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微流控芯片在分选富集循环肿瘤细胞中的应用
吴丽丽，卢贵红，张　帆，谢海燕*
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摘　要：循环肿瘤细胞 (circulating tumor cells, CTCs) 是指从原发肿瘤部位脱落，进入外周血循环的肿瘤细胞，

对其准确检测有利于早期癌症转移的诊断与治疗。然而，血液中 CTCs 的量极少，检测前要先对其进行分

选富集。在众多的分选富集方法中，微流控芯片技术成本低、通量高、样品需求量小，可达到特异、灵敏、

高捕获率的效果。该文综述了近年来使用微流控芯片分选富集 CTCs 的方法，同时，分析了各种方法的优

缺点，并对未来的发展趋势进行了探讨。
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Applications of microfluidics in sorting and 
enrichment of circulating tumor cells
WU Li-Li, LU Gui-Hong, ZHANG Fan, XIE Hai-Yan*

(School of Life Science, Beijing Institute of Technology, Beijing 100081, China)

Abstract: Circulating tumor cells (CTCs) are those cells that shed from the primary tumor site and enter into the 
peripheral blood. The accurate detection of CTCs is critical for the early diagnosis and treatment of cancer. 
However, due to the extremely low concentration of CTCs in blood, enrichment has been regarded as an essential 
pre-treatment step for efficiently detecting CTCs. Among the numerous sorting methods, microfluidics has shown 
the potential to efficiently isolate and detect rare CTCs. The advantages include low cost, high throughput, and a 
small amount of sample. In this paper, we review various methods of microfluidics used to separate CTCs, analyze 
the advantages and disadvantages of each method, and discusse the development trend in the future.
Key words: circulating tumor cells; microfluidics; peripheral blood; capture; enrichment

循环肿瘤细胞 (CTCs) 是指从原发性肿瘤病灶

脱落下来，进入外周血液或淋巴管循环的肿瘤细

胞 [1]。进入循环体系的肿瘤细胞一部分被自身免疫

系统清除，未被清除的细胞则通过迁移、黏附等作

用相互聚集，侵袭并转移至其他正常组织，发展成

转移灶 [2]。可见，CTCs 在癌症转移过程中起关键

作用。研究表明，约 90% 癌症患者的死亡源于肿

瘤转移，而 CTCs 在肿瘤早期就已出现，因此，早

期准确检测 CTCs 至关重要 [3]。然而，困难在于血

液中 CTCs 的数量极少，1 mL 全血中仅含有 1~10
个 CTCs[4]，大约是人体正常血细胞数量的十亿分之

一，因此，必须在检测前对其进行分选富集，以消

除血液中非靶细胞的干扰。

只有从复杂的血液样本中准确、完整、快速地

分离出 CTCs，才能使下游分析 ( 计数、细胞免疫

染色、基因分析等 ) 取得良好的效果。这就需要分

选方法能够实现 CTCs 的高纯度、高捕获率、高通

量和高活性分离 [5]。传统的分选方法包括电旋转 [6]、

密度梯度离心 [7-8]、过滤 [9-10]、光导纤维阵列扫描 [11-12]

等，虽然这些方法也可以分离 CTCs，但存在 CTCs
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漏检、背景细胞干扰过强、分选速度慢、样品需

