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摘  要 

近年来，癌症的死亡率逐渐升高，而肿瘤转移是造成癌症患者死亡的主要原因。极其罕见的循环肿瘤细

胞团(CTC细胞团)作为高度转移性前体越来越受到重视，但它的机理目前尚不明确。因此，从癌症患者

的血液中分离出可行的CTC细胞团有利于更好地研究CTC细胞团在癌症转移中的作用，并建立其作为管

理疾病预后标志物的临床效用。虽然这些年来，科学家和研究员们对CTC细胞团的分离与富集有着不少

的研究，但仍然有许多的局限性，比如特异性不高、纯度不高、细胞活性低等。为了解决CTC细胞团分

离的一些局限性，参考了以往的文献报道，我们使用一种微流控芯片来富集捕获CTC细胞团，它依赖于

CTC细胞团的不对称性，可以用于有效地将CTC细胞团与CTC细胞区分。对于在全血中的血细胞与CTC细
胞团，在微流控芯片中血细胞与CTC细胞团有不同的运动轨迹。对于在缓冲液中的CTC细胞团与CTC细胞，

我们做了三次平行实验，在芯片CTC细胞团回收口收集到的CTC细胞团的比例分别为71%、68%和75%，

而且不影响CTC细胞团的活力，这有利于下游分子的分析。 
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Abstract 
In recent years, the mortality rate of cancer has gradually increased, and tumor metastasis is a 
major cause of death in cancer patients. The extremely rare circulating tumor cell clusters (CTC 
clusters) are gaining more and more attention as highly metastatic precursors, but the mechanism 
is still unclear. Therefore, the isolation of viable CTC clusters from the blood of cancer patients is 
beneficial to better investigate the role of CTC clusters in cancer metastasis and to establish their 
clinical utility as prognostic markers for managing the disease. Although there have been many 
studies on CTC cluster separation and enrichment by scientists and researchers over the years, 
there are still many limitations, such as low specificity, low purity, and low cell activity. To address 
some of the limitations of CTC cluster separation, regarding previous reports in the literature, we 
used a microfluidic chip to enrich CTC clusters, which relies on the asymmetry of CTC clusters. It 
can be used to effectively distinguish between CTC clusters and CTC. For blood cells in whole blood 
with CTC clusters separated in the microfluidic chip, blood cells and CTC clusters have different 
motion trajectories. For CTC clusters and CTC in buffer, we did three parallel experiments, and the 
percentage of CTC clusters collected at the chip recovery port was 71%, 68% and 75%. What’s 
more, it did not affect the viability of CTC clusters, which facilitated the analysis of downstream 
molecules. 
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1. 引言 

1.1. 癌症及检测技术 

癌症是 21 世纪以来对人类身体健康危害最大的疾病之一，全世界每年大概有 1000 万人死于癌症[1]。
当前的医疗技术对癌症的治疗还有待提高，特别是对癌症早期患者来说，如果能及时发现并采取治疗干

预的话，就是治疗癌症的最佳时期。因此，及时和准确的癌症早期诊断与癌症患者的生存率相关。快速

又准确的癌症检测技术对于全人类解决癌症现有问题具有非常重要的意义，也值得化学、材料、生物、

医学等相关领域的研究员进行深入地科学研究。 
目前追踪癌症演变或治疗反应的方法包括基于程序的、基于成像的和基于组织活检的技术[2]。基于

程序的癌症检测，如筛查结肠镜检查结肠癌或内窥镜检查食管癌[3]，在癌症检测中是有效的，但属于资

源密集型，需要专门的人员和设备，而且这种检查对于患者来说是痛苦的。基于成像的癌症检测，比如

磁共振成像、正电子发射断层扫描和超声检查是非侵入性的、可重复的检测方式，可以比较方便地用于

筛查、监测和评估治疗反应。然而，成像设备的性能差异很大，对设备要求高，部分具有放射性伤害、

小病发现难的问题，而且许多成像方式价格昂贵，在资源匮乏的环境中不能广泛使用，因此限制了它们

作为指导临床癌症检测的通用方法[4]。基于组织活检的技术目前是诊断和评估肿瘤遗传、蛋白质组学或

转录组学数据的金标准，但它侵入性强，代表性不全且具有一定的滞后性，可能出现假阴性的情况[5]。
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因此，开发能够克服这些局限的癌症检测方式成为了关键性的需求。 
近些年来，科学家们发现了一种新型检测技术——液体活检。液体活检是一种微创方法，用于检测

