
前 言

循环肿瘤细胞（Circulating Tumor Cells, CTCs）

是从原发性肿瘤脱落经过迁移转化等过程进入外周

血液循环的癌细胞，其携带着肿瘤部位的全部信

息［1-2］。有研究表明，CTCs随着血液循环可以在人体

的不同组织处沉降继而形成继发性肿瘤，是造成癌

症患者死亡的主要原因［3］。对患者血液中分离出的

CTCs进行分子学分析，不仅有助于了解肿瘤转移的

机理，而且对癌症诊断、预后疾病监测和个性化治疗

起着至关重要的作用［4-8］。获得高活性的 CTCs 对随

后的分子学分析具有十分重要的意义。近年来，开

发了各种方法用于从癌症患者血液中分离 CTCs，包

括免疫磁分离、微流控技术、密度梯度离心、流式细

胞术和静态细胞分离技术等［9-13］。虽然这些方法各

有优点，但从血液中分离得到高活性的CTCs仍面临

一定的技术挑战。首先，CTCs在血液中含量极少；其

次，在 CTCs 分离的过程中，细胞活性会受到影响。

例如，在梯度密度离心分离时，长时间的分离过程会

破坏细胞的结构完整性并干扰细胞的微结构［14-16］；利

用微流控芯片分离CTCs时，细胞在芯片中流动时受

流体动力学作用，CTCs挤压到硬质硅或玻璃过滤器

时产生的外部压力会破坏和影响 CTCs 完整性和生

存能力［17-18］。因此，需要采用更加优良的分离方法来

获得具有高活力的 CTCs，以便更好地用于后续细胞

培养和分子分析。

为获得具有高活力的 CTCs，需要更加温和的分

离方法。静态细胞分离方法捕获细胞过程温和，通

常是捕获基底和细胞在合适的条件下共孵育，利用

捕获基底结合特异性捕获抗体，从而实现对CTCs的

捕获，对细胞活性损伤极小。其中，基于二氧化锰
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（MnO2）、二氧化钛（TiO2）等基底被广泛应用于CTCs

捕获［19-20］。Huang等［21］制备了一种基于MnO2薄膜平

面基底，引入EpCAM抗体作为亲和捕获分子来识别

和捕获 CTCs，然后通过低浓度草酸溶解 MnO2膜来

释放CTCs。Li等［22］制备了涂有MnO2颗粒的TiO2柱

基底来捕获CTCs，并通过草酸来释放CTCs。

迄今为止，大多数的研究都集中在 CTCs 的捕

获，但是也应该关注CTCs的下游分析，例如增殖、基

因分析等，故控制细胞释放而不受损害对于后续细

胞分析至关重要。有研究表明，当抗体作为捕获剂

时，CTCs回收方法大多为对细胞膜外抗原蛋白的水

解消化，例如胰蛋白酶和 EDTA 等，这种类型的释放

过程在一定程度上影响细胞活力，必须要精确控制

反应时间和试剂浓度［23］。另外，还可以通过热力学

释放、电化学释放、激光刺激等实现在抗体修饰的基

底上CTCs的释放。考虑到实际捕获和释放CTCs复

杂而精细的操作方法，亟需一种更加简单而可行的

方法。Sun 等［24］提出一种新颖的集捕获和原位培养

CTCs于一体的方法，利用电喷雾在基底制备一层壳

聚糖颗粒，将PEG分子连接到壳聚糖颗粒上，然后缀

合上细胞特异性适配体DNA，实现对CTCs的高效捕

获。由于壳聚糖是细胞组织工程的天然衍生物，无

毒且细胞相容性好，可实现对捕获细胞的原位培养。

血液中 CTCs 数量极少，因此稀有 CTCs 的增殖将会

是进一步进行分子表征和功能分析的重要尝试［24］。

目前鲜见有关于基底捕获的稀有 CTCs 的原位培养

的研究。原位培养可减少释放过程中对细胞活性的

损害，这种方法给我们提供了一种新的思路。在基

底捕获中，选择生物相容性好且适合细胞培养的基

底材料可以同时实现CTCs的捕获和原位培养。

明胶是天然的生物高分子材料，无毒且生物相容

性好，是细胞培养良好的基质材料［25-26］。明胶分子链含

有氨基、羧基等官能团，有利于功能修饰，且明胶价格

便宜，来源易得。本实验制备了一个明胶膜基底来捕

获和原位培养CTCs。通过在小培养皿底上制备一层明

胶膜基底，引入抗体作为亲和捕获分子实现对CTCs的

捕获；对捕获到的细胞进行原位培养可进一步增殖稀

有细胞，用于后续分子表征和功能分析。该方法具有

巨大的潜在价值，并且有望在临床上发挥作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料

3-氨丙基三乙氧基硅烷（APTES）购于阿拉丁试

剂（上海）有限公司。戊二醛水溶液（25%）、无水乙醇

（AR, ≥99.7%）购于中国国药化学试剂有限公司。明

胶（A型）、1-（3-二甲氨基丙基）-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐（EDC）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、吗啉乙磺酸

