］。随着影像
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新技术的出现，虽然可以重建不同时期患者的立体

脑白质纤维束图，使临床精确手术切除肿瘤成为可

能，但是由于临床患者的身体状况、病情变化及伦理

学限制等原因，影像新技术检测后不能进一步行病

理确认，造成研究的局限性，因此重建 C6 胶质瘤大

鼠脑纤 维 立 体 图 为 更 近 一 步 研 究 胶 质 瘤 提 供 依

据
［2］。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物及细胞株 雄性 SD 大鼠 24 只，

SPF 级，约 250 g，购于安徽医科大学实验动物中心。
分组:实验组 20 只，对照组(假手术组)4 只。C6 胶

质瘤细胞株来自安徽医科大学临床药理研究所( 购

买自中国科学院上海细胞库);其他物品均由安徽

医科大学临床药理研究所提供。
1． 1． 2 细胞培养与处置 C6 胶质瘤细胞放在的

1640 培养基 + 10% 胎牛血清的培养液中培养。接

种前，细胞处于状态良好的对数期，加入含质量分数

为 1%琼脂糖的无血清双倍 1640 为细胞悬浮介质，

终浓度为每 10 μl 含 106
个 C6 细胞。

1． 1． 3 立体方向接种法 立体定向架固定头部，以

右脑尾状核为细胞种植点(即外耳道连线前 7 mm、
中线向右 3 mm 处为钻孔位置)，利用立体定向架定

位并使用微量注射器注入接种体积为 10 μl，细胞为

106
个的 C6 胶质瘤细胞悬浮液

［3］。垂直缓慢进针 4
～ 5 mm，注射时间为 10 s，注毕停针 45 s，然后缓慢

拔针。定期(1、2、3、4 周)行 MＲI 检查。
1． 2 方法

1． 2． 1 MＲI 检查方式 采用最大梯度场为 50 mT /
m，切换率为 150 T /m /s 的 9． 4 T 超导型 MＲI 成像

系统(位于中国科学院合肥物质科学研究所)。并

按如下顺序以视交叉为中心扫描:轴位 SE-T1WI、
FSE-T2WI、T2-FLAIＲ、弥散张量成像序列( diffusion
tensor imaging，DTI)、DTT，最后行轴位、矢状位、冠

状位 T1W1 增强扫描。常规 MＲI 检查扫描参数:

TIWI 序列:TＲ = 350 ms，TE 最小值，带宽 50，层厚

3． 0 mm，层间距 0，矩阵 192 × 192，激励次数 4，FOV
8 cm。T2WI 序列:TＲ = 3 000 ms，TE = 120 ms，层

厚、层间距、矩阵、激励次数、视野均与 T1WI 相同。
FLAIＲ T2WI 序列: TＲ = 9 000 ms，TE = 155 ms，回

波链长为 36，带宽为 31． 25，层厚 3． 0 mm 激励次数

1，FOV 15 cm。DTI 序列:采用单次或多次自旋回波

序列，层厚 3． 0 mm，层间距 0，层数 8，激励次数 16，

视野 8 cm，每层运用 15 个非共线方向的数据，梯度

扩散因子(b)值为 0 和 800 s /mm2，TＲ:2 500 ms，TE
最小值。DTT 技术利用计算机后处理重建。增强扫

描序列:平扫后行冠状、冠状 T1WI 增强扫描，增强

方式采用腹腔注射扎喷替酸葡甲胺( gadopentetate
dimeglumine magnevist，Gd-DTPA)2． 5 ～3． 0 ml /kg 约

20 min 后扫描，参数同常规 T1WI，行 SAG 3D-bravo
扫描参数:层厚 0． 8 mm 视野 8 cm，预扫描时间 380
ms，翻转角 15°，带宽 31． 25，Locs per Slab 为 38。
1． 2． 2 相关病理验证方法 所有大鼠第 4 次 MＲI
检查后均解剖取脑组织，用 4% 甲醛溶液固定 24 h，

