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摘要 循环肿瘤细胞(circulating tumor cells, CTCs)的检测是液体活检的重要组成部分, 可以通过低损伤甚至无

创的方法达到检测体液中肿瘤细胞的目的. 肿瘤细胞在增殖、转移过程中极易产生多种类型的变异, 如基因突

变、蛋白质组学和表观遗传学改变等, 这导致肿瘤细胞个体间发生差异, 给临床诊疗带来巨大挑战. 通过CTCs检
测技术分析肿瘤细胞之间的个体差异, 对于癌症诊断、治疗和预后判断等有非常重要的意义. 微流控分析技术平

台因其尺寸小、易操控、成本低等优点成为CTCs检测分析领域的研究热点. 本综述主要介绍了基于微流控分析

的单细胞技术在肿瘤细胞异质性研究中的应用.
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1 引言

随着基础医学和临床医学研究的不断深入, 液体

活检逐渐成为医学领域的研究热点之一. 液体活检主

要检测外周血液中的循环肿瘤细胞(circulating tumor
cells, CTCs)、循环内皮细胞(circulating endothelial
cells, CECs)、循环基质细胞(circulating stromal cells,
CStCs)等循环细胞

[1,2]
和核酸类包括循环肿瘤DNA

(circulating tumor DNA, ctDNA)、循环游离细胞DNA
(circulating free DNA, cfDNA)、微小RNA (microRNA,
miRNA)以及细胞外囊泡(extracellular vesicles, EVs, 主

要是外泌体)等[3,4]. 液体活检具有非侵入性、微创的

优点, 可在较大程度上实现病程期间的连续监测. 目

前液体活检技术在肿瘤的诊断、疗效监测以及肿瘤的

复发与转移等方面均有广泛应用
[5].

CTCs分析被认为是肿瘤患者的实时“液体活

检”[6]. 相比于外泌体检测、核酸分析等液体活检方法,
CTCs分析更为简便和精准. CTCs是由实体肿瘤脱落

产生的、处于外周循环中的肿瘤细胞, 包括单个的游

离细胞和细胞团簇(文中将团簇也划入单细胞分析里

面), 细胞的遗传特性以及表达特性都与原发实体肿瘤

细胞存在关联. 在肿瘤发展和治疗(靶向药物、化疗或
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免疫疗法)过程中, 基因突变易导致肿瘤细胞传代间存

在差异, 进而产生耐药性, 并发生肿瘤的迁移侵袭和复

发, 这也是患者死亡的一大主因
[7]. 因基因组的不稳定

性造成细胞在表观遗传状态、代谢状态、分化阶段、

侵袭潜能等方面都存在一定的差异, 即肿瘤细胞之间

的异质性表达
[8]. 细胞群的整体分析结果有时并不能

真实有效地反映细胞个体之间的差异, 而单细胞分析

手段可实现肿瘤细胞异质性研究, 可反映患者实际情

况, 避免因对大量样本整体性研究导致差异化个体的

分析被掩盖的情况发生
[9]. 因此, CTCs的单细胞异质

性分析对了解肿瘤的发生发展和研究肿瘤耐药机理具

有重要意义.
相较于外周血液中的红细胞(red blood cells,

RBCs)和白细胞(white blood cells, WBCs)的数量, 血

液样本中的CTCs数量十分稀少, 因此CTCs单细胞的

有效捕获和下游分析尚面临许多挑战. 再者, CTCs的
表面具有很多特异性的蛋白改变, 如在上皮-间充质转

化(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)过程中,
CTCs逐渐从上皮细胞表型转化为间充质表型, 在外周

血中表现为混合的E/M状态
[10]. 单从EMT过程中细胞

状态的转变, 就可得出不同的CTCs之间是具有表达差

异的, 即具有异质性. CTCs的基因型和表型都能够作

为细胞分析的对象, 从而用来研究肿瘤的转移侵袭以

及药物治疗反应等
[11]. 另外, CTCs在全血中循环转移

时, 很多会直接被机体清除, 半衰期只有约1~2.4 h[12].
CTCs本身也会分泌多种细胞因子并募集血小板等细

胞黏附包裹在表面, 从而帮助其逃脱免疫细胞的杀伤

作用
[13], 这些都给CTCs的研究增加了难度.
传统的流式细胞荧光分选技术(fluorescent-activated

cell sorting, FACS)主要依赖于细胞表面的特定蛋白与

标记荧光的抗体结合, 根据荧光强度、颜色等实现单

个细胞的分选, 但FACS法在检测过程中会破坏细胞的

活性, 导致无法进行细胞分选后的一些下游分析. 该法

分析成本较高、依赖昂贵设备, 且样本量需求大、耗

时长.
基于微流控芯片的单细胞分析是新近兴起的一类

技术, 其分析成本低, 且制作材质多样(如硅、玻璃和

聚合物等), 可以根据实际需求选择不同材料, 具有良

好的生物相容性. 微流控芯片能够结合多种芯片组件

和分析手段, 具有高通量、高灵敏度以及高分辨率
[14]

的优势. 例如, Fluidigm(流达公司)上市的C1芯片单细

胞分析装置已经能够实现单细胞分析
[15], 但该芯片构

造复杂、仪器设备昂贵、检测费用高、可测细胞数量

有限(96个细胞), 仍需进一步改进. 本文总结了近年来

报道的能够实现CTCs分离捕获和下游分析的微流控

技术(图1), 从细胞捕获技术和单细胞分析方法两方面

进行了讨论, 主要针对的是肿瘤细胞, 也有部分工作涉

及其他人体细胞, 以期为今后的高灵敏度和特异性的

CTCs单细胞分析提供思路.

2 细胞捕获技术

对CTCs进行分析的前提是去除外周全血中的

RBCs和WBCs、血小板以及血浆 , 最终获得稀有

CTCs, 此过程即为CTCs捕获过程. 实现CTCs的高效

捕获是对单细胞进行下游异质性分析的前提和基础.
CTCs细胞捕获的方法主要包括亲和作用、物理法以

及微液滴法等. 这些单细胞捕获技术的原理不同, 捕获

效率也存在一定的差异. 本部分对这些技术展开讨论,
并将其在表1中进行了比较汇总.

2.1 亲和作用捕获

亲和作用是指一些生物分子的特定结构基团能够

与其他分子高度特异性识别并结合, 如抗体-抗原、适

配体之间的相互作用. 当实验条件改变时, 这种结合作

图 1 CTCs单细胞研究技术概览(网络版彩图)
Figure 1 Overview of CTCs single cell analysis (color online).
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用会消失
[16]. 例如, 亲和层析技术利用分子之间的特

异性、可逆性结合以及非共价作用可实现基于分子识

别的蛋白质纯化
[17]. 利用亲和作用原理构建能匹配细

胞表面特殊蛋白结构的相应抗体或适体对细胞进行捕

获是常见的CTCs捕获方式. 该方法的特异性较强, 但

捕获通量低、富集时间长, 同时抗体或适体的制备增

加了检测成本. 此外, 对于细胞表面特定生物标志物

不存在或表达丰度非常低的一类CTCs而言, 该法很难

对其实现有效捕获
[18]. 因此, 在利用亲和作用对单细

胞进行捕获的过程中, 特定生物标志物的设计尤其重

要. 下面分别介绍了基于抗原-抗体和适配体之间相互

作用的单细胞捕获的成功案例.

