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摘要 癌症的精准诊疗是提高癌症患者生存率和生存质量的重要手段. 液体活检通过采用非侵入采样方式, 获
取肿瘤病人全面、准确、实时的基因组、转录组及蛋白组等生物学信息, 是一种新兴的癌症诊断技术, 对癌症精

确诊断、个体化治疗、预后评估等方面具有重要意义. 循环肿瘤细胞(CTC)是一种从实体瘤组织脱落进入外周血

的肿瘤细胞, 因能提供完整的细胞生物学信息, 是最具应用前景的液体活检靶标. 然而, CTC的数量极其稀少、异

质性强、所处外周血环境复杂等特点, 给CTC的富集和分析带来了巨大的技术挑战. 本文将总结本课题组近年来

发展的基于CTC液体活检策略, 着重讨论在CTC识别、富集与单细胞分析等方面的研究进展.
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1 引言

癌症严重威胁人类的生存健康, 是导致人类死亡

的第二大病因. 据统计, 2015年全球约有1750万新发

的癌症患者, 870万例死亡与癌症相关
[1]. 癌症的早期

筛查、精确诊断和预后监测是提高癌症患者生活质量

及生存率的重要手段. 作为肿瘤诊断的金标准, 组织活

检存在取样难、侵入性大、代表性不全、并发症风险

高等不足. 近年来, 针对体液(血液、尿液、胸腔积液

等)中的生物标志物包括循环肿瘤细胞(circulating tu-
mor cell, CTC)、循环肿瘤DNA (ctDNA)、外泌体

(exosome)等的检测技术, 即液体活检, 被认为是癌症

体外检测的重要发展方向
[2]. 与经典组织活检相比, 液

体活检技术具有取样方便、侵入性小、信息全面、无

放射性污染、成本低等优势, 是目前最具发展潜力的

肿瘤无创诊断和实时疗效监测手段之一, 已成为当前

癌症诊断领域的前沿热点
[3]. CTC是从实体瘤组织脱

落进入外周血的、完整的肿瘤细胞, 与肿瘤转移密切

相关
[4]; ctDNA是由肿瘤细胞凋亡释放在外周血中的

游离DNA片段, 并携带肿瘤相关的遗传学突变, 能够

反应肿瘤组织的突变图谱, 是早期筛查、预后评估的

重要监测指标
[5]; 外泌体是存在于体内的细胞外囊泡,

包含有肿瘤细胞相关的核酸、蛋白质等, 实现细胞间

的信息递送, 近年来被发现外泌体是肿瘤检测的重要

引用格式: Zhang H, Wu L, Lin B, Wang Y, Bi Y, Wang W, Song Y, Yang C. Recent progress on microfluidic technology-based circulating tumor cell analysis. Sci
Sin Chim, 2019, 49: 1220–1236, doi: 10.1360/SSC-2019-0033

© 2019 《中国科学》杂志社 www.scichina.com

中国科学: 化学 2019 年 第 49 卷 第 9 期: 1220 ~ 1236

SCIENTIA SINICA Chimica chemcn.scichina.com

纳米医药前沿论坛专刊专题论述



靶标之一
[6]. 相比于碎片化的ctDNA片段和纳米尺度

的外泌体, CTC由于其完整的细胞性质, 不仅能够提

供肿瘤病灶的基因组变异、mRNA表达异常、蛋白质

组变化等物质信息改变, 还能从细胞形态、迁徙能

力、药物刺激响应研究等方面对肿瘤的转移、耐药机

制进行研究, 能全面、系统地反映肿瘤病灶的分子病

理分型, 因此尤为受到关注. 大量研究证明, CTC的检

测分析在肿瘤诊断、病程监测、疗效评估、药物开

发、个体化治疗等方面具有重大意义.
CTC早在1869年就被Ashworth等[7]

发现报道, 但

直到20世纪90年代中期, CTC相关研究报道才逐渐增

多, 主要原因在于CTC的检测分析存在较多技术挑战.
首先, CTC数量极少, 通常1 mL外周血中仅含有1~100
个CTC, 而血细胞的数量数以亿计

[8]. 在如此庞大复杂

的背景细胞下, 很难实现CTC的高灵敏检测. 因此, 发
展高效的富集方法是CTC检测分析的关键步骤和重要

前提. 目前主要有两类富集方法
[9], 第一类是基于CTC

和血细胞尺寸、密度、介电性等物理特性差异, 通过

微过滤、离心、介电泳等方法实现CTC的富集. 但这

类方法存在特异性差、纯度低等不足. 另一类是基于

CTC和血细胞表面标志物差异, 利用识别分子修饰的

磁珠或微纳芯片亲和富集CTC. 这类方法具有特异性

强、纯度高等优点, 是目前最常用的CTC富集策略.
但CTC存在不同的亚群, 无通用标志物; 且有些CTC
会发生上皮-间质转化(EMT), 其标志物表达水平处于

动态变化中
[10,11]. 目前通常采用的上皮细胞黏附分子

(epithelial cell adhesion molecule, EpCAM)抗体亲和富

集CTC的方法, 会“漏检”EpCAM低/不表达的CTC, 也

难以实现CTC的分型捕获. 因此, 发展高效、特异的新

型识别分子, 实现CTC富集和分型分析具有重要的

意义.
肿瘤组织内和肿瘤组织间都存在异质性的肿瘤细

胞, 来源于实体瘤CTC同样存在较强的异质性
[12,13]. 研

究表明, 只有少数CTC具有转移能力及肿瘤耐药性突

变等. 传统以细胞群体为对象的分析方法, 容易掩盖

细胞-细胞之间微小的差异, 难以实现CTC肿瘤异质性

的研究. 因此, 单细胞水平的CTC组学研究具有重要的

意义
[14].为实现CTC的单细胞分析,需要解决两个技术

难题: (1) 对富集捕获的CTC实现无损释放, 方便下游

培养及表征分析, 获得CTC的真实生物学信息
[15]; (2)

建立高通量单细胞分析平台, 精准地挖掘CTC与正常

细胞、CTC之间的异质性, 检测CTC的组学变化, 进

而推动肿瘤转移机制研究及个体化治疗的发展
[16].

微流控技术是在微米级通道内进行流体控制以实

现微量的生物、化学相关实验过程的新兴技术. 基于

微型化、自动化、集成度高、分析速度快等优点, 微

流控技术在CTC分离富集和单细胞分析中具有显著的

优势. 通过对微通道、腔体的结构设计, 能够针对CTC
的物理、生化性质实现特异性分离与富集. 另一方面,
通过微孔、卡槽、微液滴等单细胞分散手段的组合,
实现对捕获的CTC进行高通量分散操控, 并提供纳升

到皮升的反应空间, 达到对CTC的高效精准单细胞分

析, 是极具前景的分离分析技术
[17].

