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摘要 循环肿瘤细胞(circulating tumor cells，CTCs)是指从原发肿瘤或转移灶脱落、发生上皮 -间质转化进入患者外周血血液
循环的恶性肿瘤细胞．CTCs在肿瘤研究和临床诊断上的作用逐渐得到认可，外周血中 CTCs存在与否以及数量多少不但可
以用于肿瘤的早期诊断，还可以用于评估肿瘤预后、监测肿瘤的转移和复发．微流控芯片作为一个高通量、小型化的细胞实

验平台，已被应用于 CTCs的分选当中．本文综述了用于 CTCs捕获的微流控芯片系统的最新研究进展，着重介绍各类芯片
的捕获原理、芯片结构和捕获效率，最后对微流控芯片技术在 CTCs分选中的应用前景进行了展望．
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恶性肿瘤已成为我国死亡率最高的重大疾病之

一，90%以上的肿瘤病人死于肿瘤的转移和复发．
循环肿瘤细胞(circulating tumor cells，CTCs)是从实
体瘤或转移灶脱落，发生上皮 - 间质转化
(epithelial-mesenchymal transition，EMT)进入外周
血血液循环的恶性肿瘤细胞，被认为是肿瘤发生转

移的必要前提[1-2]．微环境改变的条件下，CTCs又
发 生 间 质 - 上 皮 转 化 (mesenchymal-epithelial
transition，MET)而在远端器官中停留，生成新的
肿瘤，从而导致肿瘤转移[3]．CTCs检测在新的肿
瘤生物标志物的发现、肿瘤预后判断及个体化治疗

方面存在很大的应用潜力，是国内外肿瘤研究的热

点之一．然而，CTCs 在血液中的数量非常少，
109 个血细胞中仅含有 1～10 个 CTCs [4]，因此，

CTCs研究的关键在于从含有大量血细胞的复杂血
液样本中准确、高效地将其分选出来[5]，满足高捕

获率、高纯度和高通量的要求，进而成为能够满足

科研和临床需求的工具．a．高捕获率，即可以将
样品中的 CTCs尽可能多地分离出来；b．高纯度，

即希望分离出来的细胞只含有 CTCs，其他细胞的
含量很少或没有，收集到的 CTCs可以进行表型和
基因型分析；c．高通量，即能短时间内处理大量
样品．

目前，唯一通过美国食品和药品监督管理局

(FDA)认证的 CTCs分离和计数系统是 CellSearch，
它是一个依赖于免疫磁珠原理的半自动化工作系

统．该系统通过连接了抗上皮细胞黏附分子抗体

(epithelial cell adhesion molecule，EpCAM)的磁珠
和 CTCs表面标志物 EpCAM特异性结合，达到捕
获 CTCs的目的．CTCs的识别使用经典的免疫染
色法．该系统分选 CTCs 效率为 80% [6]．尽管
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Fig. 1 The schematic of various CTCs capturing microfluidic chips
图 1 微流控芯片捕获 CTCs各类芯片结构示意图

(a)亲和性分选法 (A :亲和性分选芯片原理示意图; B:亲和性分选芯片系统装置及芯片内部微柱显微照片). (b)物理特征分选法 (C:大小 -变形

性分选微柱捕获示意图; D:大小 -变形性分选微孔捕获示意图; E:确定性侧向位移芯片示意图 ). (c)免疫磁珠分选法 (F:免疫磁珠捕获原理示

意图; G:磁珠和大小 -变形性方法结合捕获示意图，细胞与磁珠结合后，尺寸增加，更有利于细胞被捕获). (d)双向电泳分选法示意图.

CellSearch已通过 FDA 批准，但该系统还存在一
些缺点，比如暂未实现全自动分选、假阳性比率

高[7]、富集后的 CTCs没有生物活性等，更重要的
是，CellSearch 捕获到的 CTCs 仅仅是 EpCAM阳
性的类型，而许多恶性程度很高的 CTCs并不表达
EpCAM，从而无法被检测出来．
微流控芯片是一个集样品制备、反应、分离、

