
前 言

癌症作为重大疾病之一，正严重威胁人类的生命

健康，因癌症而导致死亡的人数在2030年预计将达到

1 300万［1］。据世界卫生组织（WHO）统计，90%的癌症

患者死亡与癌症的转移相关，如果患者在癌症转移发

生之前得到诊断和治疗，至少有30%的死亡是可以预防

的［2］。研究癌症的发生发展规律，探索肿瘤早期诊断治

疗的新途径已经成为当代社会急需解决的重大问题。

在肿瘤组织中脱落，侵袭并进入血液循环的细胞通常

称为循环肿瘤细胞（Circulating Tumor Cells, CTCs）。

近年医学上研究表明，富集及检测在血液中出现的CTCs，

不仅有助于肿瘤早期筛查、诊断、疗效评价及复发转移
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【摘 要】循环肿瘤细胞（Circulating Tumor Cells, CTCs）主要来源于肿瘤组织自发脱落的外周血液中，其对恶性肿瘤传播

转移具有重要影响，已逐渐被认为是肿瘤远处转移的标志。对外周血中极微量的具有特异性、敏感性的CTCs进行分选、

富集及检测，不仅有利于肿瘤的早期诊断、疗效评价及复发转移监控，还可以为后续的CTCs鉴定和下游单细胞基因组和

转录组测序提供良好基础，为肿瘤靶向治疗提供新策略，在临床上个性化医疗等领域有重要意义。微流控技术可在微米

尺度下整合物理、化学及生物学方法，实现对微量CTCs的高通量、高效率以及低成本分选富集，该技术发展迅速并已被广

泛研究应用。本文对微流控芯片进行CTCs分选富集及捕获的最新研究进展进行综述，阐述无标记、有标记分选方法的原

理及应用实例，分析各种技术的优缺点，对现阶段该领域存在的问题进行讨论，对微流控CTCs分选芯片的应用前景和未

来发展趋势进行展望。
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Microfluidic technology-based method for sorting circulating tumor cells
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Abstract: Circulating tumor cells (CTCs) are mainly derived from the peripheral blood of tumor tissue that is spontaneously

shedding. CTCs have an important influence on the spread and metastasis of malignant tumors and have gradually been considered

as a marker of distant metastasis of tumors. The selection, enrichment and detection of a very small amount of specific and

sensitive CTCs in peripheral blood are not only helpful for the early diagnosis of tumors, the evaluation of efficacy and the

monitoring of recurrence and metastasis, but also conducive to the identification of CTCs and the genome and transcriptome

sequencings of downstream single cells, providing a new strategy for targeted therapy of tumors, which is of great significance

in personalized medicine. Microfluidics can integrate physical, chemical and biological methods at the microscale to achieve

high-throughput, high-efficiency, low-cost sorting and enrichment of a small amount of CTCs. This technology has been rapidly

developed in recent years and has been widely applied. Herein, the latest research progresses on microfluidic chip systems in

the sorting, enrichment and capture of CTCs are summarized. Moreover, the principle and application examples of the unmarked

or labeled sorting method are expounded, and the advantages and disadvantages of various technologies are analyzed. The

problems existing at the stage are also discussed. Finally, the applications and future development trends of microfluidic CTCs

sorting chips are prospected.
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监控，还可以为肿瘤治疗提供新的策略。

