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　　［摘要］　背景与目的：前哨淋巴结活检已成为临床腋淋巴结阴性早期乳腺癌患者的标准处理模式，并对

疾病的分期和治疗方案的选择至关重要。该研究将吲哚菁绿和利妥昔单抗进行偶联作为新型示踪剂，采用小鼠

后肢引流作为动物模型，模拟乳腺癌前哨淋巴结活检术，探索其定位效应。方法：小鼠后肢脚背皮下注射不同

剂量的示踪剂，应用荧光脉管系统成像仪连续观测腘窝淋巴结(作为前哨淋巴结)至3 h，探索最佳注射剂量和显

像时间。注射最佳剂量的示踪剂，观察至24 h，探索其持续定位效应。结果：随着注射剂量的增加，前哨淋巴

结开始显像与达到最佳显像的时间均逐渐缩短，次级及第3级淋巴结显像率逐渐升高。新型示踪剂的最佳注射

剂量为0.12 μg(吲哚菁绿的含量)，达最佳显像时间约为34 min。观察至24 h，前哨淋巴结显像率维持在100%，

次级及第3级淋巴结显像率由6 h的0%和0%上升至20%和10%。结论：吲哚菁绿-利妥昔单抗能清晰定位前哨淋

巴结且6 h内无次级淋巴结显像，具有较高的临床应用价值。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Sentinel lymph node biopsy has replaced axillary lymph node dissec-
tion as the standard staging procedure in early breast cancer patients with clinically negative axillary lymph nodes. It is 
a critical step for staging and treatment. This study investigated the localization effect of a novel tracer for breast cancer 
sentinel lymph node biopsy [indocyanine green (ICG)-rituximab (R)], using the hind limb drainage in mice as an animal 
model. Methods: For exploring the optimal dose and imaging time, different doses of ICG-R were injected subcutane-
ously to the dorsum of the foot in the BALB/c mice. Then the fluorescence vasculature imaging instrument was used 
continuously to observe the popliteal fossa lymph node (as sentinel lymph node) from the injection to 3 h after injection. 
For exploring the sustained localization effect, the optimal dose of ICG-R was injected and the imaging instrument was 
used from imaging to 24 h after injection. Results: The time from injection to imaging and the time from injection to 
the optimal imaging were shortened with the increased doses, and the imaging rate of the second or third level node 
increased accordingly. The best dosage of the novel tracer was 0.12 μg (dosage of indocyanine green) and the time from 
injection to the optimal imaging was about 34 min. After the observation for 24 h, the imaging rate of sentinel lymph 
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　　目前，前哨淋巴结(sentinel lymph node，

