
前 言

流式细胞分析技术是指利用悬浮溶液中细胞在

光学、磁学或电学等方面的特异性或通过其他方法

标记特征（例如抗体标记），通过流动的方式对细胞

进行计数和统计学分析的方法，实现该方法的仪器

称为流式细胞仪，在识别细胞后能够将细胞分离的

流式细胞仪称为分选仪。分选仪分离纯化细胞的通

量、准确度及其对细胞活性的影响对于特定研究非

常重要。

目前，商用流式细胞分选仪几乎都是使用抗体

标记作为判别细胞类别的金标准，荧光抗体标记触

发的流式细胞分选仪（Fluorescence-Activated Cell

Sorter, FACS）和磁抗体标记触发的流式细胞分选仪

（Magnetically-Activated Cell Sorter, MACS）是最主要

的两种类型，其中 FACS 最为常见。包括荧光在内，

多种基于光学触发的流式分选技术在快速地发

展［1-4］，尤其是近年来，在稀有细胞富集方面的应用，
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例如通过对与疾病相关的罕见细胞如循环肿瘤细胞

和循环胎儿细胞进行分析和分类，可以监测患者的

预后情况［5］；在再生医疗领域，可以利用稀有细胞如

间充质干细胞和造血干细胞开发细胞产品；在肿瘤

干细胞领域，利用高通量流式细胞分选仪获取低含

量，缺乏特异性标记的肿瘤干细胞；在微藻类细胞的

筛选和菌株改良方面的应用，由于许多大尺寸微藻

细胞在体内生产和储存油，根据其产油活性对微藻

进行分选有望用于生物燃料的生产［6］，使用高通量方

法来筛选和改良水生环境中发现的高多样性藻类菌

株，能够提高单位体积或面积生产力［7］；对动物染色

体和精子细胞分选后用于人工授精能够在畜牧业上

产生很大的经济效益。这些领域的应用也对光学触

发流式细胞分选仪提出了更高的要求，例如：高通量

（细胞分选速度快，节省细胞富集所需的时间）、高信

息量细胞特征提取，以及维持收集细胞高活性等。

FACS的原理是使用荧光探针（可以与抗体分子

连接的荧光色素或荧光染料）与细胞（抗原分子）特

异性结合，当单细胞队列流经激光束时，荧光探针被

激发出特定波长荧光，使用相应波段的滤光片和光

探测器（一般是光电倍增管PMT或雪崩二极管APD）

观察细胞的光散射和/或荧光强度，评估该细胞含有

特定（抗原）分子的数量，从而对细胞识别分类［8-9］。

经过不断发展进步，FACS 已经发展出 3个不同的架

构方式：20 世纪 70 年代发展的空气激发式（jet-in-

air）、20世纪 90年代发展的石英杯激发式（cuvette）以

及最新的基于微流控芯片的立体激发式分选。然

而，现有商品化的 FACS 通常具有几下方面的缺点：

（1）基于荧光触发本身固有的局限性,即荧光标记试

剂会改变被染色细胞的行为或活性，从而导致分选

后的细胞可能不会表现出与原始细胞相同的特征，

进而无法后续使用。然而，如果不使用标记试剂，前

向散射和侧向散射结果的准确性和灵敏度会降

低［10］。（2）FACS 完全基于荧光生物标记物和/或光散

射强度，而没有借助高信息含量的图像信息，缺少对

亚细胞器的定位和多形态特征的分析，如细胞几何

形状、细胞核和细胞骨架形状，然而这些信息有助于

