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1、 文中名称未统一，出现“ICG-PLGA纳米级造影剂”、“ICG-PLGA纳米粒”、“ICG-PLGA纳米粒粉末”、“ICG-PLGA纳米粒粉末”等，请统一称呼。
2、 实验中的分组并不清晰，请修改（包括摘要、方法、结果及结论中）。
3、 摘要中请补充，并修改相应的英文摘要。
4、 其余修改见文中。
近红外荧光/超声双模式纳米级造影剂显像淋巴结实验研究
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摘  要  目的  制备近红外荧光/超声双模式纳米级造影剂ICG-PLGA，观察其活体近红外荧光显像小鼠腋窝淋巴结及超声显像兔腘窝淋巴结的效果。 方法  采用双乳化法制备ICG-PLGA并检测其基本特性和荧光稳定性。正常小鼠前爪垫分别注射该造影剂（实验组）和ICG溶液（对照组），观察比较两组活体近红外荧光显像小鼠腋窝淋巴结的效果；正常大白兔经一侧足垫注射该造影剂，并与注射ICG溶液侧比较，观察超声显像兔腘窝淋巴结的效果。结果  成功制备出ICG-PLGA，其平均粒径为（294.02±64.24）nm，（添加稳定性比较结果）。两组小鼠注射前荧光强度与同组注射1 min、10 min及30 min比较，差异均有统计学意义（均P＜0.05）；活体近红外荧光成像均能清晰显示两组小鼠腋窝淋巴结。注射ICG-PLGA侧较注射ICG溶液侧超声显像兔腘窝淋巴结效果显著增强。结论  ICG-PLGA对小鼠淋巴结的荧光成像效果好，同时可增强兔淋巴结的超声显像，有望成为一种良好的淋巴结示踪剂。
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Near-infrared fluorescence/ultrasound dual-mode contrast agent for lymph nodes imaging in vivo
NIU Chengcheng，LIU Minghui，XU Yan，CAO Danming，PENG Qinghai
Department of Ultrasound，the Second Xiangya Hospital，Central South University，
Changsha 410000，China
ABSTRACT  Objective  To prepare a nano-sized poly（lactic-co-glycolic acid）（PLGA） contrast agent loading indocyanine green（ICG-PLGA） for dual-mode near-infrared fluorescence（NIR）/ contrast enhanced ultrasound（CEUS） imaging，study its characterization and photostability，and observe its effectiveness both on NIR for mice lymph nodes and CEUS for rabbit lymph nodes in vivo. Methods  ICG-PLGA nanoparticles was made by double emulsion methods. Normal ten mice were subcutaneous injected by the front paw with nanoparticles and observed the NIR imaging effect of the axillary lymph node. Normal three rabbits were subcutaneous injected by the foot pad with nanoparticles and observed the CEUS effect of the popliteal fossa lymph node. Results  The ICG-PLGA nanoparticles were successfully prepared，the mean particles size was about（294.02±64.24）nm；NIR and CEUS showed the whole lymph node imaging，contrast agent can basically filling the entire lymph node. Conclusion  ICG-PLGA nanoparticles have a good imaging ability in NIR and CEUS imaging. It may be a better agent as lymph node tracer.

KEY WORDS  indocyanine green；contrast enhanced ultrasound；near-infrared fluorescence imaging；lymph nodes

前哨淋巴结活检术是诊断恶性肿瘤是否发生淋巴结转移的一种手术方法，但该方法常存在难于定位淋巴结的困难。国内外学者研究（请添加研究的文献）发现，经皮下注射近红外荧光染料示踪淋巴结具有较高的敏感性，但存在稳定性差的缺陷。而超声造影剂能发现淋巴结，但其敏感性不高。本实验应用有荧光显像效果的吲哚菁绿与聚乳酸羟基乙酸超声纳米级造影剂结合，旨在寻找一种近红外荧光/超声双模式显像引导下寻找和清除肿瘤转移淋巴结的诊断方法。

材料和方法

1、 实验动物

昆明小鼠10只（6~8周），新西兰大白兔3只（1.8~2.2 kg），雌雄不限。（建议补充实验动物来源）
二、仪器与试剂
活体荧光断层成像仪（美国PerkinElmer公司，FMT 4000）；彩色多普勒超声诊断仪（荷兰Philips公司，iU22）；乳酸/羟基乙酸聚合物（PLGA，山东医疗器械研究所，聚合比为50：50），吲哚菁绿（美国Sigma公司），聚乙烯醇（美国Sigma公司）。（下文中所出现的实验试剂和仪器，能补充的尽量补充）
三、ICG-PLGA（正文第一次出现请补充中文全称）的制备

