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微流控芯片系统在循环肿瘤细胞分离检测中的应用进展
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摘要：循环肿瘤细胞（ＣＴＣｓ）的分离分析一直是肿瘤相关研究中的热点方向，作为液体活检的重要标志物之一，其
在外周血中的含量与癌症病发状况密切相关。 然而人体血液中 ＣＴＣｓ 的含量非常低，通常来说仅有 ０～ １０ 个 ／ ｍＬ，
因此在开展临床血液样本中 ＣＴＣｓ 的检测前，往往需要对样本进行前处理，以实现 ＣＴＣｓ 的分离和富集。 微流控芯

片技术凭借样品消耗少，分离效率高，易于自动化和集成化等特点，在 ＣＴＣｓ 分离分析研究中具有诸多优势。 近年

来，利用微流控芯片开展 ＣＴＣｓ 分离检测的研究进展迅速，多种技术原理和检测方法相继出现。 从技术原理角度进

行区分，可分为生物亲和法和物理筛选法。 生物亲和法主要依赖抗原抗体相互作用，或核酸适配体与靶标的特异

性结合，该方法选择性高，但效率和捕获率偏低。 物理筛选法则主要依据细胞本身的物理性质，诸如尺寸、密度和

介电性质等差异实现分离。 例如，可通过芯片微结构对 ＣＴＣｓ 进行阻隔或捕获，通过外加物理场（声、电、磁）辅助

分选，也可以利用微观尺度流体力学作用对混合细胞进行筛分。 物理筛选法一般通量较高，但往往分离纯度较低。
同时，利用微流控芯片的集成优势将两种方法相结合，往往能得到更好的分离效果。 除了以 ＣＴＣｓ 作为直接目标的

正向富集外，还可以采取反向富集的策略，通过将作为干扰项的白细胞等作为靶标进行选择性地去除，可以避免直

接筛选方式对 ＣＴＣｓ 细胞活性产生的影响。 该文概述性介绍了利用微流控芯片开展循环肿瘤细胞分离检测的技术

原理、芯片原位检测方法和研究进展，并结合现阶段存在的问题对其未来发展趋势予以展望。
关键词：微流控芯片；循环肿瘤细胞；分离检测
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　 　 作为液体活检的重要标志物之一，循环肿瘤细

胞（ＣＴＣｓ）在外周血中的含量可以用来辅助判断患

者的癌症病发状况［１－３］。 除此以外，ＣＴＣｓ 对于肿瘤

细胞转移行为等基础研究也具有非常重要的意

义［４，５］。 然而人体血液中的 ＣＴＣｓ 含量极其稀少，通
常仅有 ０ ～ １０ 个 ／ ｍＬ，与之相对，红细胞、白细胞和

血小板的含量则分别达到 ５ × １０９ 个 ／ ｍＬ、 ４ × １０６

个 ／ ｍＬ和 ３×１０８个 ／ ｍＬ，而且肿瘤细胞在转移过程中

可以通过上皮⁃间质转化（ＥＭＴ）和间质⁃上皮转化

（ＭＥＴ）来不断地改变自身的特征［６］。 正是由于其

稀缺性和异质性，以及血液中复杂基质的干扰，
ＣＴＣｓ 的精准检测成为巨大的难题。
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ＣＡＯ Ｒｏｎｇｋａｉ， ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎ， ＹＵ Ｈａｏ， ＱＩＮ Ｊｉａｎｈｕａ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ａ
ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｙｓｔｅｍ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（３）：２１３－２２３．

　 　 由于常规的光学分析手段在检出限和灵敏度上

均难以达到直接检测的要求，因此通常在进行外周

血中 ＣＴＣｓ 的检测之前，要通过一些样品前处理方

法来实现其分离和富集。 常采用的样品前处理方法

可以分为物理法和化学法［７］，物理法主要根据细胞

在物理特征上的差异来进行分离，例如膜过滤分

离［８－１０］和密度梯度离心［１１，１２］，就是分别依据细胞的

大小和密度来完成筛选。 化学法则主要依靠生物大

分子的特异性识别作用［１３－１５］，例如抗原抗体相互作

用，核酸适配体与靶标的选择性结合。
　 　 上述样品前处理方法虽然能够在不同程度上实

现 ＣＴＣｓ 的分离富集，但也存在着一定的缺陷。 由

于这些方法都是非连续性的，在吸附、洗脱和转移的

过程中难免会造成细胞的丢失，加之 ＣＴＣｓ 本身的

稀缺性，很容易导致假阴性结果的产生。 利用微流

控芯片功能集成的特点则可以很好地解决这一问

题，ＣＴＣｓ 的捕获、释放、计数及检测等操作均可在

芯片上完成，连续的自动化处理可以有效减少人为

误差的干扰［１６］。 此外，微流控芯片所需要的进样量

非常小，可以大大减少珍贵样品和试剂的消耗，降低

检测成本。 并且在微尺度下表面力的作用会明显放

大，可以有效提高物质混合和反应的效率，实现快速

高效的分离分析。 因此，近年来多项研究尝试利用

微流控芯片平台开展 ＣＴＣｓ 分离检测工作，取得了

良好的效果［１７］。 本文对微流控芯片技术用于 ＣＴＣｓ
分离检测的相关研究进展进行了综述，将采用的分

离方法主要分为物理筛选和生物亲和两大类，同时

囊括正向富集和反向富集两种策略。 此外，对于近

期发展的芯片原位检测 ＣＴＣｓ 新方法也进行了

介绍。
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１　 ＣＴＣｓ 分离芯片研究进展

　 　 作为商品化较为成功的 ＣＴＣｓ 分离检测系统，
强生公司的 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ 产品采用的是基于上皮细

