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微型 ＣＴ 在血管钙化动物模型中的应用进展
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　 　 【摘要】 　 血管钙化是钙盐过度沉积于血管壁导致的异位钙化现象ꎬ是动脉粥样硬化的病理表现ꎬ是糖尿病、
高血压病、冠状动脉粥样硬化性心脏病、脑梗死、肾功能衰竭等多种疾病的共有的病理生理过程ꎮ 目前的 ＣＴ 技术

可以完整的重建钙化的动脉并提供准确的量化信息ꎮ 高分辨率的微型 ＣＴ 可以区分和量化宏观和微观的血管钙

化ꎮ 将 ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合ꎬ可以增强体内活动的微钙化的检测ꎬ并帮助我们了解不同信号通路和

药物在血管钙化发展中的作用ꎮ 更重要的是 ３Ｄ 微型 ＣＴ 可以和组织病理学、免疫组化、蛋白组学处理相结合ꎬ提供

同一血管片段的互补信息ꎮ 微型 ＣＴ 的技术进步可以为血管钙化的动物活体研究提供更多的方法ꎮ
【关键词】 　 血管钙化ꎻ微型 ＣＴꎻ动物模型
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　 　 血管钙化是钙盐过度沉积于血管壁导致的异

位钙化现象ꎬ是动脉粥样硬化的病理表现ꎬ是糖尿

病、高血压病、冠状动脉粥样硬化性心脏病、脑梗

死、肾功能衰竭等多种疾病的共有的病理生理过

程[１]ꎮ ＣＴ 作为动物模型中血管钙化分析的一种工

具ꎬ能够非破坏性的在三维创建目标血管并定位和

量化其钙化程度ꎬ在动脉粥样硬化病理生理研究中

有重要地位ꎮ 对微型 ＣＴ 在血管钙化动物模型中的

应用进展进行综述ꎮ

１　 研究动脉钙化的常用小动物模型

由于小鼠和人类有许多共同的生理特征ꎬ小鼠

可以为研究人类动脉钙化、畸形和主动脉瓣钙化的

发病机制提供合适的模型ꎮ 研究动脉中膜钙化常

用慢性肾脏病的啮齿类动物模型ꎮ 常见的慢性肾

病的啮齿动物模型制做方法有:维生素 Ｄ３ 超负荷、
腺嘌呤注射和 ５ / ６ 肾切除术[２]ꎮ 在这些模型中观察

到的钙化通常是局灶性分布的ꎬ 本质上是 “片

状” [３]ꎬ这与在慢性肾病患者中观察到的钙化模式

相似[４]ꎮ 研究动脉内膜钙化常用载脂蛋白 Ｅ 基因

(ＡｐｏＥ)敲除和低密度脂蛋白受体基因(ＬＤＬＲ)敲除

的小鼠ꎬ在这类模型中可检测到微钙化和大钙

化[５]ꎬ这与人类血管的内膜钙化情况一样ꎮ

２　 研究动脉钙化的传统方法

２􀆰 １　 化学分析的方法

常用的方法是动脉烤干称重ꎬ放入盐酸中溶

解ꎬ取上清液测钙含量ꎬ检测吸光度值ꎬ计算出钙含

量ꎮ 然而ꎬ使用这种方法酸性溶液将组织完全溶解

破坏ꎬ并且测算到的钙化不能区分是真正的组织钙

化还是仅仅含钙超量ꎮ 更重要的是这种方法无法

对钙化进行血管定位和分布情况的分析ꎮ
２􀆰 ２　 组织学方法

常用的组织病理学钙化染色技术包括:茜素红

Ｓ(Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ)钙染色法和冯􀅰科萨(Ｖｏｎ ｋｏｓｓａ)染
色法ꎮ 二者的原理不同:茜素红 Ｓ 钙染色法:通过螯

