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循环血游离 Shope病毒 DNA含量与兔 VX2肿瘤 18F-FDG PET/CT影像
表现的相关性分析 *
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摘要 目的：探讨循环血中 Shope病毒 DNA含量与兔 VX2肿瘤 18F-FDG PET/CT影像学特征间的关系及其临床意义。方法：采用

组织块接种法建立兔 VX2肿瘤模型，并行 18F-FDG PET-CT观测肿瘤大小及糖代谢相关值，实时定量荧光探针 PCR法检测肿瘤

组织及血浆中 Shope病毒特征性 DNA片段含量。结果：移植前外周血中未检测出 Shope病毒特异性 DNA片段；移植后 2周，
VX2肿瘤组织和循环血中均可以检测到特征性 Shope病毒 DNA片段。瘤体内 DNA含量明显高于循环血中含量。循环血 Shope

病毒 DNA含量与 FDG-PET的最大标准摄取值（SUVmax）明显呈正相关（r=0.943，p=0.005），但与肿瘤体积相关性尚不明确（r=
0.657，p=0.156）。结论：循环血 Shope病毒 DNA有望作为一种潜在的 VX2肿瘤标志物，其廉价、无创的特性，有望在肿瘤的早期

诊断和预后随访中发挥优势。
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The Correlation between Cell-Free Shope Virus DNA Circulating in Plasma
and 18F-FDG PET/CT Imaging in VX2 Tumor-Bearing Rabbits*

To investigate the relationship between 18F-FDG PET/CT imaging characteristics and circulating cell-free

shope virus DNA copies, and to explore its clinical values. The VX2 tumor models in rabbit were established by transplanting

VX2 tumor mass into leg muscles, and the shope virus DNA in tumor tissues and plasma was quantified by a quantitative real-time

quantitative polymerase chain reaction (PCR) method. Before tumor transplantation, no viral DNA was detected in peripheral
blood; 14 days after transplantation circulating shope virus specific DNA fragments could be detected. Concentration of shope virus DNA

in tumor tissue (mean (4.9± 1.9)× 106 copies/L) was significantly higher than that in the plasma (mean (1.3± 0.9)× 103 copies/L). There

is a positive association between circulating shope DNA level and 18F-FDG-PET/CT maximum standard uptake value, but no significant

association was observed between plasma shope virus DNA level and VX2 tumor size. Cell-free shope viral DNA in

circulating plasma may be a tumor-marker of VX2 tumor animal model for cancer research, and circulating cell free tumor specific DNA

may be proposed as a novel and early detectable bio-marker as well as an inexpensive and noninvasive assay for cancer management.
VX2 tumor; ccfDNA (circulating cell free DNA); 18F-FDG; PET（Positron Emission Tomography）; SUV（Standard