提高细胞的分类识别精度，尤其是对那些罕见的细

胞和没有已知或独特生物标记的细胞的分类识

别［11］。（3）荧光色素的使用使光学流式细胞仪受到背

景干扰、荧光噪声、稳定性降低和寿命缩短的限制。

例如，当使用多种染料时，发射波段往往太宽，导致

光谱重叠；这就要求通过复杂的光谱重叠补偿算法

进行校正［8］。（4）对于空气激发式 FACS，待分选细胞

运动速度相对稳定，延迟时间容易设置，但是如果细

胞激发时间太短，就会对仪器配置要求很高，需要高

功率激光器甚至专用激光器冷却系统。石英杯激发

式 FACS，待分选细胞在流速相对较慢的流体室区域

被激发，照射时间更长，可在低功率激光条件下获得

较高的检测灵敏度，但是细胞经历了流体室内缓慢

区和流体室外加速区两个速度不同的区域，延迟时

间设置困难。这两种架构的 FACS 都避免不了空气

气溶胶的危害，为此出现了基于微流控芯片的立体

激发式 FACS，但截止目前为止与传统架构 FACS 相

比，它的细胞通量有待提高。

为应对高通量、高信息量细胞特征提取和高活

性细胞分选的需求，克服传统荧光流式细胞分选仪

的固有缺陷，在光学流式细胞分选仪领域，近来出现

了很多新兴技术，例如：无标记的拉曼激发流式细胞

分选仪（Raman-Activated Cell Sorting, RACS）、时间

拉伸成像、定量相位成像、衍射成像流式细胞分选

仪、多种片上集成分选系统如介电泳、光电泳、声电

泳、电渗、压电陶瓷驱动等。本文将从技术特性、应

用前景及发展趋势等方面对传统及各种新兴技术展

开讨论，供流式细胞分选技术的使用者及研究者

参考。

1 光学流式细胞分选仪的原理和发展现状

1.1 光学流式细胞分选仪的组成部分和工作原理

光学流式细胞分选仪通常包括 5 个关键功能单

元［12-13］。（1）样品溶液泵送：使用液体泵或加压系统将

样品溶液送入流体通道，控制液流的流量和速度。

（2）流体动力聚焦技术：采用鞘流包裹样品流（核流）

的流体聚焦方法，可在微通道的中央形成单细胞队

列，便于单个细胞被检测以及后续的分选操作。（3）

光学探测系统：通过光学探测器快速获取流道中的

大量细胞或颗粒相关的物理或化学特征。（4）细胞分

选系统：空气激发式、石英杯激发式 FACS 的喷嘴式

细胞分选或在微流控芯片平台上集成电学、声学、光

学、磁学、流体动力学等方法将细胞物理分离并收集

到容器中。（5）信号处理系统：对各个模块进行控制、

数据采集并处理，对于成像流式细胞分选仪还具有

图像重建分类决策功能。

光学流式细胞分选仪工作流程如图 1所示，包含

悬浮细胞的样品溶液被液流泵或加压系统注入流体

通道，在适合的鞘流/核流流速比下，产生流体动力聚

焦效果，形成单细胞流，单细胞流队列通过光源照明

（或激光聚焦）区时，光学探测获取表达细胞特征的

荧光标记信号；最后经分选系统细胞被分离、收集到

不同的容器中。

1.2 光学流式细胞分选仪的发展现状

目前，基于光学探测方法的商用流式细胞分选
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仪以 FACS 最常见［14］，3 种不同架构的 FACS（图 1）：

