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本发明属于临床医学和诊断领域，具体涉及

利用微血管内皮细胞基底微绒毛物理参数预测

肿瘤内部的代谢水平，其利用免疫荧光染色和激

光共聚焦的扫描重建方法，重建肿瘤微循环内皮

细胞的微绒毛完整结构，测量微绒毛的物理参数

密度和长度，与病人的PET-CT SUVmax值对比分

析，预测肿瘤组织内的代谢水平。结果显示，微血

管基底微绒毛长度和密度的均值和中位数均与

肿瘤组织的糖摄取能力直接相关；微血管基底微

绒毛密度和长度的均值和中位数的联合参数与

肿瘤组织糖摄取能力相关性更强。微血管皮细胞

基底微绒毛只存在于恶性肿瘤内，而且该指标是

病理学技术指标，属于肿瘤诊断黄金标准范畴，

因此这个指标的特异性远高于代谢相关其它影

像学指标。
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1.一种测量胰腺癌基底微绒毛物理参数的方法，其特征在于，具体步骤包括：病理切片

3D免疫荧光染色，微血管基底微绒毛长度和密度的检测、计数；其中：

（一）病理切片3D免疫荧光染色，具体流程为：

病理切片：对肿瘤组织用4%多聚甲醛固定24-48小时，再用10%-30%蔗糖依次脱水至组

织下沉；然后利用冰冻切片机制作40-50微米切片，放入含有PBS溶液的6孔板中保存；

免疫荧光染色，具体步骤为：

（1）将组织切片挑入孔板中用PBS清洗3-6次，每次10-30分钟；再挑入封闭液中室温封

闭50-90分钟；封闭液成分为：10%  驴血清  、0.01%-0.2%  Triton  X-100和PBS；

（2）挑入含I抗的孵育液中，在4℃摇床上孵育过夜；孵育液成分为5%驴血清、0.01%-

0.2%  triton  X-100和PBS；

（3）将组织切片在PBS溶液中洗3-6次，每次10-30分钟；然后挑入含相应的荧光II抗和

DAPI孵育液中，摇床上室温孵育1.5-2.5个小时或4℃过夜；

（4）II抗缓冲液孵育完成后再用PBS清洗3-6次，每次10-30分钟；

（5）清洗完以后，将组织切片移到载玻片上展片，用水溶性封片剂封片；

（6）室温闭光过夜，然后进行扫描、记数；

（二）微血管基底微绒毛长度和密度的检测、计数；

（1）采用3D扫描；

（2）通过Image  J软件把Z-轴扫描图片Z-stacked，  然后测量微血管的表面面积，计算

微绒毛数量并测量微绒毛长度。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述采用3D扫描的具体流程为：

1）在Zeiss  710  63倍油镜下寻找组织内基底微绒毛最多的微血管；

2）Z-轴确定微血管的厚度；

3）激光共聚焦显微镜下Z-stack扫描；Zeiss  710激光共聚焦显微镜扫描参数为：

像素：1024*1024 （pixel），线性:2；

Z-stack 间距:  1μm；

扫描速度:  5；

Digital  offset:  100-250；

组织之间会有一定的染色背景差异，因此其它参数可以根据需求进行调整。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述计算微绒毛数量是利用软件中的细胞

计数菜单计数功能进行计数，具体流程如下：

1）首先初始化图片，进入计数界面；

2）选择计数类型按钮；

3）利用鼠标右键计数血管表面微绒毛；

4）计数后把数据存入到excel数据表。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述测量微绒毛长度的流程为：

1）使用分段线勾画出为微绒毛轮廓，然后利用测量按钮测量其长度；

2）保存数据。

5.由根据权利要求1-4所述方法得到的胰腺癌基底微绒毛物理参数，在预测胰腺癌肿

瘤组织糖摄取能力中的应用。
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6.根据权利要求5所述的应用，其特征在于，微血管基底微绒毛长度的均值和中位数均

