三种正常大鼠磁共振成像心功能基础数据采集和分析
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【摘要】目的 大鼠是常用的制备心脏病模型的实验动物，而磁共振成像（MRI）技术已经成为评价心脏病模型病理进程和药效的重要技术手段，但是目前国内外没有正常大鼠心脏的磁共振成像技术参数，影响了这一技术的应用。本文利用磁共振成像技术，采集和定量分析Wistar、Sprague-Dawley和Lewis三种常用大鼠的左、右心室功能参数，为心脏病模型制备和分析提供参考数据。方法 利用7.0T高场强MRI心脏电影（CINE）序列，分析 Wistar、Sprague-Dawley和Lewis三种常用大鼠活体心脏组织的左、右心室心功能参数。结果 获得三种大鼠左、右心室的8-9周龄功能参数，包括：左、右心室的舒张末容积（EDV）、收缩末容积（ESV）、射血分数（EF）；左心室乳头肌层面舒张末期内径（EDD）、收缩末期内径（ESD）、短轴缩短率（FS）、舒张末前后室壁厚度（EDAWT，EDPWT）、收缩末前后室壁厚度（ESAWT，ESPWT）、前室壁增厚率（AWT）和后室壁增厚率（PWT）；右心室乳头肌层面舒张末室壁厚度（EDWT）、收缩末室壁厚度（ESWT）和室壁增厚率（WT）等十八项心脏主要功能和结构的正常值。结论 本研究获得的三种大鼠十八项心脏主要功能和结构的正常值，可作为心脏病模型制备成模判定和病理进程、药物评价的参考数据。
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[Abstract] Objective Rat is a common animal for making heart disease model. The magnetic resonance imaging (MRI) is becoming an important technology for study of pathological process and drug evaluation with animal model. However, no normal cardiac MRI technological parameters of rats are available at home and aboard, and limit this technology application. In this work, the technological parameters for structure and function of left and right ventricle from normal adult rats of Wistar, Sprague-Dawley and Lewis were acquired and analyzed quantitatively by magnetic resonance imaging (MRI), and provided as reference data for heart disease model preparation and analysis. Methods The cardiac CINE was used in a 7.0T high field MRI to assay the structure and function parameters of left and right ventricle of the rats. Results The structure and function parameters of left and right ventricle of the rats were acquired and analyzed, including left and right ventricle end-diastolic volume (EDV), end-systolic volume (ESV), ejection fraction (EF); left ventricle papillary muscle lay end-diastolic diameter (EDD), end-systolic diameter (ESD), fractional shortening (FS), end-diastolic anterior wall thickness (EDAWT), end-diastolic posterior wall thickness (EDPWT), end-systolic anterior wall thickness (ESAWT), end-systolic posterior wall thickness (ESPWT), anterior wall thickening (AWT) and posterior wall thickening (PWT), cover right ventricle papillary muscle lay end-diastolic wall thickness (EDWT), end-systolic wall thickness (ESWT) and wall thickening (WT). Conclusion This study obtained quantity information of 18 cardiac structure and function parameters of three normal rat lines, which can be used as reference data for heart disease model preparation, pathological process and drug evaluation.