胞黏附分子（ＥｐＣＡＭ）抗体特异性识别肿瘤细胞的

方法［１８］，类似的方法在 ＣＴＣｓ 分离芯片中也被广泛

使用，可以视作利用生物亲和作用进行 ＣＴＣｓ 分离

富集的代表。 另一方面，依据细胞在物理性质方面

的差异，无须生物标志物的条件下即可实现 ＣＴＣｓ
的筛选，其中有无外力介入的被动分离方法，例如利

用微尺度下流体力学中的惯性效应［１９－２１］ 和黏弹性

效应［２２，２３］来进行筛分。 也有外加物理场的主动分

离方法，诸如介电泳［２４－２６］、表面声波［２７，２８］ 和光镊技

术［２９］等。 除了直接对 ＣＴＣｓ 进行特异性识别实现

正向富集外，也可以通过选择性结合诸如白细胞等

干扰，再将其排除，从而达到反向富集的效果［３０－３２］。
１．１　 基于生物亲和作用的正向富集

　 　 由于利用 ＥｐＣＡＭ 抗体来特异性识别肿瘤细胞

的方法取得了不错的成效，许多研究者就采用该方

法构建微流控芯片来筛选 ＣＴＣｓ［３３－３５］。 通过将 Ｅｐ⁃
ＣＡＭ 抗体修饰在芯片通道表面上，即可利用抗原抗

体的结合作用来捕获 ＣＴＣｓ。 但由于微通道中的流

体通常呈低雷诺数的层流流动，物质的混合仅能依

靠横向扩散，且只有接触通道表面上的 ＣＴＣｓ 才可

能被捕获，扩散速率低和接触面积小的问题导致

ＣＴＣｓ 的净捕获率较低。
　 　 为了解决这些问题，一般采用在芯片上增加微

结构或对通道形状进行特殊设计的方法。 Ｓｔｏｔｔ
等［３６］设计了一种人字形脊芯片，即在芯片通道上表

面增添了长短臂交错的鱼骨状槽道。 根据流体力学

模拟，这种结构能够使流体通过沟槽附近时产生侧

向的二次流，由此引起的涡流可以明显增大混合效

率，促使细胞与通道及沟槽表面充分接触，从而提高

对 ＣＴＣｓ 的捕获率。 采用人字形脊芯片进行全血样

分析，在 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｈ 的流量下得到的 ＣＴＣｓ 加标回收

率为 ９１􀆰 ８％ ±５􀆰 ２％ （ｎ＝ ６），与直通道样式的芯片相

比有了显著的提高。 Ｓｕｎ 等［３７］ 采用微柱阵列结构

的芯片，构建流动域和捕获域的功能化分区，并在捕

获域微柱上修饰 ＥｐＣＡＭ 抗体，即便在整体流速较

高的情况下，依然能保证 ＣＴＣｓ 的高捕获率，大大提

高了芯片在实际应用时的通量。
　 　 然而芯片结构的改善涉及加工工艺的问题，对
于微结构和微槽道的精密刻蚀，需要昂贵设备与专

业技能的支持。 为了避开这一难题，同时又能保证

ＣＴＣｓ 的捕获率，以聚合物分子链或天然生物膜取

代微结构的方法被提出。 Ｙｕ 等［３８］ 采用静电纺丝技

术在玻璃芯片基底上制备了呈随机排列形貌的聚乳

酸⁃羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）纳米纤维（见图 １ａ），
ＰＬＧＡ 具有良好的生物相容性，利用其带有末端羟