SLN)活检术(sentinel lymph node biopsy，SLNB)
已替代腋淋巴结清扫术成为临床腋淋巴结阴性

的早期乳腺癌患者的标准处理模式［1］。国内

外指南推荐的示踪剂为核素和蓝染料联用。然

而，核素示踪剂存在放射性核素污染、其载体

(硫胶体)并未通过中国食品药品监督管理局的批

准、患者对于放射性核素检查的排斥及基层医

院无核医学科等问题，限制了核素示踪剂在国

内的推广［2］。因此，部分医院仍然单用染料法

进行SLNB，易造成较高的假阴性率。

　　吲哚菁绿是近年来新兴的荧光示踪剂，但

其具有颗粒小、次级淋巴结显影率高的缺点；

利妥昔单抗是针对淋巴结中B淋巴细胞膜上

CD20分子的特异性人源化单克隆抗体［3］。鉴

于两种物质特殊的分子特性，我们设想可将吲

哚菁绿和利妥昔单抗进行偶联，作为新型示踪

剂进行乳腺癌SLNB，预计该示踪剂将兼顾荧

光示踪剂和淋巴靶向药物的优点，具有良好的

临床应用前景。本研究采用小鼠后肢引流作为

动物模型，应用新型示踪剂模拟乳腺癌患者的

SLNB，以确定新型示踪剂定位小鼠SLN的最佳

注射剂量、达到最佳显像的时间、次级淋巴结

显像率等指标，为临床应用奠定基础。

1　材料和方法

1.1　主要实验材料

　　利妥昔单抗购自上海罗氏制药有限公司；

注射用吲哚菁绿购自丹东医创药业有限责任公

司；半透膜直径22 mm，截留相对分子质量为

4×103~6×103，购自美国光谱医学公司；MDM-I
型荧光脉管系统成像仪购自廊坊明德生物医药

技术有限公司。BALB/c小鼠，18～22 g，雌

性，无菌级，购自北京华阜康生物技术股份有

node was maintained at 100%, and the imaging rate of the second and the third level lymph node increased from 0% to 
20% and 10%, respectively. Conclusion: ICG-R could clearly locate the sentinel lymph node. There is no imaging of 
the second level lymph node within 6 h. The novel tracer has high value in the clinical application.
  　［Key words］ Breast cancer; A novel tracer for sentinel lymph node; Indocyanine green (ICG)-rituximab (R)

限公司。

1.2　新型示踪剂的制备

　　我们的前期基础研究证实，吲哚菁绿和利

妥昔单抗的最佳偶联质量比为1∶4，且结合后

仍保持了利妥昔单抗的免疫原性［4］。

　　① 室温避光条件下，按无菌原则将100 mg
利妥昔单抗用10 mL注射用水配制成10 mg/mL 
的溶液，将25 mg吲哚菁绿用10 mL注射用水配

制成质量浓度为2.5 mg/mL的溶液。

　　② 按照最佳偶联比将吲哚菁绿溶液缓慢滴

入利妥昔单抗溶液中，迅速用电磁搅拌器振荡

混匀5 min。将装有偶联反应物的离心管进行离

心沉淀(2 012×g, 20 min)后，取上清液置于用半

透膜制成的透析袋中。

　　③ 偶联反应物混合液与灭菌注射用水按体

积比为1∶200的比例进行透析，每2 h更换灭菌

注射用水透析液，后收集吲哚菁绿-利妥昔单抗

的偶联物。

1.3　小鼠前哨淋巴结动物模型的建立

　 　 结 合 文 献 对 小 鼠 淋 巴 结 解 剖 的 命 名 标 

准［5］，前期我们应用联合法对10只BALB/c小

鼠进行了实验，于小鼠后肢脚背皮下注射99Tcm-
硫胶体10 μL(5 μCi)，3 h后脱颈椎处死小鼠，解

剖腘窝及后续引流淋巴结。解剖前5 min以同样

方式注射亚甲蓝，染料法取出腘淋巴结、髂淋

巴结、主动脉旁淋巴结和肾旁淋巴结。γ手持探

测仪测量核素计数平均值分别为35.50±6.75、

2.00±1.15、0.00±0.00和0.00±0.00。按核素法大

于最高计数10%为SLN，我们定义腘窝淋巴结为

后肢引流的SLN，髂淋巴结为次级淋巴结，主

动脉旁或肾旁淋巴结为第3级淋巴结(个别小鼠

主动脉旁淋巴结缺如，此时选取肾旁淋巴结为

第3级淋巴结)(图1)。
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图 1　小鼠后肢淋巴引流  

Fig. 1    The hind limb lymphatic drainage in mice  

A: Popliteal lymph node; B: Iliac lymph node; C: Lumbar aortic 
lymph node; D: Renal lymph node

1.4　 实验步骤

1.4.1　最佳注射剂量与最佳显像时间研究

　　选取BALB/c小鼠(18～22 g)，每10只1组。

　　⑴ 实验组：于小鼠后肢脚背皮下注射吲哚

菁绿-利妥昔单抗10 μL，每组注射的吲哚菁绿

的含量从0.48 μg(通过王雪鹃等［6］关于99Tcm-IT-
利妥昔单抗的动物实验研究及预实验结果确定)
开始做爬坡实验，分别为：0.48、0.24、0.12
和0.06 μg。荧光脉管系统成像仪连续观测腘窝