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    目前，大鼠成为神经科学、心脑血管疾病、影像学、自主免疫疾病、癌症等研究的模式动物，成为最重要的实验动物之一[1]。大鼠不仅具有体型优势和易于实验操作外，还在循环系统、解剖结构等方面和小鼠相比与人类更接近，成为了多种心脏疾病研究和药物评价的最主要的模型[2]。因此获得正常大鼠心功能基础参数显得尤为重要。
    超声心动图是最常用的无创性心功能检查方法，可以连续评价心脏结构和功能，但也存在一定局限性：对心脏构型进行假设，测量方法以数学模型模拟为主；图像分辨率差；不能直观显示心脏结构及心血管空间位置关系。同时，因为大鼠的心脏较小、心率较快，应用超声只能获得部分心功能参数，在评价大鼠的心功能准确性上受到了限制[3]。 
    心脏磁共振成像（MRI）技术具备大视野、更高的软组织对比分辨率、测量方法更精确等优势，特别是心电门控和呼吸门控技术的出现，使心脏MRI 技术应用到各种心脏疾病的诊断和模型研究[4,5]。但目前缺乏相应大鼠的正常心功能基础数据。因此，本文利用MRI心脏电影（CINE）图像，获得Wistar、Sprague -Dawley和Lewis三种正常大鼠心功能基础参数，探讨该技术在大鼠中的应用，为心脏病模型制备成模判定、病理进程和药物评价的提供参考数据。
1 材料和方法
1.1 实验动物及设备
本实验采用8-9周龄、体重在(220±20)g左右的健康雌性Wistar、Sprague-Dawley、Lewis大鼠各8只作为研究对象，实验动物由维通利华公司提供（SCXK（京）2012-0001）。实验中涉及动物的操作程序已经得到中国医学科学院医学实验动物研究所实验动物使用与管理委员会的批准，批准号为ILAS-GC-2012-001。
1.2 MRI图像扫描
    扫描前采用1.5%～2%异氟烷和氧气混合气体对大鼠进行吸入麻醉（Visualsonics，Canada）。当大鼠完全麻醉后，将大鼠俯卧位固定于扫描床上，采用体线圈发射和采集数据，并且使大鼠胸部对准线圈中心。利用生理参数监护系统（SA instruments，Belgium）实时监控大鼠的呼吸和心电（ECG），并且利用呼吸、ECG门控触发采集信号。同时利用热风使动物体温保持（37±1℃）。
    利用Varian 7.0T/160mm磁共振仪（Varian，Palo Alto，CA，USA），首先进行梯度回波序列（Gradient echo，GRE）扫描大鼠胸腔标准横轴位，然后进行心脏电影（CINE）扫描。①在标准的横轴位图像上，定位线通过左室心尖和二尖瓣中点，即可获得左室两腔心切面；②在左室两腔心切面上，定位像通过左室心肌和二尖瓣口中点，即可获得四腔心切面；③在左室两腔心或四腔心切面上，定位线从心底至心尖垂直于左室长轴均可获得一系列左室短轴切面图像。范围覆盖心底至心尖，于呼气末屏气进行扫描，获得11～12层心室短轴位电影图像。整个采集过程由心电和呼吸门控触发，只在呼吸平缓期并且QRS波下降沿采集MRI信号。CINE扫描参数：TE：2.3ms，TR：157ms，翻转角（Flip angle）：20°，层厚（Thickness）：1mm，层间距（Gap）：0mm，视野（FOV）：60mm×60mm，激励次数（NEX）：2，矩阵（Matrix）：256×256。每一心动周期采集12帧电影图像。由此得到三种大鼠心室短轴图像。
1.3参数测量及统计
    采用MRI自带软件VnmrJ 3.1软件对心脏电影图像进行测量和计算。在心室短轴层面选择每一层面的舒张末和收缩末时相的图像各一帧（图1），用鼠标手工分别绘制出左心室（left ventricular，LV）和右心室（right ventricular，RV）内膜的轮廓曲线，乳头肌层面将乳头肌画入血池内，不包括左室流出道层面。用公式[6]
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计算左、右心室舒张末期容积（end-diastolic volume，EDV）和收缩末期容积（end-systolic volume，ESV），计算射血分数（ejection fraction，EF）。并测量乳头肌层面左心室舒张末期内径（end-diastolic diameter，EDD）、收缩末期内径（end-systolic diameter，ESD），计算短轴缩短率（fractional shortening，FS）；测量该层面舒张末前室壁厚度（end-diastolic anterior wall thickness，EDAWT）、后壁室壁厚度（end-diastolic posterior wall thickness，EDPWT）和收缩末前室壁厚度（end-systolic anterior wall thickness，ESAWT）、后壁室壁厚度（end-systolic posterior wall thickness，ESPWT），并计算前室壁增厚率（anterior wall thickening，AWT）和后室壁增厚率（posterior wall thickening，PWT）；右心室乳头肌层面舒张末室壁厚度（end-diastolic wall thickness，EDWT）、收缩末室壁厚度（end-systolic wall thickness，ESWT）和室壁增厚率（wall thickening，WT）。 
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数据采用SPSS 17.0统计软件进行分析，各个参数采用平均数±标准差表示，组间比较采用t检验。用P<0.05表示差异的显著性。
2结果
2.1大鼠心脏MRI电影（CINE）图像

   利用心脏电影（CINE）MRI序列，可获得清晰的心脏长轴两腔、四腔以及心脏短轴整个心动周期的图像。图1是同一只大鼠心脏短轴舒张末期和收缩末期的CINE图像。由图中可见，血池和心肌有很好的对比，通过对左心室和右心室舒张末和收缩末图像的测量，获得Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 3种大鼠多个心功能参数的数据。
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图1 大鼠心脏电影（CINE）图像。
Fig1. Cardiac CINE imaging of rats. 
