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［摘要］  背景与目的：示踪剂是前哨淋巴结活检的关键，传统荧光示踪剂无法靶向前哨淋巴结且荧光强度弱。探寻

一种近红外荧光强度更大、穿透力更好的新型增强近红外荧光示踪剂聚甲川菁染料分子Cy754，并将其与利妥昔单抗

（rituximab，Rit）结合形成新型近红外荧光靶向示踪剂Cy754-Rit。方法：化学合成新型增强近红外荧光示踪剂Cy754，检

测其相对分子质量、激发光谱、吸收光谱等，将其与Rit进行直接偶联。测定Cy754-Rit标记率，检测新型示踪剂中单抗分子

完整性和免疫活性。采用近红外成像仪将Cy754-Rit与吲哚菁绿（indocyanine green，ICG）-Rit的荧光强度作比较，检测其

安全限度，通过前哨淋巴结动物模型验证其前哨淋巴结的定位特性，并与Cy754、ICG-Rit、核素进行对比。结果：Cy754

的相对分子质量为818，激发波长为740 nm，发射波长为760 nm。直接偶联并纯化的Cy754-Rit保持了分子完整性和免疫活

性。Rit上的Cy754标记率为100%。Cy754-Rit的荧光强度优于ICG-Rit（3.08×1010 vs 6.56×108）。透析纯化后的新型增强靶向

示踪剂中未检测到细菌和热原。实验动物局部注射，观察2周后，局部及全身无红肿也无皮疹，无死亡。Rit与Cy754偶联的

最佳的物质的量比为1∶80。Cy754-Rit能够准确地定位前哨淋巴结，其定位特性与核素相似，但发射荧光穿透力优于ICG-

Rit（14.3 mm vs 13.2 mm）。结论：Cy754-Rit的制备工艺简便、高效、无放射性，其荧光强度较传统荧光靶向示踪剂明显

增强。经动物模型局部注射能够准确地定位到前哨淋巴结，显像清晰稳定，穿透力好，但仍需临床试验进行相关验证。
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［Abstract］ Background and purpose: Tracer is the key to sentinel lymph node biopsy, but the traditional fluorescence tracer 
could not target at sentinel lymph node with weak intensity. A new near-infrared fluorescence tracer polymethylene cyanine dye 
Cy754 with stronger permeability and intensity was synthetized and combined with rituximab (Rit) to produce a new near-infrared 
fluorescence-target tracer Cy754-Rit. Methods: The new near-infrared fluorescence tracer Cy754 was synthetized by chemical 
method, and the basic parameters including molecular weight, absorption and emission spectra were tested. The molecule of Cy754 
was combined directly with Rit to produce Cy754-Rit. The Cy754-Rit was analyzed for labeled rate, molecular integrity, and 
molecular immune activity. The fluorescence intensity of Cy754-Rit was compared with indocyanine green (ICG)-Rit by using near-
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　　前哨淋巴结活检（sent ine l  lymph node 
biopsy，SLNB）是乳腺癌腋窝淋巴结微创的分