体液中具有预后或诊断作用的肿瘤衍生标志物[6]，具有早期诊断、转移跟踪、耐药性预测、预后复发监

测等特点。同时，它是非侵入性的、价格低廉的、低风险的、反映综合信息的，可以避免传统检测方式

所带来的局限性。 
液体活检是指对人的体液中的生物标志物进行分析进而反映相关信息的活体检测[7]。目前它的检测

内容主要包括循环肿瘤细胞、循环肿瘤 DNA 和外泌体。与循环肿瘤 DNA 或循环肿瘤细胞外泌体相比，

CTC 是结构完整的细胞，还蕴含着很多肿瘤患者的遗传物质。CTC 可以全面而且系统地反映整个肿瘤液

体活检的发展过程，所以在癌症诊断和监测中作为液体活检的分子储存库显示出了很大的应用前景。 
循环肿瘤细胞(circulating tumor cell, CTC)是从实体肿瘤病变中脱落并进入血液的癌细胞[8]，作为种

子可能扩散到远处的部位并引起新的转移性病变。 
循环肿瘤细胞于 1869 年被发现并首次报道[9]，该研究在肿瘤循环细胞领域有着非常重要的影响。

CTC 水平与多种部位的肿瘤的不良预后相关，包括结直肠癌、乳腺癌和前列腺癌等。虽然 CTC 是近几十

年来研究最深入的癌症循环肿瘤细胞，发表了很多篇论文，但是有关 CTC 的研究仍存在着很多挑战。第

一，循环中很少有 CTC，通常每 10 毫升癌症患者的血液中才发现 0 到 10 个癌细胞[10]。特别是在肿瘤

的前期阶段，CTC 无法成为可靠的早期肿瘤生物标志物。第二，由于 CTC 的异质性[11]，检测效率也会

受到影响。由于这些限制，所以需要发展更多高效的 CTC 富集方法。 
因此，与循环肿瘤 DNA 或循环肿瘤细胞外泌体相比，CTC 是结构完整的细胞，还蕴含着很多肿瘤

患者的遗传物质。CTC 可以全面而且系统地反映整个肿瘤液体活检的发展过程，所以在癌症诊断和监测

中作为液体活检的分子储存库显示出了很大的应用前景。 

1.2. 循环肿瘤细胞检测方法简介 

1.2.1. 传统的循环肿瘤细胞检测方法 
CellSearch®系统是首个通过美国食品和药物监督管理局(FDA)的批准进入临床应用的 CTC 检测系

统，能够用于多种癌症的疗效监测和预后评估，可以为转移性结直肠癌、乳腺癌和前列腺癌患者的预后

提供信息[12]。虽然 CellSearch®获得了 FDA 的批准，但该平台对上皮标志物的依赖和对免疫抗原表达细

胞的排除未能捕捉到具有预后价值的重要亚群[13] [14]。而且由于 CellSearch®系统的低敏性，它几乎只

能用于晚期癌症检测，因为它不能有效地检测癌症的早期和中期进展。由于这些局限性，因此需要发展

特异性高、纯度高和细胞活性高的 CTC 分离技术。 

1.2.2. 基于微流控芯片的循环肿瘤细胞检测方法 
1) 基于物理性质差异的循环肿瘤细胞分离方法 
循环肿瘤细胞可以通过物理性质的差异，比如大小、密度、可变形性、介电性、流体力学、介电电

