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纳米炭在乳腺癌前哨淋巴结示踪的实验研究
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　　摘要：目的　比较和评价纳米炭混悬注射液（卡纳琳）及亚甲蓝注射液进行乳癌淋巴结示踪的作
用差别，为临床乳腺癌患者的治疗提供相关手段。方法　取 ４０只雌性成年大耳兔，将 ＶＸ２细胞株制

成的瘤组织块悬液注射于兔乳腺下方制成乳腺癌模型，并将成癌模型分成卡纳琳组及亚甲蓝组，分别

行淋巴结活检。记录第一枚淋巴结成功染色枚数、染色所需时间、褪色所需时间、染色淋巴结总枚数，

并观察染色效果。结果　两组第 １枚淋巴结染色成功率相同，所需时间无统计学差异；卡纳琳组淋巴

结染色总枚数明显多于亚甲蓝组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；卡纳琳组褪色时间明显慢于亚甲蓝

组，且染色效果优于亚甲蓝。结论　用 ＶＸ２细胞株制成的瘤组织块悬液注射于兔乳腺下方可成功制

成理想的兔转移性乳腺癌模型。纳米炭混悬液行淋巴结示踪染色效果优于亚甲蓝，为更理想的乳腺癌

手术淋巴示踪剂。 ［中国普通外科杂志，２０１０，１９（０５）：４８９－４９２］
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　　２０１０年 ２月 １日，中国人口协会在京发布了
《中国乳腺疾病调查报告》，报告显示：我国城市

地区乳腺癌的病死率增长了 ３８．９１％，乳腺癌已
成为对妇女健康威胁最大的疾病，发病率位居大

城市女性肿瘤的第一位。手术治疗在乳腺癌综合

治疗中仍有着不可替代的地位。术中均强调腋窝

淋巴结的清扫（ＡＬＮＤ），乳腺癌腋窝淋巴结的状
态是重要的预后因素之一，有利于判断预后和术

后辅助治疗的选择，但其诸多并发症如上肢淋巴

水肿、功能障碍、皮下积液和切口愈合不良等，严

重影响患者的生存质量，一直是临床乳腺外科治

疗的一大难题［１］。经过一系列研究，ＡＳＣＯ，ＮＣＣＮ，
Ｓｔ．Ｇａｌｌｅｎ等有关乳腺癌 ＳＬＮＢ的指南或专家共识
指出前哨淋巴结活检（ＳＬＮＢ）目前已成为临床腋
窝淋巴结阴性患者腋窝处理的金标准［１］。英国

ＡＬＭＡＮＡＣ试验［２］、意大利米兰 ＳＮＢ１８５试验［３］和

美国 ＮＳＡＢＰＢ２３２试验［４］等大样本的前瞻性随机

试验结果均证实 ＳＬＮＢ可提供准确的腋窝淋巴结
分期，ＳＬＮＢ组与 ＡＬＮＢ组有相同的腋窝淋巴结阳
性率（循证医学Ⅰ级证据）。本实验使用 ＶＸ２细
胞株制成瘤组织块悬液，建立乳腺癌淋巴转移动

物模型，并使用目前临床上逐渐广泛用于手术淋

巴示踪的纳米炭混悬注射液（卡纳琳）及国内临

床上乳腺癌手术淋巴示踪常用的亚甲蓝注射液

（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ，ＭＢ），模仿临床上乳腺癌腋窝淋
巴结示踪，比较两种染料在动物体内前哨淋巴示

踪的效果，为临床乳腺癌术中前哨淋巴示踪染料

的选择提供依据。

１　 材料与方法

１．１　实验方法
１．１．１　ＶＸ２瘤组织块悬液的制备　ＶＸ２细胞株
（东南大学附属中大医院放射科腾高军主任惠

赠）制成瘤组织块悬液１ｍＬ。将其注射于兔后腿
外侧肌肉内，２周左右即形成实质性肿块（直径约
５ｃｍ）。在严格无菌条件下切取实体瘤边缘生长
旺盛的鱼肉样组织，约 ５ｍｍ ×５ｍｍ ×５ｍｍ，生
理盐水冲洗后，放置于盛有２０ｍＬＲＰＭＩ１６４０培养
液的 无 菌 弯 盘 中，用 眼 科 剪 剪 成 直 径 ０．５～
１．０ｍｍ的组织块，混匀后抽入至 １ｍＬ注射器内，

即制成 ＶＸ２瘤组织块悬液。
１．１．２　 兔乳腺癌模型制作 　 取 日本 大耳兔
４０只，体质量 １．８～２．３ｋｇ（购于东南大学动物实
验中心）。兔清醒状态下仰卧，取组织块悬液１ｍＬ
注射于兔胸壁右侧第 ２乳头的乳垫下（图 １）。
１周后每日触诊检查肿瘤生长情况并观察有无腋
窝淋巴结转移及其生长情况。