与肿瘤组织的糖摄取能力直接相关，p<0.001，相关系数分别是0.799  和0.805；微血管基底

微绒毛密度的均值和中位数也与肿瘤组织糖摄取能力直接相关，p<0.001，相关系数分别

（r）是0.767  和0.813；微血管基底微绒毛密度和长度的均值和中位数的联合参数与肿瘤组

织糖摄取能力相关性更强，相关系数分别（r）为0.883  和0.894  。

7.根据权利要求5所述的应用，其特征在于，将肿瘤组织的糖摄取能力分为四个等级：1

级，弱：PET  SUVmax  值2.5-5.6；  2级，中等：PET  SUVmax  值5.7-7.5；3级，强：PET  SUVmax 

值7.6-8.8；4级，超强：PET  SUVmax 值>8.9；

据此，用基底微绒毛的各种参数预测肿瘤代谢的方式如下：

（1）微绒毛密度平均值为4.85（95%CI  2.79-7.104）为糖摄取能力弱；微绒毛密度平均

值为6.85（95%CI  3.94-9.48）为糖摄取能力中等；  微绒毛密度平均值是8.13（95%CI  5.94-

10.69）为糖摄取能力强；微绒毛密度平均值是8.38（95%CI  5.43-10.97）为糖摄取能力超

强；

（2）微绒毛密度中位数值是4.52 （95%CI  2.35-6.36）  为糖摄取能力弱；微绒毛密度中

位数值是6.30（95%CI  3 .58-8 .60）为糖摄取能力中等；微绒毛密度中位数是7.78（95%CI 

5.61-10.27）为糖摄取能力强；；微绒毛密度中位数是8.02 （95%CI  5.33-10.38）为糖摄取

能力超强；

（3）微绒毛长度平均值是9.58 （95%CI  6.81-12.33）为糖摄取能力弱；微绒毛长度平均

值是11.80 （95%CI  10 .26-13 .90）为糖摄取能力中等；微绒毛长度平均值13.50 （95%CI 

12.90-14.36）为糖摄取能力强；微绒毛长度平均值是15.47 （95%CI  12.158-27.20）为糖摄

取能力超强；

（4）微绒毛长度中位数是8.94 （95%CI  6.51-11 .40）  为糖摄取能力弱；微绒毛长度中

位数是11.28 （95%CI  9.59-13.80）  为糖摄取能力中等；微绒毛长度中位数是12.95 （95%

CI  12.27-13.99）为糖摄取能力强；微绒毛长度中位数是14.14 （95%CI  11.32-18.31）为糖

摄取能力超强；

（5）微绒毛密度和长度平均值参数是1.47（95%CI  0.70-2.21）  为糖摄取能力弱；微绒

毛密度和长度平均值参数是2.54 （95%CI  1.50-3.83）  为糖摄取能力中等；微绒毛密度和

长度平均值参数是3.42 （95%CI  2.68-4.34）为糖摄取能力强；微绒毛密度和长度平均值参

数是4.06 （95%CI  2.24-6.07）为糖摄取能力超强；

（6）微绒毛密度和长度中位数参数是1.28（95%CI  0.59-1 .81）  为糖摄取能力弱；微绒

毛密度和长度中位数参数是2.23 （95%CI  1.32-3.52）为糖摄取能力中等；微绒毛密度和长

度中位数参数是3.14（95%CI  2.45-4.07）为糖摄取能力强；微绒毛密度和长度中位数参数

是3.59 （95%CI  2.07-5.27）为糖摄取能力超强。
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胰腺癌基底微绒毛的检测方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于临床肿瘤代谢水平检测技术领域，具体涉及胰腺癌基底微绒毛的检测