2.1.1 抗体结合

利用抗原抗体结合对细胞进行捕获已成为现今常

用的CTCs捕获手段之一. CELLSEARCH®系统是迄今

为止唯一获得美国食品和药物管理局(Food and Drug
Administration, FDA)批准用于肿瘤患者预后评估的

CTCs分离方法. 但以抗原抗体结合为基本原理的捕获

方法无法回避的缺点是CTCs表面抗体的不确定性, 如
在癌症上皮间质样改变EMT过程中, CTCs表面抗原的

丢失或改变会造成捕获结果假阴性
[19].

传统的方法是利用芯片中通道表面包被的抗体和

CTCs表面的抗原发生抗原抗体结合, 在未进行预处理

的外周全血样本中高效、选择性地分离活性CTCs, 该
法捕获效率较高, 在释放出细胞后还可对细胞进行下

游生物学分析
[20,21]. 流速和剪切力是决定CTC芯片上

细胞捕获效率的两个主要参数. 流速会影响细胞-微柱

接触的持续时间, 而低剪切力能保证细胞-微柱附着的

最大化
[20]. 因此, 通过对捕获条件的优化可提高细胞

捕获效率. 如图2a所示, Zhu等[22]
提出了一种基于确定

性侧向位移(deterministic lateral displacement, DLD)原
理设计的微流控装置, 能够根据细胞的尺寸大小增加

其与微柱的碰撞. CTCs可以被微柱表面修饰有两种特

异性抗体抗上皮细胞黏附分子(epithelial cell adhesion
molecule, EpCAM)抗体和抗脱唾液酸糖蛋白受体

(asialoglycoprotein receptor, ASGPR)抗体捕获. 该装置

对肝细胞癌患者检测灵敏度高达97.8%, 特异性达

100%.
此外, 免疫磁分离系统也经常被用于CTCs的捕

获. 利用修饰有抗EpCAM抗体的免疫磁性纳米颗粒对

细胞进行捕获, 随后利用磁场作用将CTCs分离, 抑或

是利用负性磁分选去除WBCs等细胞. 该法可实现高

效率细胞捕获以及荧光信号的分析, 并且在去除磁场

冲洗掉细胞后芯片可重复利用
[23,24] (图2b).

除了在芯片通道表面以及磁性颗粒表面结合抗体

这两种细胞捕获技术外, 利用不同材料连接抗体对

CTCs进行捕获也是目前研究的热点之一. 聚(N-异丙

基丙烯酰胺) (PIPAAm)可通过共价键结合到硅纳米线

衬底(SiNWS)上. 37℃时由于生物素-链霉亲和素作用,
PIPAAm结合EpCAM抗体捕获CTCs. 当温度降低到

4℃时可将细胞释放
[25].

此外, 如图2c所示, 在官能化的氧化石墨烯修饰的

金图案表面, 可通过交联剂GMBS (N-γ-maleimidobu-
tyryloxy succinimide ester)与亲和素结合, 利用生物素

亲和素作用将生物素化EpCAM抗体固定到其表面, 进
而利用抗原抗体作用实现CTCs的捕获

[26]. 在此方法基

础上, Yoon等[27]
在后续研究中利用聚合物和氧化石墨

烯-聚乙二醇(GO-PEG)复合物进行膜表面修饰, 通过

交联剂结合亲和素, 实现了与生物素化抗体的共轭连

接. 之后利用热敏聚合物-GO膜的温度可调节特性, 实
现了在常温下捕获细胞、低温(低于12℃)时释放细胞.
亦有学者利用表面修饰有抗体的碳纳米管组成的微柱

结构, 以显著增加细胞和微柱表面抗体之间的亲和作

用
[28]. 利用抗体捕获细胞可以较大程度地保留细胞活

性, 能够实现细胞捕获与分析集成化, 不仅可以缩短

整体分析时间, 也可以降低检测过程中细胞污染的

概率.

2.1.2 适配体结合

在体外利用配体指数富集法系统演化分析技术

(SELEX, 可以用来确定任何核酸结合蛋白的最佳结合

序列)从人工合成的随机寡核苷酸序列中快速筛选得

到的一段寡核苷酸序列被称为适体
[29], 该序列对靶分

子(小分子、蛋白质等)甚至整个细胞具有较高的特异

性亲和力. 目前常见的一些适体主要是针对细胞表面

标志物, 如EpCAM[30]
、EGFR(epidermal growth factor

receptor)[31]等. 作为一种类似于抗体的核酸分子, 适体

克服了抗体的种属特异性, 官能团易于修饰且结构稳

定, 可通过聚合酶链式反应(polymerase chain reaction,
PCR)扩增, 成本较低

[32].
Abate简化体积条形图芯片(a volumetric bar chart
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chip , V-Chip)后利用sgc8适体(一种针对在细胞表面靶

向人蛋白酪氨酸激酶7 (PTK7)的CCRF-CEM白血病细

胞的DNA适体)缀合的纳米颗粒对CCRF-CEM白血病

细胞进行捕获. 该研究明确了流体移动的距离与样本

中CTCs数量之间的线性相关性, 并能够在大量白细胞

存在时定量检测CTCs, 通过肉眼观察刻度的变化来量

化细胞与H2O2反应产生O2推动流体的位移量, 灵敏度

较高. 不过, 该装置不能进行后续细胞分析且细胞不能

再回收, 对细胞的活性有所损伤, 准确性也有待提

高
[33].
对细胞进行多维度分析可进一步提高单细胞分析

的效率和准确度, 而且可初步分析细胞表型. 利用抗体

结合细胞作为对照, Labib等[34]
发现纳米粒子/适体共

轭物可显著提高细胞捕获效率. 如图2d所示, 检测时

首先用Ficoll法分离单个核细胞, 随后由抗CD15抗体

标记的磁性纳米球进行负性选择. 将选择后的细胞与

表 1 细胞捕获方法总结

Table 1 Summary of cell capture technologies

细胞捕获方法 方法评价(优点及不足) 捕获装置 捕获效率(涉及的细胞) 临床样本

亲和法

抗体捕获

优点: 特异性捕获CTCs, 有针对性, 便于细胞
释放

不足: (1) 细胞表面的特异性标志物表达低甚
至没有(例如EMT过程中EpCAM减少表达);
(2) CTCs表面可能会有血小板等正常血小板

黏附导致CTCs无法暴露表面标志物

Synergetic-Chip[22] 90% (HuH-7细胞) 88% (SK-HEP-1
细胞) 是

LPCTC-iChip[23] 86% (MGH-BRx-142细胞) 否

graphene oxide chip[26]
73% (3~5个MCF-7细胞/mL全血)
94.2% (10~20个MCF-7细胞/mL全

血)
87.3% (100个MCF-7细胞/mL全血)

是

适体捕获
优点: 特异性强, 利于细胞后续释放

不足: (1) 具有针对性的适体设计难度大; (2)
需探索适体的种类选择等, 比抗体更复杂

Ap2D-CTC chip[34] 最高达到90% (MCF-7、SKBR3、
MDA-MB-231, VCaP细胞) 是

适体鸡尾酒
芯片

[36]
最高达到80% (A549、H460、
H292、H1299、SK-MES-1细胞) 是

ApTDN-Chip[39] 87.4% (缓冲液中SW480细胞)
85.4% (全血中MCF-7细胞) 是

物理法

声学法

优点: 对细胞的物理伤害较小, 细胞操纵较为
精准

不足: (1) 难以实现CTCs的特异性捕获分离;
(2) 操作要求较高

3D声学镊子
芯片

[44] – 否

电学法
优点: 可依据细胞的介电常数不同进行分离;

