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基于微流控技术的循环肿瘤细胞分选研究!
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摘!要!循环肿瘤细胞$J5J<%出现于癌症患者的外周血中"是一种重要的游离态组织样本"对于癌症的早
期诊断和预后评估具有非常重要的临床诊断价值! 由于血液中 J5J<含量极少"对其进行分选富集是 J5J<
检测和分析的一个重要预处理步骤! 传统的宏观方法虽然也能实现细胞分离"但存在耗时长#样品需求量
大#目标细胞损失严重及硬件设备依赖性高等不足! 近年来兴起的微流控技术可在微米尺度范围内集成物
理#化学及生物手段"易于实现整体器件的微型化和低成本便携式发展"为稀有 J5J<的高灵敏度#高效分选
提供重要的潜在技术手段! 本文综述了微流控技术实现 J5J<分选的最新研究进展"详细阐述了各种被动#
主动分选方法的原理及成功应用实例"分析各方法的优缺点"提出一种新型的多级分选芯片结构"并最后探
讨了微流控 J5J<分选芯片在临床应用中面临的挑战及未来的发展趋势!
关键词!循环肿瘤细胞!微流控技术!分选!癌症诊断
中图分类号!+,%".,% n"!文献标识码! /!文章编号! $##%0"'$1#"#$%$#&0#''"0*$

收稿! "#$% 年 $ 月" 收修改稿! "#$% 年 - 月" 网络出版! "#$% 年 & 月 $ 日

!!国家重点基础研究发展计划#)&*$项目#234"#$$JW&#&,#$$ " 国家自然科学基金项目#234%$*&%#')$和江苏省普通高校研究生创新计划

项目#234J1[1$*�#'#$4

567839: 8;<<=>>39?7@ AB?672;?C3D;EW;<CGY7<7;9G6 R93K9;L3IJ6CD;#234"#$$JW&#&,#$$ " ?672;?C3D;E2;?=9;EFGC7DG7H3=D@;?C3D 3IJ6CD;

#234%$*&%#')$ " ;D@ ?67 C̀;DK<= Q9;@=;?7ODD3T;?CT7Y7<7;9G6 R93K9;L#234J1[1$*�#'#$4

!!J3997<>3D@CDK;=?639!70L;CE!DS6"##*M<7=47@=4GD

1/2("6#5/$/2)EH&).$:/(25#&,/'? I53"(:.##)*.D&(&,/"'!

*")%( ?+!1+)%( @)%!=)%( #$%C)+!-')%( 1+%6+$!@+-'0%('")!!

#U1-.)0< >+3 8-9('-"('3 :('S+01). -.? ;-.<:-*"<'+(:;1*'(H6-.( 41(,+?1*-7@.0"'<,+."0" =(<"!+-0"
V.1D+'01"3" 6-.51.) "$$$')" 2!1.-$

78),(&2,!21'*<7-"1.) "<,('*+770#2A20$" -.71E<1? 91(#03/ *1'*<7-"1.) 1. "!+*-.*+'#-"1+."00 #+'1#!+'-7
97((?" #7-3 -. 1,#('"-."'(7+1. "!+"!+'-#+<"1*-.? ?1-).(0"1*(:*-.*+'&S<+"( "!++F"'+,+73 7(%*(.*+."'-"1(.
(:2A201. 97((?" +.'1*!,+."!-09++. '+)-'?+? -0-. +00+."1-7#'+H"'+-,+."0"+# :('+::1*1+."?+"+*"1(. (:2A20&
A'-?1"1(.-7,-*'(0*(#1*0+#-'-"1(. 0*!+,+0!-D+-*!1+D+? -7-')+0<**+001. 2A20+.'1*!,+."&_(%+D+'" "!+0+
,+"!(?00"1770<::+':'(,0(,+?10-?D-."-)+00<*! -0"1,+*(.0<,1.)" 7-')+D(7<,+97((? 0-,#7+0'+E<1'+?" +-03
"( 7(0+"-')+"*+770-.? 7-9('H1."+.01D+&;1*'(:7<1?1*0" %!1*! 1."+)'-"+0#!301*-7" *!+,1*-7-.? 91(7()1*-7
"+*!.(7()1+0-",1*'(0*-7+7+D+7" #'(D1?+0-,1.1-"<'1G+?" 7(%H*(0"-.? #'("-97+"((7:('+::1*1+."2A20
0+#-'-"1(.&@. "!10'+D1+%" %+*(D+'"!+'+*+."-?D-.*+01. #-001D+-.? -*"1D+,1*'(:7<1?1*2A200+#-'-"1(.
,+"!(?0&A!+?+"-17%('X1.) #'1.*1#7+0" 91(,+?1*-7-##71*-"1(.0" -?D-."-)+0-.? ?'-%9-*X0(:"!+0+,+"!(?0-'+
?10*<00+?" -.? -.(D+7,<7"10"-)+,1*'(:7<1?1**!1# :('2A200+#-'-"1(. 10-70( #'(#(0+?&I1.-773" %+?10*<00"!+
*'1"1*-7*(.*+'.0-.? "!+:<"<'+"'+.?0(:2A200+#-'-"1(. ,1*'(:7<1?1*?+D1*+01. *71.1*-7-##71*-"1(.0&
9.+ 0"($)!*1'*<7-"1.) "<,('*+770% ,1*'(:7<1?1*"+*!.(7()3% 0+#-'-"1(.% *-.*+'?1-).(010



黄!笛等! 基于微流控技术的循环肿瘤细胞分选研究 综述与评论

化学进展" "#$%" "&#&$ ! ''" ()$" &KKRMM&

:"',.',)
$!OD?93@=G?C3D
"!R;<<CT7<7>;9;?C3D ?7G6DCj=7<
".$!UCG93<G;E7ICE?9;?C3D
"."!HC7E@ IE38;D@ 6B@93@BD;LCGI9;G?C3D;?C3D
".*!Z7?79LCDC<?CGE;?79;E@C<>E;G7L7D?
".-!OD79?C;<7>;9;?C3D
".%!WC3LCL7?CG<7>;9;?C3D
".,!/IICDC?B<7>;9;?C3D
*!R3<C?CT7<7>;9;?C3D ?7G6DCj=7<
*.$!ZC7E7G?93>6397<C<<7>;9;?C3D
*."!U;KD7?CG<7>;9;?C3D
*.*!/G3=<?CG<7>;9;?C3D
*.-!+>?CG;E<7>;9;?C3D
-!U=E?C<?;K7<7>;9;?C3D
%!J3DGE=<C3D ;D@ 3=?E33:

;<引言

循环肿瘤细胞#GC9G=E;?CDK?=L39G7EE<" J5J<$是
指从原发肿瘤扩散进入外周循环血液系统中的肿瘤

细胞
)$* "它的出现标志着肿瘤细胞已经开始从病灶

组织向四周扩散"从而可能导致更多器官组织产生
病变

)" (%* ( J5J<可在肿瘤发生的早期出现"且研究
表明约 )#\ 的癌症死亡案例与 J5J<扩散有
关

)," &* "因此"J5J<检测在重大疾病的早期预防'治
疗效果评估'药物敏感性测试及肿瘤复发监测等医
学应用方面具有十分重要的意义 )' ($"* ( J5J<检测
的最大难题在于其数量极少!通常在临床上"人们研
究的对象是一个非齐性总体"其中包含了大量的细
胞信息"而 J5J<对人体正常血细胞的比例仅约为 $
{$#)"或在 $ L[血液中仅有 $ ($## 个 J5J<)$*" $-* "
因此在检测前必须对其进行分选富集"以去除血液
中的大部分红细胞#YWJ<$和白细胞#XWJ<$(

理想的 J5J<分选应能达到以下三点要求!首
先要能将尽量多的非目标细胞分离出去"即要有较
高的纯度#>=9C?B$%其次要在特定出口处收集到尽量
多的 目 标 细 胞" 即 要 有 良 好 的 重 新 捕 获 率
#97G3T79B$%最后考虑到 J5J<数量稀少导致需要处
理的样本量较大以及细胞活性等因素"要求能在短
时间内处理大量的样品"即要求有较高的通量
#?693=K6>=?$( 传统的细胞分选多在宏观尺度下进
行"如离心分选 )$% ($&* '化学溶解 )$'* '基于荧光或磁
珠技术的抗体标记分选 )$)" "#*等"这些方法虽然成熟
可靠"但系统复杂'操作繁琐'需要样品量大"在细胞

转移'容器更换及样品化学处理等环节极易造成目
标细胞的损失"难以满足上述三点分选要求( 另外
值得一提的是"作为唯一通过美国食品药品监督管
理局认证的用于血液中 J5J<分选'计数的商业化
产品"J7EEF7;9G65U#e79C@7_" fF/$采用外面包被了
特异性抗体抗 P>J/U#上皮细胞粘附因子$的免疫
纳米磁珠"通过抗原抗体反应"与血液中表达
P>J/U的 J5J<结合"并进一步通过荧光反应识别
J5J<)%" "$ ("** ( 该技术虽然拥有较高的灵敏度"但也
存在无法在普通家庭或野外环境中使用'仪器及消
耗的试剂昂贵'样品转移等预处理环节 #尤其是细
胞与磁珠结合的环节$会损失大量目标细胞及捕获
的细胞难以再次利用等不足(

兴起于"# 世纪 )# 年代的微流控技术 )"- (*** "通
过微米级别的流道精确操控微升'毫升级别的样品(
得益于其器件特征尺寸与细胞尺寸正好匹配

)*-* "微
流控技术在细胞分选应用方面优势巨大"近十年来
得到了迅猛的发展"出现了大量原型器件 )*% (*'* ( 与
常规分选方法相比"这些微流控器件具有消耗样品
量少'有较高的分辨精度及灵敏度'易于集成及微型
化等优点"且在微流控器件中可以连续地实现样品
注入0细胞分选0目标细胞识别的整个过程"这极大
地简化了操作"并减少细胞的损失( 但相对于目前
比较成熟的微纳米硬质小球操控技术"在微尺度下
操控细胞面临着额外的挑战!首先"微流控环境中的
剪切力'焦耳热'跨膜电势等会影响细胞的活性"从
而影响实验结果%其次"细胞在物理'化学及生物学
上的特性与普通粒子有很大区别"如细胞的可压缩
性'可变形性及尺寸上的多分散性会对以尺寸为基
准的分选方法造成困扰"不同细胞因结构不同会对
它们在电磁场下的表现造成很大差异等( 前期的微
流控分选技术多应用于血细胞与血浆或血细胞各组

分的分离"这些研究探索为更难实现的循环肿瘤细
胞分选打下了良好的理论与实验基础( 在此基础
上"近年来微流控技术被广泛地应用于 J5J<分选
研究中"并表现出良好的发展前景(

结合本课题组前期在微纳米粒子惯性迁

移 )*) (-,* '介电泳精确操控 )-& (%**及细胞特性表征 )%-*

等领域的研究经验"本文综述了基于微流控技术实
现循环肿瘤细胞分选的最新研究进展"对相关具有
启发意义的其他细胞分选应用亦有简单涉及( 文章
将目前的分选应用归为被动分选与主动分选两大类

分别展开阐述!被动分选技术包括微结构过滤'场流
及水力分选'确定性侧向偏移'惯性分选'仿生分选'
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亲和性分选等方法"一般具有通量高'不需要额外施
加作用力场的优点%主动分选技术包括介电泳分选'
磁分选'声分选'光分选等方法"一般具有分选精度
高的优点( 每一种分选方法的研究将详细描述微流
控系统的分选原理及应用实例"分析各自存在的优
缺点及发展趋势( 此外"为弥补单一分选技术的不
足"融合一种或多种分选方法的多级分选技术拥有
巨大的发展前景"本文也将对其单独阐述"并结合本
课题组的研究基础提出一种新型的多级分选芯片结

构( 最后"本文亦将对微流控技术在稀有细胞分选
方面的发展前景作出展望(

=<被动分选技术

不同种类的细胞在尺寸'密度'形状'可变形性
及亲和性等物理'生物特性上各不相同"依据这些不
同的 特 性" 被 动 分 选 技 术 # >;<<CT7 <7>;9;?C3D
?7G6DCj=7<$通过流道内的微结构或微流体对细胞施
加作用"从而实现分离( 这些分离方法主要包括微
结构过滤 #LCG93<G;E7ICE?9;?C3D$'场流及水力分选
#IC7E@ IE38;D@ 6B@93@BD;LCGI9;G?C3D;?C3D$'确定性侧
向偏移#@7?79LCDC<?CGE;?79;E@C<>E;G7L7D?$'惯性分选
# CD79?C; <7>;9;?C3D $' 仿 生 分 选 # AC3LCL7?CG
<7>;9;?C3D$ 及亲和性分选 #;IICDC?B<7>;9;?C3D $ 等
几类(
".$!微结构过滤

微结构过滤#LCG93<G;E7ICE?9;?C3D$依据不同种类
细胞在尺寸'形状'可变形性等特性上的差异进行分
选"主要有围堰式'微柱式'交错流式及薄膜式 - 种
结构( 通过改变围堰与盖片间隙'微柱间距或薄膜
孔径"可实现对不同尺寸细胞的筛选( 例如饼状红
细胞直径约 , () "L"厚 $.' (".' "L"可以通过 *
"L的间隙%球状白细胞直径约 , ($# "L"可以通过
& "L的间隙" C̀等 )%%*据此设计了 *.% "L的间隙"
分别利用 - 种结构分离红细胞与白细胞(

围堰式结构又称为坝式结构"通过精确设定围
堰顶端与顶盖间的间隙"使得只允许小细胞通过而
大细胞被拒止"实现两者分离( 该结构早期多用于
筛除血液中 的 所 有 细 胞组分" 以得 到 纯 的 血
浆 )%," %&* ( XCE@CDK等 )%'*在主流道内制作若干如图 $
#;$所示距顶部间隙 *.% "L的围堰式结构"成功将
红细胞与白细胞分离开来%J67D 等 )%)*设计了用两

个围堰分隔三个 .样品池/的结构"将肺腺癌细胞
FRJ0/0$ 从血液中分离出来"% "L间隙的围堰对
J5J<的重新捕获率高达 ))\( 在上述两种结构

中"围堰结构均垂直于主流动方向"致使目标细胞会
逐渐在围堰结构前堆积"形成堵塞( 为解决此问题"
J67D 等 ),#*

设计了与主流动方向平行的围堰结构"
通过两条围堰将主流道分成平行的三部分( 从中间
主流道注入的样品中"红细胞允许从围堰顶端间隙
通过进入两侧边流道"而白细胞被约束在主流道内(
该结构虽解决了堵塞问题"但分选效果较差( FCL
等