方法与系统和应用。

背景技术

[0002] 肿瘤是体内正常功能细胞演变而形成的一种器官，它具有特殊的代谢习性、强大

的破坏和侵袭其它器官的能力（Egeblad  et  al.,  2010）。肿瘤器官包含具有特殊代谢习性

的肿瘤细胞、支持作用的间质细胞、自身的循环系统和免疫细胞（Egeblad  et  al.,  2010）。

肿瘤形成的主要原因是积累相应癌基因的各种突变，这些基因突变会导致肿瘤细胞基础代

谢途径的改变（Cantor  and  Sabatini ,  2012;  Hsu  and  Sabatini ,  2008;  Ward  and 

Thompson,  2012）。正常细胞癌变以后，肿瘤细胞的代谢习性会改变，与人体其它细胞相比，

癌细胞主要依靠糖酵解途径获得ATP，即使在有足够的充足氧气供给的条件下，肿瘤细胞仍

然依靠糖酵解途径获得ATP。研究发现，增加氧的供给会抑制肿瘤细胞的生长。糖酵解途径

产生的ATP远少于有氧条件下的三羧酸循环所产生的ATP （1/19），因此肿瘤器官的糖需求

量往往远大于正常组织。与之相应的是肿瘤往往具有超强的糖摄取能力（Cuperlovic-Culf 

et  al.,  2012）。这样的超强的糖摄取能力的习性也给早期检测和发现体内的肿瘤提供便

利条件。依据这些特殊的代谢习性，研究人员开发出许多检测肿瘤的手段。这种依据肿瘤组

织的特殊代谢特征开发出的检测手段，提示肿瘤的功能，灵敏度高、特异性好的优点。这种

依赖功能学的检测指标具有极高的临床价值。这种指标不仅可以指导外科医生手术过程，

也可以预测肿瘤病人的预后和药物治疗效果。目前临床上，常利用放射性同位素标记的葡

萄糖检测肿瘤和肿瘤糖摄取能力，FDG  PET-CT是最常见的一种。PET-CT的优点是检测到的

信号体现肿瘤的糖摄取能力，  属于临床影像学的范畴。该方法灵敏度高，很容易发现糖代

谢异常的区域和微小的病灶（Kinahan  and  Fletcher ,  2010;  Schellenberg  et  al ., 

2010）。PET-CT缺点是只是提供的代谢异常部位整体代谢水平，无法提供组织内病理变化的

信息。人体内局部的炎症也会增强糖摄取能力，因此PET-CT一般很难区分肿瘤和炎症

（Kinahan  and  Fletcher,  2010）。此外，机体诸多生理因素，例如生理状态、血糖浓度、胰岛

素浓度等，都会影响其敏感性和准确性，甚至部分患者例如糖尿病、严重心血管病人是不能

用PET-CT进行身体检查（Kinahan  and  Fletcher,  2010）。

[0003] 胰腺癌是一种恶性程度极高的肿瘤，它的组织学特征是微血管贫乏、间质丰富、组

织内压力极高、糖摄取能力很强（Vincent  et  al.,  2011）。研究人员发现糖摄取能力高的

胰腺癌病人预后差。胰腺癌中广泛存在KRAS基因的突变,  这个突变会导致细胞代谢的改

变，胰腺癌细胞更依赖糖酵解获得所需ATP；这个突变也会导致胰腺癌细胞线粒体的损伤和

丢失（Ying  et  al.,  2012）。虽然胰腺癌可以大量摄取糖，但它如何在短时间内获得大量的

糖等营养物质，从而满足自己的生长需求，仍然是个谜。葡萄糖是通过血管内皮细胞表面的

糖蛋白受体运输到组织内，常见的受体有糖转运蛋白GLUT-1  到GLUT-5（Kayano  et  al., 

1990）。正常组织通过增加微循环的面积和增加细胞表面的糖转运受体来获得更多葡萄糖。
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人的脑组织和肌肉组织不仅微循环丰富，且微血管内皮细胞糖蛋白转运受体也极其丰富，

从而可以高效获得代谢所需的营养物质并清除体内产生代谢产物（Mann  et  al .,  2003; 

Thomas  et  al.,  1992）。增加细胞表面面积是提高物质交换能力最原始和直接途径，例如

小肠微绒毛和肾皮质的远端小管微绒毛。表面面积大的上皮细胞物质交换能力往往很强

（Lange,  2011）。如果肿瘤细胞有扩大血管内皮细胞表面积或增强细胞物质交换的能力，那

肿瘤细胞可以短时间内获得大量的营养物质。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种简便、可靠的测量胰腺癌基底微绒毛物理参数（长度

