超声影像分析在高脂血症金黄地鼠模型构建中的动态监测
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【摘要】 目的　应用超声影象分析评价高脂血症金黄地鼠模型在不同时间点肝脏、主动脉弓部和心脏功能的变化，进一步探讨超声影象分析对高脂血症金黄地鼠不同时期病变的诊断价值。 方法　32只叙利亚金黄地鼠分为正常对照组和高脂血症模型组，分别给以正常饲料和高脂饲料，第0、3、6、9、14、16、20、24、40周时监测血脂水平，第20和40周时各组金黄地鼠行超声影象分析和病理学检查。 结果 高脂饲料喂饲后金黄地鼠血清TC、TG、HDL-C、LDL-C水平显著上升（p<0.05）,随着高脂喂饲时间的延长，不同时间点主动脉弓部内膜-中膜厚度显著增加(p<0.0001)，超声影象分析和病理学结果均显示高脂喂饲金黄地鼠20周时已形成脂肪肝、主动脉弓部已形成动脉粥样硬化病变，至40周时脂肪肝和动脉粥样硬化病变加重。结论 超声影象分析可应用于测量高脂血症金黄地鼠模型主动脉弓部内膜-中膜厚度，连续监测脂肪肝和主动脉弓部动脉粥样硬化病变。
【关键词】　叙利亚金黄地鼠；高脂血症；超声影像；主动脉弓；脂肪肝；

【中图分类号】      【文献标识码】      【文章编号】
Dynamic observation of hamster model of hyperlipidemia by ultrasonic imaging
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【Abstract】 Objective To study the changes of liver, aortic wall and heart function in hyperlipide-
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mia hamster at different time points via ultrasonic imaging, and investigate the value of ultrasonic diagnosis in hamster model of hyperlipidemia. Methods 32 Syrian Golden hamsters were randomly divided into two groups that were fed with normal chow (control group) and high fat diet (model group) respectively. Serum lipids levels were analyzed after 0, 3, 6, 9, 14, 16, 20, 24, 40 weeks using commercial kits. Hamsters from each group were examined with ultrasound and then sacrificed for pathological examination in the 20th week and 40th week. Results Serum levels of TC, TG, HDL-C and LDL-C  increased remarkably in hamsters fed with high fat diet and maintained significantly above the normal levels throughout the study course (p<0.05). Compared with the control group, hamsters fed with high fat diet for 20 weeks had greater internal-media thickness (IMT) (p<0.0001) and their IMT increased significantly when the dietary intervention period was extended to 40 weeks (p<0.0001). It was revealed by both ultrasonic imaging and pathological examination that fatty liver and aortic arch atherosclerotic lesions were developed in hyperlipidemia hamsters fed with the high fat diet for 20 weeks, and aggravated during the prolonged 20 weeks.  Conclusion IMT of aortic arch walls of hamster can be dynamically measured through ultrasonic imaging. It can also be used to monitor liver and sensitively detect the morphological changes of aortic arch walls of hyperlipidemia hamster.
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早在十九世纪九十年代，叙利亚金黄地鼠（以下简称为金黄地鼠）就已用于脂代谢和动脉粥样硬化（AS）等相关研究中[1]。该动物对胆固醇和脂质高敏感[2]，脂代谢特点人类相似[3-6]，目前越来越多地被应用于脂蛋白代谢、高脂血症、动脉粥样硬化发病机制的研究和药物开发中，探讨适用于研究金黄地鼠血脂紊乱发生、发展及其演化规律等的技术手段对规范化应用该模型具有重要意义。超声检查作为一种无创、方便、经济、易重复、普及率高的检测手段，已被广泛应用于脂肪肝和动脉粥样硬化的临床诊断，同时在实验研究中也作为重要的技术方法用于实验动物诸如猪、兔、大鼠和小鼠的动脉粥样硬化、脂肪肝、肝纤维化和心肌梗死等研究中[7-10]。为了清晰地显示小动物器官细微结构，必须采用高分辨率、高图像采集速率的超声影像技术才能够实现对血管和心脏等器官相关形态和功能参数的精确测量及动态观察。金黄地鼠体积大小介于小鼠和大鼠之间，在本研究中我们采用的VisualSonics高分辨率小动物超声系统分辨率达30µm,心脏图像采集在200帧／秒以上,结合心脏M型超声技术，可以实现清晰显示器官图像，精确测量血管相关参数，实时记录多个心动周期内心脏不同部位截面的动态改变，该系统可以提供非侵入式、连续性和动态器官结构及功能研究， 所获得的高分辨率影像为研究者提供更清楚可靠的结果。在本研究中我们拟采用该系统进行无创性超声影象分析，探讨超声影像技术在高脂血症金黄地鼠模型中的应用和价值。 Vevo770
1　材料和方法
1.1　动物分组和高脂血症金黄地鼠模型的建立 

