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　 　 ［摘要］ 　 目的　 探索超声血管造影（ＣＥＵＳ）检测到的颈动脉粥样硬化斑块内新生血管是否与斑块病理检测的微血管存

在相关性。 　 方法　 前瞻性入组行颈动脉内膜剥脱术（ＣＥＡ）的 ２０ 例患者，所有患者术前行 ＣＥＵＳ 检查，并按照检测到的斑块

内增强情况分为 ０～３ 级，术后对患者斑块标本行常规 ＨＥ 染色及 ＣＤ３１ 单克隆抗体标记的免疫组化染色，并根据 ＣＤ３１ 标记的

斑块内微血管计算微血管密度（ＭＶＤ），通过相关性分析检验 ＣＥＵＳ 分级与 ＭＶＤ 的相关性。 　 结果　 ２０ 例患者的平均年龄为

（６４􀆰 ９±７􀆰 １）岁，其中高血压病史 １３ 例（８５％），糖尿病病史 ５ 例（２５％），脑梗死病史 １７ 例（８５％），冠心病病史 ３ 例（１５％），外
周血管病病史 ８ 例（４０％），吸烟病史 ５ 例（２５％），长期饮酒史 ２ 例（１０％）。 ＣＥＵＳ 成像检测了 ２０ 个目标斑块，按照 ０～ ３ 级的

分级标准，其中 １ 级 ２ 个（１０％），２ 级 ７ 个（３５％），３ 级 １１ 个（５５％）。 ＣＤ３１ 免疫组化染色 ２００ 倍高倍镜下 ＭＶＤ 为（９􀆰 ３７±
３􀆰 ５６）条 ／ ｍｍ２。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析显示 ＣＥＵＳ 新生血管分级与 ＭＶＤ 呈正相关相关（ ｒ＝ ０􀆰 ６６２，Ｐ＝ ０􀆰 ００１）。 　 结论　 颈动脉

粥样硬化斑块 ＣＥＵＳ 的增强分级与斑块内新生血管密度密切相关。
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０　 引　 　 言

颈动脉粥样硬化是缺血性脑卒中的常见病因，
既往对于卒中风险的评估多集中在脑动脉狭窄程

度以及临床症状，但是对于无症状的患者仅凭狭窄

程度无法为预测卒中风险提供充分的依据，对斑块

性质即斑块易损性的评估对于减少动脉粥样硬化

性的脑卒中发生率、致残率、死亡率具有重要意

义［１］。 目前关于“易损斑块”（ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅ ｐｌａｑｕｅ ）的
定义还是基于病理检测结果，临床上对于易损斑块

的诊断尚缺乏统一标准［２］。 越来越多的证据表明，
斑块 内 新 生 血 管 （ ｉｎｔｒａｐｌａｑｕｅ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，
ＩＰＮ）与斑块破裂出血、炎症密切相关，是导致斑块

生长和易损的重要因素［３，４］。 因此，临床上准确地

识别斑块内新生血管，有助于易损斑块的识别与诊

断，对于指导心脑血管疾病的预防有着重要的意义。
颈动脉血管彩超由于其无创性与快捷性是目

前临床最常用的辨别颈动脉易损斑块的临床方法，
但是检查结果有时依赖检查者的主观判断与操作

时超声探头的角度、方向与位置，特异性较差。 超

声血管造影（ｃｏｎｔｒａｓｔ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ， ＣＥＵＳ）是
识别颈动脉斑块内新生血管的超声新技术，其利用