泳等方面从癌症患者的血液中有效地分离出来。 
a) 大小和可变形性 
基于细胞大小差异筛选出 CTC 是很早以前就使用的分离方法之一，这种技术方法相对来说比较简单

而且成本比较低[15]。根据有关文献报道，CTC 的粒径大小为 13~25 µm [16]，而血细胞的尺寸则比较小，

红细胞的粒径为 5~9 µm [17]，白细胞的粒径为 8~11 µm [18]。 
G.E. Hvichia 等报道了一种基于 CTC 的大小和变形性来实现 CTC 的富集，并自动染色用于细胞识别，

随后从这种微流控芯片出口中回收细胞的微流控芯片[19]。使用这种微流控芯片，平均细胞捕获效率为
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42%至 70%。最重要的是，使用这种微流控芯片处理患者的样本后回收的 CTC 存活率高，并且仍然可以

用于下游分子分析。 
b) 流体动力学 
据文献报道，通过微流控技术分离循环肿瘤细胞 CTC 是一种比较高效的方法，主要是将微流控技术

与流体力学相结合[20]。当流体在微通道中流动时，流体中的悬浮细胞与微流控芯片内部发生碰撞，产生

一定的作用力，不同尺寸的细胞就会产生不一样的流动轨迹，所以循环肿瘤细胞 CTC 就可以与血细胞分

离。 
基于确定性侧向位移芯片(DLD)的分离是一种根据细胞大小和流体动力学结合将 CTC 和血细胞分离

的技术方法[21]。Kevin Loutherback 等提出了一种 mL/min 流速的微流控液滴芯片[22]，使用确定性横向

位移阵列从癌症患者的血液中连续捕获存活的 CTC。这种微流控芯片的一个独特之处是芯片内部凸点阵

列使用的是三棱柱桩而不是圆柱桩。与圆柱桩相比，三棱柱桩有更高的吞吐量，并且可以减少样本堵塞

微流控芯片通道的概率。根据 DLD 的原理，超过设计临界尺寸的大颗粒(如癌细胞)将沿着阵列的倾斜轴

流动，而流体和小颗粒将沿着阵列的水平方向流动。使用这种微流控芯片可以在几分钟内从几毫升的临

床血液样本中分离出 85%以上的 CTC，而且不影响细胞活力，以便对细胞进行下一步的培养和分析。 
c) 介电电泳 
不同细胞因为它们的性质不同，比如直径、膜电容、胞质电导率等不同的物理性质[23]，具有不一样

的介电参数。介电电泳是一种用于细胞与其他分子或者细胞与细胞之间的分离方法。不同性质的细胞在

同样的电场作用下产生不同的介电力，由于循环肿瘤细胞 CTC 与血细胞不一样，所以可以通过介电电泳

方法用于 CTC 与血细胞的分离。 
Jen 等研究设计了一种通过继电器在相邻电极对之间切换电场进而产生步进电场的圆形微电极的微

流控芯片[24]，可以有效地从外周血样本中分离宫颈癌细胞(HeLa)。HeLa 细胞和红细胞都随机分布在底

物上，当施加向外的步进电场时，HeLa 细胞和红细胞都被推到最外层的电极上；当施加向内的步进电场

时，HeLa 细胞向中心电极的运动速度比红细胞快。最后，HeLa 细胞被集中到中央微电极上，并从血液

样本中分离出来。实验结果证明了从血液样本中分离 HeLa 细胞的可行性。 
2) 基于亲和性的循环肿瘤细胞分离方法 
在使用微流控技术分离循环肿瘤细胞中比较常见的方法是基于抗体或适配体等亲和性的分离。这种

