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简易型微流控芯片捕获循环肿瘤细胞的研究 
高菊逸 a,b    杜晶辉 a,b    张望 a,b    张宝月 c    刘宗彬 c 

陈艳*,c    徐小平*,b 
(a南昌大学研究生院医学部  南昌 330006) 

(b香港大学深圳医院  深圳 518053) 
(c中国科学院深圳先进技术研究院  深圳 518055) 

摘要  本研究以循环肿瘤细胞(乳腺肿瘤细胞)为研究对象, 以聚二甲基硅氧烷(PDMS)、双面粘性薄膜(DSA)、玻片为原

材料, 采用激光雕刻技术制作微流控芯片, 结合巯基-马来酰亚胺基团硅烷化偶联法和免疫荧光技术进行芯片内捕获

检测实验, 并使用外周血肿瘤细胞来验证此微流控芯片的实用性, 使用具有高速摄像功能的荧光显微镜进行镜下观察

及拍摄. 成功构建了一种简易型微流控芯片系统, 利用此系统可实现对乳腺肿瘤细胞(92±3)%的捕获率, 对外周血肿

瘤细胞(88±3)%的捕获率, 而且芯片的制作工艺简单, 对实验仪器要求低, 1 min内即可制作完成, 简化了制作过程, 弥
补了传统光刻工艺复杂繁琐的不足, 为临床检测疾病的发生与发展提供了新的研究方向.  
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A Simple Fabricated Microfluidic Chip for Rapid Capture of  
Circulating Tumor Cells 
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Abstract  Due to their portability, affordability and high sensitivity, microfluidic systems have become promising technolo-
gies to develop point-of-care (POC) diagnostics. A major challenge in microfluidic system fabrication is to integrate multiple 
microfluidic components in a simple way and construct microfluidic systems in a rapid, inexpensive manner. Here we inves-
tigated the design and fabrication of rapid capture of circulating tumor cells (CTCs) without the need for a cleanroom facility. 
The device contains is composed of a polydimethylsiloxane (PDMS) layer and a double-sided adhesive film (DSA). The 
microfluidic channels on the DSA film were simply fabricated using a laser prototyping technique. PDMS was chosen as the 
support layer to facilitate sample injection and avoid leakage. The microfluidic chip fabrication takes less than one minute 
without employing expensive lithographic methods. Design changes of fluidic channel can be made by ProE software, and 
which is applicable to rapid prototyping of microfluidic devices. The PDMS base and a glass cover slip were then assembled 
via the DSA. Before assembling the chip, glass cover was cleaned with ethanol using sonication. Then, it was washed with 
distilled water and dried under nitrogen gas. After cleaning steps, the glass cover was plasma treated for 60 seconds (100 
mW, 1% O2, 60 s). Next, specific antibody was pre-immobilized on the bottom of the microchannel and then bound with 
FITC-labeled detection antibodies to generate fluorescent signals. Then, the inlet with cell suspension solution was connected 
to a syringe pump which controlled the fluid velocity, flow rates was adjusted from 2 to 8 μL/min. Using this device, a high 
tumor cell capture efficiency of 92% was achieved at a flow velocity of 2 μL/min. In this paper, a new technique is described 
to reduce fabrication time and cost, and shows considerable promise for the translation to a rapid point-of-care diagnostic 
device for the detection of CTCs.  
Keywords  microfluidic chip; capture; circulating tumor cells; simple; double-sided adhesive film 
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1  引言 

长期以来, 临床在癌症的诊断与治疗中, 通常是利

用组织细胞活检来进行确诊并跟踪治疗效果, 这种方法

不仅会给患者带来身体上的创伤, 而且价格昂贵. 诊断

癌症更好的方法是能够对游离在血液中的肿瘤细胞进

行检测, 也就是循环肿瘤细胞(CTCs, circulating tumor 
cells)的检测[1]. 自 1869 年 Ashoworth 报道并首次提出

CTCs[2]的概念以来, CTCs 被认为是癌症转移的一个重

要因素, 但是 CTCs 在血液循环系统中的含量极少, 一
般 1 mL 血液中只有 1～10 个(晚期患者的 CTCs 数量会

增加)[3]. 随着肿瘤生物学理论的更新和 CTCs 检测技术

的进步, CTCs 的研究已逐渐从实验室研究向临床应用

转化, 而且其在临床应用中的范围不断拓展[4,5]. Cell-
Search 检测系统[6]是目前自动化程度最高的检测技术, 
具有较高的免疫性、敏感性和可重复性, 是目前唯一被