检测等功能于一体的小型分析实验平台，它通过微

加工技术，在硅、玻璃、聚二甲基硅氧烷

(polydimethylsiloxane，PDMS)等材料上，根据实际
需求，制作出各种结构的、尺寸在微米量级的管道

进行实验．将原来需要在一个综合实验室内完成的

工作简化到一个微小的芯片上，不仅减少了耗材和

试剂的消耗、大大降低了成本，而且提高了检测的

灵敏度和分析速度，具有自动和高效的优点．

随着微流控芯片技术在细胞生物学中的应用不

断扩展，微流控芯片具有的可集成样品预处理和

分析为一体的优势，在 DNA 测序 [8-9]、蛋白质检

测[10-11]、细胞操控和胞内成分分析[12-13]等研究领域

显示出巨大的应用潜力．由于微流控芯片管道尺寸

在微米量级和细胞尺寸匹配，非常适合应用于细胞

分选，近些年来，有越来越多的研究者将该技术应

用在 CTCs的分选上．
微流控芯片分选和富集 CTCs的原理主要分为

4类：a．利用抗原抗体亲和性进行分选；b．利用
细胞物理特征的不同进行分选，比如细胞大小、变

形性以及不同大小的细胞在流场中的力学特性；

c．利用免疫磁珠具有磁性兼连接抗体的作用进行
分选；d．利用不同细胞的电学性能差异进行分选
等．本文依据不同的 CTCs分选原理，总结了近年
来利用微流控芯片分离、富集 CTCs的研究现状和
最新进展．

1 亲和性分选法

利用亲和性反应(affinity reaction)原理进行细胞
分选是微流控芯片上最经典、最常用的方法之一

(图 1a)，具体步骤是在芯片内部的微通道或微结构
上修饰能够与目的细胞表面抗原结合的特异性抗体
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亲和性分选法有特异性高的优点，能有效分选

形状、大小相似的不同种类细胞．目前大部分研究

者采用 EpCAM作为 CTCs的表面特异性抗原[14-22]，

但是在不同的肿瘤亚型中，EpCAM的表达各不相
同，例如乳腺癌细胞系MCF-7和MDA-MB-231的
EpCAM表达水平不同[23]，并且当肿瘤细胞通过上

皮间质转化(EMT)作用传播时，EpCAM和角蛋白
(CKs)的表达下调，波形蛋白(vimentin)和 N- 钙黏
素(N-cardherin)表达上调[24]．依赖 EpCAM的 CTCs
分选芯片会丢失不表达或低表达 EpCAM的 CTCs，
然而这些 CTCs具有更大的浸润性和侵入性[25]．因

此，缺乏公认的表面标志物限制了亲和性分选在

捕获单元 抗体类型 样品 捕获效率 /% 参考文献

TiO2纳米颗粒制备的纳米薄膜 Anti-EpCAM HCT116细胞混于血液 80 [14]

鱼脊形或 V形结构 Anti-EpCAM L3.6pl细胞混于血液 90 [15]

直线型微管道 Anti-EpCAM MCF-7细胞 PBS悬液 95 [16]

微柱阵列 Anti-EpCAM NCI-H165细胞 PBS悬液，癌症病人血液 99 [17]

PDMS鱼骨形结构 Anti-EpCAM PC-3细胞混于血液

15例转移性前列腺癌病人血液

91.8 [18]

曲线 PMMA微管道 Anti-EpCAM MCF-7细胞混于血液中 97 [19]

金纳米孔 PMMA微管道 Anti-EpCAM PANC-1细胞混于血液 - [20]

纳米多孔聚碳酸酯膜 Anti-EpCAM PC-3细胞混于白细胞 70 [21]

硅纳米柱子 Anti-EpCAM MCF-7、PC-3、T-26细胞混于血液

26例前列腺癌病人血液

95 [22]

或适配体，比如上皮细胞黏附分子，当样品流经微

通道时，目的细胞表面抗原与微通道或微结构上的

特异性抗体或适配体结合，细胞被固定在芯片内，

其他细胞随缓冲液流出芯片；再用合适的方法，比

如更换缓冲液，洗脱并收集目的细胞进行下游分析.
He等[14]设计了一种由 TiO2纳米颗粒制备的具

有生物相容性纳米薄膜，在玻璃基底中旋涂这种纳

米薄膜，再在薄膜上修饰 EpCAM抗体，样品通过
芯片时，CTCs结合在纳米薄膜上而留在芯片中．
该研究将人结肠癌细胞 HCT116混入健康人血液作
为待测样品，成功分离出 HCT116细胞，其效率约
为 80%．这种由纳米颗粒组成的纳米薄膜可以增
加抗体和细胞表面抗原之间的接触机率．通过加大

流体剪切力可将约 50%的被捕获细胞洗脱下来，
洗脱下来的细胞具有生物活性，可进行体外培养．

Sheng 等 [15]制作了几何增强混合 (geometrically
enhanced mixing)芯片，简称“ GEM chip”，芯片
大小与载玻片相同，芯片中有很多鱼脊形或 V形
结构， 8个并联管道用以加大通量．这种芯片通过
内部的鱼脊形或 V形结构形成涡流，从而提高细