合技术ꎬ使钙离子和茜素红 Ｓ 产生复合物ꎬ来分析固

定处理的细胞样本中橘红色钙沉积ꎮ 冯􀅰科萨染色

(Ｖｏｎ ｋｏｓｓａ)利用钙盐中的磷酸根或碳酸根与硝酸

银溶液与反应生成相应的磷酸银或碳酸银ꎬ后者可

在紫外线条件下还原为黑色的金属银ꎮ 两种方法

各有利弊ꎬ茜素红 Ｓ 和钙离子复合物中ꎬ钙质容易从

组织中溶解到溶液中ꎬ形成弥散物ꎬ相对不稳定ꎮ

而冯􀅰科萨染色不直接检测钙离子ꎬ而是检测与钙

离子结合的磷酸根或碳酸根ꎬ但是ꎬ磷酸根和碳酸

根的存在并不意味着钙离子一定存在ꎬ所以冯􀅰科

萨染色的特异性不强ꎮ

３　 微型 ＣＴ 在血管钙化动物模型中的
应用
３􀆰 １　 微型 ＣＴ 的分类

临床工作中ꎬ血管钙化的检测几乎完全依赖

ＣＴꎬ目前螺旋 ＣＴ 的分辨率可以达到毫米级别ꎬ冠状

动脉钙化积分是评估冠状动脉粥样硬化的进展的

方法之一ꎬ但是临床 ＣＴ 的分辨率不足以用来观察

小鼠这一类动物模型的血管钙化情况ꎮ 因此ꎬ分辨

率可达微米的高分辨微型 ＣＴ(Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ)应运而生ꎮ
按组装模式分类ꎬ微型 ＣＴ 系统分为两种[６]:(１)标
本旋转型 ＣＴ:Ｘ 线球管和探测器固定:样品在球管

和探测器之间旋转ꎬ可做上下和前后移动ꎮ 空间分

辨率高ꎬ但扫描速度较慢ꎬ射线剂量大ꎬ多用于离体

标本扫描ꎮ (２)Ｘ 线成像系统旋转型 ＣＴ:原理和螺

旋 ＣＴ 一致ꎬＸ 线球管和探测器运动ꎬ球管绕样品旋

转ꎮ 扫描速度快ꎬ射线剂量小ꎬ但空间分辨率较低ꎬ
多用于活体动物扫描ꎮ
３􀆰 ２　 微型 ＣＴ 与普通 ＣＴ 的区别

与普通 ＣＴ 成像原理相同ꎬ用 Ｘ 线束对被检查

对象一定厚度的层面进行扫描ꎬ由探测器接收透过

该层面的 Ｘ 线ꎬ经过数学算法构建图像ꎮ 与普通 ＣＴ
所不一样的是[７]:(１)微型 ＣＴ 多使用平板探测器和

锥形 Ｘ 线束ꎬ图像采集的速度和射线利用率高于普

通 ＣＴꎬ以获得各向同性容积图像ꎬ并且有像素高、体
素小的优点ꎬ成像信息丰富ꎬ获得的图像能与组织

病理学结果相匹配ꎻ(２)微型 ＣＴ 成像区域较小ꎬ空
间分辨率较高ꎬ分辨率可达到 １ ~ １０ μｍꎻ(３)微型

ＣＴ 微焦斑尺寸小于 １００ μｍꎬ且功率远小于普通

ＣＴꎬ产生的 Ｘ 辐射较低ꎮ
３􀆰 ３　 软组织增强微型 ＣＴ

软组织(比如血管)与支撑材料(比如石蜡)之
间 ｘ 射线衰减对比较低ꎬ从而影响成像质量ꎮ 使用

重金属染色可以克服这个问题ꎬ常用的重金属染色

剂有:四氧化锇[８]、磷钨酸[９] 和碘[１０]ꎮ 这些染色剂

可以结合到样品的内部ꎬ提供更高的 Ｘ 线对比度ꎮ
然而ꎬ染色剂的浓度和时间必须针对特定的组织类

型做出调整ꎮ
３􀆰 ４　 其他软组织 ＣＴ 成像方案

有的重金属染色如磷钨酸与随后的组织学染

４５８
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色方案不兼容ꎬ包括ＨＥ 染色和 Ｗｅｉｇｅｒｔ’ｓ弹性蛋白