期技术，该技术已广泛应用于其他瘤种，其安

全性和准确性已经得到临床试验的验证［1-4］。前

哨淋巴结（sentinel lymph node，SLN）与周围

组织对比不明显，难于直接通过肉眼观察进行

区分，需要借助示踪剂才能进行定位并引导完

成SLNB。SLN示踪剂是定位SLN的关键试剂，

然而目前临床应用的SLN示踪剂仍存在诸多问

题，如次级淋巴结显像、放射性损伤和无靶向性 

等［5-6］。为解决这些问题，本课题组已成功制备

了一种安全、无放射性的荧光靶向SLN示踪剂吲

哚菁绿（indocyanine green，ICG）-利妥昔单抗

（rituximab，Rit），并对其进行了相关的临床

验证，然而在临床应用过程中发现，该示踪剂

仍存在SLN发射荧光难以穿透较深腋窝组织的缺 

点［7］。为改善ICG-Rit发射荧光的组织穿透力，

本研究通过化学合成得到了一种新型聚甲川菁

染料分子Cy754，其具有更强的发射荧光强度和

组织穿透力，并将Cy754与Rit偶联制备一种新型

近红外荧光靶向SLN示踪剂Cy754-Rit，同时对

Cy754-Rit的相关特性进行检测并通过动物模型验

证其定位SLN的特性。

1 材料和方法

1.1  实验材料

　　无菌级SD大鼠（1~3个月龄）：70只，体质

量200~220 g，雌雄各半，于山东省肿瘤医院中心

实验室动物房饲养1周。

　　鲎试剂（0.1 mL/支）购自湛江安度斯生物

有限公司，双抗体夹心间接酶联免疫吸附测定

（enzyme-linked immune sorbent assay，ELISA）

试 剂 盒 购 自 上 海 拜 力 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 胎

牛 血 清 购 自 美 国 H y c l o n e 公 司 ； 规 格 异 氟 醚 

（100 mL）购自山东科源制药股份有限公司，

注射用戊巴比妥钠购自上海上药新亚药业有限公

司，利妥昔单抗注射液（100 mg/10 mL）购自瑞

士Roche公司，注射用ICG（25 mg）购自丹东医

创药业有限责任公司，亚甲蓝注射液（2 mL∶ 

20 mg）购自济川药业集团有限公司。核素示踪

剂99mTc-硫胶体（10 μCi，185 kBq）由山东省肿

瘤医院核医学科制备。

　　荧光脉管系统成像仪（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，γ探测仪（Neoprobe 2000）购自美国Johnson 
& Johnson公司，PowerPac Basic电泳装置购自美

国Bio-Rad公司，小动物活体三维多模式成像系

统（IVIS Spectrum CT）购自美国PerkinElmer公
司，显微镜（BX43）购自日本Olympus公司。

1.2  新型聚甲川菁染料Cy754的制备及检测

　　新型聚甲川菁染料Cy754的具体合成路线见

图1。通过紫外分光光度计检测Cy754样品的最大

紫外吸收波长，荧光分光光度计检测其最大荧光

发射波长。

1.3  新型示踪剂Cy754-Rit的制备及检测

　　采用直接偶联法制备Cy754-Rit。分别取7
份体积为50 μL的10 mg/mL Rit置于10 mL离心

管中，将离心管编号为1、2、3、4、5、6、7，

1~5号离心管分别按照Rit与Cy754物质的量比为

1∶10、1∶20、1∶40、1∶80、1∶160的比例

加入Cy754，加入2.5 mg/mL Cy754的体积分别为
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infrared fluorescence detector. The safety limitation was tested. The localization ability of Cy754-Rit was tested in animal model of 
sentinel lymph node and compared with Cy754, ICG-Rit and radiotracer. Results: The molecular weight of Cy754 was 818, and the 
absorption and emission spectra were 740 nm and 760 nm. The Cy754-Rit was intact and kept the immune activity of Rit. The Cy754 
labeled rate of Rit was 100%. The fluorescence intensity of Cy754-Rit was stronger than that of ICG-Rit (3.08×1010 vs 6.56×108). 
The Cy754-Rit was bacteria- and pyrogen-free, and was safe to body with location injection. The best molarity ratio of Cy754-Rit 
was 80∶1. The Cy754-Rit could identify the location of sentinel lymph node which was accorded with the radiotracer and had a 
stronger permeability than ICG-Rit (14.3 mm vs 13.2 mm). Conclusion: The method of producing Cy754-Rit is simple, effective and 
non-radioactive. The fluorescence intensity of Cy754-Rit is stronger than that of traditional tracer. The Cy754-Rit could identify the 
location of sentinel lymph node in the animal model of sentinel lymph node but should be validated by clinical trial before its use in 
clinical practice.

