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22#摘要$2目的2探讨荧光腹腔镜下小鼠胃癌可视化成像在鉴别肿瘤和正常组织中的价值) 2方法2共 34 只 C c6 周

龄&体重 34 =裸鼠) 3 只裸鼠右后肢皮下注射 4P3 FI高表达 "%*E3 基因的 $!#E$BD 胃癌细胞悬液用于观察背部成瘤情况&5

周后当瘤体直径达 5 KF左右进行下一步实验观察) 将 4P3 FI高表达 "%*E3 基因的 $!#E$BD 胃癌细胞悬液注射于 53 只裸鼠

胃黏膜下&建立裸鼠胃癌模型) 将量子点与 "%*E3 的单抗结合制作量子点纳米荧光探针) 将 53 只胃癌模型裸鼠分为 +/Q

组&每组 A 只&+组裸鼠尾静脉注射量子点纳米荧光探针 544

-

I与裸鼠胃癌模型进行体内结合&Q组裸鼠尾静脉先注射 "%*E3

单克隆抗体再注射量子点纳米荧光探针 544

-

I&!组 A 只正常生长的裸鼠尾静脉直接注射量子点纳米荧光探针 544

-

I) 最后

利用改装后的荧光腹腔镜分别以 5@/C4 FH; 和 5/3/6/B/53/36/C4 N 时间点观察不同时期裸鼠体内胃癌组织及其他部位的荧

光显像&标本送检) 2结果2裸鼠种瘤成功&胃癌组织在荧光腹腔镜下完成可视化成像&荧光探针结合后稳定性良好&荧光强

度在 5 N 后达到峰值&C4 N 后荧光消失) 发光组织病理切片证实为胃癌组织&免疫组化证实该组织高表达 "%*E3 蛋白)

结论2量子点纳米荧光探针性质稳定&荧光强度 5 N 达到峰值&然后逐渐衰减&荧光腹腔镜下可清晰看到高表达 "%*E3 的

$!#E$BD 胃恶性肿瘤的边界和周围组织及淋巴结的转移情况)

#关键词$2量子点*2胃癌*2荧光腹腔镜*2裸鼠
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22胃癌是常见的恶性肿瘤&预后较差) 我国是胃

癌高发国家&发病和死亡数均约占世界的 @4e

-5.

)

尽管医学水平在不断进步&腹腔镜胃癌根治术也日

趋成熟
-3&C.

&但由于淋巴管是胃癌转移的常见途径&

如果淋巴结清扫不彻底&极易发生复发与转移
-6.

&

腹腔镜手术胃癌的复发率/转移率较开腹手术并未

显著下降
-@.

)

人表皮生长因子受体 3!N<FG; 9UH89:FGI=:7JTN

[GKT7::9K9UT7:3&"%*E3"蛋白在胃癌组织中高表达&

且胃癌的原发灶与转移的淋巴结中 "%*E3 蛋白所

表达的状态具有高度的一致性
-A&D.

&因此&"%*E3 可

以为胃癌的靶向治疗提供良好的依据
-B.

) 量子点

作为新兴的纳米荧光探针材料&因优良的光学特性

被广泛地应用于生物学标记
-?&54.

) 若将 "%*E3 作

为胃癌的治疗靶点&利用量子点纳米荧光探针对其

进行标记&癌肿范围以及转移的淋巴结便可以准确

地被标记出来) 利用改装后的荧光腹腔镜直视下根

据组织散发的荧光更好地辨认肿瘤及转移的淋巴

结&还可以显示常规腹腔镜难以觉察的其他组织转

移&最终可以在术中荧光导航辅助下精准切除肿瘤)

.9THI8H等
-55.

进行小鼠胰腺肿瘤的荧光腹腔镜成像&

.<:G>GFG等
-53.

应 用 @ R盐 酸 氨 基 乙 酰 丙 酸

!@EGFH;7I9W<IH;HKGKH8&@E+,+"标记人体胃癌进行荧

光腹腔镜下分期) 本研究旨在找到能与胃癌组织特

异性结合的荧光探针&在术中实时观察肿瘤形态&为

肿瘤精准切除提供导航辅助)

52材料与方法

5P52实验材料

胃癌细胞株 $!#E$BD 购买于武汉普诺赛生命

科技有限公司) 由量子点和 "%*E3 单克隆抗体结

合制成的量子点纳米荧光探针由杭州纳晶科技有限

公司提供"&裸鼠!5B c33 ="购买自北京维通利华实

验动物技术有限公司 -批文号# &!̀ b!京" 345A R

444A.)