（MES）、荧 光 素 二 乙 酸 酯（Fluorescein Diacetate,

FDA）、碘化丙啶（Propidium, PI）、honest33258、多聚

甲醛（PFA, 4%）、Tween-20、人白细胞分离液（Ficoll-

Paque）购于 Sigma-Aldrich公司。生物素标记的上皮

细胞粘附因子抗体（anti-EpCAM）购于R&D systerms

公司。磷酸盐缓冲液（PBS）（Hyclone, 1X）和细胞培

养基（Dulbecco's Modified Eagle's Medium, DMEM,

Hyclone, 高糖）、胎牛血清（FBS）、正常山羊血清

（NGS）、牛血清白蛋白（BSA）、0.25%Trypsin-EDTA

（Gibco, 1X）购于赛默飞世尔科技公司。PE标记的抗

细胞角蛋白（CK）（CAM5.2）、FITC标记的抗人CD45

（Ms IgG, clone H130）购于 BD Biosciences。链霉亲

和素（SA）购于Solarbio。

1.2 细胞培养

人的乳腺癌细胞系（MCF-7）在DMEM培养基中

孵育。培养基分别补充有 10% 的热灭活 FBS 和 1%

的链霉素-青霉素。每 3 d更换一次培养基。所有细

胞均在 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培养。MCF-7

由武汉大学中南医院提供。

1.3 实验方法

1.3.1 明胶膜基底的制备及抗体修饰 （1）明胶膜基

底制备。戊二醛作为交联剂，在基底上形成一层明

胶膜。小培养皿用酒精清洗干净并放入烘箱中烘干

后放入 plasma 机中处理 15 min，然后加入无水乙醇

配置的 2% 的 APTES 溶液，室温下放置 4 h。分别用

无水乙醇和 DI 水清洗基底 3 遍后加入 5% 的戊二醛

水溶液 37 ℃反应 30 min；然后用DI水冲洗基底 3次；

接着加入 PBS 配置的 5% 的明胶溶液，37 ℃下反应

30 min；反应完成后，用 PBS清洗基底 3次，烘干后放

入4 ℃冰箱备用。

（2）明胶膜基底抗体修饰。向制备好的明胶膜

基底加入 EDC（4 mg/mL）和 NHS（6 mg/mL）溶液

（MES 配置），37 ℃反应 30 min，分别用 MES 和 PBS

洗 3次。加入 SA溶液（0.1 mg/mL），37 ℃反应 1 h后

用 PBS 洗 3 次；加入 anti-EpCAM 溶液（1 μg/mL），

37 ℃反应 1 h 后用 PBS 洗 3 次。抗体修饰过程和捕

获CTCs示意图如图1所示。

1.3.2 最佳捕获时间 向修饰好 EpCAM 抗体的 6 组

明胶膜培养皿基底中分别加入 5 000个MCF-7，做好

标记后放入 37 ℃，5% CO2培养箱进行捕获。当捕获

时间达到 10、20、30、60、90、120 min 时，分别拿出对

应的捕获装置，取出上清充分吹悬后，取样并在显微

镜下对样本CTCs计数，最后通过换算得到不同捕获

时间的效率。
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1.3.3 明胶膜基底的捕获性能 分别取 500、1 000、