胞与抗体之间的接触机率，有利于目的细胞与芯片

结构内修饰的抗体结合，从而高效捕获 CTCs．该
研究将人胰腺癌细胞混入健康人血液作为待测样品

进行实验，捕获效率高达 90%，同样，被捕获的
肿瘤细胞可以被洗脱并继续培养进行后续实验．

Launiere等[16]设计了一种内部连接 EpCAM和 E选
择素(E-selectin)的双抗体芯片，E选择素用于加大
肿瘤细胞在所受流体剪切力作用下的捕获效率，与

其结合的白细胞可以用一种螯合钙的缓冲液洗脱下

来，肿瘤细胞则留在芯片内．文中还用只修饰

EpCAM抗体的芯片作为对比，证明这种方法的捕
获效率是只修饰 EpCAM抗体的芯片捕获效率的
1.9 倍．Nagrath 等 [17]设计了具有微柱阵列结构

CTCs捕获芯片，实验了不同癌细胞系 EpCAM表
达水平，对于人非小细胞肺癌细胞系 NCI-H165的
PBS悬液捕获效率高达 99%，对于 116例肿瘤转
移患者(包括前列腺癌、胰腺癌、乳腺癌和结肠癌)
血液，有 115 例捕获到了数量不等的 CTCs．其
他利用亲和性原理捕获 CTCs的微流控芯片整理列
于表 1．

Table 1 Summary of affinity method to capture CTCs
表 1 亲和性分选法捕获 CTCs文献总结

-：文章中未提．
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CTCs分选中的应用．另外，亲和性分选法要在通
量和效率之间权衡，流速越大，CTCs和抗体反应
的时间越少，这会导致分选效率降低．亲和性分选

法与大小变形性分选法相结合，或使用多抗体修饰

的芯片分选 CTCs也许是个不错的解决办法，但不
同种类抗体的反应缓冲液以及反应条件各不相同，

实验成本也会随之增加．因此，增加芯片内部结构

与细胞接触的面积和机率，在芯片内部修饰多种抗

体捕获不同蛋白质表达的 CTCs，是利用亲和性分
选法原理分离 CTCs的微流控芯片发展的主要方
向．另外这种方法非常适合分选已知表面抗原的目

的细胞，比如血液中的一些免疫细胞等．

2 物理特征分选

微流控芯片进行 CTCs分选，常根据 CTCs与
血细胞物理特性(如变形性、大小、流体力学特性
等)的差异，通过在芯片中设置不同的微结构单元
将其从血液中分离出来，常用的微结构包括微孔、

微过滤网和微柱等．

2援1 基于细胞大小和变形性差异

大多数上皮来源的 CTCs直径从 14～26 滋m不
等，而白细胞直径从 8～20 滋m不等[26]．通过在芯

片内部设计不同的小于 CTCs直径的微孔、微过滤
网、微柱等结构(图 1b(C、D))，当含有 CTCs的样
品流经芯片时，CTCs 由于直径大而被卡在结构
内，血细胞则随缓冲液一起流出，较大的白细胞被

结构捕获时，由于 CTCs比白细胞变形性小，加大
缓冲液流速时，白细胞被冲走，CTCs则留在芯片
内，从而达到分离目的．

Abnova公司的 ClearCell誖 CX System[27]就是基

于此原理分离 CTCs的代表，该系统还可以动态监
测 CTCs的捕获过程．芯片主要结构由圆柱形微柱
构成，每个捕获单元由三个圆柱排列组成一个“爪

形”结构．捕获后的 CTCs可以进行染色鉴别和计
数，亦可被重新收集继续培养进行后续实验，如研

究 CTCs的分子生物学特征、建立动物模型、临床
个体病例研究等．

Lim等[28]设计了一种微筛芯片，该芯片由硅片

加工而成，其捕获单元为包含 105个小孔的微阵

列，蠕动泵将血液样品从芯片上方泵入进行捕获．

该系统捕获掺在健康人血液中的 MCF-7和 HepG2
细胞的效率在 80%以上．该作者又用 8 例癌症病
人血液样品进一步验证了该系统的可靠性，成功从

病人血液中分离出 CTCs，整个处理过程仅需 1.5 h.

