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【摘 要】目的：通过与亚甲蓝(Methylene blue，MB)示踪法比较，探讨超声造影检测乳腺癌前哨淋巴结(Sentinel lymph node，SLN) 

的前景。方法：建立兔 VX2乳腺癌模型 24只，皮下注射 SonoVue，超声造影显像 SI N，观察其造影增强情况；冉经皮下注射 MB 

示踪；行腋窝淋巴结清扫术切除 SI N并行 AE1／AE3免疫组化染色。结果：24只瘤兔超声造影检 嘲声均匀性增强的SLN 12 

个，回声不均匀性增强和部分充盈缺损的SLN 22个；MB示踪法检出 sl N 32个 ；术中腋窝淋巴结清扫 SI N 38个。以手术切除 

为标准，超声造影的检Ⅲ率(89．47％)与 MB示踪法枪出率(84．21％)比较无显著差异( 0．05)；以免疫组化结果为标准，超声造 

影的敏感性(95．24％)与 MB示踪法敏感性(91。30％)比较无 著差异(P>0．05)，但其特异性(84．62％)和准确性(91．I8％)均明显 

高于MB示踪法特异性(26．67％)和准确性(65．79％)(P<O．05)。结论：经皮下注射超声造影剂显像乳腺癌 SI N有较高的检出率 、 

特异性、准确性和敏感性，与 MB示踪法比较有一定优势，有望成为检测 SLN的常用方法。 
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sentinel lymph node(SI N)．Methods：Twenty—four rabbit models 

of VX2 breast cancer was set up with，sllb(!lltaneous injection of 

SonoVue，to get contrast-enhanced uhrasound ima~ng(if SLN． 

The situation of contrasi—enhance(1 SI N ",gaS observed．Then 

位。通常认为日标蛋白与 EGFP融合后，并不影响前者的正 

确折叠、运输和胞内定位 ．通过荧光显微镜观察及 RT—PCR 

结果，我们认为目标蛋r1 ZFP在细胞可以正常表达 为_『能 

进行 Western blot印迹反应实验，将 flag tag加载在 目的基因 

5’端构成 pEGFP—NI／ZFP—flag重组质粒，结果 示重组质粒 

成功进行了ZFP的表达。 

实 验 通 过 对 pEGFP—NI／ZFP、pEGFP—N1 FP—flag重 组 

表达载体的成功构建及表达，证明了利用生物信息学手段， 

人T设计特异性的锌指蛋门并进行体外真核细胞表达足可 

行的，为进一步设汁完整的 ATi=’，进而干预 HBV X基闲的表 

达奠定 基础。 
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subcutaneous injection of MB was performed to Pace SLN．SLN was resected from axillary lymph nods．which underwent 

immuno—histochemistry of AE1，AE3． ts：Among the twenty—four rabbits．12 SLN homogeneous echo—enhanced．22 SLN enhanced 

non—uniformity were f0und by contrast—enhanced ultrasound．Bv MB Pacer method 32 SLN were detected．38 SLN were resected from 

axillary lymph nodes．To make surgical resection as the standard，the detection rate of contrast—enhanced uhrasound (89．47％)and the 

MB tracer detection rate (84．21％)showed no significant difference(尸=>0．05)．To make the results ofimmunohistochemistry criteria as the 

standard，contrast—enhanced ultrasound sensitivity (95-24％)and the MB tracer method sensitivity (9 1．3O％)showed no significant 

difference(P>0．05)，but the specificity(84．62％)and accuracy(91．18％)were significantly higherfrom contrast—enhanced ultrasound 

sensitiv"ty than those from tracer MB method—specificity(26．67％)and accuracy(65．79％)(P<0．05)．Conclusion：Contrast—enhanced 

ultrasound imaging indetecting SLN of breast cancer gets a higher detection rate，specificity，accuracy and sensitivity compared with the 

MB tracer metIlod．which is expected to become tI1e common method in detection of SLN． 

【Key words】contrast—enhanced ultrasound；breast cancer；sentinel lymph node；methylene blue tracer；AE1，AE3 