10-11周龄雄性叙利亚金黄地鼠32只，北京维通利华实验动物有限公司（动物许可证号SCXK(京)2012-0001）提供，普通饲料适应性喂养1周后随机分为正常对照组（普通饲料）和高脂血症模型组（高脂饲料）各16只 ，在合适环境(饲养温度21±2℃，相对湿度30-70%，光照周期14/10小时)下饲养，4只/笼，每三天监测动物体重和健康状态，动物自由饮食、饮水。

1.2 主要试剂与仪器

高分辨率小动物超声成像系统（VisualSonics），小动物麻醉机（美国Matrix），倒置显微镜(Nikon公司)，冰冻切片机（Leica CM1950 ）。
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戊巴比妥钠（sigma公司），血脂测定试剂盒（中生北控生物科技股份有限公司），多聚甲醛（sigma公司），油红O（sigma公司），HE染色液，异氟烷（河北九派制药有限公司），医用氧气（北京如源如泉科技有限公司）。
1.3 血脂监测

于0、3、6、9、14、16、20、24、40周测定血清甘油三酯(triglyceride, TG)、总胆固醇(total cholesterol, TC)、高密度脂蛋白胆固醇(high density lipoprotein, HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇(low density lipoprotein cholesterol, LDL-C)的水平。金黄地鼠过夜禁食12h，乙醚麻醉，内眦静脉丛取血0.2mL，3000r/min离心10min，分离血清用于血脂生化检测。

1.4 超声检查

于20周和40周分别对正常对照组（n=8）和模型组（n=8）金黄地鼠心脏、主动脉弓部和肝脏行超声检查。利用小动物麻醉机（美国Matrix）对动物进行气体麻醉，诱导麻醉时异氟烷浓度为2.5％，氧气流量计控制在0.6L/min，麻醉后仰卧位固定于检查台上，接入呼吸罩，维持麻醉为2%异氟烷和0.5L/min的氧气流量，监测心电，应用高分辨率小动物超声影像系统(VisualSonics，high resolution imaging system，VisualSonics Inc，Canada，探头频率30MHz)，取胸骨旁左室短轴切面，在二尖瓣腱索水平记录M型超声运动曲线后，分别测量左室舒张末期内径(end diastolic diameter, EDD)和左室收缩末期内径(end systolic diameter，ESD)，计算短轴缩短率(shortening fraction, FS)和射血分数(ejection fraction, EF)。各指标均在连续3个心动周期上测量后取其平均值。
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对肝脏的超声检查：观察内容为肝脏的大小，重点观察肝脏的回声强弱、是否均匀、后方有无衰减、肝内管道的清晰度。

主动脉弓部的超声检查：动物台与水平面形成约15°夹角，探头纵向对金黄地鼠心脏上方进行扫描，适当调整探头角度和位置，将声束与弓部血管壁平行以获得良好的血管内膜回声，显示清晰的血管内膜回声后冻结图像，记录主动脉弓部声像图。每组动物检查完毕后调出超声工作站上主动脉弓部的二维图像以测量内膜-中膜厚度（IMT）最大值（IMTm）。所有测量工作由一位实验操作者完成。