求量大、细胞活性受损等问题，不满足上述分选要

求。近年来，逐步进入大众视野的微流控芯片技术

(microfluidics)，可以克服由血液中 CTCs 稀缺引起

的分离困难，在 CTCs 的高灵敏度和高效分选中展

现出了巨大的应用潜力 [13]。

微流控芯片技术可在微米级通道内操纵非常少

量体积的流体。使用该技术分离 CTCs，样品需求

量小、成本低、耗时短、通量高、操作简便，可实

现高纯度、高效率分选富集。依据 CTCs 和血细胞

之间生物学和物理性质的差别，用芯片分选富集

CTCs 的方法可分为两类 ( 图 1) ：一是生物学方法，

它基于 CTCs 和血细胞表面特异性蛋白的表达不同；

二是物理方法，主要利用 CTCs 和血细胞之间一些

物理性质的差别进行分离，比如细胞大小、密度、

介电性和可变形性等。

1　基于生物学性质差异的分选富集

基于生物学性质差异的分选方法指的是选择特

异性抗体或核酸适配体以特异性识别并结合靶细胞

表面上表达的标志物，从而分选和富集靶细胞。在

实际操作中，首先在微流控芯片的内部设计一些特

殊的结构，然后在这些结构表面修饰上特异性识别

靶细胞的抗体或核酸适配体，再使样品流经通道，

此时目的细胞通过表面抗原与芯片内结构上的抗体

或核酸适配体的特异性结合作用，被捕获在芯片里，

而非靶细胞则随样品一起流出芯片，从而使目的细

胞与非目的细胞成功分离 [14]。依据所分选靶细胞的

差别，可将生物学方法分成两种，即以 CTCs 为靶

细胞的阳性分选法和以血细胞为靶细胞的阴性分

选法。

1.1　阳性分选法

阳性分选法是指以 CTCs 为靶细胞，直接进行

捕获。常使用的阳性分选细胞表面标志物是上皮细

胞黏附因子 (epithelial cell adhesion molecule, EpCAM)。
EpCAM 是一种跨膜糖蛋白，表达于上皮细胞表面，

其在正常细胞中不表达，在几乎所有上皮癌的组织

细胞中过表达 [15]。为了获得良好的分选富集效果，

有必要使特异性抗体或核酸适配体与 EpCAM 实现

最大化结合，也就是说，希望流体中的目的细胞可

以与芯片内修饰的抗体或核酸适配体充分接触。起

初，抗体或核酸适配体直接被修饰在芯片内的平面

通道上，由于流体在微流控芯片内以层流流动，只

有靠近通道表面的流体中的细胞才有可能接触抗体

或核酸适配体，从而被捕获，这就会导致 CTCs 的
分选效率低下 [16]。基于此，许多研究团队开始设计

特殊的微结构，如在芯片通道内设计微柱，并将抗

体或核酸适配体修饰到微结构表面，结合微柱的高

比表面积，增加流体中细胞与抗体或核酸适配体的

接触机会，极大地提高了 CTCs 的分选效率。

Nagrath 等 [17] 研制了一种“CTC-Chip”芯片，

他们在芯片内部设计了很多微柱阵列，并且把

CTCs 的特异性抗 EpCAM 抗体修饰在了微柱的表

面。将该芯片应用于对 CTCs 的分选富集，在芯片

中的流体速度可以达到 2 mL/h，CTCs 的捕捉率更

是高达 99%。这充分说明在芯片内设置微柱这样的

图1  微流控芯片分选富集CTCs的生物学方法和物理方法
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微结构，并将抗体修饰在其表面，很大程度上增加

了抗体与流体中细胞的接触机会，实现了 CTCs 的
高通量、高效分选。随后，Stott 等 [18] 又研制了一

种“HB-Chip”芯片，该芯片是“CTC-Chip”的延伸，

芯片底部设计了一种鱼骨结构，这种结构包括 7.8
万个微柱在内，每个微柱表面都修饰上了抗

EpCAM 抗体。芯片内的鱼骨结构和平面通道之间

产生一个高度差，使得原来在芯片中层流状态流动

的流体呈现涡流流动，从而大大增加流体内的细胞

与芯片内所修饰抗体的接触可能，进而提高捕获效

率，使更多的 CTCs 得以分离。Tseng 等 [19] 研究设计

了一系列“NenoVelcro”检测芯片，第一代 NenoVelcro
检测设备由两个功能部件组成，即修饰有抗 EpCAM
抗体的硅纳米柱阵列基底 (SiNP) 和嵌于设备顶部的

锯齿形高效混合芯片。立体的基底结构可增加细胞

与抗体的接触机会，覆盖于顶部的无秩序形状的混

合芯片可以保证流体以涡流状态通过，这种设计极

大地增加了 CTCs 与硅纳米柱的接触可能性。用该

芯片和 FDA 认证的 CellSearch 系统同时对 26 个前

列腺癌患者的外周血进行检测并对比计数结果，发

现该检测芯片具有更低的检测限和更高的检测灵敏

度 [20]。第二代 NenoVelcro 检测芯片用 PLGA 静电

纺丝纳米纤维替代之前的硅纳米柱阵列，且芯片底

部为透明的玻璃载片结构，使用激光捕获显微镜切

割技术可对捕获到的细胞施行单独切割，实现单细

胞操纵，可分析基因突变或基因表达等分子学特征

( 图 2)[21-22]。第三代 NenoVelcro 检测芯片新增加了

热响应功能，在硅纳米线基底上共价偶联生物素化

的温度敏感性聚合物刷 PIPAAm，然后以链霉亲和

素为中间体连接生物素化的抗 EpCAM 抗体 ；在

(a)捕获血液中黑色素瘤细胞(CMCs)的芯片实物图；(b)芯片组成示意图；(c) PLGA静电纺丝纳米纤维的扫描电镜图；(d)抗体

锚定示意图；(e)芯片捕获机制示意图；(f)单个CTC可用LMD分离，进行后续基因分析

图2  第二代NenoVelcro检测芯片及其分选原理[22]
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37 ℃时，生物素化的 PIPAAm 的生物素基团和疏