可原位进行核酸等分析
不足: (1) 操作要求较高; (2) 分析通量不高

SD-DEP chip[51] 最高达到91.7% (K562细胞) 否

光学法
优点: 可实现不同光学常数细胞的分离

不足: 可能会造成细胞活性降低
光学分离系统

[64] 90%以上(MCF-7细胞) 否

流体动力
学法

优点: 对细胞活性无损或低损, 设备简单
不足: (1) 强烈依赖细胞尺寸、变形特性等;
(2) 对芯片内流体的控制要求高; (3) 对芯片

结构设计要求高

two-stage
i-DLD sorter[70] 91.34% (MCF-7细胞) 否

co-flow
微流控系统

[73]

97.1% (50个HepG2细胞/mL全血)
~98.2% (5000个HepG2细胞/mL全

血)
否

过滤法
优点: 设备简单, 操作过程简便

不足: (1) 装置易堵塞; (2) 依赖细胞尺寸, 有
漏检或纯度不高的可能性

FAST disc[88]
95.9%±3.1% (MCF-7、MDA-MB-
231、MDA-MB-436、HCC78、

AGS细胞)
是

微孔法
优点: 细胞之间相互隔离, 可避免交叉污染
不足: 根据泊松分布规律, 会存在空白孔, 或

一个孔中存在多个细胞
DW装置

[92] 77% (A549、MDA-MB-435细胞) 否

微液滴法

优点: 体积小、无交叉污染、兼容性强、应
用广泛

不足: (1) 存在空白液滴, 增加试剂成本; (2)
流体控制要求高(保证封装效率); (3) 依赖于

油水界面特性

SIFT芯片
[96] – 否
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适体磁性纳米球混合孵育后注入芯片中, 根据第一表

面标记物含量将其分为4个亚群, 随后使用互补的反

义DNA链释放四个亚群. 用针对第二表面标记物的特

异性适体标记该磁性纳米颗粒对细胞进行二维分离.
在将细胞分类为16个亚群后, 使用与第二适体互补的

反义DNA链释放细胞, 最后在16孔板中培养48 h后进

行细胞分析. 不过, 该芯片只能实现亚群的分离, 不能

在芯片内进行后续的分析. Poudineh等[35]
则利用Ep-

CAM特异性适体标记的磁性纳米颗粒捕获细胞, 然后

根据表型(EpCAM表达水平)再分成不同的亚群. 该芯

片的优势在于首先利用物理捕获器对细胞进行捕获.
细胞捕获之后, 该芯片主要依赖于单个细胞亚群向

CXCL16趋化剂的迁移程度不同, 对细胞的趋化表型

进行分选, 分为非迁移、M1 (最小迁移)、M2 (中等迁

移)、M3 (高迁移)或已迁移四种, 以研究细胞的迁移

行为.

除了单一适体捕获细胞之外, Zhao等[36]
提出了一

种适体鸡尾酒的方法, 利用多种适体的组合对CTCs进
行高效捕获, 可以动态监测CTCs计数, 为患者预后和

治疗反应等提供参考(图2e).
由于DNA纳米结构具有良好的生物相容性、较

强的组织穿透性和在生物流体中的稳定性, 因此利用

DNA纳米结构整合适体分子可提高适体分子对细胞

捕获的效率
[37]. 如图2f所示, 顶点悬垂核酸适体的四面

体DNA纳米结构(SYL3C-TDN)可以通过化学修饰的

方法锚定到芯片(ApTDN-Chip)上,适体可识别CTCs表
面的EpCAM, 从而实现细胞的有效捕获. 随后使用

Dnase I将细胞释放, 最后通过液滴数字PCR扩增技术

进行下游基因突变分析
[38].

2.2 物理法捕获

相比于生物标记手段, 物理法捕获细胞无需标

图 2 亲和法捕获CTCs技术. (a~c) 抗体结合捕获CTCs[22,23,26]; (d~f) 适配体结合捕获CTCs[34,36,38] (网络版彩图)
Figure 2 Affinity-based cell capture technologies. (a–c) Antibody-dependent capture [22,23,26]; (d–f) aptamer-dependent capture [34,36,38] (color
online).
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记、高效灵活, 而且能最大程度地维持细胞活性, 有利

于下游分析. 常见的物理法主要有声学法、电学法、

光学法、流体动力学法、微孔法等.

2.2.1 声学法

因声场可以通过介质作用到细胞等微小颗粒, 近

年来, 声学“镊子”(acoustic tweezers)在单细胞分析领

域备受关注
[39]. 表面声波(surface acoustic wave, SAW)

作为声学镊子的一个亚类, 已被成功地用于细胞聚

焦、分选、操纵、富集、裂解、芯片内PCR以及生物

传感等领域
[40]. Devendran等[41]

将声学方法与微流控技

术结合对单细胞进行捕获操控, 形成阵列图案, 从而实

现单细胞分析. 需要指出的是, 在使用基于声学的微流

控芯片时, 需根据不同细胞类型对细胞的操作范围进

行调控, 否则会影响细胞形态、黏附性和增殖活性等

生理学特征.
高频表面声波二维(2D)声力场可以高效捕获人工

合成的球形聚苯乙烯颗粒、疟原虫感染的红细胞和淋

巴细胞
[42],但2D声波对3D空间中单个细胞的控制力略

显不足. 可以通过调节由两个正交放置的驻波表面声

波(standing SAW, SSAW)的叠加所引起的3D声场分

布, 利用产生的3D场声波对单细胞进行捕获. 一旦细

胞被捕获便可改变声场中表面声波的频率和相位, 从

而形成芯片内的3D捕获结点阵列. 该法最大的优点是

可以在保持细胞活性的情况下精准地对细胞以及颗粒

进行操控
[43]. 此外, 利用波数-螺旋声学镊子动态重塑

SAW声场的分布, 通过适当地调节对应子阵列的相位

差, 可以独立控制每个势阱的位置. 研究人员利用此法

已成功地对U937和HeLa细胞进行捕获和操控, 并能实

现装置的重复使用
[44](图3a).

2.2.2 电学法

介电泳(dielectrophoresis, DEP)是基于非均匀电场

中不同介电性质的细胞受到不同的介电力这一物理特

性实现对细胞的操控和捕获
[45]. 此外, 光电镊子(optoe-

lectronic tweezers)通过结合光学感应的DEP法可对液

体中的细胞进行更高水平的捕获和操纵
[46]. 与亲和捕

获技术相比, 基于DEP的方法具有设计简单、通量高

的优点
[47]. 目前较多微流控装置集成了DEP以及下游

分析手段, 使高效率的单细胞分析成为可能.
DEP的固有缺陷在于交流电装置工作时会产生热

量, 进而影响细胞活性和细胞内结构成分等. Kim等
[48]

将芯片隔离为多个陷阱捕获孔, 可缓解DEP产生热量

导致的细胞损伤, 并防止与其他细胞发生交叉污染.
Bai等[49]

则利用dTNT (DEP-trapping-nanowell-trans-
fer)-seq(sequencing)芯片装置证实其对单细胞的捕获

率可达91.84%, 并将其转移用于结合条形码珠, 以进

行单细胞mRNA转录组学分析, 并证明了该法在转录

水平上对细胞状态几乎没有影响. Toriello等[50]
通过电

场的正负极变化来捕获不同种类具有生理活性的单细

胞. 驱动电场和硫化电池的组合提供了充分的细胞附

着力, 使得细胞足以克服漂洗或试剂的流动力, 便于

进行单细胞的捕获和后续的分析. 不过, 芯片开放结

构可能会引起交叉污染.