首先观察大体形态学表现:以视交叉为参照
［4］，选

取冠状位连续切取三块 4 mm 厚度标本，脱水，石蜡

包埋，取与 DTI 肿瘤最大层面脑组织标本做连续冠

状切片，切片数约 10 张，厚度约 0. 4 mm。每个标本

取 4 张行 HE 染色观察确定 C6 胶质瘤分化程度

(WHO 分级)［5］
和肿瘤浸润情况，并观察肿瘤中心

区、瘤周水肿区肿瘤细胞密度改变
［6］。

1． 3 图像剖 析 及 测 量 按 照 常 规 T1WI、T2WI、
FLAIＲ、T1WI 增强图像的不同信号改变确定肿瘤的

实质部分、瘤周水肿带、正常脑组织
［7］。① 肿瘤的

实质 部 分: T1WI 增 强 区 域，若 强 化 不 明 显 结 合

T2WI、FLAIＲ 表现。② 瘤周水肿:T1WI 增强不明

显，FLAIＲ 信号被抑制。③ 正常组织:位于肿瘤对

侧的脑组织，T1WI、T2WI、FLAIＲ 信号正常。通过

西门子工作站 Function tool 软件进行表观弥散系数

(apparent diffusion coefficient，ADC)值测量，结合常

规 MＲI、DTI 和 ADC 彩图分别在肿瘤对侧正常脑白

质及灰质、肿瘤周围水肿区(肿瘤周边 1 cm 以内的

区域)、肿瘤实质选取感兴趣区( region of interesting，

ＲOI)［8］。分别测得平均弥散系数(mean diffusivity，

MD)以及各向异性( fractional anisotropy，FA) 值
［9］。

对不同时期 FA 图、彩色张量图及脑白质纤维图进

行测量以及分析，根据纤维束位置、方向的改变，肿

瘤将对邻近的白质纤维束的影响表现为以下 4 种情

况:无明显改变、推移、浸润和破坏
［10］。

1． 4 统计学处理 运用 SPSS 13. 0 统计软件进行

分析，组间差异检验采用配对 t 检验或方差分析，多

组均数间的两两比较采用 q 检验，用单因素方差分

析检验 3 个区域的 MD 值和 FA 值。
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图 1 SD 大鼠 C6 接种 12 d 后 MＲI 表现

A:T2WI 图;B:DWI 图;C:FA 图;D:原始向量图;E:D 图重建后 VECTOＲ 图;cc:胼胝体;hc:海马连合

2 结果

2． 1 肿瘤 MＲI 表现 全部 大 鼠 完 成 了 DTI 和

T1WI 等序列的 MＲI 扫描、FA 图像和 DTT 的重建。
扫描图片结果显示:脑灰质为等信号，脑室或者脑池

内的脑脊液为低信号，脑白质纤维束为显著的高信

号，形态结构清晰，即使在病灶的周围间质水肿区内

白质纤维束仍能显像。脑胶质瘤多为类圆形信号，

在 T2WI 图及 DWI 图上肿瘤区呈高信号;FA 图上

肿瘤区各向异性值不同，中心低，外周高;向量图上

肿瘤周边呈环状，见图 1。
2． 2 病灶不同区域的 MD、FA 值 MD 图清晰显

示胶质瘤肿瘤实质区、周围水肿区级正常白质区，3
个区域 MD 值分别为(1. 250 ± 0. 261) × 10 －9 mm2 /
s、(1. 131 ± 0. 146) × 10 －9 mm2 /s 以 及 (0. 826 ±
0. 090) × 10 －9 mm2 /s。肿瘤实质区、瘤周水肿带、正
常白质区的 MD 值比有统计学意义(P ＜ 0. 05)，而