美国食品和药品管理局(FDA)用于转移性乳腺癌、结直

肠癌及前列腺癌检测的新技术. 另一种就是近年来飞速

发展的 CTCs 芯片[7], 这是一种基于微流体学的 CTCs
检测技术, 它一般是在微纳米尺度上进行试验, 可以实

现一些传统试验方法不能获得的结果, 其灵活可控的单

元集成模式和微尺度结构不但能提高分析速度、增加分

析通量、降低试剂及样品的消耗量, 还可实现样品处理、

捕获和检测的一体化.  
随着现代仪器科学和临床医学科学的发展, 临床上

对人体的生化指标检测也不断提出新的要求. 为了实现

这一目标, 微型化、集成化和智能化必将是分析仪器发

展的主流方向 [8～ 11]. 目前也有相关微流控芯片针对

CTCs 分析检测方面的研究报告, Wang 和 Dharmasiri   
等[12,13]使用了一种无序混合的结构去增强 CTCs 与芯片

表面抗体的接触来实现细胞捕获. Sequist 等[14]设计的

CTCs 芯片是根据 CTCs 的大小尺寸在芯片中设计了柱

子结构, 然后通过表面修饰捕获细胞. 但随着研究的更

加深入化, 微流控芯片的发展也出现了一些瓶颈问题, 
比如系统操作复杂、相关研究薄弱、对技术人员要求高、

制作工艺局限性大等. 本研究组成员 Liu 等[15]近期也设

计了一种独特分选结构的集成化微流控芯片, 针对不同

类型的肿瘤细胞进行高通量的快速筛选, 血液分选速度

可以达到 9.6 mL/min, 这一结果是目前报导的在保证高

细胞捕获效率下的最高分选速度, 但这些芯片从设计到

制作都十分复杂, 为了提高后续的细胞捕获实验, 本研

究组现采用了激光雕刻技术来制作一种简易型微流控

芯片, 结合表面修饰技术和免疫荧光技术, 以乳腺肿瘤

细胞 MCF-7(美国 ATCC), MDAMB231(美国 ATCC)为
研究对象来验证该芯片的实用性.  

2  结果与讨论 
2.1  简易型微流控芯片的制作   

本研究采用激光雕刻机为加工仪器、以双面粘性薄

膜为主要材料制作的微流控芯片, 与采用光刻机制作的

微流控芯片相比, 具有以下优势(如表 1 所示):   

表 1  对比两种微流控芯片 
Table 1  Comparison of conventional microfluidic chip and fabricated 
microfluidic chip 

 光刻机制作的微流控芯片 
激光雕刻机制作的 

微流控芯片 

实验环境 要求高(超净间) 要求较低(普通实验室) 

实验仪器 昂贵(100 万以上) 廉价(10 万以内) 

实验材料 昂贵(硅、SU-8 等) 廉价(双面粘性薄膜) 

芯片制作时间 较长(2 h～1 d) 快速(1 min) 

①制作过程简易: 使用光刻胶 SU-8 的制作过程复

杂繁琐, 包括曝光、显影、制作模板等步骤, 需数小时

甚至一天才能完成, 而简易型微流控芯片只需简单的将

刻好微通道的双面粘性薄膜与 PDMS、玻片粘合在一起, 
1 min 内即可完成.  

②制作速度快: 激光雕刻机可在 1 min 内雕刻出数

个双面粘性薄膜, 可同时制作多个微流控芯片, 提高了

芯片的制作效率.  
③低成本: 与硅片、SU-8 相比, 双面粘性薄膜更加

廉价、更容易获得, 而且整个过程操作简便, 无需超净

间、紫外灯、掩膜和一些有机溶剂.  
④低碳环保: 使用 SU-8 时需用到有机溶剂, 而激

光雕刻技术完全不存在这些问题.  
目前, 已有类似双面粘性薄膜微流控芯片的研究报

道[16], 正如研究中所述, 这种材料制作的微流控芯片在

实际应用中是可行的, 而且大大降低了人力和物力的支

出 , 本研究还选用了具有良好光学和化学性能的

PDMS, 使芯片的操作更加简便. 为了验证芯片的适用

性, 向芯片内通入染料后, 放入 80 ℃烤箱 1 h, 结果显

示(图1A), 使用PDMS和双面粘性薄膜所制作的简易型

微流控芯片未出现漏液、渗液现象, 而且流体分布均匀.  

