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金黄地鼠不同病理状态颊囊黏膜的近红外荧光

成像差异分析
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[摘要]  目的　探讨分析吲哚菁绿（ICG）近红外荧光（NIF）成像技术对口腔潜在恶性疾患及口腔鳞状细胞癌

早期诊断的可行性。方法　利用二甲基苯并蒽丙酮溶液，给予金黄地鼠颊囊黏膜不同时间的局部刺激，诱导建

立轻/中度异常增生、重度异常增生、鳞状细胞癌等病理状态的颊黏膜病变模型。采用 ICG-NIF技术对病变组织

进行荧光信号定量分析，免疫组织化学染色法对不同病理状态黏膜的微血管密度 （MVD）、微淋巴管密度

（MLVD）进行分析。结果　ICG-NIF荧光定量分析结果显示，实验组中黏膜病变组织的荧光强度均高于正常黏

膜，差异具有统计学意义（P<0.05），且实验组中黏膜病变恶性程度越高，其荧光强度越高。组织学分析显示，

随着黏膜病变恶性程度增加，MVD 增加 （P<0.05），MLVD 减小 （P<0.05）。结论　

金黄地鼠异常增生的颊部黏膜病变与正常黏膜组织间具有 ICG-NIF 荧光信号差异，

荧光定量分析方法具有辅助鉴别的临床应用潜能。
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[Abstract]  Objective　To explore and analyze the feasibility of using indocyanine green (ICG) near-infrared fluores‐

cence (NIF) imaging technology for the early diagnosis of oral potential malignant disorders and oral squamous cell car‐

cinoma. Methods　7,12-Dimethylbenz[a]anthracene in acetone solution was used to induce various pathological models 

of buccal mucosal lesions (mild/moderate dysplasia, severe dysplasia, squamous cell carcinoma) in golden hamster. ICG-

NIF was conducted for the quantitative analysis of the fluorescence signal of lesion tissue, and evaluation of the diagnos‐

tic and discriminative capabilities of the ICG-NIF technology for mucosal lesions in various pathological states. Immuno‐

histochemical staining was perform to examine the mi‐

crovessel density (MVD) and microlymphatic vessel den‐

sity (MLVD) of mucosa in various pathological states 

and explore the histological reasons underlying the differ‐

ences in fluorescence signals. Results　 The results of 

ICG-NIF fluorescence quantitative analysis reveal the 
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higher fluorescence intensity of mucosal lesions in the experimental group compared with that of the normal mucosa on 

the control side, with statistical differences (P<0.05). Moreover, the more severe the malignancy of mucosal lesions in 

the experimental group, the higher the fluorescence intensity. According to histopathological analysis, the malignant pro‐

gression of mucosal lesions in golden hamsters was accompanied with an increase in MVD (P<0.05) and a decrease in 

MLVD (P<0.05). Conclusion　The abnormal proliferation of mucosal lesions in golden hamsters exhibits a difference 

in ICG-NIF fluorescence signal compared with normal mucosal tissue. Fluorescence quantitative analysis methods can 

provide assistance in differentiation and show potential for clinical applications.

[Key words]  indocyanine green; near-infrared fluorescence imaging; oral potentially malignant disorders; oral 