肿瘤实质区、周围水肿区比较差异无统计学意义(P
＞ 0. 05);FA 图显示肿瘤邻近白质纤维受压移位，部

分浸润、破坏，肿瘤的实质区、周围水肿带、正常白质

区域的 FA 值 分 别 为 (0. 173 ± 0. 024)、(0. 216 ±
0. 035)、(0. 395 ± 0. 048)、3 个区域 FA 值比较差异

有统计学意义(P ＜ 0. 05)。
2． 3 肿瘤与全脑纤维束的关系 分别于 1、2、3、4
周进行 DTI 检查，经后处理软件生成 DTT，主要重

建胼胝体、运动区和扣带回的纤维束，观察 1 ～ 4 周

不同时期肿瘤生长的特点，见图 2;第 1 周，肿瘤侧

各 纤维束形态及连续性完整，与对侧相近;第2周

图 2 肿瘤种植后 1 ～ 4 周肿瘤对白质纤维束的影响

A:前后位(正面观);B:上下位(底面观);C:右侧位( 侧面观);

1:1 周;2: 2 周;3: 3 周;4: 4 周;棕色:肿瘤;红色:左右走行的纤维

束;绿色:上下走形的纤维束;蓝色:前后走形的纤维束;实心箭头:肿

瘤侧胼胝体向对侧轻度移位;空心箭头:肿瘤侧胼胝体消失;白色箭

头:对侧胼胝体向对侧移位

时出现轻度移位，连续性完整;第 3 周后则明显的向

腹侧或对侧移位，见图 3;到第 4 周肿瘤占据整个半

球，肿瘤周围纤维束消失破坏，对侧纤维束也出现相

应的移位，但连续性仍完整，见图 4。
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图 3 右侧纤维束移位图 图 4 右侧纤维束破坏及左侧纤维束移位图 图 5 GFAF 阳性 SP × 200

