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本发明涉及富集循环稀有细胞(CRC)的试剂

及方法。本发明揭示了一种利用优选的CD标志物

组合对血液中白细胞进行分离、从而富集CRC的

方法，该方法为负向分选方法。本发明的方法可

大幅度地提高细胞的识别准确度，实现高纯度

CRC分选的突破，获得的样本更有利于直接应用

于进行后续的基因组分析。同时，本发明还提供

了应用于该方法的微流体检测装置。
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1.一种从血液样品中富集循环稀有细胞的方法，其特征在于，所述方法包括：

从血液样品中分离去除红细胞；

应用携带可识别信号的抗体标记血液样品中的白细胞，应用荧光染料标记有核细胞；

通过可鉴别可识别信号以及荧光染料的装置检测细胞，并分离出无白细胞标记的有核

细胞，最终获得富集的循环稀有细胞。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的抗体包括：抗CD45抗体；较佳地，所述

的抗体是抗体组合，包括：抗CD45抗体、CD14抗体、抗CD55抗体、抗CD66b抗体、抗CD90抗体、

抗CD33抗体和抗CD36抗体。

3.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的可鉴别可识别信号以及荧光染料的装

置是微流体检测装置，包括：

微流体结构(7)，其包括单细胞通道(11)，允许单细胞以稳定的流速通过，并存在多条

单细胞通道以允许单细胞的分流；

荧光检测组件(5)，根据不同的荧光信号对每个细胞进行甄别，快速确认其身份，判断

是否在下一步对其进行分选；

微射流发生器(6)，其包括微型金属导体，接受荧光检测组件(5)的分选信号、引发微热

泡。

4.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的可识别信号包括：FITC，PE、APC、

Rhodamine  B、Alexa  555；较佳地为FITC。

5.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的荧光染料包括：DAPI或hoechst；较佳

地为DAPI。

6.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的分离去除红细胞的方法是裂解液裂解

或密度梯度离心；或

通过应用携带可识别信号的抗体处理血液样本，从中分离去除红细胞；较佳地，应用于

分离去除红细胞的可识别信号不同于应用于去除白细胞的可识别信号。

7.抗体的用途，用于从血液样品中富集循环稀有细胞时，从样品中分离去除白细胞；所

述的抗体包括抗CD45抗体；较佳地，所述的抗体是抗体组合，包括：抗CD14抗体，抗CD55抗

体，抗CD66b抗体，抗CD90抗体，抗CD33抗体和抗CD36抗体。

8.一种微流体检测装置，其特征在于，所述的微流体检测装置包括：

微流体结构(7)，其包括单细胞通道(11)，允许单细胞以稳定的流速通过，并存在多条

单细胞通道以允许单细胞的分流；

荧光检测组件(5)，根据不同的荧光信号对每个细胞进行甄别，快速确认其身份，判断

是否在下一步对其进行分选；

微射流发生器(6)，其包括微型金属导体，接受荧光检测组件(5)的分选信号、引发微热

泡。

9.如权利要求8所述的微流体检测装置，其特征在于，所述的微流体检测装置中，包括：

基片(8)；

位于基片上的微射流发生器(6)；

位于微射流发生器(6)上的微流体结构(7)；

位于微流体结构(7)上的盖片(10)；
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较佳地，微射流发生器(6)存在于一保护层(9)中，该保护层在基片(8)与微流体结构