针对基于CTC液体活检的发展和临床应用需求,
本课题组从发展新型高亲和力的识别分子、建立高效

富集CTC的微流控平台、构筑高通量的单细胞分析方

法三个层面解决目前CTC测不准、数不全的难题和单

细胞检测分析的需求(图1). 本工作将总结本课题组在

核酸适体筛选新策略、CTC高效富集方法及高通量单

细胞分析方法的研究进展.

2 循环肿瘤细胞识别策略

利用识别分子与CTC标志物相互作用的CTC亲和

富集方法, 由于其高特异性的识别方式, 使得CTC的富

集纯度得到质的提高. 常见的CTC细胞表面抗原识别

分子包括抗体(antibody)、多肽(peptide)、核酸适体

(aptamer)等. 这些识别分子, 以CTC细胞表面的特异性

标志物, 如EpCAM、MUC-1、PSMA、HER2、叶酸

受体等为靶标实现高特异性、高亲和性的识别富集.
其中, 抗体由于其特异、专一、亲和力高、选择

性广等优势, 是CTC亲和富集法中最常用的识别分

子
[18,19]. 但由于其抗原-抗体的相互作用方式, 使得

CTC释放时, 需要采用蛋白酶水解消化细胞膜上抗原

的方式以破坏细胞与抗体间的作用, 进而造成细胞损

伤, 不利于下游分析. 与抗体相比, 多肽分子量小、生

物稳定性好且易于大量合成; 可通过表面展示技术(噬
菌体展示、核糖体展示等)实现特定受体的识别肽筛

选. Wang等[20]
通过筛选获得了可以特异性识别Ep-

CAM的多肽, 结合磁性纳米颗粒可实现乳腺癌CTC的
富集. 但由于其亲和力和多样性的局限性, 使得其临床

应用受到了限制. 而核酸适体, 作为一种由体外筛选得
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到的核酸序列, 可以通过核酸酶、互补链等方式破坏

其三级构型, 从而改变适体的亲和力, 实现CTC的无

损释放
[21]. 因此, 核酸适体是CTC富集和释放的理想

识别分子.
核酸适体是通过体外指数富集配体进化技术(sys-

tematic evolution of ligands by EXponential enrichment,
SELEX)筛选得到的高亲和性、高特异性与靶标分子

结合的单链寡核苷酸
[22]. 基于核酸适体对靶标识别的

特点, 它又被成为“化学抗体”, 在CTC研究领域具有以

下优点
[23]. (1) 靶标种类广: 以肿瘤细胞膜蛋白或肿瘤

细胞为靶标, 已经筛选出众多识别CTC的核酸适体, 可
用于CTC多表型研究; (2) 易合成修饰、批次间差异

小: 有利于可控、高效地将适体修饰于捕获界面; (3)
尺寸小: 能高效识别细胞膜表面靶标蛋白, 有利于CTC
富集及膜蛋白表型分析等; (4) 筛选可操作性好: 通过

增加筛选条件, 获得全血等复杂体系中高稳定、高亲

和性的核酸适体; (5) 空间结构折叠实现靶标识别, 可
通过核酸酶、互补序列等实现CTC无损释放. 鉴于以

上优点, 核酸适体被认为是CTC富集捕获的理想识别

探针.

2.1 核酸适体筛选技术

核酸适体通常是通过SELEX从随机单链核酸文

库中筛选得到, 其筛选过程如下: (1) 文库构建, 人工合

成库容量约为1013~15的单链寡核苷酸文库, 文库设置

为两端引物序列固定, 中间为20~50个随机碱基, 库容

量理论上为4n, 其中n为随机碱基个数; (2) 筛选富集,
将文库与靶标混合孵育, 通过孵育时间、洗涤条件等

设置筛选压力, 淘汰不结合及结合力差的分子, 富集

高亲和力的核酸分子; (3) 扩增, 以洗脱下来的核酸序

列为模板, 进行PCR扩增, 生成次级文库, 以备下一轮

筛选; (4) 甄定与表征, 对最终富集的文库进行扩增测

序, 甄定出结合力好、特异性佳的序列, 并表征其解离

常数. 以这样的筛选方式, 通常需要10~20轮的富集才

能获得有潜力的候选核酸适体序列, 操作繁琐、耗

时、昂贵, 且成功率低. 建立快速、有效、高通量、

通用性好的新型筛选方法具有重要的意义. 基于此,
本课题组发展了基于高通量液滴技术的核酸适体筛选

及表征新方法.

2.1.1 琼脂糖液滴筛选技术

传统的核酸适体筛选过程中, 对富集文库进行

PCR扩增, 是生成次级文库的手段. 然而, 由于PCR扩
增过程中的序列偏好性, 特别是当靶标分子在文库中

所占比例极低时, 扩增偏差可能会掩盖掉亲和力高的

靶标序列, 造成筛选失败
[24]. 为解决这一问题, 本课题

组
[25,26]

发展了基于微流控液滴技术的单分子扩增方

法, 将核酸序列进行物理分割, 创造平行、无竞争的反

应条件, 实现液滴中单分子的扩增, 消除整体扩增的偏

好性. 在此基础上, 结合琼脂糖液滴技术, 我们进一步

发展了一种高效甄定最优候选序列的新方法 (图2
(a))[27].该方法利用微流控液滴技术把富集文库序列以

图 1 循环肿瘤细胞分析过程示意图(网络版彩图)
Figure 1 Scheme of CTC recognition, enrichment and single cell analysis (color online).
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单分子形式从空间上分隔到大量皮升级琼脂糖液滴

里. 以这些琼脂糖液滴作为独立的反应腔体进行单分

子扩增, 得到每个文库分子的单克隆产物. 利用低熔

点琼脂糖液滴的“液-固”转换, 把单克隆序列固定在琼

脂糖微球中, 方便后续的清洗、存储与挑选等操作. 通
过对每个单克隆琼脂糖微球的序列进行亲和力与选择

性表征, 即可获得目标结合序列. 该方法突破了传统

SELEX中所需的测序、合成、甄选等繁琐、昂贵、

耗时的步骤, 通过直接对单克隆液滴进行结合能力和

选择性的快速评价, 从而对富集后的文库进行高通量

单分子甄选, 大大地提高了SELEX的效率, 降低了筛

选成本.
为了克服液滴生成过程中对仪器的依赖和简化液

滴生成操作, 我们开发了一种按压式阵列微流控芯片,
只需简单操作即可生成高通量琼脂糖液滴(图2(b))[28].
将加热的液态琼脂糖按压入聚二甲氧基硅氧烷

(PDMS)阵列芯片中,利用加热的硅油,可在20 s内生成

成千上万个粒径均一的液滴. 该芯片的设计克服了液

滴生成芯片对仪器的依赖性及传统方法生成的液滴因

随油相飘动难以长时间监测的不足; 利用琼脂糖固-液
转换的特点, 达到了单一微球的回收与进一步分析的

目的. 通过对筛选文库的扩增, 在无需测序的前提下,
成功地从核酸混合物中, 分离出了具有与靶标蛋白特

异性结合的克隆产物, 简化了筛选过程、降低了筛选

成本.