squamous cell carcinoma

口腔鳞状细胞癌 （oral squamous cell carcino‐

ma，OSCC）是口腔颌面部最常见的上皮来源的恶

性肿瘤之一[1]，目前公认的治疗方案是以手术治疗

为主的综合治疗，但是OSCC患者的 5年生存率为

60% 左右[2-3]，晚期患者生存率更低。因此 OSCC

患者的早期诊断及治疗至关重要。口腔黏膜白斑、

红斑、扁平苔藓等是一类具有癌变潜能的口腔潜

在恶性疾患 （oral potentially malignant disorders，

OPMD），临床工作中需要对OPMD患者进行长期

随访和定期复查，以早期发现早期治疗OSCC，降

低死亡率[4-5]。组织病理活检是诊断 OPMD 和 OS‐

CC 的金标准，但活检属于有创检查，存在创伤

大、耗时长、患者接受程度低等问题，不适合作

为 OPMD 早期诊断及长期监测的手段。积极探索

OPMD 及 OSCC 的无创筛查、早期诊断方法具有

重大意义[6]。

近年来，自体荧光技术（autofluorescence ima-

ging，AFI）、窄带成像技术（narrow band imaging，

NBI）、反射式共聚焦显微镜 （reflectance confocal 

microscopy，RCM）、光学相干断层扫描技术（op‐

tical coherence tomography，OCT） 等光学诊断技

术逐渐得到发展[7]。吲哚菁绿（indocyanine green，

ICG） 近红外荧光 （near-infrared fluorescence，N-

IF） 成像技术的推广应用，为光学诊断提供了一

种新的选择。ICG-NIF 的原理是利用病变组织血

管、淋巴管缺陷形成的高通透性和滞留 （enhan-

ced permeability and retention，EPR） 效应，使静

脉注射的 ICG 在病变部位聚集，继而在近红外光

的激发下（常用的激发波长为 785 nm，发射波长

为 820 nm） 与周围正常组织形成对比[8-10]。目前

ICG-NIF技术已经在多种肿瘤疾病的荧光引导手术

（fluorescence guided surgery，FGS） 中被广泛应

用，通过对 ICG-NIF 图像的分析可以辅助区分肿

瘤病变和正常组织[11-12]。本研究旨在应用二甲基

苯并蒽 （7,12-dimethylbenz[a]anthracene，DMBA）

丙酮溶液诱导建立不同病理状态的金黄地鼠颊黏

膜病变模型，依靠 ICG-NIF 成像技术定量分析不

同病变组织的荧光信号差异，探索通过荧光定量

法辅助区分黏膜病变的可行性，为 OPMD 及 OS‐

CC的早期荧光辅助诊断提供一种新的策略。

1  材料和方法

1.1  主要材料和仪器

1.1.1  实验动物

金黄地鼠，清洁级，鼠龄 4~6 周，体重约为

150 g，雌雄各半，购于辽宁长生生物技术股份有

限公司。实验操作符合南京大学动物实验伦理

要求。

1.1.2  主要试剂及仪器

DMBA （Sigma 公司，美国），注射用 ICG

（25 mg/支，丹东医创药业有限责任公司），CK5/

6、CD31、LYVE1 抗体购买自艾博抗贸易有限公

司。小动物活体成像仪（IVIS®Lumina，Perkin El‐

mer 公司 , 美国），荧光手术导航系统 （Real-IGS，

南京诺源医疗器械有限公司）。

1.2  金黄地鼠颊黏膜癌变模型构建

将 40只金黄地鼠随机分成 4组：对照组、轻/

中度异常增生组、重度异常增生组、OSCC组，每

组 10只。将金黄地鼠分别固定于自制鼠架上，拉

开颊囊，在实验组小鼠右侧（病变侧）颊囊黏膜

下注射 50 μL 的 0.5%DMBA 丙酮溶液，在对照组

小鼠颊囊黏膜及实验组左侧（对照侧）黏膜涂布

丙酮溶液，每周处理 3 次。轻/中度异常增生组、

重度异常增生组、OSCC组造模处理时间分别为4、

6、10 周，处理后禁食、禁饮 2 h。观察监测并记

录颊囊黏膜颜色、质地变化以及增生、糜烂情况。

初次处理后每 2 周于各组随机挑选 1 只金黄地鼠，

取颊囊黏膜进行组织病理检查，免疫组织化学染

色法标记CK5/6，确认病理状态。在造模结束后对
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各组小鼠拍照记录颊囊黏膜状态，之后进行荧光