［Key words］ Sentinel lymph node; Target tracer; Rituximab; Polymethylene cyanine dye; Lymphoscintigraphy
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10、20、40、80和160 μL，在6和7号离心管中分

别按照Rit与ICG物质的量比为1∶50和1∶100的

比例加入ICG，加入Rit中的2.5 mg/mL ICG的体积

分别为50、100 μL，通过补加无菌注射用水将所

有离心管定容至相同体积，从而保证荧光示踪剂

的浓度梯度。将已配制的溶液静置观察10 min，

轻微振荡明确是否有沉淀产生。透析纯化，收集

Cy754-Rit的偶联物。

图 1  新型聚甲川菁染料Cy754的化学合成路线

Fig. 1  The chemical synthesis route of a new polymethylene cyanine dye Cy754

1: Cyclohexanone; 2: 2-chloro-1,3-dimethylacyl ring ethylene; 3: 2,3,3-trimethyl-3H-indole; 4: 2,3,3-trimethyl-1-(4-sulfonyl butyl)-4,5-indole 
ammonium salt

1.3.1 测定Cy754-Rit的标记率

　　采用双层析快速薄层层析-硅胶层析纸法测

定标记率。体系1为V（吡啶）∶V（乙醇）∶V
（水）=5∶2∶1，体系2为丙酮。用体系1时，

Cy754在原点，Cy754-Rit在前沿；用体系2时，

Rit和Cy754-Rit在原点，Cy754在前沿。

1.3.2 分子完整性测定

　　采用8%非还原型十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳法检测Cy754-Rit中单抗分子的完整

性，以Rit为阳性对照，确定Rit分子的完整性。

1.3.3 免疫活性检测

　　双抗体夹心间接ELISA法检测Cy754-Rit中单

抗分子的免疫活性，兔抗鼠IgG-Fab抗体为包被

抗体，质量分数为1%的牛血清白蛋白封闭1 h，

加入Cy754-Rit，在室温条件下避光反应2 h，加

入辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgG-Fc段抗体，

在室温条件下避光反应1 h，盐酸邻苯二胺显色，

酶标仪测定412 nm处的吸光度（D412 nm）值。

1.3.4 细菌检测

　　将Cy754-Rit样品接种到已经过高压蒸气灭菌

器灭菌的中性培养基中，在无菌实验室28 ℃的条

件下，连续培养并观察7 d，明确是否有细菌菌落

生长。

1.3.5 热原检测

　　以大肠杆菌内毒素（1 U/mL）为阳性对照，

无菌无热原注射用水为阴性对照，应用鲎试验检

测Cy754-Rit是否存在热原。1 mL注射用水溶解

鲎试剂，将Cy754-Rit待测样品加入到已溶解的鲎

试剂中，37 ℃下温育1 h。试剂若呈胶冻状为有

热原；若为澄清液体，则视作无热原。

1.3.6 急性毒性实验

　　取无菌级SD大鼠20只，15只称重染色编

号，并随机将其分为高剂量、中剂量和低剂量

3个实验组，每个实验组各5只大鼠，麻醉后，
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按照Cy754剂量计算高剂量25 mg/kg、中剂量