空气激发式 FACS、石英杯激发式 FACS、基于微流控

芯片的立体激发式FACS表现出不同的优势。

空气激发式 FACS 代表型号是 Beckman Coulter

公司的 MoFlo Astrios 和 MoFlo XDP［15］，BD 公司的

FACS Vantage SE。空气激发式 FACS 对不同大小颗

粒分选时不存在速度差异，对延迟时间优化的要求

低，较少的维护也能保持性能稳定，无需担心石英杯

老化而产生碎片信号。石英杯激发式 FACS 代表型

号为 BD 公司的小巧型 FACS 如 FACS meloly Cell

Sorter，大 型 FACS 如 BD FACSAria Fusion Cell

Sorter、 BD FACS Aria III Cell Sorter、 BD

FACSymphony™ S6 Cell Sorter等型号。石英杯激发

式 FACS 将石英反应杯流动池与激光器真正固定对

齐使激光精确聚焦在样品流上，从而产生最大的信

号强度；同时，细胞或颗粒在流速较慢的流体室内被

照射增强了光收集数量，提供了比空气中激发更好

的光学检测灵敏度。此外，固定校准可以最大限度

地缩短启动时间，实验可重复性好，能够实现自动化

日常质量控制。对于以上两类架构的 FACS，细胞分

选系统结构都为喷嘴式分选［16］，系统通过喷嘴产生

高频震荡，将连续液流断裂为独立液滴，含有目的细

胞的液滴将被系统加电，随后被分选到相应的收集

管中。每一台分选仪都有不同大小的喷嘴，喷嘴的

直径大小和液流通过喷嘴的流速决定了适合分选细

胞的大小和分选速度，喷嘴越小分选的速度就越快，

但鞘压也越高；一般喷嘴需要比细胞大 4~6倍，喷嘴

太小容易令细胞失去活性，也会影响分选的稳定性。

基于微流控芯片的立体激发式 FACS 代表型号

有Sony公司的MA900、FX500和SH800等，使用一次

性的微流控芯片进行细胞分选，同一台FACS可以连

续进行不同类型的样品分选，避免了样品之间交叉

污染的风险并减少了清洗时间，简化了细胞处理流

程［17］。FACS 的架构方式对仪器的工作性能产生根

本性的影响，主要影响荧光检测的灵敏度、液流的稳

定性（液流的稳定性一直是流式细胞分选仪实际操

作的技术难点）、分选速度和分选延迟时间（细胞从

激光检测点到分选区域的时间）的控制和优化，在保

持液流稳定性的前提下，仪器对分选延迟时间把握

是分选准确的关键。

除了系统架构的根本区别，不同厂商推出的FACS

产品都各具特色，下面介绍一些流式细胞分选仪的关

键技术参数［18］，以便对现阶段FACS的技术发展水平

有直观的了解。（1）激光器配置。激光器的个数以及同

时检测的激光数目大大影响流式细胞仪的工作性能，

更多波长意味着更高的性能，为了最大限度地增加可

分析蛋白质和细胞类型的数量，最理想的方式是采用

波长间隔较远且间距均匀的激发光，当仪器可以测量

的光谱带宽越大时，就越容易容纳更多相互分立的波

长。常规的流式细胞仪通常含有4个激光波长和10个

检测器，而像BD 公司的FACSymphony™ S6 Cell Sorter

最多可包含 9个激光器可采集 60个参数［19］。（2）前向

散射/侧向散射检测灵敏度。前向散射光的强度与细

胞尺寸有关，也就是说，同一个细胞群体，前向散射强

的，其细胞尺寸较大，反之亦然；一般 FACS最小能够

测量到直径为0.2~0.5 μm的细胞或颗粒，例如Beckman

Coulter的 MoFlo Astrios超高速流式分选系统可对直

径为200 nm~30 μm的颗粒同时执行检测和分选任务。

a：空气激发式 b：石英杯激发式 c：基于微流控芯片的立体激发式

图1 3种架构FACS
Figure 1 Three architectures of FACS
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侧向散射的测量主要是用来获得跟细胞内部精细结