Hosokawa 等 [29]则用微腔阵列 (microcavity array，
MCA)系统捕获 CTCs，该系统的核心结构由
100伊100个 8～9 滋m直径的圆孔阵列组成，芯片下
面连接蠕动泵．实验中，NCI-H358细胞混在血液
中，蠕动泵将样品从蓄液池吸入芯片，血细胞通过

圆孔随缓冲液流出，肿瘤细胞则由于负压作用被固

定在圆孔上从而被成功分离．该系统可将混在 1 ml
血液中的 10个肿瘤细胞在 15 min内完全捕获，并
且保持细胞活性．染色鉴别结果证明其分选效率高

达 97%，大大高于同一实验样本采用 CellSearch系
统的分选效率． Jin等[30]设计了一种不同间距的“棘

齿”型微柱阵列捕获芯片，间距依次从 18 滋m到
2 滋m递减，进入芯片的样品呈振荡流，与垂直方
向的液流耦合，通过调整压力和流速，肿瘤细胞和

血细胞在芯片内实现分离，人膀胱癌细胞掺在健康

人血液中的样品分离效率在 70%以上．Lv等[31]设

计了一种间距渐变式捕获芯片，该芯片结构分为过

滤和捕获两个部分．过滤部分的作用是滤掉血液中

的杂质，最大限度减少芯片堵塞；捕获部分则设计

了不同间距微柱，间距从 12 滋m到 4 滋m递减，血
细胞可通过微柱，而肿瘤细胞则被捕获，肿瘤细胞

混入磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline，PBS)
悬液样品的捕获效率高达 90 %以上．其他基于细
胞大小和变形性差异原理捕获循环肿瘤细胞的微流

控芯片整理列于表 2．
基于细胞大小和变形性差异分选法捕获 CTCs

的优势在于：a．操作过程简单，样品只需用缓冲
液稀释，不需要进行染色标记，检测时直接将稀释

后的全血通入芯片，在出口处收集细胞即可；b．捕
获效率高；c．能够实现高通量分选；d．成本远远
低于 CellSearch；e．无需依赖表面标志物，分选
出的 CTCs可以用多种抗体进行标志物鉴别．该方
法存在的问题是仅仅基于细胞尺寸和变形性不同而

进行过滤式分选，由于 CTCs尺寸和白细胞有重叠
部分， CTCs有可能会通过滤网或微柱的间隔，然
而这些 CTCs由于经历了 EMT作用而具有间质细
胞特性，更容易发生转移，恶性程度更高[32]；而且

在较大的机械力作用下，CTCs随着缓冲液流过微
柱或者滤网时容易破裂[33]．这些因素会对分离纯度

和细胞活性造成一定影响，这类芯片在设计内部捕

获单元时应避免使用带棱角的微柱，比如三角形、

长方形、正方形等，而改用圆形、椭圆形等微柱，

减少对细胞的损伤．
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2援2 基于细胞力学性质差异

2援2援1 基于惯性力

近年来，有研究者利用惯性力与微流控芯片结

合的惯性微流技术(inertial focusing)进行 CTCs 分
选，该方法的分离原理简述如下：当流体在直线型

微通道内呈层流流动时，悬浮在其中的细胞会受到

梯度剪切升力(shear-gradient lift force)和管壁效应升
力(wall effect lift force)的作用，在二者的共同作用
下，大小不同的细胞产生不同的流动特性，再结合

不同的芯片内部结构设计，便可达到捕获 CTCs的
目的．

Sollier等[40]设计了一种具有 8联排并联管道、
每条管道有 8个储液囊的高通量分选芯片．样品流
经芯片管道时，细胞受到管壁效应升力和梯度剪切

升力共同作用，一旦细胞流经储液囊，管壁效应升

力就会减弱，直径较大的肿瘤细胞受较大的梯度剪

切升力远离管道中心分界线进入储液囊，直径较小

的血细胞留在主流体中．该系统分离人乳腺癌细胞

MCF-7和肺癌细胞 A549掺入健康人血液样品的效
率可达 85%，作者还用该系统成功地从癌症病人
的血液样本中分离出 CTCs．
2援2援2 确定性侧向位移

基于确定性侧向位移法 (deterministic lateral

displacement，DLD)设计的微流控芯片原理是芯片
内具有相对于流体流动方向呈一定角度的微柱阵

列，尺寸不同的颗粒在流动过程中具有不同的运动

轨迹，尺寸大的颗粒会发生侧向位移向一侧汇聚，

尺寸小的颗粒会按原轨迹运动，在芯片上设计相应

的两个出口，即可收集到相应的细胞(图 1b(E))．
Morton等[41]和 Davis等[42]的研究证明此方法适用于

直径从 30 nm～100 滋m 范围内的颗粒分离；
Loutherback等[43]第一次证明使用此方法可以在数

分钟内分离 CTCs．芯片整体尺寸为 2.5 mm 宽、
25 mm 长，微结构中三角柱边长 58 滋m、间距
42 滋m，排列与液流方向呈 1/20弧度角．和圆形柱
相比，三角柱更有利于防止堵塞．液体流过具有一