图１　乳垫下方注射肿瘤组织块悬液

１．１．３　淋巴结的染色及观察指标　将成功制成
的腋窝淋巴结转移乳腺癌兔 ３６只随机分成亚甲
蓝组 ２０只和卡纳琳组 １６只。以 ３％戊巴比妥钠
（３０ｍｇ／ｋｇ）经兔耳缘静脉注射麻醉动物，取仰卧
位并予固定。在右侧第 ２对乳腺及腋窝连线处取
倒“Ｌ”形切口，长约１２ｃｍ，切开皮肤，在筋膜前钝
性分离，暴露第 ２对乳腺引流的腋窝肿大淋巴结
以利于观察。在乳垫下方分别注射卡纳琳０．３ｍＬ
及亚甲蓝 ０．５ｍＬ。观察腋窝第 １枚淋巴结染色
的时间、第 １枚淋巴结染色的个数、腋窝染色淋巴
结总枚数和第 １枚淋巴结褪色的时间。
１．２　统计学处理

采用成组设计资料 ｔ检验，所有检验的显著性
水平（α）为０．０５，双侧。使用 ＳＰＳＳ１０．０统计分
析软件进行统计分析。

２　结　果

２．１　兔乳腺癌肿瘤模型制作成功率及腋窝淋巴
结转移率

４０只实验兔注射瘤组织块悬液后 １周，均在
注射部位形成可触及的实体瘤，乳腺癌动物模型

的成功率为 １００％。中途意外死亡 ３只，剩余

０９４
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３７只中３６只可触及腋窝肿大淋巴结，平均每只可
触及 ３～４枚，直径约 ０．３～０．８ｃｍ，淋巴结转移
率 ９７．３％（３６／３７）。
２．２　不同染料到达前哨淋巴结（ＳＬＮ）染色时间

第 ２对乳腺至第一枚淋巴结的淋巴管长度约
７～８ｃｍ，向乳垫下方注射染料随即可见染料从一
条或多条淋巴管向腋窝部位流动，最后汇聚于第

一枚淋巴结，平均时间亚甲蓝组为 １１．２３ｓ，卡纳
琳组为 １１．３２ｓ；两组差异无统计学意义（ｔ＝
１．４２２，Ｐ＞０．０５）。
２．３　不同染料腋淋巴结染色的枚数

３６只动物，每侧肉眼可辨认直径在 ０．３ｃｍ以
上的腋淋巴结 ３～４枚；注射染料后，３６只兔第一
枚肿大淋巴结均被染色。亚甲蓝组 ２０只，腋淋巴

结总数 ４６枚，纳米炭组 １６只，腋淋巴结总数
５２枚，两组差异有统计学意义（ｔ＝６．９９，Ｐ＜
０．０５）。
２．４　不同染料 ＳＬＮ褪色时间

注射染料后，每 １０ｍｉｎ观察染色的淋巴结，共
１８０ｍｉｎ。 结 果 亚 甲 蓝 组 平 均 褪 色 时 间 为
１０５．７５ｍｉｎ；卡纳琳组 １８０ｍｉｎ后仍未见明显褪色。
２．５　淋巴结显影效果及转移瘤病理检查

比较两组淋巴结染色效果，卡纳琳组可见１条
清晰的淋巴管引流至淋巴结，周围组织及血管未

见染色；而亚甲蓝组淋巴管周围可见外渗的染料，

且周围血管可见蓝染（图 ２－３）。
切取肿瘤及肿大淋巴结，行 ＨＥ染色，病理检

查证实其内均可见肿瘤细胞（图 ４）。

图２　卡纳琳组淋巴结显影（大体观） 图３　亚甲蓝组淋巴结显影（大体观） 图４　淋巴结可见肿瘤细胞（ＨＥ×１００）

３　讨　论

ＶＸ２肿瘤最初源于 １９３０年代 Ｓｈｏｐｅ病毒诱
发的乳头状瘤，是一种鳞状上皮源性肿瘤。其具

有快速生长、稳定的生物学特性，较强的淋巴转

移倾向性，被广泛应用于转移性肿瘤模型的制

作［５］。使用组织块悬液注射法制作兔乳腺癌模型

操作简单，成瘤率高，为理想的乳腺癌模型制作

方法［６］。

临床上 ７０％乳腺癌患者分期为 Ｉ／ＩＩ期，均需
行腋窝淋巴结分期。２００９年美国国家综合癌症
网（ＮＣＣＮ）乳腺癌临床实践指南指出，前哨淋巴
结活检（ＳＬＮＢ）是腋窝淋巴结分期的首选方法［７］。