乳腺癌患者前哨淋巴结(Sentinel lymph node，SLN)的检 

测非常重要，它影响着乳腺癌的分期、治疗及预后。目前常用 

检测 SLN的方法是术中染料示踪法，但此法存在着操作上盲 

目性，若经验不足将导致手术创口扩大。近期有研究报道，经 

皮下注射超声造影剂可显像猪黑色素瘤的淋巴管及 SLNt 21。 

本实验通过超声造影显像法检测兔 VX2乳腺癌 SLN，并与 

亚甲蓝(Methylene blue，MB)示踪法比较研究，探讨超声造影 

检测 SLN的实用性。 

1 材料与方法 

1．1 材料 与试 剂 

健康纯种雌性新西兰大白兔24只，质量 2．0～2．5 kg，月 

龄 3～4个月(重庆医科大学实验动物中心提供)。超声微泡 

造影剂 SonoVue(Bracco公司，意大利)；1％MB(上海诺泰，中 

国)；鼠抗兔细胞角蛋白单克隆抗体[Keratin，Pan Ab一1(AE1／ 

AE3)，北京中山，中国1；即用型 SABC试剂盒和 DAB显色剂 

(福建迈新，中国)。 

1．2 方 法 

1．2．1 动物模型 采用组织块种植法 ：切取 VX2肿瘤种兔 

(实验室自备 )生长旺盛 的“鱼 肉样”肿瘤组织块 (1 mm×1 

mm×1 ram)，种植于兔左侧第 2乳腺皮下组织。术后 3 d内， 

每只瘤兔注射青霉素 80万 U／d。 

1．2．2 联合 SonoVue超声显像 SLN 于种植后 14 d对实验 

兔进行超声造影检查。使用 Philip IU22彩色多普勒超声诊断 

仪，探头频率 7～10 MHz，机械指数 =0．2一O．7131。常规行肿瘤 

部位扫查，观察其大小、形态、内部回声结构及其与周边组织 

关系；SonoVue配置前为白色冻干粉末，加入5 ml生理盐水配 

备振摇 30 s后，形成乳状微泡悬液备用。在肿块周边 5 mm处 

皮下 3、6、9、12点方向分别注射 0．25 ml SonoVue悬液。局部 

按摩注射部位 3～5 min，以加速造影剂进入淋巴管，这些淋 

巴管是引流人 SLN的 。用龙胆紫标记超声探查中第一个回 

声增强的淋巴结 ，即SLN，观察其造影特点，统计超声造影检 

出SLN的个数。在注射 SonoVue同时开启超声仪内置计时 

器，用超声工作站和内置磁光盘记录扫查全过程。 

1．2．3 MB示踪 SLN 超声造影检查后 ，即刻在肿块周边 5 

mm处皮下 3、6、9、12点方向分别注射 l％MB0．5 ml。局部按 

摩注射部位 5 min，以促进 MB充分扩散。10 min后处死实验 

兔，暴露左侧腋窝部位 ，做 8 cm倒“L”形切 口，分离并暴露淋 

巴引流区，沿蓝染的淋巴管追踪到蓝染的淋巴结即为 SLN， 

并行腋窝淋巴结清扫术，切除 SLN。分别统计超声造影和 MB 

示踪法 SLN检出数及腋窝淋巴结清扫检出 SLN数 ，计算SLN 

检出率。检出率 ：(超声造影或 MB示踪法 SLN检出数，腋窝 

淋巴结清扫 SLN数)x 100％。 

1．2．4 SLN的 AE1／AE3免疫组化染色 对手术切除的SLN 

行常规固定，石蜡包埋，常规制片，HE染色及行免疫组化染 

色。免疫组化采用 SABC法 ，DAB显色。一抗为鼠抗兔细胞角 

蛋白单克隆抗体 ，效价 1：100，使用即用型 SABC试剂盒和 

DAB显色剂 ，严格按免疫组化试剂盒说明进行操作。判定标 

准：AE1／AE3阳性部位主要在细胞浆，有棕黄色颗粒且染色 

强度高于背景的非特异性着色为阳性细胞。若 SLN内有阳性 

细胞则提示 SLN有转移灶 。统计 SLN阳性数。按临床诊断 

性试验研究的评判标准进行计算[61，方法如下：敏感性=SLN 

真阳性数／(sLN真阳性数 +SLN假阴性数)x 100％；特异性 = 

【SLN真阴性数／(SLN真阴性数 +SLN假阳性数 )]x 100％；准 

确性 =[(SLN真阳性数 +SLN真阴性数)／SLN总数]×100％。 

1．3 统计学分析 

采用统计分析软件 SPSS 13．0统计分析软件。以病理免 

疫组化结果为诊断金标准，计算超声造影和 MB示踪法检测 

SLN的敏感性、特异性和准确性。2组间的检出率、敏感性、特 

异性和准确性比较采用确切概率法进行检验，以P<0．05认为 

差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 乳腺癌模型建立情况 

实验兔 100％成活，肿瘤成瘤率 100％。 

2．2 超声造影显像 SLN 

超声检查见肿瘤形态呈类圆形，边界清晰，内部回声分 

布欠均匀，可见点状强回声(图 1)，部分出现不规则无 回声 