定排列角度的微柱时，直径较大的肿瘤细胞会向芯

片侧壁富集，随液体流出，通过收集侧壁出口处的

液体，即可得到肿瘤细胞．该系统分离混有人乳腺

癌细胞MCF-7的 PBS悬液样品效率在 85%以上．
将 MDA-MB-231 细胞掺入健康人血液进行实验，
捕获后的细胞可保持活性，可用于继续培养和实验

分析．除以上提到的几种典型的分离方法之外，其

他基于细胞力学性质差异捕获 CTCs的微流控芯片
整理于表 3．

捕获单元 管道特征 捕获间距 样品 捕获效率 /% 参考文献

微过滤器 硅材料微孔 10 滋m MCF-7、HepG2细胞混于血液、癌症病人血液 80 [28]

微腔阵列 8～9 滋m The A549, HCC827, NCI-H358, NCI-H441, PC-14,
DMS79, NCI-H69和 NCI-H82细胞混于血液，肺癌
病人血液

97 [29]

parylene-C微柱薄膜 5～7 滋m PC3、DU145细胞混于血液 约 90 [34]

双层 Parylene微孔薄膜 8 滋m LNCaP、MCF-7细胞混于血液 86.5依5.3 [35]

Parylene微孔薄膜 8 滋m RT4、 T24、 J82、 HT-1080、 LNCaP、 MCF-7、
MDA-MB-231、SK-BR-3细胞混于血液,转移癌症病
人血液

> 90 [36]

间距不同的微柱 “棘齿”型微柱阵列 2～18 滋m UM-UC13细胞混于血液 70 [30]

PDMS微柱 4～12 滋m THP-1细胞 PBS悬液 90 [31]

PDMS微柱 5～20 滋m SK-N-MC、SK-N-AS、SK-N-SH, SHSY5Y、BE (2)-
M17、MDA231、SW620、HEK293细胞混于血液

- [37]

PDMS微柱 8～16 滋m MCF-7细胞混于血液，转移癌症病人血液 95 [38]

PDMS微柱 4～41 滋m THP-1细胞混于血液 - [39]

Table 2 Summary of size鄄deformability based method to capture CTCs
表 2 基于细胞大小和变形性差异捕获 CTCs文献总结

-：文章中未提．
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捕获单元 流体特征 样品 捕获效率 /% 参考文献

DLD阵列 水平流体 MCF-7细胞 PBS悬液，MDA-MB-231细胞混于血液 85 [43]

螺旋管道 涡旋 MCF-7、T24细胞混于血液 - [44]

螺旋芯片 涡旋 MCF-7、T24、MDA-MB-231细胞混于血液 > 80 [45]

自动离心芯片 离心 MCF-7、HCC827细胞混于血液 > 90 [46]

多级多孔(MS-MOFF)分离芯片 多级分流(MS-MOFF) MCF-7细胞混于血液 98.9 [47]

DLD阵列 水平流体 MCF7、MDA-MB-231、A549、HEPG2、KYSE150 细

胞混于血液

99 [49]

DLD阵列 水平流体 SP2/O细胞混于血液 88 [49]

螺旋管道 涡旋 HeLa细胞混于血液 90 [50]

螺旋管道 涡旋 MCF7、MDA-MB-231、T24、SK-BR-3细胞混于血液 80 [51]

螺旋管道 涡旋 MCF7、HeLa细胞混于血液 96.7 [52]

Table 3 Summary of hydrodynamic force based method to capture CTCs
表 3 基于细胞力学性质差异捕获 CTCs文献总结

-：文章中未提．

基于细胞力学性质差异分选同基于细胞大小和

变形性差异分选一样，装置简单、无需复杂的实验

设备、成本低，可以作为一个单元与其他微流控分

选系统相结合，通过优化细胞分选结构实现更高的

分选效率．样品无需标记，不影响 CTCs分子特性
和表面标志物；细胞在微流环境中损伤小，分选后

细胞的存活率更高，可继续培养和做后续分析．然

而，由于血液的复杂性，细胞间的相互作用不容易

控制，当处理细胞浓度较高的样品时，分选效率降

低．另外，该方法单纯基于细胞的物理特性实现，

而人体血液是高度复杂的血浆、红白细胞、血

小板、蛋白质混合物，且血液黏度是水的 3倍以
上[53]，因此芯片有时容易发生堵塞现象，影响分选

效率，分选出的 CTCs可能存在假阳性结果．综上
所述，在使用流体动力学分选时，减少细胞间相互

作用的样品前处理必不可少，比如用牛血清白蛋白

(bovine serum albumin， BSA)的 PBS 作为缓冲液
(仅限于裂解红细胞后的样品)，对血液进行稀释以
及改进微通道的几何结构等．基于力学性质差异分