水区域暴露在表面，实现 CTCs 的捕获，当温度下

降到 4 ℃时，PIPAAm 的结构主干扩展开来，使得

抗 EpCAM 抗体不再暴露在表面，实现 CTCs 的释

放 [23]。该温控检测芯片可通过控制温度便利地实现

对 CTCs 的捕获和释放，且释放的 CTCs 保持很高

的活性。

虽然这方面的研究已经取得了很多成果，但是

由于细胞表面高表达 EpCAM 抗原的肿瘤种类有限，

基于 EpCAM 的分选富集技术只在少数肿瘤 ( 乳腺

癌、前列腺癌、结肠癌 )中得到了良好的检测结果 [15]。

不同于抗原 - 抗体的相互作用，核酸适配体的结构

及其与抗原的作用形式灵活多样，因此，即使靶细

胞抗原未知，核酸适配体也可以捕获 CTCs。Sheng
等 [24] 研制了一种微流控芯片，他们在芯片内部设

计了 5.9 万个微柱，同时，合成了一种能够与人急

性淋巴白血病细胞 (CCRF-CEM) 特异性结合的核酸

适配体，并将该核酸适配体修饰在微柱表面，用于

对 CTCs 进行特异性捕获。该芯片的分选速度可达

2 nL/s，分选率高达 95%，分选纯度达 81%，且处

理 1 mL 癌症患者的全血样本仅需 28 min，最低可

检测出 10 个肿瘤细胞，具有很高的检测灵敏度，

且捕获到的 CTCs 活性达 93%，便于进行后续分析。

Shen 等 [25] 在 NenoVelcro 芯片的基础上做了进一步

的更新，在硅纳米线阵列上修饰上链霉亲和素，同

时，利用 Cell-SELEX 技术筛选出能够特异性结合

非小细胞肺癌细胞 (NSCLC) 的核酸适配体，并将

核酸适配体生物素化，然后通过生物素和链霉亲和

素的特异性结合，将核酸适配体修饰在硅纳米线表

面，对血液中的 NSCLC 进行分选富集。实验中分

别采取晚期非小细胞肺癌患者和健康人体志愿者的

外周血进行检测，结果表明 CTCs 在癌症患者的外

周血中被成功检测到 (2~26 个 /mL)，而在健康志愿

者的外周血中未检测到。

尽管上述微流控芯片所设计的结构在分选富集

CTCs 时都取得了很好的效果，但被捕获的 CTCs
不能自动释放，不便于进行下游分析。而将磁性材

料引入芯片结构可以很好地解决这一问题。在微流

控芯片中使用磁性材料一般有两个优势：其一，相

比于微柱，磁珠和微珠有更高的比表面积，用它们

来承载抗体或核酸适配体，可以使 CTCs 与磁性材

料有更多的接触机会，进而获得更好的捕捉效果；

其二，CTCs 的释放也可以通过磁操纵实现。在实

际操作中，先把磁性材料作为一种结合载体，在其

表面修饰上特异性抗体或核酸适配体；然后，在已

给芯片施加外部磁场的前提下，将其引入微流控芯

片，这样，磁性材料就在磁场的作用下固定在了芯

片结构中；接着，把流体通入芯片，因 CTCs 能够

与磁性材料上修饰的抗体或核酸适配体特异性结

合，故 CTCs 会留在芯片中，其他细胞则随流体流

出芯片，从而将 CTCs 与非靶细胞分离；在捕获完

成后，移除施加的磁场，从芯片中释放出捕获的细

胞，并用于后续分析。Tang 等
[26] 在微流控芯片内

设计了一种交错平行排列的镍微柱阵列结构，在外

部磁场的作用下，先将抗 EpCAM 抗体修饰的

Fe2O3 磁性纳米颗粒引入芯片，再使细胞流过芯片，

发现 CTCs 可特异性识别抗 EpCAM 抗体而留在通

道内，非目标细胞则流出芯片。其捕获率高达

94%，捕获到的细胞可随外加磁场的撤离而释放，

且具有很好的活性 (93%)，可连续传代。

虽然以上所述单一抗体或单一核酸适配体与微

流控芯片技术结合可以实现很好的 CTCs 捕获效果，

但由于在肿瘤生长或治疗过程中，CTCs 常会经历

上皮 - 间质转化 (epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)[27]，或产生基因突变 [28]，这就导致 CTCs 呈
现异质性，此时使用单一的抗体或核酸适配体进