方法主要是利用靶标与配体的识别，进而达到捕获 CTC 的目的。抗体和适配体是经常使用的配体，它们

能够被修饰在微流控芯片的内部结构当中，与循环肿瘤细胞 CTC 表面的特异性标志物形成非共价键[25] 
[26]，进而 CTC 被捕获于微流控芯片当中，而其他细胞则随缓冲液流出。 

a) 抗体识别 
在分离循环肿瘤细胞 CTC 的技术方法中，基于抗体亲和性的分离方法是 CTC 分离最常见的方法之

一。上皮细胞黏附分子(EpCAM)在上皮细胞癌变的过程中起作用，是区分 CTC 与血细胞重要的生物标志

物。通过将 EpCAM 抗体修饰在微流控芯片的内部结构中，当样本通入微流控芯片内部时，EpCAM 抗体

会特异性地识别出目标 CTC，并与靶标形成非共价键，进而 CTC 被捕获于微流控芯片当中，其他细胞则

随缓冲液流出。 
Metages Gashaw Ahmed 等描述了一种新的微流控芯片(SDI-Chip) [27]，用于高效率、高特异性的 CTC

捕获和检测。SDI-Chip 由修饰 EpCAM 抗体的涂层微柱阵列排列组成，中间有一个样品入口，两边各有

一个缓冲液的入口。SDI-Chip 选择性地增强了 CTC 与抗体涂层微柱阵列的相互作用，从而高效地捕获

CTC，同时也减少了血细胞与抗体涂层微柱阵列的非特异性相互作用。最后，从癌症患者的血液样本中
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捕获 CTC 的效率大于 92%，纯度为 82%。 
b) 核酸适配体识别 
虽然抗体可以特异性地识别出目标 CTC 的靶标，但是其成本比较高。核酸适配体作为抗体的平价代

替物，也可以实现循环肿瘤细胞 CTC 的分离。 
核酸适配体是经过体外筛选得到的一小段单链 DNA 或 RNA，它可以与目标配体形成非共价键并特

异性地结合[28]。核酸适配体与靶标的结合主要是通过螺旋折叠的方式与靶配体的互补序列结合，而抗体

与靶标的结合主要是与目标抗原表面特异性的抗原簇结合。 
Yang 等开发出了一种微流控芯片(ApTDN-Chip) [29]，使用 10 纳米以下的三维 DNA 结构作为框架，