和密度）方法，并以胰腺癌基底微绒毛物理参数预测肿瘤糖摄取水平。

[0005] 在前期研究中，发明人发现胰腺癌微循环中存在一种特殊的“毛毛虫”似的毛细血

管，这些血管内皮基底面有基底微绒毛。基底微绒毛的超微结构和物质运输系统均显示此

微绒毛具有物质交换能力。同时，发明人也观察到在糖摄取能力强的肿瘤中基底微绒毛异

常发达，而在糖摄取能力低的肿瘤中基底微绒毛相对少。糖摄取能力高的肿瘤微血管基底

微绒毛异常长，可以达到血管直径的10倍，有的甚至可以达到胰腺癌导管内部。因此，推测

基底微绒毛可能是胰腺癌获取营养物质的主要通道，微绒毛的物理参数，例如长度和密度

等，可能反映该肿瘤的糖摄取能力。临床上，物理参数具有稳定性强、重复性高、使用方便等

优点。如基底微绒毛的物理参数可以显示肿瘤糖摄取能力，将有助于胰腺癌病人的诊断、术

后治疗及预测复发等。为了检测微循环内皮细胞微绒毛的物理参数，发明人利用激光共聚

焦断层扫描技术，重建免疫荧光染色后的58例胰腺癌病人的肿瘤微血管，测量了微血管内

皮细胞基底微绒毛的参数，并与病人的PET-CT  SUVmax值进行相关性分析。发明人发现血管

内皮细胞基底微绒毛的长度和密度与PET-CT  SUVmax值高度相关。基底微绒毛的长度和密

度参数可以反映肿瘤组织糖摄取水平。

[0006] 基于此，本发明提出一种测量肿瘤微循环内皮细胞基底微绒毛物理参数的方法，

并由此预测胰腺癌肿瘤代谢水平，具体涉及胰腺癌肿瘤微血管内皮细胞的微绒毛染色，扫

描和测量及计数等。

[0007] 病理学诊断是诊断“黄金标准”。病理学诊断技术依赖组织的平面结构做出诊断，

组织的平面结构无法提供组织内部细胞在空间中的立体状态，例如细胞突起和细胞之间相

互作用等功能相关信息。然而，这些功能相关信息中可能包含了许多肿瘤独特行为或功能

的信息。为了探索这些功能相关信息，本发明通过长时间摸索，建立了一套病理切片3D免疫

荧光染色方法。这项技术弥补了传统病理学的不足之处，3D免疫荧光染色不仅提供清晰的

组织结构图，而且可以显示肿瘤内部细胞之间的空间分布及完整的细胞结构（参见图3）。

[0008] 本发明提供的测量胰腺癌基底微绒毛物理参数（长度和密度）方法，具体步骤包

括：病理切片3D免疫荧光染色，微血管基底微绒毛长度和密度的检测、计数；

其中：

（一）病理切片3D免疫荧光染色；具体流程为：

病理切片：对肿瘤组织用4%多聚甲醛固定24-48小时，再用10%-30%蔗糖依次脱水至组

织下沉；然后利用冰冻切片机制作40-50微米切片，放入含有PBS溶液（磷酸缓冲液）的6孔板

中保存。

说　明　书 2/9 页

5

CN 108761078 A

5



[0009] 免疫荧光染色，具体步骤为：

（1）将组织切片挑入孔板中用PBS清洗3-6次，每次10-30分钟（放在摇床上）；再挑入封

闭液中室温封闭50-90分钟；封闭液成分为：10%  驴血清  、0.01%-0 .2%  Triton  X-100和

PBS；

（2）挑入含I抗的孵育液中，在4℃摇床上孵育过夜；孵育液成分为5%驴血清、0.01%-

0.2%  triton  X-100和PBS；

（3）将组织切片在PBS溶液中洗3-6次，每次10-30分钟（放在摇床上）；然后挑入含相应

的荧光II抗和DAPI孵育液中，摇床上室温孵育1.5-2.5个小时或4℃过夜（此步以后注意避

光！）；

（4）II抗缓冲液孵育完成后再用PBS清洗3-6次，每次10-30分钟（放在摇床上）；

（5）清洗完以后，将组织切片移到载玻片上展片，用水溶性封片剂封片；

（6）室温闭光过夜，然后进行扫描、记数。

[0010] （二）微血管基底微绒毛长度和密度的检测、计数；

（1）采用3D扫描；

（2）通过Image  J软件把Z-轴扫描图片Z-stacked，然后测量微血管的表面面积，计算微

绒毛数量并测量微绒毛长度。

[0011] 本发明中，所述采用3D扫描的具体流程为：

1）在Zeiss  710  63倍油镜下寻找组织内基底微绒毛最多的微血管；

2）Z-轴确定微血管的厚度；

3）激光共聚焦显微镜下Z-stack扫描。Zeiss  710激光共聚焦显微镜扫描参数为：

像素：1024*1024 （pixel），线性（liner）:2；

Z-stack 间距:  1μm；

扫描速度:  5；

Digital  offset（数字补偿）:  100-250；

组织之间会有一定的染色背景差异，因此其它参数可以根据需求进行调整。

[0012] 本发明中，微绒毛的计数利用软件中的细胞计数（  cell  counter）菜单计数功能

进行计数，具体流程如下：

1）首先初始化图片（initialize），进入计数界面；

2）选择计数类型按钮（counter  type）；

3）利用鼠标右键计数血管表面微绒毛；

4）计数后把数据存入到excel数据表。

[0013] 本发明中，测量微绒毛长度方法：

1）使用分段线（segmented  line）  线勾画出为微绒毛轮廓，然后利用测量按钮

（measure）测量其长度；

2）保存数据。

[0014] 本发明利用人胰腺癌组织厚切片的免疫荧光染色和激光共聚焦显微镜重建肿瘤

微循环的方法，通过3D重建带基底微绒毛的微血管，测量得到血管内皮细胞基底微绒毛的

长度和密度。

[0015] 检测出的结果表明，微血管基底微绒毛物理参数，包括长度和密度，均可以预测肿
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瘤的糖摄取能力；长度和密度的联合参数具有更好的预测胰腺肿瘤的糖摄取能力效果。结