),$*
设计了一条 ".&) GL的超长围堰结构"围堰间

隙 ' "L"并通过 P>J/U抗体将微珠修饰到人乳腺
癌细胞 UJH0& 表面( 通过微珠修饰的癌细胞尺寸
增大"与白细胞不再有重叠部分"使分离更加精确(
该结构能达到 )"\的重新捕获率与 %"\的纯度"但
器件尺寸较大"不利于片上集成( 总体来说"围堰式
结构在稀有细胞分选方面的应用较少"这主要应是
由于围堰式结构加工精度要求高"通量及分选纯度
低以及难以解决堵塞问题等因素造成的(

图 ;<微结构过滤结构示意图!#;$围堰式 )%'* %# A$微柱

式 ),** %#G$交错流式 )&%* %#@$薄膜式 )''*

>/?@;< FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3ILCG93<G;E7ICE?9;?C3D!#;$

8C97?B>7)%'* %#A$>CEE;9?B>7),** %#G$G93<<0IE38?B>7)&%* %#@$

L7LA9;D7?B>7)''*

早在 $))- 年就有采用微柱阵列结构筛选红细
胞应用的出现 ),"* "但采用微柱式结构分选细胞极易
在流体流动的方向上形成堵塞"限制了该结构的发
展( 为缓解堵塞情况的发生"近期一些研究小组设
计了若干新型结构( U36;L7@ 等 ),**设计了由 - 段
微柱阵列结构串联而成的分选芯片"如图 $ # A$所
示"微柱间间隙逐渐缩小"注入芯片中的细胞依据其
自身尺寸的不同会在不同片段处被捕捉"从而缓解
堵塞( 该研究组利用 - 段间隙分别为 "#'$%'$# 及
% "L的芯片结构"在 $# "L间隙处捕捉到神经母细
胞瘤细胞#2WG7EE<$"而其他血细胞流经整个芯片%
利用四段间隙分别为 $%'$#'% 及 ".% "L的芯片结
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构"在 ".% "L间隙微柱处捕捉到白细胞"而红细胞
流经整个芯片( 实验中捕捉到的神经母细胞瘤细胞
对检测小儿颅外肿瘤有重要意义( 后期"U36;L7@
等同 样 利 用 这 一 原 理 捕 捉 胎 儿 有 核 红 细 胞

#H2YWJ<$ ),-* "实现其从孕妇外周血中的分离%他们
还通过该结构成功地从人血中分选富集了 ' 种循环
肿瘤细胞

),%* ( 在最新的研究中"R97C9;等 ),,*
利用间

隙渐缩的微柱阵列"依据细胞可变形性的不同"分离
了柔性及硬性的 5]R0$ 细胞"流量达到 $".& L[l6"
但该结构分选后的细胞仍停留在流道内"难以单独
富集出来"且该结构不适用于处理含有大量细胞的
样品( 5;D 等 ),&*

创新性地提出了另一种过滤结构"
结构中每个过滤单元由三根独立的'呈圆弧形布置
的微柱构成"微柱间间隙 % "L以保证只有尺寸较
大的癌细胞不能通过( 在过滤单元捕捉到癌细胞
后"上游来的其他细胞会因为流阻增大而从旁边绕
行( 每个过滤单元捕捉一个癌细胞"避免了癌细胞
堆积造成的堵塞( 通过该结构从血液中分离人乳腺
癌细胞#UJH0&$及人结肠癌细胞#]5")$"分选效率
大于 '#\"且分选后细胞保持了良好的活性(
UGH;=E等 ),'*

通过改善操作方法以规避堵塞带来的

影响"该研究组通过设计上游处间隙大'下游处间隙
小的漏斗形微柱阵列分选小鼠淋巴瘤细胞#U[J<$
及人外周血单核细胞#RWUJ<$( 正向流动时"更小
更易变形的 RWUJ<可轻易穿过微柱阵列"而较大且
不易变形的 U[J<被捕捉住%此后施加反向流场"
U[J<被从微柱间释放"阵列得以疏通"而此时
RWUJ<由于下游处微柱间间隙较小"无法进入阵
列( 通过来回反转流场方向可成功分离两种细胞"
且目标细胞的重新捕获率及纯度都在 )%\以上(
此外"为增加 J5J<与血细胞在尺寸上的区分度"
hCL等 ),)*通过 P>J/U抗体在 UJH0& 上修饰若干
* "L的微珠"使 UJH0& 细胞平均尺寸从 $,., "L提
升至 "%.- "L%同时该研究组在每个圆柱的两侧设
置弧形凹槽"以在相邻的两个圆柱之间形成一个扩
容的 UJH0& 捕捉空间"缓解对细胞的挤压变形( 通
过这些改进"UJH0& 的重新捕获率可达到 )"\(

交错流结构分选细胞虽然在原理上与围堰式或

微柱式类似"但在结构上采用了微结构与主流动方
向呈一定角度的设计( 由于被拒止的细胞能继续沿
微结构方向运动并最终从出口流出"避免了分选芯
片在使用一段时间后间隙处细胞饱和的情况"故可
在极大程度上减少堵塞的发生( C̀等 )%%*通过实验

比较四种结构"也得出交错流分选效率最高且最易

于集成的结论( 鉴于这些优势"交错流结构应用相
对广泛" 可分离全血中的血浆 )%&" ,#" &#" &$* ' 白细
胞

)&"" &**
等( 近年来一些研究组将交错流结构应用

在稀有细胞分选上"如 U=9?6B等 )&-*
在成功分离白

细胞与红细胞的工作基础上
)&** "采用相同的结构"

重新设计尺寸来分选新生大鼠心肌细胞和新生大鼠

非心肌细胞( 该结构包括一条中间流道与两条侧边
流道"通过一系列微型分支流道使两者连通"且两条
侧边流道宽度逐渐增加"以保证各分支流道出口处
压力一致( 使用该芯片可在中间流道出口处收集到
大部分 ) ($$ "L新生大鼠心脏细胞"在两侧边流
道出口处收集到大部分 & () "L的新生大鼠非心
脏细胞( 该流道结构可在分选后仍较好地维持细胞
的活性"但通量较低"仅有 "# "[lLCD( [77等 )&%*

设

计了另一种交错流分选结构"如图 $#G$所示"在该
结构中"与主流动方向呈 %|倾角的单排微柱阵列将
上 游 处 的 主 流 道 在 下 游 处 分 成 两 支( 在
#.* L[lLCD的通量下"从入口处注入的含有新生胎
儿有核 红 细 胞 #H2YWJ<$ 及 成 人 无 核 红 细 胞
#//YWJ<$的混合溶液在流经微柱阵列时"尺寸较
大的 H2YWJ<沿阵列方向偏转进入上分支流道"重
新捕获率达 &-\%尺寸较小的 //YWJ<穿过微柱"
继续沿原有方向流动进入下分支流道"重新捕获率
为 -,\( 该应用在孕妇非侵入性产前诊断应用方
面具有重要意义( 值得一提的是"Q7DK等 )&, (&'*

将

微柱阵列'围堰结构及交错流方法等概念集成到螺
旋流道内"结合离心原理实现对血浆的分离( 若该
结构经过合适的改进"在 J5J<分选上的应用应也
具有一定的潜力(

薄膜分选通过在薄膜上设置孔径"只允许特定
尺寸以下的细胞通过以实现分选( 早期的研究中多
采用多孔聚碳酸甲酯薄膜对 J5J<进行过滤分
选 )&) ('-* "但使用该薄膜存在若干缺陷!首先是薄膜
上的孔径随机分布"多次试验往往得到一个上下浮
动的分选效率%其次是孔隙率较低"导致通量不高%
最后是难以集成入微流控芯片内( 值得一提的是国
内的刘大渔团队 )'%*成功将带有 ' "L孔径的聚碳酸
酯薄膜集成入芯片内"对 ]7[;细胞的重新捕获率
可达到 '%\( 为克服这些缺陷"近年来"一些可微
加工'易集成的材料得到广泛应用"通过微加工可在
这些材料上精确定义孔径的形状'尺寸及排列"在微
流控芯片内集成这些多孔薄膜对细胞进行分选的研

究也取得了长足的进展( 聚对二甲苯# >;9BE7D7$作
为一种生物相容性材料"且有着良好的延展性"因此
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成为制作薄膜的良好选择( k67DK等 )',*
利用带有

$$ "L圆形孔径或 $- "L椭圆孔径的聚对二甲苯薄
膜过滤血液中的人体前列腺癌细胞 [2J;R"并通过
在孔径两侧集成电极进一步对捕获的癌细胞进行基

因分析( 该芯片可在 $# LCD 内处理 &.% L[的样
品"效率高达 )#\( 同属该研究组的 [CD 等 )'&*

利用

带有 ' "L圆形孔径的聚对二甲苯薄膜对肿瘤患者
外周血中的多种癌细胞进行分选试验"研究显示该
结构对 J5J<的重新捕获率大于 )#\"且可直接作
为观测'分析平台"并通过对比表明其分选效果优于
J7EEF7;9G6( 此外"为避免 J5J<在孔径处因受到过
大的挤压力而失去活性"k67DK课题组后期又设计
了一种 *Z结构的分选薄膜 )''* "如图 $# @$所示"该
结构由上下两层聚对二甲苯薄膜组成"上下层孔径
的位置相互错开"下层薄膜对上层孔径处捕捉到的
癌细胞施加反向作用力"起支撑作用( 相对于 "Z
结构的薄膜"采用 *Z结构分选 [2J;R或人体乳腺
癌细胞 UJH0&"可有效减轻对细胞的损伤"更好地维
持细胞的活性( 1= 等 )')*

采用聚焦离子束刻蚀"在
$# "L厚的聚对二甲苯薄膜上制作了另一种宽
, "L长 -# "L的矩形孔径"利用该结构对人前列腺
癌细胞 RJ* 和 Zf$-% 进行分选试验"在大于 "##
"[lLCD 的通量下可达到 )#\的纯度"分选后的癌
细胞浓度提升了 "## 倍( 除了聚对二甲苯"聚对二
甲基硅氧烷 #RZUF$亦是制作薄膜的良好材料(
J67D 等 ))#" )$*采用软光刻技术制作了 $# "L厚"面
积达到 * GLa* GL的超大 RZUF 薄膜层"同时薄膜
层的孔隙率高达 *#\"使用集成该薄膜的芯片可实
现 "# L[lLCD 的极高通量( 同时"该课题组通过在
人外周血单核细胞#RWUJ<$上修饰微珠"克服了因
细胞变形及尺寸不均对分选精度造成的负面影响"
最终获得的细胞纯度大于 )&\( [CL等 ))"*则采用

硅基制作多孔薄膜"通过深反应离子束刻蚀"在直径
% LL的硅薄膜上制作 $#% 个 $# "L微孔"超高的孔
隙密度使得薄膜的孔隙率大于 -#\( 这些优势保
证了可使用 该 芯 片 处 理未经稀释 的 血 液" 在
$ L[lLCD的高通量下对 UJH0& 及人肝癌细胞
]7>Q" 的重新捕获率大于 '#\( 此外"近年来还有
一些研究选择镍 ))*" )-* ' 塑料片材 ))%* 或商业滤

纸 ))," )&*等作为制作薄膜的材料"也都成功实现了对
血细胞的分选( 薄膜分选的一个不足之处在于其需
要在微流道内嵌合薄膜结构"这对芯片的键合提出
了较高的要求"使工艺趋于复杂%此外"虽然上述薄
膜结构能部分实现高效'高通量的细胞筛选"但同围

堰式及微柱式分选一样"薄膜分选也未能克服堵塞
带来的困扰

)%%* "以上的研究中鲜有提及堵塞对分选
的负面影响"如何利用薄膜结构实现对大量样品的
连续分选目前仍是一个挑战(

微结构过滤可以依据细胞尺寸的不同"通过精
确设定过滤结构实现细胞的分选或富集"原理简单"
应用研究也较为成熟"但其特定的设计原理及操作
方式致使其仍面临很多局限"主要包括通量低'易堵
塞'细胞族群尺寸不均致使分选效率低等( 此外"
J5J<等柔性细胞在间隙处会受到较大的挤压"产生
变形"尤其在流速上升时其活性会受到较大损
伤

))'* ( 可喜的是目前出现了一些新型结构"为克服
这些局限提供了潜在的解决途径!如通过增大薄膜
面积

))#" )$*
及孔隙率

))"*
以提高通量'通过排列间隙

逐渐缩小的微柱
),* (,,*

或设置漏斗形微柱
),'*
等以避

免堵塞' 在目标细胞上镶嵌微珠以 提 高 分 辨
率

),$" ,)* '设置双层结构薄膜以提高细胞活性 )''*
等(

总而言之"微尺寸过滤作为一种出现较早"原理'操
作都特别简单的分选方法"仍需要研究者们在结构
设计'操作方法上不断创新"如此才有广泛的应用
前景(
"."!场流及水力分选

场流分选#IC7E@ IE38I9;G?C3D;?C3D" HHH$及水力
分选#6B@93@BD;LCGI9;G?C3D;?C3D$都是依据在低雷诺
数条件下粒子中心的运动轨迹与经过其中心处的流

场的速度'轨迹一致的原理"通过合理设计各入口'
出口的结构"并精确控制入口流速"实现对不同大小
粒子的分离( 由于场流分选及水力分选操作方法及
分选原理相似"故本文将其合并为一节讨论(

场流分选是多种技术的集合体"其通过外场对
微流道中的粒子施加垂直于流动方向的场力"该场
力可以是流场力'电场力'重力场力'离心场力
等 )))" $##* ( eB:3=:;E课题组 )$#$*提出了一种结合介

电泳的场流分选技术 # @C7E7G?93>6397?CGIC7E@0IE38
I9;G?C3D;?C3D" ZPR0HHH$"如图 " #;$所示"在浅平的
流道腔体底部布置若干电极"对流道中的粒子施加
负向介电泳力"并在与沉降力的共同作用下使粒子
到达平衡位置"具有不同介电属性及密度的粒子因
而具有不同的悬浮高度( 另一方面"样品流剖面速
度特征曲线呈抛物线状"中间部分流速高"靠近上下
壁面处的流速低"因此依据悬浮于不同高度的粒子
具有的不同运动速度"可实现两者的分离( 利用该
原理"X;DK等 )$#"* 在 " L[lLCD 的流速下分离了
UZ/0-*% 人乳腺癌细胞和 5淋巴细胞"分选后
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UZ/0-*% 纯度大于 )'\"5淋巴细胞纯度大于
)"\"整体细胞重新捕获率在 &#\左右( 此外"该
课题组还在同样流速下对 UZ/0-*% 与 JZ*- g造血
干细胞'单核细胞与 W淋巴细胞等对象进行分选试
验"并在 #.% L[lLCD 流速条件下进行了从血液中富
集白细胞的实验"也都取得了不错的效果( 采用类