行检测，不足以检测出所有的 CTCs，常会存在漏

检的问题。近些年来，研究者们将目光转向了使

用多种抗体或核酸适配体 (cocktail) 来检测 CTCs。
Brinkmann 等 [29] 将 CTCs 与抗 EpCAM 抗体和抗

HER2 抗体的混合物共孵育，然后引入一种鱼骨形

微流控分选平台，实现了对异质肿瘤细胞的高效率

捕获。捕获到的 CTCs 可以在原位进行基因分析，

并可实现单细胞分离。

Fang 实验室在 NenoVelcro 芯片上探究了多种

核酸适配体混合物对 CTCs 的捕获能力 ( 图 3)[30]。

在芯片的硅纳米线基底上修饰上链霉亲和素，然后

使多种生物素化的核酸适配体与之相连，从而将多

种核酸适配体修饰到了芯片内部。使用该芯片对非

小细胞肺癌患者的外周血进行检测，实现了对异质

性 CTCs 的完整捕获。随后，该团队又将核酸适配

体混合物与磁性纳米颗粒结合 [31]，在微孔芯片的协

助下完成了对异质性非小细胞肺癌细胞的捕获。以

A549 细胞和产生抗药性的 A549 细胞 (A549D) 为
靶标，使用 SELEX 技术筛选得到与之特异性结合

的核酸适配体 Apt1 和 Apt2，然后将这两种核酸适

配体修饰到磁性纳米颗粒表面，使其与临床非小细

胞肺癌患者的血液样本共孵育，对血液中的 CTCs
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进行高效率捕获，并且捕捉到的 CTCs 可进行基因

分析。

1.2　阴性分选法

阴性分选法指的是，先特异性捕获血液中除

CTCs 以外的其他细胞，一般指白细胞，将白细胞

弃除后，收集剩下的 CTCs。常使用的抗体是抗

CD45 抗体。在实际操作中，首先将抗 CD45 抗体

结合到芯片内的微结构表面，用裂解液裂解掉血液

中的红细胞后，将血液样本引入到微流控芯片中，

白细胞可与抗 CD45 抗体特异性结合而留在芯片内，

CTCs 则流出芯片，得以收集。相较于阳性分选法，

这种以白细胞为靶细胞的阴性分选法不依赖于

CTCs 表面特异性蛋白的表达水平，可用于 CTCs
表面弱表达或不表达 EpCAM 的分选富集。Lustberg
等 [32] 利用此种方法，在微流控芯片内结合上修饰

有抗 CD45 抗体的磁珠，在外加磁场的作用下，对

多种癌症患者的外周血进行了检测，成功地实现了

CTCs 与血细胞的分离。Toner 实验室研究设计了一

种“CTC-iChip”芯片 [33]，该芯片不依赖于肿瘤细

胞表面特异性标志物的表达，可检测 EpCAM 低表

达或不表达的肿瘤细胞，如三阴性乳腺癌、黑色素

瘤等。通过一系列的水力分选、惯性聚焦、磁导入

分离步骤，对前列腺癌患者进行检测，成功地实现

了肿瘤细胞与血细胞的分离 ( 图 4)。该芯片还能同

时捕获 EpCAM 阳性及 EpCAM 阴性的肿瘤细胞，

并且能够进一步分析细胞的性质。

2　基于物理性质差异的分选富集

基于物理性质差异的分选方法，指的是依据

CTCs 和血细胞物理性质的不同来设计微流控芯片

结构，实现 CTCs 与血细胞的分离。这些物理性质

的差异主要体现在 CTCs 和血细胞的大小、密度、

力学性质等的差别以及 CTCs 相对不易变形 [34] 的特

征。在微流控芯片中依据物理性质的差异对 CTCs
进行分选富集，不受限于细胞表面标志物的表达，

且芯片结构易于设计、成本低、耗时短、操作简便，

图3  使用NenoVelcro芯片与多种核酸适配体捕获CTCs[30]