顶部修饰了一个适配体。垂直纳米框架确保了适配体处于高度有序的直立方向，更有利于微流控芯片上

的适配体与样本中的 CTC 接触，并提高 CTC 的捕获效率。同时，受限四面体纳米结构支架也降低了局

部过度拥挤效应。与单价适配体修饰芯片相比，由于三维 DNA 结构刚性框架，ApTDN-Chip 的捕获效率

提高了近 60%。除此之外，ApTDN-Chip 使 DNase I 更容易接近适配体，释放效率接近 85%，细胞存活

率达到 91%，有利于下游分子的分析。 

1.2.3. 基于微流控芯片的循环肿瘤细胞团分离方法 
从肿瘤患者的血液中捕获的单个循环肿瘤细胞(CTC)提供了关于不同阶段疾病的有效信息[30]，有改

善肿瘤患者临床管理的潜力[31]。不过除了单一的 CTC 外，在循环系统中的 CTC 细胞团同样具有很高的

研究价值。尽管这些 CTC 细胞团比较少见，但是这些 CTC 细胞团在促进原发肿瘤的生长和转移扩散方

面发挥着重要作用。它们的转移倾向估计是单一 CTC 的 100 倍，是因为它们有着较低的凋亡率和较高的

延长生存属性[32]。因此，对 CTC 细胞团进行研究在肿瘤患者早期诊断、治疗效果的监控、癌症复发的

监测、预后评估和提供个性化治疗等方面有着非常重要的意义。 
迄今为止，CTC 分离技术的敏感性和特异性主要是针对单细胞检测进行校准的，但这些技术却不适

用于有效分离可行的 CTC 细胞团[33]。例如，微滤技术由于其快速和直接的操作被广泛应用于 CTC 分析

中，但可能会破坏 CTC 细胞团的完整性[34]。另一方面，基于抗体的富集系统，由于依赖于特定的膜抗

原和 CTC 细胞团较小的表面积–体积比会对免疫捕获效率产生负面影响[35]，使得它们在 CTC 细胞团富

集时效率特别低。在这方面更有潜力的是最近专门针对 CTC 细胞团设计的微流控芯片，它们可以实现相

对较高的灵敏度和富集捕获效率。 
Mert Boya 等介绍了一种新型 CTC 细胞团捕获井的微流控芯片(Cluster-Wells) [36]，它结合了膜过滤

的速度和实用性以及微流控芯片提供的灵敏性和确定性进行筛选。Cluster-Wells 中有大于 10 万个微井使

白细胞、红细胞和血小板畅通无阻并筛选出全血中的 CTC 细胞团，同时仍然保留 CTC 细胞团的完整性。

它以大于 25 mL/h 的吞吐量有效地隔离了几乎所有 CTC 细胞团，并允许从设备中回收存活率高的 CTC
细胞团。使用 Cluster-Wells 可以从前列腺癌和卵巢癌患者的血液中分离出 2 到 100 个细胞的 CTC 群集，

并使用 RNA 测序进行分析。同时，Cluster-Wells 设计为一次性塑料设备，以确保快速、低成本制造，使

该技术应用于各种研究和临床环境中。 
虽然这些年来，科学家和研究员们对 CTC 细胞团的分离与富集有着不少的研究，但仍然有许多的局

限性，比如特异性不高、纯度不高、细胞活性低等，因此还需要发展更多特异性高、纯度高和细胞活性

高的 CTC 细胞团分离富集技术，以便更好地研究 CTC 细胞团在癌症转移中的作用，并建立其作为管理

疾病的预后标志物的临床效用。 
为了解决 CTC 细胞团分离和研究的一些局限性，参考了以往的文献报道[19]，我们使用一种微流控

芯片来富集捕获 CTC 细胞团。 
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2. 实验结果 

2.1. 实验仪器、试剂和材料(表 1、表 2) 

Table 1. Experimental instruments 
表 1. 实验仪器 

仪器名称 型号 公司与产地 
高精密单面光刻机 G-25X 鑫南光机械设备有限公司，中国 

台式匀胶机 EZ4 江苏雷博科学仪器有限公司，中国 
烤胶机 HP10 江苏雷博科学仪器有限公司，中国 

等离子清洗机 PT-5SM 三和波达机电科技有限公司，中国 
电热鼓风干燥箱 GFL-70 莱玻特瑞仪器设备有限公司，中国 

电子天平 FA1104 舜宇恒平科学仪器有限公司，中国 
多通道立式注射泵 MVP-200 德运康瑞生物科技有限公司，中国 
可调式混匀仪 MX-S 德运康瑞生物科技有限公司，中国 

台式高速离心机 D-37520 ThermoFisher，德国 
超纯水制备系统 OMNI Arium comfort，美国 
超声波清洗器 JP-010T 深圳清监清洗设备有限公司，中国 

二氧化碳培养箱 Forma 3111 Thermo Scientific，美国 
倒置荧光显微镜 D-35578 Leica，德国 
垂直流洁净工作台 SW-CJ-1F 苏州三兴净化技术有限公司，中国 

 
Table 2. Reagents and materials 
表 2. 试剂和材料 

名称 规格型号 公司与产地 
光刻胶 SU-8 3035 MicroChem，美国 

PDMS 单体及引发剂 184 DOW CORNING，美国 
掩膜版 铬板 深圳清溢精密光电设备有限公司，中国 
浓硫酸 AR 安耐吉化学，中国 
异丙醇 AR 安耐吉化学，中国 
FC40 3 g 3M Novec，美国 

全氟癸基三氯硅烷 10 g 上海吉至生化科技有限公司，中国 
牛血清白蛋白 10 g Sigma，美国 

DMEM/F12 培养基 100 mL Sigma-Aldrich，德国 
B27 2 ml ThermoFisher，德国 
EGF 50 ng Invitrogen，美国 
bFGF 50 ng Invitrogen，美国 
胰岛素 500 μg 生工生物工程股份有限公司，中国 