似的设计"eB:3=:;E等 )$#$*
富集酶处理脂肪组织中

初始含量极少# w"\$的干细胞 2Q" 阳性细胞"初

图 =<#;$场流分选 )$#$* %#A$挤压流分选 )$#&* %#G$水力分

选 )$#'*

>/?@=< #;$HC7E@ IE38I9;G?C3D;?C3D)$#$* % # A$ >CDG67@ IE38

I9;G?C3D;?C3D)$#&* %#G$6B@93@BD;LCGICE?9;?C3D)$#'*

始时将样品流注入腔体中并静置 $# LCD"而后施加
$.% L[lLCD 的流速"经过分选"2Q" 阳性细胞浓度
提升 $- 倍( Q;<G3BD7等 )$#**

从外周血中分离出三

种癌细胞 #UZ/0UW0-*%" UZ/0UW0-,' 及 UZ/0

UW0"*$$"重新捕获率在 )#\以上( 而 F6CL等 )$#-*

则利用 ZPR0HHH结构实现对 J5J<膜电容'密度及
形态等特性的表征( 值得注意的是"不同于其他将
不同细胞从不同出口导出的分选技术"ZPR0HHH技
术依据粒子不同的运动速度进行分选"更像是一种

.洗提/技术 )$#%* "其出口往往直接与流式细胞仪等
仪器相连"从而直接对分选结果进行分析( 一般来
说"场流分选技术可以获得较高的重新捕获率"但通
量偏低#$#�, G7EE<lLCD$(

挤压流分选#>CDG67@ IE38I9;G?C3D;?C3D" RHH$也
可算是一种场流分选技术"但不同于传统场流分选
的.洗提/技术"挤压流通过引入鞘液流改变流场"
将大小粒子挤压至主流道壁面处"并在不同的出口
处收集( RHH的概念最早由 m;L;@;等 )$#,*

提出"并
用其实现了 $% "L和 *# "L聚合物粒子的良好分
离( 同属该课题组的 5;:;KC等 )$#&*

在此基础上进行

改善"提出了如图 " # A$所示的非对称挤压流分选
#;<BLL7?9CG>CDG67@ IE38I9;G?C3D;?C3D" /<RHH$结构"
实现了更精确的 $ (% "L聚合物粒子分选"并应用
于血液中红细胞的分离( RHH及/<RHH在入口及收
聚段结构'原理均相同!两个入口"入口 $ 注入混有
不同尺寸粒子的样品流"入口 " 注入不带有粒子的
挤压流"通过合理的控制流速"在收聚段将样品流压
迫至靠近壁面处"同时使其中的粒子紧贴壁面排列(
由于粒子半径不同"大粒子的中心距壁面的距离较
小粒子远"故在放宽的出口处"大'小粒子将沿着经
过其中心的不同流线运动"进入不同的分支出口"实
现连续分选( 相较于 RHH各分支出口结构相同"流
场均匀分布"/<RHH将距样品流较远的分支出口设
计成较短或较宽的形状"减小了该出口的流阻"从而
使较大的粒子能够进入其中"提高分选精度(
5;:;KC等将血液稀释至 #.*\"利用 /<RHH结构"在
"# "[l6 的样品流流速下从相邻的两个分支出口处
收集到全部的红细胞( 有趣的是"5;:;KC指出对于
非球形的粒子"其运动轨迹取决于其某方向上的最
小尺寸( 考虑到红细胞呈圆饼形"其直径约 ' "L
但厚度仅有 " "L"若采用该结构分选其与球状的稀
有细胞"可增大尺寸上的差异性"提高分选精度( 但
挤压流分选的缺点亦是显而易见的!为避免粒子间
的堆叠'碰撞"粒子的浓度不能太高%为使粒子能沿
壁面排列需精确控制样品流与挤压流的流速"一般
两者的流速比约为 ${%#"且同时为避免作用于粒子
上的惯性力影响其运动轨迹"流速不能设计的太高"
这些致使样品流流速偏低( 综合这两方面因素"挤
压流分选能处理的样品通量极低"限制了其在稀有
细胞分选上的应用(

在挤压流分选的基础上"m;L;@;等 )$#'*提出了

另一种基于尺寸的被动分选技术+++水力分选技
术( 如图 "#G$所示"该结构由一条主流道和若干条
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垂直于该主流道的分支流道组成( 在上游处"主流
道中的流速较高"流体流经分支流道时会有部分进
入分支流道中"而所有粒子仍停留在主流道中并被
拖拽至壁面处"且小粒子中心位置距离壁面的距离
更近%在主流道中下游处"流速降低"小粒子得以进
入分支流道并通过出口收集%在主流道下游处"流速
进一步降低"大粒子也得以进入分支流道"并在不同
出口处收集"实现两者的分选( 据此原理"m;L;@;
等分别分离了 ".$l*.# "L及 $.#l".$ "L的粒子"
并在 "# "[lLCD 的条件下实现了对红细胞l白细胞
的分离!初始样品中红细胞数量为白细胞的 &'# 倍"
分离后白细胞的相对浓度提升约 ") 倍( 采用类似
的结构"h79<;=@B0h7963;<等 )$#)*

实现了红细胞与血

浆的分离( 在之前的工作基础上"m;L;@;等 )$$#*
还

设计了另一种单侧排列分支的水力分选结构"该结
构集成了挤压流分选的概念"通过引入与主流动方
向垂直的鞘液流或分流环结构"将粒子挤压至设有
分支流道一侧的壁面处"并优化了出口结构( 在
%# "[lLCD的条件下"利用该结构分选平均尺寸约
"# "L的肝实质细胞和平均尺寸约 & "L的非实质
细胞#包括上皮细胞等$"取得了良好的分选效果(
类似地"hCL等 )$$$*

采用全血液做为分选对象"并使
用裂解液作为鞘液流"红细胞'血小板及血浆等进入
分支流道"同时在主流道出口处收集到纯度高达
),.)\的白细胞"重新捕获率亦高达 )&\( 由于该
技术的分选效果主要取决于运动流线而不是流道尺

寸"因此实际应用中对流速控制的要求较高"但可以
设计较大的流道尺寸以避免堵塞"提高通量( 但另
一方面"较大的尺寸及较多的出口使得水力分选难
以与其他技术集成"限制了其在稀有细胞分选方面
的应用(

F7?6= 等 )$$"" $$**设计了另一种鱼骨状的水力分

选装置"用于去除红细胞"富集白细胞( 该装置设
有三个入口"中间入口引入的血液样品被两侧入
口引入的鞘液流挤压"聚焦成细束进入混合区(
混合区流道较长"呈弯曲形"且在流道底部设有鱼
骨状凸起结构( 聚焦成束的血液样品与两侧溶解
液流经鱼骨状结构时产生水力作用"形成紊流"使
得两者能快速混合"红细胞得以被快速溶解"由此
可在出口处收集到白细胞( 另一种被命名为水泳
# 6B@93>6397<C<$的水力分选结构通过在流道 #上 $
下壁面设置一系列与主流动方向呈一定角度的条

状凸起结构"在流场内产生侧向压力梯度场"驱使
其中的粒子发生侧向迁移( 采用水泳装置"J63C

等实现了聚苯乙烯粒子
)$$-* '红细胞与白细胞 )$$%*

以及血小板与血细胞的分离
)$$,* ( W79D;?7等 )$$&*

在该结构基础上结合沉降作用"使红细胞与白细
胞流经条状凸起时偏转不同的角度"亦实现了两
者的分离( 此外"J63C等 )$$'*

将条状凸起改成 e字
形凸起"使流体流过时在主流道截面方向上产生
漩涡"将不同尺寸的粒子迁移至不同的平衡位置(
利用该结构可实现对不同尺寸聚苯乙烯粒子的分

离以及对红细胞的聚焦( 需要指出的是在流道中
设置凸起结构诱导产生水力作用的分选方法通量

不高"仅约在 $# "[lLCD 的量级(
在水力分选结构中"由于尺寸较大的稀有细胞

不会进入中上游处的分支结构中"使得可以在下游
处收集几乎全部的稀有细胞"重新捕获率接近
$##\"但该结构的通量及纯度都不高( 此外"该结
构众多的分支出口也使得操作较为繁琐(
".*!确定性侧向偏移

确 定 性 侧 向 偏 移 # @7?79LCDC<?CG E;?79;E
@C<>E;G7L7D?" Z[Z$通过一排排交错排列的微柱阵
列"依据粒子或细胞尺寸的不同"实现连续分离( 不
同于传统微尺寸过滤中的柱状阵列只允许小粒子通

过而拒止大粒子"Z[Z阵列允许小于临界尺寸的粒
子穿越柱间间隙继续沿主流动方向运动"而大于临
界尺寸的粒子在每一排处都会横向迁移至相邻的流

线中"从而能沿着与主流动方向成一定角度的轨迹
运动"实现两者的连续分离(

]=;DK等 )$$)*提出了如图 * #;$所示的 Z[Z结
构!Z[Z阵列由一排排立柱组成"每排立柱较上一
排偏离三分之一相邻立柱中心距的距离"由此三排
形成一个周期( 流经相邻立柱间的流体在下一排处
遇上阻碍"并沿立柱分岔绕行"据此可将相邻立柱间
的流体分成三条流线( 当小粒子中心处于流线 $ 中
时"其将沿着同一条流线前行"运动轨迹为 $ d* d"
d$"即主流动方向%而对于半径大于柱间流线 $ 宽
度的大粒子"其每经过下一排阵列时都会从流线 $
横向迁移至流线 " 中"运动轨迹为 " d" d" d""即
沿着与主流动呈一定角度的方向移动( 通过实验"
]=;DK等定义该临界尺寸为 " a"#\ a;"其中 ; 为
柱间间隙宽度"采用间隙为 $., "L的 Z[Z圆柱阵
列"对聚苯乙烯粒子尺寸的识别精度达到 "# DL(
ODKEC<等对临界尺寸进行了详细地理论分析"并实现
了 ".* ("" "L粒子的分选 )$"#* %随后又对边界做出
优化"如图 *#A$所示"通过将每一排的边界位置移
动一个确定的量"降低了边界处非常态流动对分选
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效率的影响
)$"$* ( [3DK等 )$""*

则缩小了立柱的尺寸"
设计出.点状/的 Z[Z阵列"可实现对不同尺寸粒子
在多个方向上的偏移"且缩小了的立柱尺寸有利于
减轻流阻"提高通量( W77G6 等 )$"**

则在 @=/>B(C的
封面文章中创新性地提出可调节的 Z[Z阵列!采用
高弹性的 RZUF 材料制作芯片结构"通过施加外力
拉伸芯片可增大柱间间距"实现同一块芯片对不同
尺寸范围粒子的分选(

图 A<确定性侧向偏移分选结构示意图!#;$原理图 )$$)* %

#A$圆形 Z[Z阵列 )$"$* % #G$三角形 Z[Z阵列 )$*** % # @$

.O/形 Z[Z阵列 )$*-*

>/?@A < FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3I@7?79LCDC<?CGE;?79;E

@C<>E;G7L7D?<7>;9;?C3D! #;$ >9CDGC>E7<G67L;?CG)$$)* % # A$

GC9G=E;9Z[Z;99;B)$"$* %#G$?9C;DK=E;9Z[Z;99;B)$*** %#@$O0

<6;>7@ Z[Z;99;B)$*-*

由于粒子的临界尺寸取决于柱间间距"因此可
调节合适的柱间间距以用于尺寸更大的细胞分选(
k67DK等 )$"-*通过 $- "L间距的 Z[Z阵列分离了白

细胞与红细胞"Z;TC<等 )$"%*做了进一步的改进"将
不同柱间间距的 Z[Z阵列集成在同一流道内"依次
从血浆中分离出白细胞'红细胞及血小板"实现了对
全血的分离( 但采用该方法需要及时把上游处分离
出的白细胞从额外的出口导出"以避免在下游更小
间距阵列处形成堵塞"增加了芯片的复杂性( ODKEC<

等 )$",*则在一块芯片内平行集成六条边界优化后的

Z[Z阵列流道"实现在通量大于 $ L[lLCD 条件下
对血液中白细胞的富集"重新捕获率约为 )'\"相
对浓度提升 $# 倍( W77G6 等 )$"&*探究了 Z[Z阵列

如何利用细胞形状'可变形性等特性的差异进行分
选"并通过实验对红细胞进行分选富集( /9?7LC<公
司的 ]=;DK等 )$"'*

在设计的产品中集成了 Z[Z阵列
芯片"在 #.*% L[l6 的流量条件下可去除孕妇外周
血中 )).)\的红细胞"富集到有核红细胞和白细
胞( 此外"]3EL等 )$")*

还优化了流道的深度"以突出
细长型的寄生锥虫和圆饼状红细胞的形态差异"可
移除 )).%\的红细胞"实现两者的分离(

Z[Z阵列中的立柱不仅可以是圆形"亦可以是
其他形状( [3=?679A;G: 等 )$*#*

设计了三角形的立柱

阵列"相比圆形立柱可降低 Z[Z芯片的流阻和驱动
压力"弱化堵塞发生的可能及细胞变形对分选的影
响"同时拥有更宽广的尺寸分选范围( [C= 等 )$*$*

对

比了圆柱与三角形 Z[Z阵列对外周血中多种稀有癌
细胞的分选效果"指出在小于 %# "[lLCD 的低流速下
两者均有较高的重新捕获率"但当流速升高时"圆柱
阵列的重新捕获率显著降低"而三角阵列仍能保持较
高的重新捕获率( [C= 等还探究细胞尺寸'流速与分
选效果之间的关系!在 "% "L间距的三角阵列中"尺
寸较大的 UJH0& 在 "# ("### "[lLCD 的流速范围内
均能保持大于 ))\的重新捕获率"而尺寸较小的人
乳腺癌细胞 UZ/UW"*$ 在低于$## "[lLCD的流速条
件下 重 新 捕 获 率 近 $##\" 但 当 流 速 上 升 至
"### "[lLCD时重新捕获率显著降低至 '#\( 由此
可见"在 Z[Z分选技术中细胞尺寸越大'流速越低"
则分选效果越好( 此外"[C= 等还在 Z[Z阵列出口
处设计一排柱间间距从 "% "L渐缩至 ' "L的微
柱"以此保证迁移至中间出口处的 J5J<不会迁移
至两侧出口中"提高重新捕获率( 近期"[C= 等 )$*"*