图4  CTC-iChip检测芯片示意图及分选原理[33]
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可以实现高通量分选。

2.1　尺寸和变形性差异

Yang 等 [35] 设计了一种“CTC- △ Chip”楔形

芯片，将芯片内的微腔室设计成从样品入口处 60 
μm 至出口处 5 μm 连续不同的高度，利用癌细胞与

血细胞的尺寸不同，将 CTCs 留于芯片内，血细胞

则随流体流出芯片。该设计不依赖于肿瘤细胞表面

标志物的表达，在培养基体系中捕捉率高达 (93.7 ± 
3.2)%，在全血体系中捕捉率达 (91.0 ± 3.0)%，流速

达 200 μL/min。利用该芯片对不同类型肿瘤患者的

外周血中的 CTCs 进行检测，在 2 mL 外周血中可

检出 2~15 个 CTCs，检测灵敏度高，检出率为 75%。

仅基于尺寸差异设计的 CTCs 捕获芯片常会导

致较低的分离纯度，这是因为 CTCs (15~25 μm) 和
白细胞尺寸 (5~15 μm) 上有重叠，白细胞可能混在

捕获到的 CTCs 中。为此，Ren 等
[36] 设计了一种基

于尺寸及变形性差异的多排平行微收缩通道和捕获

腔室的“CTC-HTECH”芯片。芯片由 6 排微通道

组成，每排由 40 个宽高为 8 μm 的收缩通道和宽高

为 30 μm 的捕获腔室相间排列组成，当癌症患者的

血液流经该芯片时，癌细胞会在经过收缩通道时变

形，而在经过捕获腔室时恢复原来的形状，血细胞

与流体一起流出芯片，从而捕获 CTCs。将其应用

到人工小鼠全血样品体系中捕获前列腺癌细胞，捕

获率高达 95% 以上。

确定性侧向位移 (deterministic lateral displacement, 
DLD) 原理起初主要应用于分离不同尺寸大小的颗

粒物质
[37]，近些年来越来越多的研究团队将其应用

于微流控芯片结构以实现对 CTCs 的分选富集。在

实际操作中，DLD 微柱阵列会存在一个临界分选半

径，当流体在 DLD 微柱阵列中流动时，细胞会与

DLD 阵列发生碰撞产生变形，使得细胞自身的有效

半径变小。然而，CTCs 本身的有效半径就大，又

因 CTCs 相较于血细胞可变形性较差，即便与 DLD
阵列碰撞变形，其有效半径依然有可能大于 DLD
微柱阵列的有效半径，从而发生侧向位移；血细胞

具有更好的可变形性，在与 DLD 阵列碰撞后，有

效半径明显减小，当其低于分选临界半径时，细胞

就不发生侧向位移 [38]。由此，血液中的 CTCs 和血

细胞得以分离开来。Liu 等 [39] 设计了一种三角形微

柱 DLD 阵列芯片，使得该阵列的分选临界半径介

于血细胞和 CTCs 的半径之间，该三角形微柱 DLD
阵列与细胞的碰撞接触为点接触，使细胞发生变形。

将其用于对癌症患者外周血中的肿瘤细胞进行分选

富集，流速为 2000 μL/min，捕获率为 95%。

2.2　力学性质差异

流体在微流控芯片中流动时，可看作是一个质

点沿着与管道中轴平行的方向做直线运动，这种运

动被叫做层流运动。不同流体速度下的层流会产生

不同梯度的剪切力。当细胞在芯片通道中流动时，

该剪切力梯度会使得细胞与管壁相互作用，这种相

互作用力的合力称为惯性迁移力。因为 CTCs 和血

细胞具有不同的细胞尺寸，它们在管道中受到的惯

性迁移力也不同，这就使得两种细胞在管道中呈现

不同的分布位置，进而可将两种细胞分离开来。常

用的芯片内通道有三种类型：直管、弯管和螺旋管。

Park 等 [40] 设计了“MOFF”及“MS-MOFF”直管

道微流控芯片，使用该芯片对 CTCs 进行分选，流

速可达 100~300 μL/min，并且分选出的肿瘤细胞具

有非常高的细胞活性 (89%~91%)。
为了使 CTCs 的分选富集取得更好的效果，许

多研究团队设计了弯管道微流控芯片。当流体在弯

管道中流动时，流体中的细胞同时受到惯性迁移力

和离心力的作用，这种离心力会使得流体呈涡流状

态流动，而涡流又对流体中的细胞产生迪恩拽力。

利用 CTCs 与血细胞力学性质的差异，设计了一系

列涡流芯片 [41-46]，在惯性分选方面做了很多的工作，