构和颗粒性质相关的信息，它对细胞膜、胞质和核膜

的折射率更为敏感，也能反映细胞内较大的颗粒。

（3）荧光灵敏度。荧光灵敏度反映仪器探测最小荧

光光强的能力，直接决定待检测指标能否被检测出。

可以用等量可溶性荧光分子（Molecules of Equivalent

Soluble Fluorochrome, MESF）对荧光灵敏度评价，通

常流式细胞分选仪对异硫氰基荧光素荧光检出限

≤200 MESF，对藻红蛋白的荧光检出限≤100 MESF。

（4）分析速度和分选速度。分析和分选速度是指FACS

每秒钟可分析或分选的数目。根据 FACS 生产厂商

官网信息，细胞分析速度最快可达到1 000 000细胞/s，在

高纯度和高产率要求下可以达到 12 000~700 000 细

胞/s的分选速度；而实际工作效果往往达不到厂商提

供的数据。（5）分选纯度和回收率。分选纯度是分选

得到的目标细胞数量占分选得到的总细胞数量的比

例，而回收率是分选得到的目标细胞数量占仪器检

测到目标细胞数量的比例，两者相互影响相互制约，

需要综合考虑这两个指标。

2 光学流式细胞分选仪的发展趋势与研究进展

2.1 无标记流式细胞分选仪

2.1.1 RACS 拉曼光谱检测是基于分子振动对单色光

的非弹性散射，该散射导致入射光子的能量偏移，对应

于不同分子键的特征振动能量，拉曼散射可用于生成

样品的拉曼光谱。典型的单细胞拉曼光谱（Single Cell

Raman Spectrum, SCRS）可以提供细胞的固有化学“指

纹”，如核酸、蛋白质、碳水化合物和脂质，从而可以直

接检测细胞成分识别不同的细胞类型、生理状态和表

型，而不需要荧光标记［20］。由于光谱重叠，传统荧光激

活检测只能提供多种颜色荧光对比，而拉曼光谱检测

的窄光谱特性能够提供比传统荧光激活检测更丰富的

细胞信息［21］。因此，RACS是一种很有前途的细胞功能

分选仪。

2002年黎永清团队［22］首先将光镊拉曼光谱技术

用于单个活细胞研究；2013 年籍月彤团队［23］提出了

使用拉曼激活细胞弹射将目标从微生物群落中准确

分离出来。在这两个系统中，细胞在基质上保持静

止，获取 SCRS 并不困难；然而，间歇性地细胞识别，

并将细胞逐个手动分选，使系统具有相当低的分选

吞吐量（每分钟几个细胞），阻碍了其在高通量细胞

分选中的应用［20］。为实现高通量分选，需要使用流

式拉曼激活分选仪（Flow RACS）。由于自发拉曼信

号本质上很弱，仅有 1/106入射到样品上的光子发生

拉曼散射，需要很长的光学接收时间（几秒到几分

钟，而FACS通常需要几十微秒）来检测单个细胞［24］；

微弱的拉曼信号使得 RACS从快速移动的细胞获取

SCRS 变得不切实际。解决这一瓶颈的策略包括：

（1）基于增强拉曼技术提高SCRS采集灵敏度和质量,

从而减少 SCRS 获取时间；（2）将快速移动的细胞与

拉曼检测点精确对齐，提高SCRS的获取效率。

为了提高拉曼检测的灵敏度，人们开发了多种新

颖的增强拉曼技术，包括：（1）共振拉曼光谱可以将SCRS

获取缩短至 1 ms，但仅限于含有特定拉曼活性分子

的细胞。（2）表面增强拉曼散射可以将拉曼信号增强

106~1014倍，但它对单个细胞的捕获时间为1~10 s，这对

于高通量分选来说仍然太长［25］。（3）相干拉曼散射方法

包括受激拉曼散射和相干反斯托克斯拉曼散射，相干

拉曼散射方法产生比自发拉曼光谱测量强几个数量级

的信号,可以将光谱捕获时间从自发拉曼散射的1 s量

级减少至1 ms甚至1 μs量级，因此可以应用到高通量

拉曼触发流式细胞分选仪中［22］。

对于第二种策略，将快速移动的细胞与拉曼检

测点精确对齐，在发展过程中形成了两种主要的结

构模式：陷阱式（又称为捕获-释放式）和无陷阱式，如

图 2所示。捕获-释放式结构是在微流控芯片的拉曼

光谱探测区域集成细胞操作技术通过周期性地施加

捕获力，准确地将单个细胞捕获在拉曼检测点上，用

于拉曼信号采集，然后释放；目前，已经可以将光镊、

介电泳、光电镊、磁力、声学力等方法集成到微流体

系统上用于流动细胞捕获［20,26］。通过施加周期性的

正介电泳场将单个细胞捕获、排列，并分别定位到检

测点获取 SCRS，对含有两种细胞株的混合物进行了

分选，在亚秒水平上实现快速拉曼激发细胞分选［24］。

虽然“细胞捕获”可以满足长时间获取SCRS的需要，

但最终捕获机制限制其吞吐量，并且用于捕获的细

胞操作方法的效率通常取决于细胞本身的性质如大

小、介质电导率、流速。为了进一步提高吞吐量和

“对齐”方法的适用性，可以使用 3D 流体动力聚

焦［27］、3D声学聚焦［28］或 2D流体聚焦配合其他保持液

流稳定性的方法［29］，使细胞以恒定速度单独流过光

学探测区［30］。第一次实现无陷阱拉曼流式细胞分

选，除了利用2D流体动力聚焦将细胞聚焦到检测点，

还集成“微流控分压器”消除检测区域的流量波动，

使细胞移动速度更稳定，拉曼信号采集更可靠［28］。

通过用多个鞘流包围样品流来实现 3D 流体动力聚

焦，通过调节样本流和鞘流的速度控制样本流的紧

密性和形状，在探测室内精确定位细胞并进行拉曼

检测。

结合上述两种策略，采用 2D流体动力聚焦与 3D

声学聚焦配合的“无陷阱式对齐”方法和超快多色受

激拉曼散射显微镜成像方法构建的拉曼激活图像分
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选系统，吞吐量高达100个细胞/s［29］。用于在3D声学

