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肿瘤细胞从原发灶脱落#进入外周血液形成循环肿瘤细胞

$

/@/>

%#随后迁移到远处器官形成转移灶#这是导致大多数肿

瘤患者死亡的主要原因(

$

)

*现有文献表明
/@/>

具有较高的

临床应用价值(

%

)

*

b)2?

L

等(

(

)认为剔除疾病组织学分期'分子

亚型'不同个体治疗'患者复发或转移与否等因素#检测外周血

液中
/@/>

$

&

个"
+;&H6

%即可预测患者预后*这表明
/@/>

在监测肿瘤转移及预后判断中应用价值不可小觑*

近年来#

/@/>

检测技术的革新成为科技研究人员关注的

热点*目前
/@/>

富集和检测技术大部分基于其一种或多种

特性将其与正常血细胞区分#如生物学特性$表面蛋白表达'突

变#特定基因的表达'活力和侵袭能力%和$或%物理性能$尺寸'

密度'电荷和变形性%等*利用生物学特征分离
/@/>

的原理

是基于上皮起源细胞表面的蛋白质标记物222上皮细胞黏附

因子$

1

D

/,W

%的表达#其代表性产品
/BEE:B2F7)

$

XBF5PBC

#

66/

#

82F5G2?

#

YQ

#

c:,

%是目前
4R,

唯一批准的可用于临床

的检测系统(

#

)

*目前该系统主要用于监测肿瘤是否发生转

移(

&-+

)

*但肿瘤在转移进程中#

/@/>

会发生首次出现$

1W@

%

而变成间充质细胞(

*-'

)

*部分
/@/>

的抗原表达会因为在

1W@

的过程中被下调或丧失而不能被
/BEE:B2F7)

系统检出#

这是该系统的致命缺陷*另外该系统的昂贵费用也限制了其

临床上地推广应用*

微流控芯片技术集样本预处理和分析于一体#将原本需要

一个综合实验室才能完成的工作简化到微小的芯片上#检测过

程可实现自动化(

$!

)

#其核心原理是将硅'玻璃或聚二甲基硅氧

烷$

.RW:

%通过微加工#制作出不同结构'不同尺寸微米量级

的管道#用于细胞分选*捕获和富集是
/@/>

技术的关键所

在#目前已经开发了多种用于
/@/>

捕获或富集的微流控芯片

平台(

$$

)

#综合了细胞分离的多种机制#包括磁力'亲和色谱'尺

寸和$或%基于可变形性'介电电泳的机制等*另外微流控芯片

还可富集纯化活的
/@/>

#这有益于下游的生物学分析(

$%

)

*

?

!

用于
/@/>

分离的微流控芯片技术

!!

目前富集分离
/@/>

的原理主要有
#

种!$

$

%抗原抗体亲

和性分选法&$

%

%细胞物理差异分选法#根据细胞尺寸'变形性

以及不同大小的细胞在流场中的力学特性进行分选&$

(

%免疫

磁珠分选法#利用抗体标记的磁珠进行分选&$

#

%细胞电化学性

能差异分选法*

?;?

!

亲和性分选法
!

亲和性分选法是一种通过高亲和力配体

与待选细胞选择性相结合#从而捕获肿瘤细胞的方法*近年

来#一些基于免疫亲和力或纳米材料微流控技术已经开发出

来(

$(-$"

)

*

\N2U

等(

$+

)开发了具有微柱阵列结构的
/@/>

芯片#

该实验选择具有不同
1

D

/,W

表达水平的
W/4-+

和
WR,-

W[-%($

人 乳 腺 癌 细 胞*在
W2

L

-SF2P5B?G

芯 片 中 分 离 出

'&;+<1

D

/,W

阳性的
/@/>

和
+';(<1

D

/,W

阴性
/@/>

*

W2

L

-SF2P5B?G

芯片可在
$)

内分离出
(H6

异质
/@/>

样品*

2̂?

L

等(

$*

)利用生物相容性原理将
>6BC-,.