还通过平行集成多条三角阵列 Z[Z流道并结合抗
体的亲和分选技术"实现了在)., L[lLCD的高通量
下达到 )#\重新捕获率'%#\纯度的高效分选"分
选后 J5J<富集程度提升 $%## 倍( [3=?679A;G:
等 )$***还通过在单根 ".% LL宽""% LL长的流道内
布置 -" "L间隙的三角形 Z[Z阵列"如图 *#G$所
示"实现 $# L[lLCD 的超高通量"用其分选血液中的
J5J<"可获得 '%\的 J5J<重新捕获率( 较高的流
速可使细胞在芯片中快速通过"在剪切流中暴露的
时间短"这保证了其能维持较好的活性"但该实验中
J5J<富集程度不高"出口处浓度仅为入口处的 *.-
倍( 在其他研究中"k7LCDK等 )$*-*还考虑到红细胞

形态上非球形的形状特点"设计出如图 *#@$所示可
诱导红细胞产生旋转的 .O/形立柱的 Z[Z阵列结
构"成功从血液中分离出 $##\的红细胞"分选效率
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及精度优于传统结构( Y;DN;D 等 )$*%*
则在此基础

上"进一步设计出.5/形'.[/形的立柱结构"并探讨
了它们对非球形粒子的分选效果(

Z[Z阵列还有一些其他方面的应用( ODKEC<
等

)$*,*
依据细胞流经 $." LL宽 Z[Z阵列后偏移的

角度来定义细胞的.水力/尺寸"运用该方法测量细
胞尺寸的精度可与商用流式细胞仪比拟"并仅依据
尺寸上的差异就能区分良性淋巴细胞与恶性淋巴细

胞( U39?3D 等 )$*&*
在 Z[Z阵列中注入多条'独立的

化学试剂流束"利用细胞在 Z[Z阵列中斜向前行穿
越流束的过程"依次完成对细胞的溶解'标记'洗涤
等操作(

确定性侧向偏移同样是一种依据粒子尺寸'形
态差异的被动分选技术"其优点是对尺寸的分辨率
高"具有高通量分选应用的潜力( 但是同微结构过
滤分选方法一样"Z[Z柱状阵列存在堵塞的可能"
且细胞族尺寸不一"细胞的可变形性'微柱的尺寸甚
至表面粗糙度等都会对分选效率造成影响(
".-!惯性分选

惯性分选#CD79?C;<7>;9;?C3D$作为一种被动分选
技术"通常情况下流速较高"雷诺数在 $## 左右"因
而具有较高的通量( 微流控芯片中粒子所受的惯性
效应主要包括惯性迁移以及弯流道中的二次流( 在
直流道惯性迁移微流动中"因流道中间部分流速高"
靠近壁面处流速低"故速度梯度场会对其中的粒子
施加指向壁面的剪切诱导惯性升力 #<67;90K9;@C7D?
ECI?I39G7$%而当粒子靠近壁面时"又会受到壁面对其
施加的指向流道中心的壁面诱导惯性升力 #8;EE0
CD@=G7@ ECI?I39G7$( 剪切诱导惯性升力与壁面诱导
惯 性 升 力 的 合 力 称 为 惯 性 升 力 # CD79?C;EECI?
I39G7$ )$*' ($-$* ( 直流道中的粒子在特定雷诺数条件
下受到惯性升力的作用迁移至特定的平衡位置"如
圆形截面流道中粒子迁移至 #., 半径处的环面
上 )$-"" $-** %正方形截面流道中迁移至靠近四个壁面
中心处的平衡位置 )$--" $-%* %高深宽比直流道中迁移
至靠近长壁面中心的两个平衡位置 )$-, ($-)*等( 直流
道惯性分选作为一种被动分选技术"不需要其他外
力场的作用" 可 通 过 平行化集成大 大 提 升 通
量 )$%#" $%$* (

流体流经弯流道时"流道中线处的流体相较于
靠近壁面流体处具有更高的流速"在离心力的作用
下向外流动%由于流道封闭"外壁面处的流体受挤压
被迫沿上下壁面回流"因而形成两个对称的漩涡"该
现象被称为 Z7;D 流或二次流 )$%" ($%-* ( 弯流道中大

于特定尺寸的粒子在惯性升力及 Z7;D 拽力的共同
作用下"由入口处的随机分散状态逐渐迁移至特定
的平衡位置"且不同尺寸的粒子具有不同的平衡位
置( 弯流道对微纳米硬质小球分选富集的研究进展
迅猛"出现了弧线形 )$-," $%% ($%&* '对称及非对称正弦
曲线形

)$--" $%'" $%)* '螺旋形 )$,# ($,"* '双螺旋形 )$,*" $,-*

等多种结构(
尽管惯性技术在微纳米硬质小球粒子聚焦'分

选方面的应用较为成熟"但仅在近些年才被应用于
细胞分选上"并获得了广泛关注( 直流道相对于弯
流道而言"由于其对不同尺寸粒子聚焦的平衡位置
近似"故鲜见其在分选方面的应用( 这其中"X=
等

)$,%*
巧妙利用鞘液夹流把样品流聚焦到靠近流道

壁面处"根据不同尺寸细胞在惯性升力作用下离开
壁面的速度差异来实现分选( 如图 -#;$所示"该装
置成功地从红细胞中分离出了高纯度的大肠杆菌

#2#+B"<(+B(= +$1(" $ "L$"通量为到 $' "[lLCD"分选
后大肠杆菌的纯度高达 ))\"相对浓度提升 *##
倍( 但该分选通量偏低"同时需要精确控制鞘液流
速来实现样品流的预聚焦"且不可避免地引入了传
统鞘液夹流的众多缺点( k6;DK等 )$,,*

提出了另一

种独特的结构"通过利用毛细管中低流速下红细胞
的聚集效应加速红细胞与血浆的沉降分层"并通过
两次弯折的毛细管结构改变分层方向"进而在下游
处较宽的流道腔体中实现两者的分离( 该芯片成本
低廉"可在处理具有较高血细胞比容样品的条件下
实现血浆的连续分离"不易产生堵塞且不损伤血
细胞(

除了利用直流道中惯性迁移来实现粒子的高效

操控之外"R;9: 等 )$,&" $,'*设计了缩扩结构 #L=E?C0
39CICG7IE38I9;G?C3D;?C3D" U+HH$的微流控芯片"通过
利用惯性升力和流道结构诱导产生的涡流将粒子排

列到两侧或中间的平衡位置"实现对聚苯乙烯粒子
的良好分选( X;9:C;DC等 )$,)*通过缩扩结构分选血

液中的疟原虫"对疟疾检测的灵敏度比传统血涂片
法高 $## 倍( W6;K;?等 )$&#*则在传统缩扩结构上略

作改进"设计出一种用于分选 J5J<的缩扩结构微
流控芯片"如图 -# A$所示( 该缩扩流道由 &% 个缩
扩单元构成"前 &# 个单元为粒子聚焦区域"流道收
缩部分宽 "# "L"将所有细胞迁移至靠近两侧壁面
处的平衡位置%后 % 个缩扩单元为粒子收聚区域"关
键处在于收缩部分流道宽度与癌细胞的尺寸相同"
以确保其沿流道中线处移动( 使用该器件"该课题
组在 -## "[lLCD 的条件下分离血液中的 UJH0&"重
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图 B<惯性分选结构示意图!#;$直流道 )$,%* %#A$缩扩流道 )$&#* %#G$非对称正弦曲线形流道 )$--* %#@$螺旋流道 )$&%* %#7$双螺旋

流道 )$&&* %#I$梯形截面螺旋流道 )$'$*

>/?@B<FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3ICD79?C;<7>;9;?C3D!#;$<?9;CK6?LCG93G6;DD7E)$,%* %#A$L=E?C39CICG7LCG93G6;DD7E)$&#* %#G$;<BLL7?9CG;EEB

G=9T7@ LCG93G6;DD7E)$--* %#@$<>C9;ELCG93G6;DD7E)$&%* %#7$@3=AE7<>C9;ELCG93G6;DD7E)$&&* %#I$<E;D?7@ <>C9;ELCG93G6;DD7E)$'$*

获率大于 '#\"对红细胞的相对浓度提升 *."% a
$#% 倍( 但该应用的缺点在于其通用性较差"只适用
于 UJH0& 或与其尺寸相同细胞的分选( ]B=D 等 )$&$*

则将四条缩扩流道平行化集成"在,## "[lLCD的流量
下分选 UJH0&lUZ/0UW0"*$ 与白细胞"J5J<重新

捕获率在 )$\以上"分选后相对浓度提升 $# 倍(
但平行化集成带来的一个缺点是出口太多"使操作
麻烦( 此外"由于该类技术具有多个平衡位置而使
其应用范围受到了很大的局限"特别是对于流式细
胞仪等应用来说"较多的平衡位置为后续的高精度'
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集成微型化检测带来不小挑战(
在弯流道惯性分选芯片中"正弦及螺旋形流道

是最常见的两种结构( ZCJ;9E3等采用非对称正弦
形流道成功地将入口处随机分布的红细胞排列成一

条线
)$--* "在此基础上又实现了对血小板的富集!将

血液稀释至 "\后"在 #.) L[lLCD 的流量条件下"
入口处与血细胞数量比为 #.#- 的血小板经如图 -
#G$所示结构分选富集后"出口处其相对浓度提升
$## 倍 )$%)* ( 需要指出的是"正弦结构虽可用于分选
富集血小板"但其对不同尺寸细胞聚焦的平衡位置
非常接近"更多的是应用于聚焦中( 相比而言"结构
更加紧凑的螺旋流道可更好地区分不同尺寸的粒

子"在稀有细胞分选方面的应用也更加广泛(
相比于传统的螺旋流道仅用于分选两种不同尺

寸的粒子"h=D?;7K38@;D;6;EEC等 )$&"*
设计了一种具

备多粒子分选能力的微型分选器"利用截面尺寸为
%## a$*# "L的螺旋流道"在 * L[lLCD 的高通量下
实现对 $#'$% 和 "# "L三种尺寸粒子的连续分选"
纯度高达 )#\%该装置拓展应用于 F]0Fm%m神经
母细胞瘤细胞和 J, 神经胶质瘤细胞的分选"同样
达到了一百万细胞l分钟的高通量( 2CT7@C?;等 )$&**

同样在百万细胞l分钟的通量下分选血细胞"分选效
率约为 )%\( [77等 )$&-*

用单层螺旋流道分选采自

成人骨髓的多能间充质干细胞#;UFJ<$与采自胎儿
的多能间充质干细胞#IUFJ<$%X;9:C;DC等 )$&%*

则将

三片含有螺旋流道结构的芯片采用叠加的方法集

成"实现了大于 &.% L[lLCD 的超高通量( 如图 -
#@$所示"采用该结构分选 J5J<与白细胞"并辅以
其他检测技术"在准备的 $# 份血液样品中均成功地
检测到了 J5J<( hCL等 )$&,*则利用不同流速下平衡

位置的变化"设计出级联的螺旋流道"通过中段引出
的出口预先筛除部分白细胞( 该芯片通过两次分
选"最终可去除 )&.)$\的白细胞"对 UJH0& 的重新
捕获率为 ',.&,\(

F=D 等 )$&&*采用双螺旋结构分选全血液中的

UJH0& 及 ]7[;细胞( 如图 -#7$所示"双螺旋结构
可视为由两条螺旋流道在中间由. F/形结构连接而
成( 采用该结构分选 J5J<"在 "# L[l6 的通量下可
在中间出口处收集到 ),.&&\的 J5J<"重新捕获率
为 ''.%\( 同样采用该装置 )$&'* "在 ,# L[l6 #".%
a$#' G7EE<lLCD$的高通量下分选 ]7[;细胞与血细
胞"分选效率超过 )#\"重新捕获率约为 '#\(

相比于传统矩形截面的螺旋流道"采用梯形截
面的螺旋形流道可极大地改善了分选效率( 梯形截

面流道采用横截面为外侧高'内侧低的梯形结构"与
普通矩形截面螺旋流道中大小粒子均聚焦在靠近流

道壁内侧不同的是"梯形截面流道中当流速超过某
一临界值时"大粒子仍聚焦在靠近内壁面的平衡位
置"而小粒子聚焦至靠近流道外壁面的平衡位置(
Q=;D 等 )$&)*

详细阐述了梯形截面螺旋流道的分选机

理"并与矩形截面螺旋流道作比较%X= 等 )$'#*
采用

梯形截面螺旋流道分选红细胞与白细胞"分选效率
大于 '#\%X;9:C;DC等 )$'$*

则采用该如图 - #I$所示
结构分选白细胞与 UJH0&'5"-'UZ/0UW0"*$ 等循
环肿瘤细胞"通量可高达 $.& L[lLCD"分选后癌细
胞的重获率高于 '#\( 大小粒子平衡位置的远近
对分选效果影响显著"梯形截面螺旋流道中因大小
粒子平衡位置较远"使得细胞间相互作用对分选效
果的影响显著降低"在稀有细胞分选应用中优势明
显"但梯形截面流道的加工较为困难(

通常来说采用惯性技术分选细胞需要先对样品

进行稀释操作"以避免粒子间的相互作用导致散焦
以及因黏度太大导致使细胞聚焦所需要的流道长度

变长( 但考虑到其他分选技术亦需要先对样品流稀
释"且惯性分选微流控芯片的通量往往比它们高出
一两个数量级"达到数毫升每分钟的级别"因此惯性
分选仍被视为一种具有巨大通量优势的分选技术(
但同时需要指出的是惯性分选作为一种被动分选技

术"分选纯度相对较低"尤其是针对分选血液中的稀
有癌细胞这类要求有高纯度分选效果的应用"其分
选结果很难直接满足临床检测的需求(
".%!仿生分选

仿生分选#AC3LCL7?CG<7>;9;?C3D$方法是参照生
物体中血液及微脉管系统一些固有的血液动力学现

象"通过仿制具有相似管道结构的微流控芯片"实现
对血液中特定组分分离的一种分选方法( 微管中的
血液动力学效应有很多"如内径小于 *## "L的血
管中红细胞移动至血管中心并在血管壁面处形成无

细胞血浆层的现象形成 H;69;7=<0[CD@jTC<?效应!血
液黏性随管道内径的降低而降低 )$'"" $'** %当血液流
经分支处时"较小的微管分支会撇取无细胞血浆层"
形成血浆撇清效应 # >E;<L;<:CLLCDK$ )$'-* %在红细
胞聚集至血管中间的同时"白细胞迁移至血管壁附
近的血浆层中"形成白细胞边缘效应 #E7=:3GB?7
L;9KCD;?C3D$ )$'%* %k87CI;G60H=DK效应是指在微管分
岔处红细胞倾向于进入截面较大的分支"白细胞则
倾向于进入截面较小分支的现象"该现象亦被称为
分支法则#ACI=9G;?C3D E;8$ )$', ($''* (
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虽然上述效应的机理尚未完全解释清楚"但这些
效应已经被复制到微流控芯片系统中( W938D7