利用这些芯片分选富集 CTCs，实现了高通量高纯

度分选。

同样基于惯性分选原理，许多研究团队在

弯管道芯片基础上进一步发展螺旋管道芯片。

Kuntaegowdanahalli 等 [47] 在芯片内设计螺旋管道对

不同直径的聚苯乙烯微粒进行了分选，捕获率达

90%，同时，用该芯片分选 CTCs，捕获率为 80%，

细胞活性为 90%。Lim 实验室也设计了一系列的螺

旋管道芯片 ( 图 5)，实现了对 CTCs 的免标记高效

率分选富集 [48-49]。

2.3　声波分选

利用声波分选 CTCs 的原理是基于血液中细胞

的大小、密度、压缩系数的不同 [50]。该种分选方式

不用标记抗体，不用与细胞接触造成大的机械损伤，

具有很好的生物相容性。Huang 实验室在声波分选

CTCs 领域做了一系列的研究工作 [51]。该团队设计

的第一代声波分选设备基于“倾斜角驻波表面声波

(taSSAW)”，在流体通道两侧各放置一个声波传感

器，当两股声波在通道内相遇时结合形成驻波，驻

波在特定位置产生压力节点。因声波是倾斜的，细

胞以一定角度经过通道，癌细胞和血细胞因大小和
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压缩系数的不同在经过一系列压力节点时产生不同

的走向，进而实现两者的分离。对最佳分选条件进

行优化后，该设备成功实现了对聚苯乙烯微球的分

离，其中把 10 μm 的微球从 2 μm 微球中分离出来

的效率可达 99%，把 9.9 μm 的微球从 7.3 μm 微球

中分离出来的效率可达 97%。随后，将该声波分选

设备应用于人体血液样本中乳腺癌细胞 MCF-7 的

分选，回收率为 71%，纯度为 84%。第二代声波分

选设备解决了第一代通量低、分选速度慢的问题，

6 mL 血的分选时长从原来的 50 多个小时缩短到了

5 小时，分选速度从 1 μL/min 提高到 1.2 mL/h，是

从前的 20 倍。将癌细胞与白细胞按照血液中比例

混合进行分离，癌细胞的捕获率高于 83%，纯度为

90% 以上 ( 图 6)[52]。将第二代分选设备应用于临床

癌症患者血液样本的检测，取得了很好的分离效果。

第三代分选设备在前期工作的基础上进一步提高了

通量和捕获效率，分选速度达 7.5 mL/h，捕获率达

86% 以上 [53]。

2.4　物理捕获CTC-clusters
在外周血中循环的肿瘤细胞不止以单细胞的形

图5  螺旋管道芯片示意图及其分选原理[48]

图6  第二代taSSAW声波分选设备示意图

及其分选原理[52]
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式存在，有些以单细胞群体 (CTC-clusters) 的形式

存在，目前常用的 CTCs 分选富集技术主要是针对

单细胞的研究，但有关研究表明，CTC-clusters 更
容易引起远端转移，占癌症远处转移病灶的一半。

Sarioglu 等 [54] 针对该细胞簇进行检测，在 Nature
期刊上发表了开创性工作。他们设计制作了一种

“Cluster-Chip”，无需对血液预处理，也不依赖于肿

瘤细胞表面特异性标志物的表达，可实现对 CTC-
clusters 的高效物理捕获。这种方法利用特定的分支

诱捕器分离 CTC-clusters，且在较低的剪切力条件

下保持了细胞簇的完整性。

3　多种技术结合的分选富集

由于 CTCs 分选的复杂性，同时利用癌细胞和

血细胞生物学与物理性质的差异而设计的芯片结

构，可得到更好的捕获效果。至今，已经有很多这

种多种技术结合的 CTCs 的分选富集报道。

Wu 等 [55] 研制了一种“SCT-Chip”微流控芯片，

芯片内部设计了一种交错平行有序排列的微柱结

构，并且该微柱结构自身的微通道允许血细胞通过

而不允许 CTCs 通过，同时在磁珠表面修饰上了抗

EpCAM 抗体，将其应用于对样品中 CTCs 的分选

富集，取得了良好的捕获效果。流速可达 3 μL/min，
捕捉率高达 98%，且高度有序排列的微柱可指示 CTCs
的位置，减少了分析时间，极大地提高了分析效率。