1.5 组织病理学检查

在第20周和40周时,各组动物超声检查完毕后取材，进行组织病理学检查。动物用戊巴比妥钠（120mg/kg）腹腔注射麻醉，打开腹腔后腹主动脉取血，分离肝脏，进行图像拍摄后称重，计算肝指数(hepatosomatic index, HSI)（肝脏指数=肝脏重量/体重×100%）。留取肝一叶，切成1×1cm3小块后用OCT包埋，投入液氮速冻用于油红O染色。分离主动脉弓部血管，PBS中轻轻冲洗，立即投入4%多聚甲醛溶液中固定，用于HE染色。对冰冻固定的肝脏组织进行冰冻切片，切片厚度为7µm，贴片后4%多聚甲醛固定， 0.5%油红O溶液滴染，冲洗，苏木素复染，镜检。主动脉弓部血管固定后，各级梯度乙醇脱水，透明，石蜡包埋，切片，苏木素和伊红染色，镜检。

1.6 统计学处理

计算资料用  
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±s，采用SPSS12.0统计软件分析，两组之间比较采用配对t检验，p<0.05为差异有统计学意义。

2　结果
2.1 高脂血症金黄地鼠模型的建立 

高脂喂饲组金黄地鼠第3周时出现明显的乳糜血，第3周至40周内高脂组TC、TG、HDL-C和LDL-C与对照组相比均升高，差异显著(P<0.05)（表1）。

表1 高脂喂饲金黄地鼠不同时间点血脂水平(n=8,
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±s)

Table.1 Time course for serum lipids in Syrian Golden hamsters fed with a high fat diet for 40 weeks
	指标
Indices
	分组groups
	Concentration (mmol/L)
	P-value(3w-40w)

	
	
	0w
	3w
	6w
	9w
	14w
	16w
	20w
	24w
	40w
	vs. control

	TC
	model
	4.69±0.26
	31.34±2.04
	22.30±2.75
	23.96±4.65
	21.20±3.85
	24.09±2.34
	23.06±4.48
	15.40±2.62
	18.61±4.08
	P<0.01

	
	control
	4.61±0.46
	3.64±0.28
	4.41±0.44
	4.72±0.48
	5.72±0.51
	4.99±1.44
	4.80±01.4
	4.36±0.50
	3.97±0.61
	

	TG
	model
	1.87±0.16
	28.21±5.54
	15.43±3.60
	14.84±5.32
	6.36±1.33
	8.76±2.55
	6.39±1.29
	9.94±1.37
	7.07±2.56
	P<0.05

	
	control
	1.77±0.39
	1.74±0.89
	1.77±0.36
	1.86±0.45
	2.03±0.34
	1.66±0.42
	1.93±0.53
	2.81±0.40
	1.60±0.37
	

	HDL-C
	model
	1.11±0.16
	6.91±1.54
	4.79±0.49
	4.91±0.74
	3.71±0.66
	4.21±0.90
	3.72±0.56
	2.20±0.36
	4.47±0.84
	P<0.05

	
	control
	1.14±0.18
	1.37±0.10
	1.55±0.16
	1.69±0.43
	1.86±0.19
	1.29±0.26
	1.35±0.35
	1.24±0.19
	1.41±0.13
	

	LDL-C
	Model
	1.51±0.12
	26.72±3.07
	12.56±0.86
	12.80±1.14
	10.13±3.36
	11.65±1.73
	9.93±1.85
	8.14±1.25
	10.47±1.8
	P<0.001

	
	control
	1.57±0.42
	1.29±0.19
	0.86±0.13
	1.34±0.37
	3.04±0.55
	3.57±0.49
	1.64±0.29
	1.62±0.27
	0.91±0.24
	


2.2  超声影像分析
2.2.1 肝脏超声影像分析
正常肝脏实质回声稍低，分布均匀，可见稀疏散在、短小线状回声。第20周时，与对照组相比，高脂组金黄地鼠肝脏超声图像的特征为纹理粗糙，肝光点细密、增强，肝脏可见明显肝脏肿大，边缘角圆钝，肝内管道结构显示不清，判断为中重度脂肪肝；第40周时，高脂组肝脏超声图像显示脂肪肝病变特征更明显，肝脏肿大和边缘圆钝化更显著，见图1D-F。