Uptake Value）
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前言

肿瘤的诊断和疗效评价，除影像手段之外，尚有多种特异

性血清肿瘤标志物。目前有关肿瘤外周血循环游离核酸标志物

的研究已经成为肿瘤学研究的一个热点[1,2]。研究报道，鼻咽癌

等与 EB病毒、HPV病毒相关的头颈部肿瘤，血液中 EB病毒

和 HPV病毒的特征性 DNA水平变化可用于疗效判断[3，4]。兔

VX2肿瘤是 Shope病毒在兔皮肤上诱发而产生的鳞癌细胞株，

可接种在兔的肝脏、肺、骨骼、肌肉等处，是使用最为广泛的大

型哺乳动物肿瘤模型，目前研究 VX2肿瘤多使用影像方法[5-8]，

尚无一种肿瘤标志物可以用于观察 VX2肿瘤[9-11]。因此，我们根

据已知的 shope 病毒基因库设计 shope 病毒特征性 DNA 探
针，测定 VX2肿瘤组织块及循环血中 shope病毒 DNA含量，

并比较其与兔 VX2肿瘤 18F-FDG PET/CT影像表现的关系，探

2808· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.15 MAY.2014

讨循环血游离 DNA对 VX2肿瘤的诊断及生物学评价的价值。

1 材料与方法

1.1 实验动物与麻醉方法
纯种新西兰大白兔 6只，雌雄不限，体质量 2-3 kg，4-5 月

龄，由第二军医大学实验动物中心提供。3%戊巴比妥（1 ml/kg）

耳缘静脉注射麻醉，麻醉满意后仰卧固定，剃除右侧后腿近端

外侧体毛。

1.2 肿瘤细胞来源及模型兔的制作
VX2瘤细胞株荷瘤兔由本院放射科介入中心提供。麻醉

满意后，仰卧位固定，肿瘤部位皮肤常规剃毛、消毒，铺无菌洞

巾，切开皮肤，剥离肿瘤，生理盐水清洗并剔除坏死组织及纤维

结缔组织，将鱼肉状肿瘤组织剪为 1× 1× 1 mm3大小组织块，

加入适量生理盐水备用。取 6只健康新西兰大白兔麻醉满意
后，采用切口瘤块包埋种植法建模。取兔右侧大腿股外侧肌处

作一长约 1 cm切口，依次切开皮肤、皮下组织、筋膜，暴露股外

侧肌，用眼科镊在股外侧肌穿一小洞，将一瘤块植入其中，逐层

缝合关闭切口。模型兔制作完成。

1.3 18F-FDG PET/CT显像
VX2 肿瘤移植后 14 天，采用西门子 Biograph 64 型

PET-CT仪行 18F-FDG PET/CT成像。18F-FDG由上海原子科兴

药业有限公司提供，放化纯度 >95％。3%戊巴比妥钠静脉给药

（1 ml/Kg）麻醉满意后，耳缘静脉注射 18F-FDG（28MBq/kg），注

射后 60分钟后，3D模式采集，每个床位 3分钟，采集部位由双

下肢至盆腔，TureX重建图像。
1.4 PET-CT图像后期处理

将所有数据以 DICOM的形式传入 MEDEX报告系统，选

定已知肿瘤病灶，利用感兴趣区（region of interest，ROI）技术，

得到最大标准化摄取值（SUVmax）。肿瘤体积（GTV）按如下公

式计算：GTV=d1× d2× d3× 仔/6，d1为在肿瘤最大层面的 CT

图像上测量最大截面的长径，d2 为肿瘤垂直于 d1的最长径，
d3为肿瘤高度[8](图 1)。
1.5肿瘤组织及血液标本处理

PET扫描结束后，心脏采血，低温离心（2000× g，5分钟）

后留取血浆[3]，-80 ℃冻存用于 DNA精制；手术方式收集肿瘤

组织块，分为两份，一份 10%福尔马林保存用于病理分析，另一

份液氮冻存用于 DNA精制。

1.6 病理标本处理

采用 HE染色和免疫组化 EnVision法检测 Ki67在肿瘤组
织中的表达情况，一抗购自上海长岛公司，用 Lecai Bond X 机

器染色。操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

1.7 肿瘤及血浆中 shope病毒定量检测

血浆及肿瘤组织 DNA按照 Pure Link Genomic DNA Mini

Kit操作手册进行，采用 ABI 7500 fast荧光定量 PCR仪进行定

量分析。绝对定量 PCR法，将扩增的目的片段做 TA克隆，载

体为 pMD18-T载体，感受态细胞株为 DH5琢。Shope病毒特征
性 DNA 片段上游引物 : 5'-TCAGCTTCGTCTGCGTCTGT-3'；

下游引物：3'-GCGGATAGCAGTCGATTCAAG-5'；荧光探针：
5'-FAM-CTCCAGAAGCCATAAGA-MGB-3' [12-14]，标准品 PCR

增幅曲线如图 2。

1.8 统计学方法

所有资料数据均以 X± S表示，采用 SPSS 13.0统计软件

分析，肿瘤组织及循环 DNA含量差别采用 t检验；DNA含量

与 PET-CT 特征指标间关系采用 spearman 相关分析；以 P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 VX2种植瘤特点