2.5 mg/kg和低剂量0.5 mg/kg于大鼠后肢足垫皮

下注射相应剂量的Cy754-Rit，连续7 d观察实验

大鼠的生存状况，确认实验大鼠是否存在死亡的 

情况。

1.4  发射荧光强度对比

　　将1~5号Cy754-Rit样品，以及6和7号ICG-Rit
样品，分别放置于多模式成像系统中，设置相同

激发光强度，对比两者最佳荧光显像处的发射光

辐射效率，比较Cy754-Rit和ICG-Rit最佳荧光显

像位置的发射光辐射效率。

　　另外，将1~7号样品置于荧光脉管成像仪

下，将成像仪探头固定在10 cm高度，并固定探

头激发光强度，比较临床实际操作过程中Cy754-
Rit和ICG-Rit的发射荧光强度。

1.5  发射荧光组织穿透力对比

　　通过组织剪将腋窝游离皮下组织拉伸平展后

裁剪成2 mm薄层，将薄层脂肪组织拉伸平展后

放置于1~5号Cy754-Rit样品，以及6和7号ICG-Rit
样品上，通过临床实用的荧光脉管系统成像仪进

行荧光显像，将成像仪探头固定在10 cm高度，

并固定探头激发光强度，观察所检测样品的荧光

显像情况，如果检测样品所激发出的荧光能够穿

透覆盖的薄层脂肪组织，那么就继续逐层覆盖拉

伸平展的薄层脂肪组织并进行荧光显像观察，直

至所观察的发射荧光难以穿透所覆盖的薄层脂肪

组织，详细记录各检测样品所激发出荧光穿透薄

层脂肪组织的最大厚度。

1.6  检测Cy754-Rit的前哨淋巴结定位性能

　　在大鼠后肢SLN动物模型上，比较Cy754-Rit
组、Cy754组、ICG-Rit组、核素组的SLN定位情

况，每组10只，注射示踪剂5 min后，在麻醉状

态下将大鼠后肢及腹部进行解剖，暴露后肢淋巴

引流系统，荧光示踪剂组通过荧光脉管成像仪

进行连续显像观察，核素组通过γ探测仪连续检

测，分别探测后肢腘窝淋巴结（SLN）、髂总淋

巴结和肾旁淋巴结的显像和放射性浓集情况，比

较显像SLN的发射荧光组织穿透力，将SLN精细

解剖，测量SLN上所覆盖皮下组织的厚度。

1.7  统计学处理

　　应用SPSS 17.0软件进行统计分析。两组独立

样本间的比较采用t检验，P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1  新型聚甲川菁染料Cy754的理化性质

　　化学合成的Cy754样品为蓝黑色粉末，溶液

颜色为靛蓝色，其最大紫外吸收波长为754 nm，

最大荧光发射波长为795 nm。

2.2  新型示踪剂Cy754-Rit的基本性能

　　双层析快速薄层层析-硅胶层析纸法检测发

现，当溶剂体系为1时，基线处未发现荧光显像

物质，而位于前沿位置，说明Cy754-Rit中不存在

游离的Cy754；当溶剂体系为2时，前沿位置未发

现荧光显像物质和蛋白质，在基线处确定存在荧

光显像物质和蛋白质，再次说明Cy754-Rit中不存

在游离的Cy754。因此，Rit上Cy754的标记率达

99%以上。

　　非还原型十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳法检测发现，与Rit蛋白质阳性对照相比，1~4
号Cy754-Rit样品均未出现蛋白质的降解条带，说

明Rit与Cy754发生偶联反应后仍保持了单抗蛋白

分子的完整性。

　　经ELISA法检测发现，小鼠IgG抗体阴性对

照组的显色反应均呈阴性，Rit阳性对照组的显色

反应均呈阳性，说明ELISA检测方法是准确的，

经观察确定各物质的量比的Cy754-Rit显色反应均

呈阳性，D412 nm值并没有差别，可见Rit与Cy754
进行偶联反应之后并未改变其免疫活性。ELISA
法检测Cy754-Rit免疫活性的结果见表1。

　　经过连续7 d的观察，各样品培养基均未发现

颜色变化，也未发现细菌菌落生长。

　　经过灵敏度为0.5 EU/mL的鲎试剂检测后发

现，所有浓度的Cy754-Rit样品溶液结果均为阴

性，符合中国药典2015年版的细菌内毒素检测要

求，说明Cy754-Rit样品中无细菌内毒素。凝胶半

定量实验检测Cy754-Rit样品中是否含有细菌内毒

素的结果见表2。
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　　经过连续7 d观察未发现实验大鼠死亡，高