发射声波与造影剂微气泡谐振所产生的二次谐波

信号进行成像，能敏感获取斑块内微小血管的灌注

特征［５］。 本研究拟通过对比颈动脉粥样硬化斑块

ＣＥＵＳ 分级与斑块病理标本新生血管密度，确认

ＣＥＵＳ 识别斑块内新生血管的准确性。

１　 资料与方法

１􀆰 １　 一般资料　 前瞻性入组 ２０１７ 年 １１ 月至 ２０１９
年 １２ 月在南京市鼓楼医院的神经外科接受颈动脉

内膜剥脱术（ｃａｒｏｔｉｄ ｅｎｄａｒｔｅｒｅｃｔｏｍｙ，ＣＥＡ）的患者，手
术适应证为狭窄程度＞７０％无症状或有症状的颈动

脉粥样硬化。 如果患者曾经出现过缺血性中风或

短暂脑缺血发作，则被定义为有症状的颈动脉粥样

硬化。 排除标准：感染和（或）败血症、高凝状态和

（或）近期的血栓栓塞以及严重肝、肾功能障碍以及

对超声造影剂过敏患者。 所有患者术前至江苏省

中医院超声医学科行颈动脉 ＣＥＵＳ 检查并记录检查

结果，检查后 １ 周内行 ＣＥＡ。 共入组 ２０ 例患者，其
中 １７ 例为有症状患者，３ 例为无症状患者。 本研究

经江苏省中医院伦理委员会批准（批准号：２０１７ＮＬ⁃
００４⁃０２），符合《赫尔辛基医学研究伦理原则宣言》，

所有患者均给予书面知情同意参与。
１􀆰 ２　 颈动脉斑块 ＣＥＵＳ 检查　 传统颈动脉超声和

ＣＥＵＳ 是使用配有 Ｌ９⁃３ 换能器的 Ｐｈｉｌｉｐｓ ｉＵ⁃２２ 超声

仪（美国博塞尔的 Ｐｈｉｌｉｐｓ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｙｓｔｅｍｓ）进行的。
使用对比度为 ７０％的特定于对比度的软件设置。
颈动脉成像是由 ２ 名经验丰富的超声医师根据美国

超声心动图学会共识声明使用标准的扫描方案进

行［６］。 患者仰卧姿势，该姿势朝向检查的对侧，并
露出脖子。 Ｂ 型和彩色多普勒超声分别在左右方向

上扫描左右颈总动脉、颈总叉、颈内动脉、颈外动脉

和椎动脉［７］。 充分评估所有斑块，并记录颈动脉狭

窄程度。
在常规颈动脉超声检查之后，利用第二代回声

造影剂（Ｂｒａｃｃｏ，米兰，意大利）进行 ＣＥＵＳ，该造影剂

由磷脂稳定的六氟化硫微泡组成。 静脉通道首先

用 ５ ｍＬ 等渗盐水冲洗，然后向左肘浅静脉注射 １􀆰 ２
ｍＬ 造影剂，然后立即予以 ５ ｍＬ 的 ０􀆰 ９％ＮａＣｌ 等渗

盐水冲洗。 内置定时装置和图像采集同步启动。
在 ＣＥＵＳ 检查期间，探头聚焦于先前已确定目标斑

块部位，并在低声压下通过纵向扫描完成图像采集。
注射微泡后约 １５ ｍｉｎ 内，颈动脉腔内可观察到

增强的对比效果，持续时间约 ５ ｍｉｎ。 如果检测到多

个斑块，则患者可以重复接受以上检查操作，２ 次检

查之间的间隔时间必须超过 １５ ｍｉｎ。 如果检测到噬

菌斑，则将静止帧和片段以数字方式存储至少

１０ ｍｉｎ以进行进一步分析。 为了降低噪声并获得均

匀的信号强度，我们调制了时间增益补偿。 采用

０􀆰 ０６ 的机械指数，并且在测试过程中焦点位于屏幕

的底部，以减少微气泡的破坏。 同时，将帧频和图

像深度分别调制为 １２ ／ ｓ 和 ３ ～ ５ ｃｍ，以适应颈动脉

的直径。 前面提到的所有设置在每次检查中都保

持不变。
ＣＥＵＳ 斑块分级：①０ 级：斑块内未见增强回声；

②１ 级：斑块内小范围点样增强回声；③２ 级：点状、
短线样增强回声；④３ 级：斑块内长线样或网状增强

回声。 ＣＥＵＳ 易损斑块标准：其中 ０ ～ １ 级为稳定斑

块，２～３ 级为不稳定斑块。
１􀆰 ３　 颈动脉内膜剥脱术（ＣＥＡ） 　 手术在全麻下进

行。 患者取仰卧位，肩部垫高、头偏向对侧，切口位

于胸锁乳突肌前缘，以颈动脉分叉为中心稍靠上，
长 ５～７ ｃｍ。 斜行切开皮肤及颈阔肌，乳突撑开器及

两把甲状腺拉钩牵开切口。 锐性分离颈深筋膜至

颈动脉鞘，双重结扎面总静脉，充分解剖暴露颈总
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动脉、颈外动脉及颈内动脉远心段。 全身肝素化、
基础血压升高 １５％后分别阻断颈内动脉、颈总动