聚焦微流控芯片上对快速流动的细胞通过受激拉曼

散射显微镜获取拉曼图像，实现了高达 140个细胞/s

分选［27］。

2.1.2 无标记成像流式细胞分选仪 细胞是相位物

体，直接利用光学显微镜获取细胞图像具有非常小

的对比度［31］；因此绝大多数细胞成像技术都使用荧

光标记作为图像对比剂，如上文所述，这种对细胞内

分子测量的间接方法具有荧光标记的局限性［23］。虽

然与荧光标记这种生化标记相比，生物物理标记即

细胞的形态、机械特性和内在光学特性尚未成为细

胞分析的主流，但是越来越多的证据表明，生物物理

标记与细胞的分子特征有密切联系，从而为单细胞

分析提供了额外的维度［32］。因此，无标记成像方法

正吸引到越来越多学者的关注，无标记成像不需要

增强对比度的染料或标签，它依赖光学装置的组件，

利用细胞固有的对比度机制，如形态、厚度和折射

率、动力学变化和分子振动等来提高图像对比度。

时间拉伸成像［33］、定量相位成像［34-35］、时间拉伸定量

成像以及上文所提及的利用细胞内的分子振动进行

“细胞标记”的拉曼成像方法等都属于无标记成像方

法。本课题组提出了利用细胞衍射像进行细胞识别

的方法，经验证在细胞识别方面具有良好的特异性。

（1）时间拉伸成像。时间拉伸成像通过光谱编

码和时间拉伸这两个步骤，避免了普通成像方法灵

敏度与速度之间的冲突标准［33］。明场成像是时间拉

伸成像方法的最简单配置形式，它的图像对比度来

自单个粒子或细胞的光散射和吸收；故不足以提供

揭示细胞详细形态的高对比图像。为了提高超快帧

速率下的成像对比度，人们开发了不同的无标记相

位对比度时间拉伸成像模式，例如差分干涉对比度

（Differential Interference Contrast, DIC）时间拉伸成

像快速获得物体的差分相位对比度图像［36］；另外还

有 非 对 称 检 测 时 间 拉 伸 光 学 显 微 镜 成 像

（Asymmetric-Detection Time-Stretch Optical

Microscopy, ATOM）［37-38］，与 DIC 成像依赖于干涉的

对比度增强机制不同，ATOM通过不对称地检测光谱

编码的脉冲创建时间拉伸图像的相位梯度对比度。

光学时间拉伸成像提供了一种高通量无标记细胞成

像方法，利用与单细胞生物物理表型相关的图像信

息维度补充了基于荧光标记的标准单细胞分析［32］。

具有高空间分辨率和高灵敏度，与现有的成像流式

细胞仪细胞吞吐量相比至少高出 1~2个数量级（细胞

吞吐量高达 100 000 个细胞/s）。时间拉伸成像方法

的仪器实现简单，可以和下文中介绍的定量相位成

像结合，进一步增强其在无标记单细胞分析中的实

用性［32］。基于时间拉伸显微镜成像的流式细胞分析

系统已被应用于各种科学和工业应用，从图像中识

别出单个细胞的形态和纹理特征，可以确定细胞对

药物的反应用于药物筛选、研究伴随形态学变化的

细胞功能；实现细胞内信息的量化，如代谢物的积累

和分布，已将时间拉伸显微镜的应用扩展到代谢

工程。

（2）定量相位成像。由于数字图像传感器的使

用，研究人员提出了定量相位显微镜技术。定量相

位成像同样作为一种无标记成像方法，能够实现振

幅和相位信息的可视化［39-40］。不同于典型的光学相

机仅仅对光强度进行成像，定量相位成像技术利用

全息或光子照相等方法找回在光学相机成像中丢失

掉的相位信息［39-40］。相位延迟程度由细胞的物理厚

度和折射率确定，并将其记录为生成图像中的像素

值［31］。由于折射率分布和诱导相位图携带了物体的

结构和化学信息，通过绘制光学相移分布图，定量相

位成像在纳米尺度上定量评估细胞的结构和动力学

表型［34-35］，例如，由于定量相位成像对探测细胞膜动

力学具有高敏感性，已被用于红细胞的研究；对纳米

级厚度变化的敏感性被用于监测神经元网络活动。

纳米尺度的细胞结构和动力学表型也可以用作罕见

细胞筛查和疾病诊断的无标签生物标记物。此外，

相位图的定量性质允许以极高的精度将其转换为细

图2 快速移动细胞与拉曼检测点精确对齐的两种结构模式。

Figure 2 Two structural modes of fast-moving cells with precise alignment of Raman detection points

a：陷阱式拉曼流式细胞分选［24］ b：无陷阱式拉曼流式细胞分选［28］
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胞的干质量密度，进而研究细胞生长［35］。