早在1869年，Ashworth首次在癌症死亡患者的血

液中发现CTCs，但有关外周血中CTCs的研究近些年

才受到广泛关注［3］。由于在外周血中CTCs含量极少，

使得传统细胞分析检测技术无法有效识别［4］。在过去

的10年中，使用CTCs作为实时液体活检已经受到了广

泛关注，对这些细胞的进一步分析将会提高对转移性

级联、肿瘤演变、异质性和治疗耐药性的认识［5］，强大的

细胞分离技术可以快速有效地分离出CTCs并用于下

游单细胞基因组和转录组分析。对血液样品进行前处

理，通过细胞筛选富集手段初步提高肿瘤细胞的浓度，

是增强循环肿瘤细胞检测精度和灵敏度的必要环节。

近年来，围绕CTCs的分选富集与检测研究中，国

内外取得了显著成果。美国强生公司的产品CellSearch

System于2004年被美国食品和药物管理局（FDA）批准

商业化，该产品采用免疫纳米磁颗粒富集上皮来源的

肿瘤细胞，能实现对肿瘤细胞的有效富集检测［6］。磁泳

分离技术的核心优势是其操作可连续和工作效率高。

流式细胞仪和荧光扫描显微镜也可应用于CTCs分离，

这些技术操作简单且需要的工具容易获得，但有资料

表明他们会丢失稀少的CTCs使得检出率低并影响细

胞活性［7］。随着微流体技术的进步，促使各种高精度、

小型化的装置快速发展，大大提高了CTCs分离过程的

效率和回收率。这些小型化系统具有更高的灵敏度、

精度，更低的成本以及与下游检测或总体分析系统的

兼容性好等优势［8］。Fluxion Biosciences新开发的微流

体平台IsoFlux使用微流体通道确保将磁性颗粒标记的

CTCs充分可靠地暴露于密集且强度均匀的磁场中，以

实现高效的细胞富集回收［9］；有报道几何增强型免疫捕

获芯片，采用几何增强微结构，通过增加靶细胞与抗体

包被底物之间的碰撞频率来提高CTCs捕获效率［10］。

根据目前对CTCs的检测分选广泛使用的分离富集方

法的原理，其可分为无标记分选和有标记分选两类。

1 无标记分选

无标记分选是一种基于细胞的生物物理特性，如

尺寸、密度、变形能力或介电性能等信息，在不需要特

异性标记的情况下对细胞进行检测和分类的微流控CTCs

分选技术［11］。该类方法因操作简单、成本低及白细胞高

消耗的特点，广泛应用于CTCs的分选富集研究。目前

用做循环肿瘤细胞无标记分选的常用方法主要有以下

几种。

1.1 基于CTCs的大小与变形性差异分选

该分选方法通常情况下也称为微结构过滤技术，

利用在大小及变形性等性质上CTCs与其它血细胞存

在差异进行分离。主要结构大致有围堰式、交错流动

式、薄膜式及微柱式等类型。通常CTCs和白细胞的粒

径分别为15~25 μm和8~20 μm，两者粒径不同，通过在

芯片微流道中设计微孔、微柱及滤膜结构，当含有CTCs

的细胞溶液流过芯片微流道时，大颗粒的CTCs粘附在

结构中，血细胞随着缓冲液流出，由于在粒径上CTCs和

白细胞粒径有交叉部分，因此一些白细胞在结构中也

可能被捕获，但增加缓冲液的流速，依据CTCs与白细

胞变形能力的不同可实现二者分离。

Hosokawa等［12］设计由100×100个8~9 μm直径的

圆孔阵列组成的微流控芯片捕获CTCs。在血液样本中

掺入NCI-H358细胞进行实验，采用蠕动泵负压进样，

最终肿瘤细胞固定在圆孔上，血细胞则随缓冲液流出，

从而成功分离CTCs。结果表明，混在1 mL血液中的10

个CTCs可被该系统在15 min内完全捕获，且能很好保

持细胞活性。经染色鉴定其分选效率达97%，远高于采

用CellSearch系统的分选效率。ClearCell® CX System

是Abnova公司基于此原理研发的分离CTCs的产品［13］。

通过在芯片内部设计“爪形”结构的圆柱形微柱阵列捕

获CTCs，其捕获过程能动态监测，捕获的CTCs可以进

行染色鉴别和计数。Lü等［14］设计了一种包含过滤和捕

获功能的间距渐变式芯片捕获CTCs。为减少芯片堵塞，

先经过滤结构滤掉样本中的杂质；循CTCs不能通过间

距不同的捕获结构而被捕获，在磷酸盐缓冲液（PBS）中

掺入CTCs进行实验，其捕获效率高于90%。Jin等［15］设

计一种不同间距的“棘齿”型微柱阵列芯片捕获CTCs，

在健康人血液样本中混入膀胱癌细胞进行实验，其分

离效率高于70%。

基于CTCs与其它血细胞在大小和变形性上的差

异分选CTCs操作简单、捕获效率高、无表面标志物依

赖，因此其应用研究较为广泛成熟。但在应用中也存

在一些局限，如该类结构普遍会出现细胞堆积导致微

流道堵塞问题；尤其是围堰式结构加工精度要求高、通

量低、分选纯度低，肿瘤细胞极易发生堆积和堵塞；薄

膜结构的芯片要嵌入薄膜，导致键合要求高，工艺复杂；

另外，在较大的机械力作用下，CTCs容易破裂，对分离

精度和细胞活性造成一定影响。

1.2 基于细胞力学性质差异分选

1.2.1 基于惯性原理分选 在惯性效应下，直圆柱

Poiseuille流动中，颗粒（如血液中的CTCs、白细胞等）

迁移主要受垂直于流动方向的两个惯性升力影响，颗

粒的平衡位置也由这两个力决定。分别是指向微通道

壁的抛物线速度梯度引起剪切诱导的升力（FS）和作用

于颗粒的导致颗粒向微通道中心迁移的壁升力（FW）［16］。

在这两个力的共同作用下，迁移的颗粒最终在距离壁
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约0.2D处平衡，其中D为圆柱形管的直径［17］。弯曲微