脉、颈外动脉，测颈内动脉残端压。 纵行切开颈内

动脉、颈总动脉。 专用神经剥离子剥脱斑块，圈镊

摘除残留斑块。 分别缝合内膜及颈动脉壁，吻合完

毕后开放阻断的动脉，基础血压降低 １５％。 检查吻

合口彻底止血，放置负压引流管，全层连续稀松缝

合颈阔肌和皮肤。
１􀆰 ４　 斑块组织学检查　 行颈动脉内膜剥脱术后，取
出的斑块用等渗盐水冲洗，经 ４％甲醛溶液固定、２４
ｈ 脱钙处理并石蜡包埋后连续切片（３ ～ ５ μｍ）。 行

ＨＥ 染色及 ＣＤ３１ 单克隆抗体免疫组化（ ＩＨＣ）染色。
ＨＥ 染色观察斑块内组织成分及血管。 ＣＤ３１ 是内

皮细胞间连接的组成部分，ＣＤ３１ 单克隆抗体免疫

组化染色标记新生血管，镜下观察，４０ 倍低倍镜下

选 ３～５ 个血管丰富的热点区域，转至 ２００ 倍和 ４００
倍高倍镜下进行计数取均值，通过 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
（ＩＰＰ）图像分析软件进行微血管密度（ＭＶＤ）定量

分析。
１􀆰 ５　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计软件进行

数据的分析整理，计量资料采用均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）
描述，相关性分析用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析；计数资

料以频数、百分比表示，采用卡方检验。 以 Ｐ≤０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 患者基线数据 　 ２０ 例患者中，男 １８ 例，女 ２
例，高血压病史 １３ 例 （ ８５％），糖尿病病史 ５ 例

（２５％），脑梗死病史 １７ 例（８５％），冠心病病史 ３ 例

（１５％），外周血管病病史 ８ 例（４０％），吸烟病史 ５ 例

（２５％），长期饮酒史 ２ 例（１０％）。 年龄（６４􀆰 ９±７􀆰 １）
岁，身高（１６８􀆰 ８０ ± ７􀆰 ４８） ｃｍ，体重（７１􀆰 １１ ± １１􀆰 ４８）
ｋｇ，收缩压（１４２􀆰 ５３±１０􀆰 ９０）ｍｍＨｇ（１ ｍｍＨｇ ＝ ０􀆰 １３３
ｋＰａ），舒张压 （ ８０􀆰 １６ ± １２􀆰 ２４ ） ｍｍＨｇ， 总胆固醇

（３􀆰 ８５±０􀆰 ８３）ｍｍｏｌ ／ Ｌ，三酰甘油（１􀆰 ７３±０􀆰 ８２）ｍｍｏｌ ／
Ｌ，低密度脂蛋白（１􀆰 ７３±０􀆰 ８３）ｍｍｏｌ ／ Ｌ，高密度脂蛋

白 （ １􀆰 １５ ± ０􀆰 ３７ ） ｍｍｏｌ ／ Ｌ， Ｃ 反 应 蛋 白 （ ８０􀆰 １２ ±
９６􀆰 ４５）ｍｇ ／ ｌ，天冬氨酸转移酶（２７􀆰 ６７±２３􀆰 ７７）Ｕ ／ Ｌ，
丙氨酸转移酶 （ ３４􀆰 ８３ ± ４１􀆰 ４０ ） Ｕ ／ Ｌ， 肌 酸 激 酶

（ ９９􀆰 ７１ ± ６１􀆰 ２７ ） Ｕ ／ Ｌ， 血 肌 酐 （ ６７􀆰 ９２ ± １４􀆰 ２５ ）
μｍｏｌ ／ Ｌ，尿素氮（５􀆰 ２３±１􀆰 ７２）ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
２􀆰 ２　 斑块病理标本 ＨＥ 染色及 ＣＤ３１ 单克隆抗体