（3）时间拉伸定量相位成像。如前文所述，尽管

光学时间拉伸成像能够获取高通量携带细胞表型特

征的图像数据，但是，时间拉伸显微镜主要在较长波

长范围的明场成像模式下工作，因此无法显示透明

细胞的高对比度和详细形态，妨碍了细胞的准确识

别和筛选［37］；而对于定量相位成像来说，定量相位成

像依赖数字图像传感器进行图像采集需要权衡成像

灵敏度和成像速度［32］。因此，时间拉伸定量相位成

像技术将前两种成像技术结合起来克服了彼此的缺

陷，用于高吞吐量、无标记、根据更加可靠的细胞折

射率特征的定量单细胞分析与分选，大大增强了无

标记细胞成像的实用性［41-42］。

（4）衍射成像。由于细胞内部的光折射率随细

胞核、线粒体等细胞器变化，并且与作为背景介质的

核流液体折射率不同，当其经过入射激光束时会产

生强度与偏振随散射光方向变化的相干散射光，形

成衍射光强分布，包含了大量细胞三维形态信息以

及分子细胞内折射率分布信息［44］。已证明衍射成像

在细胞种类识别［43］、酵母菌出芽状态判断［44］以及细

胞凋亡周期判断［45］等方面的有效性；将细胞的衍射

像和明场像结合在一起对同一个细胞同时进行两种

成像，利用传统的机器学习和卷积神经网络分别对

两种图像进行识别分类，发现衍射像的正确率始终

高于明场像［46］；这些证据表明衍射像在细胞的识别

上有其优势。

2.2 微流控片上分选系统

微流控片上分选系统是将微流控技术和流式细

胞分选仪结合在一起实现细胞分选的强有力工具，

与传统流式细胞分选仪相比具有更多的优势［47-51］：在

工作性能方面，微流控装置全封闭、零交叉污染，能

尽可能保留细胞活性，更适用于对活细胞分选；使用

少量的样品和试剂，就能够提供精确的液流控制；无

需重复配置即可在同一台分选仪上实现不同尺寸细

胞分选；微流控芯片可以灵活设计，实现多种单细胞

分析、操作方案的选择和组合；允许高通量并行分析

和操作，可以用于统计意义的单细胞分析和稀有细

胞的富集；并且，微流控流式细胞分选仪通常设备小

型化，具有良好的便携性和并行化的优点，这种小尺

寸的便携式设备不仅易于大规模生产而且制造成本

较低，这使得微流控片上分选系统更容易普及和

推广。

利用微流控芯片高集成度、易于与其他技术结

合的优点，各种微流控片上单细胞操作方法如介电

泳［52］、光镊、光诱导介电泳［53-54］、声电泳［55-56］、电渗等

已被应用到流式细胞分选仪的设计中。近年来，不

少综述已经对它们的工作原理、结构特点和分选性

能等方面做了对比介绍［47］。这些单细胞分选操作方

法往往有本质上的缺点：例如大多数介电泳方法的

细胞操作系统需要低电导率溶液，同时介电泳方法

很难区分具有相同电气特性的细胞［50-51］。光镊用来

分选单细胞具有高精度和非侵入性优势；但施加在

细胞上的操作激光力通常为皮牛顿量级，不适合高

通量细胞分选；此外，这种技术所需的大量外围光学

系统很难小型化，也非常昂贵。光诱导介电泳及其

临床应用受到与介电泳相同阻碍，即需在低电导率

溶液中操作细胞；Chu等［54］发现在一定测试实验条件

下光诱导介电泳场会改变癌细胞的细胞活力、细胞

代谢活性以及基因表达，证明光诱导介电泳场会影

响细胞的固有特性；此外，由于非晶硅的沉积，光诱