果显示，微血管基底微绒毛长度的均值和中位数均与肿瘤组织的糖摄取能力直接相关（p<

0.001），相关系数分别是0.799  和0.805；微血管基底微绒毛密度的均值和中位数也与肿瘤

组织糖摄取能力直接相关（p<0.001），相关系数分别（r）是0.767  和0.813；微血管基底微绒

毛密度和长度的均值和中位数的联合参数与肿瘤组织糖摄取能力相关性更强，相关系数分

别（r）为0.883  和0.894 （参见图4）。这个结果证明这些微血管基底微绒毛长度和密度均具

有显示肿瘤代谢水平的能力。因此，本发明进一步将测得俄血管内皮细胞基底微绒毛的长

度和密度，用于预测肿瘤组织糖摄取能力。

[0016] 依据上述实验结果，我们制作了一条标准曲线（图4）。 同时把糖摄取能力分为四

个等级：1，弱 （PET  SUVmax  值2.5-5 .6）；  2，中等（PET  SUVmax  值5.7-7 .5），3，强 （PET 

SUVmax 值7.6-8.8）；4，超强 （PET  SUVmax 值>8.9，8.9-20）。

[0017] 据此，用基底微绒毛的各种参数预测肿瘤代谢的方式如下：

（1）微绒毛密度平均值为4.85（95%CI  2.79-7.104）为糖摄取能力弱；微绒毛密度平均

值为6.85（95%CI  3.94-9.48）为糖摄取能力中等；微绒毛密度平均值是8.13（95%CI  5.94-

10.69）为糖摄取能力强；微绒毛密度平均值是8.38（95%CI  5.43-10.97）为糖摄取能力超

强；

（2）微绒毛密度中位数值是4.52 （95%CI  2.35-6.36）  为糖摄取能力弱；微绒毛密度中

位数值是6.30（95%CI  3 .58-8 .60）为糖摄取能力中等；微绒毛密度中位数是7.78（95%CI 

5.61-10.27）为糖摄取能力强；微绒毛密度中位数是8.022（95%CI  5.33-10.38）为糖摄取能

力超强；

（3）微绒毛长度平均值是9.58 （95%CI  6.81-12.33）为糖摄取能力弱；微绒毛长度平均

值是11.80 （95%CI  10 .26-13 .90）为糖摄取能力中等；微绒毛长度平均值13.50 （95%CI 

12.90-14.36）为糖摄取能力强；微绒毛长度平均值是15.47 （95%CI  12.158-27.20）为糖摄

取能力超强；

（4）微绒毛长度中位数是8.94 （95%CI  6.51-11.40）  为糖摄取能力弱；微绒毛长度中

位数是11.28 （95%CI  9.59-13.80）为糖摄取能力中等；微绒毛长度中位数是12.95 （95%CI 

12.27-13.99）为糖摄取能力强；微绒毛长度中位数是14.14 （95%CI  11.32-18.31）为糖摄

取能力超强；

（5）微绒毛密度和长度平均值参数是1.47（95%CI  0.70-2.21）  为糖摄取能力弱；微绒

毛密度和长度平均值参数是2.54 （95%CI  1.50-3.83）  为糖摄取能力中等；微绒毛密度和

长度平均值参数是3.42 （95%CI  2.68-4.34）为糖摄取能力强；微绒毛密度和长度平均值参

数是4.06 （95%CI  2.24-6.07）为糖摄取能力超强；

（6）微绒毛密度和长度中位数参数是1.28（95%CI  0.59-1.81）  为糖摄取能力弱；微绒

毛密度和长度中位数参数是2.23（95%CI  1.32-3.52）为糖摄取能力中等；微绒毛密度和长

度中位数参数是3.14 （95%CI  2.45-4.07）为糖摄取能力强；微绒毛密度和长度中位数参数