注：（A）舒张末短轴图像；（B）收缩末短轴图像。
Note: (A) short axis image of end-diastolic; (B) short axis image of end-systolic.
2.2 Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 三种正常大鼠左室心功能参数对比分析
    通过MRI电影（CINE）图像得出正常Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 3种大鼠左室EDV、ESV，和EF；以及乳头肌层面EDD、ESD、FS，EDAWT、EDPWT和ESAWT、ESPWT，以及AWT和PWT的具体数据结果，如表1所示。
    由该表数据可见，与Wistar大鼠左室相比，Sprague-Dawley大鼠左室的EDV增加了16.91%（P<0.001），ESV增加了26.07%（P<0.001）。Sprague-Dawley大鼠的EDAWT、EDPWT、ESAWT、ESPWT、EF、FS和AWT略小于Wistar大鼠左室对应参数；EDD、ESD和PWT略大于Wistar大鼠左室对应参数，但均无显著差异。
表1 正常Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 3种大鼠左室心功能参数（表中数据已修改）
Tab1. Left ventricular cardiac function parameters of normal Wistar, Sprague-Dawley, Lewis rats
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注：与Wistar大鼠相比，用*P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001表示显著性差异。
Note: *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001 versus Wistar rats.
    与Wistar大鼠左室相比，Lewis大鼠左室的EDV增加了9.50%（P<0.05）ESV增加了24.34%（P<0.01），EF减少了6.62%（P<0.05）。Lewis大鼠的EDAWT、ESAWT、EDD和AWT略小于Wistar大鼠左室对应参数；EDPWT、EDD、ESPWT、EDV、ESD、FS和PWT略大于Wistar大鼠左室对应参数，但均无显著差异。

    与Sprague-Dawley大鼠左室相比，Lewis大鼠左室的EDV、ESD、ESV和EF略小于Sprague-Dawley大鼠左室对应参数； EDPWT、ESAWT、ESPWT、FS、AWT和PWT略大于Wistar大鼠左室对应参数，但均无显著差异。
2.3 Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 三种正常大鼠右室心功能参数对比分析
    通过MRI电影（CINE）图像得出正常Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 3种大鼠右室EDV、ESV和EF；以及乳头肌层面EDWT、ESWT和WT具体数据结果，如表2所示。
    表2 正常Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 三种大鼠右室心功能参数（表中数据已修改）
Tab1. Right ventricular cardiac function parameters of normal Wistar, Sprague-Dawley, Lewis rats
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注：与Lewis大鼠相比，用*P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001表示显著性差异；与Sprague-Dawley 大鼠相比，用#P <0.05, ##P<0.01, ###P <0.001表示显著性差异。
Note: *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001 versus Lewis rats; #P <0.05, ##P<0.01, ###P <0.001 versus Sprague-Dawley rats.