5P32组建荧光腹腔镜系统

以 (I>FU<V公司 0#&%*+(Z0R&5?4 作为主

机&匹配0#&%*+!,0R&5?4 光源和(%03A3"显示

器&使用天津博朗科技发展有限公司腔镜镜头 !直

径 3PD FF"作为观察裸鼠腹腔的成像设备&与主机

连接&在镜头与光源线连接处安置一个特制滤光片

!-)R@C3,1\R/D&深圳市富?科技有限公司"&该

滤光片滤光波长范围 6@4 c@44 ;F&符合量子点纳

米荧光探针的激发波长要求&连接光源&荧光腹腔镜

系统初步组建完成)

5PC2裸鼠胃癌模型的制备

将 34 只 C c6 周龄&体重 34 =左右的裸鼠在无

特定病原体!VU9KH[HKUGTN7=9; [:99&&\-"级动物饲养

间饲养 C c@ 8 后进行实验) 取 3 只裸鼠&用 5 FI注

射器吸取配制好的胃癌细胞悬液 4P3 FI&固定裸鼠&

在裸鼠右后肢进针&针尖斜面向上&确定位置合适后

缓慢推进全部胃癌细胞悬液&皮下形成皮丘&拔针后

用医用棉球按压针眼数秒以确保液体全部进入&放

回笼内&裸鼠皮下种瘤完成) 取 53 只裸鼠&每只肌

肉注射舒泰 5 F=给予全身麻醉&观察无麻醉反应

后&在裸鼠腹中线旁约 4P3 KF处取切口开腹后&充

分游离暴露胃部&将同等剂量的胃癌细胞悬液注射

于胃黏膜下&注意不要将细胞悬液漏入腹腔&关闭腹

腔&缝合皮肤&碘伏棉球消毒后敷料固定&待其清醒

后放入笼内继续饲养&裸鼠胃内肿瘤种植完成) 余

A 只为健康裸鼠) 由于胃内接种不便于观察成瘤情

况&可以每日观察裸鼠的背部成瘤情况进行初步对

照&5 周后当瘤体直径达到 5 KF左右即可进行下一

步实验观察)

5P62动物分组和实验操作

将 53 只胃内种植胃癌细胞的裸鼠模型分为 +/

Q组!每组 A 只"&正常生长的健康裸鼠作为 !组)

将浓度为 5

-

F7IS,的量子点荧光探针从 6 r冰箱

取出&用 \Q& 溶液稀释 34 倍
-5C.

&使浓度变为 4P4@

-

F7IS,&避光保存&用于尾静脉注射备用) 5 FI注

射器吸取稀释后的量子点纳米荧光探针 544

-

I推

入 +组裸鼠尾静脉&Q组裸鼠尾静脉先缓慢推入

544

-

I4f@

-

F7IS,"9:E3 基因自身抗体进行抗体封

闭&5 N 后于尾静脉推入同 +组完全相等剂量的量

子点荧光探针) 向 !组正常生长的裸鼠尾静脉同

样推入相等剂量的荧光探针&观察 5@ FH; 左右待探

针完全进入血液循环并与肿瘤相结合后将裸鼠进行

全身麻醉!舒泰 5 F=S只&肌肉注射"&麻醉全程注意

裸鼠保暖) 将裸鼠固定于操作台上&下腹正中开一

约 4P3 KF切口&钩镊提起腹壁&将改装后的荧光腹

腔镜设备进入裸鼠腹腔观察&在胃区及周围脏器和

淋巴结进行集中照射&激发探针使其发光&随即将光

源亮度调至最低&观察有无发光区域) 根据前期实

验结果&量子点荧光探针的荧光强度呈现抛物线变

化&5 N 后荧光强度达到最高&以后逐渐衰减&C4 N

后荧光全部消失&我们按照 5@/C4 FH;&5/3/6/B/53/

36/C4 N时间点进行观察研究) 观察结束后&将裸鼠

全部处死&解剖裸鼠&将发光组织进行切片处理&送

检切片行 "%染色和免疫组化&以证实发光组织是

否为胃癌组织&以及是否高表达 "%*E3 蛋白)