等
)$')*
利用 H;69;7=<0[CD@jTC<?效应"设计如图 %#;$所

示的结构"将红细胞聚集至样品流的新月形前端"实
现与血浆的分离"并可后续实现血细胞比容测定'蛋
白质量化等( 血浆撇清效应#>E;<L;<:CLLCDK$亦可
用来从全血中分离血浆"H;CT97等 )$)#*

通过设计简单

的突扩结构"在血液流经时人为地放大无细胞层"在
"## "[l6 的流量下"从三岔出口的两侧收集到 "-\

的血浆( 采用如图 %#A$的类似的结构"F3EEC79等 )$)$*

通过拓宽流道结构"将通量提升至$## "[lLCD"分离
出 $#.&\的血浆(

图 C < 仿生分选结构示意图! #;$ H;69;7=<0[CD@jTC<?效

应 )$')* %#A$血浆撇清效应 )$)$* % #G$白细胞边缘效应 )$)"* %

#@$k87CI;G60H=DK效应 )$)%*

>/?@C< FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3IAC3LCL7?CG<7>;9;?C3D! #;$

H;69;7=<0[CD@jTC<?7II7G?)$')* %# A$ >E;<L;<:CLLCDK7II7G?)$)$* %

#G$E7=:3GB?7L;9KCD;?C3D)$)"* %#@$k87CI;G60H=DK7II7G?)$)%*

白细胞边缘效应#E7=:3GB?7L;9KCD;?C3D$可用于
分离红细胞和白细胞( F67T:3>EB;<等 )$)"*

设计了如

图 %#G$所示的分岔结构"通过利用白细胞边缘效应
及血浆撇清效应富集白细胞( 在血液通过多个对称
或非对称的分支时"大部分红细胞进入较宽的出口"
而处于流道边缘的白细胞进入较细的出口"分选后
白细胞对红细胞的相对浓度提升 *- 倍( 在该方法
中"由于流道的高度对分选效果影响不大" ;̀KKC
等

)$)**
通过提升流道高度使样品通量增加至数毫升

每分钟的级别(
k87CI;G60H=DK效应同样被用于细胞分离"m;DK

等
)$)-*
在主流道一侧连续排列的 % 条与血浆出口相

连的分支流道"在 $# "[l6 的流量下处理不同血细
胞比容的全血样品"红细胞沿主流道继续流动"而
$%\("%\的血浆从分支流道流出( H;D 等 )$)%*

采用

如图 %#@$所示的类似的结构分离血浆"并在每个分
支流道修饰上不同的生物标记"以富集不同的蛋白
质"实现了对样品的直接检测( 该芯片可直接处理
未经稀释的全血样品"这极大地简化了样品准备步
骤"且易于与后续检测器件集成( 此外"Q7DK等 )$),*

还在双螺旋流道中引入 k87CI;G60H=DK效应实现对
血浆的分离"在约 "-# "[l6 的通量下分离效率达到
)%\以上(

仿生分选技术依据不同的效应可应用于多个方

面"且结构设计简单'加工工艺可靠'成本低( 该分
选技术的不足之处在于通量通常较低"多在数十或
数百微升每小时的量级"这使得其只能处理微量样
品"限制了其在微流控芯片中的应用( 但也应看到
;̀KKC等 )$)**通过改进将通量提升至数毫升每分钟的

量级的努力"相信经过持续的发展"仿生技术在处理
稀有细胞样品时也具有一定的潜力(
".,!亲和性分选

在微流控技术中"除了可依据细胞在尺寸'可变
形性等物理特性上的差异实现分选"还可通过生物
标记"依据细胞在生物学上的特性差异实现分离(
亲和性分选 #;IICDC?B<7>;9;?C3D$方法通过固定在微
流控装置内的特定分子"与样品流中的目标细胞相
黏合"从而将其捕捉'富集"实现与其他细胞的分
离 )$)&" $)'* ( 特定分子与目标细胞之间的黏合多是通
过抗原抗体之间的特异性结合实现"最常用的特定
标记物仍是上皮细胞黏附分子#P>J/U$ )$))* "商业
化产品 J7EEF7;9G65U即是通过该分子黏合 J5J<(

由于亲和性分选的灵敏度主要取决于特定分子

与目标细胞的接触程度"故具有较大表面积体积比
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的微流控芯片成为亲和性分选方法的一个强有力工

具( 传统的微流控芯片中直接将抗体结合在管道
内

)"##* "而不制作特殊的内结构"由于微流控芯片中
的样品多处于层流状态"使得只有靠近壁面的细胞
才能被捕捉"而处于样品流内部的细胞没有与抗体
相接触的机会"致使分离效率相对较低( 为解决此
问题"2;K9;?6 等 )"#$*

设计了名为.J5J0G6C>/的芯片"

如图 , #;$ 所示"通过在硅基上刻蚀许多结合
P>J/U抗体的微柱"增大与仍呈层流状态的样品流
的接触面积( 使用该芯片直接对癌症患者的血液进
行检测"在 $$, 份样品总量中的 $$% 份中成功检测
到了 J5J<"识别率大于 ))\( 由于该芯片可直接
对患者血液进行检测"不需要稀释'标记等操作"在
" L[l6 通量条件下"分选纯度大于 -&\的同时还具
有较高的灵敏度"因此具有较高的临床应用价值(

图 L<亲和性分选结构示意图!#;$修饰抗体的微柱阵列 )"#$* % # A$鱼骨型微漩涡发生器 )"#&* % #G$修饰抗体的纳米微

柱 )"#'* %#@$配体0受体相互作用 )"#)* %#7$基于 R2OR//L的细胞释放 )""$* %#I$基于激光显微切割的细胞释放 )""**

>/?@L<FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3I;IICDC?B<7>;9;?C3D!#;$;D?CA3@B0G3;?7@ >CEE;9;99;B)"#$* %#A$LCG93T39?7_0K7D79;?CDK6799CDKA3D7

G6C>)"#&* % #G$ ;D?CA3@B0G3;?7@ D;D3>CEE;9<)"#'* % # @ $ ECK;D@097G7>?39CD?79;G?C3D)"#)* % #7$ 97E7;<73IG;>?=97@ G7EE<A;<7@ 3D

R2OR//L)""$* %#I$97E7;<73IG;>?=97@ G7EE<A;<7@ 3D E;<79LCG93@C<<7G?C3D #[UZ$ )""**

QE7K639D 等 )"#"*
对微柱的空间排列进行优化"以进一

步增加对目标细胞的接触率"成功地从血液中捕获
约 '%\的前列腺癌细胞 [2J;R( h=9:=9C等 )"#**

则

在透明的 RZUF 微柱上修饰抗P>J/U抗体"可在显
微镜下观察捕获过程"从全血样品中黏合肺癌细胞
],) 或乳腺癌细胞 Fh0W90*"捕获率在 &#\以上(

此外"X;DK等 )"#-*
将立柱的尺寸从微米级降至纳米

级"通过湿法化学刻蚀制作密集排列的 $## (
"## DL直径微柱"对 J5J<的捕获率为 -%\(,%\"

同时较好地保持了细胞的活性 # '-\()$\$%而
[B79等 )"#%*

通过研究得出纳米微柱长度与细胞凸起

长度相当时有最优捕获效率的结论( 其他的一些纳
米材料"如埃洛石纳米管 )"#,*

亦被成功地集成至微

流控芯片中"以提高抗体与 J5J<的接触面( F?3??

等
)"#&*
设计了.]W0G6C>/ "如图 , # A$所示"通过在

流道顶端设计鱼骨状结构"在样品流中诱导产生
微漩涡"以此提高 J5J<与结合了 P>J/U抗体的
流道壁的接触( 通过平行集成多条流道"可将通
量提升至 $ L[l6"采用该芯片处理人工配置的含
RJ* 前列腺癌细胞的血液样品"对 RJ* 捕获率达
)$.'\以上( 为进一步增加抗原抗体的接触"
X;DK等 )"#'*

将由化学刻蚀加工的纳米微柱基底与

含有鱼骨状结构的 RZUF 盖片相集成"设计出如图
,#G$所示的微流控芯片"除去鱼骨状结构的混匀
作用"纳米微柱更高的表面积体积比"亦可大大提
升抗 P>J/U对 J5J<的捕获能力( 通过这些努
力"该芯片实现了从全血中以大于 )%\的高特异
性分选富集 UJH0& 肿瘤细胞(

除了采用 P>J/U抗体"还有很多其他特定分
子可用来捕获 J5J<( R0选择素配体 #R0<7E7G?CD
ECK;D@<$是另一种亲和性分选中较常见的选择(
J63C等 )"#)*

在流道底部平行排列倾斜的条状突起"

并在其表面浸润R0选择素配体( 如图 ,#@$所示"样
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品流过时"血癌细胞 ][,# 因受到亲和力作用沿凸
起方向偏转"而其他血细胞则倾向于沿垂直与凸起
的方向翻过"向另一侧迁移"实现连续分选( W3<7
等

)"$#*
采用相似的原理"采用金条纹图案代替凸起

结构"并在金层上修饰 R0选择素配体"实现白细胞
与红细胞的分离"分选纯度在 )"\以上( h;9DC:
等

)"$$*
则在流道中呈倾斜条带状的修饰 R选择素受

体#R0<7E7G?CD 97G7>?39$"相互作用的细胞沿受体条
带边缘滚动"实现连续分离( 此外"P0选择素 #P0
<7E7G?CD$ )"$"* '生物素适体# AC3?CD ;>?;L79$ )"$** '糖基
化#KEBG3<BE;?C3D$ )"$- ("$,*

等特定分子亦被成功应用

于捕获 J5J<"[C等 )"$&*
更是通过在芯片不同区域修

饰不同抗体实现了对不同细胞的捕获( 更进一步
地"除了将黏合分子修饰在流道表面的方法外"近年
来还出现了如打印抗体点阵捕获 50淋巴细胞 )"$'* "
或通过纳米级粗糙度的玻璃表面捕获 J5J<)"$)*的亲
和性分选方法(

亲和性分选技术因可以特异性地黏合目标细

胞"故可获得较其他分选技术更高的纯度"但如何在
不施加更高剪切力的情况下"实现对目标细胞的捕
获后再释放成为一个挑战( Q=9:;D 等 )""#" ""$*

采用

热敏材料聚 %0异丙基丙烯酰胺#R2OR//L$制作微
流道"如图 ,#7$所示"该种材料在 *& c时可与蛋白
牢固的结合"而在低于 *" c时则会将蛋白释放( 利
用该特性"通过进一步修饰抗体可捕获约 ')\的
JZ- g5淋巴细胞"而降温后可释放约 %)\的细胞(
F6;6 等 )"""*则将 P>J/U抗体修饰到可降解的藻酸
盐生物高聚物上"通过向流道中注入藻酸盐裂合酶"
释放 ))\ b$\被捕获的前列腺癌细胞 RJ*( 另一
种释放细胞的方法是采用激光显微切割 #[UZ$技
术"]3= 等 )""**将静电纺丝纳米纤维覆盖在 [UZ覆
膜载玻片上"并通过流道上端的鱼骨状结构以提高
接触率( 如图 ,#I$所示"对于通过抗体黏合到纳米
纤维上的循环黑素瘤细胞#JUJ$"可用激光将其周
围一小片覆膜切割释放( 该方法对操作精度要求较
高"且一次只能释放一个细胞"效率较低( 此外"
/9CB;<= 等 )""-*还介绍了一种采用光致断裂连接基团

#/2R$将抗体连接至基底表面的方法"通过光化学
裂解"释放捕捉到的目标细胞(

上述亲和性分选直接特异性地捕获目标细胞"
可将其称为阳性选择法( 相应地"另一类捕获目标
细胞以外的其他细胞"而后将其弃除以获得目标细
胞的分选方法"称为阴性选择法( 显然"阴性选择法
避开了.捕获后再释放/的困扰( [=<?A79K等 )""%*对

混有 J5J<的血液样品"先溶解掉其中的红细胞"再
采用免疫磁珠的方法"通过 JZ-% 黏合白细胞并将
其去除"从而获得 J5J<( 经由该方法"可将人乳腺
癌细胞富集 $### 倍"而对头颈鳞癌细胞 # FJJ]2$
的富集程度最高可达 $# & #&E3K$#$倍( 在最新的研

究中"]B=D 等 )"",*
将阳性选择法与阴性选择法相结

合"设计出一种两级亲和分选芯片( 对于初始样品
中经由 JZ-% 抗体结合有纳米磁珠的白细胞"通过
在一级芯片外侧集成磁铁的方式将其吸附至流道上

下壁面处"即以阴性选择法去除之%而对于进入二级
分选芯片中的混杂肿瘤细胞"通过在流道表面修饰
P>J/U抗体吸附 UJH0&#P>J/Ug$"而 UZ/0UW0
"*$#P>J/U0$则从出口流出"即以阳性选择法实现
两者的分离( 二级芯片中同样采用了在上壁面处设
置条状凸起的经典方式"以增强细胞与壁面的接触(
该两级分选芯片可在 -## "[lLCD 的高通量下"实现
将目标肿瘤细胞富集程度提高 &,* 倍(

总体来说"阳性选择法直接捕捉目标细胞"特异
性较高%而阴性选择发不以目标细胞作为黏合对象"
可保持其较高的活性"且可以富集多种细胞( 最近
也有研究指出相对于由外力破坏带入循环血液中的

被动型 J5J<"主动性发生上皮0间质转化而由病灶
进入循环血液的主动型 J5J<表面标记物的表达相
对较低"更不易被捕捉( 考虑到肿瘤转移多由主动
型 J5J<引发"从这个角度说阴性选择法更具意义(
但不论是阳性选择法还是阴性选择法"亲和性分选
的一大困扰在于有些细胞会存在丢失表达的现象(
此外"从生物学的角度来说"所有采用亲和性方法捕
获目标细胞的应用都会引入抗体或配体与细胞表面

抗原的特异性接触"而这些接触可能会改变细胞自
身的生理学特性 )""&" ""'* "因此P>J/U在临床上的应
用也具有一定的争议 )"") ("*$* (

A<主动分选技术

主动分选技术#>3<C?CT7<7>;9;?C3D ?7G6DCj=7<$通
过外力场对样品流中的细胞施加作用力"从而致使
其分离"其分选精度往往高于被动分选技术( 这些
分选方法主要包括介电泳分选 # @C7E7G?93>6397<C<
<7>;9;?C3D$'磁分选 #L;KD7?CG<7>;9;?C3D$'声分选
#;G3=<?CG<7>;9;?C3D$'光分选 #3>?CG;E<7>;9;?C3D$等
几类(
*.$!介电泳分选

介电泳技术 # @C7E7G?93>6397<C<" ZPR$是通过在
不带电'可极化的中性粒子周围施加非均匀电场"使
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其内部产生偶极子"从而驱使其移动的一项技术(
ZPR作为一种主动分选技术"具有极高的操控精
度"其所需的非均匀电场可由直流电 #ZJ$ )"*"" "*** '

交流电#/J$或直流偏置的交流电 )"*-*
产生( 近年

来"该技术得到了广泛的关注 )"*% ("-$* "可用于细胞捕
捉

)"-"* '鉴别 )"-** '聚焦 )"--* '分离 )"-%" "-,*
等应用研究(

为了更深入地了解介电泳分选原理"Q;<G3BD7

等
)"-&*
建立了用介电泳技术分选粒子的分析模型"

]=K679<)"-'*则通过精简模型"得到了非均匀电场中
粒子所受介电泳力.经典/公式!