自 Ｇｉｕｌｉａｎｏ等［８］采用异硫蓝行乳腺癌 ＳＬＮＢ以来，
各国医生都在尝试不同的染色方法以达到最佳

的 ＳＬＮＢ效果。目前主要有染料法、放射性核素
探测法及两者相结合的方法，放射性核素探测法

对仪器设备要求高，术前准备复杂，费用高；如

果原发肿瘤接近腋窝，探测时干扰大，对 ＳＬＮ

的准确定位有一定影响。染料法中常用的有

异硫蓝（ｌｓｏｓｕｌｆａｎｂｌｕｅ，ＩＢ）、专利蓝（ｐａｔｅｎｔｂｌｔｉｅ，
ＰＢ）和亚甲蓝，前 ２种活性染料与蛋白的结合
力弱，注射于皮下或乳腺组织之后会很快进入

淋巴管，很少扩散到周围组织中，但维持淋巴

结蓝染状态时间短，价格贵，国内较难购得，限

制了其在 ＳＬＮＢ中的应用［９］。而亚甲蓝价格低

廉，不需要特殊设备，操作简便、直观，无放射

污染，易于推广。近年来，亚甲蓝作为淋巴示

踪剂已广泛应用于 ＳＬＮＢ中。
一般认为，一种好的淋巴示踪剂应具备如下

条件：（１）淋巴组织吸收快，能清楚地显示淋巴管
和淋巴结；（２）不进入毛细血管，避免大量组织被
染色；（３）在 ＳＬＮ中聚集并停留较长的时间；（４）
成本低，无不良反应。以 ＭＢ为主的染料法在实
际应用中还存在一定的不足之处：（１）由于注射
液中亚甲蓝以溶解状态存在，故注射后即可进入

毛细淋巴管又可进入毛细血管；若注射剂量较多

或深度较浅则易造成淋巴管、组织间隙及血管等
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被广泛染色，不能有效的勾勒出病灶的范围，不

利于捕捉病灶并准确活检；（２）溶液迁移速度较
快，ＭＢ易向下一级淋巴结蔓延，导致 ＳＬＮＢ定位
不准确［１０］。

Ｍａｄｏｋｏｒｏ等［１１］发现，临床上以炭染料指导的

食管癌根治术淋巴清除更彻底，预后更好，并发

症更少。Ｋｉｔａｍｕｒａ等［１２］采用类似方法对直肠癌、

胃癌及胰腺肿瘤手术也有相同的结论，目前纳米

炭混悬注射液行淋巴结染色已广泛应用于胃癌

等肿瘤的淋巴结示踪［１３］。纳米炭混悬液具有高

度的淋巴系统趋向性［１４］。当其注射至局部组织

时，可被巨噬细胞吞噬。由于毛细血管内皮细胞

间隙为 ３０～５０ｎｍ，纳米活性炭团粒粒径平均为
１５０ｎｍ，且毛细血管基底膜发育较完全，其基本
不进入血管。毛细淋巴管内皮细胞呈叠瓦状排

列，间隙达 １００～５００ｎｍ，且基底膜发育不完全，
故纳米炭混悬液可迅速进入淋巴管；加以组织间

液和淋巴液的压力差，淋巴液呈向心流向，及巨

噬细胞对 ＡＣＮＰ颗粒的吞噬作用等［１５］，使其迅速

滞留集聚于淋巴结，使淋巴结染成黑色。实现了

肿瘤区域引流淋巴结的活体染色，达到示踪淋巴

的目的［１６］。

本实验采用 ＶＸ２瘤组织块悬液制作乳腺癌
动物模型，成功率为 １００％，腋窝淋巴结转移率为
９７．３％，两组实验兔的第一枚淋巴结均染色，差
异无统计学意义，但卡纳琳组淋巴结 ３ｈ后仍维
持染色，而 ＭＢ则在平均 １０５ｍｉｎ时已完全褪色。

结合临床，在行乳腺癌 ＳＬＮＢ时，追寻染色的
淋巴管及前哨淋巴结，ＭＢ会扩散到周围组织，且
将血管蓝染，影响前哨淋巴结的寻找，而纳米炭

仅将淋巴管黑染，便于寻找。若术中快速冷冻病

理学检查提示 ＳＬＮ为阳性，则需行腋窝淋巴结清
扫。纳米炭较亚甲蓝可将更多的腋窝淋巴结显

影，且染色时间较长，有助于增加淋巴结清扫率。

综上所述，纳米炭混悬液在乳腺癌淋巴示踪

中体现了更大的优越性；且目前淋巴靶向化疗正

逐渐用于临床，纳米炭可作为一种很好的化疗药

物载体应用于临床。
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