Poly-HEMA — 研载生物科技有限公司，中国 
钙黄绿素 5 μL SIGMA-ALORICH，新西兰 

重组胰蛋白酶 1 g 杭州浦泰生物科技有限公司，中国 
PBS 片剂 10 g 生工生物工程股份有限公司，中国 

DMEM 高糖培养基 500 ml 上海欲立生物科技有限公司，中国 
FBS 10 ml 北京缔一生物科技有限公司，中国 
DFP 2 ml 上海甄准生物科技有限公司，中国 

庆大霉素 1 mL 上海创赛科技有限公司，中国 
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2.2. 实验方法 

2.2.1. 微流控芯片掩模版的设计以及制作 
微流控芯片的掩膜版设计图是用 AutoCAD 软件绘画微流控芯片内部结构的设计图。将绘画好的

AutoCAD 结构图发给掩模版制作公司(深圳清溢精密光电设备有限公司)，制作含有微流控芯片结构的菲

林片。之后进行光刻，光刻胶选用负性胶 SU-83035，实验流程为：1) 硅片旋胶与前烘；2) 硅片曝光与

后烘；3) 显影；4) 坚膜与氟化。 

2.2.2. 微流控芯片的制作 
制作微流控芯片所需的试剂为聚二甲基硅氧烷(PDMS)与引发剂，使用光刻好的硅片作为模板来制作

微流控芯片，并通过等离子体清洗机与载玻片进行键合，之后用烘箱加热使微流控芯片更加牢固。实验

流程为： 
1) 配胶；2) 倒模；3) 加热固化 PDMS 芯片；4) PDMS 芯片键合。 

2.2.3. 模型细胞团的培养与制备 
我们首先配制 CTC 细胞团的培养基，取 100 mL DMEM/F12 培养基，配制成终浓度为 1xB27、0.4% 

BSA、20 ng/mL EGF、20 ng/mL bFGF、5 μg/ml 胰岛素的培养基，混匀后密封保存于 4℃冰箱。然后开始

制备 CTC 细胞团，具体实验步骤如下： 
1) 取适量对数生长期的 CTC，用 PBS 清洗 CTC 三次，之后加入 0.25%胰蛋白酶消化液，在显微镜

下观察细胞的状态，待 CTC 变圆脱落时加入等量的完全培养基终止反应。 
2) 将细胞吸到 EP 管中，用离心机 500 rpm 离心 5 min，之后去除上清。 
3) 加入 CTC 细胞团培养基重悬细胞，用移液枪充分吹打，混匀为单细胞悬浮液后，用移液枪吸取

10 uL 到细胞计数板中进行计数。 
4) 将细胞接种于已经包被了 1.2% Poly-HEMA 的 6 孔板中，加入 CTC 细胞团培养基(1 mL/1 × 104