2.2.2 主动脉弓部超声影像分析
正常金黄地鼠的主动脉弓部管壁在声像图上显示为三层结构，即中等回声的内膜、强回声的外膜和内外层之间的低回声或无回声的中膜，内膜纤细光滑，连续性良好。第20周时高脂组金黄地鼠主动脉弓部IMTm与对照组相比显著增大（p<0.0001），管腔内膜面粗糙，有小而不规则突起，三层结构依稀可辨；40周时，IMTm显著高于对照组和20周时IMTm值（p<0.0001），可观察到弥散分布的较强斑块回声，整体呈多层不规则片层状向管腔面突起(图1G-I,表2)。 

2.2.3 心脏超声影像分析
高脂血症金黄地鼠造模第20周和40周时心功能与正常对照组相比无显著差异，EDD、ESD、EF和FS均无明显变化（p>0.05,无统计学差异），见表2。

表2 高脂血症金黄地鼠不同时期IMTm、HSI和心脏功能的变化 ( 
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±s)

Table. 2 Comparison of IMTm, hepatosomatic index and heart function between the control and hyperlipidemia hamsters in different periods
	
	20wk
	
	40wk

	
	正常组（n=8）

Control group
	高脂组（n=8）

Hyperlipidemia group
	
	正常组(n=8)
Control group
	高脂组(n=8)
Hyperlipidemia group

	IMTm（mm）
	0.090±0.015
	0.183±0.031a
	   
	0.119±0.009
	0.026±0.045a,b

	HSI
	0.034±0.004
	0.070±0.012c
	
	0.038±0.003
	0.070±0.016c

	EDD（mm）
	3.05±0.13
	3.30±0.15
	
	3.24±0.35
	3.67±0.53

	ESD（mm）
	0.67±0.13
	0.65±0.19
	
	0.97±0.33
	1.21±0.68

	EF（%）
	96.82±4.44
	96.65±8.78
	
	96.75±4.15
	90.41±11.3

	FS（%）
	79.46±12.89
	85.25±16.15
	
	80.38±14.06
	67.75±18.2


注：与各正常对照组相比，a p<0.0001, c p<0.001；与20周时比，b p<0.0001;

Note: a p<0.0001, c p<0.001vs. control values; b p<0.0001 vs. values at 20 weeks
2.3 组织病理学改变

2.3.1 肝脏病理学改变

大体标本观察正常组动物肝脏呈鲜红色，边缘锐利，表面光滑，质地柔软，体积无增大；第20周时高脂组动物肝脏颜色呈边缘黄白、中心红紫与黄白色相交,边缘圆钝，表面粗糙，包膜紧张，体积明显增大；40周时动物肝脏肿胀更严重，颜色整体呈黄白色，质地较硬（图1A-C）。第20周和40周时高脂组与正常组相比肝指数显著升高(P<0.001)，见表2。染色切片显示，正常组肝细胞排列整齐，细胞核分布均匀，体积正常，偶见细小鲜红脂滴，见图2A。高脂组20周时，肝脏细胞不均匀增大，排列不规则，整个视野充满融合成片的鲜红大脂滴，呈重度肝脂肪变，细胞核分布不均匀，出现大量的细胞核密集区，见图2B；40周时，除成片的细胞核密集区外细胞核分布稀疏，鲜红着色脂质已完全融合成片，细胞脂肪变进一步加重，见图2C。 

2.3.2 主动脉弓部病理学改变

光镜观察发现，正常组单层内皮细胞完整，中层平滑肌细胞排列整齐，呈长型或椭圆型，胞浆无明显脂质沉积，见图2D。高脂组在第20周时，内膜已不完整，出现泡沫细胞聚集，平滑肌细胞增殖且胞内出现脂滴空泡，见图2E。40周时，内膜侧平滑肌细胞内出现较多脂滴空泡，大量泡沫细胞聚集成片，出现脂质核，明显隆起于内膜表面，形成粥样斑块，见图2F。