2.1.2 单克隆表面展示技术

琼脂糖液滴微流控技术大大提高了核酸适体的甄

定效率. 但该方法仍需对大量的单克隆微球进行逐一

表征, 限制了筛选效率. 为了进一步提高核酸适体淘

选效率, 本课题组
[29]

发展了一种基于单克隆表面展示

技术的核酸适体筛选新方法(图3). 通过将扩增引物偶

联在微球上, 利用油包水液滴产生单分子反应体系, 即
保证每个液滴中只有一个文库分子序列以及扩增引物

微球, 经单分子扩增可以将单分子序列复制并扩增到

微球表面, 从而获得单克隆微球文库. 每个文库微球

展示一种序列, 但其拷贝数可以达到几百到几千万.
通过单克隆微球库与靶标结合, 可视化地表征表面展

示序列与细胞结合程度, 直接挑选获得能和靶标分子

结合的单克隆微球, 获得高质量核酸适体候选序列.
该方法通过单分子液滴扩增避免了传统扩增中的偏好

性, 保证了文库的多样性; “一球一序列”的表面展示技

术,实现筛选过程中分子识别的可视化监控;单个微球

展示了单条序列的结合能力, 保证了个体信息不被整

体信息掩盖, 提高了筛选成功率. 相比于传统SELEX
技术, 该方法避免了对富集寡核苷酸文库进行繁琐的

克隆测序及结合力表征步骤, 在无需测序合成的条件

下就可以得到序列的亲和能力, 进而择优测序表征,
因此更加经济、高效. 基于以上优点, 单克隆表面展

示技术将会给核酸适体人工体外筛选、功能核酸进化

的研究带来新的机遇.

2.2 核酸适体亲和力表征

在核酸适体筛选进程中, 必须对从文库富集得到

的候选序列进行结合力表征. 通常通过测定候选序列

与靶标的解离常数Kd以评估其结合强度. Kd值是通过

考察一系列浓度的核酸适体与靶标结合情况, 拟合趋

势线, 计算获得. 常用的测定方法包括电泳迁移率变

动分析法(EMSA)[30]、流式细胞术(FCM)[31]、荧光偏

振分析法
[32]

、表面等离子共振法(SPR)[33]及等温滴定

量热法(ITC)[34]等. 这些方法均需要逐个浓度依次测

量、操作相对繁琐、应用范围有一定的局限性.

(a) (b)

图 2 (a) 基于琼脂糖液滴技术的筛选方法
[27]; (b) 基于按压式琼脂糖液滴技术的筛选方法

[28] (网络版彩图)
Figure 2 (a) Highly parallel single molecule amplification approach aptamer selection [27]; (b) scheme of single molecular SELEX by microwell
array method [28] (color online).
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本课题组
[35]

发展了一种便携式的Afi-chip装置, 可
用于核酸适体解离常数的快速甄定. Afi-chip是基于滑

动芯片Slip-chip[36]发展而来的, 具有样品用量少、反

应时间短、成本低、便携性好、通用性高等优势. 其

原理如图4所示, 将SELEX技术富集得到候选序列进

行生物素化标记, 并与靶标混合孵育、洗涤后, 与链

霉亲和素化的Catalase形成“靶标-候选核酸适体-Cata-
lase”三明治结构. 在Afi-chip中, 通过滑动连通垂直通

道和隔离水平通道, 促使Catalase与H2O2反应, 产生O2

推动染料运动, 实现分析结果的距离输出. 如图4所示,
Afi-chip能够同时进行6组样品的分析, 每组样本含有3
个重复腔体,在5 min内就可完成一个解离常数的测定.
Afi-chip可用于监测核酸适体的筛选进程及表征文库

的结合能力, 靶标范围可涵盖小分子、蛋白质及细胞,
具有良好的通用性.

近年来, 基于传统SELEX方法及我们发展的核酸

适体筛选新方法, 本课题组以肿瘤细胞相关蛋白和肿

瘤细胞系为筛选靶标, 成功筛选出多种高亲和力的核

酸适体序列, 包括针对前梯度蛋白同系物Anterior Gra-
dient Homolog 2/AGR2[37]、表皮生长因子受体

EGFR[38]
、酪氨酸磷酸酶Shp2[39]、上皮细胞黏附因子

EpCAM[40]
、乳腺癌扩增性抗原1 (AIB1)[41]等蛋白及

乳腺癌细胞系MDA-MB-231[31]、转移性结肠癌组织

来源 SW6 2 0 [ 4 2 ]
、胶质母细胞瘤多形性细胞系

K308[43]、T98G[44]
等细胞的核酸适体. 这些核酸适体

为不同肿瘤CTC的研究提供了有力的识别工具. 尤其

图 3 基于单克隆表面展示技术的核酸适体筛选原理图
[29] (网络版彩图)

Figure 3 Monoclonal surface display SELEX [29] (color online).

(a) (b) (c)

(d) (e)

图 4 基于Afi-chip的核酸适体结合能力表征法
[35] (网络版彩图)

Figure 4 Evaluation of aptamer affinity by Afi-Chip [35] (color online).
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是以EpCAM为靶标的SYL3C核酸适体, 已被广泛应用

于CTC的检测
[45,46]

、富集
[47~52]

、分型分析
[21]

等.

3 循环肿瘤细胞富集策略

由于CTC数量极其稀少及所处的外周血环境极其

复杂
[53], 检测CTC首先要对其进行有效的分离和富集.

过去的10年中, 科研工作者针对CTC和血细胞的物理

属性差异或表面标志物表达差异, 发展了众多CTC分
离富集方法. 本部分将结合本课题组的工作, 对各类

分离方法进行简要的介绍.