SLN至开始显像，后每隔5 min观察1次持续至

3 h，记录SLN荧光开始显像以及达最佳显像的

时间。3 h后脱颈椎处死小鼠，解剖腘窝及后续

引流淋巴结。解剖前5 min以同样方式注射亚甲

蓝，染料法取出SLN、次级淋巴结及第3级淋

巴结，应用荧光脉管系统成像仪测量有无荧光 

显像。

　　⑵ 对照组：小鼠后肢脚背皮下注射吲哚菁

绿10 μL(吲哚菁绿的含量为0.12 μg)。荧光脉管

系统成像仪连续观测腘窝SLN至开始显像，后

每隔5 min观察一次持续3 h，记录SLN荧光开始

显像以及达最佳显像的时间。余步骤同前。

1.4.2　SLN持续定位效应研究

　　⑴ 实验组：小鼠后肢脚背皮下注射吲哚

菁绿-利妥昔单抗(10 μL，吲哚菁绿的含量为 

0.12 μg)分3组，分别于6、12和4 h脱颈椎处死小

鼠，解剖腘窝及后续引流区域淋巴结。解剖前 

5  min以同样方式注射亚甲蓝。染料法取出

SLN、次级淋巴结及第3级淋巴结，应用荧光脉

管系统成像仪测量有无荧光显像。

　　⑵ 对照组：小鼠后肢脚背皮下注射吲哚菁

绿(10 μL，吲哚菁绿的含量为0.12 μg)分3组，余

步骤同前。

2　结　　果

2.1　最佳注射剂量与最佳显像时间

　　随着新型示踪剂注射剂量的增加，SLN开

始显像的时间与达到最佳显像的时间均逐渐

缩短，分别由0.06 μg的18.4和39.6 min缩短至 

0.48 μg的8.0和21.9 min(表1)。随示踪剂注射剂

量的增加，次级及第3级淋巴结的显像率逐渐升

高，分别由0.06 μg的0%和0%上升至0.48 μg的

90%和90%。而单纯吲哚菁绿对照组3 h时次级

及第3级淋巴结的显像率分别为100%和90%。当

新型示踪剂的剂量增加到0.24 μg时，次级及第

3级淋巴结开始显像，而剂量为0.06 μg时荧光脉

管系统成像仪测量的SLN亮度较低，因此，选

定0.12 μg为最佳注射剂量，对应的最佳显像时

间为34 min(图2)。
表 1　吲哚菁绿-利妥昔单抗注射剂量对各级淋巴结显像的影响

Tab. 1    Lymph nodes imaging at all levels effected by different doses of ICG-R

Dose m/μg
SLN 3 h

Imaging time t/min Optimal imaging time  t/min SLN Secondary Tertiary
0.06 18.40±2.46 39.60±3.63 100%(10/10) 0%(0/10) 0%(0/10)
0.12 10.50±1.72 34.30±2.79 100%(10/10) 0%(0/10) 0%(0/10)
0.24 8.30±2.21 29.70±4.00 100%(10/10) 30%(3/10) 20%(2/10)
0.48 8.00±1.70 21.90±4.01 100%(10/10) 90%(9/10) 90%(9/10)

0.12* 9.10±1.37 28.00±3.13 100%(10/10) 100%(10/10) 90%(9/10)

*: Indocyanine green in the control group
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2.2　SLN持续定位效应

　　在注射最佳剂量后，随时间的延长，吲哚

菁绿-利妥昔单抗组SLN的显像率维持在100%，

次级及第3级淋巴结的显像率分别由6 h的0%和

0%上升至24 h的20%和10%(图3)。单纯吲哚菁

绿组SLN的显像率逐渐降低，由6 h的100%降低

为24 h的10%，次级及第3级淋巴结的显像率逐

渐降低，分别由6 h的80%和70%降低为24 h的

0%和0%(表2)。

图 3　12 h各级淋巴结显像情况 

Fig. 3    Lymph node imaging at all levels after 12 h  

A: IGC-R 0.12 μg; B: Indocyanine green 0.12 μg

图 2　新型示踪剂高低剂量对比  

Fig. 2    Comparison between high-dose and low-dose of the novel tracer  

A, B: 0.48 μg dosage of indocyanine green; C, D: 0.12 μg dosage of indocyanine green

表 2　3 h后各级淋巴结显像情况

Tab. 2    Lymph node imaging at all levels after 3 h

Dose m/μg
6 h 12 h 24 h

SLN Secondary Tertiary SLN Secondary Tertiary SLN Secondary Tertiary

0.12△ 10%(100) 0%(0/10) 0%(0/10) 100%(10/10) 10%(1/10) 10%(1/10) 100%(10/10) 20%(2/10) 10%(1/10)

0.12* 100%(10/10) 80%(8/10) 70%(7/10) 30%(3/10) 30%(3/10) 10%(1/10) 10%(1/10) 0%(0/10) 0%(0/10)
△: ICG-R; *: Indocyanine green in the control group