选的方法除了可以分离 CTCs外，还非常适合分
离血液中的血浆、血小板等．

3 免疫磁珠分选

免疫磁珠分选是根据免疫磁珠的原理设计的微

流控芯片的方法，是免疫磁珠结合微流控芯片本身

的优势所设计的芯片，免疫磁珠分选过程在微流控

芯片内进行时，可使用微小磁铁，节省试剂和耗

材，另外，微流控芯片内部可根据实验需要设计成

多种微结构，有利于增加带磁珠的细胞与磁铁碰撞

机会，即增加了捕获效率，因此，微流控芯片技术

与免疫磁珠相结合，可使芯片兼具免疫磁珠和微流

控芯片双重优势，成为微流控芯片捕获 CTCs一种
常用的方法(图 1c(F))．越来越多的研究表明，微流
控芯片上利用免疫磁珠分选法分离 CTCs能够简化
操作步骤、提高捕获效率，再结合分子生物学检测

芯片进行后续 PCR、染色、细胞继续培养等步骤，
能够实现检测的连续化、集成化和自动化．

Earhart 等[54]在氮化硅薄膜上镀 12 滋m 厚的磁
性软坡莫合金，制成尺寸为 7 mm伊7 mm、过滤微
孔直径 40 滋m的磁性滤网芯片．CTCs与磁性微球
结合而被标记，血液样品流过滤网时，血细胞从微

孔通过，而磁性微球标记的 CTCs则被捕获在微孔
边缘．Kang等[55]设计了一种微磁 -微流控 CTCs分
离芯片，该芯片有一条主管道，主管道两边有很多

与之相通的小室，每个小室中均装有磁铁，当样品

流经主管道时，由于细胞在小室处所受的流体剪切

力最小，已经包被了磁珠的 CTCs就会在磁场的作
用下被捕获在小室中．该系统所用样品为在 1 ml
小鼠血液中掺杂了 2～80个不同数量的乳腺癌细
胞，其捕获效率可达 90%，并且捕获到的 CTCs可
正常培养 7天．其他利用免疫磁珠原理捕获细胞的
微流控芯片整理于表 4．
磁化作用不仅可以用在分离 CTCs的微流控装

置上，还可以用在 CTCs 检测的微流装置上．
Issadore等[56]设计了一种利用霍尔效应检测和计数

磁化 CTCs的芯片．基底材料上装配一个探测器阵
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免疫磁珠分选法选择性高，灵敏度高，芯片管

道无需修饰，其依赖磁性分选可很好地控制细胞捕

获与释放．但是，由于样品需与修饰抗体的磁珠孵

育进行预处理，与抗原 - 抗体亲和力分选一样，
CTCs表面标志物的选择也成了免疫磁珠分选法一
个限制因素，且孵育效果、清洗过程都会造成细胞

损失，另外，磁性富集也会造成带磁珠的细胞在入

口处由于接触磁铁而聚集，在芯片入口和磁场区域

之间加一段缓冲管道，可能会改善这种聚集现象．

免疫磁珠与大小 -变形性原理相结合(如图 1c(G))，
或优化芯片内部结构、使连接磁珠的细胞与磁铁充

分碰撞，都有利于提高芯片的捕获效率．

4 双向电泳分选法

双向电泳(dielectrophoresis，DEP)是微流控芯

片上一种常用的细胞分选方法，其原理是不同类型

的细胞在电场中介电性质不同，所受介电力的大小

和方向不同，在不同介电力作用下向不同方向移

动，在电场中实现目的细胞的分选(图 1d)．
Alshareef等[68]设计了一种带有光学透明电极的

DEP 分选器，该芯片以丙烯酸塑料为顶层材料，
玻璃为基底材料，利用不同细胞交流频率不同的特

性，从 HCT-116细胞中成功分离出混入的 MCF-7
细胞，通过设置不同的参数，如交流电频率、电

压、流速等，可对捕获效率进行优化，分选效率可

达到 93%．其他利用双向电泳原理捕获细胞的微
流控芯片整理于表 5．
双向电泳法分选 CTCs，可直接对细胞进行选

择性操控，无需依赖于 CTCs的特异性表面标志
物，方便对 CTCs进行计数，不同细胞介电特性不

捕获单元
磁珠连接抗体

或配体类型
样品 捕获效率 /% 参考文献

磁性滤网 Anti-EpCAM H-1650, HCC827, LNCaP, PC-3, T24 细胞混于血
液，肺癌病人血液

> 90 [54]