DA2? 8"#)!<
*Y76#) $ (2

"
<!#

式中" )L 为悬浮介质介电常数" <为粒子半径"

(2<!#为电场梯度" Y76#) $ 为 JE;=<C=<0U3<<3??C

因子的实部( JE;=<C=<0U3<<3??C因子决定了粒子的
受力方向"可由下式表示!

6#"$ 8
)!C E)

!
!

)!C F")
!
!

!!)! 8) E(#
"

!!其中 )!C ' )!! 分别为粒子和悬浮介质的复合介
电常数"分别由各自的介电常数 $'电导率 #以及
电场角频率 "确定( 当 Y76#$ $ G# 时"粒子向

电场强度强的方向移动"称为正介电泳 # >3<C?CT7
ZPR">ZPR$%而当 Y76#$ $ H# 时"粒子向电场强

度弱的方向移动"称为负介电泳 # D7K;?CT7ZPR"
DZPR$( 从以上公式可以看出"粒子受力不仅与电
场频率'梯度"以及细胞和介质的电导率及介电常数
等参数有关"还在很大程度上取决于粒子半径的大
小"这使得使用介电泳技术分离不同尺寸的细胞成
为可能( 依据生成非均匀电场的不同方法"可将介
电泳技术大致分如下几类!-依据不同形状的微尺
寸电极产生非均匀电场%.依据非均质悬浮介质产
生非均匀电场%/行波介电泳%0光诱导介电泳( 其
中"在稀有细胞分选方面应用最多的仍是依靠微尺
寸电极产生非均匀电场(

通过近些年的发展"人们设计了各种形状的微
电极结构来分选细胞( 早在 $))% 年"W7G:79等 )"-)*

就对癌细胞的介电属性进行了研究"并据此设计了
城墙状的电极阵列"通过将人乳腺癌细胞 UZ/"*$
吸附在电极上实现与血细胞的分离( F;A=DG=

等 )"%#*也采用类似的结构"实现对克隆的鼠黑素瘤
细胞 W$,H$# 的分离( eB:3=:;E等 )"%$*则通过该结

构"利用哺乳动物细胞多在低频时受负向介电泳作
用力"在高频时受正向介电泳作用力的特性"鉴别了
各白细胞亚群的分频频率( 带状电极是最简单常见

的电极结构"X= 等 )"%"*
采用与主流动方向垂直的带

状电极从血液中分离人结肠癌细胞 ]50")"并在不
同电导率溶液介质中对该细胞的介电属性进行了研

究( ]3EL7<等 )"%**
采用相似的结构"但前一组电极

在流道上下壁面上均有分布"施加负介电泳力使粒
子聚焦至同一高度%而仅分布在下壁面的第二组电
极施加正介电泳力"将不同细胞收集到电极的不同
区段"实现对单核白血病细胞 5]R0$ 的分离( Q;3
等

)"%-*
采用与主流动方向平行的三条电极"在流道

内注入高电导率溶液"结合电动流体力学"将 UZ/0
UW0"*$ 从血液中分离"分离效率达到 )'\"但通量
低于 #.$ "[lLCD( 不同活性的同一种细胞也具有
不同的介电属性"Z36 等 )"%%*

将三条倾斜的带状电极

集成到的微管道内分离死'活酵母菌"如图 &#;$所
示"通过施加合适的电场"使受正向介电泳作用的活
性酵母菌偏离管道中心向两边偏移"从两侧出口流
出%受负向介电泳作用的死酵母菌运动方向不变"从
中间出口流出( 死'活酵母菌的分离纯度最高可分
别达到 &".&\及 )&.*\( 同样是将倾斜的电极集
成在流道内"]= 等 )"%,*

为进一步提高分选精度"将
介电响应标记物特异性地连接到大肠杆菌表面"从
而显著增加与其他细胞介电响应特性的差异( 采用
这一方法可极大地提高分选的灵敏度和分析通量"
在 *## "[l6 的流量下可去除 )).)\的其他细胞"
分选 后 目 标 细 胞 相 对 浓 度 提 升 "## 倍 以 上(
/E;SS;L等 )"%&*在带状电极内设置插齿形结构"并将
四条电极做扩展0闭合状布置"可成功地使乳腺癌细
胞沿流道边缘移动"而血细胞聚焦至流道中间( 同
样是插齿形结构"];D 等 )"%'*如图 &# A$所示将插齿
形电极斜跨整个流道"使经过的粒子发生不同程度
的偏转以实现分离( 此外"最近研发出的商业仪器
/>3F?97;L5U)"%)* #如图 & #G$所示$亦采用与主流动
方向垂直的插齿电极结构生成非均匀电场"借鉴了
ZPR0HHH的思想并融合 P>J/U抗体技术"使受正
介电泳力的 J5J<被吸附至下壁面处向前流动"从
特定出口收集%而受负介电泳的其他细胞悬浮在一
定高度"越过电极向前运动"从废液口收集( 该仪器
分选 UZ/0UW0"*$ 细胞可达到 &%\的重新捕获率"
且在分选 & 天后仍能保持 )&\的活性(

除了带状电极"还有很多其他的微电极形状(
/D 等 )",#*依据人乳腺癌细胞 UJH0& 及 UJH0$#/在
电导率及介电属性上的不同"设计扇叶形状的 *Z
电极结构"实现两者的连续分离"分离效率分别为
',.,&\和 )'.&*\( m;DK等 )",$*将一组三角形的
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图 M<介电泳分选结构示意图!#;$带状电极 )"%%* %#A$插齿电极 )"%'* %#G$/>3F?97;L5U )"%)* %#@$渐变电导率溶液 )",&* %#7$行

波介电泳 )"&** %#I$光诱导介电泳 )"&%*

>/?@M<FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3I@C7E7G?93>6397<C<<7>;9;?C3D!#;$?6977A;D@CDK7E7G?93@7<)"%%* %# A$CD?79@CKC?;?7@ 7E7G?93@7)"%'* %

#G$/>3F?97;L5U )"%)* % # @$7E7G?9CG;EG3D@=G?CTC?BK9;@C7D?L7@C=L)",&* % #7$?9;T7ECDK8;T7@C7E7G?93>6397<C<)"&** % #I$ 3>?CG;EEB

CD@=G7@ @C7E7G?93>6397<C<)"&%*

O5+电极铺设在流道底部"电极间间隙与主流道呈
-%|"在该低成本分选芯片上施加合适的 /J信号"
可将受负介电泳力的结肠癌细胞 ]J50$$, 偏转至
分支流道中"与人胚肾细胞 ]Ph")* 及大肠杆菌区
分开来%近些年同组的 /E<6;977I等 )","*又采用同样

的结构实现了 ]J50$$, 与 UJH0& 的分选"在 #.$

"[lLCD 的流速下分选效率达到 )*\( 7̀D 等 )",**则

设计了同心的圆环形电极"通过递进的施加正介电
泳作用实现对人宫颈癌细胞 ]7[;的富集"捕获率
达到 &,\( 其他可用于分离稀有细胞的电极形状
还包括点阵状 )",-* '对称曲线形 )",%* '梯形 )",,*等(

在非均质悬浮介质周围施加电压"亦可产生非
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均匀电场( 这里的非均质悬浮介质即可由不同介电
属性或电导率的溶液配比而成"亦可通过在流道中
设置绝缘块的方式形成( e;67B等 )",&*

在流道两个

入口分别注入混有细胞的高电导率溶液及无细胞的

低电导率溶液"如图 &#@$所示"通过微混合器"溶液
的电导率在流道宽度上形成从高到低的平滑过渡(
配合与主流动方向呈 -|角安置的电极"溶液中的细
胞由电导率高的一侧向电导率低的一侧迁移"直至
在某一恰当的溶液电导率处达到平衡位置"失去极
性( 该方法成功应用于分选死'活酒酿酵母菌细胞"
以及小鼠非胸腺依赖性细胞 W/lH* )",'* ( 值得一提
的是该分选方法不依赖于尺寸"避免了细胞族群尺
寸不一对分选精度造成的影响"且可拓展应用于多
种细胞的同时分选( h;DK等 )"*"*

通过设计合适形状

的流道结构"在流道入口与分支出口之间形成一矩
形绝缘块的效果"并通过浸入样品池中的铂丝电极
在各入口'出口样品流中施加不同的电压"生成非均
匀电场( 样品流中的 UJH0& 与白细胞因尺寸差异
而受到不同大小的负介电泳力"从而被偏转至不同
的分支流道中( 该方法由于不需要制作微电极"使
得成本较低"但施加的高压直流信号容易产生焦耳
热效应"对细胞活性造成损伤( 此外"在流道中设置
1形的绝缘结构 )",)* "或悬浮直径 $## "L的硅
球

)"&#*
亦能生成非均匀电场"实现对细胞的分离(
行波介电泳 #?9;T7ECDK8;T7@C7E7G?93>6397<C<"

?8ZPR$的概念最早由 ];K7@39D 等 )"&$*提出"该方法
是在平行排列的电极上施加相隔一定相位的交流电

压"从而在垂直电极的方向上形成行波介电泳( 采
用行波介电泳可脱离流体驱动"通过交变电场的变
化驱使微粒前行( W=D?6;8CD 等 )"&"*详细介绍了带

壳球体在行波介电泳下的受力情况"并采用行波介
电泳实现了对酵母细胞的驱动%J67DK等 )"&**采用

*Z电极结构"将负介电泳与行波介电泳集成( 如图
&#7$所示"先通过 DZPR对粒子实现初始聚焦"以提
高分选精度"再通过平行与主流动方向的电极施加
行波介电泳"使不同细胞偏转向不同的方向"在 -
"[lLCD 的流量下高效地分离了红细胞和葡萄球菌(
J7D 等 )"&-*将行波介电泳与电渗流技术相集成"对淋
巴瘤细胞 Z;=@C及骨髓瘤细胞 2JO0])") 进行特性
表征"且可对死'活癌细胞进行分离(

光诱导介电泳#3>?CG;EEBCD@=G7@ @C7E7G?93>6397<C<"
+ZPR$是基于光电效应"通过投影到光电薄膜 #一
般是氢化非晶硅"'0FC!]$上的光学图案生成虚拟
电极"其最大的优势在于可通过调整光斑形状提供

动态'可重构的微电极"并降低制作成本( ]=;DK
等

)"&%*
采用如图 &#I$所示的光诱导介电泳芯片实现

对 J5J<的分离( 该芯片采用 , 组移动的光斑"第
$'*'% 组光斑用于将所有细胞拖拽至流道的下侧
面"而第 "'-', 组光斑用于将J5J<拖拽至位于流道
上侧的缓冲液中( 采用该设计可实现RJ0*'+PJ0U$
等与白细胞的分离"能达到 &#\左右的重获率与纯
度"但其通量仅有 #.$ "[lLCD( 该课题组还利用
+ZPR技术"在 5形流道中用动态矩形光斑驱动死'
活软骨细胞"实现两者的分离"分离后活软骨细胞的
纯度及活性分别约为 &'.*\和 ),.-\ )"&,* ( 此外"
J6C3= 等 )"&&*

也有采用圆形光斑负介电泳将活性 W
淋巴细胞聚集至光环中间收集"实现与死细胞分离
的报道(

总体来说"介电泳分选作为一种主动分选技术"
具有比其他分选技术更高的精度"在数量极少的稀
有细胞分选应用中别具优势( 但是为达到良好的分
选精度"需要粒子通过非均匀电场的时间足够长"这
极大地限制了介电泳芯片的流速"其通量往往在数
微升每分钟甚至数十微升每小时的量级"难以直接
应用于临床( 此外"介电泳芯片中因引入电场"需要
额外考虑电解效应'焦耳热效应 )"-%" "&' ("'"*

等对细胞

活性的影响"细胞自身内部离子分布不均对细胞的
电生理学特性"以及物理特性的影响亦需要考虑(
最后"引入电场易使得操作更为繁琐!为达到良好的
分选效果"需要精确调控电压'频率'流速'悬浮介质
的介电属性及电导率等因素( 良好的悬浮介质对分
选结果至关重要 )$#*" "-*" "%)* "其除了要能实现溶液中
的细胞的良好偏转"还应能较好地保持细胞的活性
及生理特征"并尽量降低电导率以弱化焦耳热效应
的影响 )"'** (
*."!磁分选

磁力分选#L;KD7?CG<7>;9;?C3D$通过在微流控芯
片周围施加磁场"可依据细胞自身磁性的不同进行
分选富集 )"'-* ( 通常来说"脱氧血红蛋白和高铁血
红蛋白中的未配对电子使其呈顺磁性"而氧合血红
蛋白共价键中的电子使其呈抗磁性( kA3938<:C
等 )"'%*研究了含有这些血红蛋白的红细胞在平均强

度 $.- 5'平均梯度 #.$*$ 5lLL的磁场中的迁移特
性"并据此实现分离( 近期 2;L等 )"',*则通过对不

同性状红细胞的分选实现对疟疾的检测( 采用相似
的原理"];D 等 )"'& ("')*早期设计了多种芯片结构用

于分选红细胞和白细胞"这些芯片中细胞仅在距铁
磁材料边缘小于 $## "L的距离内受力明显"致使
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分选效率偏低!如最优的实验结果可分离出 )*.%\
的红细胞及 )&.-\的白细胞"但该结果是在 % "[l6
的超低通量下实现的( 后期"该课题组的 =̀DK
等

)")#*
改进了芯片结构"通过在玻璃基底上嵌入多

条与主流动呈 $$|角的带状铁磁性材料"在整个流
道区域内制造高梯度磁场"使细胞受到侧向磁力(
采用该结构可将通量提升至 &% "[l6"同时保持相
似的分选纯度及重新捕获率( H=9E;DC等 )")$*