32结果

+组裸鼠注射探针后在白光和荧光腹腔镜下成

像对比&白光下虽然亮度足够&但不易观察到肿瘤的

(4@C( 中国微创外科杂志 3434 年 6 月第 34 卷第 6 期2!NH; '.H; #;W&<:=&+U:HI3434&07IP34P$7P6



位置&降低光源亮度后&发荧光的肿瘤可以清晰地辨

认出来!图 5") Q组裸鼠由于提前注射单克隆抗

体&抗体与肿瘤结合&导致探针无法聚集于癌肿部

位&荧光腹腔镜下未见明显发光!图 3") !组裸鼠

由于体内未种植胃癌细胞&探针经尾静脉入血后无

法大量聚集&腹腔镜下未见其发光 !图 C") 如图 6

所示&+/Q/!/X分别为被探针标记的胃癌组织在

5/6/B/53 N 后荧光显像&随着时间的延长量子点荧

光探针的荧光强度在逐渐减弱) 将裸鼠处死后解剖

胃部&取发光组织切片进行 "%染色&镜下证实发光

组织即为胃癌!图 @") 将发光的胃癌组织切片进行

细胞角蛋白免疫组化染色&证实该胃癌高表达

"%*E3 蛋白!图 A")

C2讨论

胃癌是全球范围内较为常见的恶性肿瘤&患病

率和死亡率一直居高不下
-56.

&许多患者在确诊时即

已处于晚期) 胃癌由于复发转移导致难以根治&肿

瘤准确切除以及转移淋巴结的清扫可以使复发转移

率大大降低) 目前&手术是治疗胃癌的主要手段)

随着医学水平的进步&腹腔镜胃癌根治术已经广泛

被应用
-5@.

&尽管创伤小&术后恢复快
-5A.

&在手术过

程中仍无法对癌肿位置进行准确判断&常常需要联

合胃镜或者术前定位&使胃癌的切除不够精准) 本

研究利用量子点荧光探针能与胃癌细胞结合并发光

的特性&组建量子点荧光腹腔镜系统&能够术中实时

观察癌肿部位以及是否有其他脏器及淋巴结转移&

为胃癌的精准治疗提供理论基础与实践支持)

"%*E3 在胃癌组织中的高表达为荧光腹腔镜

的靶向治疗提供新的思路) "%*E3 在很多癌症中

存在高表达或过表达&如乳腺癌/结直肠癌/膀胱癌

及卵巢癌等&在胃癌中也同样存在过表达
-5D.

&而且

通常会导致预后不良) 本研究选用高表达 "%*E3

的 $!#E$BD 胃癌细胞进行培养&将生长状态良好的

细胞接种于裸鼠体内) 量子点由于独特的荧光特

性&已逐渐应用于生物医学研究中
-5B.

) 相比于其他

有机染料!如 @+,+/#!1"&量子点激发光谱宽&荧光

时间长/强度高
-5?.

&在活体生物成像方面具有很大

的优势) 本研究选用硒化镉!!8&9"作为内部核心

结构&外部包裹硫化锌 !_;& " 制成量子点&结合

"%*E3 单克隆抗体制备成量子点纳米荧光探针)

利用硫化锌作为外壳既可以减少镉离子的释放&也

可以避免量子点发生氧化&减少自由基的产生
-34.

&

从而进一步减轻量子点的毒性) 将该探针与胃癌细

胞进行体内结合&再利用荧光腹腔镜设备进行观察&

即可对量子点荧光探针的光学特性以及荧光腹腔镜

的优势进行进一步验证)

在 $!#E$BD 细胞的培养过程中&细胞的生长速

度较快&复苏后第 5 天即可铺满培养瓶底部) 传代

几次后&将生长状态良好的细胞注射于裸鼠胃壁内&

为保证成瘤率&建议将胃癌细胞悬液注射于裸鼠胃

大弯侧&近胃窦处&注射完毕后用 6E4 小儿胃肠外科

丝线缝合皮肤) 此方法操作简单&安全性高&但由于

肿瘤种植于胃内不便于观察是否成瘤以及瘤体大

小&而且成瘤周期长&成瘤率也比组织块法低
-35.

&所

以在裸鼠右后肢皮下以同法种植进行对照观察&这

样可以证实胃癌细胞的活性) 且一旦悬液接种法成

瘤失败&可以解剖裸鼠皮下的肿瘤进行组织块包埋

法使实验顺利进行) &U:G=<9等
-33.