3.1 传统分离方法

免疫磁分离法是最传统和常用的CTC分离技术.
其中, 最具代表的当属CellSearch®系统, 它采用抗Ep-
CAM抗体包被的免疫磁珠捕获和分选CTC, 再利用染

料标记的抗EpCAM抗体、抗角蛋白CK (CTC标志物)
抗体和抗白细胞共同抗原CD45 (白细胞标志)抗体, 及
细胞核染色DAPI来区分CTC与白细胞. CellSearch®系
统是第一个也是唯一获得美国食品和药物管理局(U.
S. Food and Drug Administration, FDA)批准进入临床

使用的CTC检测仪器. 基于CellSearch®系统的CTC检
测可用于转移性前列腺癌、乳腺癌和结肠癌的预后评

估和疗效监测. 然而, 该技术并不能捕获EpCAM低/不
表达的CTC, 而这类细胞被认为是发生EMT的具有侵

袭性的CTC亚群
[9]. 另外, 它还存在富集效率和纯度

低、破坏细胞活性等不足
[54]. 因此, 仍需发展高效、

高纯度、低损伤的CTC富集技术.

3.2 微流控分离方法

微流控技术是近年来提高CTC富集效率和纯度的

重要技术之一. 相比于传统的免疫磁分离, 微流控芯片

技术具有自动化、微型化、高通量、可集成下游分析

等优点, 在CTC检测分析中显示了巨大优势. 近年来,
研究人员已经发展了基于物理属性分离、亲和分离及

两者联用的微流控平台.

3.2.1 基于物理属性的分离方法

基于CTC与血细胞在尺寸、介电性、密度等物理

属性上存在差异, 发展了多种免标记的CTC分离法. 具
有代表性的方法有: (1) 微过滤法

[55,56]. CTC直径约在

10~25 μm之间, 一般大于血细胞, 利用聚对二甲苯二

维滤膜装置
[57]

、三维滤膜装置
[58]

等拦截大尺寸的

CTC而允许血细胞通过 , 可实现CTC高通量富集;
(2) 流体动力学法. 不同尺寸的细胞随流体在微通道

内层流运动时, 因受力差异聚集在不同流体层而被分

离. 例如, 确定性侧向位移微阵列
[59,60]

、螺旋通道芯

片
[61]

等都能实现CTC高通量分离. (3) 双向电泳法. 双
向电介电泳可以定向操控可极化的颗粒, 利用CTC与
血细胞之间的介电性质差异, 可实现CTC富集. 例如,
利用弯曲电极

[62]
、光学透明电极

[60]
等实现外周血中

细胞的极化操控, 实现CTC的分离. 但由于电极芯片制

作加工的繁琐性和捕获操纵的复杂性在一定程度上限

制了双向电泳法的发展.
基于物理属性的CTC分离方法的优势在于免标记

细胞、高通量;不依赖于细胞标志物的表达水平,可避

免在亲和分离法中由于CTC抗原表达量差异造成的漏

检. 但这类方法易损失与白细胞物理性质有重叠的

CTC, 特异性差、富集效率和纯度低. 尽管如此, 它仍

是CTC分离领域的一个重要组成部分, 涵盖了多学科

的理论精髓; 特别是当它与亲和识别原理相结合时,
能在很大程度上弥补自身的不足, 未来依然有很好的

发展前景.

3.2.2 亲和分离方法

亲和分离方法是利用CTC与血细胞的表面标志物

表达差异, 通过在芯片基底表面修饰识别分子(如抗

体、多肽、核酸适体等), 利用识别分子与细胞靶标分

子间高特异性的亲和作用, 实现特异、高效的CTC分
离. 目前, 基于微流控技术的亲和富集手段包括利用

微柱阵列
[18]

、鱼骨结构
[63]

、纳米基底
[64]

等. 这些微纳

结构的设计虽然增加了CTC与识别分子的碰撞概率,
提高了CTC的捕获效率, 但是同时也增加了背景细胞

的碰撞概率, 导致CTC纯度低. 为解决这一难题, 本课

题组发展了确定性侧向位移原理的微柱阵列芯片, 选

择性地增加CTC与微柱表面识别分子的碰撞概率, 实

现了CTC的高效率、高纯度富集.
(1) 结合物理分离和抗体识别的SDI-Chip. 确定性

侧向位移原理(deterministic lateral displacement, DLD)
由Huang等[65]

在2004年首次报道, 其原理是在芯片微

通道内构建微柱阵列, 每列微柱均按一侧方向发生偏

移, 形成周期性重复. 在微柱阵列中会形成N条层流性
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的流束, 当层流中的颗粒质点中心在流束内时, 颗粒将

一直保留在流束内流动;当颗粒的尺寸大于临界值,颗
粒在流经微柱时会与微柱发生碰撞, 并且其质点中心

会因碰撞而移入相邻的上方流束, 则此时颗粒发生侧

向位移, 往上平移了一个流束. 从宏观来看, 大颗粒在

微通道内将不断与微柱碰撞并沿着微柱阵列偏移方向

侧向移动, 而小颗粒则一直保持水平前进的方向, 最终

实现不同尺寸颗粒的分离.
利用CTC的尺寸大于血细胞的物理特性, 及细胞

表面标志物的表达差异, 我们
[66]

设计了DLD式微柱阵

列, 并在微柱表面修饰抗EpCAM抗体, 进而构建了

CTC高效率、高纯度富集的微流控芯片(SDI-Chip, 图

5). 根据DLD原理, 大尺寸的CTC会在微通道内不断与

微柱碰撞并发生侧向位移, 而小尺寸的血细胞则沿着

层流水平前进不与柱子碰撞, 选择性增强了CTC与微

柱的碰撞概率. 实验证明, 在全血环境下, CTC的富集

效率为92.2%±6.4%, 纯度高达82.3%±3.8%.
在DLD原理的前提下, 我们利用多物理场仿真模

拟(COMSOL Multiphysics®)技术对微柱形状、旋转角

度等参数进行优化, 获得了具有特定倾斜角的三棱柱

结构. 倾斜的三棱柱周围可产生梯度流体剪切力, 三

角形顶端最大, 沿着棱边逐渐降低. 只有当抗体的“捕
获”力大于剪切力的时候, 才能实现细胞的捕获. 因此,
细胞的捕获位置可用来评估抗原的表达量, 实现CTC
标志物表达水平的表征. 从三角形顶端沿着边缘, 其

抗原表达量依次降低. 借助该特点, SDI-Chip在无需

外加其他行为的情况下, 即可实现高-中-低不同Ep-
CAM表达水平的CTC全富集和表达量分析. 大量临床

样本实验结果表明, SDI-Chip能够有效区分健康人群

和癌症患者, 及不同分期的结肠癌病人. 并且, SDI-
Chip使用PDMS材料, 替代了先前研究者们使用的玻

璃、硅材料等, 从材料成本到加工耗费上有了极大的

缩减, 更适于临床使用推广.
我们

[67]
还将该芯片拓展到孕妇外周血中循环胎

儿细胞的捕获应用, 构建了具有“增频”碰撞的微流控

芯片(FETAL-Chip, 图6).