通道结构中，迪安流动在微通道内形成两个反向旋转

的漩涡。最终粒子所受到的惯性升力（FL=FS+FW）和迪

恩曳力（FD）共同作用，决定了粒子在流体中流动过程中

的平衡位置。弯流道中不同粒径的细胞由入口处的随

机分散状态会逐渐发生惯性聚集，迁移至各自特定的

平衡位置，再结合芯片内部结构设计，便实现对CTCs的

捕获。中国科学院苏州生物医学工程研究所Chen［18］依

据惯性分选原理，设计了一种混合芯片。该芯片是一

个三重并行的螺旋惯性微流控芯片，与若干个可数的

倾斜狭缝（螺旋裂缝芯片）相互连接，用于连续分选循

环肿瘤细胞。其中，倾斜的狭缝与流体方向约成60°夹

角。在惯性升力和迪恩曳力相互作用下，不同尺寸的

颗粒（CTCs、白细胞及红细胞等）在螺旋微通道的不同

流线处实现各自的平衡。沿流动方向设计的倾斜狭缝

将分离的流线型颗粒分离到平行的较小的微通道中，

连续作用导致原始微通道中某些尺寸的颗粒数量显著

减少，可以实现不同尺寸颗粒的惯性分离。同时通过

设计试验结合光学吸收检测，证明了这种三重平行化

螺旋惯性微流体的整体布置反映了第一主微通道中稳

定的流线分布。另外，基于惯性原理分选CTCs技术，

Kim等［19］设计了一种级联的螺旋流道用于CTCs分选，

Sun等［20］设计了一种双螺旋结构用于CTCs分选，实验

数据表明，其分选效率和重新捕获率均较高。

1.2.2 基于确定性侧向位移分选 该分选技术是通过在

微流控芯片流道内设置若干排与液体流动方向成一定

角度的交错排列的微柱阵列，当有细胞溶液在芯片流

道内流动时，不同粒径大小细胞的运动轨迹也不相同。

尺寸大的细胞（如CTCs）因侧向位移向一侧汇聚，尺寸

小的细胞（如红细胞、白细胞等）会沿原轨迹运动，从而

实现连续分离，收集到相应的细胞。Loutherback等［21］

首次证明使用此方法能分离CTCs。当细胞混合液流经

芯片微流通道后，大粒径的CTCs会向芯片壁面发生侧

向移动而富集，而小粒径的其它血细胞继续保持原来

的流动方向流动，在侧壁通过收集即实现了CTCs分离。

通过在PBS缓冲液中放入MCF-7实验，其分离效率高

于85%。Liu等［22］通过设计实验比较对病人外周血中多

种稀有癌细胞采用圆柱与三角形阵列的分选效果，指

出流速在小于50 μL/min下两者捕获率均较高，随流速

增大，圆柱阵列的重新捕获率显著降低，而三角阵列仍

能保持较高的捕获率。同时研究人员还探究细胞尺寸

与流速对分选效果的影响，得出细胞尺寸越大、流速越

低，则分选效果越明显［16］。

综上所述，基于细胞力学性质差异的分离方法同

样是一种依据细胞粒径、形态差异的被动式分选技术。

具有在尺寸上对细胞的敏感度高、分选高通量的优势。

但是，基于确定性侧向位移的细胞分选技术也难以避

免堵塞问题，且分选效率易受细胞族的尺寸不一、细胞

变形性、微柱尺寸及制造加工的表面质量等因素影响。

1.3 基于细胞电学性能差异分选

介电泳技术分选细胞的原理是基于肿瘤细胞与正

常细胞在电学性质方面的差异，因介电力大小和方向

不同，细胞在不同介电力作用方向上移动，从而在电场

中实现肿瘤细胞的分选。Holmes等［23］通过将一种带状

电极键合安置在微流控芯片上，利用两组电极分别产

生正负介电泳力，在电极的不同区段收集不同细胞，成

功分离白血病细胞THP-1。Wu等［24］采用该方法设计了

一种类似结构，带状电极的放置方向与流道的主流方

向垂直，采用人结肠癌细胞HT-29设计实验进行验证，

成功实现了将其从人体血液中分离。Alshareef等［25］也

设计了一种嵌入有电极的用于CTCs分选的微流控芯

片，依据不同细胞的交流频率存在差异的原理分离细

胞混合液中的MCF-7细胞，其分选效率高于93%。介

电泳分选技术虽然操作较简单，但要求细胞溶液通过

非均匀电场的时间较长，所以会极大限制微流控芯片

流道中微流体流速，大大降低细胞分选效率，难以在临

床上广泛应用。由于电场的作用，其对细胞活性、电生

理学特性及物理特性也有一定影响。

2 标记分选

在微流体技术中，除了可依据细胞在尺寸、可变形

性等物理特性的差异实现分选，还可以通过生物标记，

依据细胞在生物学上的特性差异来实现分离。同时随

着纳米技术的快速发展，纳米结构，如纳米珠，已广泛

应用于CTCs分离富集及检测［26］。因此，通过结合细胞

与纳米结构表面的粘附因子以及基于常规抗体的亲和

相互作用，实现对CTCs的分选富集。目前标记分选常

用方法主要有：基于抗原抗体亲和性分选、基于纳米颗

粒的免疫磁珠分选等。

2.1 基于抗原抗体亲和性分选

基于抗原抗体亲和性反应进行细胞分选是通过在

芯片内部通道或微结构上固定标记特定分子，该特定

分子一般为与细胞表面抗原对应的特异性抗体或适配

体，两者之间通过抗原抗体亲和性反应而特异性结合，

在细胞混合溶液通过芯片内部微通道时，目标细胞表

面抗原与通道或微结构上的特定分子发生结合，细胞

被固定在芯片内，从而将其捕获富集［27］。再用合适的

方法，如通入荧光染料溶液染色标记再清洗，实现对CTCs

的鉴定；更换缓冲液，冲洗并回收目标细胞，实现与其

它细胞的分离进行下游分析。He等［28］设计了一种在玻
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璃基底上修饰有EpCAM抗体的芯片用于CTCs分离，