基的性质，可以很方便地通过缩合反应连接上生物

素，再借助生物素与亲和素的相互作用，即可修饰上

ＥｐＣＡＭ 抗体。 随机排列的 ＰＬＧＡ 纳米纤维构成了

复杂的网状结构，不仅可以有效防止因直接碰触通

道表面而导致的非特异性吸附，也大大提高了反应

接触面积，从而增加了 ＣＴＣｓ 的净捕获率。 通过加

标回收的方式，测得该芯片对人体全血样本中

ＣＴＣｓ 的捕获率可达到 ９０％。 Ｊａｎ 等［３９］ 利用相似原

理，采用修饰有抗体的杂化硅纳米线结构来捕获

ＣＴＣｓ，并先后结合激光捕获显微分离技术、温度控

制及免疫竞争等方法研发了 ４ 代 ＣＴＣｓ 分离芯片，
实现了 ＣＴＣｓ 捕获后的单细胞分析和可控释放。
Ｓｕｎ 等［４０］则以带有目标肿瘤细胞印迹的聚二甲基

硅氧烷（ＰＤＭＳ） 膜为模板，通过在印迹区域修饰

ＥｐＣＡＭ 抗体来捕获目标 ＣＴＣｓ（见图 １ｂ），细胞印

迹的引入可以提高捕获的特异性，减少假阳性结果

的产生，改变印迹数目还可以控制芯片的捕获容量。
Ｗｕ 等［４１］采用 ＥｐＣＡＭ 适配体功能化的白细胞纳米

囊泡来修饰芯片，构建了多价纳米流体界面（见图

１ｃ），相较于普通的适配体功能化芯片，不仅捕获效

率提高了 ７ 倍，而且由于天然生物膜可减少对血细

胞的非特异性吸附，捕获纯度也显著提升。 Ｃｈｅｎｇ
等［４２］将带有金纳米颗粒涂层的 ３Ｄ 导电支架集成

在微流控芯片中，Ａｕ⁃Ｓ 作用便于抗体功能化修饰和

电化学释放，支架的大孔结构可以促进流体混合，高
密度的纳米金颗粒界面则能够提高与细胞的相互作

用。 该系统不仅能够可逆捕获 ／释放 ＣＴＣｓ，还可以

通过非特异性吸附损耗白细胞，提高回收的 ＣＴＣｓ
纯度。
　 　 然而单纯依赖 ＥｐＣＡＭ 抗体的特异性识别作用

来进行 ＣＴＣｓ 捕获具有一个较大的缺陷，由于高度

转移性的 ＣＴＣｓ 可能经历上皮⁃间质转化，引发 Ｅｐ⁃
ＣＡＭ 表达明显下调，最终导致这部分 ＣＴＣｓ 被忽

略，从而产生假阴性结果。 Ｌｉａｏ 等［４３］为了精确筛选

出这部分 ＥｐＣＡＭ 表达下调的 ＣＴＣｓ，结合免疫捕获

芯片和光诱导介电泳（ＯＤＥＰ）技术进行了实验探

究。 首先采用 ＥｐＣＡＭ 抗体来标记肿瘤细胞、ＣＤ４５
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抗体标记白细胞以及钙黄绿素乙酰氧基甲酯（Ｃａｌ⁃
ｃｅｉｎ ＡＭ）标记所有活细胞，则正常的 ＣＴＣｓ 表达为

Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭｐｏｓ ／ ＥｐＣＡＭｐｏｓ，干扰最大的白细胞表达

为 Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭｐｏｓ ／ ＣＤ４５ｐｏｓ，经历了 ＥＭＴ 的 ＣＴＣｓ 表

达为 ＣＤ４５ｎｅｇ ／ ＥｐＣＡＭｎｅｇ。 然后利用 ＯＤＥＰ 技术，根
据荧光显色情况的差异，即可在芯片主干通路与分

支通路的交叉口实现 ＣＤ４５ｎｅｇ ／ ＥｐＣＡＭｎｅｇ细胞的分

选，且分离纯度高达 １００％。 该方法不仅可以用于捕

获因经历过 ＥＭＴ 而被遗漏的 ＣＴＣｓ，同时也为研究

低 ＥｐＣＡＭ 表达的肿瘤细胞提供了有效的手段。
Ｗｕ 等［４４］ 在 ＰＬＧＡ 纤 维 化 基 底 上 同 时 修 饰 了

ＥｐＣＡＭ和 Ｎ⁃钙黏蛋白两种适配体，在确保捕获

ＥｐＣＡＭ表达正常的 ＣＴＣｓ 同时，也能够减少 Ｅｐ⁃
ＣＡＭ 低表达 ＣＴＣｓ 的遗漏，可以提高整体捕获率并

减少假阴性结果的产生。

图 １　 基于生物亲和原理的循环肿瘤细胞分离芯片
Ｆｉｇ． １　 Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｆｏｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （ＣＴＣｓ） ｗｉｔｈ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ⁃ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ

　 ａ． ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｗｉｔｈ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ （ＥｐＣＡＭ） ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ［３８］ ； ｂ． ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｗｉｔｈ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ⁃
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ［４０］ ； ｃ． ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｗｉｔｈ ｆｌｕｉｄｉｃ ｍｕｌｔｉｖａｌｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｎａｎｏｉｎｔｅｒｆａｃｅ［４１］ ．
　 ＰＬＧＡ： ｐｏｌｙ ｌａｃｔｉｃ⁃ｃｏ⁃ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ＰＥＧ： ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ； ＣｅｌｌＲｅＰＤＭＳ： ｃｅｌｌ⁃ｒｅｐｌｉｃａｔｅｄ ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ； ＰＢＭＣ： ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ．