是3.59 （95%CI  2.07-5.27）为糖摄取能力超强。

[0018] 基底微绒毛预测肿瘤代谢的实践过程中，肿瘤中的炎症细胞，  例如中性粒细胞和

巨噬细胞等的比例，会影响预测效果，但不会影响最终评价。基底微绒毛的生长过程可能与

仅肿瘤细胞的代谢有关。
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附图说明

[0019] 图1为计数基底微绒毛数量方法图示。

[0020] 图2为测量基底微绒长度方法图示。

[0021] 图3为不同糖摄取能力的胰腺癌组织内的微血管内皮细胞基底微绒毛的分布特

点。这组图显示了不同糖摄取能力的8个胰腺癌病人的肿瘤中微绒毛最多的4个微血管。可

以观察到微绒毛的长度和密度随着PET-CT  SUVmax值的增加而变密和变长。标尺，20μm。

[0022] 图4为微血管基底微绒毛密度和长度的均值和中位数的联合参数与肿瘤组织糖摄

取能力相关性图示；微血管基底微绒毛长度和密度均值和中位数均与PET-CT  SUVmax值关

性图示。

具体实施方式

[0023] 1.人胰腺癌组织标本收集

病理科医生或外科医生收集肿瘤标本，所收集的肿瘤组织的长度0.5-1.2  cm，宽度约 

0.5-1.2  cm，  厚度  0.2-0.5  cm。肿瘤取样时，尽量靠近肿瘤中心部分，可以不取肿瘤周围

组织。取样后，快速放入新鲜配制的4%  多聚甲醛（PFA）固定，放入4度冰箱保存。固定24-48

小时，然后放入30%  蔗糖/PBS （磷酸缓冲溶液）进行脱水过夜。

[0024] 2.肿瘤组织厚切片的制作和免疫荧光染色

免疫荧光染色，具体步骤为：

（1）将组织切片挑入孔板中用PBS清洗3-6次，每次10-30分钟（放在摇床上）；再挑入封

闭液中室温封闭1小时；封闭液成分为：10%  驴血清  、0.01%-0.2%  Triton  X-100和PBS；

（2）挑入含I抗的孵育液中，在4℃摇床上孵育过夜；孵育液成分为5%驴血清、0.01%-

0.2%  triton  X-100和PBS；

（3）将组织切片在PBS溶液中洗3-6次，每次10-30分钟（放在摇床上）；然后挑入含相应

的荧光二II抗和DAPI孵育液中，摇床上室温孵育2个小时或4℃过夜（此步以后注意避光！）；

（4）II抗缓冲液孵育完成后再用PBS清洗3-6次，每次10-30分钟（放在摇床上）；

（5）清洗完以后，将组织切片移到载玻片上展片，用水溶性封片剂封片；

（6）室温闭光过夜，然后利用激光共聚焦显微镜进行扫描。

[0025] 3.血管内皮细胞基底微绒毛的扫描

用6-12张CD34  和GLUT-1或cytokeratin抗体免疫荧光双染的切片扫描一个胰腺癌病

人微循环内皮细胞基底微绒毛，GLUT-1 抗体的染色确定肿瘤细胞位置和部位。

[0026] 第一步，在Zeiss  710  63倍油镜下寻找组织内基底微绒毛最多的微血管；

第二步，Z-轴确定微血管的厚度；

第三步，激光共聚焦显微镜下Z-stack扫描。

[0027] Zeiss  710激光共聚焦显微镜扫描参数：

像素：1024*1024 （pixel），线性（liner）:2；

Z-stack 间距:  1μm；

扫描速度:  5；

Digital  offset:  100-250；
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组织之间会有一定的染色背景差异，因此其它参数可以根据需求进行调整。