个细胞)，轻摇混匀后放置于 37℃、5% CO2 无菌恒温培养箱中培养，直至形成稳定的 CTC 细胞团。 

2.2.4. 模型细胞团的分离与富集 
对于微流控芯片的CTC细胞团的富集捕获实验，我们用无胰酶细胞消化液处理含有单个CTC和CTC

细胞团的细胞悬浮液，然后离心去上清液。加入 500 μL 用 PBS 稀释的 5 μM 钙黄绿素，用移液枪进行吹

打，使 CTC 和 CTC 细胞团均匀分散，然后放置于恒温箱中 37℃孵育 30 分钟。之后离心去掉上清液，加

入 1 mL PBS，用移液枪进行吹打，使 CTC 和 CTC 细胞团均匀分散。在 CTC 细胞团分离富集芯片中通

入 BSA (胎牛血清蛋白)，防止非特异性吸附，之后通入 PBS。在倒置荧光显微镜下进行 CTC 细胞团的富

集捕获实验操作，使用一次性注射器和微量注射泵将含有单个 CTC 和 CTC 细胞团的细胞悬浮液注入到

微流控芯片中。将细胞悬浮液的流速调节为 100 μL/h，PBS 的流速调节为 300 μL/h。当 CTC 细胞团流入

芯片当中时开始计数，计数到 100 个细胞团后停止计数，同时收集两个出口的 CTC 细胞团，并进行显微

镜成像和数量统计。 

2.2.5. 模型细胞团的稳定性与生存能力 
为了验证用微流控芯片处理后循环肿瘤细胞团的稳定性与生存能力，我们将收集好的 CTC 细胞团进

行培养。具体实验步骤为： 
1) 上层琼脂糖的配置：将 1.2%琼脂糖与 2 × DMEM 按体积比 1:1 混合，并加入 FBS (胎牛血清)和庆

大霉素，使 FBS 终浓度为 15%~20%，庆大霉素终浓度为 5 μg/ml，混匀，然后加入到细胞培养板 6 孔板

中。 
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2) 用 1 mL DFP 重悬离心后的细胞，取适量该细胞用 DFP 稀释到 1 mL。 
3) 下层琼脂糖的配置：将 0.6%琼脂糖与 2 × DMEM 按体积比 1:1 混合，并加入庆大霉素和 FBS，使

FBS 终浓度为 20%，庆大霉素终浓度为 5 μg/ml，混匀。将配好的琼脂糖加入到细胞中，充分混匀，再平

分到每个 6 孔板中，确保平行孔内的细胞量一致。 
4) 在 6 孔板的 2 个间隙中加入 1 mL PBS，并加入庆大霉素，目的是为了提供潮湿的环境，防止琼

脂糖龟裂。 
5) 定期观察琼脂糖，定期在其表面加 200 μL DFP，保持其表面湿润，在 37℃、含有 5% CO2 的环境

中进行孵育，并在 12 h、24 h、36 h 进行细胞团成像。 

2.3. 结果与讨论 

2.3.1. 实验设计原理 
我们使用了一种微流控芯片来富集捕获 CTC 细胞团，这种微流控芯片的设计是通过利用 CTC 细胞

团的不对称性和单个 CTC 的对称性来富集 CTC 细胞团。如图 1 所示，微流控芯片使用的是 DLD 微柱阵

列，柱间间隙为 63 µm，具有两个入口(一个是 PBS 注射入口、一个是细胞悬浮液的注射入口)、两个出

口(一个是细胞团回收出口、一个是废液出口)。 
CTC 细胞团富集芯片的内部通道高度的上限为 30 µm，这限制了细胞团在 Z 轴方向上排列的高度，

迫使大多数 CTC 细胞团在 X-Y 平面上对齐。其次，这种芯片的柱型设计为“I”形柱，“I”形柱中的凹

槽对典型的光滑流线造成干扰，从而导致不对称粒子(CTC 细胞团)的偏转；而悬浮中的单个 CTC 细胞具

有球形对称性，这些细胞保持不偏转。通过微流控芯片受限的通道高度和不对称支柱，实现利用 CTC 细

胞团的不对称性和单个 CTC 的对称性来富集 CTC 细胞团。 
 

 
Figure 1. Schematic diagram of the movement trajectory of CTC 
clusters and single CTC 
图 1. CTC 细胞团和单个 CTC 的运动轨迹原理图 

2.3.2. 模型细胞团的分离与富集 
我们首先将含有 CTC 细胞团的细胞悬浮液添加到全血中，然后注入 CTC 细胞团富集捕获微流控芯

片中，观察 CTC 细胞团跟血细胞(单个细胞)的运动轨迹并进行显微镜成像。从图 2 可以看出，红细胞与

CTC 细胞团有不同的运动轨迹，红细胞保持不偏转，而 CTC 细胞团被有效偏转。 
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Figure 2. Microscopic imaging of the movement of CTC clusters and blood cells 
图 2. CTC 细胞团和血细胞的运动轨迹显微成像图 