5 000、10 000 个 MCF-7 细胞（取样步骤大概为：对于

500个和1 000个细胞，将细胞原液稀释到5 000个/mL，

随后分别取 100 和 200 µL 细胞液；对于 5 000 个和

10 000 个细胞，将细胞原液稀释到 10万个/mL，分别

取 50和 100 µL细胞液）加入到修饰好捕获抗体的明

胶基底上，再用细胞培养基（DMEM）补足0.5 mL，放入

37 ℃，5% CO2培养箱中孵育 60 min 后取出，将上清

收集到 1.5 mL 离心管中，在显微镜下取样计算上清

中未被捕获到的细胞数，进而得知明胶基底上捕获

到的细胞数，细胞的捕获效率定义为：捕获效率=基

底上捕获到的细胞数/加入的细胞总数。

1.3.4 三色荧光鉴定 从健康人血中提取白细胞，取适

量白细胞和MCF-7加入1 mL PBS中，吹匀后加入修饰

好EpCAM抗体的捕获基底共孵育，将捕获后的基底进

行三荧光染色，在荧光显微镜下观察捕获情况。

1.3.5 捕获细胞的活性 传代下来的MCF-7与修饰好

EpCAM的捕获基底共同孵育60 min，然后利用FDA/PI

双染色法染色；用PBS洗涤后在荧光显微镜下观察。

培养的MCF-7也用FDA/PI染色作为对照组。被激发

出绿色荧光的是活细胞，被激发出红色荧光的是死细

胞。细胞活性定义为活细胞数与总细胞数之比。

1.3.6 细胞原位培养 将基底捕获到的MCF-7用PBS

冲洗 2遍，加入 1 mL DMEM完全培养基，放入 37 ℃，

5% CO2培养箱中培养，分别培养 1、24 和 48 h 后，在

显微镜下观察细胞生长情况，并利用 FDA/PI双染色

法观察细胞活性。

2 结 果

2.1 明胶膜基底的表征

图 2是明胶膜基底的场发射扫描电镜图，对比空

白基底，明显可以看出样品基底上修饰上了一层膜，

即明胶膜。

2.2 最佳捕获时间的确定

基底对靶细胞的孵育时间会影响基底对靶细胞

的捕获效率。为了确定明胶膜基底的最佳捕获时

间，本研究采用EpCAM高表达的MCF-7。捕获效率

随时间的变化结果见图 3，随着捕获时间的延长，捕

获效率在不断增加，当捕获时间达到 60 min左右时，

图1 明胶膜基底捕获CTCs示意图

Fig.1 Schematic of capturing circulating tumor cells by gelatin film substrate

图2 明胶膜基底(a)及空白对照(b)场发射扫描电镜图

Fig.2 Field emission scanning electron microscopy images of gelatin
film substrate (a) and blank control (b)

a b
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捕获效率达到稳定水平。故本研究选择 60 min作为

细胞孵育的最佳捕获时间。

2.3 不同细胞数量的捕获效率

图4为明胶膜基底对不同数量MCF-7的捕获效率

图。明胶膜基底对MCF-7的平均捕获效率为81.06%，

表明修饰有EpCAM的明胶膜基底可以高效捕获癌细胞。

2.4 三色荧光鉴定

本研究主要考虑白细胞对CTCs捕获的干扰，采用

三色荧光免疫化学法鉴定CTCs和白细胞。图5显示该

捕获基底可以在大量白细胞存在时捕获到CTCs。

2.5 捕获细胞的活性

捕获到的肿瘤细胞具有高细胞活性对 CTCs 的

下游分析具有重要的意义。图 6 分别为活死细胞染

图3 细胞捕获效率

Fig.3 Cell capture efficiency
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图4 细胞捕获效率和细胞数目关系

Fig.4 Relationship between cell capture efficiency and cell number

图5 三色荧光化学免疫法鉴定细胞（标尺为 50 μm）

Fig.5 Three-color fluorescence chemical immunoassay for identification of cells (scale bar=50 μm)

色鉴定捕获细胞的活性，从图中可以看出，明胶膜基

底捕获后的细胞活性（实验组）和原始细胞活性（对

照组）几乎没有差异，捕获细胞和原始细胞中活细胞

百分比分别为 84.29% 和 86.80%，表明明胶膜捕获基

底具有良好的生物相容性，对后续的细胞研究和培

养具有重要意义。

2.6 细胞原位培养

图 7 为基底捕获细胞后分别进行 1、24 和 48 h

的再培养，对细胞进行活死细胞染色后在荧光显

微镜下观察 CTCs 的生长状态。可以看出明胶膜

基底捕获到细胞后，细胞仍具有较强的活性，且随

着时间的增长，细胞贴壁开始分裂生长，生长状态

良好。

a b

c
图6 捕获细胞活性图

Fig.6 Cytoactive of the captured cells
图6a~d为FDA/PI双染色法鉴定细胞活性。其中，图6a、b为实验组，

图6c、d为对照组，图中标尺为100 μm

d
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图7 细胞原位培养（标尺为100 μm）

Fig.7 Cell culture in situ (scale bar=100 μm)

1 h 24 h 48 h

普通显微镜

荧光显微镜

3 结 论

本研究构建了一个简单可行的基底捕获装置，

基于明胶膜基底接枝上捕获抗体 EpCAM，从而实现

对 CTCs 的捕获。由于明胶具有良好的生物相容性

且是细胞培养的良好材料，捕获后的细胞具有良好

的活性，可直接在原位进行再培养，减少了释放过程

对细胞的损害。基于上述优点，明胶膜基底捕获装

置在临床CTCs检测中具有巨大的潜在应用价值。
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