2． 4 相关组织病理结果分析 肉眼大体可见肿瘤

呈圆形或椭圆形，比周围正常组织颜色较深，边界较

清楚，肿瘤质地为鱼肉状，周边脑组织较对侧肿胀，

中线偏移，部分肿瘤内可见少许出血。HE 染色:肿

瘤弥漫生长，细胞呈椭圆形、星形，细胞密集，核深

染，细胞状态旺盛，每个视野均可见核分裂像。从肿

瘤中心区至瘤周水肿区肿瘤细胞密度逐渐下降，瘤

周瘤体交界处细胞密度下降明显，瘤内及瘤周可见

水肿，20 例肿瘤浸润程度在 35% ～ 65%，中度浸润

4 例，重度浸润 16 例。［根据肿瘤细胞所占比例鉴

定肿瘤浸润程度:① 无浸润( － ):无肿瘤细胞;②
轻度 浸 润 ( + ): 肿 瘤 细 胞 ＜ 20% ;③ 中 度 浸 润

():肿瘤细胞 20% ～ 40% ;④ 重度浸润():肿

瘤细胞 ＞ 40%］。GFAP 见核深染呈棕褐色，呈强阳

性表达，表明给 SD 大鼠立体定向接种的肿瘤为胶

质源性肿瘤，有人类脑胶质瘤的特性，见图 5。

3 讨论

DTT 是目前唯一能活体显示白质纤维束的无创

成像方法
［11］，通过依据脑白质纤维束内水分子活动

的各项异性将平行于白质纤维束长轴方向的水分子

弥散运动表现为高信号，从而实现白质纤维束的显

像。在不同的参数图及后处理图上可以直观的显示

脑白质纤维束的走形和分布、胶质瘤与白质纤维束

的关系
［12］。肿瘤对周围的白质纤维束产生水肿、压

迫和浸润，通常描述为以下 4 种类型:① 移位指白

质纤维束保持正常的各向异性位置和走行已发生改

变;② 水肿在 T2WI 图像上显示为高信号，白质纤

维束的各向异性及其位置尚正常;③ 浸润在移位或

水肿的基础上白质纤维束变得稀疏但尚能辨认;④
破坏是指白质纤维束出现断裂，消失，不能辨认。低

级别胶质瘤一般仅表现为移位和(或) 水肿，高级别

胶质瘤除表现为水肿、移位外，多有浸润和破坏的征

象
［13］。并且瘤周水肿区的 FA 值可用于评估胶质瘤

对周围脑白质的侵袭浸润程度，因为肿瘤细胞常破

坏神经纤维髓鞘结构，常致使 FA 值减低，所以 FA
值可作为评价肿瘤浸润的指标用于区分脑肿瘤与肿

瘤周边正常组织
［14］。胶质瘤病灶内及周围水肿区

与正常脑组织比 MD 值显著升高，而 FA 值显著降

低，这种改变表明肿瘤浸润破坏了周围的组织结构、
血管源性水肿所致细胞外自由水的增多，DTT 不但

可重建胶质瘤病灶对周围重要脑白质纤维束的影响

外，而且还可看到脑白质纤维束的结构完整性与肿

瘤的确切位置的关系，但是 DTT 对于模型胶质瘤诊

断还存在一些局限，首先:生化特性如黏度、温度、微
观结构、分子、细胞膜和细胞器等会影响 FA 值的测

量，在胶质瘤的病理生理状态下是否能准确测量还

需进一步研究证实;其次:弥散运动所设计的成像序

列对微观的弥散运动很敏感，影响 DTI 定量分析尤

其是在活体成像中，容易产生伪影，导致 DTT 所重

建的纤维轨迹与真实存在的传导通路存在一定偏

差，这些问题在动物模型中同样存在。因此 DTT 无

法取代 T1WI、T2WI 和 FLAIＲ，必须相互结合才能完

成诊断
［15］。

总之，DTT 技术可以清楚地显示 SD 大鼠脑胶

质瘤模型不同时期脑白质纤维与周围解剖结构的空

间关系、DTI 测量的 MD 值、FA 值可以区分肿瘤的

实质区、周围水肿带、正常脑组织。
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Application of 9． 4 T of DTT in the diagnosis of cerebral gliomas of SD rat
Ma Lu，Yu Yongqiang

(Dept of Ｒadiology，The Four Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the 9． 4 T of DTT in the diagnosis of SD rat C6 cerebral gliomas model about
the change of CST on tumor progression and pathology confirmed． Methods ① 10 μl C6 cell suspension of 106

cells number were implanted into the right caudate nucleus of brain hemisphere of 20 adult male SD rat with ster-
eotactic technique． ② Application of 9． 4 T of DTT and DTI，meanwhile the routine T1-weighted imaging(T1WI)，

T2-weighted imaging(T2WI)，contrast-enhanced T1WI，FLAIＲ imaging and diffusion tensor of the brain were ac-
quired． Anatomic relationship between cerebral glioma and surrounding white matter fiber tracts was analyzed and
measured the values of FA and MD in different areas on fractional anisotropic (FA) map，color-coded directional
map，three-dimensional (3D) white matter fiber tracts map，then stained with routine HE． Ｒesults All of SD rat
C6 cerebral gliomas models 3D white matter fiber tracts map by means of FA maps of DTI were successfully comple-
ted． Apparently significant differences of FA values were found in solid tumor，surrounding edema，compared with
normal white matter regions (P ＜ 0. 05);but there was no significant difference among solid tumor and surrounding
edema region (P ＞ 0. 05);there were significant differences of MD values between solid tumor，surrounding edema
and normal white matter region (P ＜ 0. 05) ． Conclusion The 9． 4 T of DTT offers the optimal visualization of An-
atomic relationship between cerebral glioma and surrounding white matter fiber tracts in the different periods of the
tumor moder．
Key words 9． 4 T; DTT; DTI; MＲI; C6 model of Glioma; SD rat; FA values
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