剂量、中剂量和低剂量3组实验大鼠均未发现

Cy754-Rit注射局部出现异常反应。经静脉采血

检测实验大鼠的肝功能均未见异常，肾功能也均

未见异常。经高效液相色谱法（high performance 
liquid chromatography，HPLC）检测各脏器（心

脏、肝脏、肾脏和肺脏）均未发现Cy754-Rit残
留，表明Cy754-Rit对实验大鼠来说是无急性毒

性、无肝肾毒性且代谢后无脏器残留的化合物。

2.3  发射荧光强度的对比结果

　　当激发波长为745 nm、发射波长为840 nm
时，1~5号Cy754样品最佳荧光显像位置的发射光

辐射效率分别为1.16×108、1.44×108、1.42×108、

1.36×108和1.12×108，6和7号ICG最佳荧光显像位

置的发射荧光辐射效率分别为0.28×108和0.24×108

（图2A）。当激发波长为745 nm、发射波长

为840 nm时，1~5号Cy754-Rit样品最佳荧光显

像位置的发射荧光辐射效率分别为1.82×1010、

2.67×1010、2.86×1010、3.08×1010和3.74×1010，6和

7号ICG-Rit最佳荧光显像位置的发射荧光辐射效

率分别为6.56×108和4.63×108（图2B）。Cy754-
Rit的5号样品在制备静置过程中出现沉淀，虽然

其发射荧光辐射效率最高但不可将其用于新型荧

光靶向示踪剂的体内研究，因此，确定4号为最佳

荧光显像Cy754-Rit，最佳物质的量比为1∶80，并

对其进行SLN定位的相关研究（图2C）。

图 2  荧光显像系统检测激发荧光强度的对比结果

Fig. 2  The fluorescence intensity was tested in different samples 

by the fluorescence detector

A: The detection results of Cy754 and ICG before coupling reaction; B: 
The detection results of Cy754-Rit and ICG-Rit after coupling reaction; 
C: The detection results by clinical fluorescence imaging system

表 1  Cy754-Rit免疫活性的显色反应结果

Tab. 1  The color reaction results of Cy754-Rit molecular immune activity

Item IgG Rit 1 2 3 4

Control - - - - - - - - - - - -

Cy754-Rit - - + + + + + + + + + +

表 2  凝胶半定量实验检测Cy754-Rit中细菌内毒素的结果

Tab. 2  The results of gel semi-quantitative experiment to test bacterial endotoxin in Cy754-Rit

Endotoxin concentration Added solution Diluting liquid Dilution multiples Actual concentration Result

No Cy754-Rit Reagent water 1 No -

2 No -

4 No -

8 No -

2λ Cy754-Rit No 1 2λ +

2λ Reagent water Reagent water 1 2λ +

2 1λ +

4 0.5λ +

8 0.25λ +

No Reagent water No No No -

λ: The sensibility of Limulus tests (EU/mL)

2.4  发射荧光组织穿透力对比

　　荧光脉管系统成像仪检测发现1~5号Cy754-
Rit样品的发射荧光组织穿透力相似，Cy754-Rit
所激发出荧光穿透薄层脂肪组织的最大厚度为 
22 mm；6和7号ICG-Rit样品的发射荧光组织穿透

力较差，所激发出荧光穿透薄层脂肪组织的最大

厚度为10 mm。
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2.5  Cy754-Rit的前哨淋巴结定位性能