(7)之间。

10.一种用于从血液样品中富集循环稀有细胞的试剂盒，其特征在于，其中包括权利要

求8或9所述的微流体检测装置；

携带可识别信号的抗体；所述抗体包括抗CD45抗体；较佳地，所述的抗体是抗体组合，

包括：抗CD14抗体，抗CD55抗体，抗CD66b抗体，抗CD90抗体，抗CD33抗体和抗CD36抗体；以及

标记有核细胞的荧光染料。
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富集循环稀有细胞的试剂及方法

技术领域

[0001] 本发明属于肿瘤学领域，更具体地，本发明涉及富集循环稀有细胞的试剂、其用

途，以及富集循环稀有细胞的方法。

背景技术

[0002] 目前癌症个体化治疗方案的制定依赖于组织标本中肿瘤信息，但是在临床实践中

组织标本难以获得，尤其在治疗过程中和癌症转移初期的组织标本。因此，寻找组织标本的

替代者是目前癌症治疗监控与耐药机制研究最迫切的要求。

[0003] 循环肿瘤细胞(CTC)是从原发肿瘤释放出来的细胞，其携带肿瘤特有的生物学信

息。由于外周血检测的方便和及时性，CTC作为易获得的肿瘤信息载体可以提供动态监控肿

瘤生物学特性变化的样本；科学研究也表明CTC是一个独立的肿瘤预后和预测因子，对患者

CTC数量的动态监测可以及时了解患者疾病的进展状况以及干预治疗的效果。因此，研发并

完善循环肿瘤细胞检测技术，使之可以更灵敏的检测多种类型的肿瘤和监控早中期患者的

病情，能节约大量治疗成本，提高患者的生存质量，具有极大的社会意义。

[0004] 循环肿瘤细胞被包含在循环稀有细胞(Circulating  rare  cells，CRC)中，CRC的

检测与分离的技术本质就是如何对CRC从原始血样中加以辨认，然后将其从其他血细胞分

离出来。当前CRC的分离技术主要分为两大类。

[0005] 第一类方法是基于CTC的物理特征，如尺寸，变形率和电阻抗，对CRC和其他细胞进

行区分和分离。然而，在细胞形态水平上，不同类型癌症的患者，同一种癌症的不同患者甚

至同一患者血液中的CRC形态大小差异巨大。此外，虽然有一部分CRC尺寸明显大于白细胞，

仍然有不少CRC的尺寸与形态与正常白细胞差别很小。因此，除了基于细胞尺寸的分离已经

成功用于某些已知的大尺寸CRC，特别是CRC形成的细胞微栓，其余的分离技术尚未得到充

分的病例验证。特别是其物理机理尚不清晰，尚未得到广泛验证与接受。

[0006] 第二类方法基于CRC表面的蛋白标志物，采用磁珠或者某些微流体结构针对某些

已知细胞标志物对CRC进行正向富集(如采用EpCAM)，或对白细胞进行负向去除(如采用

CD45)。然而这两类CRC分离方法的缺点也非常明显。基于特定标志物的正向富集虽然容易

获得较高的CRC纯度(>1％)，但其提取率强烈依赖某些CRC特定标志物的表达水平，对不表

达或低表达该蛋白的CRC无能为力。具有极强入侵能力的CRC均经历上皮细胞向间充质细胞

的转化过程(EMT，epithelial  mesenchymaltransition)。其现象是细胞上的表皮细胞特征

(如EpCAM)消失，而间充质细胞标志蛋白获得表达。因此，基于EpCAM的CRC分离技术无法富

集这一类极其重要的细胞。比如目前唯一商用的CellSearch系统仅能有效检测某几种癌症

(如乳腺癌、结肠癌和前列腺癌)的晚期癌症患者，而对一些发病率高和死亡率高的肿瘤(如

肺癌，肝癌和胃癌)，该技术难以有效检出。此外，CellSearch对于癌症的早中期患者，检出

率低于10％。另外，基于标志物的正向分离技术往往需要对细胞进行固定化、穿孔与细胞质

角蛋白标记。经历这个过程后细胞已失去活性，无法用于很多后续分析譬如细胞培养和药

物作用等。
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[0007] 与正向分离相比，负向分离技术采用白细胞特征标志物，力求最大程度地去除白

细胞。整个过程不依赖肿瘤细胞标志物，可以最大限度地保留各种不同类型的CRC。然而目

前的单一白细胞标志物均无法将白细胞全部标记和去除，因此尽管存留的CRC提取率很高，

纯度却不太理想，通常在0.1％以下，无法对样品直接进行基因型分析。

[0008] 因此，目前CRC的检测技术仍然存在着检测灵敏度低、适应肿瘤类型少、装置操作

复杂和检测成本高昂的缺陷。

发明内容

[0009] 本发明的目的在于提供一种富集循环稀有细胞(Circulating  rare  cells，CRC)