研究表明将细胞

悬液与胶原溶液混合共同注射于裸鼠体内可提高成

瘤率) 在上述操作中&均要严格遵守无菌原则&在

&\-级动物饲养间内的通风橱中进行&避免裸鼠发

生切口感染等并发症)

裸鼠种瘤 D 8 后&裸鼠背部肿瘤直径已经达到

5 KF&少数已达 3 KF&甚至出现破溃) 根据前期实

验表明&此时胃内肿瘤的直径可以达到 4P@ KF&可

以进行实验观察) 由于荧光探针中含有镉离子&所

以我们将其稀释 34 倍以减轻毒性反应&尾静脉注射

后观察 5@ FH;&裸鼠无明显不良反应发生&同时在此

期间&也可以让荧光探针充分进行血液循环&与胃癌

组织进行有效的结合) 麻醉选用诱导时间短&安全

性高且不抑制呼吸肌的全身麻醉药物
-3C.

&同时麻醉

过程中应注意裸鼠的保暖&在裸鼠下面可以放置纱

布&防止热量散失过快) 腔镜进入后可以清晰地观

察到裸鼠的腹腔脏器&但胃部形态无明显异常&在白

光照射下无法准确地判断出肿瘤的具体位置&在胃

区和周围脏器/淋巴结进行充分照射&激发探针发出

荧光&然后将光源亮度调至最低&可以看到小鼠胃部

出现较为明显的荧光) Q/!组由于探针无法聚集&

并未出现荧光显像&验证前期实验中量子点荧光探

针无法结合正常胃组织的结论&同时也排除 +组假

阳性的可能) 由于量子点半衰期长&所以我们注射

探针后在不同时间点进行了荧光强度的观察) 可以

看到 5@ FH; 后荧光强度逐渐增高&在 5 N 时可以看

到发光的肿瘤组织荧光强度很高&肿瘤的部位/大小

以及形状均可以较好的辨认出来&同时也可以在这

个时间点判断有无其他脏器或淋巴结的转移*6 N

后荧光强度开始衰减&但仍能较清晰地看见肿瘤的

形态*B N 后荧光强度继续减弱&53 N 后肿瘤组织的

荧光仍未消失&足以满足一台腹腔镜胃癌手术的时

间需要&直到 C4 N 后荧光才全部消失&而且可以证

实荧光探针可以在裸鼠体内与胃癌组织稳定结合)

观察完成后对裸鼠进行解剖&取发光组织进行病理学

检查及免疫组化检测&证实发光组织即为与探针结
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图 RS白光与荧光腹腔镜下胃癌组织的成像比较(荧光状态下肿瘤可以清晰地辨认

出来)最后一列为局部放大 a 倍后的成像效果*S图 TS抗体封闭后的胃癌组织成像

比较(抗体封闭后荧光腹腔镜下未见明显发光S图 aS正常裸鼠注射探针后胃癌组

织的成像比较(由于探针未大量聚集(腹腔镜下未见发光S图 \S胃癌组织的荧光衰

减(随着时间延长(荧光强度逐渐减弱(RT A后荧光强度衰减至 R ca(足以满足一台腔

镜胃癌手术的时间要求S+UR A后荧光图像'LU\ A后荧光图像'!UY A后荧光图像'

CURT A后荧光图像)TV A后荧光完全消失*S图 ]S显微镜下胃癌组织革兰氏染色(

可见中分化异型腺体)+UXYV'LUXTVV*S图 WS显微镜下胃癌角蛋白免疫组化染

色(证实为 "%*?T 阳性胃癌细胞)+UXYV'LUXTVV*
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合的胃癌组织且高表达 "%*E3 蛋白)

本研究成功应用量子点和 "%*E3 单克隆抗体

完成荧光探针的制备&并证实其能与高表达 "%*E3

蛋白的胃癌组织进行特异性结合&初步完成荧光腹

腔镜的改造&制备出合适尺寸和波长范围的玻璃滤

光片&使量子点荧光探针成功发光&完成胃癌在量子

点荧光腹腔镜下的可视化成像&验证了荧光腹腔镜

较普通腹腔镜更容易发现肿瘤组织以及其它不易被

察觉的转移) 未特异性结合的量子点会进入到其他

器官引发毒性效应
-36.

&主要为肾毒性&虽然有硫化

锌作为封盖材料&但是其本身的镉离子毒性也应考

虑在内&因此&量子点荧光探针的生物毒性限制其广

泛地应用于人体&合适的探针浓度和剂量还需要进

一步在实验中探索) 如果解决它的毒性问题&必将

产生巨大的医疗前景&对量子点荧光腹腔镜应用于

胃癌的精准治疗产生推动作用) 综上所述&量子点

荧光腹腔镜可以为消化道肿瘤患者术中导航精准切

除肿瘤/辅助化疗以及判断预后奠定基础&为胃肠道

肿瘤的治疗提供新的思路)
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