染色ꎬ因此ꎬ工程师们研发了不依赖重金属染色的

软组织 ＣＴ 成像方案[１１]ꎮ
Ｘ 射线相位衬度 ＣＴ 成像:相对于传统的吸收

成像ꎬ相位衬度 ＣＴ 成像原理是:Ｘ 射线穿过物体

时ꎬ物体内部各部位折射率的差异引起光的折射的

差异ꎬ导致相位的变化ꎮ 适用于弱吸收材料物体

(生物软组织ꎬ聚合物)ꎬ还可以减少吸收剂量ꎮ 相

位衬度成像可以使血管等软组织与周围的支撑结

构的对比度提高 １０００ 倍以上ꎮ
Ｋ 缘减影 ＣＴ 成像ꎬ操作原理是ꎬ每一种元素吸

收光子能量可以有几十倍的差异ꎮ 即可使 ＣＴ 在某

一元素的 Ｋ 吸收光子能量之下和之上两次扫描成

像ꎬ然后减影ꎬ这样可以加大该特定元素的对比度ꎬ
获得高密度分辨ꎮ

散射 ＣＴ 与荧光减影 ＣＴ 成像无需染色ꎬ但由于

对技术要求很高ꎬ尚未在实验室内成熟应用ꎮ
在软组织的 ＣＴ 图像采集过程中ꎬ必须对软组

织进行固定ꎮ 首先使用酒精或玉米油的液体浸泡ꎬ
然后使用琼脂糖凝胶、塑料包埋树脂、和石蜡等进

行组织包埋ꎮ
３􀆰 ５　 微型 ＣＴ 动物模型中的血管钙化典型案例

目前为止ꎬ仅少数研究利用实验室微型 ＣＴ 分

析动物模型中的血管钙化ꎮ ２０１３ 年 Ｈｕｅｓａ 等[１２] 对

小鼠的主动脉经玉米油浸泡处理固定后ꎬ使用微型

ＣＴ 扫描并进行三维重建ꎬ获得大小为 ７ ~ １０ μｍ的

各向同性体素ꎬ在这些三维重建的血管中对钙化区

域进行了精确量化评估ꎮ 整个主动脉的钙化情况

被完整的呈现出来ꎮ 该成像方案为研究主动脉钙

化的发展和临床干预的潜在治疗提供了一个强有

力的工具ꎮ 然而ꎬ该项研究的一个局限性是无法将

３Ｄ ＣＴ 数据与随后的 ２Ｄ 组织病理学分析结合起来ꎮ
为克服这一问题ꎬＡｗａｎ 等人[１３] 使用动脉粥样硬化

模型小鼠的主动脉用石蜡包埋ꎬ将同一动脉的钙化

斑块使用微型 ＣＴ 三维重建分析与二维组织学分析

相结合ꎮ 然而ꎬ在这些研究中血管壁钙化斑块和细

胞外基质(ＥＣＭ)的精细结构并不能完美呈现ꎬ这主

要是由于所使用的微型 ＣＴ 的分辨率(５ ~ ２０ μｍ 的

各向同性体素)不够ꎮ 为克服血管钙化研究分辨率

低的问题ꎬ使用多尺度 ＣＴ 扫描方法检测和量化血

管中的钙化沉积ꎬ可以实现各向同性体素降至 ０􀆰 ５
μｍꎮ Ｒａｗｓｏｎ 等[１４]将血管用福尔马林固定、脱水并包

埋在石蜡中ꎬ首先对整个血管进行快速、低分辨率的

ＣＴ 扫描ꎬ以便在三维重建中显示钙化的位置和分布ꎬ
然后以更高的分辨率对感兴趣区域进行扫描ꎬ以检查

钙化斑块和血管细胞外基质的精细结构ꎮ 这些更高

分辨率的扫描可使用实验室 ＣＴ 实现 ０􀆰 ５ μｍ 的空间

分辨率ꎮ 或者使用实验室纳米 ＣＴ(ＮＣＴ)可以实现亚

微米(例如１５０ ｎｍ)的分辨率ꎮ 纳米 ＣＴ 可以观察到

大鼠颈动脉的内膜[１５]ꎬ随后可以对蜡包埋的血管进

行组织学、免疫组织化学甚至激光捕获微型切割技术

的研究[１３ꎬ１５－１６]ꎮ
３􀆰 ６　 微型 ＣＴ 对于微钙化的识别

动脉粥样硬化斑块内膜钙化的大小和分布与

斑块的破裂密切相关ꎬ微钙化可以明显增加斑块破

裂的风险[１７]ꎮ 微型 ＣＴ 能够检测到血管中的微钙

化ꎬ这些微钙化不容易被二维组织学方法发现ꎬ除
非分析连续的组织切片ꎮ 血管壁和钙化斑块的 Ｘ
射线衰减是相似的ꎬ导致两者之间的吸收对比度较

低[１８]ꎮ 因此ꎬ斑块和血管壁目前必须在软件中手动