的免疫组化染色　 ＨＥ 染色可以见到斑块内新生血

管，并且在血管周围可以见到大量的红细胞，提示

斑块内存在出血。 ＣＤ３１ 单克隆抗体的免疫组化染

色（ＩＨＣ）中，蓝色为细胞核，黄色、棕黄色或有黄色

棕色颗粒是 ＣＤ３１ 免疫组化阳性反应，标记为血管

内皮细胞，并显示了斑块内新生血管形态。 见图 １。

ａ、ｂ：斑块 ＨＥ 染色（ａ：１００ 倍，ｂ：２００ 倍），黑色箭头示

斑块内新生血管；ｃ、ｄ：斑块 ＣＤ３１ 标记的 ＩＨＣ（ｃ：２００
倍，ｄ：４００ 倍），黑色箭头示斑块内新生血管

图 １　 颈动脉粥样硬化斑块 ＨＥ 染色及 ＣＤ３１ 单克隆抗体

免疫组化（ＩＨＣ）染色

２􀆰 ３　 ＣＥＵＳ 新生血管分级与斑块组织切片 ＭＶＤ
相关性分析　 ２０ 例患者 ＣＥＵＳ 成像检测 ２０ 个目标

斑块内的新生血管，按照 ０～３ 级的分级标准，其中 １
级 ２ 个（１０％），２ 级 ７ 个（３５％），３ 级 １１ 个（５５％）。
ＣＤ３１ 免疫组化染色 ２００ 倍高倍镜下 ＭＶＤ 为（９􀆰 ３７±
３􀆰 ５６）条 ／ ｍｍ２。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析显示 ＣＥＵＳ 新

生血管分级与 ＣＤ３１ 免疫组化染色 ２００ 倍高倍镜下

组织切片 ＭＶＤ 呈正相关（ ｒ＝ ０􀆰 ６６２，Ｐ＝ ０􀆰 ００１）。

３　 讨　 　 论

易损斑块定义主要依赖斑块的病理特征，如薄

的纤维帽、大的坏死核心、胆固醇沉积以及斑块内

炎症等［８］。 ＩＰＮ 是对动脉内膜增厚及斑块中需氧量

增加的保护性生理反应，起始阶期分为芽生和管腔

形成，随后血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的下调

和内皮中血管生成因子⁃１（Ａｎｇ⁃１）、血小板衍生因子

（ＰＤＧＦ）、转化生长因子⁃β１ （ＴＧＦ⁃β１）等的升高介

导新生血管消退的过程［９］。 生理性新生血管的生

成维持了斑块内的氧供，避免了斑块内细胞的坏死

和凋亡。 但是病理性新生血管大量生成成为循环

中炎症细胞及炎症介质流入斑块的主要途径，加剧

斑块内炎症、脂质核心的扩张、氧化损伤和蛋白酶
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活化，促进斑块生长。 大量不成熟的 ＩＰＮ 由于严重

的结构和功能异常，可以诱导斑块内出血 （ ｉｎｔｒａ⁃
ｐｌａｑｕｅ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ， ＩＰＨ）及斑块破裂，导致各种心脑