图 3 物理法捕获细胞. (a)声学法捕获
[44]; (b) DEP法单细胞

捕获
[51]; (c) 光学捕获

[64]; (d) 流体动力学法单细胞捕获
[79];

(e) 离心过滤法捕获
[88]; (f) 液滴法细胞分选

[96] (网络版彩图)
Figure 3 Physical properties-based cell capture technologies. (a)
Acoustic separation [44]; (b) dielectrophoretic capture [51]; (c) optical
trapping [64]; (d) hydrodynamic capture [79]; (e) microfiltration [88];
(f) microdroplet for cell separation [96] (color online).
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另外, 如图3b所示, DEP技术可将多个操作步骤集

成在便携式的一体化芯片中完成
[51]. CTC-FIND (CTC

enrichment by size-based filtration and immunomagnetic
negative selection followed by dielectrophoretic concen-
tration)方法则是先采用物理和免疫分离细胞的方法,
后基于DEP微流控装置实现了CTCs高效率富集纯化,
其后还可进行细胞突变的异质性检测

[52]; 在微流控芯

片中还可对捕获的单细胞进行电融合操作, 并实现对

单个细胞轨迹的控制
[53]. 另外, 利用DEP还可以将细

胞成对分离, 从而对不同细胞之间的相互作用进行分

析
[54,55].
双极电极(bipolar electrode, BPE)在结构上与DEP

有所不同, 具有阴阳两极, 可同时驱动氧化反应和还原

反应. 双极电极阵列的设计保留了DEP的固有优势, 还
具有电场无线控制、操作灵活以及可重复使用的优

点, 可提高单细胞捕获率. 在BPE阵列上可利用DEP定
向操纵单个细胞

[56]. BPE产生的介电场力, 可利用法拉

第离子FIE和FID (Faradaic ion enrichment and deple-
tion)对电场梯度的影响实现对单细胞的捕获和排斥,
并可保证细胞的活性

[57]. 利用基于BPE阵列的微流控

芯片进行细胞操纵和分析的不足在于可能存在细胞之

间的试剂污染, 限制了其在下游细胞分析中的应用.

2.2.3 光学法

1970年, Ashkin[58]提出了利用连续可见激光的辐

射压力可以导致自由悬浮颗粒的加速, 并在实验中实

现了透明乳胶球和气泡的定向移动. 在后续多年研究

中, Ashkin等[59,60]
利用这一原理对颗粒、细胞、病毒

等进行了分选和操纵, 这一技术也正式被命名为单束

光梯度力阱(single-beam gradient traps), 即光镊子.
光镊子主要利用聚焦激光束的辐射压力以非侵入

性的方式实现对细胞、粒子的分离和操纵
[61], 近些年

其在单细胞操纵方法的研究越发受到关注
[62]. 在DEP

技术中简要描述的光电镊子则是对光镊子的改进, 采

用低亮度的光源(发光二极管或卤素灯)对单个细胞进

行操控
[63].

最近, Hu等[64]
提出了利用细胞之间光学常数(细

胞大小和平均折射率)的差异, 使用光学驱动力对CC-
RBCs (RBC共轭结合CTCs)进行精确分离. 在研究中,
Hu等利用修饰有叶酸(folic acid, FA)的同种红细胞与

肿瘤细胞表面叶酸受体(folate receptor, FR)之间的结

合作用形成CC-RBCs使得细胞之间光学参数不同, 从

而实现微流控芯片中的CC-RBCs分离(图3c). 最终从

血液中分离出纯度高(92%以上)、回收率高(90%以上)
的CTCs, 并能保证CTCs的细胞膜完整, 维持较好的生

物活性.

2.2.4 流体动力学法

流体动力学芯片不需要外加光、电、声、磁等物

理学方法, 仅通过芯片结构设计调整对流体行为进行

控制, 最终实现细胞捕获. 该方法是真正意义上的无

创/微创细胞捕获技术.
基于微流控芯片的CTCs捕获流体动力学方法主

要包括依赖于细胞尺寸差异的惯性聚焦
[65]

、夹流分

离(pinched flow fractionation, PFF)、黏弹性流分离、

确定性侧向位移、剪切诱导扩散(shear-induced diffu-
sion, SID)、微涡流等方法, 以及依赖于细胞其他物理

属性(可变形性
[66]

、密度
[67]

、表面电荷
[68]

等)的流体动

力学方法.
Abdulla等[69]

设计了由两个螺旋通道和一个之字

形通道组成的级联微流控设备, 利用惯性升力, Dean
阻力和离心力可将CTCs从全血细胞中分离出来, 整个

过程可在20 min内完成, 分离纯度并不高, 但可以实现

多种类CTCs的分离. Xiang等[70]
将螺旋通道惯性聚焦

方法与DLD法相结合, 进一步提高了细胞分离效率,
血细胞的总去除率达到了99.94%, 分离的肿瘤细胞纯

度可达93.59%. 因此, 多种流体动力学方法可结合在

一起进行CTCs的级联分离. 此外, 这些惯性聚焦分离

的微流控装置还可以与流式细胞仪结合
[71], 提高分离

效率, 从而做到便携无鞘流式细胞分析. 除惯性聚焦

方法外, Pødenphant等[72]
报道了利用夹流分离从大量

白细胞中分离LS174T结肠癌细胞的装置, 通过对流体

流动的通道精心设计, 最终在装置的三个出口通道分

别收集到不同大小尺寸的细胞或颗粒. Tian等[73]
则是

采用惯用于颗粒分离的黏弹性流
[74]

的方法在微流控

装置中对全血中的肿瘤细胞进行了分离. 该方法将稀

释的PEO(0.05%)溶液作为核心流, 诱导液体样品和核

心流之间的稳定界面产生了界面弹性升力与惯性升力

的竞争, 从而导致大小不同的细胞在界面上发生迁移

得以进行细胞分离. Zhou等[75]
设计了集成细胞分离、

细胞培养、原位细胞分析的微流控装置. 该装置使用

夹心流通道设计诱导SID的产生, 实现根据体积大小
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的细胞分离, 还可以减少流体剪切力对细胞活性的损

伤, 从而进行原位细胞培养及检测. Khojah等[76]
开发

了一种新的利用微涡流分离尺寸不一的细胞的装置.
在此研究中, 他们探索了空腔的涡流特性, 并表征了三

个选择性细胞捕获阶段(雷诺数不同), 三个阶段捕获

的细胞大小是不同的, 最终可以进行大小不同的细胞

分离. 但是文章中多提及该分离装置的可重复性, 即

侧重点多为探究细胞大小的一致性, 忽略了最终细胞

回收率、捕获效率的问题.
最近, Wlodkowic等[77]

利用微阵列流体动力学芯

片被动捕获单个肿瘤细胞, 在捕获过程中细胞可免受

剪切应力的影响. 最终能够实现对单细胞长时间多次

连续的观察, 对活细胞的凋亡过程进行分析. 还可以

优化该捕获芯片的尺寸以提高捕获效率. 此外, 还可

利用高密度悬浮障碍物阵列捕获单个细胞, 捕获的细

胞数与悬浮障碍物的尺寸成正相关
[78]. Kimmerling

等
[79]

采用单细胞捕获阵列高通量捕获1600个白血病

细胞, 并通过荧光信号量化游离/结合的烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸(nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)的
变化, 分析活细胞的代谢变化(图3d).