导介电泳芯片的衬底不透明，基质的不透明性使倒

置生物显微镜无法用于活细胞成像［50］。声电泳的瓶

颈是临界分离细胞大小由声波频率决定，为了分离

小细胞（<1 µm），这些声发生器需要更高的频率和功

率；而高功率声波可能会导致通道中的温度升高，解

决加热问题以及设备小型化是一个巨大的挑战［51］。

相比之下，微流控芯片上集成压电陶瓷驱动弹

性膜泵具有有可能实现高通量细胞分选、更好地保

持细胞活性、分选系统简单等多方面的优势，成为在

微流体平台上集成细胞分选系统的首选［57-58］。本实

验室提出的基于偏振衍射成像流式细胞仪的无标记

细胞流式分选方法中，细胞分选系统选择的就是由

微流控装置实时分选细胞，下面就关于该方法做出

详细的介绍。

2.3 使用片上压电致动器集成的光流式细胞分选仪

Chen等［59］首次将压电陶瓷集成到微流控芯片上，

展示了一种低功率、低电压的片上压电陶瓷驱动单边

膜泵细胞分选方法。通过输入电压波形控制的PZT致

动器弯曲动作（向上或向下）引入纳升量级的液流横向

位移，细胞或颗粒跟随液流偏转进入不同分选通道，细

胞偏转的大小可通过输入电压的大小和波形进行精确

控制。利用现场可编辑逻辑阵列“实时控制技术”与“空

时编码技术”配合对整个分选系统进行闭环控制，还可

以跟踪每个细胞的移动路径，在分选后产生“验证信号”

用于校正分选控制参数，如施加在PZT致动器上的电

压或启动PZT参与分选所需的延迟时间。利用该结构

进行大肠杆菌细胞偏转实验表明该分选结构有望进一

步优化设计以提供更高的细胞吞吐量。在后来的许多

研究中，例如人类细胞和哺乳动物细胞分选［60］、单细菌

细胞特异性分选［61］、以及2019年Gu等［11］发表的基于机

器学习的实时图像引导细胞分选系统中都采用了这种

分选结构。
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为进一步减小压电陶瓷的变形量从而缓解中心

流振动问题，提高分选效率；清华大学 Cheng等［62］和

日本名古屋大学Sakuma等［6］分别提出了压电陶瓷驱

动片上单边膜泵的优化版—“推拉机制”压电陶瓷驱

动片上双膜泵。“推拉机制”压电陶瓷驱动片上双膜

泵细胞分选，在坚持原有工作原理基础上对分选结

构做出改进，在微流控芯片主流通道的两侧都设置

弹性膜泵，在实现细胞分选时，一侧膜泵推动液流，

另外一侧拉动液流，减小了单侧压电陶瓷薄膜的变

形，缓解了液流振动问题并提高了分选效率，系统也

更稳定。两组研究人员提出的压电陶瓷驱动片上双

膜泵结构的不同点是：Cheng等［62］设计的压电膜泵分

选装置的两侧膜泵到分选区的距离不同，因此“推”、

“拉”动作不同步；而 Sakuma 等［6］设计的左右膜泵对

称分布，当两侧压电陶瓷受到同步反向电压波形驱

动时，“推”、“拉”同时进行。将该分选结构应用到微

流控荧光激活流式细胞分选仪上，对含有 6种细胞混

合物样本分选，都得到了稳定且较高的分选效率，对

低纯度样品的筛选获得了非常高的富集因子；经证

明利用该分选结构分选大、小靶细胞都可以获得不

错的吞吐量、成功率、纯度以及细胞存活率数据。在

近几年中，智能图像激活细胞分选研究［12, 63］和拉曼激

活图像细胞分选研究［29］也一直使用这种“推拉机制”