涂覆在羟基磷灰

石"壳聚糖复合涂层$

0,

"

/@:

%纳米膜上形成
/@/>

捕获平

台#并在肝细胞癌症患者血液中实现了
/@/>

的捕获和鉴定#

检出率为
&';&<

(

%&

"

#%

#$

%V%

%个
/@/

"

%H6

)*此外#该作者

还发现
/@/>

阳性率和
/@/>

的数量'肿瘤大小'门静脉肿瘤

血栓以及肿瘤
-

淋巴结转移$

@YW

%相关*亲和性分选法特异

性高#能分选不同种类的细胞*目前大部分研究人员都将
1

D

-

/,W

作为
/@/>

细胞特异性的抗原标志物*但是#同一肿瘤

细胞的不同亚型会表达不同的
1

D

/,W

#如人乳腺癌细胞系的

W/4-+

和
WR,-W[-%($

细胞(

$+

)

*而且#在肿瘤的转移进程

中#

/@/>

会发生
1W@

(

*

)

#因此#这部分
/@/>

不能被依赖
1

D

-

/,W

表达的微流控芯片检测#但
1

D

/,W

表达阴性
/@/>

已

经被证明具有更大的浸润性和侵袭性(

%!

)

*目前该类方法的实

验研究基本是选用细胞株进行#并不能反应临床样品复杂性*

?;@

!

物理特性分选

?;@;?

!

基于细胞尺寸和变形性差异
!

大部分
/@/>

稍大于正

常血细胞(单个
/@/>

直径
$%

"

%&

#

H

#红细胞$

8[/

%约
*

#

H

#

白细胞$

[̂/

%

+

"
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#
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*基于细胞大小的分离过滤平台

如
.,8:38@9_

和
:/811Y/166

等可捕获尺寸较 大 的

/@/>

#而较小的
[̂/

'血小板$

.6@

%和
8[/

被流体冲走(

%%

)

*

由
2̂FU52?5

等(

%(-%#

)开发的螺旋微流体芯片#主要是利用曲线

微通道中存在的流体动力进行细胞分选*该技术可以捕获活

的
/@/>

#细胞回收率达
*&<

*

0

J

K?

等(

%&

)设计开发了一种微

流体芯片
D

-W344

装置以分离
1

D

/,W

阴性的
/@/>

*该芯

片利用
/@/>

的物理性质如尺寸'形状'密度等特性#完全不依

赖于
/@/>

表面的
1

D

/,W

特性#可高通量的收集完整的异质

性
/@/>

*作者利用
D

-W344

系统分离
%#

名乳腺癌患者外周

血液中的
/@/>

#只有
#

名患者$

#

"

%#

#

$"<

%

/@/>

的
1

D

/,W

阳性*这也反应了乳腺癌患者血液中存在大量
1

D

/,W

阴性

的
/@/>

(

%"

)

*

\KE2>5?

L

)B

等(

%+

)用螺旋微流控技术检测头颈部

癌症$

0Y/

%患者的
/@/>

#在
%#

例早期或晚期
0Y/

患者中#

有
$(

例检测到
/@/>

#而且在这
$(

例中有
+

例甚至观察到

/@/>

簇*其他基于大小和变形性的微流控相关技术相关文

献见表
%

*
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基于细胞大小和变形性的微流控芯片操作简单#捕获效率

高#能实现高通量
/@/>

的分选#无需依赖细胞表面标志物#可

用多种抗体进行标记*但其效率可能受到患者血液中
/@/>

异质性的影响#而且#细胞具有变形性#操作条件若不严格控

制#可能会导致
/@/>

的损失*此外#部分
/@/>

尺寸与白细

胞相似#故容易有重叠部分*

?;@;@
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基于细胞力学性质差异

?;@;@;?

!

基于惯性力
!

基于惯性力将肿瘤细胞从血液中分

离#也是利用肿瘤细胞与血细胞大小的差异#该方法一般为.收

紧
-

扩张/结构*

[)2

L
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等(

((

)设计了一种基于流体剪切力分离

+
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血液中
/@/>

的芯片&细胞流进芯片后在流体力作用下分流#

体积不同的细胞分别进入不同管道#从而实现肿瘤细胞的富集

与分离&该研究用
W/4-+

细胞作回收试验#其回收率达
*!<

#

单个微通道处理能力为
*

"

$!

个
/@/>

"

H5?