１．２　 基于物理筛选方法的正向富集

　 　 物理筛选法依据的主要是细胞本身物理性质的

差异，相较于生物亲和法而言，实验操作往往更加简

单，无须进行化学修饰和生物标记，因此对细胞活性

影响较小。 效仿宏观体系下的物理分离方法，微流

控芯片上的物理筛选法通常依赖于外加物理场的诱

导，或是直接依据孔筛原理利用细胞大小差异来分

离。 Ｊａｈａｎｇｉｒｉ 等［４５］依据不同种细胞间电极化常数

的差异，通过在芯片上施加低频交流电场，完成了对

不同种乳腺癌 ＣＴＣｓ 和血细胞的分离。 Ｇａｓｃｏｙｎｅ
等［４６］则在外加交流电场的条件下，利用介电场流分

离（ｄｅｐＦＦＦ）的方法对血液中的 ＣＴＣｓ 进行分离筛

选，依据细胞介电特性等的差异实现了 ＣＴＣｓ 的富

集，细胞捕获率超过 ９０％，且对 １０ ｍＬ 的临床样本

进行处理仅需 １５ ｍｉｎ，分离效率远高于生物亲和

法。 Ｗｕ 等［４７］ 利用表面声波分离原理，通过外加声

场和表面声波传感器，依据大小、密度和形状不同的

细胞在驻波场中的排列分离，实现了外周血中

ＣＴＣｓ 的分选（见图 ２ａ），在 ７􀆰 ５ ｍＬ ／ ｈ 的通量下可

得到 ８６％ 以上的回收率。
　 　 然而外加场源在芯片上的集成化是比较困难

的，因此 Ｌｉｎ 等［４８］根据孔筛过滤原理设计了一种非

常简单的 ＣＴＣｓ 分离芯片。 通过调控滤孔的大小，
依据细胞尺寸的差异即可完成 ＣＴＣｓ 的分离，实验

所得回收率超过 ９０％。 Ｃｈｅｎ 等［４９］基于仿生脾窦微

结构构建了孔筛式芯片系统，裂隙结构的滤孔相对

于传统的圆形结构具有更低的流动阻力，通过流速

和狭缝宽度的优化，可以在实现高效分离的同时，保
证 ＣＴＣｓ 的高细胞活性。 但是由于白细胞与 ＣＴＣｓ
在大小上基本相当，该方法筛选精度较低，可能产生

假阳性结果。 此外，在细胞流动通路上设置滤孔容
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易因堵塞导致负压增大，从而影响分离效率。 为了

解决上述问题，同时保留方法的便利性，研究人员对

依据细胞尺寸实现 ＣＴＣｓ 筛选的方法进行了优化，
将起过滤作用的微柱结构或捕获腔室设置在侧向，
来避免由于细胞堵塞所引起的主干通路负压过大的

问题。 Ｒｅｎ 等［５０］ 依据细胞尺寸和变形性的差异设

计了一种高通量的 ＣＴＣｓ 捕获芯片（见图 ２ｂ）。 该

芯片具有多条通道，且通道间由多排微型收缩管相

连通，微型收缩管中有依据 ＣＴＣｓ 尺寸设计的捕获

腔。 血液在流经主通道与微型收缩管交汇处时，由
于表面张力所产生的毛细作用会驱使流体通过收缩

管，此时 ＣＴＣｓ 会被困在捕获腔中，血液中其他组分

则能顺利通过，继而进入相邻通道。 为了保证较高

的 ＣＴＣｓ 捕获率，该过程可在多条通道间重复进行。
采用该芯片对每毫升含有 ５０ 个前列腺癌细胞的小

鼠全血样品进行处理，当通道数达到 ６ 条时，ＣＴＣｓ
捕获率可超过 ９５％。 Ｌｉｕ 等［５１］将过滤的概念与确定

性侧向位移原理（ＤＬＤ）相结合，设计了级联 ＤＬＤ
微柱阵列芯片，能够在 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的高通量下实现

９６％ 的 ＣＴＣｓ 回收率，同时能够剔除 ９９􀆰 ９９％ 的白

细胞。

图 ２　 基于物理筛选方法的循环肿瘤细胞分离芯片
Ｆｉｇ． ２　 Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｆｏｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ⁃ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ

　 ａ． ａｃｏｕｓｔｉｃ ＣＴＣ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ［４７］ ； ｂ． ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ｓｉｚｅ⁃ｂａｓｅｄ ｃｈｉｐ［５０］ ； ｃ． ｉｎｅｒｔｉａｌ ｆｏｒｃｅ⁃ｂａｓｅｄ ｓｔｒａｉｇｈｔ ｃｈｉｐ［５２］ ．
　 ＷＢＣ： ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ； ＳＡＷ： ｓｕｒｆａｃｅ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｗａｖｅ； ＰＤＭＳ： ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ．

　 　 依据细胞尺寸进行 ＣＴＣｓ 筛选的芯片中通常会

有许多起物理阻隔作用的微结构，这些精密结构的

加工往往是比较困难的。 随着微尺度下流体力学理

论的发展，基于微流体中颗粒运动规律的研究，出现

了无须任何微结构，仅仅通过对流体的调控便可实

现 ＣＴＣｓ 分离富集的方法。 Ｋｕｌａｓｉｎｇｈｅ 等［５２］ 依据

微尺度下的惯性效应设计了一种结构十分简单的方

形通道芯片（见图 ２ｃ）。 在方形管道中由于 Ｄｅａｎ
涡与惯性升力的共同作用，在管道长边中点附近会

产生平衡位点，直径大的细胞会优先在该位点中心

聚集。 因此 ＣＴＣｓ 会富集在靠近通道中心处，其他

组分则排布在外侧。 该芯片中没有微结构或捕获腔

来增加负压，因此在处理通量上能有更高的突破，此
外，由于无任何其他外部作用的影响，细胞能够更好

地保留其生理活性和形态特征。 Ｌｉｍ 等［５３］ 同样依

据惯性效应，通过在 Ｔ 形通道处引入切向流，筛去

靠近管壁侧的血细胞，从而实现 ＣＴＣｓ 的分离。
Ｚｈａｎｇ 等［５４］与 Ｔｉａｎ 等［５５］则利用非牛顿流体中的黏

弹性效应完成了对 ＣＴＣｓ 的分选，当采用低黏度、无
剪切稀化的流体时可达到与惯性效应相近的效果。
而且该方法的理论汇聚模式较为简单，便于进行更
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为准确的数值模拟分析。 Ｚｈｕ 等［５６］ 以聚合物薄膜

为材料，通过拼图技术构建了梯形通道的螺旋状微

流控芯片，利用梯形通道中的惯性力和 Ｄｅａｎ 涡流

综合作用，可以在 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的高通量下实现 ＣＴＣｓ
的分选，实验回收率为 ９０％ ～ ９４％。 Ｌｕ 等［５７］ 设计的