片上分选结构。通过在片上流体通道中间增设多个

光学询问点，检测每个细胞的前向散射光作为“速度

计”，以测量微通道内细胞流速，利用现场可编辑逻

辑阵列设“时间戳”计算细胞速度并预测分选时间，

这可以增强了片上高通量细胞分选的稳定性，进一

步提高了分选速度。这种分选结构的另外一个重要

优点是对分选细胞或颗粒的大小没有要求，Kasai

等［64］对大尺寸（>100 μm）颗粒进行高通量分选，成功

从湖泊沉积物中分离出 160 μm的微球和纯化出最大

尺寸为 170 μm 的化石花粉，并证明其纯度具有非常

高的可靠性；他们还通过 COMSOL模拟和实验证明

通过改变左右局部射流速度与主流速度的比值，实

现了不同尺寸的细胞和大尺寸颗粒分选。

当然除了上述介绍的压电陶瓷驱动弹性薄膜引

起液流偏转实现细胞分选的方法，还有许多使用压

电陶瓷致动器实现片上细胞分选的个性化设计，但

它们往往结构相对小众，实现难度大，通用性差［10, 65］。

相比之下，压电驱动弹性薄膜泵的分选更具优势：对

颗粒或细胞的大小、形状和密度没有任何限制；不影

响细胞活性；结构简单，给高通量、高活性细胞分选

提供了选择。

3 总结与展望

拉曼激活流式细胞分选仪利用拉曼光谱无损、

无标记、高分辨率的特性，为单细胞检测提供了代谢

组学信息，是一种无损检测技术，在生物应用中极具

吸引力；时间拉伸成像、定量相位成像、时间拉伸定

量相位成像、衍射成像等无标记成像方法被越来越

多地应用到高通量成像型流式细胞分选仪中，为细

胞分类决策提供与细胞的分子特征有密切联系的生

物物理标志，从而为单细胞分析提供了额外的维度。

“微流控分选芯片”具有全封闭、零交叉污染，保留细

胞活性、可灵活设计、高集成度等优势，片上集成压

电陶瓷驱动细胞分选系统很好地满足了成本和性能

之间的平衡，具有分选系统简单、便携性等优势。这

些新的技术和研究趋势给流式细胞分选仪的发展提

供了方向。

为解决高通量，高信息量细胞特征提取，以及维

持收集细胞高活性等分选需求与目前商用流式细胞

分选仪不能满足这种需求的矛盾；我们应该更加重

视无标记成像方法在流式细胞分选仪设计上的应用

与推广，摆脱传统架构的限制，更多地尝试微流控芯

片作为细胞分选平台的方式。本实验室一直致力于

流式细胞分选仪的开发工作，目前已经成功研发出

实验研究使用的第三代流式细胞分选仪，在无标记

细胞实时分选方面也已经取得了一定成就。提出的

基于偏振衍射成像流式细胞分选仪的无标记细胞流

式细胞分选方法已获得发明专利［66］，这种方法基于

衍射成像实现无标记成像；应用卷积神经网络对细

胞衍射图像分类；借助现场可编辑门阵列进行细胞

衍射图像运动捕获与实时识别，整体识别速率最大

理论值 274.0 fps，其中图像识别模块速率可达 2

823.3 fps，准确率达到 95% 以上；最后由微流控装置

实时分选细胞。

然而实现片上实时分选细胞、提高分选速度和

分选准确度还面临许多挑战，其中包括：（1）无标记

细胞成像和细胞分类决策都需要一定的时间，因此

光学探测点与细胞分选区域之间必须留有一定的距

离，这增加了精确控制细胞分选延迟时间的难度。

（2）从实时细胞分选扩展到细胞富集和细胞差异性

研究，高通量和高信息量细胞特征提取对流式细胞

分选仪信号处理能力提出更为严格的要求。以往的

研究提出了一些对应的解决方法。对于延迟时间的

精确控制，一是想方法准确测量细胞的流速，精确预

测细胞到达分选区域的时间以及验证细胞是否分选

成功，如上文中提到的“空间编码技术”和“速度计”
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方法；二是提高细胞分类决策的速度从而缩短光学

探测点与分选区的距离，例如通过避免图像重建或

者硬件加速神经网络缩短细胞分类决策时间的方

法［11, 67-68］。对于提高信号处理能力，信号处理系统可

能需要同时借助多个 CPU、GPU 和 FPGA 配合工

作［12, 38, 63］，提高信号处理的速度和并行信号处理能

力，尽可能降低细胞分选时间，实现实时智能细胞分

选。虽然不少专家学者已经贡献了许多可行的解决

方法，但是他们往往从一个角度或者从细胞分选流

程中的一个工作环节入手，真正实现高通量活细胞

分选、富集还有很长的路要走，我们可以学习借鉴各

种方案的优点，从细胞成像、细胞分类决策、细胞分

选多个环节整体考虑探索更多集成化的解决方案，

从而使流式细胞分选仪更能满足高通量，高信息量

细胞特征提取，以及维持收集细胞高活性的细胞分

选富集需求。
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