3　讨　　论

　 　 作 为 一 项 腋 窝 准 确 分 期 的 微 创 活 检 技

术，SLNB代表目前乳腺癌外科治疗的发展水 

平［7］。目前推荐联合使用核素和蓝染料进行

SLNB，以获得较高的成功率和较低的假阴性 

率［2］。然而，种种因素限制了核素示踪剂在国

内医院中的推广使用。SLNB在中国的现状是，

部分医院仍然单用染料法进行SLNB，单用染料

法对外科医生的手术操作有极高的要求，易造

成较高的假阴性率。

　　荧光成像技术是当前新型示踪技术研究的

亮点。吲哚菁绿作为常用的荧光示踪剂，其注

射于乳腺组织后，通过荧光脉管成像系统的近

红外光源(760 nm)激发产生荧光(820~830 nm)，
荧光穿透人体组织，利用成像仪可清晰直观地

观察到淋巴管的引流途径和SLN。但由于吲哚

菁绿的颗粒较小，该方法具有SLN显像持续时

间短、次级淋巴结显影率高、需在暗光下操作

且易损伤淋巴管污染术区等缺点［10-12］。利妥昔

单抗是针对淋巴结中B淋巴细胞膜上CD20分子

的特异性人源化单克隆抗体，可与淋巴结中的

田崇麟，等.　乳腺癌前哨淋巴结活检术新型示踪剂的动物模型研究
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CD20分子特异性结合，另外，其具备有与其他

小分子结合的结构域，能够与小分子物质进行

偶联反应。我们探索的新型示踪剂吲哚菁绿-利
妥昔单抗是荧光示踪剂和淋巴结靶向治疗药物

的结合物，其中大分子的利妥昔单抗与小分子

的吲哚菁绿进行偶联。新形成的偶联物综合了

以上两种物质的特点，其制备工艺简单，无放

射性，既能在近红外线的激发下使SLN荧光显

像，又能特异地定位SLN。因此，进行SLNB时

不必再循荧光显像的淋巴管找寻SLN，只需术

中用红外线荧光显像系统探测荧光显像SLN的

位置，将SLN周围组织解剖游离后，直接解剖

检出荧光显像定位的SLN，从而避免了SLN的

漏检和周围组织荧光显像污染的情况。

　　小鼠SLN动物模型技术简单、可行，具有

啮齿动物模型成本效益佳的优点。从动物模型

的研究结果可以看出，吲哚菁绿-利妥昔单抗

的注射剂量可影响SLN及次级引流淋巴结的显

像，SLN开始显像的时间与达到最佳显像的时

间随注射剂量的增加均逐渐缩短，次级及第3级

淋巴结的显像率随注射剂量的增加逐渐升高。

这说明吲哚菁绿-利妥昔单抗具有饱和性，当

注入的吲哚菁绿-利妥昔单抗超过SLN内B细胞

CD20的结合能力时，多余的示踪剂将向下级淋

巴结引流，从而导致次级及第3级淋巴结显像。

当吲哚菁绿-利妥昔单抗注射剂量为0.12 μg(吲
哚菁绿的含量)时，6 h内次级及第3级淋巴结均

不显像，并且在后续24 h内SLN显像率始终维持

在100%，次级及第3级淋巴结显像率低于20%，

而相同剂量的单纯吲哚菁绿，在3 h时次级及第

3级淋巴结的显像率为100%和90%，后续24 h内

SLN、次级及第3级淋巴结显像率均逐渐降低。

由此说明，吲哚菁绿在进入引流区域淋巴结

后，由于没有偶联利妥昔单抗不能与淋巴结内

CD20分子特异性结合而进入血液，最后在肝脏

内被代谢。因此，随时间延长，SLN、次级及

第3级淋巴结显像率逐渐降低。

　　需要指出的是，应用吲哚菁绿-利妥昔单抗

组12 h次级及第3级淋巴结开始显像，显像率虽

然很低，且次级淋巴结相对于SLN的亮度明显

降低，但不能保证后续淋巴结100%不显像。因

此，在后续工作中，我们将对新型示踪剂获取

的SLN进行荧光强度的探索，将有无荧光显像

的定性资料转为不同荧光强度的定量数据，制

定荧光示踪剂进行SLNB的阈值规范，同时将进

一步研究吲哚菁绿-利妥昔单抗在乳腺癌方面的

应用，以尽快在临床推广应用。
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