*该芯片通过改

变.夹紧/宽度#可用于分离外周血白细胞和胎儿有核红细胞

等*虽然该方法操作简单'具有可回收活细胞的能力#但获取

/@/>

纯度低#富集的细胞中易掺杂大量其他细胞*

?;@;@;@

!

确定性侧向移位
!

确定性侧向移位$

R6R

%也是利用

肿瘤细胞比正常血细胞稍大的物理特性#设计分选临界半径介

于
/@/>

和血细胞间的
R6R

阵列*

/@/>

$大于临界半径%与

微柱阵列碰撞后向一侧聚集#而正常血细胞$小于临界半径%碰

撞后不侧移#保持原液路流过阵列#据此实现
/@/>

的分选富

集*

3\,Y3

等(

(#

)设计了一种基于
R6R

微流控芯片#其微柱

顶部具有不同的倾斜方向*在测试中样品溶液形成鞘流进入

微柱阵列区*小细胞遵循流体流线并以.之/字形样式行进分

离至小细胞出口*由于与微柱阵列$.碰撞模式/%的相互作用#

大的细胞穿过流线#并沿着柱阵列一个微小的角度流动*最

终#大'小细胞从不同出口流出#达到分离目的*这种设计可实

时监测通道是否堵塞*

65K

等(

("

)利用确定性侧向位移阵列和基于亲和力的细胞

捕获架构的组合设计了一种微流控芯片#使用此芯片分离乳腺

癌细胞#通量为
';"H6

"

H5?

#可实现
'!<

捕获率和
&!<

以上

的捕获纯度*这为
/@/>

捕获提供了一种有前景的方法#具有

高回收率#高纯度和高稳定性的优点#并且在癌细胞培养和药

物筛选中表现出潜在的能力*

?;A

!

免疫磁珠分选
!

基于免疫磁珠分离的微流控技术是将免

疫磁珠技术与微流控技术相结合的一种技术*

0K2?

L

等(

('

)设

计了由动力控制进行免疫磁性纳米筛选的微流控系统*实验

中作者以
:U[F(

#

./(

和
/AE3

%

!&

细胞为研究对象#其捕获率

分别为
'+<

#

$!+<

和
'#<

*

/0,YS

等(

#!

)使用微芯片与免

疫磁珠#高通量射流和基于尺寸大小的过滤系统分离
/@/>

*

经抗体标记的磁珠与含有靶向抗原的
/@/>

相结合#然后将混

合样本通过具有
*

#

H

直径孔阵列的微芯片流体室*通过磁

场作用检测大于孔径的
/@/>

#清除未结合
/@/>

的游离珠粒

和其他较小的颗粒*该芯片对
W/4-+

细胞的捕获率为
*'<

*

基于免疫磁珠的微流控芯片技术将免疫磁分离和微流控

技术各自的优势结合起来#大大提高检出率*但是#由于循环

肿瘤细胞存在异质性#其细胞表面的抗原标志物也会发生变

化#因此#应用单一抗原标志物对
/@/>

进行检测有一定限制*

另外#抗体成本高#稳定性差#也是应用过程中必须考虑的

问题*

?;B

!

介电电泳分选法
!

介电电泳$

R1.

%技术利用的是位于非

匀称电场的中性微粒#由于介电极化的作用而产生的平移运

动*介电电泳力的大小取决于悬浮微粒的大小#悬浮微粒和所

处悬浮媒介的电特性$介电常数和电导率%#电场强度和频率#

悬浮媒介的黏度等参数*肿瘤细胞和正常细胞对固定频带的

交流频率不同*所以#与电泳或其他常规分离方法相比较#介

电电泳拥有更高的选择性#更易控制性和更高的分离效

率(

#(-#*

)

*

WAA?

等(

#"

)通过组合多孔流动分离$

W344

%和介电电泳

$

R1.

%细胞分离技术#成功地将人乳腺癌细胞
W/4-+

与加标

血细胞样品分离*流体力学分离利用血细胞的大量和高通量

过滤#因为它可以适应非常高的流速*

R1.

分离在精确的后

处理中有一定作用#可以提高分离效率*这两种不同分选技术

的串联组合可实现高速连续流通分离#无需标记物*该芯片以

$%"

#

6

"

H5?