Ahmed 等 [56] 设计了一种“SDI-Chip”芯片，

也是一种基于尺寸差异的免疫捕获芯片。芯片内有

平行排列且有一定倾斜角度的三角形微柱，在微柱

表面修饰上抗 EpCAM 抗体，利用抗原抗体免疫亲

和分选及确定性侧向位移原理实现了对样品中癌细

胞的捕获，其捕捉率高达 92%，纯度达 82%。随后，

该团队又在此芯片的结构基础上，在微柱表面修饰

上了结合有特异性靶向 EpCAM 抗原的核酸适配

体 SYL3C 的 Au 纳米颗粒，由于一个 Au 纳米颗粒

平均连接了约 250 个适配体分子，其在微柱表面形

成了一个类似的八爪鱼结构，且 Au 纳米颗粒表面

粗糙，比表面积大，联合确定性侧向位移原理，三

者协同作用极大地增加了流体中细胞与微柱的接

触机会，作者将此芯片命名为“AP-Octopus-Chip”。
使用该芯片用于 CTCs 的捕获，捕捉率可达 89.4%，

细胞释放率达 80%，释放的细胞活性可达 96% [57]。

4　结论与展望

利用微流控芯片技术分选富集 CTCs 具有一系

列的优势，如芯片结构易于设计、样品消耗量少、

分选时间短、通量高、微型化的芯片体积便于与其

他表征手段结合等。其能够在微米尺度范围内对流

体进行操控，能很好地应用于分选富集循环肿瘤细

胞。本文依据 CTCs 和血细胞之间生物学性质与物

理性质的不同，介绍了两种利用微流控芯片分选富

集 CTCs 的方法，许多科研团队的研究成果表明这

些方法都具有比较好的分选富集效果。基于生物学

性质差异的分选富集方法有阳性分选法和阴性分选

法，阳性分选法以 CTCs 为目的细胞进行分选，分

选效果主要依赖于抗体或核酸适配体与 CTCs 表面

特异性标志物的免疫亲和，特异性强、纯度高，但

较其他方法成本高、耗时长、通量低，只适用于

CTCs 表面特异性标志物高表达的癌细胞分选，并

且由于抗原与抗体或核酸适配体结合时占据反应位

点，有可能会导致分选出的细胞的活性降低；阴性

分选法多以血液中的白细胞为目的细胞进行分选，

可在血样 CTCs 检测时去除白细胞背景干扰。基于

物理性质差异的分选富集方法主要是依据 CTCs 和
血细胞的细胞尺寸、密度、介电性、变形性、力学

性质等物理性质上的差别将其两者分离。该类方法

不依赖于细胞表面特异性蛋白的表达，且在分选过

程中不引入其他试剂，可使分选出的细胞保持很好

的活性，直接用于基因测序等下游分析，但因

CTCs 和白细胞的尺寸区间并非完全没有交集，这

可能会导致捕捉到的 CTCs 中有白细胞的存在，使

得分选纯度较低。可见，单一的生物学方法或物理

方法并不能使 CTCs 的分选富集同时具有很好的捕

获率和捕获纯度。

在未来的研究工作中，应根据实际情况充分考

虑采用哪种方法对 CTCs 进行分选富集，如肿瘤细

胞特异性标志物表达水平、分选目的、芯片设计的

成本及复杂性等。可将这两类方法结合来设计芯片，

汲取各家优点，可获得更好的捕获效果。同时，由

于在肿瘤生长或治疗过程中，CTCs 会经历上皮 -
间质转化或发生基因突变，这就导致 CTCs 间存在

异质性，现有的解决方法主要是通过使用抗体或核

酸适配体混合物捕获 CTCs，以防漏检，但这种方

法只能将 CTCs 以“团体”形式捕获，不能实现对

不同表达水平表面标志物的 CTCs 的梯度检测，即

不能依据表面标志物表达水平对单个 CTCs 进行分

离。在将来的分选研究中，可通过联合物理学方法，

设计特殊结构的芯片，实现对不同梯度蛋白表达水

平的 CTCs 分选。
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