建立了

如图 '#;$所示磁力分选模型"很好地解释了磁力分
选的原理( 该模型流道指向垂直向下"由重力驱动
流体流动"并在临近流道的位置布置一排软磁铁"通
过偏置磁场使其磁化( 血液流过时"顺磁性的红细
胞与抗磁性的白细胞将在垂直主流动的方向上向相

反的方向移动"实现两者分离"但该模型并没有被实
验验证(

依据细胞自身磁性不同进行分选虽然使样品准

备过程较为简单"但细胞自身磁性特性差异并不是
特别明显"以致常常达不到理想的分选效果( 在细
胞上标记磁珠可以大大提高其对磁场的敏感性"较
好地解决分选精度问题( 分选标记有磁珠 J5J<最
简单直接的方法是在流道外放置一块磁铁将其吸

附"而同时让其他细胞流过 )")"* ( h;DK等 )")**
设计了

如图 '#A$所示的典型流道结构"该结构在流道一侧
设置一排微腔"通过磁铁吸引将标记磁珠的 J5J<
捕捉到其中"而由于流道中流体呈层流状态"无磁珠
标记的白细胞将平直流向出口( 对于捕获的 J5J<"
只要将磁体移至流道的另一侧即可将其释放(
J;<;T;D?等 )")-" ")%*更是将 J5J<分离'染色'分析等
单元集成到一块芯片上"通过移动外部磁铁驱使
J5J<依次进入各功能单元"完成检测过程( R;LL7
等 )"),*在垂直流场方向上施加磁场"依据不同尺寸
及磁化率的粒子有不同的偏转幅度实现分离"该芯
片亦可拓展应用于细胞分选( 通过流道外部手持磁
体驱动 J5J<虽然操作简单"成本低廉"但流道内埋
的磁性材料能提供更强的磁场强度 )")&* ( 近年来
];D 课题组的 hCL等 )")'*采用如图 '#G$所示优化后
的芯片结构"在流道底部嵌入与主流动方向呈 %.&|
角铁磁性材料"成功地从外周血中分选富集修饰有
免疫纳米磁珠的人乳腺癌细胞 FhWY0*"该分选芯片
可达到 )#\的重新捕获率")&\的纯度"同时通量
提升至 % L[l6( O<<;@3397等 )"))*更是直接将微流道

铺设在 2@H7W永磁材料上"设计出自组装磁力分选
微流控芯片"实现乳腺癌细胞 Fh0W90* 的高效分离(

磁分选中除了通过磁性材料分选目标细胞"还

图 N<磁分选结构示意图! #;$依据细胞自身磁性分

选 )")$* %#A$外部电极分选磁珠细胞 )")** %#G$内部电极分

选磁珠细胞 )")'*

>/?@N< FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3IL;KD7?CG<7>;9;?C3D!#;$

<7>;9;?C3D ABCD6797D?L;KD7?C<L >93>79?C7<3IG7EE<)")$* %

# A $ L;KD7?CGA7;@<G3;?7@ G7EE<<7>;9;?C3D AB7_?79D;E

L;KD7?)")** %#G$L;KD7?CGA7;@<G3;?7@ G7EE<<7>;9;?C3D AB

7LA7@@CDKL;KD7?)")'*

有一些其他的研究( 通过磁珠捕获目标细胞是另一
种较常用的方法( FCT;KD;D;L等 )*##*在包被链霉亲
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和素的磁珠上修饰 %Z$# 单克隆抗体及纤维连接蛋
白"通过磁场辅助经典自组装的方式将其排列在流
道底部并用其捕捉 UJH0&"捕获率达到 '%\b$#\(
F;ECA;等 )*#$*

在流道底部打印六角形的.磁阱/阵列"
通过施加垂直于流道的磁场可将修饰有抗 P>J/U
抗体的磁珠链状堆叠在磁阱上"采用该芯片可将 W
淋巴细胞从 5淋巴细胞中分离出来"重新捕获率大
于 )'\( 类似地"]39;: 等 )*#"*

在流道内将修饰有白

蛋白的磁珠链状堆叠"对 UJH0& 的捕获率为 %#\(
RE3=II7等 )*#**

则在流道周围布置一圈导线并通入电

流"生成垂直于主流动方向的磁场"使两侧样品流中
标记有磁性粒子的目标细胞迁移入中间的缓冲液

中"用之分离 UJH0&"重新捕获率大于 '%\"纯度大
于 )#\( 此外"还有一些研究将电磁铁嵌入微流道
分选磁性粒子

)*#-" *#%* "但这些研究方案设备'加工更
为复杂"因引入电流对细胞性状的负面影响也较大%
亦有一些研究采用负选择法

)*#," *#&* "通过去除其他
细胞而获得剩余的目标细胞(

由于穿透细胞的磁场不太会与细胞功能或磁化

标记相冲突"因此磁分选技术基本不会对细胞造成
损伤( 相对依靠细胞自身磁性特性进行分选的研究
来说"通过在细胞上修饰免疫磁珠可以显著提升分
选精度"但这依赖于细胞与磁珠间的结合程度"且使
样品准备过程更为复杂( 此外"磁力分选技术亦存
在通量低'费时的缺陷(
*.*!声分选

声分选#;G3=<?CG<7>;9;?C3D$是在微流控芯片周
围施加超声波场"使其中的悬浮粒子受到声辐射力
作用( 当超声波场在流道横截面上形成驻波时"声
辐射力会驱使粒子迁移至压力波节点或压力波波腹

的位 置" 据 此" 可 通 过 声 场 实 现 对 细 胞 的 分
选 )*#' (*$#* (

要在微流道中产生声辐射力"需要流道尺寸与
超声频率匹配"且某一方向上的尺寸为波长一半的
整数倍 )*$$* ( 满足这些先决条件后"超声波场中粒
子所受声辐射力 D/G3=<?CG可由下式表示!

D/G3=<?CG 8E
#?"#7?(I
" %

%1? E"1I
"1? F1I

E
(?
( 
I

<CD -#J %
式中" ?# 为压力振幅" 7?为粒子体积" %为波长"
(I'(?分别为流体和粒子的相对压缩率" 1I和 1?则
分别为流体和粒子的密度( 由该式可知"采用声场
技术"可依据粒子在尺寸'密度及可压缩性上的不同
实现分选( 进一步地"不同密度的粒子受力方向可
能不同"并被驱动至不同的平衡位置!高密度粒子停

留在节点处"低密度粒子停留在波腹处( 据此"
R7?79<<33D 等 )*$"" *$**

在流道横截面上施加超声驻波"
如图 )#;$所示"将密度较高的红细胞聚焦至流道中
心的节点处"将密度较低的脂质小球聚焦至流道两
边的波腹处"分离效率大于 )%\( 类似地"亦可用
声波技术将红细胞

)*$-* '酵母菌 )*$%*
等聚焦至流道中

间以实现对其富集( 239@CD 等 )*$,*
在流道横截面的

横竖两个方向上施加驻波"将红细胞及前列腺癌细
胞聚焦至流道中心线的位置"富集程度约为 "## 倍(

图 O<声分选结构示意图!#;$依据密度分选 )*$** %# A$依

据尺寸分选 )*$$*

>/?@O< FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3I;G3=<?CG<7>;9;?C3D! #;$

<7>;9;?C3D AB@7D<C?B)*$** %#A$<7>;9;?C3D AB<CS7)*$$*

依据尺寸不同分选的原理与密度不同"从上述
受力表达式可以看出"相同密度不同尺寸的粒子受
力方向相同"这使得其会聚焦至同一平衡位置"但力
的大小与体积成正比"这使得较大体积的粒子有更
快的迁移速度"研究者们可以据此实现分离 )*$&* (
/=K=<?<<3D 等 )*$$*设计如图 ) # A$所示的芯片"先在
流道上游处施加驻波"将样品流中的前列腺癌细胞
#Zf$-%"RJ*"[2J;R$及白细胞聚焦至靠近流道壁
面的两侧"再在流道中游处施加第二组驻波"使所有
细胞向位于流道中心的节点位置迁移( 依据尺寸及
形态上的不同"J5J<具有较大的迁移速度"可在中
间出口处收集%而白细胞迁移速度较小"从两侧出口
收集( 此外"该芯片在垂直方向上亦施加一组驻波"
将所有细胞聚焦至同一高度"以降低抛物线形流速
界面对分选精度的影响( 采用该芯片分选 J5J<"在
"'# "[lLCD 的通量下可达到 &".%\()*.)\的重新
捕获率以及 &).,\()).&\的纯度"而对于经多聚
甲醛修饰过的细胞样品"重新捕获率及纯度都能有
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进一步提升( 基于相同的原理"R7?79<<3D 等 )*$'*
分

选不同尺寸的聚苯乙烯粒子"分辨精度小于 $ "L"
对血液组分的实验可较好地分离开红细胞与血小

板"但尺寸最大的白细胞迁移速率在两者之间"对此
他们并未给出解释%而 ZB:7<等 )*$)*

则成功将白细胞

从血小板中分离出来"分选效率大于 )'\( 此外"
理论上说"采用声波技术可依据细胞间可压缩性的
不同实现分离"但笔者仅见到该方法应用于低密度
聚乙烯小球与聚苯乙烯粒子的分选

)*"#* "尚未检索
到应用于细胞分选的相关文章(

值得一提的是"近期 W=9K=CEE3<等 )*"$*
通过对声

场处理后的人前列腺癌细胞 Zf$-%"[2J;R"RJ*"
eJ;R'血小板及白细胞在活性'增殖性及炎症反应
特性方面的探索"系统地研究了声场对细胞性状的
影响"得出当工作电压小于 $# e>> 时"细胞性状几
乎不受影响的结论%PT;D@79等 )*""*

也在研究中指出

驻波中的神经干细胞仍能保持较好的活性"可见声
场技术几乎不会影响细胞的活性( 在主动分选方法
中"声分选虽然通量较高"但分选纯度偏低"且必须
选择合适的材料以便将驻波施加到细胞上

)*#'* "设
备'操作也较为复杂"这应是声波技术在稀有细胞分
选上应用较少的主要原因(
*.-!光分选

光分选 #3>?CG;E<7>;9;?C3D$技术是近期兴起的
一项分选技术"可依据粒子或细胞在光学特性上的
不同进行分离(

光镊#3>?37E7G?93DCG?877S79<" +P5$是光分选的
一种重要技术手段"多用于单个细胞的捕捉 )*"* (*",* (
[CA79;E7等 )*"&*最近提出了一种 *Z光镊结构"如图
$##;$所示"在芯片基底上集成含有四条独立光纤
的光纤束"并通过四块棱镜将四束激光折射至同一
焦点上以捕捉细胞( 相较于传统的 "Z光镊"*Z光
镊可更好地限制细胞在高度方向上的运动( 光镊亦
可用于同时操控多个细胞"+6?;等 )*"'*结合光诱导

介电泳技术"通过一细一粗两条扫描光斑形成光镊"
分别捕捉急性白血病 5淋巴细胞 =̀9:;?及尺寸是其
两倍大的 ]7[;细胞"实现两者分离"并探讨了施加
信号频率与光斑扫描速度之间的关系"给出最优频
率( F6;6 等 )*")*将能生成平行于流道底面电场的横

向光镊 #E;?79;E0IC7E@ 3>?37E7G?93DCG?877S79<" [+P5$
与 介 质 上 电 湿 润 # 7E7G?9387??CDK03D0@C7E7G?9CG"
PX+Z$技术相结合"实现微滴内多个 ]7[;细胞的
自动聚焦及溶剂交换( 通过更换不同的溶剂"该技
术可实现对微量样品的多步分析(

图 ;K<光分选结构示意图!#;$三维光镊 )*"&* %# A$光学

连续分选 )**#*

>/?@;K< FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3I3>?CG;E<7>;9;?C3D! #;$

*Z 3>?CG;E?877S79)*"&* % # A $ 3>?CG;EE;??CG7 G3D?CD=3=<

<7>;9;?C3D)**#*

通常来说"光镊技术仅能捕捉可数的细胞数量"
较适合用于对微量样品的分析检测"但不能对大量
样品实现连续处理( 为突破此局限"U;GZ3D;E@
等

)**#*
提出一种连续分选装置"如图 $## A$所示"将

样品流引入分离腔"通过强光干涉使粒子发生不同
的偏转"依据二氧化硅小球与聚合物微球在折射率
上的不同"以及 " "L和 - "L蛋白质微囊在尺寸上
的不同分别实现连续分离"分选效率大于 ),\( 值
得一提的是"对于拥有复杂细胞膜及细胞器结构的
细胞而言"不同细胞应也具有不同的折射率"这使得
该项技术可拓展应用于细胞分选( 此外"UCED7
等 )**$*提出另一种分选精度更高的连续分选装置"
可分辨 ".-& "L与 *.#$ "L的二氧化硅微球"通量
为 -# 微粒l秒%Q=G: 等 )**"*利用细胞的变形性"通过
聚焦光束对细胞进行计数分选"通量依然较低(

光分选技术操控微量样品精度极高"但目前来
说仍极少见到光分选成功应用于稀有细胞的案例"
这主要可能是由于其芯片结构复杂'成本高'分选效
率过低等因素造成的( 此外"光学技术的分选机理
也有待进一步的研究(

B<多级分选

微流控的各种技术近年来都取得了长足的发

展"但每种方法都有其局限性"存在分选纯度不高'
通量偏低等不足"尤其是面向外周血中含量极低的
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J5J<分选"难以同时满足高通量'高纯度的分选要
求( 为此"研究者们采取将单一技术重复操作"或将
多种技术相集成的方法"设计出各种不同的多级分
选#L=E?C<?;K7<7>;9;?C3D$微流控芯片(

在多级分选微流控芯片中"惯性技术因其结构
简单"样品制备容易"在高通量的同时还能保证较高
的分选纯度而备受研究者们青睐( 惯性技术中最简
单的就是直流道结构"5;D;:;等 )****

设计了一种四

级分选微流控芯片"如图 $$#;$所示"该芯片利用在
矩形截面微流道中粒子在惯性升力作用下逐渐迁移

至离流道中线 #., X的位置处的原理#X是流道宽
度的一半$"将 UZ/0UW0"*$ 癌细胞逐渐迁移至无
红细胞层中"从而实现两者的分离( 芯片通量达到
%,% "[lLCD"可分离出约 '%\的 UJH0&"分离后癌
细胞的浓度提升 $" 倍( R;9CG676976 等 )**-*

在高深宽

比直流道两侧引入对红细胞亲和性好的蔗糖溶液"
并通过惯性效应强化亲和分选的效果"通过将两级
直流道串联起来可将红细胞去除率从约 ),\提升
至大于 ))\"而稀有细胞 #5淋巴母细胞 U+[50*"
UJH0&$的重新捕获率保持在 )'\(