 

图 1  (A)微流控芯片实物图, (B)微流控芯片设计图 
Figure 1  (A) Four different food dye solutions were injected into the 
microfluidic device, (B) Assembly of the microfluidic chip consisting of 
PDMS, DSA, and glass cover 
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2.2  抗体的特异性固定 

本研究采用了巯基-马来酰亚胺基团硅烷化偶联法

(如图 2 所示). 首先玻片经过氧等离子处理使其表面产

生大量的 OH, OH 的孤对电子作为亲核试剂进攻 3-巯基

丙基三甲氧基硅烷(MPTS)中正电性的 Si, 使 OH 与 Si
之间形成 Si—O—Si 共价键. MPTS 另一端具有反应活

性的 SH 可进一步与 N-(4-马来酰亚胺丁酰基氧)琥珀酰

亚胺(GMBS)的马来酰亚胺基团反应, 而 GMBS 另一端

的活性酯基可以与蛋白质(如链霉亲和素)的NH 反应(如
图 3 所示). 然后往芯片内通入生物素修饰的抗 EpCAM
特异性抗体后, 抗体即可被稳定、均一的固定在芯片表

面. 
在芯片进行表面修饰之前, 玻片、PDMS 和双面粘

性薄膜需进行氧等离子清洗, 使用等离子体处理的目的

是使惰性的聚合物表面活化, 增强界面的交互作用以及

使单层分子更容易扩散到其表面. 等离子体在对聚合物

表面进行处理时, 由于不使用溶剂, 所以不会产生化学

物质污染, 而且等离子处理容易在实验室环境实现, 这
对实验是非常有利的. 在基于抗原抗体反应的装置中, 
高密度的抗体固定决定了检测系统的灵敏度, 抗体固定

的均一性又决定了检测的可重复性. 因此, 完整的芯片

表面修饰是整个检测系统中的关键步骤.  

2.3  乳腺肿瘤细胞的捕获实验 

实验显示, MCF-7 肿瘤细胞及 MDAMB231 肿瘤细

胞在流速为 2 μL/min 时, 捕获效果较好. 随着流体速度

的不断加快, 细胞捕获率也不断下降,  MCF-7 肿瘤细

胞悬液在流速为 2, 4, 6, 8 μL/min 下的捕获效率分别是

(92±3)%, (60±2)%, (24±2)%和(10±2)%(如图 4b 所

示), 同样的流速下MDAMB231肿瘤细胞的捕获效率分

别是(75±3)%, (52±2)%, (20±3)%和(7±2)%, 结果显

示无论是MCF-7肿瘤细胞, 还是MDAMB231肿瘤细胞

捕获的最佳进样流速均为 2 μL/min(如图 4c 所示).  
除了抗体固定方法, 进样速度也是影响细胞捕获率

的重要因素, 过高的进样速度所产生的高流体剪切力可

能大于细胞与抗体间的共价结合力, 导致已经被捕获的

细胞从芯片表面脱离, 从而进一步降低芯片的灵敏度, 
而过低的进样速度又会降低芯片的通量, 延长反应时

间. 

2.4  外周血肿瘤细胞捕获实验 

外周血 MCF-7 肿瘤细胞样本以 2, 4, 6, 8 μL/min 的

流速通入微流控芯片, 荧光显微镜下 100 倍观察拍摄 2, 
8 μL/min 两流速下细胞捕获情况进行对比(如图 5a 所

示), 可见血细胞及 MCF-7 肿瘤细胞在入口处随机进入, 
血细胞仍然保持原有流体路径流动, 而肿瘤细胞可被捕

获下来 ,  捕获率仍然达(88±3)%, 当速度增加到 8 
μL/min 时, 由于过高的进样速度所产生的高流体剪切

力大于细胞与抗体间的共价结合力, 导致已经被捕获的

细胞从芯片表面脱离, 捕获率仅为(5±2)%, 并以上述

 
图 2  微流控芯片内的表面修饰 
Figure 2  Surface chemistry: specific antibody was pre-immobilized on the bottom of the microchannel and then bound with FITC-labeled detection 
antibodies to generate fluorescent signals. 
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图 3  巯基-马来酰亚胺基团硅烷化抗体固定 
Figure 3  GMBS-based antibody immobilization 