在健康人血液中掺入人结肠癌组织源细胞HCT116进

行实验，实验中CTCs发生特异性结合而留在芯片内，

资料表明其效率约为80%。Sheng等［29］通过几何增强

混合型芯片捕获CTCs，为增大细胞与抗体的接触机会

以提高捕获效率，芯片内部设计有V形结构。该芯片对

混合在细胞混合液中的人胰腺癌细胞的捕获效率可达

90%，CTCs经洗脱后可继续培养，用于后续的单细胞测

序相关的实验分析。使用亲和性细胞富集技术的主要

难点是CTCs生物标志物表达的异质性，包括在上皮-间

充质转变（EMT）过程中常见捕获靶标EpCAM的表面

表达较低。来自相同肿瘤类型的癌细胞系（如MCF-7

和MDA-MB-231）也可能具有不同的EpCAM结合的表

面密度。一些白细胞可能与CTCs具有相似的性质，它

们常常能在富集的样品中持久存在，从而影响分离CTCs

的纯度。为解决这个问题，研究人员采用消耗血细胞

的阴性分选技术分离富集CTCs。尽管如此，任何富集

CTCs或消耗其它血细胞的生物化学手段都可能由于不

均匀的生物标记物表达而失去CTCs，或由于灵敏度和

特异性受损而导致假阳性细胞的无效去除；同时抗体

结合也可能诱导细胞毒性，这将不利于CTCs的下游测

序。鉴于癌症的异质性和单细胞分析的重要性，且由

于与抗体包被的磁珠非特异性结合导致CTCs丢失而

可能导致CTCs分离的不完全，从而制约人们对CTCs

的生物学信息全面掌握。另外，亲和性分选法要在通

量和效率综合考虑，流速越大，CTCs与抗体反应的时间

越少，虽能提高分选速度，但会导致分选效率降低。

2.2 基于纳米颗粒的免疫磁珠分选

免疫磁珠分选是采用免疫磁珠与微流控芯片相结

合分选富集CTCs的技术。大量研究表明利用免疫磁

珠分选技术在微流控芯片上分离CTCs操作简便、捕获

效率高，并结合PCR技术、细胞培养技术等步骤，能够

实现检测集成化和自动化。Kang等［30］基于纳米颗粒的

免疫磁珠技术设计了一种分离CTCs的芯片，在主流道

两边设计了很多与主流道相通的且预置有磁铁的小室，

当细胞混合液在芯片流道中流动时，CTCs因标记有磁

珠而被捕获，白细胞则沿管道出口流出。将2~80个不

同数目的乳腺癌细胞混入1 mL小鼠血液中进行实验，

实验显示其捕获效率高于90%。Hyun等［31］设计了一种

融合免疫磁珠技术和亲和性分选方法中的阳性分选、

阴性分选的微流控芯片用于富集CTCs。通过将表面修

饰有CD45抗体的磁珠与细胞混合液中的白细胞结合，

最后在一级分选流道区域利用外置磁铁磁珠的吸附作

用实现对白细胞的去除；在二级分选流道区域内表面

上修饰EpCAM抗体以实现对MCF-7（EpCAM+）的富

集。基于纳米磁珠的免疫分选技术依赖磁性进行分选，

对细胞的捕获和释放易于控制，且无需对管道进行修

饰，灵敏度高，在研究中广泛应用。但使用该方法同基

于抗原抗体亲和性分选技术一样，受到CTCs表面标志

物的限制，且磁珠与样本的孵育预处理也是实验的重