[0028] 4.检测基底微绒毛所用的相关试剂

抗体：CD34抗体 （公司和货号：abcam，  8536）、GLUT-1 抗体（abcam，18356）；

荧光显色抗体：免疫荧光II抗 （Invitrogen:  Alexa-555  标记的驴抗小鼠II抗和

Alex-488 标记的驴抗兔II抗）；

封闭使用血清：驴血清 （Sigma）；

水溶性封片剂：Fluoromount-G荧光封片剂 （southern  biotechnology）。

[0029] 5.图像分析使用软件：

Image  J （NCI）和Zen  2009 （Zeiss,  Germany）  。

[0030] 6. 血管内皮细胞基底微绒毛的测量和计数

通过Image  J软件把Z-轴扫描图片Z-stacked （maximum  intensity  projection），  然

后测量微血管的表面面积，计数微绒毛数量并测量微绒毛长度。微绒毛计数使用细胞计数

（  cell  counter）菜单计数功能（见图1）；长度测量使用分段（segmented  line）  线勾画出

长度然后进行测量 （见图2）。

基底微绒毛的直径约为1微米。依据平均直径，我们把基底微绒毛假设成一个圆柱体， 

计算基底微绒毛表面面积，并估算了基底微绒毛增加内皮细胞表面面积的多少，以增加的

表面面积为作为参数：

计算公式如下：

基底微绒毛的均数参数---Index  of  BM  mean  values  =  [π×1（diameter）  × 

length （mean）  ×  mean  number  of  basal  microvilli]/100；

基底微绒毛的中位数参数---Index  of  BM  median  values  =  =  [π×1（diameter）  × 

length （median）  ×  median  number  of  basal  microvilli]/100。

[0031] 7.统计分析

采用SPSS20.0 软件进行统计分析，利用相关性分析方法的spearsman  correlation或

pearson  correlation分析，  PET-CT  SUVmax  值与微血管基底微绒毛密度和长度的均值和

中位数及密度和长度联合参数进行相关性分析。

[0032] 实施例2

1、病人术后肿瘤标本的取样和固定在医院病理科或外科医生完成。具体方法，参见技

术方法部分；

2、标准化的实验室中完成胰腺癌肿瘤标本切片、血管内皮细胞基底微绒毛染色和组织

切片的封片；

3、两个受过训练的病理科医生利用Zeiss  710激光共聚焦显微镜读5-8免疫荧光染色

的肿瘤切片，读完荧光切片后，确定肿瘤组织内微血管微绒毛最多5-10个以上微血管，每个

病理科医生激光共聚焦显微镜扫描4-10个带基底微绒毛最多的微血管；

4、图像分析软件测量基底微绒毛的参数长度，密度和血管等；

5、与已建立的标准曲线进行对比，根据标准曲线上的位置预测肿瘤糖摄取能力；

6、出预测肿瘤糖摄取能力报告，提供外科医生或肿瘤科医生，作为一种术后治疗和预

测预后的指标。

[0033] 归纳：
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1、基底微绒毛的生长规律

为了对血管内皮细胞基底微绒毛的物理参数进行测量，通过CD34  抗体的厚组织切片

免疫荧光染色和激光共聚焦显微镜重建，得到了完整和清晰的肿瘤微循环结构及微绒毛结

构。与我们前期观察到现象一致的是肿瘤PET-CT  SUVmax  值越高，肿瘤组织内的血管内皮

细胞基底微绒毛密度越密长度越长。我们观察到SUVmax  值低的肿瘤中较小的微血管中内

皮细胞基底微绒毛较为发达，但较大的微血管很少看到长出来的微绒毛。然而，SUVmax值高

的病人肿瘤内部的小的微血管（直径3-10微米左右）和大一点微血管 （10-30微米）均长出

较长和比较密的微绒毛。我们同时发现随着SUVmax值的增高，肿瘤内部带有基底微绒毛的

血管比例也会增加。肿瘤内部内皮细胞基底微绒毛的物理参数有几个共同的特点：SUVmax

值越高肿瘤内部的血管内皮细胞基底微绒毛密度越密、长度越长，反之亦然 （参见图3）。同

时观察到，随着SUVmax值增加，血管内皮细胞基底微绒毛分支也会有所增多。这些结果提示

肿瘤器官形成过程中基底微绒毛首先出现在直径较小的微血管中，随着糖摄取能力的提高

这些结构会在大一点微血管中出现，并逐渐变长，提示着血管内皮细胞基底微绒毛的这种

变化是一个系统的有规律的变化。内皮细胞基底微绒毛的伴随肿瘤PET-CT  SUVmax  值的有