采用双乳化法和冷冻干燥法，将500 mg PLGA加入10 mL二氯甲烷中，充分搅拌至其完全溶解，然后加入1 mL注射用吲哚菁绿溶液（1.25 mg/mL），声振仪声振90 s，将乳化液倒入适量（具体？）5%聚乙烯醇溶液中，再次声振仪声振90 s，然后加入100 mL 2%异丙醇溶液，室温下避光搅拌2 h，使纳米粒表面固化，双蒸水洗涤、离心，收集纳米粒，置真空冷冻干燥机中冻干后充入全氟丙烷气体，得ICG-PLGA冻干粉，将其置4 ℃冰箱中保存。

    四、ICG-PLGA的基本特性和荧光稳定性检测

取ICG-PLGA冻干粉适量，（浓度）生理盐水复溶后，用扫描电镜进行形态学观察，激光测径仪检测其粒径大小和分布，紫外分光光度法测定ICG含量。


    取一定量的ICG-PLGA纳米粒和ICG溶液分别置于0.2 mL Eppendorf管中，每组8管，置于37 ℃恒温水浴箱中，于0 h、2 h、8 h及24 h四个时间点每组各取2管置于活体荧光断层成像仪内，测得不同时间点的近红外荧光值，比较二者的稳定性。
五、小鼠腋窝淋巴结的活体近红外荧光成像和染色解剖
实验小鼠按1 mL/kg经腹腔内麻醉注射3%戊巴比妥钠，检查区脱毛后侧卧位固定，应用FMT 4000活体荧光断层成像系统，激发波长790 nm，发射波长＞810 nm。实验小鼠分为实验组和对照组，每组5只，实验组取100 mg ICG-PLGA纳米粒粉末溶于2 mL生理盐水，然后取0.1 mL（50 µg/mL）注射于小鼠前爪垫皮下；对照组注射0.1 mL ICG溶液（50 µg/mL），并按摩前爪垫，观察不同时间点小鼠腋窝淋巴结近红外荧光成像效果。近红外荧光显像结束后，在小鼠前爪垫皮下注射1% 美蓝染料，切开前臂至腋窝皮肤，确定小鼠腋窝淋巴结的蓝染位置。
    六、兔腘窝淋巴结的超声成像

正常新西兰大白兔以3%戊巴比妥钠麻醉后备皮，取100 mg ICG-PLGA纳米粒粉末溶于2 mL生理盐水，按0.5 mL/kg的剂量注射于其中一侧兔足垫皮下，对侧足垫注入等量ICG溶液，并按摩足垫，同时行腘窝淋巴结谐频显像。（注射ICG-PLGA和ICG溶液如何？前肢or后肢？一只兔注射几只脚？）
    七、统计学处理
应用SPSS 17.0统计软件，计量资料以
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±s表示，组间比较行t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、ICG-PLGA纳米级造影剂的基本特性和稳定性
扫描电镜下其形态规则，呈球形，表面光滑，大小均匀（图1）；激光粒度分析仪测得其粒径为（294.02±64.24）nm（图2）；紫外分光光度计测得ICG-PLGA载药量为0.1%，包封率为40%。
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图1  ICG-PLGA纳米粒扫描电镜图（×20 000）
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图2  ICG-PLGA纳米粒的粒径分布图


活体近红外荧光成像FMT 4000软件测得ICG组在0 h、2 h、8 h及24 h四个时间点的荧光强度分别为4233.1±12.3、1802.2±32.6、897.2±11.4及292.5±7.6；ICG-PLGA组在0 h、2 h、8 h及24 h四个时间点的荧光强度分别为4187.1±20.3、3469.4±12.4、2687.7±31.4及836.5±17.3。ICG溶液组0h与同组2h，8h，24h比较，差异具有统计学意义（P＜0.05）；ICG-PLGA组0h与同组2h，8h，24h比较，差异具有统计学意义（P＜0.05）；ICG溶液组与ICG-PLGA组0h比较，差异无统计学意义；ICG溶液组与ICG-PLGA组2h，8h，24h同一个时间点比较，差异具有统计学意义（P＜0.05）。由此可见，ICG溶液组与ICG-PLGA组的荧光强度随时间变化荧光强度均减低，而在2h、8h及24h ICG溶液组减低程度高于ICG-PLGA组（图3）。（仪器与方法中并未提及分成ICG组和ICG-PLGA组，请修改）
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图3 近红外荧光成像图 
    二、小鼠淋巴结近红外荧光成像和美蓝染色后解剖
实验组注射1 min开始显像，10 min和30 min可见荧光信号逐渐增强。对照组注射1 min、10 min及30 min亦可见荧光信号逐渐增强。ICG-PLGA组注射前、注射 1 min、10 min及30 min的荧光强度分别为12.1±2.3、3109.4±32.2、3482.7±41.2及3846.5±27.3；ICG组注射前、注射 1 min、10 min及30 min的荧光强度分别为10.2±1.6、3202.5±41.6、3522.7±34.2及3646.2±35.3。ICG-PLGA组注射前与同组1 min、10 min及30 min比较，差异均有统计学意义（均P＜0.05）；ICG溶液组注射前与同组1 min、10 min及30 min比较，差异均有统计学意义（均P＜0.05）；ICG溶液组与ICG-PLGA组同一时间点两两比较，差异无统计学意义；美蓝染色后，解剖中见腋窝的蓝染淋巴结，其位置与荧光成像的位置一致（图4）。（本段数据请用表格的形式表示）
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A：注射ICG-PLGA前，小鼠淋巴结未见明显荧光信号；B：注射ICG-PLGA后30 min，小鼠淋巴结有较强的荧光显像；C：美蓝注射后淋巴结蓝染情况。
图4  小鼠淋巴结近红外荧光成像图