微流控芯片系统将微尺度流体力学和孔筛原理相结

合，先通过惯性效应完成对血细胞的初步分离，再利

用三角微柱阵列实现对 ＣＴＣｓ 的捕获，该方法在保

证 ９４􀆰 ８％ 的高捕获率的基础上，通量可以达到 ４０
ｍＬ ／ ｈ。
　 　 上述 ＣＴＣｓ 分离芯片大都只关注于单个细胞，
并没有针对 ＣＴＣｓ 簇设计专门的选择性分离方法。
考虑到 ＣＴＣｓ 簇的研究对于肿瘤学也具有非常重要

的意义，Ｓａｒｉｏｇｌｕ 等［５８］设计了含有三角形微柱结构

的芯片对 ＣＴＣｓ 簇进行高精度分选。 当 ＣＴＣｓ 簇流

经三角微柱时，由于胞间连接作用会在其顶点处被

捕获，单个细胞则会直接沿着微柱侧腰面通过，该方

法要求流速不能过高，否则较大的剪切力会破坏

ＣＴＣｓ 簇的结构致使捕获失败。 采用该芯片对实际

样品进行分离，确定了 ＣＴＣｓ 簇的异质性，并发现其

中可能含有肿瘤相关巨噬细胞（ＴＡＭｓ），该发现对

ＴＡＭｓ 与 ＣＴＣｓ 间相互作用的研究具有重要意义。

图 ３　 基于综合作用的循环肿瘤细胞分离芯片
Ｆｉｇ． ３　 Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｆｏｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ

　 ａ． ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｌａｔｅｒａｌ ｆｉｌｔｅｒ ａｒｒａｙｓ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ［６２］ ； ｂ． ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ⁃ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｆｉｌｔｅｒ ｃｈｉｐ ｗｉｔｈ
ｉｎｅｒｔｉａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｗ［６３］ ； ｃ． ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｓｔｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ （ＤＬＤ） ⁃ｐａｔｔｅｒｎｅｄ ｃｈｉｐ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｖａｌｅｎｔ ａｐｔａｍｅｒ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅｓ［６５］ ．
　 ＡＰ： ａｐｔａｍｅｒ； ＧＳＨ： ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ．

１．３　 生物亲和与物理筛选相结合的正向富集

　 　 总体而言，基于生物亲和作用和物理筛选方法

的 ＣＴＣｓ 分离芯片各有其优势。 前者选择特异性更

强，后者分离效率更高。 同时二者也都存在不足之

处，例如生物亲和法依赖于外源性标记，往往会影响

ＣＴＣｓ 细胞活性，物理筛选法分离精度较低，容易产

生假阳性结果。 因此研究人员尝试将两种方法相结

合［５９－６１］，取长补短以实现更好的分离效果。 Ｃｈｅｎ
等［６２］采用侧向微柱阵列结构的芯片，在微柱上修饰

了 ＥｐＣＡＭ 抗体，结合孔筛原理与免疫亲和作用来

提高 ＣＴＣｓ 的捕获效率，同时由于主流场方向无阻

塞，可以保证较高的通量（见图 ３ａ）。 Ｓｕ 等［６３］ 利用

相同的原理，在此基础上引入表面功能化修饰的氧

化锌微球，大大提高了有效捕获面积（见图 ３ｂ）。 相

似地，Ｃｈｅｎ 等［６４］ 先利用修饰了 ＥｐＣＡＭ 抗体的磁

珠去特异性结合 ＣＴＣｓ，再让样品流经椭圆微柱阵

列区，吸附了磁珠的 ＣＴＣｓ 变形性减弱，且由于外加

磁场的作用不能通过窄间隙阵列，从而达到分离效

果。 利用该方法对 １１ 例不同癌症临床样本进行分

析，捕获率超过 ９０％，且即便在高流速下，细胞存活

率也能达到 ９６％。 Ｓｏｎｇ 等［６５］ 则结合确定性侧向位

移原理设计了多价核酸适配体纳米微球 （ＡｕＮＰ⁃
ＳＹＬ３Ｃ）修饰的芯片（见图 ３ｃ），尺寸和弹性不同的

细胞在流经转角三角形微柱阵列区时，会因与微柱

的碰撞选择不同的路径，通过调控微柱大小和间距，
可使 ＣＴＣｓ 碰撞微柱时产生侧向位移，其他血细胞

则沿原路径流出。 此外， 微柱上修饰有 ＡｕＮＰ⁃
ＳＹＬ３Ｃ，通过核酸适配体多价效应可以大大增强结
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合力，从而显著提高对 ＣＴＣｓ 的捕获性能，与单价核

酸适配体修饰芯片相比，该方法的捕获效率提高了

３ 倍以上。
１．４　 反向富集

　 　 由于白细胞与 ＣＴＣｓ 在尺寸上差别不大，在对

血液中的 ＣＴＣｓ 进行分选时，白细胞往往是干扰最

大的因素。 因此可以通过选择性分离白细胞，以达

到 ＣＴＣｓ 富集的目的，也就是反向富集。 采用反向

富集的策略不仅能有效实现 ＣＴＣｓ 的分离，而且对

于因 ＥＭＴ 导致 ＥｐＣＡＭ 表达下调的 ＣＴＣｓ，甚至于

非上皮性肿瘤细胞都可进行富集，同时也能够避免

直接标记对 ＣＴＣｓ 细胞活性产生影响。 Ｃｈｕ 等［６６］

利用 ３Ｄ 打印构建了功能化分区的微流控系统（见

图 ４　 基于反向富集策略的循环肿瘤细胞分离芯片
Ｆｉｇ． ４　 Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｆｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ

　 ａ． ３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏｃａｐｔｕｒｅ ｃｈａｎｎｅｌｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ［６６］ ； ｂ． ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＬＤ
ａｒｒａｙｓ ａｎｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄ［６８］ ； ｃ． ＣＤ４５ ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｂａｓｅｄ ＭＡＣＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｅｒｔｉａｌ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｃｈｉｐ［６９］ ．
　 ＭＡＣＳ： ｍａｇｎｅｔｉｃ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ； ＲＢＣ： ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ； ＰＬＴ： ｐｌａｔｅｌｅｔ．

图 ４ａ），血液样本先流经修饰有 ＣＤ４５ 抗体的免疫

捕获区，选择性筛去白细胞，再通过 ３ μｍ 孔径的滤

膜，除去小体积的红细胞和血小板，从而实现 ＣＴＣｓ
的分离。 Ｋａｒａｂａｃａｋ 等［６７］ 设计了集成双芯片的分

离体系，先通过 ＤＬＤ 和惯性效应两种物理筛选法将

白细胞和 ＣＴＣｓ 从血液中快速分离出来，再用修饰

了 ＣＤ４５ 和 ＣＤ６６ｂ 复合抗体的磁珠来选择性结合

白细胞，继而在外加磁场的诱导下实现白细胞与

ＣＴＣｓ 的精确筛分。 该方法在保证高 ＣＴＣｓ 捕获率

的情况下，还能达到较高通量，处理 ８ ｍＬ 血液样本

仅需 ２ ｈ。 Ｗａｎｇ 等［６８］ 采用了相似的 ＤＬＤ⁃ＭＡＣＳ
（免疫磁珠分选）方法（见图 ４ｂ）对肝癌患者临床样

本进行分析，在 ６０ μＬ ／ ｍｉｎ 的流量下得到 ＣＴＣｓ 的

捕获率为 ８５􀆰 １％ ± ３􀆰 ２％，且实验表明该方法对于

ＥｐＣＡＭ 低表达的肿瘤细胞依然有很好的分离效

果。 Ｍｉｓｈｒａ 等［６９］设计的 ＣＴＣ 分离芯片将免疫磁分

选与惯性效应相结合（见图 ４ｃ），利用修饰多种抗体

的免疫磁珠来标记白细胞，在外加强磁场和流体调

控下可以实现 ＣＴＣｓ 和白细胞的高效分离，该芯片

对 ＣＴＣｓ 的富集作用可以达到 １０５ 倍，通量高达 １６８
ｍＬ ／ ｈ。 基于微流控技术的各种 ＣＴＣｓ 分离方法汇

总详见表 １。

２　 芯片原位 ＣＴＣｓ 检测

　 　 对于 ＣＴＣｓ 的检测，通常采取先进行细胞染色，
再用荧光显微镜观察的方法［７０］，但该方法在灵敏度

上有待提高，且重现性较差，需要手动操作和人工计

数。 近年来研究人员对芯片上的 ＣＴＣｓ 成像分析方

法进 行 了 优 化 改 良， Ｐａｈａｔｔｕｇｅ 等［７１］ 研 发 的

ＳＭＡＲＴ⁃Ｃｈｉｐ 将 ＣＴＣｓ 分选、细胞计数和免疫荧光

成像模块集成于一体，实现了对血液中 ＣＴＣｓ 分离
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检测的全自动化操作，避免了人为干扰。 Ｌｅｅ 等［７２］

则通过多通道荧光成像，同时表征 ＣＴＣｓ 上的雌激

素受体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）和人类表皮生长因

子受体 ２（ＨＥＲ２）表达状况，完成对乳腺癌的快速诊

断和分型。 Ｗａｎｇ 等［７３］ 在集成化的 ＣＴＣｓ 分离、免
疫荧光染色和成像系统中引入了气体驱动装置，大
大缩减了时间和试剂的消耗，能够在 ９０ ｍｉｎ 内实现

ＣＴＣｓ 的捕获和识别。 Ｓｈｉ 等［７４］ 在集成化的微流控

系统中实现了 ＣＴＣｓ 的单细胞分离和免疫染色鉴

定，以及细胞的裂解和单细胞内容物的靶向收集，不
仅在单细胞水平上完成了 ＣＴＣｓ 的检测，还为后续

的单细胞 ＲＮＡ 测序奠定了坚实的基础。 Ｗａｎｇ
等［７５］反其道而行之，采用修饰 ＣＤ４５ 抗体的免疫微

球来标记白细胞，通过楔形芯片完成血细胞初步分

选后，可在明场显微成像下直接区分出 ＣＴＣｓ 并通

过图像处理软件实现自动计数。

表 １　 基于微流控技术的循环肿瘤细胞分离方法
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｓａｍｐｌｅ
Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ／

（ｍＬ ／ ｈ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

ｏｆ ＷＢＣｓ ／ ％
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ／

％
Ｒｅｆ．

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ⁃ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ
　 Ａｎｔｉｇｅｎ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ＰＣ３ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ １．２ ～９２ １４ （ｐｕｒｉｔｙ） ～９５ ［３６］
　 Ａｐｔａｍｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｎａｎｏｉｎｔｅｒｆａｃｅ Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｉｎ ｂｕｆｆｅｒ ０．３５ ～９１ ＞９９．９ ～９８ ［４１］
　 Ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏａｔｅｄ ３Ｄ ｓｃａｆｆｏｌｄ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＷＢＣｓ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ６ ～９３ Ｎ ／ Ａ ～９１ ［４２］