    由该表数据可见，与Lewis大鼠右室相比，Sprague-Dawley大鼠右室的EDWT减少了11.29%（P<0.05），ESWT减少了18.87%（P<0.01）。Sprague-Dawley大鼠的ESV和WT略小于Lewis大鼠右室对应参数； EDV和EF略大于Lewis大鼠右室对应参数，但均无显著差异。
    与Lewis大鼠右室相比，Wistar大鼠右室的EDWT减少了22.58%（P<0.01），ESWT减少了26.42%（P<0.001）。Wistar大鼠的右室EDV、ESV和WT略小于Lewis大鼠右室对应参数； EF略大于Lewis大鼠右室对应参数，但均无显著差异。
    与Sprague-Dawley大鼠右室相比，Wistar大鼠右室的EDWT减少了12.73%（P<0.05）。Wistar大鼠的右室EDV、ESWT、ESV和EF略小于Sprague-Dawley大鼠右室对应参数； WT略大于Lewis大鼠右室对应参数，但均无显著差异。
3讨论
与小鼠相比，实验大鼠在某些生物学特性方面跟接近于人类，如呼吸次数、血压、心搏数等。大鼠的循环系统和人类更接近。常用大鼠制作心肌缺血、心律失常、高血压、动脉硬化、实验性动脉瘤、等动物模型[2]，进行上述疾病发病机理和治疗等方面的研究[7-9]。同时，大鼠血压对药物的反应很敏感，常用作研究心血管药物的药理和调理作用的动物模型，也用于心血管系统新药的筛选。此外，在分子影像学方面，大鼠的表现比小鼠更优良。大鼠将成为未来生命科学领域心血管疾病和医药研究的主要模型。目前，在心血管模型中应用最多的大鼠有Wistar、Sprague-Dawley、Lewis 三种[10-12]。
    与其它医学影像学技术相比，磁共振成像（MRI）的软组织对比分辨率更高，它可以清楚地区分较高信号的心内膜、中等信号的心肌；MRI具有任意方向获得任意切面的能力，结合不同方向的切层，可全面显示心脏的结构，无观察死角；MRI测定心功能无需假设左室的几何形状，尤其适合于心肌梗死患者在已有心肌重塑、心腔变形或室壁瘤的情况。MRI对心内膜及心外膜边界的高识别性使得不仅室壁运动的观察成为可能，更能够准确的测定室壁的增厚率以评价局部心肌功能。心脏MRI的临床应用曾经因为心脏在检查过程中不停跳动产生伪影而受到很大的限制，但是随着MRI 在硬件和软件方面（主要是心电门控和呼吸门控技术）的进步，MRI 已被应用到各种心脏疾病的诊断。
    而MRI心脏电影序列（CINE）可获得一个心动周期内心脏运动的连续影像，可反映心动周期内心腔内的血流动力学改变和心室壁运动，同时更清楚地显示出心肌于舒张期和收缩期不同时相的动态变化情况。心室短轴位电影图像，空间分辨率高，心内膜边界清晰，可以准确划分血池和心肌的界限，通过软件后处理得到心室整体功能的定量参数，能全面地反映心脏功能的情况，是临床评价心功能的可靠方法。Semlka等[13]认为，本实验中用到的Simpson法在测定正常和异常的心室容积中均具有良好的重复性。特别是近年来随着高场强MRI开发以及心脏线圈的运用，电影MRI心功能测定的可重复性最好[14,15]。正是由于以上优点，心脏cine-MRI己成为评估心脏结构和形态学的“金标准”。
    临床上，已有利用磁共振技术获得不同年龄正常人心功能基础数据的文献报导[15,16]，但在实验大鼠上，不论是超声心动图还是磁共振技术均缺少相应的参考。心功能基础数据不仅能够为心血管疾病模型提供正常对照数据，同时与本文数据比较，能够作为模型是否成功的判定标准以及判断模型病理进程的依据。此外，对三种大鼠心功能参数进行比较，发现Lewis大鼠右室舒张末室壁和收缩末室壁较厚，可作为右室扩张型心肌病以及心衰[17]等模型制备的首选动物，同时室壁厚利于注射，因此Lewis大鼠在干细胞治疗右心室疾病模型[18]应用方面有一定优势。而Wistar大鼠右室舒张末室壁和收缩末室壁较薄，更适合进行肥厚型心肌病模型[19]的研究。
    综上所述，本实验利用MRI心脏电影（CINE）图像，获得Wistar、Sprague -Dawley和Lewis三种正常大鼠心功能参数基础数据，探讨该技术在大鼠中的应用，为大鼠心血管疾病模型提供相应的正常心功能参考数据，可作为心脏病模型制备成模判定和病理进程、药物评价的参考数据。 
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