缩扩流道同直流道一样在整体上具有易于集成

的平直结构"且因引入涡流使其对细胞的分选效果
更好"因此在多级分选芯片中常常见到缩扩结构(
一般来说"缩扩结构难以兼顾纯度及重新捕获率两
项分选指标

)$,'* ( 为解决此问题"U33D 等 )**%*
设计

了如图 $$ # A $ 所示的两级分选装置 #L=E?C0<?;K7
L=E?C039CICG7IE38I9;G?C3D;?C3D" UF0U+HH$"第二级采
用和第一级完全相同的两条缩扩结构"对第一级流
道两边出口处包含大部分血细胞和残余 UJH0& 循
环肿瘤细胞的样本进行进一步分选提纯( 相对于单
级缩扩流道"采用该芯片进行聚苯乙烯粒子实
验 )**,*可大大提升重新捕获率 #从 &*."\ 升至
''.&\$"同时保证纯度下降不多 #从 )$.-\降至
').$\$%用之富集 UJH0& 亦可将重新捕获率从
''.'\提升至 )'.)\"同时保持$", "[lLCD的较高
通量( 值得一提的是"细胞实验中因 J5J<数量太
少"即使仅有 #.#$\($\红细胞混入中间出口也会
显著降低 UJH0& 的纯度"再加上缩扩结构本身平衡
位置不稳定"以及细胞株在尺寸上的差异性"致使
UF0U+HH结构的分选 UJH0& 纯度仅有 #.*\( 为
克服此不足"将缩扩结构与分选精度高的介电泳技
术相结合"充分利用细胞在介电属性的差异进一步
分选提纯提供了一个良好的解决方案( U33D 等 )**&*

提出如图 $$ #G$所示的 U+HHgZPR芯片"将缩扩

结构中间出口与含有两组斜插齿电极的介电泳芯片

相连接"通过 U+HH结构去除大部分血细胞"而介电
泳中的第一组电极将 U+HH粗分选出的所有细胞排
列至流道壁面处"第二组电极则仅将 J5J<迁移至
流道中心"实现精确分选( 该芯片成功集成了惯性
芯片的高通量优势与介电泳技术的高纯度优势"可
去除 ))."-\的红细胞及 )-."*\的白细胞"在同样
$", "[lLCD 的通量条件下分选 UJH0& 纯度达到
$,."-\"重新捕获率为 &%.'$\"相对浓度提升 $,"
倍( F67D 等 )**'*

则提出了另一种更简单的多级结

构"将 U+HH与微尺寸过滤结构将集成( 如图 $$
#@$所示"在缩扩结构中间出口两侧设置两排间隙
为 $# "L的立柱"允许血细胞通过而保留 J5J<( 用
之分选 UJH0& 及 ]7[;细胞"在 "."- a$# & 细胞l分
钟的通量下可获得大于 )#\的重新捕获率"相对浓
度提升 ".#" a$#% 倍(

除了缩扩流道"惯性分选中的另一种重要结构螺
旋流道亦可集成至多级分选芯片中( W6;K;?等 )**)*

提

出了将缩扩流道与螺旋流道相集成的概念!第一级采
用缩扩流道"在 "## "[lLCD 的流量下移除 ))\的红
细胞和 ))\的白细胞"并从中间的出口处收集到
)#\的 UJH0& 癌细胞%第二级采用螺旋流道"对第一
级分选结果进行进一步提纯( 该设计虽是两级分选
的概念"但实际上由两块芯片构成"实验时需将缩扩
流道出口处的样品收集后再注入螺旋流道入口处"操
作复杂"而这主要是由于螺旋流道入口处于中间位
置"难以集成造成的( ]3= 等 )*-#*设计了两级螺旋流

道结构的芯片"如图 $$#7$所示"通过芯片外独立的
微管将一级螺旋流道 J5J<出口与二级螺旋流道入口
相连通( 二级螺旋流道主要用于对一级分选结果进
一步分离提纯"去除混入其中的白细胞和红细胞( 利
用该芯片"在 * L[l6 的流量下"UJH0& 重获率大于
'%\"对红细胞'白细胞的相对浓度分别提升 $#) 和
$#* 倍( 此外"该文章通过巧妙地设计矩形螺旋流道
深宽比"使得流道中只有大细胞能实现聚焦"而小细
胞在入口处鞘液流的辅助下保持在相对集中的位置"
依此实现分离"其思想值得借鉴(

另一种被动分选技术确定性阵列偏移 #Z[Z$
亦常被集成至多级分选芯片中( ]=;DK等 )$"'*设计

的两级分选芯片用于分选孕妇血液中的有核红细胞

#2YWJ<$"通过一级 Z[Z结构去除 YWJ及血小板"
再依据 2YWJ<与 XWJ之间的磁性差异进行二级磁
分选( 使用该芯片可去除约 )).))\的非目标细
胞"并在 %' 份样品中全部成功检测到 2YWJ<(
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图 ;;<多级分选结构示意图!#;$四级直流道 )**** %#A$两级缩扩流道 )**%* %#G$缩扩结构 g介电泳 )**&* %#@$缩扩结构 g微结构过
滤 )**'* %#7$两级螺旋流道 )*-#* %#I$确定性侧向偏移 g惯性 g磁性分选 )*-$* %#K$两级确定性侧向偏移 g亲和性分选 )$*"*

>/?@;;<FG67L;?CGCEE=<?9;?C3D<3IL=E?C<?;K7<7>;9;?C3D!#;$I3=90<?;K7<?9;CK6?LCG93G6;DD7E)**** % # A$UF0U+HH)**%* % #G$U+HHg
ZPR)**&* %#@$U+HHgLG93<G;E7ICE?9;?C3D)**'* %#7$?830<?;K7<>C9;ELCG93G6;DD7E)*-#* %#I$Z[ZgCD79?C;gL;KD7?CG<7>;9;?C3D)*-$* %#I$
Z[ZgZ[Zg;IICDC?B<7>;9;?C3D)$*"*
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+S:=L=9等 )*-$*
将 Z[Z'惯性及磁分选技术相结合"

设计出如图 $$#I$所示的三级分选芯片( 其中一级
Z[Z结构用于移除血液中的红细胞'血小板'血浆
及蛋白质等%二级正弦型惯性微流道结构用于将进
入其中的 XWJ及 J5J<聚焦至同一平衡位置%三级
分选采用磁力分选"通过对预先标记的白细胞或循
环肿瘤细胞施加磁场实现两者的分离( 采用该芯
片"+S:=L=9等成功实现了 UZ/0UW0"*$'FhWY* 及
UJH$#/等从循环血液中的良好分离"通量高达 '
L[l6#$#& G7EE<l<$( [C= 等 )$*"*

则将 Z[Z与亲和性
分选技术向结合"设计出另一种三级分选芯片( 如
图 $$#K$所示"一级结构集成六条 Z[Z流道以提高
通量"各自从中间出口分选出 UJH0& 及部分 XWJ<"
经二级 Z[Z进一步提纯后"三级修饰有抗 P>J/U
抗体的鱼骨状结构再精确捕捉 UJH0&( 使用该芯片
可达到 )., L[lLCD 的超高通量"仅前两级 Z[Z结
构就可将 UJH0& 相对浓度提升 $%## 倍"重新捕获
率大于 )#\"纯度大于 %#\( 但需要指出的是该实
验中样品浓度相对较低"仅有 $#" G7EE<lL[(

在其他的一些多级分选技术中"h;>C<6DC:3T
等

)*$&*
将三级声分选流道相串联"依据大尺寸粒子

在声场中迁移速度大于小粒子的原理实现血细胞与

血浆的分离"分选效率高达 )).)&%\( 此外"前文
介绍的螺旋流道芯片

)$&,* '仿生分选芯片 )$)"* '介电
泳分选芯片

)"&%*
等也都在同一结构内集成了多级分

选的概念(
总体来说"多级分选微流控芯片中二#三$级分

选结构的功能多有不同"可以是对一级分选出的结果
进行再次去杂"以提高纯度 )$*"" "&%" *$&" **-" **& (*-#* %可以
是对一级遗弃的废液再次富集"以提高重新捕获
率)**%" **,* %亦可是通过一二级结构分别去除样品中相
同或不同种类的非目标细胞 )$"'" $*"" $&," $)"" ""," ***" *-$* (
但不论是基于何种原理"多级分选均可以显著优化分
选效果( 此外"考虑到 J5J<含量极少"为获得足够多
的 J5J<细胞需要采集大量血液样品"多级分选芯片
中多会引入被动分选技术"保证了较高的通量( 这些
使得多级分选微流控芯片在临床上更具有实际应用

价值(
本课题组长期从事微流控芯片的研究工作"在

微流控芯片加工工艺 )*-"" *-** '惯性流中粒子迁移的
仿真 )*) (-"*与实验 )-* (-,* '介电泳精确操控微纳米粒
子 )-& (%$*或纳米线 )%"" %**等方面取得了丰厚的研究成

果( 基于本课题组的研究基础"本文提出一种集成
梯形截面螺旋流道及介电泳技术的新型多级分选微

流控芯片#如图 $" 所示$"应用于 J5J<分选富集有
望显著提高通量'纯度及重新捕获率等关键分选指
标"具备一定的临床应用发展前景(

图 ;=<结合梯形截面螺旋流道及介电泳技术的新型
J5J<多级分选微流控芯片
>/?@;=</D3T7ELCG93IE=C@CGG6C> CD?7K9;?7@ <E;D?7@ <>C9;E

LCG93G6;DD7E;D@ @C7E7G?93>6397<C<?7G6DCj=7 I39J5J<

<7>;9;?C3D

如图 $" 所示"本研究方案的一级结构采用内侧
低'外侧高的梯形截面螺旋流道"对含有 J5J<的原
始血液样品进行高通量粗分选( 相较而言"较多采
用的缩扩结构因平衡位置范围较大致使分选纯度偏

低%而传统的矩形截面螺旋流道则因特定平衡位置
距离过近"处理高浓度样品时细胞间的相互作用对
分选结果影响很大( 采用梯形截面螺旋流道可将
J5J<和血细胞分别聚焦至内'外侧壁面处"在保持
高通量的同时还有较高的分选纯度"减轻二级分选
的压力( 螺旋流道出口处设置突扩结构"放大细胞
流平衡位置间的距离"之后大部分血细胞进入血细
胞出口"J5J<及混杂的少量血细胞进入二级分选结
构( 本研究方案的二级结构采用超高宽深比的矩形
截面流道"适当降低流速以提高分选精度( 流道底
部铺设两组斜插齿电极"第一组电极对所有细胞施
加负介电泳作用"将其迁移至上壁面处%第二组电极
仅对尺寸较大的 J5J<施加介电泳作用"将其迁移
至下壁面处"实现精确分选( 该多级分选微流控芯
片针对 J5J<分选的苛刻要求"巧妙地集成了梯形
截面螺旋流道的高通量优势及斜插齿电极介电泳分

选的高纯度优势"为微流控芯片 J5J<分选的临床
应用提供一种潜在的重要技术手段(

C<总结与展望

微流控芯片可以在微尺寸环境下精细地操控细
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胞"显著地降低了样品及试剂的消耗"易于实现分选
器件的微型化( 近年来稀有细胞分选芯片发展迅
猛"在实现高通量'高纯度的分选目标上取得了长足
的进展"其不仅可以应用于从血液中分选 J5J<"亦
可拓展应用到从胸膜液'腹膜液'脑脊液'尿液等其
他体液中富集稀有细胞(

本文详细阐述了各种被动及主动分选技术"并
分析其各自的优势与不足( 总体来说"微流控芯片
应用于稀有细胞分选的不足主要表现在耗时长'效
果差'细胞活性受损三个方面( 首先在通量上"大部
分芯片的操控对象均是经稀释后的样品"若用其处
理 &.% L[标准血液样品则可能需要长达数小时的
时间( 被动分选技术中"可拓宽流道尺寸的微尺寸
过滤和拥有较高流速的惯性分选技术更容易实现较

高的通量"但前者易堵塞且分选不连续"后者较高流
速产生的高剪切力可能会损伤细胞的活性"两者都
不利于对捕获细胞的后续分析( 主动分选方法中的
电'磁'声'光等技术手段通量更低"多在数十微升每
小时的级别"难以应用于临床( 其次在分选效果上"
尽管目前很多研究可在某一分选指标上达到 )#\
以上的良好效果"但大多是采用人工配置的样品"并
不能真实表现临床采集的体液条件"这其中一是由
于配备样品中的 J5J<含量远高于实际血液中"另
一方面是因为培养获得的 J5J<较原始 J5J<在性
状上与白细胞相差更大( 考虑到 J5J<的内在性状
与白细胞有很大重叠"白细胞数量远多于 J5J<的
事实使得分选出的样品中往往含有较多的白细胞(
即便是基于抗原抗体吸附的方法"也存在有些 J5J<
丢失表达的现象"而这些意味着很多实验可能高估
了其应用于临床的效果( 此外"通量和纯度在大多
数芯片中往往是互相制约的两个指标"通量上升则
意味着纯度下降"反之亦然"如何兼顾两者是微流控
分选技术发展的又一挑战( 最后"考虑到捕获到的
细胞可能含有不同的亚型"或是同一类细胞的不同
生长阶段"后续的表型分析对临床诊断具有重要意
义"这对捕获细胞的活性提出了较高的要求( 但是"
微通道中微结构的挤压"高剪切流的流场"外加的电
场'声场等都会对细胞的活性造成一定的损伤"对后
续分析造成困扰(

相较而言"通常来说被动分选技术具有较高的
通量"主动分选技术操控更精确"因此"将多种技术
融合"尤其是将主动与被动分选技术合理融合的多
级分选芯片能撷取各家优点"更易实现稀有细胞的
分选要求( 尽管目前的多级分选芯片还都只是原型

器件"在芯片设计'加工工艺上也更复杂些"但其良
好的分选效果使其正吸引越来越多的目光"是未来
商业化发展的一个主要方向(

尽管目前来说"繁杂的制备工艺"精细的操作要
求及较差的可靠性等限制使得将稀有细胞分选微流

控芯片推广至临床应用仍面临重重困难"但不可否
认其在基于体液的分选'分析上具有巨大的潜力(
在总结分析前人工作的基础上"我们提出如下展望!
#$$在同一块芯片内融合多种分选技术"实现体外
循环筛选稀有细胞%#"$集成细胞分选'计数'诊断'
分析等功能单元"在一块芯片上实现对样品的全部
复杂操作%#*$舍弃注射泵'信号发生器等贵重仪
器"制备便携'廉价的多功能微流控芯片"使其走出
实验室( 相信在不远的将来"人们也许就能在家中
自己实现重大疾病早期检测'药物治疗效果评估等
功能(
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