　　在Cy754-Rit组中，9只大鼠经皮探测到SLN
显像，剥离皮肤之后，10只大鼠均能探测到SLN
显像，并成功检出显像SLN，荧光显像SLN的组

织深度平均为14.3 mm，无次级淋巴结显像；在

ICG-Rit组中，4只大鼠经皮探测到SLN显像，剥

离皮肤之后，6只大鼠均能探测到SLN显像，并

成功检出显像SLN，荧光显像SLN的组织深度平

均为13.2 mm，无次级淋巴结显像；而在Cy754组

中，10只大鼠仅探测到引流淋巴管显像，并未发

现SLN及其他淋巴结荧光显像；在核素组中，19
只大鼠均能经皮探测到SLN，放射性浓集的SLN
深度平均为16.5 mm。4组不同示踪剂定位SLN的

对比结果见表3。

3 讨  论

　　菁染料是有机近红外荧光示踪剂的代表之

一，菁染料荧光显像具有可视化、高分辨率、经济

和安全的优点，因此，已广泛应用于恶性肿瘤诊

断、示踪显像和生物分子检测等医学领域［9-11］，其

中最具代表性的是ICG荧光示踪剂在SLNB中的应

用，临床研究结果显示，荧光示踪剂引导SLNB
具有检出率高、SLN检出个数多和实时显像的

优势［12-15］。更值得注意的是，菁染料在激发波

长、光稳定性和荧光效率等方面可以进行相应的

改进，医学分子材料科学的发展有助于进一步改

进菁染料的分子结构，从而获得荧光量子效率

高、光稳定性好且无毒安全的新型菁染料荧光示

踪剂［16-17］。

　　本研究通过延长共轭聚甲川链红移了聚甲川

菁染料的最大吸收光波长和激发荧光的最大发

射光波长，增加聚甲川链上阴离子的种类提高了

近红外聚甲川菁染料的光稳定性和水溶液量子产

率，在聚甲川链中心环己烯上增加活性羧基基团

提高了含氮杂环氮原子上的电子云密度使斯托克

斯位移增大从而改善了聚甲川菁染料荧光信号

的精准度，加入强亲水的羧基基团提高了聚甲

川菁染料的水溶性，最终获得新型聚甲川菁荧

光染料Cy754。通过将化学合成的新型聚甲川菁

染料Cy754与利妥昔单克隆抗体生物蛋白结合，

形成了具有靶向SLN作用的新型荧光靶向示踪剂

Cy754-Rit。
　　本研究结果显示，在相同能量的激发光源

下，Cy754-Rit的发射荧光组织穿透力明显优于

ICG-Rit的发射荧光组织穿透力，并且与偶联反

应前新型聚甲川菁染料Cy754的发射荧光组织穿

透力相比，Rit偶联反应之后的Cy754-Rit荧光组

织穿透力有所改善，说明与大分子蛋白结合后聚

甲川菁染料Cy754分子的斯托克斯位移发生了变

化，更有利于新型荧光靶向示踪剂Cy754-Rit规避

周围组织的自发荧光。

　　近红外荧光具有高灵敏度、高特异度、无放

射性和实时显像等优点［18-20］，Cy754-Rit则同时

具备近红外荧光示踪剂和单克隆抗体的双重特

点。在SLN动物模型验证研究中，新型聚甲川菁

染料Cy754只能使引流淋巴管染色、显像，而不

能使引流淋巴结染色、显像，无法定位SLN的位

置，这可能是由于新型聚甲川菁染料Cy754颗粒

较小且极易溶于水难以在淋巴结内短暂停留所导

致的；与Cy754相比，Cy754-Rit能够与SLN靶向

结合并在此停留，使SLN能够均匀着色，同时能

够使该淋巴结荧光显像阳性，经连续观察并未发

现次级淋巴结荧光显像。

　　光学显像的最大缺点是组织穿透力差，这也

是该领域所研究的焦点之一。目前，光声显像技术

的组织检测深度可达数厘米，具有光学显像的高

对比度和超声显像的大深度、高分辨等特点，将

表 3  四组不同示踪剂定位SLN的对比结果

Tab. 3  The results of SLN identification from four groups with different tracers

( n)

Group Lymphatic imaging Percutaneous SLN imaging Strip skin SLN imaging SLN permeability depth D/mm

Cy754-Rit 10 9 10 14.3 (12-16)

ICG-Rit 10 4 6 13.2 (12-15)

Radiotracer - 10 10 16.5 (14-18)

Cy754 10 0 0 -
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有望突破光学显像组织穿透力差的瓶颈［21-24］。 
本课题组将进一步开展新型荧光靶向SLN示踪剂

与光声显像技术联合定位SLN的相关研究，以期

打破荧光示踪剂定位SLN深度较浅的瓶颈，为该

方法的临床应用推广提供有力的技术支持。在临

床研究方面，本课题组会将新型增强荧光靶向

示踪剂Cy754-Rit与联合法（蓝染+核素）进行对

比，比较二者在SLN定位方面的差异，从而明确

该新型示踪剂的临床应用价值。

　　总之，新型增强荧光靶向示踪剂Cy754-Rit的
制备工艺简便、高效、无放射性，其荧光强度较

传统荧光靶向示踪剂明显增强。经SLN动物模型

验证，局部注射Cy754-Rit能够准确定位到SLN，

SLN显像清晰稳定，穿透力好，但仍需临床试验

进行相关验证。
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