ｉｎ ＰＢＳ
Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ⁃ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ
　 Ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄ⁃ｆｌｏｗ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ ａｎｄ ＰＢＭＮ ｃｅｌｌｓ ９０ ～９２ ＞９５ ～９０ ［４６］
　 ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｉｎ ｂｕｆｆｅｒ
　 Ｓｕｒｆａｃｅ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｗａｖｅ Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＷＢＣｓ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ７．５ ＞８６ ＞９７ Ｎ ／ Ａ ［４７］

ｉｎ ＰＢＳ
　 Ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｄｉｌｕｔｅｄ ３０ ～９０ ＞４５ （ｐｕｒｉｔｙ） ～９１ ［４９］

ｂｌｏｏｄ
　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｓｔｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ Ａ５４９ ａｎｄ Ｋ５６２ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ６０ ＞９６ ＞９９．９９ ＞９８ ［５１］

ｄｉｌｕｔｅｄ ｂｌｏｏｄ
　 Ｉｎｅｒｔｉａｌ ｆｏｃｕｓｉｎｇ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｌｙｓｅｄ ｂｌｏｏｄ １８０ ～９４ ～７９ （ｐｕｒｉｔｙ） Ｎ ／ Ａ ［５６］
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ
　 Ｌａｔｅｒａｌ ｆｉｌｔｅｒ ａｒｒａｙｓ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ Ｌ３．６ｐｌ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｄｉｌｕｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ３．６ ～９５ ＞９９．５ ～８４ ［６２］
　 Ｉｍｍｕｎｏｂｅａｄｓ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｆｉｌｔｅｒ ｃｈｉｐ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｌｙｓｅｄ ｗｈｏｌｅ ３ ＞８５ ～４０ （ｐｕｒｉｔｙ） Ｎ ／ Ａ ［６３］
　 ｗｉｔｈ ｉｎｅｒｔｉａｌ ｆｌｏｗ ｂｌｏｏｄ
　 Ｍｕｌｔｉｖａｌｅｎｔ ａｐｔａｍｅｒ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＤＬＤ⁃ａｒｒａｙ Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ １ ～８４ ～９９．９９ ～９６ ［６５］
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ
　 Ｉｍｍｕｎｏｃａｐｔｕｒｅ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｗｉｔｈ Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ０．５ ＞９０ ～９６ ＞９０ ［６６］
　 ｍｉｃｒｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
　 ＤＬＤ ａｒｒａｙｓ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＡＣＳ Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ８ ～９７ ＞９９．９ Ｎ ／ Ａ ［６７］
　 ａｎｄ ｉｎｅｒｔｉａｌ ｆｏｃｕｓｉｎｇ
　 ＭＡＣＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｅｒｔｉａｌ ｆｏｃｕｓｉｎｇ Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ １６８ ～８６ ～９９．９７ Ｎ ／ Ａ ［６９］

　 Ｎ ／ Ａ： ｎｏｔ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ．

　 　 此外，以荧光光谱为代表，一些常见的光谱检测

手段也被广泛应用在芯片上 ＣＴＣｓ 的检测中。 Ｗｕ
等［７６］用同时负载有抗体和荧光编码的磁性纳米颗

粒来标记 ＣＴＣｓ 上的靶标蛋白，在外加磁场下利用

芯片捕获 ＣＴＣｓ，并能通过荧光强度完成对单个

ＣＴＣ 上表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）、ＨＥＲ２ 和 Ｅｐ⁃
ＣＡＭ 含量的表征（见图 ５ａ）。 Ｄｈａｒ 等［７７］ 通过液滴

微流控技术，将惯性涡流分离后得到的 ＣＴＣｓ 包裹

在含有基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）反应体系的液滴中，
由于目标 ＣＴＣｓ 具有很高的 ＭＭＰ 反应活性，可由

该酶促反应体系产生的共振荧光转移现象来实现对

ＣＴＣｓ 的检测和计数。 Ｓｈｅｎ 等［７８］ 设计了一种以金

膜为基底的芯片，通过免疫磁性分离的方法对

ＣＴＣｓ 进行分选，之后采用基于表面等离子共振的

近红外荧光法实现对 ＣＴＣｓ 的观察和检测，由于近

红外区生物样品基体光吸收和自发荧光强度很小，
且表面等离子体共振效应大大增强了荧光信号强

度，该方法的检测灵敏度与普通的荧光分析方法相

比提高了近 １０ 倍。 Ｃｈｏ 等［７９］采用修饰有抗体和拉

曼信号分子的金纳米颗粒来标记 ＣＴＣｓ，通过表面

增强拉曼技术即可对芯片上被捕获的 ＣＴＣｓ 进行原

位表征和检测。 该方法不仅具有高灵敏度，还可以
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依据拉曼信号峰的差异区分普通的 ＣＴＣｓ 以及循环