2.2.5 过滤法

基于CTCs与正常血细胞之间的大小差异, Vona
等

[80]
利用过滤方法对全血中的CTCs进行了分离. 此

后, 过滤手段多被用于CTCs的分离, 并出现了很多商

用过滤方法
[81]. 过滤法主要包括膜过滤、微腔阵列过

滤
[82]

、微孔过滤
[83]

等方法, 本文主要介绍了膜过滤装

置. 膜过滤主要是利用膜上的微孔对细胞进行过滤, 现
有很多种材质的过滤膜, 主要包括聚对二甲苯、聚碳

酸酯、Parylene-C、Paryelen、Pyrelen-C等[84].
2010年, Lin等[85]

设计了一种简易的聚对二甲苯薄

膜过滤装置和手动注射器注射系统, 直接从人外周血

中捕获CTCs, 回收率较高, 但存在的最大问题是血细

胞量多时可能会出现堵塞, 从而造成假阴性的结果.
Harouaka等[86]

制备了一种柔性微弹簧阵列(flexible mi-
cro spring array, FMSA)设备,可在10 min内从7.5 mL未
处理全血中捕获CTCs. 该装置具有聚合物微弹簧的微

过滤结构, 根据CTC的大小和变形性对其进行富集. 此
外还可以优化设备孔隙度, 在进行全血处理时不会发

生堵塞, 这是对Lin等[85]
设计的升级处理. 然而, 滤膜

表面孔阵列的制作也存在一定难度, 需要保证膜的完

整性以及孔径大小的一致性. Hernández-Castro等[87]
提

出一种真空辅助紫外微模塑(vacuum assisted UV mi-
cro-molding, VAUM)来制备等孔聚合物膜的方法, 获

得了规则的孔分布和几何形状.
很多膜过滤装置均是利用注射泵提供的压力进行

的细胞过滤分离, 利用离心对细胞进行分离的过滤装

置也是膜过滤法的一种. 在传统离心过滤中, 进样时

的进样端是气体环境, 这就会造成膜两边的压力不平

衡, 导致全血输送不均匀. 如图3e所示, Kim等
[88]

则从

压力平衡这方面入手, 将进样端的气体环境改成了液

体环境使得压力平衡进样均匀, 采用孔径为8 μm的径

迹刻蚀聚碳酸酯膜分离CTCs, CTCs的回收率大大提

高, 可达到95.9%±3.1%.
过滤法在分离CTCs中存在一定优势: 不需要对全

血进行前处理, 不受表面标记物的影响. 不过, 很多

CTCs体积与正常白细胞的大小差异并不明显, 这就会

导致很多CTCs会随着白细胞等正常细胞被滤除. 因

此, 有报道认为利用亲和作用间接使细胞体积变大会

更好分离
[89], 但这也是依赖于细胞标记物的方法, 仍

有局限性.

2.2.6 微孔法

微孔法捕获主要是凭借细胞的重力沉降至微阵列

微孔中实现单细胞捕获, 还可进行下游的核酸分析或

转录组分析等
[90,91]. 有小微孔组(捕获孔)和大微孔组

(培养孔)的芯片称为双孔(dual-well, DW)芯片. 该双孔

芯片可以获得约77%的单细胞捕获效率, 捕获后的细

胞可在培养孔中进行增殖分化
[92]. 根据泊松分布规律,

微孔的单细胞捕获效率较低, 多数微孔中会捕获多个

细胞, 微单元内细胞的数量不可控, 分析过程中的人

为因素造成的问题无法避免. 但是, 微孔装置的优势

在于能够将下游分析集成到芯片上, 而且各个微孔之

间相互独立, 可在有效微孔内避免交叉污染. 现已上

市的SMARTer®ICELL8® Single-Cell System单细胞

分析系统可以实现高通量、高效的细胞分选, 并且可

以较好地保持细胞的活性, 很多研究以其作为上游单

细胞捕获的装置
[93].

2.3 微液滴法

基于液滴微流控技术的装置在商业化单细胞分析

中应用较为广泛, 如10x Genomics公司开发的Chro-
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mium单细胞分析平台和Sniperdx公司的SAG-100液滴

工作平台就是将液滴技术应用到单细胞测序中, 实现

高通量分析. 液滴分析技术具有体积小、无交叉污

染、可通过封装试剂、核酸引物等物质后结合多种下

游分析技术实现单细胞分析的优点
[94]. 虽然商业化的

液滴封装技术存在设备昂贵、流体动力学条件不易控

制
[95]

、空白液滴增加试剂成本等不足, 但在优化实验

条件后, 该技术能够以高通量实现单细胞的封装, 油

包水结构可最大程度地保证细胞的独立, 有利于下游

分析.
液滴微流控技术-界面张力分选(sorting by interfa-

cial tension, SIFT)技术是在不使用标记或活性分选成

分的情况下, 根据液滴不同的pH值分离为具有不同糖

酵解能力的细胞
[96](图3f). 将液滴技术与拉曼光谱技

术结合不仅可以提高信噪比, 还可提供单细胞代谢物

酶促反应产物累积的空间, 将Au纳米颗粒作为信号增

强剂可迅速达到检测的阈值
[97]. 与单独的细胞分离模

式相比, 组合分离模式在高通量和特异性方面有了较

大进步
[98]. 当液滴捕获细胞后, 由于液滴中微珠表面

的抗体可以结合细胞分泌的蛋白, 产生荧光信号, 随

后可以利用荧光激活信号分选细胞, 使用介电泳力将

单细胞液滴分离, 还能保持细胞的活性
[99].

3 单细胞分析方法

下游细胞分析是CTCs捕获的目的, 通过对细胞基

因测序、表达、活性功能等方面的检测可实现单细胞

异质性分析. 单细胞的分析对肿瘤患者病情监测、疗

效判断等方面具有重要的价值. 目前CTCs单细胞的研

究主要集中于酶学、分子水平、染色体水平、表观遗

传学、蛋白等方面. 本部分针对这些应用展开讨论, 各
种分析方法技术特点总结在表2中.

3.1 酶学分析

相比基因选择性表达所导致的不同类型的细胞中

所含的酶类和表达活性不同, 同类型细胞间的酶活性

表达也存在差异. 通过对细胞的酶学检测可以了解细

胞功能及其生理活性状态.
结合液滴微流控技术对单细胞酶促反应分析已趋

于成熟. 利用单个液滴封装底物(5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate, BCIP)、金纳米颗粒以及人肝癌细

胞HepG2, 通过测量大量细胞液滴可获得酶催化产物

的表面增强拉曼光谱, 据此可实现对单个细胞的碱性

磷酸酶(ALP)异常活性表达的分析, 从而应用于ALP相
关疾病的诊疗

[97]. Guo等[100]
采用2D亲水微柱芯片制作

了体积为4 nL的液滴微反应器, 可成功对HepG2中的

β-半乳糖苷酶(β-gal酶)活性进行分析.
Kim等

[48]
借助流体动力学芯片对细胞进行捕获,

利用荧光探针对捕获的PC3细胞染色, 由EP (electro-
poration)脉冲引起的细胞膜裂解释放出β-gal酶, 随后

与β-gal酶的荧光底物荧光素二-β-D-半乳糖苷(fluores-
cein-di-β-D-galactopyranoside, FDG)反应, 通过测量每

个封闭含细胞的双孔中荧光强度的变化, 高度灵敏地

检测单细胞内酶的活性. Di Carlo等[78]
联合流体动力

学-扩散模型, 对三种细胞(HeLa、293T、Jurkat)进行

羧酸酯酶动力学分析, 通过酶浓度的不同判断细胞的

类别. 酶反应虽然具有专一性, 但有时也会出现交叉

污染. Xu等[101]
结合多功能移液管以及纤维引导的IR-

B激光对单细胞进行定向局部加热, 利用二磷酸荧光

素检测NG108-15和HEK 293细胞内的ALP对周围温

度改变的活性变化, 可在提高分析效率的同时有效避

免交叉污染.
不过, 酶学分析要求在细胞捕获阶段保证细胞内

酶的活性, 保持细胞的完整性, 这就对前期细胞捕获

有微损或无损的要求.