的流速观察到
W/4-+

细胞增加了
$"%

倍*该分

离技术能有效去除红细胞和白细胞#分离效率分别为
'';%#<

和
'#;%(<

*

与传统电泳不同#

R1.

不依赖于固定在细胞上的净电荷#

并且仅发生在不均匀的电场中*重要的是#

R1.

的方向不是

依从电场的方向#而是由产生场的系统中的不对称定义的场梯

度的方向确定的*介电电泳分离肿瘤细胞能实现较高的输出

纯度#但是随着流速的增大#微弱的介电场力对细胞控制力会

逐渐的降低#细胞纯度会相应下降#所以#较低的流速才能保证

其具有高分离效能*

表
$
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亲和性分选法捕获
/@/>

相关文献

捕获单元 抗体类型 样品来源 捕获效率$

<

%参考文献

壳聚糖纳米颗粒底物
,?G5-1

D

/,W W/4-+

细胞混于
^[/ '!

(

$(

)

壳聚糖纳米纤维$

/Y4>

%

,?G5-1

D

/,W

人胃癌细胞$

\,@3

%

%

*%

"

'"

(

$#

)

@53

%

纳米棒阵列
,?G5-1

D

/,W W/4-+

细胞混于
^[/ *&

"

'&

(

$&

)

人字形
Y.-0[/@/-/)5

D

芯片
,?G5-1

D

/,W ./(

和
WR,-W[-%($

细胞混于全血
e

(

$"

)

蛇形微柱阵列
,?G5-1

D

/,W W/4-+

和
WR,-W[-%($

人乳腺癌细胞
'&;+

"

+';(

(

$+

)

0,

"

/@: ,?G5-1

D

/,W #%

例肝细胞患者血液
"$;"

(

$*

)

蛇形微通道
,?G5-1

D

/,W %$

例晚期非小细胞肺癌患者血液
'!;#'

(

$'

)

!!

注!.

e

/表示该项无数据*

表
%
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基于细胞大小和变形性差异捕获
/@/>

相关文献

捕获单元 管道特征 捕获间距 样品来源 捕获效率$

<

% 参考文献

微孔过滤器 曲线微通道
$!

#

H ./(

"

Rc$#&

"

W/4-+

细胞悬浮液#癌症病人血液
'!

(

%%

)

螺旋微流体
.RW:

微柱
e WR,-W[-%($

#

W/4-+

#

@%#

细胞
&

*&

(

%(-%#

)

D

-W344

芯片
W344

通道
$!

#

H W/4-+

细胞混于血液
+&

(

%&

)

螺旋片 曲线微通道
e &*

例乳腺癌和肺癌患者血液
$!!

(

%"

)

+

"!((

+
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续表
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基于细胞大小和变形性差异捕获
/@/>

相关文献

捕获单元 管道特征 捕获间距 样品来源 捕获效率$

<

% 参考文献

螺旋片 曲线微通道
$#

#

H 42RK

#

/,6%+

#

8.W9%"&!
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基于细胞力学性质差异捕获
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相关文献
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免疫磁珠分选法捕获
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相关文献
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介电电泳分选法捕获
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相关文献
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的检测是临床上亟需解决的问题#由于外周血

/@/>

水平极低#这使得富集分离
/@/>

成为挑战*目前#各种

/@/>

检测技术得到迅速发展(

#+

)

*微流控芯片技术具有低成

本'快速'高通量及操作简单等优势#利用微流控芯片可实现

/@/>

的高速'高纯度的分选富集*因此微流控芯片一出现就

成为研究及应用的热点(

#*-#'

)

*

近年来
/@/>

检测技术大量涌现#但大多处于研发阶段#

尚未应用于临床#缺乏大规模临床验证*多数微流控技术是对

/@/>

的富集#研究单个
/@/

的相关技术还处于起步阶段#通

过对外周循环单个肿瘤细胞进行测序#探索肿瘤基因组及相应

的基因突变#能加深人们对肿瘤异质性'疾病进展和转移的理

解(

&!

)

#从而为肿瘤诊断和个体化治疗提供新的思路*随着微

流控相关技术的研究不断深入#其在临床中的应用指日可待*
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