(a)

(b) (c)

(d) (e) (f)

图 5 SDI-Chip用于循环肿瘤细胞富集的原理及理论模拟
[66] (网络版彩图)

Figure 5 Scheme of SDI-Chip for CTC enrichment [66] (color online).
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循环胎儿细胞(circulating fetal cell, CFC)是母体外

周血中存在的胎儿细胞, 来源于滋养层细胞的脱落或

是母血交换过程中进入母体循环的胎儿细胞. 相比于

孕妇外周血中信息不完整的游离DNA, 循环胎儿细胞

携带完整的胎儿遗传学信息, 被认为是最有潜力的非

侵入性产前诊断靶标. 同是外周血中存在的稀有细胞,
CFC与CTC存在类似的挑战. 通常认为1 mL孕妇外周

血中含有1~10个CFC, 而血细胞背景数以亿计
[68].

CFC的分离富集除了传统的流式细胞术
[69]

、磁分选

术
[70]

外, 微流控技术也是重要的发展方向. 目前, 主要

的技术手段是基于免疫识别的CFC亲和富集方式. 例

如, Tseng课题组
[71]

利用PLGA纳米芯片结合EpCAM
抗体, 实现了从10 mL外周血分离出胎儿滋养层细胞;
Zhao课题组

[72,73]
制备壳聚糖纳米基底HA/CTS NPs

Chips以及聚吡咯ITO芯片, 结合免疫抗体捕获实现了

胎儿有核红细胞的分离等. 为了实现CFC的高效富集,
我们在SDI-Chip的基础上, 对微柱阵列的临界尺寸进

行了优化, 使阵列产生的微流体能够规律性地引导

CFC的运动轨迹, 增加CFC与微柱的碰撞概率, 实现

“增频”效应. 同时, 使用胎儿细胞特异的识别分子实

现胎儿细胞高效率、高纯度富集. 利用FELTA-Chip的
分离富集作用, 我们在孕7周的孕妇外周血中, 仅2 mL
外周血就能实现>5个CFC的捕获; 并结合荧光定量

PCR技术, 实现了胎儿基因的特异性检测. CFC高效

率、高纯度的富集使得以CFC为靶标的下一代无创产

前检测成为可能.
(2) 基于多价核酸适体识别的AP-Octopus-Chip.

CTC的无损释放是下游分析的重要前提
[15]. 核酸适体

作为一种新型识别分子, 通过形成三维空间构象识别

靶标物, 因此可利用核酸酶、互补序列等手段破坏或

改变适体的空间构象, 实现CTC的无损释放. 目前, 基
于核酸适体富集和无损释放CTC的工作已有较多报

道
[74,75]. 但核酸适体存在复杂基质中稳定性和亲和力

差等不足, 一定程度上制约了基于适体的亲和捕获法

的广泛应用.
针对上述问题, 本课题组通过将核酸适体修饰于

金纳米粒子表面构建多价核酸适体探针. 一方面, 通

过纳米材料修饰提高适体在全血中的稳定性; 另一方

面, 通过该探针的多价识别提高与CTC的亲和力. 基

于多价核酸适体探针发展了AP-Octopus-Chip, 模仿章

鱼的结构实现CTC的高效率富集(图7)[48]. 该微流控芯

片由上万个微柱构成DLD阵列, 即可在微米尺度上选

择性增加CTC与微柱的碰撞频率. 在纳米尺度上, 每

个微柱布满了修饰有上百条核酸适体的金纳米颗粒.
这些核酸适体像章鱼的触手一样, 可以通过多价协同

效应实现肿瘤细胞的高亲和力、高效率捕获. 实验证

明, 多价核酸适体的结合力比单价核酸适体提高了

100倍, 捕获效率提高了3倍, 解决了单价核酸适体在

实际应用中亲和力不足的问题. 此外, 被捕获的细胞

可以通过加入富含巯基且生物相容性好的谷胱甘肽分

图 6 基于FETAL-Chip的孕妇外周血中循环胎儿细胞富集策略
[67] (网络版彩图)

Figure 6 Scheme of circulating fetal cell enrichment by FETAL-Chip [67] (color online).
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子进行配体交换反应, 破坏核酸适体和纳米金连接的

金硫键, 从而保证了CTC无损释放. 释放后的细胞活

性可以达到95.8%, 可实现下游的细胞培养及基因突

变检测. 41例正常、前列腺癌、结肠癌临床样本的盲

测结果表明, 仅需1 mL外周血就可以区分肿瘤患者和

健康人样本. 临床检出率达到100% (38/38), 其中包括

T1N0M0分期样本, 利用配体交换效应, CTC的释放效

率可达到75%以上. AP-Octopus-Chip利用仿生章鱼结

构, 提高了核酸适体在全血环境中的稳定性和结合力,
实现了CTC的高效富集和无损释放, 为CTC的下游分

析提供了有力的工具.

4 循环肿瘤细胞单细胞分析

肿瘤在发生后, 随着时间的演化, 可能发生从原发

性肿瘤细胞到突变型肿瘤细胞的变化, 及从原发灶到

转移灶的空间转移. CTC是肿瘤细胞突破基底膜进入

血液的小细胞团或单细胞, 必然也存在着跟肿瘤一样

的异质性. 已经有不少研究证明, CTC从表型、基因

型及转录型分析上, 均存在异质性. 例如, de Luca
等

[76]
对转移性乳腺癌的CTC进行高通量测序分析其基

因突变, 其结果表明同一个病人的5个CTC中均存在不

同的基因突变, 且病人-病人之间也存在较大的差异

性, 揭示了CTC单细胞分析的重要性.
传统的分析方法通过群体细胞的平均值来分析细

胞状态, 掩盖了个体细胞间的差异, 导致大量细胞个体

信息的丢失, 也使得极少部分拥有特殊功能或致病能

力的细胞被忽视
[77]. 这些平均化的研究已经无法满足

CTC在临床检测上的需要, 特别是用来指导个性化诊

疗. 因此, 亟需发展针对单细胞的分析方法用于CTC
的生物信息学分析. 基于单细胞的高通量分析方法是

针对每个细胞进行区别性分析与研究, 并对大量单细

胞的状态与信息分布情况进行统计的方法
[78], 这种方

法的优点在于既不会丢失丰富的单细胞信息, 也仍保

留细胞群体信息. 为满足单细胞分析方法的迫切要求,
本课题组结合微流控技术, 发展了针对细胞表型、基

因组学及转录组学分析的高通量单细胞分析方法.