 
将含有单个 CTC 和 CTC 细胞团的细胞悬浮液添加到缓冲液中，然后将这些细胞注入微流控芯片中。

在倒置荧光显微镜下进行模型细胞团的分离与富集实验。实验结果如图 3 所示，在微流控芯片中，CTC
细胞团跟单个 CTC 有不一样的运动轨迹(图 3(A))，这表明不对称柱诱导了 CTC 细胞团的偏转，使它们流

入不同的出口。大部分的 CTC 细胞团都进入了 CTC 细胞团回收出口，对 CTC 细胞团回收出口处的回收

液进行明场和荧光场的显微镜成像，可以明显地看到回收液中有很多的 CTC 细胞团(图 3(B))；对废液回

收出口处的回收液进行明场和荧光场的显微镜成像，可以明显地看到回收液中有很多的单个 CTC (图
3(C))。对于在缓冲液中运行的 CTC 细胞团，我们做了三次平行实验，通过统计发现在 CTC 细胞团回收

出口收集的 CTC 细胞团的比例分别为 71%、68%和 75% (图 3(D))。 
 

 

 

https://doi.org/10.12677/aac.2023.133028


柯声锋 等 
 

 

DOI: 10.12677/aac.2023.133028 252 分析化学进展 
 

 

 
Figure 3. Separation and enrichment of model CTC clusters: (A) motion trajectories of CTC clusters and CTC; (B) micro-
scopic imaging of bright and fluorescent fields at the CTC cluster recovery exit; (C) microscopic imaging of bright and fluo-
rescent fields at the waste exit; (D) histograms of statistical proportions of CTC clusters at the CTC cluster recovery exit and 
the waste exit 
图 3. 模型细胞团的分离与富集：(A) CTC 细胞团和 CTC 的运动轨迹；(B) CTC 细胞团回收出口处明场和荧光场的显

微镜成像；(C) 废液出口处明场和荧光场的显微镜成像；(D) CTC 细胞团回收出口和废液出口的 CTC 细胞团的统计

比例柱状图 

2.3.3. 富集的模型细胞团的活性鉴定 
为了验证经过微流控芯片处理之后是否影响 CTC 细胞团的活性以及增殖能力，我们收集了 CTC 细

胞团回收出口的细胞团进行培养。如图 4 所示，细胞团在培养后的 12 h、24 h、36 h 数量逐渐增加，所

占的体积也越来越大，因此在显微镜下的成像也越来越明显。这表明微流控芯片上的处理对 CTC 细胞团

的活力没有影响，并不影响它们的增殖能力。因此，这种 CTC 细胞团捕获微流控芯片是分离 CTC 细胞

团的有效工具。 
 

 
Figure 4. Microscopic imaging of enriched model CTC clusters before and after culture  
图 4. 富集的模型细胞团培养前与培养后的显微镜成像 
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3. 总结 

我们使用了一种 CTC 细胞团富集微流控芯片来富集捕获 CTC 细胞团，它依赖于 CTC 细胞团的不对

称性，可以用于有效地将 CTC 细胞团与 CTC 区分开来，从而达到富集 CTC 细胞团的效果。对于在全血

中的血细胞与 CTC 细胞团，在微流控芯片中进行分离，红细胞与 CTC 细胞团有不同的运动轨迹。对于

在缓冲液中的 CTC 细胞团与 CTC，我们做了三次平行实验，在微流控芯片 CTC 细胞团回收出口收集的

CTC 细胞团的比例分别为 71%、68%和 75%，并且 CTC 细胞团在培养后的 12 h、24 h、36 h 数量逐渐增

加，在显微镜下的成像也越来越明显。这表明微流控芯片上的处理对 CTC 细胞团的活力没有影响，并不

影响它们的增殖能力。因此这种 CTC 细胞团富集捕获微流控芯片将进一步使 CTC 细胞团的研究和临床

应用成为可能。 
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