成像及定量分析。

1.3  ICG-NIF技术进行荧光成像及定量分析

黏膜病变模型构建成功后，4组中随机选取 5

只金黄地鼠，腹腔注射 2% 戊巴比妥 （40 mg/kg）

麻醉，静脉注射 5 mg/kg ICG 溶液，在注射后 1、

6、12、24 h通过荧光手术导航系统采集颊部组织

荧光信号进行定量分析，24 h 后拍摄荧光图像。

随后安乐处死金黄地鼠，解剖其颊囊黏膜，置于

小动物活体成像仪拍摄荧光图像。根据 ImageJ 软

件对目标区域的荧光图像定量分析，获取其平均

荧光强度 （mean fluorescence intensity，MFI），计

算实验组中病变组织与正常组织的荧光信号对比

（signal to background ratio，SBR），SBR=MFI （病

变黏膜） /MFI（对照侧正常黏膜）。

1.4  组织学分析

荧光检测完成后，将颊囊组织固定于 4%多聚

甲醛中，常规石蜡包埋、切片后进行苏木精-伊红

（hematoxylin-eosin，HE） 染色，免疫组织化学染

色法CD31标记微血管，LYVE1标记微淋巴管，进

行组织病理学评估。采用Weidner法进行微血管密

度 （microvessel density，MVD）、微淋巴管密度

（microlymphatic vessel density，MLVD）计数。

1.5  统计学分析

采用 SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。计

量数据以均数±标准差的形式表示。不同组别的数

据进行单因素方差分析。P<0.05 表示差异具有统

计学意义。

2  结果

2.1  不同病理状态颊囊黏膜模型构建

根据不同处理时间构建金黄地鼠颊囊黏膜病

变模型，荧光成像定量分析后进行病理验证。肉

眼大体观察（图 1上），对照组及实验组对照侧颊

囊黏膜表面红润光滑，弹性良好，微血管充盈清

晰。与对照组相比，实验组病变侧黏膜颜色较灰

暗苍白，黏膜增厚，表面粗糙，弹性减弱，微血

管模糊，黏膜表面可见散在乳头状新生物。随着

造模时间增长至 6~10周时，黏膜病变累及范围扩

大，新生物增生明显呈菜花状，突向口腔内侧，

表面糜烂不规整，触之易出血。

对黏膜组织进行 HE 及 CK5/6 染色切片观察

（图 1中、下），对照组颊囊黏膜为复层鳞状上皮，

表面角化，黏膜厚度为 4~6层细胞，基底细胞层结

构清晰，与人类正常黏膜结构相似。与对照组相

比，轻/中度异常增生组病变侧颊囊黏膜细胞整体

排列尚规整，表面出现过度角化，颗粒细胞层明

显，棘层增厚，基底细胞层结构完整；重度异常

增生组病变侧颊囊黏膜鳞状上皮异常增生明显，

上皮分层不规则，结构紊乱层次超过上皮 2/3，上

皮钉突增生呈指状、水滴状，细胞大小不一，核

深染，核浆比增大，核分裂象增多，但基底膜仍

完整；黏膜癌变组病变侧颊囊黏膜细胞异常增生，

核分裂象明显增加，可见病理性核分裂象，瘤细

胞突破基底膜，呈团块状、条索状侵犯黏膜下结

缔组织，形成浸润癌巢。

对照组 轻/中度异常增生组 重度异常增生组 OSCC组

病损照片

HE × 100

CK5/6 × 100

图 1 不同病理状态黏膜病变模型构建

Fig 1 Construction of mucosal lesion models with different pathological states
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2.2  荧光成像结果及定量分析

ICG-NIF荧光定量分析结果（图 2）显示，各

组中黏膜组织荧光强度均在注射后持续衰减，实

验组病变侧黏膜荧光强度始终高于对照组。静脉

注射 24 h 后对颊囊黏膜进行荧光成像及定量分析

（图 3，表 1），对照组中颊囊黏膜组织内荧光信号

微弱，MFI为（65±9.16） AU；实验组中病变侧黏

膜组织荧光信号均高于对照侧黏膜，差异具有统

计学意义（P<0.05）；各实验组中，随着黏膜病变

恶性程度增加，黏膜组织 MFI 升高，3 组间差异

均有统计学意义（P<0.05），其中 OSCC 组病变黏

膜的 MFI 达到了 （325±47.46） AU，SBR 为 4.97±

0.87。

2.3  不同病理状态颊囊黏膜组织学分析

对各组黏膜下层组织MVD和MLVD进行分析

（图 4，表 1），与对照组相比，各实验组病变侧黏

膜均表现出MVD增加，MLVD减小，差异具有统

计学意义（P<0.05）。各实验组中，随着黏膜病变

恶性程度增加，MVD 密度增加，3 组间差异均有

统计学意义（P<0.05），其中 OSCC 组织内血管网

络丰富，MVD计数达到了 101.2±15.30。随着刺激

时间增长，MLVD在实验组中有下降的趋势，OS‐

CC 组织中 MLVD 计数为 4.2±1.14，与异常增生组

相比差异有统计学意义（P<0.05），而 2 个异常增

生组间差异无统计学意义（P>0.05）。

3  讨论

研究[13-14]表明，5%~18%的 OPMD会转变为癌

症，其中伴有中度或重度异常增生的病损癌变可

能性更高。针对 OPMD 的早期筛查及诊断有利于

降低OSCC发病率，一直是研究的热点。目前，临

床已较广泛地应用AFI、甲苯胺蓝染色技术作为传

统口腔检查的辅助手段，以帮助临床医生无创筛

图 2 各组黏膜组织荧光强度定量分析

Fig 2 Quantitative analysis of fluorescence intensity in mucosal 

lesions of every group

图 3 各组黏膜病变NIF成像

Fig 3 NIF imaging of mucosal lesions of every group

表 1　ICG-NIF 成像及 MVD、MLVD 定量分析

Tab 1　Quantitative analysis of ICG-NIF imaging， 

MVD and MLVD

组别

对照组

轻/中度异常

增生组

重度异常

增生组

OSCC组

MFI

65±9.16

123±12.26

214±21.12

325±47.46

SBR

-

1.89±0.32

3.27±0.46

4.97±0.87

MVD

14.4±2.97

26.4 ±5.32

73.2±11.14

101.2±15.30

MLVD

7.8±2.59

6.4±1.64

5.6±1.32

4.2±1.14
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查 OPMD，并辅助判断取材活检的部位[15-17]。AFI