4.1 单细胞三维培养及异质性分析

CTC的表型分析是研究CTC转移机制的有效手段

之一. 综合分析CTC的生物物理特性, 包括细胞的变形

性、黏附性、微环境及增殖性的考察, 判断CTC单细

胞水平与普通细胞系单细胞水平的差异, 对研究肿瘤

的转移机制具有重要的意义.
CTC的增殖性是其发生转移后成瘤的重要因素,

而CTC的异质性决定了不是所有的CTC细胞都具有较

图 7 AP-Octopus-Chip的工作原理图
[48] (网络版彩图)

Figure 7 Working principle of the AP-Octopus-Chip [48] (color online).
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强的增殖能力. 单细胞增殖性的研究除了传统的有限

稀释法外, 还包括微通道中的卡槽
[79]

、液滴
[80]

等方法.
这些培养条件均是属于二维的培养条件, 容易造成细

胞营养物质的丢失和有害物质的积累, 无法真正模拟

肿瘤微环境. 而细胞三维培养是有别于二维培养的,
致力于模拟生物体内真实环境的单细胞培养条

件
[81~83]. 例如, Weitz等[84]

利用海藻酸钠的微液滴实现

单细胞的分散以及长达15 d的细胞3D培养; Mooney
等

[85]
为解决液滴3D培养中泊松分布造成的大量液滴

和细胞的丢失, 发展了具有选择性交联含有细胞凝胶

前体的液滴, 实现细胞微滴的收集及三维培养. 在已

有研究中, 三维培养条件仍存在众多的困难, 如难以

重复的三维培养基条件、复杂的操作以及较高的成

本, 令三维水平的单细胞增殖研究受到了严重的限制.
为研究CTC单细胞增殖水平的异质性, 我们开发

了能够进行单细胞三维培养的高通量胶原蛋白微阵列

(micro-collagen gel array, μCGA)[86], 对单细胞增殖异

质性及耐药性进行考察. 胶原蛋白微阵列的制备是在

PDMS模板的诱导下, 采用按压式的方法, 即可在

15 min内生成10000个3D阵列, 并实现细胞的单分散

性分布(图8). 在普通的细胞增殖培养环境下, 在μCGA
芯片中单细胞展示了增殖异质性, 其中部分细胞增殖

存活时间超过一个月. 并且, 阵列式的开放培养条件,
可通过毛细管吸取等方式, 定时、定点取出单细胞团

进行基因组学、转录组学的研究. 除了增殖异质性的

研究, 我们也分析了肿瘤细胞在群体水平和单细胞水

平耐药性的差异. 相比于群体细胞实验获得药物响应

浓度IC50, 单细胞水平分析展示了更低浓度的药物响

应, 在比IC50更低几个数量级的药物浓度下, 肿瘤细胞

的增殖也会被有效抑制, 可为给药方针提供新的参

考值.
μCGA芯片具有操作简单、无需依赖仪器的优势,

大大降低了单细胞分析操作的复杂性; 且I型胶原蛋白

具有生物相容性好、制备简单、价格低廉等优势, 大

大降低了单细胞研究的门槛, 给单细胞的表型分析提

供了新方法、新思路.

4.2 单细胞基因分析

4.2.1 基于高通量琼脂糖液滴的单细胞靶基因分析
遗传变异, 包括缺失、突变、重排, 是生物进化背

(a)

(b)

图 8 (a) 单细胞三维培养和异质性分析; (b) μCGA的制备过程
[86] (网络版彩图)

Figure 8 (a) Scheme of single-cell 3D culture and cell proliferation heterogeneity analysis; (b) preparation of μCGA chip [86] (color online).
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后最重要的推动力, 也是肿瘤细胞能够无限制增殖及

侵袭转移的一个重要因素
[87]. 因此, 遗传变异可作为

生物标志物来区分癌细胞与正常细胞, 区分具有侵袭

能力的癌细胞与普通癌细胞. 然而, 遗传突变往往含

量稀少, 且被掩埋在大大过量的非突变背景中, 检测

挑战性极高. 要实现这种罕见的变异检测, 必须满足

单分子、单细胞的敏感性, 才能实现在高背景下的稀

有突变检测.
液滴PCR技术(droplet PCR or emulsion PCR,

ePCR)是几十年来发展的一种新型核酸绝对定量技

术
[88]. 液滴PCR是利用成千上万的微小腔体(油包水液

滴、微阵列等)将反应模板进行有限稀释, 实现单分子

或者单细胞的分隔, 实现进行PCR反应及扩增产物的

荧光标记. 更重要的是, 液滴PCR方法可通过泊松分

布原理及阳性液滴的个数比例得出靶标分子的起始浓

度, 实现核酸的绝对定量检测, 无需依赖标准曲线
[89].

相比于传统的实时荧光定量PCR, 液滴PCR具有以下

优势: (1) 由于其单分子扩增的特点, 液滴PCR技术可

实现核酸的单分子检测, 灵敏度低至0.001%[90]; (2) 终
点PCR检测法, 不依赖Ct值(即每个反应管内的荧光信

号到达设定的阈值时所经历的循环数), 不依赖扩增效

率, 能克服PCR抑制剂的影响, 特别适合于基质复杂样

本, 如体液、水样、土壤中DNA的绝对定量检测
[91];

(3) 单分子扩增方式, 能够避免PCR反应中的扩增偏

好, 有效区分罕见突变、精确区分浓度差异, 具有更

好的准确度、精密度和重复性, 是罕见遗传变异分析

的有力手段
[90]. 但由于仪器和液滴通量的限制, 基于

液滴PCR技术的突变检测易因液滴个数的统计不足而

产生假阴性现象. 2003年Vogelstein等[92]
在液滴PCR技

术的基础上发展了BEAMing技术(即beads, emulsion,
amplification, and magnetics). 通过固定相磁珠的引入,
可在乳液PCR的过程中将溶液相的单分子突变检测转