组织块种植易于成活，6 只实验动物，种植成瘤率达

100％。成瘤速度快，7d可触及肿块存在，14 d时生长最旺盛，

测量最大直径平均为(1.5± 0.4) cm。肉眼观瘤体呈实质性、鱼肉

状，剖面未见坏死组织。病理 HE染色（400倍）可见肿瘤体积较

大，形态欠规则，排列紧密，核大且浓染，核仁明显；免疫组化

Ki67（400倍）可见肿瘤细胞染色明显，增值活跃（图 3）。

2.2 成瘤后外周血及瘤体中病毒 DNA表达情况

移植前，血液中未见肿瘤病毒基因检出；移植后 14天肿瘤

组织内 shope DNA 含量为(4.9± 1.9)× 106 Copies/L,血液游离

shope DNA 含量为(1.3± 0.9)× 103 Copies/L，移植前后血液中

病毒 DNA浓度存在明显差异，有统计学价值，详见表 1。血液

内病毒基因含量与肿瘤组织病毒表达量正相关，差异有统计学

价值（r=0.943, p=0.005）（图 4）。

图 1 VX2荷瘤种兔 18FDG PET-CT显像图

Fig.1 18FDG PET-CT imaging in VX2 tumor-bearing rabbit

图 2 标准质粒 PCR绝对定量曲线

Fig.2 Plasmid PCR absolute quantification standard curve
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2.3 兔 VX2 肿瘤 18F-FDG PET/CT参数与 shope 病毒 DNA 含

量的相关性

循环血 cell-free shope病毒 DNA含量与 FDG-PET的 SU-

Vmax值呈明显正相关关系（r=0.943, p=0.005）（图 5）；PET显
像肿瘤体积大小与 FDG-PET 的 SUVmax 值呈明显正相关关

系（r=0.829, p=0.042）（图 6）；但 shope 病毒特异性 ccfDNA 与

肿瘤体积相关性尚不明确（r=0.657, p=0.156）（图 7）。
图 3 左侧为 HE染色（× 400倍），右侧为免疫组化Ki67（× 400倍）

Fig.3 Left: HE staining (× 400); Right: IHC for Ki67 (× 400)

3 讨论

Mandel和 Metais于 1947年首次发现血浆中存在游离形

式的循环核酸，即 cell-free DNA[4,15,16]。循环 DNA是一种无细胞

状态的胞外 DNA,存在于血液(血清或血浆)、滑膜液和脑脊液

等体液中,其主要由单链或双链 DNA 以及单链与双链 DNA

的混合物组成, 以 DNA-蛋白质复合物或游离 DNA两种形式

存在。1977年，人们开始将血浆中游离形式的 DNA用于肿瘤

及癌症的诊断研究。Leon等用放免法发现肿瘤患者血清 DNA

水平达（180± 38）ng/ml远高于正常人(13± 3) ng/ml[5]。Xue Hou

等发现在鼻咽癌患者血浆中发现肿瘤来源的 EB病毒相关性
mRNA[6]。本研究也发现移植前，血液中未见肿瘤病毒基因检

Blood

Tumor

T-TEST

P

（-）

（-）

(1.3± 0.9)× 103

(4.9± 1.9)× 106

6.60

0.001

DNA level before tumor transplantation (copies/L) DNA 14 days after tumor transplantation (copies/L)

表 1 肿瘤组织移植前后循环血和肿瘤组织内 Shope病毒表达情况

Table 1 Shope DNA expression level in blood and tumor tissue before and after transplantation