通过识别健康口腔黏膜荧光基团的淡绿色荧光

（波长 515 nm），与黏膜病变荧光缺失区域进行区

分，但该技术特异性较低，出血区域会产生假阳

性，高度角化区域会出现假阴性，且图像判断依

赖检查者的个人经验，具有较强的主观性。甲苯

胺蓝染色技术可以增强局部病损的可视性，从而

显示病变部位，甚至发现隐匿、无临床表现的OP‐

MD 病损，但具有较高的假阳性，且存在误食风

险。ICG-NIF 成像技术目前已在口腔癌的 FGS 中

被逐渐应用[18-20]，能够较好地显示肿瘤边界，辅助

界定手术切缘[21-22]。相较 NBI、RCM、OCT 等技

术，ICG-NIF的荧光具备更深的组织穿透，检查结

果具有可定量分析的优势（表 2）。将该技术应用

于口腔黏膜癌变组织的筛查，能较好辅助判断黏

膜状态，符合 OPMD 的长期随访和状态监测的临

床需求。但其临床应用需要注射荧光造影剂，并

需要特定成像设备的支持，这对该技术的广泛推

广具有一定的限制。

利用金黄地鼠的颊囊诱导口腔癌模型是较为

理想且成熟的动物模型。颊囊是金黄地鼠特有的

解剖结构，相关动物模型已被广泛用于口腔癌前

病变、口腔癌相关的基础研究及口腔器械的生物

学评价[23-24]。本研究利用该动物模型，在给予不同

时间的局部刺激后，成功诱导出黏膜轻/中度异常

增生、重度异常增生及OSCC等不同病理阶段，且

较好地模拟了临床中口腔黏膜癌变的进展规律。

本研究对该动物模型中不同病理阶段的黏膜组织

进行荧光成像定量分析发现，随着黏膜病变恶性

程度的增加，ICG-NIF荧光信号增强，且黏膜表面

角化物对 ICG-NIF 荧光强度的影响微弱，利用该

定量分析方法对于辅助区分正常黏膜与癌前病变

黏膜、癌变黏膜有一定的参考价值。

目前认为，荧光分子在病变组织的蓄积主要

依赖 EPR 效应。本研究从组织学层面分析不同病

图 4 各组黏膜病变组织血管、淋巴管免疫组织化学染色

Fig 4 Immunohistochemical staining of blood vessels and lymphatic vessels in tissue slices of every group

表 2　OPMD 辅助诊断的光学成像技术对比

Tab 2　Optical imaging in the diagnosis of OPMD malignant transformation

技术

自体荧光成像

窄带成像技术

反射式共聚焦显微镜

光学相干断层扫描技术

ICG-NIF成像

检测深度/mm

-

0.17~0.20

0.2~03

1.5~2

5~10

优势

操作简便，阴性预测值较高

显示上皮内血管，提高组织表面结构的对比度

高分辨率显示亚细胞结构

提供口腔组织微观结构和微血管的二维或三维成像

足够的穿透深度，可定量分析

不足

特异性较低

穿透深度不足，角化物影响血管可见性

穿透深度不足，角化物影响观察

机械压力会影响，软组织的光学特征

需注射荧光显影剂
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理阶段的黏膜组织，发现金黄地鼠黏膜病变恶性

程度的进展伴随着 MVD 的增加及 MLVD 的减少，

揭示了黏膜组织在异常增生进展过程中微血管、

淋巴管的改建规律。这些改变会导致病变黏膜组

织中更多的 ICG 灌注以及更长时间的蓄积，从而

与正常黏膜形成荧光信号对比，解释了恶性程度

更高的黏膜病变模型中 ICG荧光信号增强的原因。

实际应用中，炎症组织血管通透性的增强会对

ICG-NIF成像的结果产生干扰[25]，本研究的动物模

型具有一定局限性，无法模拟并排除炎症组织的

干扰。Pal等[26]报道了“荧光寿命”在荧光诊断中

的重要性，强调癌变细胞对于荧光分子 ICG 更多

的摄取也会导致荧光信号的增强，提示细胞生物

学行为的改变在黏膜病变进展过程中也同样需要

被关注。

综上所述，本研究表明通过 ICG-NIF 荧光定

量分析，可辅助鉴别不同病理状态的黏膜病变，

具备临床应用的潜能。当然，本研究采用的标准

化动物模型具有一定局限性，后续研究还需要进

一步的临床验证。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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领域里发展快的一个专业。临床上，只有通过对颌面部解剖学细节的把握，才能够避免对神经、血管等

周围组织造成不必要的损伤，同时可以优化手术方案，提高手术的精准性。掌
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