带磁铁小室的 PDMS微管道 Anti-EpCAM 乳腺癌小鼠模型血液 90 [55]

磁性微球、PDMS双向收集管道 Anti-EpCAM M6C细胞混于血液 87 [57]

磁球、金电极 Anti-EpCAM MCF-7细胞混于血液 > 70 [58]

磁球、玻璃基底上的 APTES点阵列 5D10 MCF-7细胞混于白血病细胞 85 [59]

磁球、玻璃基底垂直微柱阵列 CD19 淋巴细胞混于白血病细胞，7例淋巴瘤病人血液 97 [60]

纳米粒子(NPs)、PDMS微管道 Anti-EpCAM COLO205细胞混于血液 90 [61]

纳米粒子(NPs)、PMMA微管道 EGFR SK-BR-3、 MDA-MB-231细胞混于血液， - [62]

纳米粒子(NPs)、PDMS微管道 EGFR、Her2、EpCAM BT-474、 MCF-7、 HCT-116、 HT-29、 CT-26、
Gli-36细胞混于血液

- [63]

纳米粒子(NPs)、PDMS微管道 EGFR、Her2、neu、
EpCAM、MUC-1

50例腹腔内肿瘤病人血液 - [64]

PDMS微管道 Sgc8 CCRF-CEM细胞悬液 > 80 [65]

MMA曲线管道 PSMA LNCaP细胞混于血液 90 [66]

椭圆玻璃微柱 Sgc8、TD05、
KDED2a-3、KCHA10

CCRF-CEM、Ramos、DLD-1、HCT-11 细胞混于
血液

> 95 [67]

列，探测器上游是流体聚焦管道，血液样品先经过

这一管道形成单一细胞液流，每个磁化的 CTCs经
过霍尔探测器时诱导产生一个霍尔电压，从而可实

现 CTCs计数．该方法的准确度高达 100%，远高
于 CellSearch，该系统检测效率为 107个细胞 / 分

钟．通过进一步优化数据采集电极，该系统有望达

到更高通量(109个细胞 /分钟)．尽管该系统不能够
分离出 CTCs，但是它效率高、准确度高、不依赖
于现有的光学检测平台，是一个自动化、低成本、

便携式的 CTCs计数工具．

Table 4 Summary of immunomagnetic beads method to capture CTCs
表 4 免疫磁珠分选法捕获 CTCs文献总结

-：文章中未提．
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同使分选后纯度高，此方法最大的优势是可将不同

癌种表面标志物表达相同、尺寸相似、形态相似的

细胞分离出来．但是在较大的流速下，微弱的电泳

力没有充足时间感应流过的 CTCs，从而难以达到
快速分选．该方法存在的另一个问题是电场力可能

会对细胞活性和表面特性产生影响，不利于对

CTCs进行后续培养和分子特性分析．双向电泳分
选法分选时间长，但准确率高，因此，较适合于少

量细胞的分选．

以上我们总结了近些年来用于 CTCs捕获的微
流控芯片系统的最新研究进展，抗原 -抗体亲和性
分选法和免疫磁珠分选法特异性高，利用特异性抗

体分选出的 CTCs可用于进行肿瘤细胞与正常细胞
物理特性差异的研究，而依靠物理特征差异分选出

的 CTCs可用于研究不同的表面标志物表达，分选
出不同表型的 CTCs可进行单细胞基因组测序、转
录组测序等．微流控芯片技术由于其自身特点在细

胞分选方面具有一定的优势，包括芯片体积小、速

度快、通量高、操作简便、样品和试剂消耗低、易

在芯片上集成多用途功能部件等．经过十多年的发

展，该技术已经在 CTCs分选中越来越广泛的应
用，有望在将来成为 CTCs富集和检测工具之一．
该技术目前也面临着一些技术上和临床上的挑战：

芯片通道空间小，实验过程中管道容易被堵塞；有

些特殊的芯片造价昂贵不便于推广应用；在进行细

胞分选时，有些方法难以确保较高的细胞活性；缺

乏统一的 CTCs表面标志物等．如何改进微流控芯
片技术在进行细胞分选时所遇到的上述问题，充分

发挥其优势，将是接下来研究的关键．

CTCs检测的灵敏度和可靠性非常重要，7.5 ml
血液中有 1～5个 CTCs在临床上都是有意义的[75]，

假阴性和假阳性都可能对样品分析、临床诊断产生

重要影响[76]．随着纳米技术的不断发展，功能化纳

米材料修饰的微流控芯片广泛应用于 CTCs的富集
和检测[77]．适配体能提供特异性 CTCs靶点，因此
微流控芯片的应用也许可以向研究基于新的 CTCs
捕获探针(如核酸适配体探针等)方面发展，寻找特
异性强的适配体探针，以提高 CTCs 检测的可靠
性．抗体连接的功能性纳米粒子能够为 CTCs与抗
体的结合提供更大的接触表面积，因此纳米技术也