四个流速为横坐标, 不同的细胞捕获率为纵坐标, 得出

细胞捕获率曲线图(如图 5b 所示). 
微流控芯片技术是微全分析系统的热点发展领域, 

Sivagnanam 等[18]利用自组装的磁场静电装置将玻璃珠

冲入封闭的微通道内捕获和培养乳腺肿瘤细胞 MCF-7. 
Chen 等[19]利用一种标准的低成本的被称作反应离子刻 

蚀的微细加工技术让玻璃载片粗糙化, 其粗糙度为纳米

级分辨率, 实现对 CTCs 88%捕获率. 这些方法与本研

究的捕获率相近, 但对实验环境、实验器材、实验试剂、

实验人员要求极高, 整个过程需要数小时甚至更长的时

间[17].  
本研究采用激光雕刻技术制作微流控芯片, 结合巯

基-马来酰亚胺基团硅烷化偶联法和免疫荧光技术成功

实现了对 CTCs (92±3)%的捕获率. 更值得一提的是本

研究可同时对几种不同肿瘤细胞进行捕获检测, 在保证

高捕获率的情况下, 降低了实验成本、缩短了实验时间, 
可为临床鉴别诊断提供依据, 对帮助临床医生制定个性

化治疗方案具有重要意义. 然而, 实验所使用的 CTCs
浓度远高于外周血循环肿瘤细胞浓度, 而且该实验仅缩

短了芯片的制作时间, 有关后续的抗体固定及细胞捕获

试验并没有大的变化, 因此, 使用肿瘤患者外周血循环

肿瘤细胞血样本进行实验、使用抗原抗体特性对肿瘤细

胞进行特异性检测等是我们接下来要进行的研究, 从而

进一步拓展其在 CTCs 筛选、分选、富集、检测方面的

应用.  

3  结论 

微流控芯片是目前生物化学领域、药物领域、化学

合成领域、环境检测及临床诊断学等方面发展的重要方

 
图 4  (a) 在不同流速下细胞捕获荧光图, 在 200 倍显微镜下观察, (b) MCF-7 肿瘤细胞在不同流速下的细胞捕获率点状图, (c) MCF-7, 
MDAMB231 肿瘤细胞在不同流速下细胞捕获率对比曲线图 
Figure 4  (a) Effect of channel flow rate on capture efficiency of CTCs on chip, four different wash flow rates (2, 4, 6 and 8 µL/min) were used to opti-
mize the capture efficiency of CTCs on chip. Image of the capture of CTCs at 20×magnification under a fluorescence microscopy. (b) MCF7 cell capture 
efficiency. (c) Comparison of MCF-7 cell and MDAMB231 cell capture efficiency. The results indicated that 2 µL/min resulted in significantly greater 
capture efficiency compared to 8 µL/min. Capture efficiency at lower flow rates with error bars representing standard deviations (n＝3).  
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图 5  (a)外周血肿瘤细胞在不同流速下(2 μL/min 和 8 μL/min)细胞捕

获荧光图, 在 100 倍显微镜下观察, (b)比较点状图 
Figure 5  (a) Effect of channel flow rate on capture efficiency of CTCs 
on chip, two different wash flow rates (2 and 8 µL/min) were used to 
optimize the capture efficiency of CTCs on chip, Image of the capture of 
CTCs at 10×magnification under a fluorescence microscopy. (b) Cancer 
cell capture efficiency from blood specimens (n＝3). 

向. 在近二十多年的研究中, 各国相关科学工作者不断

致力于开发满足筛选、检测、鉴定为目的的方法和技术,
应用更加特异、灵敏、快速的检测技术是有效监测监控

癌症的分布、预防其转移的重要环节. 但在癌症的检测

中, 仍存在很多的弊端, 比如现在常用的流式细胞术、

免疫细胞化学法、免疫磁珠分离等方法一般需要的样品

量比较多, 而且设备昂贵、操作复杂, 应用受限, 最大的

不足就是无法实现标准化检测. CTCs 检测作为一种具

有高度可行性和可重复性的非侵入性新型诊断工具, 在
对实体肿瘤转移治疗疗效及预后评估中的作用是显而

易见的, 微流控芯片恰好是一种分选和捕获 CTCs 的有

效手段. 本研究设计的这种微流控芯片制作过程不需依

赖大型仪器, 制作成本低, 适于一次性使用, 降低了样

本间交叉污染的可能性, 且选择的表面修饰方法具有固

定效率高、均一性好、耗时短等优点, 对 CTCs 有较高

的捕获率, 利用这种简易的的制作工艺, 能够有效提高

临床检测疾病的效率, 扩展其应用范围.   