规律变化，提示内皮细胞基底微绒毛的物理参数具有成为一种新的显示肿瘤代谢能力指标

的潜力。

[0034] 2、微循环内皮细胞基底微绒毛物理参数可以预测肿瘤组织糖摄取能力

为了测量和计数肿瘤微血管内皮细胞基底微绒毛物理参数，首先使用image  J 图像分

析软件，通过z-轴叠加所扫描图片，使基底微绒毛变得清晰，保证测量前能见到完整的微血

管基底微绒毛结构。观察到完整的微血管基底微绒毛结构后，对微血管基底微绒毛结构进

行测量和计数 （图1  和2）。为了系统具有较容易的操作性，只测量了长度和密度两个参数。

根据标本大小和肿瘤内部肿瘤细胞比值，每个肿瘤扫描了5-15根微血管。基底微绒毛参数

与病人的肿瘤PET-CT  SUVmax值的相关性分析发现，肿瘤内部微血管基底微绒毛长度的均

值和中位数与肿瘤组织的PET-CT  SUVmax值直接相关，微血管基底微绒毛长度的均值和中

位数均与肿瘤组织的糖摄取能力直接相关（p<0.001），相关系数分别是0.799  和0.805；微

血管基底微绒毛密度的均值和中位数也与肿瘤组织糖摄取能力直接相关（p<0.001），相关

系数分别（r）是0.767  和0.813；微血管基底微绒毛密度和长度的均值和中位数的联合参数

与肿瘤组织糖摄取能力相关性更强，相关系数分别（r）为0.883  和0.894 （参见图4）。这个

结果显示这些微血管基底微绒毛物理参数即长度和密度的均数和中位数具有显示肿瘤代

谢水平的能力，长度和密度的联合参数预测肿瘤代谢水平的能力更强。

[0035] 3、胰腺癌微循环血管内皮细胞基底微绒毛参数的临床应用价值和前景

在临床实践过程中，体现肿瘤功能的检测指标往往具有极高的临床参考价值。这些指

标不仅可以指导医生开展相应治疗，而且可以预测病人对各种疗法的敏感性和疾病复发及

预后。遗憾的是，目前临床上体现肿瘤细胞功能的临床指标屈指可数。FDG  PET-CT是最常用

的方法之一。FDG  PET-CT检测中常用参数是PET-CT  SUVmax值，  该指标体现肿瘤组织的最

高糖摄取能力，属于临床影像学技术的范畴。该方法灵敏度高，很容易发现糖代谢异常的区

域和微小的病灶病人。但是肿瘤组织糖总摄取能力受诸多因素的影响，包括炎症反应、不同

炎症细胞比值、血糖浓度、间质比值和循环系统的特质等。胰腺癌是一个富含间质、乏血管、

组织内部压力很高、炎症细胞丰富的肿瘤。因此，PET-CT  SUVmax值显示胰腺癌组织的总体
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代谢水平，包括炎症细胞和间质细胞的糖摄取等等。血管内皮细胞基底微绒毛在单纯炎症

组织中没有发现。内皮细胞基底微绒毛参数是肿瘤组织内肿瘤细胞代谢能力的指标，而不

是炎症细胞和肿瘤细胞的代谢能力的总和，因而具有更明确的指向性。病理学诊断是医学

的“金”标准。基底微绒毛的检测技术是传统的病理学学技术的延伸，且该指标是病理学技

术指标，属于肿瘤诊断“黄金标准”范围。临床实践中有很好的推广性、实用性及准确性。该

技术具有非常好的延伸潜力。可以与肿瘤免疫学指标、肿瘤细胞特异性抗体、间质特异性指

标联合应用，可以全方位体现肿瘤的内部的病理变化和代谢和功能改变。帮助医生做出更

好的治疗方案和对策，给患者带来更多好处。

[0036] 在胰腺癌的诊断中，FDG  PET-CT可以用于检测、筛查肿瘤和评估疗效。但PET-CT也

有些不足之处：1、患者的血糖水平影响检查结果，糖尿病病人血糖控制不佳的情况下，检查

结果不准，而这是临床常见的现象  ；2、PET-CT在炎症的情况下、尤其是与胰腺癌鉴别诊断

相关的疾病，如自身免疫性胰腺炎、肿块型慢性胰腺炎、胰腺结核的情况下，SUV值也会明显

升高。内皮细胞基底微绒毛物理参数是一个与PET-CT  SUVmax  值互补性非常强的指标。

PET-CT  SUVmax  值显示的肿瘤器官的整体宏观指标，无法知道这个值代表的是肿瘤细胞代

谢能力还是其它炎症细胞的代谢能力。内皮细胞基底微绒毛物理参数是一个病理学的微观

指标，可能只代表肿瘤细胞的代谢能力，因此具有非常好的细胞特异性。临床上，对于那些

无法进行PET-CT检查肿瘤病人，内皮细胞基底微绒毛参数可以成为可选的肿瘤细胞代谢能

力检测指标。内皮细胞基底微绒毛参数是一个物理学参数，物理学参数稳定性和重复性高，

容易测量和检测等优点。这项技术与临床病理技术密切结合，标本使用的手术或活检标本，

不会增加病人的额外的创伤和负担。
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