血管事件的发生［１０］。 所以，ＩＰＮ 是动脉粥样硬化斑

块发展的特征，也是动脉粥样斑块稳定性的核心标

志［１１］。 本研究中，患者手术切除斑块 ＨＥ 染色中可

以检测到了大量的新生血管，证实斑块内存在大量

新生血管生成，在血管周围发现大量红细胞，则提

示可能存在新生血管破裂导致了 ＩＰＨ。 通过 ＣＤ３１
标记的 ＩＨＣ 染色，进一步确认斑块内存在大量的新

生血管生成。
ＩＰＮ 对于斑块生长及易损性的起到决定性作

用，所以临床上对 ＩＰＮ 的准确识别是临床诊断易损

斑块的重要组成部分。 目前诊断颈动脉易损斑块

的方法有数字减影血管造影（ＤＳＡ）、ＣＴ 动脉成像

（ＣＴＡ）、磁共振（ＭＲ）血管成像成像等。 ＤＳＡ 可以

准确诊断动脉硬化血管狭窄程度以及斑块表面形

态，是易损斑块重要诊断方法，然而，ＤＳＡ 不能观察

到斑块内部结构，虽然血管内超声 （ ＩＶＵＳ） ［１２］ 及光

学相干断层扫描 （ＯＣＴ） ［１３］ 血管内成像方法在一定

程度上弥补了这个缺陷，但是其仍然不能准确显示

ＩＰＮ，另外，由于其有创性及价格高昂使得应用受到

限制，临床上不作为常规筛查项目。 ＣＴＡ 对血管狭

窄以及钙化有着良好的识别，但是对于血管壁及斑

块内部组织成分的识别准确性不高［１４］。 ＤＳＡ 以及

ＣＴＡ 均使用含碘造影剂，较高的过敏率以及肾毒性

也限制了两者在临床上的使用。 ＭＲ 血管成像可以

直接观察血管管壁及斑块内部结构，通过增强剂的

作用可以识别斑块内强化，可以有效且准确诊断易

损斑块，且可以检查颅内血管，如大脑中动脉，在易

损斑块的诊断方面是仅次于病理诊断的准金标

准［１５］。 但是，ＭＲＩ 由于检测时间时间较长，受呼吸

及运动伪影影响大，成功率仅有 ７０％左右。 另外，
ＭＲＩ 分辨率均在 ０􀆰 ２ ～ １ ｍｍ，不能完全满足纤维帽

厚度测量和斑块内组分成像的要求。 同时，检测的

准确性容易受到磁共振磁场、线圈及技师操作的干

扰，导致准确性下降，且检查费用较高，这些也限制

了其临床上应用。
利用斑块内新血管对造影剂微泡的摄取，ＣＥＵＳ

可提供高时空分辨率的血管造影样图像，以动态可

视化颈动脉斑块的新血管形成。 本研究通过与病

理学 ＣＤ３１ 染色标记的血管比较，发现 ＣＥＵＳ 检测

新生血管分级与病理检测斑块内微血管密度有很

好的相关性，证实 ＣＥＵＳ 技术可以精准识别颈动脉

粥样硬化斑块中新生血管数量，通过新生血管数量

的分级可以准确诊断易损斑块，与既往国内外研究

结果一致［１６⁃１９］。 与 ＭＲ 斑块增强成像及 ＣＴＡ 相比，
ＣＥＵＳ 可以提供连续、动态、实时斑块内血管成像，
不易遗漏某个增强阶段［２０］。 除了可以准确识别斑

块内新生生血管，ＣＥＵＳ 可以在彩色多普勒超声

（ＣＤＵＳ）的基础上改善颈动脉狭窄分级的准确性和

斑块特征（如表面溃疡）的检测［２１］。 此外，ＣＥＵＳ 技

术作为一种非侵入性、无创伤性的影像检查方法，
还具有价格优势、便携性、可重复性以及更少禁忌

证的特点。
总之，ＣＥＵＳ 技术可以安全、可靠地识别颈动脉

粥样硬化斑块中的新生血管，准确诊断易损斑块。
ＣＥＵＳ 未来还可用于监测颈动脉易损斑块的治疗疗

效，并对指导脑卒中的二级甚至一级预防有着重要

的临床意义。
本研究样本量较小，未来需要通过更大样本量

或动物实验的研究进一步证实相关结果。 另外，
ＣＥＵＳ 斑块易损性分级依赖检测到斑块内的造影剂

增强情况，并未带入其他斑块的特征，如斑块斑块

表面溃疡及内部信号特点等，未来应进一步探索基

于 ＣＥＵＳ 检测全部内容的临床易损斑块诊断分级

标准。
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［６］ 　 Ｂｒｉｓｓｅｔ Ｍ， Ｂｏｕｔｏｕｙｒｉｅ Ｐ， Ｐｉｃｏ Ｆ，ｅｔ ａｌ． Ｌａｒｇｅ⁃ｖｅｓｓｅｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｏｆ
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［１０］ 　 Ｍａｎｔｅｌｌａ ＬＥ， Ｃｏｌｌｅｄａｎｃｈｉｓｅ ＫＮ， Ｈｅｔｕ ＭＦ，ｅｔ ａｌ． Ｃａｒｏｔｉｄ ｉｎｔｒａ⁃
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［１７］ 　 Ｃｏｌｉ Ｓ， Ｍａｇｎｏｎｉ Ｍ， Ｓａｎｇｉｏｒｇｉ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒａｓｔ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ ｕｌｔｒａ⁃
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Ａｍ Ｃｏｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２００８，５２（３）：２２３⁃２３０．
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２０２１，３７（６）：８５７⁃８６１．
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