4  实验部分 

4.1  方法 

4.1.1  微流控芯片设计及制作 
本研究采用的是 PDMS、双面粘性薄膜和玻片三种

材料, 芯片设计大小为 38 mm×30 mm(如图 1B 所示). 
将 PDMS 基质/固化剂按 10∶1 比例混合均匀后倒入一

个干净的培养皿中真空除泡放入烤箱80 ℃烘烤30 min, 
取出后按芯片大小切割并在进出口处打 0.5 mm 的孔. 
双面粘性薄膜厚 50 μm, 按照计算机辅助软件

(Pro/Engineer)设计的图形通过激光雕刻机切出四条 20 
mm×3 mm×50 μm 的平行锯齿形流体通道, 再将

PDMS、双面粘性薄膜、玻璃一同放入氧等离子清洗 
(100 mW, 1% O2, 60 s), 取出后将三者进行不可逆的键

合, 放入 80 ℃烤箱烘烤 10 min, 芯片制作完成. 之后, 
使用注射泵从进样孔将四种不同颜色可食用性染料通

入芯片用于验证芯片的实用性.  
4.1.2  芯片操作 

为了实现抗体在微流控芯片内表面的固定, 首先将

玻片用清洗液(H2SO4∶H2O2＝7∶3)在 200 ℃煮沸 2 h, 
用无菌超纯水洗净后用氮气抽干, 再将玻片、PDMS 和

双面粘性薄膜一同放入氧等离子清洗 60 s 后键合, 芯片

制作完成之后, 用注射泵通入 MPTS (5%, 无水乙醇溶

液), 在室温下反应 1 h, 反应后以乙醇清洗, 使得芯片

表面依次修饰上 OH, SH, NHS 化学键. 清洗后, 再通入

GMBS (2 mg/mL, DMSO 溶液), 室温下反应 30 min, 反
应后分别以乙醇和PBS清洗. 之后通入链霉亲和素溶液

(1 mg/mL, PBS), 4 ℃过夜, 次日取出芯片用 PBS 冲洗

后通入生物素标记的 EpCAM 抗体(10 μg/mL) 1 h, 再用

1% BSA 封闭待捕获细胞.  

4.2  微流控芯片肿瘤细胞捕获实验 

4.2.1  样品制备 
使用常用的人类乳腺癌细胞: MCF-7 肿瘤细胞、

MDAMB231 肿瘤细胞分别使用添加了 10%胎儿牛血清

及 1%青霉素-链霉素的低糖培养基, 于 37 ℃, 5%二氧

化碳培养箱进行培养, 每 3 d 换一次培养液.  
4.2.2  确定最佳进样流速 

进样速度的高低决定了细胞与芯片表面固定抗体

的接触时间, 进而直接影响到芯片反应区对细胞的捕获

效率. 为了确保芯片对细胞的捕获效率不下降, 在尽可

能的提高芯片通量的情况下, 本研究对细胞的最佳进样

速度进行了研究, 分别以 2, 4, 6, 8 μL/min的流速往芯片

通入 MCF-7 肿瘤细胞, 通过荧光显微镜进行观察.  
4.2.3  肿瘤细胞悬液捕获实验 

为了更好的观察肿瘤细胞捕获情况, 对肿瘤细胞使

用 Vybrant® DyeCycle™ Green 荧光染料进行荧光染色, 
荧光染色后的肿瘤细胞用磷酸盐缓冲液(PBS)配制成浓

度为 103/mL 的 MCF-7 细胞悬液和 MDAMB231 细胞悬

液, 使用注射泵按照流速 2, 4, 6, 8 μL/min从芯片入口通

入细胞悬液, 再通过具有高速摄像功能的荧光显微镜

200 倍下进行观察并计数(如图 4a 所示).   
4.2.4  外周血肿瘤细胞捕获实验 

正常健康志愿者血样本来源于香港大学深圳医院, 
为EDTA抗凝血, 使用生理盐水进行 10倍稀释. 为了更
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好的区分观察肿瘤细胞与血细胞, 对 MCF-7 肿瘤细胞

也进行荧光染色. 荧光染色后的 MCF-7 肿瘤细胞与已

稀释好的血样本中配制成浓度为 102/mL 的外周血肿瘤

细胞悬液, 按照 4.2.3 节的步骤通入芯片进行捕获并计

数. 
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