Note:T-TEST，P<0.05

图 4 肿瘤组织 shope病毒DNA与循环血 DNA相关性分析

Fig.4 Correlation analysis between tumor shope DNA and circulating

DNA

图 5 18FDG-PET的 SUVmax值与循环血 shope病毒DNA相关性分析

Fig.5 Correlation analysis between SUVmax value and circulating shope

DNA

图 6 18FDG-PET的 SUVmax值与肿瘤体积的相关性分析

Fig.5 Correlation analysis between 18FDG-PET SUVmax value and tumor

size

图 7 肿瘤体积GTV与循环血 shope病毒DNA相关性分析

Fig.7 Correlation analysis between circulating shope DNA and tumor size

(GTV)
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出；移植后 14天肿瘤组织内 shope DNA含量为(4.9± 1.9)× 106

copies/L，血液游离 shope DNA含量为(1.3± 0.9)× 103 copies/L，
移植前后血液中病毒 DNA浓度存在明显差异。血液浓度与肿

瘤内的病毒含量呈正相关。这提示我们循环血游离形式 DNA

确实可能与肿瘤的发生发展有一定的关系。

正电子发射计算机断层(简称 PET)是目前最有前途的显像

诊断技术之一，尤其是目前的 PET/CT不仅能从形态学评价肿

瘤的准确位置、大小及形态,而且能够监测肿瘤组织的代谢活

性[17]。通过无创性探测正电子放射性药物在机体内分布状况,从
而反映肿瘤组织细胞的活性。Seok JW等用 FDG-PET/CT监测

乳腺癌化疗后的反应 , 观察可疑小病灶的反应，发现，
FDG-PET/CT 可以预测乳腺癌化疗后长期疗效及腋淋巴结转

移情况[8]。然而，PET/CT价格昂贵，从一定程度上，限制了临床

的广泛应用。本课题通过对兔 VX2移植瘤 18F-FDGPET/CT显
像研究, 并将循环血 DNA含量与 PET/CT融合图像同步对比

发现：循环血 shope病毒 DNA含量与肿瘤体积无明显相关关

系（r=0.657,p=0.156），但其与 FDG-PET 的 SUVmax 值呈明显

正相关关系（r=0.943,p=0.005）；肿瘤体积大小与 FDG-PET 的
SUVmax值呈明显正相关关系（r=0.829,p=0.042）。肿瘤代谢越

活跃，SUV值越高，其释放到循环血的 cell-free DNA就越多
[18]。可见循环血中肿瘤特征性 DNA量可以作为肿瘤标志物对

肿瘤性疾病进行诊断和疗效判断。相对 PET-CT是一种价廉物

美的检查方法。

此外，本研究采用组织块包埋法建立兔 VX2肿瘤移植模

型，我们发现该方法不但操作简单，而且成瘤率高，肿瘤局限，

转移发生较晚。避免了细胞悬液注射法时，因注射局部压力较

高，促使肿瘤细胞沿组织间隙扩散，同时注射的针道也利于肿

瘤细胞的扩散，肿瘤呈播散性生长，形状不规则，容易发生多器

官的转移。这与苏静等的报道一致[3]。VX2鳞癌在瘤体的中央

较早出现坏死为了避免移植瘤坏死对结果产生影响，我根据文

献资料，选取肿瘤移植后 2周，进行观察。病理证实 2周时所有

肿瘤组织均未出现坏死病灶[19]。

诚然，循环血中 DNA做为肿瘤标志物尚存其他技术问题，

比如溶血的影响；缺乏通用型的肿瘤分子探针，无法直接测定

血浆中的 DNA含量等技术问题尚待改进。但是我们研究证实

循环血 DNA从某种程度上讲检查对肿瘤的发生有一定的预测

价值，可以作为高危人群防癌初筛检测指标之一。这样避免了

不必要的价格昂贵的 PET-CT检查，更好地节约了医疗资源。
鸣谢：长海医院杨继金教授和魏强医生在 VX2肿瘤动物模型建立

方面的指导，以及英潍捷基公司路峰先生在 PCR实验方面的协助。
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