三、兔淋巴结超声成像

注射ICG-PLGA造影剂前，该侧腘窝和腹股沟淋巴结均呈低回声结节，造影模式下未见造影剂充填；注射ICG-PLGA纳米粒后约30 s，造影模式下见腘窝淋巴结增强从边缘开始，迅速向中心填充，最后整个淋巴结显像均匀，整个显影过程持续15 min（图5），但同侧腹股沟淋巴结未见明显强化。对侧足垫注射ICG溶液，腘窝和腹股沟淋巴结均未见明显增强效果。
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A：造影模式；B：基波模式。ICG-PLGA注射后10 min淋巴结呈均匀高增强。
图5 兔淋巴结超声成像图（箭头示？）
讨    论
肿瘤淋巴结转移程度对患者预后有重要意义。目前临床常用的淋巴结显示方法包括活性蓝染料和放射性胶体定位淋巴结。然而由于活性蓝染料在组织中移动速度快，部分患者因肿瘤淋巴结与非肿瘤淋巴结过于靠近以致蓝染而无法区分，从而过多地切除了非肿瘤淋巴结；而同位素标记的小分子物质，因分子量小，会进入非肿瘤淋巴结。近年来，国内外已有经皮下或肿瘤周围注射近红外荧光染料吲哚菁绿行活体荧光成像定位前哨淋巴结的报道[1-2]，但由于其光不稳定性易分解，且显像深度受限，从而影响了其在显示深部淋巴结的应用。
本实验前期研究[3]发现PLGA超声微泡造影剂能够观察与定位肿瘤淋巴结，有利于术前及术中超声识别前哨淋巴结。且制备的微米级载吲哚菁绿的ICG-PLGA造影剂有较好的近红外荧光显像效果，且在近红外荧光成像仪引导下能准确定位淋巴结，提高了手术的准确性[4]。本实验将ICG-PLGA造影剂制备成平均粒径为300 nm的纳米级双模式造影剂，并证实了经PLGA外壳包裹后，ICG不仅具备荧光成像的功能，还克服了其光学不稳定性，能够较长时间地保持其荧光显像的能力，同时具备超声造影剂的特征[5]，从而成功地结合活体近红外荧光显像和超声造影的优势，弥补各自的缺陷，提供了一种敏感且全面的淋巴结定位方法。
本实验中ICG-PLGA组活体荧光成像发现5个小鼠腋窝淋巴结，活性蓝染料配合解剖证实为淋巴结，说明该纳米粒能成功示踪小鼠淋巴结。在活体近红外荧光淋巴结成像实验中，注射造影剂1 min后即可见引流的淋巴管及相应的淋巴结，观察至30 min仍持续显像。在超声淋巴造影实验中，注射造影剂后约30 s淋巴结开始增强，从边缘开始，迅速向中心填充，最后整个淋巴结显像均匀，整个显影过程持续15 min。本实验证实ICG-PLGA纳米粒能进行近红外荧光/超声双模式显像，图像清晰直观且持续时间长。
本实验不足之处在于两组动物模型采用了两种显像方法。虽前期实验已证实ICG-PLGA微泡的近红外荧光显像效果，但在本实验中未运用兔淋巴结模型进行纳米级ICG-PLGA的荧光显像，而选取小鼠作为荧光显像模型，由于小鼠淋巴结太小（1 mm左右），超声观察难度大，故未做超声造影显像，将在本课题组今后的工作中进一步完善。且由于本实验选用正常的兔腘窝淋巴结进行研究，所有的淋巴结均表现为造影剂充盈完整，未观察到肿瘤淋巴结在超声淋巴造影上的特点，未能更好地体现超声淋巴造影的优势。
综上所述，本实验证实通过结合近红外荧光成像和超声造影的双模式显像优势，可以更直观、准确、无创及快速地定位淋巴结，有望成为未来临床评估前哨淋巴结的有效方法。
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