肿瘤干细胞（ＣＣＳＣｓ）。 Ｒｅｚａ 等［８０］结合表面增强拉

曼和微流控技术，在单细胞水平上实现了对 ＣＴＣｓ
多种蛋白标志物的原位动态监测，ＣＴＣｓ 在蛋白表

达水平上的异质性能够反映更多的关键信息，为癌

症临床诊断和治疗提供判断依据。
　 　 除了光学分析方法外，研究人员通过使用传感

元件实现了 ＣＴＣｓ 芯片检测结果的数字化直读或可

视化分析。 Ｃｈｅｎ 等［８１］ 以具有高电子迁移率的 Ａｌ⁃
ＧａＮ ／ ＧａＮ 为材料制作场效应晶体管（ＦＥＴｓ），在芯

片上设置 ＦＥＴｓ 传感器阵列，并在其表面修饰上特

异性识别 ＥｐＣＡＭ 的核酸适配体，从而实现了 ＣＴＣｓ
的连续捕获和计数。 ＦＥＴｓ 的高跨导增益使得该生

物电子传感器具有很高的检测灵敏度，实验表明该

方法能够在较宽的动态范围内实现 ＣＴＣｓ 的快速自

动化检测，并能够提供准确的细胞计数数据。 Ｇａｏ
等［８２］将采用复合免疫磁珠进行筛选的 ＣＴＣｓ 芯片

与液滴数字 ＰＣＲ 芯片相结合，通过 ＰＣＲ 扩增来提

高检测的灵敏度。 Ａｂａｔｅ 等［８３］ 在待测血样中加入

修饰有核酸适配体的铂纳米粒子（ＰｔＮＰｓ），通过免

疫磁性分离得到结合有 ＰｔＮＰｓ 的目标 ＣＴＣｓ，将其

引入预载有 Ｈ２Ｏ２ 和染料的检测芯片中，由于 Ｐｔ 可
以催化 Ｈ２Ｏ２ 的分解，产生的氧气会导致染料液柱

的上升，根据液柱高度可以判断血液中 ＣＴＣｓ 的含

量（见图 ５ｂ）。 Ｊｉａｎ 等［８４］用修饰有葡萄糖氧化酶的

磁性 ＭＯＦ 纳米颗粒来标记 ＣＴＣｓ，芯片上的 ＴｉＯ２

纳米管阵列借由磁力完成对 ＣＴＣｓ 的捕获后，通过

ＴｉＯ２ 的光催化作用将 ＭＯＦ 中的 Ｆｅ２＋ ／ Ｆｅ３＋ 还原为

Ｆｅ０，利用微分脉冲伏安法得到电化学信号，即可实

现 ＣＴＣｓ 的定量检测（见图 ５ｃ）。

图 ５　 芯片原位检测循环肿瘤细胞方法
Ｆｉｇ． ５　 Ｏｎ⁃ｃｈｉｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ

　 ａ． ｏｐｔｉｃａｌｌｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ＣＴＣ ｏｎ ｃｈｉｐ［７６］ ； ｂ． ｖｉｓｕａｌ ｑｕａｎｔｉｆｉａｂｌｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣｓ ｉｎ ａ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｂａｒ⁃ｃｈａｒｔ ｃｈｉｐ［８３］ ；
ｃ． ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ ｉｏｎｓ ｌｅａｋｉｎｇ ｆｒｏｍ ＣＴＣｓ ｂｙ ＤＰＶ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ［８４］ ．
　 ＢＴＣ： ｂｉｓ（ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ） ｃａｒｂｏｎａｔｅ； ｍａｇＭＯＦ： ｍａｇｎｅｔｉｃ ｍｅｔａｌ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ； ＦＩＴＣ⁃ＧＯＤ： ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ
ｏｘｉｄａｓｅ； ＣＢ： ｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂａｎｄ； ＶＢ： ｖａｌｅｎｃｅ ｂａｎｄ．

３　 总结与展望

　 　 本文对 ＣＴＣｓ 分离微流控芯片的技术原理、分
离策略和研究进展进行了综述。 其技术原理主要分

为物理筛选和生物亲和两大类，分离策略分为正向

富集和反向富集两个方向。 同时，介绍了 ＣＴＣｓ 芯

片原位检测的主要技术方法和优化策略。 随着微流

控芯片技术的快速发展，其微尺度流体操控、微结构

加工和集成传感检测能力得到极大提升，进一步推

动了 ＣＴＣｓ 分离微流控芯片技术的发展。 多项研究

显示，以微流控芯片为平台来分离检测外周血中的

ＣＴＣｓ，可以充分发挥芯片本身微量、高效、易于自动

化和集成化的优势，最终实现对临床血液中 ＣＴＣｓ
的快速精准分析，在肿瘤早期诊断、复发与转移监测

以及抗肿瘤药物评价等多个领域具有重要的应用

空间。
　 　 现阶段，ＣＴＣｓ 芯片在筛选精度和筛选效率方

面仍存在较大的提升空间。 针对这一挑战，由于精

准与高效二者难以兼得，未来的芯片设计应该更专

注于单个目标的实现。 一方面，针对基础研究，应当

注重于提高 ＣＴＣｓ 筛选的细胞纯度及细胞活性。 可

以先利用惯性效应对血液进行粗分离，筛分出尺寸
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较大的白细胞和 ＣＴＣｓ。 再采用液滴分选的方法，
通过免疫磁性分离实现 ＣＴＣｓ 的精确筛选。 液滴分

选技术能够达到单细胞分析的精度，利用液滴分选

进行肿瘤细胞筛选也已有文献报道［８５］。 另一方面，
针对临床检测领域，研究重点则在于实现临床样本

的高通量分析。 可以采用电分析方法，依据不同种

类细胞的比膜电容和细胞质电导率差异来设置恰当

的阈值，对流经检测窗口的 ＣＴＣｓ 实现快速分

析［８６］。 此外，微流控芯片技术属于多学科交叉领

域，ＣＴＣｓ 芯片的发展同时也受益于微机电系统

（ＭＥＭＳ）、材料学、流体力学和生物医学等研究领域

的技术突破。 随着相关领域研究技术的发展，ＣＴＣｓ
芯片未来有望成为肿瘤基础研究和癌症早期临床诊

断的重要平台。
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