3.2 基因突变分析

基因突变分析技术在精准医学中应用较为广

泛
[51]. Park等[102]

结合MagSifter (Magnetic Sifter)和纳米

孔装置基于免疫磁珠原理对CTCs进行捕获. 随后利用

多重荧光探针对单细胞进行多基因同步检测. Autebert
等

[103]
则利用免疫磁性颗粒对脑脊液中CTCs进行捕获

之后, 主要利用qPCR (quantitative real-time PCR)对
PIK3CA基因突变进行分析. Lee等[104]

制备的OPEN-
chip (on-chip post-processing ENabling chip)芯片采用

滚环扩增(rolling circle amplification, RCA)手段对转移

性乳腺癌人表皮生长因子受体2 (human epidermal
growth factor receptor 2, HER2)基因、PIK3CA突变以

及转移性胰腺癌的KRAS基因进行扩增, 从而对基因

突变患者的CTCs进行分析. 他们将细胞的捕获与分析

集成在一个芯片中进行, 节省了分析过程的时间与试

剂成本, 但该法在细胞裂解进行扩增时也存在交叉污
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染风险. 在微流控芯片中对单细胞进行基因突变分析

不仅做到了高通量分析, 还节省了分析的时间和成本.
此外, 将FISH (fluorescence in situ hybridization)技

术结合到微流控芯片中, 可在一定程度上实现细胞内

特定核酸序列的定位检测. 由于FISH技术操作过程中

需要使用溶剂和热处理, Perez-Toralla等[105]
利用环烯

烃共聚物(cyclic olefin copolymers, COCs)热塑性材料

来制作微流控芯片. 该芯片可以对肿瘤细胞系的基因

突变、扩增等进行片上FISH分析, 实现基因的定量检

测和表征. Zhang等[106]
则是在单细胞阵列芯片中利用

FISH技术对细胞突起的核酸进行了定位检测, 验证了

细胞突起中RAB13 mRNAs的存在. 将FISH技术融合

到微流控芯片中可以节省FISH探针的使用量, 明显缩

短FISH的检测时间, 而且可以节省人工成本, 实现自

动化分析
[107]. 若可进一步实现原位FISH与其他分析

技术的联合检测将获取更多CTCs的细胞信息, 使检测

更有效灵敏.

3.3 细胞测序分析

分析单个CTCs的基因型和表型有助于更好地理

解肿瘤的生物学进化
[108], 深度DNA测序还可用于跟

踪细胞生长过程中的群体进化遗传异质性的改变
[109].

单细胞的mRNA谱分别受细胞分化阶段和环境等内外

因素的影响而变化, 转录组测序可以在基因表达水平

上对细胞异质性进行分析
[9]. 因此, 对单细胞进行

DNA或mRNA转录组测序可对细胞的遗传组成有更

全面的了解. 利用微流控技术可以实现单细胞的高通

量测序, 从而观察单细胞的遗传异质性.
单细胞测序主要利用特定引物结合单细胞内靶核

苷酸序列后进一步扩增获得测序文库, 继而对测序文

库进行测序获得单细胞序列信息
[91]. 由于服从泊松分

布规律, 微阵列沉降法的最终单细胞捕获效果并不理

表 2 单细胞分析方法总结

Table 2 Summary of single cell analysis

单细胞分析手段 检测意义 不足

酶学分析

可以单独研究单细胞的酶学活性, 分析结果有助于了
解细胞功能及其生理活性状态; 而且细胞内一些酶活
性的变化会导致细胞功能的改变从而促进肿瘤的转

移侵袭等表型改变

细胞捕获时需要保证细胞的活性

测序分析

对单细胞进行DNA或mRNA转录组测序可对细胞的
遗传组成有更全面的了解; 通过对单细胞测序的结果
分析可以获得单细胞的分化轨迹, 还可以帮助精确识
别关键的基因组或转录组的特征, 从而做到有效识别

肿瘤的存在

依赖前期测序文库的建立

基因突变分析
芯片内分析可节约分析时间, 结果易判断(荧光信号);
检测肿瘤细胞的突变有助于对肿瘤耐药以及治疗过

程监测等
只能针对已知突变分析

表观遗传学分析

DNA甲基化分析

基于微流控芯片的甲基化分析可以实现高通量分析
检测肿瘤等疾病中存在的DNA甲基化改变(甲基化增
强表达或丢失), 有利于理解肿瘤发生的分子机制以

及早期诊断, 还可以节约试剂成本

检测灵敏度受限

染色质分析

基于微流控技术的单细胞的染色质分析能够有针对
性地精准分析单个细胞的转录过程; 有助于了解细胞
的转录调控过程及转录活性以及细胞的基因调控机

制和细胞类型

灵敏度等受限

表型分析

细胞功能分析
基于微流控技术可以实现单细胞的功能分析, 能够检

测单细胞的细胞凋亡、增殖活性等
只能获得简单的表型结果

细胞培养分析
基于微流控技术的单细胞培养可以较好地隔离单个
细胞, 对单细胞状态进行分析, 对细胞的代谢状况追

踪以及不同细胞之间的相互作用的分析有益
细胞活性要求高, 培养环境严格

细胞蛋白分析
在肿瘤治疗耐药性、监测免疫反应和指导免疫治疗

以及高通量药物筛选方面具有指导意义

与酶学分析相似, 需要保证细胞的完整性
(细胞内蛋白); 如果检测分泌蛋白, 还需

保证细胞活性
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想, 相比于液滴微流控技术的单细胞测序灵敏度偏低.
将液滴微流控技术与单细胞DNA条形码技术相

结合, 并用于多种单细胞高通量的基因或转录组测序,
具有广阔的应用前景

[110,111](图4b). 目前这方面的研究

较多, 而且实验方案多种多样. 如图4c所示, 基于流体

动力差流阻力原理产生类液滴装置的单细胞捕获率可

达到90%, 回收率接近100%. 此法与CEL-seq、Drop-
seq、MARS-seq、SCRB-seq等测序方法相比具有较

高的灵敏度和准确性以及高通量的优势
[112].

多重置换扩增(multiple displacement amplification,
MDA)反应是一种依赖于随机引物以及Φ29DNA聚合

酶的高保真等温扩增技术, 可以得到高度均匀的扩增

产物，且普遍大于10 kb, 扩增完整性也较好，适用于

全基因组扩增 . Kim等
[113]

利用免疫亲和作用捕获

CTCs, 后经脉冲激光实现微结构表面的CTCs分离回

收, 将MDA与NGS (next-generation sequencing)测序技

术结合, 获得最终的测序分析结果. Gole等[114]
报道的

微孔置换扩增系统(microwell displacement amplifica-
tion system, MIDAS)弥补了MDA的不足. MIDAS是一

种高通量聚合酶克隆方法, 能够将单细胞随机分布到

数百至数千个纳升的微孔中, 同时高通量扩增其遗传

物质以用于细胞测序. 该方法减少了扩增偏差, 能够

以1~2 Mb的分辨率检测人类原代成熟神经元单拷贝

数变化, 有利于细胞群的基因组多样性分析.