3　讨论

金黄地鼠对脂质高度敏感，高胆固醇和高脂喂饲后易形成高脂血症和动脉粥样硬化[1, 11]。高脂血症会导致脂肪肝的形成，同时它也是As最重要的诱发因素之一，对脂肪肝和心血管病变发生 、发展的动态观察是研究高脂血症和动脉粥样硬化发病过程和创新药物药效学评价不可或缺的内容。传统的实验研究方法多采用组织病理学检查，这就需要在实验过程中处死动物以获取组织样本，导致研究成本较高且无法在同一动物中实现连续动态监测。本研究采用高清晰小动物专用超声成像系统，在不同造模时间点对高脂血症金黄地鼠的肝脏、血管和心脏形态和功能进行动态监测，通过与传统研究手段对比，综合评价超声影像分析技术在高脂血症金黄地鼠模型相关研究中应用价值。
目前超声诊断是广泛应用于临床上检查诊断肝脏脂肪变的便捷手段，而AS病变的影像学评价通常以血管造影为“金标准”，但近年来， 随着超声技术的发展及病理标本检测增加，多数学者认为，IMT的增加是 AS早期表现，因此应用无创性的影像学方法如超声评价AS成为研究的热点。

肝细胞内脂肪沉着，对超声波能量吸收明显，并产生散射作用，使声能主要为肝的前场所吸收，而后场发生明显衰减，肝回声增强，肝脏肿大， 肝内血管显示不清，此为弥漫性脂肪肝超声图像的特征性表现。本研究中金黄地鼠高脂喂饲造模20周时肝脏声像图即表现出明显的脂肪肝特征，这些特征随着高脂喂饲时间延长至40周时更加明显，随后的病理检查结果证实金黄地鼠高脂喂饲至20周时已形成重度脂肪肝，可见超声用于该模型脂肪肝的诊断是可靠的，不足是以上为传统的脂肪肝超声判断，判断指标主要依赖于操作者的主观经验，有可能影响脂肪肝的分级判定，目前国内外学者已开始构建较为客观、 量化的、 单指标或多指标诊断体系[12, 13]，这为本研究体系进一步的完善提供借鉴。

超声显示正常金黄地鼠主动弓部血管壁由内膜、中膜和外膜三层构成。二维超声图像表现为典型的“双线征”，即两条平行的强回声被一低回声或无回声区所分隔，两条回声线之间的距离即为IMT。IMT的增加被多数学者认为是AS的早期表现，本研究中通过超声测量出高脂血症地鼠不同时期主动脉弓部IMT并统计出差异。超声声像图还清晰地显示出主动脉弓部血管壁形态，高脂血症金黄地鼠造模第20周时内膜侧粗糙，出现向管腔侧凸起微小斑块的强回声，第40周时，呈现成片的大斑块回声，相应的组织病理检查结果与之相吻合。

总之，通过上述的研究证明超声技术可用于监测金黄地鼠模型体内脂肪肝的形成和IMT改变，可动态无创地观察主动脉弓部形态改变和预测早期AS病变。
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注：A-C为金黄地鼠的肝脏大体标本图；D-F为金黄地鼠肝脏的超声图；G-I金黄地鼠主动脉弓超声图；A、D、G:正常对照组；B、E、H:高脂血症组第20周；C、F、I:高脂血症组第40周

图1 超声活体监测叙利亚金黄地鼠肝脏和主动脉弓部病变

Note: the photos of liver (A-C), ultrasonic images of liver (D-F) and aortic arch (G-I) of hamsters; A, D, G: from the control group; B, E, H: from the hyperlipidemia hamsters at 20 wk; C, F, I: from the hyperlipidemia hamsters at 40 wk

Fig.1 Pathological changes of liver and aortic arch of hamsters in control groups and hyperlipidemia groups in different periods by ultrasonic imaging
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注: A、D分别为对照组肝脏（油红O）、主动脉弓部（HE）；B、E分别为高脂血症组第20周时肝脏和主动脉弓部；C、F分别为高脂血症组第40周时肝脏和主动脉弓部

图2 高脂血症金黄地鼠肝脏（油红O）和主动脉弓部（HE）不同时期病理学改变

Note: A-C: liver stained by Oil Red O; D-F: aortic arch stained by H&E; A, D: from the control group; B, E: from the hyperlipidemia hamster at 20 wk; C, F: from the hyperlipidemia hamsters at 40 wk

Fig.2 Pathological changes of liver and aortic arch in hyperlipidemia hamsters
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