要环节。

3 多级分选

近些年来基于微流体技术分选肿瘤细胞取得了显

著进展，但每种单一的分选方法都具有灵敏度低或分

选效率不高或通量较小的限制。为能实现高通量、高

纯度的分选外周血中含量极低的CTCs，研究者们集成

多种分选技术，设计出对CTCs多级分选的微流控芯片。

Hou等［32］通过将两个用于CTCs分选用的螺旋微流控芯

片进行串联，以实现二次提纯，提高分选效率。通过实

验证实其对MCF-7能很好的实现聚集，且在3 mL/h流

量下其捕获率高于85%。东南大学倪中华教授课题组

基于集成惯性分选技术和介电泳细胞分选技术提出一

种多级分选芯片，一级通道通过内侧低、外侧高的梯形

截面螺旋结构初级惯性高通量分选血液样本溶液，二

级通道通过在高宽高比的矩形截面流道底部安装两组

电极依靠介电泳技术实现次级分选CTCs。该芯片整合

了两种技术的高通量和高分选效率的优势，为分选CTCs

的微流控芯片发展提供了一种新思路［22］。多级分选微

流控芯片因其能够很好地提高分选效果，整合各种分

选技术的优势，保证高通量分选的同时，保证对高纯度

的要求，使得其在临床上具有更为实际的应用价值。

其次级分选流道可以是对废液的再次富集，提高重新

捕获率，或是再次通过阴性分选技术除杂，提高实验后

样品的纯度。

4 总结与展望

微流控芯片具有体积小、对操作人员要求低、易于

满足检测设备对集成化、微型化发展的要求，同时大大

降低了实验对试剂的消耗，近些年来在分选CTCs的研

究中应用越来越广泛。本文详细阐述了各种无标记及

有标记技术的方法原理，并结合成功案例分析了各种

方法的优缺点。微流控芯片分选细胞的技术目前仍面

临一些挑战：处理大量血液样本耗时久；基于细胞尺寸

和变形性的分选技术易遇到堵塞；基于惯性聚焦的分

选技术产生的剪切力较大会影响到细胞活性；部分CTCs

会丢失表达；验证实验所配置的含有CTCs的溶液并不

能完全真实反映临床上病人外周血液中的情况。

尽管目前在微流控芯片推广至临床应用的过程中

面临着制备工艺繁杂、可靠性较差等因素的阻碍，但不
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可否认其在CTCs分选、富集及检测上具有巨大潜力。

多级分选芯片集成多种分选技术手段，兼具无标记分

选技术通量较高和标记分选技术操控精确的优势，更

易满足CTCs分选的要求，其目前尚处于实验研究阶段，

但其良好的分选效果将成为未来微流控芯片发展的一

个主要方向。同时，微流控芯片将向着更加集成化（集

成细胞预处理、分选富集、计数诊断及检测分析等功能

单元于一体）、微型化、检测功能多样的方向发展，高效

率、高精准度以及低成本的检测必将是未来微流控芯

片在CTCs检测领域的研究重点，为实现肿瘤相关疾病

的早期诊断、预后评估及药物治疗效果判定提供可靠

的临床数据。
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