移到磁珠表面, 然后通过流式细胞术等高通量的荧光

计数方式对磁珠进行分群表征, 具有通量高、速度快

等优势. BEAMing技术已经在基因稀有突变的检测中

得到广泛的应用
[93,94].然而, BEAMing技术需要引入固

定相-磁珠, 为实现DNA-磁珠的一比一配对, 需借助两

次泊松分布实现, 产生大量空液滴, 造成试剂和靶标的

浪费, 同时PCR反应需要在磁珠表面完成, 存在固相

PCR效率低等不足, 造成灵敏度低、假阴性等问题.
为弥补BEAMing技术的不足, 提高基因突变的检出率,

我们提出了一种基于琼脂糖技术的液滴PCR方法, 将

具有固-液转换性质的琼脂糖引入液滴PCR体系, 避免

两次泊松分布及低效率固相PCR扩增, 大大提高了罕

见突变的检出率
[95].

我们将PCR引物偶联在液相的琼脂糖分子上, 连

同PCR反应组分作为水相分子, 进行液滴的生成, 即

琼脂糖液滴. 液相的琼脂糖分子, 允许单次泊松分布

实现单个核酸分子的包裹, 以及PCR过程中液滴均相

状态的保持, 避免了固相PCR效率低的问题. 乳液扩

增后, 琼脂糖可在温度控制下转换成琼脂糖微球, 经

过荧光染料染色, 含有模板细胞的微球会发出荧光,
可以用荧光显微镜、流式细胞术(FACS)等分析手段

进行后续处理.
我们将琼脂糖液滴PCR方法应用于稀有致病菌的

检测, 规避了常规平板培养检测耗时、检测灵敏度

低、检测量有限的缺陷, 大大提高了致病菌的检出率.
以病原体大肠杆菌O157:H7作为目标分析物, 在大量

非突变背景细胞K12的存在下, 进行突变靶标的检测

(图9(a)). 通过微流控芯片单细胞包裹、单分子扩增,
结合流式细胞仪荧光计数, 我们实现了在100000个E.
Coli K12背景细胞中单个致病大肠杆菌O157:H7细胞

的快速、高通量、高灵敏检测.
这项技术展示了在大背景下分析单个分子、单个

细胞的遗传突变分析能力, 为我们在CTC稀有突变、

拷贝数变异检测来进行癌症分型分析提供了技术

支持.

4.2.2 单细胞全基因组分析

全基因组分析相比于靶基因分析, 能全面进行突

变基因的筛查, 提供更多关于肿瘤起源和发展的相关

信息.特别是二代测序技术(next generation sequencing,
NGS)的发展, 使得CTC基因组和转录组的表征成为可

能. 然而, 只有皮克量级的单细胞基因组, 难以直接用

于测序分析. 为了应对这一挑战, 近年来已经发展了几

种全基因组扩增技术(whole genome ampilfiction,
WGA), 以提高整个基因组的扩增均匀性并匹配NGS
分析. 迄今为止, 多重置换扩增(multiple displacement
amplification, MDA)、多次退火环状循环扩增技术

(MALBAC)这两种全基因组扩增方式已经广泛应用于

CTC全基因组的扩增. Heitzer等[96]
利用CellSearch®平

台分离结直肠癌患者外周血中的CTC, 然后联合MDA
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扩增技术放大所获得的CTC基因组信息, 用于基因杂

交阵列分析和全基因组测序. 并从CTC的基因组中发

现了原发灶及转移灶相关的基因突变信息 . 然而 ,
MDA是一种非线性的全基因组扩增方法, 这种非模板

依赖性的酶反应, 容易“无中生有”产生大量的DNA片
段. 于2012年由谢晓亮课题组

[97]
提出来的多次退火环

状循环扩增技术(MALBAC)是一种准线性的扩增方

式, 利用特殊引物使得扩增产物首尾互补成环, 降低了

非特异性扩增, 其高保真度更适合于拷贝数变异(copy
number variation, CNV).随后,他们利用MALBAC技术

对结直肠癌患者外周血中分离出来的24个CTC进行单

碱基多样性及拷贝数变异的分析
[98]. 结果显示, CNV

是基因组变异的主要方式之一, 具有癌症类型特异性,
并展示了基于非侵入性CTC的癌症诊断的应用前景.

4.3 单细胞基因表达分析

基因表达的异质性往往是由不同的衍生基因组

(甲基化、突变、有丝分裂过程的染色体分配等)、细

胞循环和微环境等造成的
[99]. 深入分析CTC基因表达

的差异更能全面了解癌症转移机制. 为实现高通量的

单细胞基因表达分析, 我们利用液滴微流控平台, 发

展了一种能够高通量分析单细胞基因表达的微流体装

置(图10)[25]. 液滴生成方式采用双水相入口设计, 分别

递送模板RNA/细胞、RT-PCR试剂/细胞裂解缓冲液,

制备高度均一、单分散的单分子/单细胞液滴. 为利用

流式细胞仪实现高通量的数据统计分析, 我们在液滴

微流控体系引入琼脂糖溶液, 而替代传统的微球. 琼

脂糖的引入首先避免了细胞-微球配对需要进行的两

次泊松分布; 其次, 在逆转录扩增反应过程中, 琼脂糖

处于溶液状态, 避免了固相表面扩增效率低的问题. 实
验结果表明, 琼脂糖基质中可实现高效率的逆转录扩

增. 同时单细胞RT-PCR分析展示了单细胞水平上Ep-
CAM基因表达的明显差异. 这项工作首次实现了琼脂

糖液滴中的单拷贝基因的RT-PCR, 将为病毒RNA检测

和CTC单细胞基因表达分析提供有力的工具.
除了单基因表达量检测之外, 基于单细胞的全转

录组测序方法在过去几年中已经取得了显著的进展.
例如, 2012年Sandberg课题组

[100]
建立了一种强大的

mRNA测序方法, 简称“Smart-Seq”, 用于全长的转录

组分析, 大大提高了单细胞转录组测序的覆盖率. 该

课题组将Smart-Seq方法应用于黑素瘤CTC的检测, 并

发现了不同的基因表达模式, 包括潜在的生物标志物

和与逃避免疫监视有关的基因. 该研究为RNA-Seq用
于单个CTC细胞研究的可行性提供了有价值的证明.