3.4 细胞表观遗传学分析

在人体内, 不同种类的正常细胞DNA组成相同,
但是基因表达会存在差异. 这些基因表达的差异虽可

图 4 细胞分析方法. (a) 基因突变分析
[102]; (b, c) 细胞测序分析

[110,112]; (d) 细胞功能分析
[106] (网络版彩图)

Figure 4 Technologies for single cell analysis. (a) Mutation detection [102]; (b, c) single-cell sequencing [110,112]; (d) cell function testing [106]
(color online).
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通过有丝分裂得以保留, 在短期内是可遗传的, 但不涉

及DNA序列的改变 , 这种稳定的改变即“表观遗

传”[115]. 表观遗传学主要包括DNA甲基化、染色质活

性、基因组印记等. 虽然细胞的表观遗传学分析较为

成熟, 但普遍存在试剂昂贵、过程较为繁琐等缺点,
而微流控技术可在一定程度上克服这些缺点.

3.4.1 DNA甲基化分析

在肿瘤等疾病的发生中存在DNA甲基化程度的

改变(甲基化表达或丢失), 基于微流控技术的单细胞

DNA甲基化分析将有助于研究单细胞表观遗传学的

异质性, 对疾病的发生机制有更好的了解. 单细胞甲基

化限制性分析(single-cell restriction aanalysis of methy-
lation, SCRAM)结合了单细胞甲基化敏感的限制性内

切酶(methylation-sensitive restriction enzyme, MSRE)
酶切和多路复用微流控qPCR芯片, 可在48个单细胞中

确定高达24个位点的甲基化状态, 检测结果准确. 但该

方法只能区分以下两种情况: (1) 特定位点的所有等位

基因都是未完全甲基化的; (2) 至少有一个等位基因是

甲基化的
[116]. 另外, Ronen等[117]

使用DNA荧光探针以

及甲基化序列特异性的核酸内切酶消化方法对单细胞

的DNA甲基化酶活性检测, 可以实现数千个单细胞的

甲基化动态分析. 此外, 在微流控芯片中进行甲基化分

析可以明显减少试剂用量, 节约了试剂成本.

3.4.2 染色质分析

对染色体进行分析可以了解细胞的转录调控过程

及转录活性, 了解细胞的基因调控机制和细胞类型. 用
单细胞染色质活性表示细胞表观基因组亚群的方法,
通过ATAC-seq (assay for transposase-accessible chro-
matin using sequencing)法进行细胞表面标记的表达与

转录因子的可变性相关检测, 可用于识别细胞中功能

不同的亚群
[118]. dscATAC-seq (droplet single-cell assay

for transposase-accessible chromatin using sequencing)
平台利用微液滴封装TN5转座酶处理的单细胞开放染

色质和PCR试剂、结合引物的微珠, 然后进行PCR扩
增和测序实现高通量染色质可及性(chromatin accesi-
bility)的分析

[119]. 不仅可以利用转座酶对细胞进行可

及性染色质提取, 还可利用染色质沉淀将染色质分

离、与细胞mRNA联合检测等
[120].

除了直接对染色质可及性分析, 在微流控芯片中

还可实现染色质免疫沉淀分析. scChIP-seq (single-cell
chromatin immunoprecipitation followed by sequencing)
方法可以在单细胞分辨率下检测获得性三阴性乳腺肿

瘤化疗耐药性模型, 对组蛋白翻译后对染色质状态的

修饰进行染色质共沉淀分析, 可鉴定出细胞是否允许

转录(H3K4me3)或具有抑制性(H3K27me3)[121].

3.5 细胞表型分析

细胞表型主要包括细胞的凋亡、增殖、迁移、侵

袭等. 对细胞表型进行基于微流控技术的快速、有效

分析不仅能够节约试剂成本, 还有助于了解细胞的基

因表达差异、药物反应等.

3.5.1 细胞功能分析

细胞共培养模型有助于更好地理解体内不同细胞

间的相互作用. 当其与延时显微镜结合使用时, 可以分

析细胞的迁移行为, 进一步分析单个细胞间相互作用.
而与芯片分析结果相比, 利用FACS连续观察仅能得出

细胞群的平均值, 无法确定是否存在单个细胞在连续

不同的时间表现出的不同结果, 且不能保证细胞活

性
[122]. Wlodkowic等[77]

在实验中使用星形孢菌素

(staurosporine, STS)诱导肿瘤细胞的凋亡, 随后对细胞

凋亡进行定量分析, 这对于研究肿瘤细胞对抗癌药物

的反应具有重要价值. Wood等[90]
通过不同的DNA修

复酶判断不同的细胞损伤类型, 随后根据不同的细胞

修复时间、彗星尾巴长度等判断DNA损伤的程度, 最

终可以实现高通量检测DNA的损伤, 在流行病学和药

物筛选方面都具有研究潜力. 热塑性“片上胰岛”芯片

可同时实现16个胰岛细胞的单细胞物理诱捕. 当胰岛

细胞在受到不同浓度葡萄糖刺激后会分泌胰岛素. 为

了检测单细胞分泌的胰岛素含量和浓度, 主要利用过

量荧光标记的胰岛素来竞争性地结合芯片中加入的定

量胰岛素抗体, 从而根据最终的荧光强弱实现胰岛素

浓度的定量检测
[123]. 如图4d所示, PG-Chip (protru-

sion-generating chip)可以利用捕获器高通量捕获单个

乳腺癌细胞组成细胞阵列. 在对单细胞培养一段时间

后, 具有迁移能力的细胞便会形成细胞突起, 随后利

用激光捕获显微切割将细胞突起切割提取其mRNA,
在基因水平验证细胞的转移潜力, 并通过动物实验验

证转移的发生, 可用于多种细胞迁移侵袭能力的分

析
[106].
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3.5.2 细胞培养分析

对捕获的肿瘤细胞进行体外培养可以获得细胞的

代谢物质, 或通过不同类型细胞的共培养来研究细胞

之间的相互作用, 这对于细胞功能的检测十分有利.
细胞共培养可以研究体内周围基质细胞对肿瘤细

胞生长的影响, 比单细胞独立培养更具优势. 在每个微

孔的下游边缘带有缺口微通道的U型流体动力微捕获

器芯片, 可以高通量地捕获单细胞, 随后对细胞动力学

进行观察 , 并发现单细胞异质性是细胞的固有特

性
[124]. 在由内部悬浮培养室(单个肿瘤细胞)、外部附

着培养室(单个黏附的基质细胞)和狭窄连接通道组成

的芯片结构中进行细胞培养, 随后根据细胞计数和体

积的测量, 发现两种细胞共同培养后, 肿瘤细胞的增

殖明显加快、体积明显增大, 说明基质细胞可明显影

响肿瘤细胞的生长
[125]. 共培养装置利用两个互相连接

的微孔或小培养室将两种细胞分别捕获进行共培养,
这种装置的优势在于可以明显地观察肿瘤细胞增殖情

况, 但在培养过程中有可能存在交叉污染.
Chen等[126]

设计了一种更具有优势的装置, 细胞培

养液通过半透膜渗透进入培养层滋养细胞, 能够保证

持续的新鲜培养液供应. 在基质细胞与癌细胞共培养

期间, 癌细胞明显增殖加快, 比起单独培养时细胞数

量明显增加, 而且在共培养期间是依赖于不混溶的油

隔离技术, 以简单而稳定的方式实现稳定的通道隔离.
而在芯片细胞捕获培养的基础上, 利用激光对芯片表

面进行照射产生气泡从而使捕获的单细胞发生物理分

离回收, 相比于胰酶化细胞, 能更好地保留细胞活力和

膜蛋白并进行下游的基因分析
[15]. 此外, 还可以通过

控制环境因素研究其对细胞培养的影响.