成为细胞分选中备受瞩目的一项新技术．另外，采

用多种捕获方法相结合，充分利用各自的优点设计

CTCs 捕获微流控芯片是将来的发展趋势．
Karabacak等[78]开发的利用确定性侧向位移、惯性

聚焦和磁场力分选 CTCs 的微流控芯片，称为
CTC-iChip，第一部分利用确定性侧向位移将红细
胞、血小板与白细胞和 CTCs分开，白细胞和
CTCs流入下一捕获单元，第二部分利用弯曲的微
管道将白细胞和 CTCs按单细胞排列开来，连接了
抗白细胞表面抗原的抗体的磁珠与白细胞结合，第

三部分的磁场力将连接磁珠的白细胞和 CTCs分
开，收集口处即可收集 CTCs，1 h可处理 8 ml血
液，捕获率高达 97%，该芯片已成功实现对癌症
患者外周血 CTCs的捕获，并可进行后续培养、单
细胞免疫染色和单细胞转录组测序分析；Yu等[79]

利用该芯片分离的乳腺癌 CTCs，并对捕获到的
CTCs进行了 EMT的动态过程分析；还利用分离
后培养的 CTCs进行药物敏感性试验[80]．

现在多种多样的 CTCs分选微流控芯片已经商
业化或正在发展成为产品，比如依赖抗体的 CTCs
芯片(On-Q-ity，Waltham，MA)、依据大小变形性
原理的 ClearCellTM 系统 (Clearbridge BioMedics，

捕获单元 电泳类型 样品 捕获效率 /% 参考文献

氧化铟锡电极、丙烯酸塑料管道 传统 DEP HCT-116和 MCF-7细胞混合样品 PBS悬液 93 [68]

石英衬底电极、PDMS微管道 传统 DEP MDA-MB-231细胞混于血液中 95 [69]

PDMS微管道两侧有液体电极 绝缘体介电电泳(cDEP) THP-1细胞悬液 > 90 [70]

金电极、PDMS微管道 传统 DEP MCF-7细胞混于血液中 75.18 [71]

ApoStreamTM芯片 介电电泳 SKOV3, MDA-MB-231细胞混于血液 ～75 [72]

泪珠状 PDMS微柱 绝缘体介电电泳(cDEP) THP-1,MDA-MB-231,PC-1细胞混于红细胞中 - [73]

PDMS微柱阵列液体电极 绝缘体介电电泳(cDEP) MDA-MB-231, MCF-10A, MCF-7细胞悬液 90 [74]

Table 5 Summary of DEP method to capture CTCs
表 5 双向电泳分选法捕获 CTCs文献总结

-：文章中未提．
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Singapore)、 依 据 免 疫 磁 珠 的 IsoFluxTM 系 统

(Fluxion)、依据流体体动力特征的 ApostreamTM

(Apocell)和根据双向电泳原理的 DEPArrayTM系统

等．然而，不同设备在不同的实验室中，CTCs的
检测和计数难以确保重复[81]，因此，开发具有高度

可重复性的 CTCs微流控芯片检测系统成为当前研
究的重点，只有这样才能成为临床上可靠、实用的

工具，为 CTCs检测、预测病人预后情况、研究癌
症的多样性以及生物学特征提供更多的可能．相信

在不远的将来，微流控芯片技术在 CTCs分离、富
集方面的应用将更加成熟，微流控芯片技术在临床

上的应用更加广泛．
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Advances in Isolating Circulating Tumor Cells With Microfluidic Chips*
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Abstract Circulating tumor cells (CTCs) are shed by primary or metastatic tumors, undergo the
epithelial-mesenchymal transition, and enter into the peripheral blood of patients with metastatic cancers. Its
critical roles in cancer research and clinical diagnostics are gradually being recognized. The presence of CTCs,
especially the number in peripheral blood can not only be used for early diagnosis of cancer but also be used to
assess prognosis, and monitor tumor metastasis and recurrence. Microfluidic chip as a high-throughput,
miniaturized cell experimental platform has been used in CTCs sorting. In this review, we highlight recent
progresses of CTCs capturing of microfluidic chip system and focus on the capture theory, chip structure and
capture efficiency of various types of chips. At last, we prospect for the application foreground of microfluidic chip
technology in CTCs isolation.
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