最近, Haber等[101]
利用CTC-iChip来进行前列腺癌

CTC的分离及单细胞转录组分析. 从分离得到的77个
CTC的单细胞转录图谱分析, 发现了关键信号通路基

因相对于原发灶明显上调. 同时, 还在各个CTC之间

(a) (b)

图 9 (a) 基于琼脂糖液滴的单细胞检测技术; (b) 高背景E. coli K12中E. coli O157的高灵敏检测
[95] (网络版彩图)

Figure 9 (a) Single cell detection by agarose droplets; (b) E. coli O157 detection from plenty of E. coli K12 [95] (color online).
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发现了雄激素受体(AR)基因的表达异质性和剪接变

异. 因此, 通过单细胞转录组测序揭示的AR信号传导

的显著异质性可以鉴定肿瘤抗药性的潜在临床机制.
类似的工作也在Ting等[102]

的工作中得到报道. 利用

CTC-iChip对胰腺癌CTC进行富集及单细胞RNA测序,
揭示了细胞外基质基因的高表达, 导致胰腺癌的远端

扩散.
上述基于单细胞基因表达分析的研究进展, 使得

CTC单细胞基因表达分析成为可能. 然而, 大多数已

开发的RNA测序技术仅限于分析poly(A)尾巴的

mRNA信息, 不能分析其他也具有重要功能的RNA类
型，如microRNA、环状RNA等. 因此, 仍需开发针对

所有RNA种类的通用转录组分析方法.

5 结论与展望

CTC作为液体活检技术中的重要靶标, 已被美国

临床肿瘤学会推荐为肿瘤标志物, 可作为肿瘤TNM分

期的重要补充. 外周血中CTC的个数和生物学信息与

实体瘤组织存在一定的量效关系, 因此, CTC个数检

测及组学信息分析对肿瘤诊断、疗效监测、预后评

估、个体化治疗的临床应用及肿瘤转移及抗药性等机

制的研究具有重大意义
[103,104]. 然而, 由于其个数少、

异质性强, CTC检测分析仍存在巨大的挑战. 首先需要

选择高通量、高效率的CTC分离富集方法. 以免疫识

别为核心的富集手段, 虽能实现高效、高纯度的CTC
富集, 但是依赖标志物表达的分离方法容易漏掉低表

达/不表达的CTC, 而这些CTC往往是侵袭能力的亚群.
此外, 免疫识别过程需要考虑到识别分子与细胞之间

的作用力, 限制了微通道中的流体速度进而限制了芯

片的通量, 另外, 以细胞物理性质差异实现CTC富集

的物理分离方法, 虽可以规避免疫识别过程, 提高通

量. 然而物理分离方法, 一般纯度较低、丢失率较高,
容易漏掉与血细胞有尺寸重叠的CTC亚群, 限制了其

临床应用. 因此, 结合多种原理, 实现CTC分离富集,
将会是未来CTC分离技术发展的核心思路.

核酸适体作为高特异、高亲合力的识别分子, 虽

可通过体外筛选技术获得任何肿瘤细胞靶标的识别分

子, 但大量研究表明, 核酸适体在外周血环境中, 容易

受到核酸酶、缓冲环境等干扰, 使其稳定性和结合力

受到影响. 因此, 以外周血等复杂基质为筛选条件的

核酸适体筛选方法的开发, 将会大大扩展核酸适体分

(a)

(b)

图 10 (a) 基于液滴技术的单细胞基因表达分析; (b) 不同EpCAM表达量的细胞分析结果
[25] (网络版彩图)

Figure 10 (a) Single cell gene expression analysis by microfluidic droplet technology; (b) EpCAM expression level analysis [25] (color online).
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子在CTC识别富集中的应用. 此外, 利用纳米材料、聚

合物等提高核酸适体的稳定性, 构建核酸适体多价效

应等方式, 也将大大提高现有核酸适体的使用范围.
CTC的数目虽能做为肿瘤分期的补充, 但是CTC

本身携带的组学信息更具有研究意义. 要实现CTC的
下游分析, 首先需要实现CTC的无损释放. 已经有不

少课题组开发了CTC的释放方法, 如温度响应
[105]

、核

酸酶水解
[75]

、光切割
[64]. 这些方法虽在细胞系实验中

展示了>95%的释放效率, 但是在临床样本体系, 仍存

在释放效率低、损失率高等问题. 因此, 亟需发展适用

于临床应用的CTC释放方法.
CTC单细胞分析技术是CTC研究的重点方向 .

CTC单细胞测序方法可以比较CTC与原发灶、转移灶

以及转移淋巴结中基因组、转录组及表观遗传组的差

异, 为认识肿瘤发生、发展及转移的生物学机制提供

全新的视角. 例如, 2017年, Gao等[106]
对一位结肠癌患

者的CTC、原发灶肿瘤细胞、转移淋巴结细胞进行了

全基因组测序分析, 发现CTC拷贝数变异(CNV)存在

较大的异质性, 揭示了可能只有部分肿瘤细胞可能形

成转移灶. 因此, 单细胞全基因组测序提供了从根源

上分析原发灶、CTC、转移灶的遗传变异的手段, 揭

示肿瘤转移机制的可能性.
其次, 单细胞转录组测序和表观遗传学分析技术

也处于蓬勃发展的状态. 单细胞转录组扩增技术的发

展解决了单细胞转录组样品量少而难以检测的问题,
实现了对单细胞全转录组的测序.特别是以液滴微流控

技术和编码技术为基础的Drop-seq[107]和inDrop[107]技术

发展, 使得快速、便宜、高通量的单细胞RNA测序

成为了可能. 基于液滴微流控的商用高通量单细胞转

录组平台已经广泛应用于细胞分型、干细胞增殖与分

化、肿瘤异质性研究、脑/神经系统发育、免疫异常

研究等领域. 随着CTC富集技术的发展, 高通量单

细胞转录组测序技术必将在CTC领域发挥不可替代的

作用.
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Abstract: Accurate cancer theranostics is important to improve the survival rate and life quality. Circulating tumor cell
(CTC) is a type of tumor cells that spread through peripheral blood after detaching from a solid tumor, which is the most
promising target in liquid biopsy. It offers non-invasive sampling for cancer diagnosis and real-time monitor of
biological tumor information to study the mechism of tumor metastasis. However, the extreme rarity and heterogeneity
of CTC pose a huge technical challenge for CTC profiling. Various technologies have been proposed. This review aims
to provide in-depth insights into CTC related research work from Yang’s group, including CTC targeting molecule
discovery, microfluidic-based enrichment and high-throughput single cell analysis.
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