3.5.3 细胞蛋白分析

细胞的蛋白分析主要包括一些膜表面蛋白、分泌

蛋白、细胞质内蛋白以及分泌的一些蛋白酶类, 也包

括细胞外囊泡中的蛋白(此处不做介绍). 蛋白表达能

够帮助理解细胞现实的状态, 单细胞蛋白分析在临床

应用广泛, 特别是在肿瘤学领域方面, 包括肿瘤治疗

耐药性、监测免疫反应和指导免疫治疗以及高通量药

物筛选方面
[127]. 这里着重介绍了细胞膜蛋白以及细胞

分泌蛋白的分析.
前文细胞亲和作用捕获中提到的细胞膜表面存在

多种特异性蛋白. 利用这些膜蛋白不仅可以对CTCs进
行捕获, 还可以对单细胞进行分析, 通过分析细胞表面

蛋白的表达量对肿瘤的严重程度做出判断. 现在使用

较多的分析方法是免疫荧光分析. Miyamoto等利用单

细胞免疫荧光分析对激素反应性前列腺癌的雄激素受

体信号做出了表征. 他们将两种荧光信号结合即PSA
(prostate-specific antigen)和PSMA (prostate-specific
membrane antigen)信号, 根据HB (herringbone-chip)芯
片

[21]
捕获的CTCs检测的不同荧光数据结果对前列腺

癌的状况做出判断
[128]. 目前大多采用免疫荧光染色的

方式对细胞蛋白进行染色从而对CTCs的数量进行检

测. 抗CK (cytokeratin)荧光抗体染色则主要针对肿瘤

细胞, 抗CD45荧光抗体染色主要针对全血中的白细

胞
[129,130], 但也包括一些肿瘤特异性抗原的免疫荧光染

色, 如针对乳腺癌细胞的HER2染色和胰腺癌细胞的

ZEB-1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1)染色
[26].

应用免疫荧光染色对细胞进行计数和形态学分析

是一种相对其他单细胞分析技术较为简单的方法, 因

此常被用来模拟全血进行细胞捕获时计算细胞回收

率. 在单细胞分析中荧光技术应用广泛, 现已开发了多

种荧光检测手段对细胞内的活性分子进行检测, 在其

他综述中也有总结
[131].

细胞的分泌蛋白检测与芯片内细胞培养有较多联

系, 上文中的细胞培养主要涉及单细胞之间的共培养.
而在分析单细胞分泌蛋白时, 则需要将单个细胞隔离,
对细胞在培养过程中分泌的蛋白进行收集并检测. 研

究者利用单细胞条形码芯片(single-cell barcode chip,
SCBC)对单细胞分泌的蛋白质进行了多重分析, 并对

单细胞分泌蛋白之间的相互作用和细胞信号相关通路

进行了探索
[132,133]. SCBC芯片对蛋白的分析原理主要

是通过在微腔阵列的表面修饰多种类型的蛋白抗体对

细胞分泌的蛋白进行捕获, 其后用荧光二抗对捕获的

细胞裂解释放的蛋白进行定量检测. 抗体是通过偶联

单链DNA片段后与芯片阵列表面互补的DNA单链结

合从而被间接修饰到芯片表面的. 由于芯片表面原先

修饰的单链DNA是无序且各不相同的(每个阵列), 使

得每个阵列中形成了DNA条形码, 在抗体结合之后便

转化成抗体条形码.在理论上该芯片可以检测30~40种
蛋白质, 主要取决于表面修饰抗体的类型. 此外, 利用

该芯片还可以观察细胞在培养期间的运动情况, 并可

以用作细胞表面蛋白分析. 该芯片技术的不足在于没
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有做到真正的单细胞分析, 仍会存在有多个细胞隔离

在一起的情况.

4 总结

微流控技术在CTCs异质性研究领域的应用潜力

和研究难度是并存的. 多年来, 液体活检中的CTCs分
析一直是肿瘤研究中的热点. 临床跟踪结果明确表明

CTCs与疾病的发生发展密切相关
[134]. CTCs可用于肿

瘤的预后复发检测, 其数量的改变还可以帮助评估早

期治疗效果并指导治疗中的患者分级
[135]. 但是, 将

CTCs用作肿瘤的早期诊断标志物尚有困难, 需要提高

CTCs捕获技术的灵敏度或增加采血量
[108]. 虽然针对

CTCs的捕获以及分析的方法层出不穷, 但是真正能够

实现在较少量的体液, 如血液中将CTCs识别且高效捕

获并进行后续分析仍然需要不断的探索. 大量研究工

作是在模拟全血中加入数量极多的CTCs去验证自身

方法的回收率和纯度, 在应对实际样本中极低含量的

无遗漏、高效率分析依然难度较大.
本文论及的CTCs捕获方法中, 在利用细胞表面标

志物进行亲和作用捕获时, 由于存在EMT或者外周血

细胞对CTCs的黏附包裹
[13]

等情况, 最终无法将全血中

的CTCs完全捕获, 这就造成了一定的假阴性率. 利用

尺寸等物理特性进行分离的方式在某些肿瘤中可能是

奏效的, 但是在一些已经报道的肿瘤中仍具有局限性.
因此, 只通过一种捕获方式对CTCs进行捕获难以满足

要求. 有一些研究者提出了将不同的方法结合起来, 如

将细胞尺寸特性与细胞变形性结合
[136]

或将尺寸与细

胞膜电容差异结合
[68], 但仍有一定的局限性. 我们需

要探索更加有效的方式对CTCs进行捕获. 研究者还需

要进一步探索如何能够实现更有效的CTCs富集分选,
将CTCs富集捕获技术与分析技术串联起来也十分有

必要, 以此可节省分析时间、分析成本,还可最大程度

地避免交叉污染.
在对细胞进行有效捕获后还需实现后续的有效分

析. 如何能够最大程度地利用捕获的CTCs是对于工作

者的挑战. 实现对稀有细胞的精准分析, 这对临床应用

是极有价值的. 此外, 由于CTCs存在细胞异质性, 含量

少、来之不易, 实现对捕获到的单个CTCs进行多重交

叉的分析以获得尽可能多且全面的细胞信息也是非常

有潜力的研究方向.
对单细胞进行分析的理想方法应遵循高通量和低

成本, 而传统的分析方法难以同时实现这两个要求
[98].

基于微流控技术进行单个CTCs分析的目的是实现低

成本、高效的单细胞捕获以及独立的下游多重分析.
然而, 如今大多数的微流控芯片装置高通量水平不足,
另外一些装置虽在理论上可以达到高通量但细胞捕获

效率较低. 现有的一些分析方法能够适应绝大部分细

胞检测的要求, 但测序过程中信号噪声的出现、荧光

分析中的背景干扰等均会对细胞检测有影响, 检测的

性能仍需要提高. 而单细胞检测芯片的集成可以简化

分析过程中繁琐的步骤, 并能够减少交叉污染. 因此,
探索基于微流控技术的高效富集和高效下游检测技术

的集成应用将是未来CTCs单细胞分析的重点.
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Abstract: Circulating tumor cells (CTCs) play a critical role in the fluid biopsy, which has great potential for the low-
invasive or even non-invasive analysis of tumor cells in body fluids. During the process of proliferation and metastasis,
variation among tumor cells frequently occurs, including gene mutations, proteomic and epigenetic changes, bringing in
great challenges to clinical diagnosis and treatment. Single CTCs analysis can reveal the intrinsic heterogeneity among
the tumor cells, which is significant for early cancer diagnosis, therapeutic response and prognosis prediction.
Microfluidic-based technologies for CTCs analysis have been considered as a skillful way because of its small size, easy
manipulation, low cost and so on. In this review, we mainly discuss the application of microfluidics involved single-cell
technology for providing novel insights into cellular heterogeneity and cancer evolution.

Keywords: circulating tumor cells, microfluidic technology, single cell capture, heterogeneity
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