区分然后进行量化分析ꎮ 未来如果能将钙化血管

的 ３￣Ｄ 数据导入可随时处理和分析平台中ꎬ将大大

提高微型 ＣＴ 分析血管钙化的实用性ꎮ
３􀆰 ７　 微型 ＣＴ 在活体动物模型血管钙化研究中的

应用

微型 ＣＴ 能够检测活体动物模型血管钙化的进

展过程ꎬ从而受到广泛关注ꎮ 活体的微型 ＣＴ 可以

在长程的动物研究中连续监测动物血管钙化的变

化情况ꎬ而无需在多个不同的时间点处死动物ꎬ这
正符合动物研究的 ３Ｒ 原则 ( ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ (减少)、
ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ(替代)、ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ(优化))ꎮ 然而目前

微型 ＣＴ 还没有在啮齿类动物的活体研究中广泛应

用ꎬ主要是因为普通微型 ＣＴ 的的分辨率较低ꎮ 高

分辨的锥型束微 ＣＴ 的发展和广泛应用必将推动啮

齿类动物血管钙化的活体研究ꎮ
３􀆰 ８　 微型 ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合

１８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 检测活体动物血管钙

化的敏感性和特异性很高ꎬ并且在临床前研究中能

够非常好的区分大钙化和微钙化[１８]ꎮ １８Ｆ￣ＮａＦ 以

离子键形式结合到磷酸盐表面ꎬ更重要的是可结合

到小鼠的不易被微型 ＣＴ 检测到的小血管的钙化表

面[１９]ꎮ Ｆ￣ＮａＦ 摄取情况是测量总钙化表面积或钙

化斑块代谢活动程度的一种重要方式[２０]ꎮ 相反ꎬ微
型 ＣＴ 却无法测量钙化区域的代谢程度ꎮ 因此ꎬ将
微型 ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合可以很好

的检测动物血管的钙化情况及病理过程ꎮ

５５８
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４　 总结

传统上血管钙化在动物研究中使用 ２Ｄ 组织学

和化学分析的方法进行研究分析ꎮ 然而ꎬ这些技术

有几个缺点ꎬ包括切片导致的伪影ꎬ以及不能同时

显现钙化的空间结构和整条血管的钙化程度ꎮ 目

前的 ＣＴ ３Ｄ 成像技术可以完整的重建钙化的动脉

并提供准确的量化信息ꎮ 微型 ＣＴ 所具有的高空间

分辨率使得微观和宏观钙化得以区分和量化ꎮ 将

ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合ꎬ可以增强体

内活动的微钙化的检测ꎬ并加深我们对不同信号通

路和药物的作用机制ꎮ 目前还可以检测到血管的

ＥＣＭ 变化ꎬ例如弹性蛋白的退化ꎮ 更重要的是 ３Ｄ
微型 ＣＴ 的分析可以和 ２Ｄ 的组织病理学、免疫组织

化学、蛋白组学处理相结合ꎬ提供同一血管片段的

互补的信息ꎬ例如钙化体积、钙化负荷、信号机制ꎮ
微型 ＣＴ 的技术进步可以为活体研究提供更多的方

法ꎬ从而使整个动物血管的大钙化斑块和小钙化斑

块同时成像ꎬ实现血管钙化的实时分析ꎮ
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