的试剂及方法。

[0010] 在本发明的第一方面，提供一种从血液样品(离体样品)中富集循环稀有细胞

(CRC)的方法，其特征在于，所述方法包括：

[0011] 从血液样品中分离去除红细胞；

[0012] 应用携带可识别信号的抗体标记血液样品中的白细胞，应用荧光染料标记有核细

胞；

[0013] 通过可鉴别可识别信号以及荧光染料的装置检测细胞，并分离出无白细胞标记的

有核细胞，最终获得富集的循环稀有细胞。

[0014] 在一个优选例中，所述的抗体包括：抗CD45抗体。

[0015] 在另一优选例中，所述的抗体是抗体组合，包括：抗CD45抗体、CD14抗体、抗CD55抗

体、抗CD66b抗体、抗CD90抗体、抗CD33抗体和抗CD36抗体。

[0016] 在另一优选例中，所述的方法为非诊断性及非治疗性的方法。

[0017] 在另一优选例中，所述的可鉴别可识别信号以及荧光染料的装置是微流体检测装

置，包括：

[0018] 微流体结构(7)，其包括单细胞通道(11)，允许单细胞以稳定的流速通过，并存在

多条单细胞通道以允许单细胞的分流；

[0019] 荧光检测组件(5)，根据不同的荧光信号对每个细胞进行甄别，快速确认其身份，

判断是否在下一步对其进行分选；

[0020] 微射流发生器(6)，其包括微型金属导体，接受荧光检测组件(5)的分选信号、引发

微热泡。

[0021] 在另一优选例中，所述的可识别信号包括(但不限于)：FITC，PE、APC、Rhodamine 

B、Alexa  555；较佳地为FITC。

[0022] 在另一优选例中，所述的荧光染料包括(但不限于)：DAPI或hoechst；较佳地为

DAPI。

[0023] 在另一优选例中，所述的分离去除红细胞的方法是裂解液裂解或密度梯度离心；

或

[0024] 通过应用携带可识别信号的抗体处理血液样本，从中分离去除红细胞；较佳地，应

用于分离去除红细胞的可识别信号不同于应用于去除白细胞的可识别信号。

[0025] 在本发明的另一方面，提供抗体的用途，用于从血液样品中富集循环稀有细胞时，

从样品中分离去除白细胞；所述的抗体包括抗CD45抗体；较佳地，所述的抗体是抗体组合，
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包括：抗CD14抗体，抗CD55抗体，抗CD66b抗体，抗CD90抗体，抗CD33抗体和抗CD36抗体。

[0026] 在一个优选例中，所述的用途为非诊断性及非治疗性的用途。

[0027] 在本发明的另一方面，提供一种微流体检测装置，所述的微流体检测装置包括：

[0028] 微流体结构(7)，其包括单细胞通道(11)，允许单细胞以稳定的流速通过，并存在

多条单细胞通道以允许单细胞的分流；

[0029] 荧光检测组件(5)，根据不同的荧光信号对每个细胞进行甄别，快速确认其身份，

判断是否在下一步对其进行分选；

[0030] 微射流发生器(6)，其包括微型金属导体，接受荧光检测组件(5)的分选信号、引发

微热泡。

[0031] 在一个优选例中，所述的微流体检测装置中，包括：

[0032] 基片(8)；

[0033] 位于基片上的微射流发生器(6)；

[0034] 位于微射流发生器(6)上的微流体结构(7)；

[0035] 位于微流体结构(7)上的盖片(10)；

[0036] 较佳地，微射流发生器(6)存在于一保护层(9)中，该保护层在基片(8)与微流体结

构(7)之间。

[0037] 在另一优选例中，所述的保护层(9)如二氧化硅保护层。

[0038] 在本发明的另一方面，提供一种用于从血液样品中富集循环稀有细胞的试剂盒，

其中包括所述的微流体检测装置；

[0039] 携带可识别信号的抗体；所述抗体包括抗CD45抗体；较佳地，所述的抗体是抗体组

合，包括：抗CD14抗体，抗CD55抗体，抗CD66b抗体，抗CD90抗体，抗CD33抗体和抗CD36抗体；

以及

[0040] 标记有核细胞的荧光染料。

[0041] 本发明的其它方面由于本文的公开内容，对本领域的技术人员而言是显而易见

的。

附图说明

[0042] 图1、基于负向分选的CRC微流体检测系统架构。

[0043] 其中，1为样本入口；

[0044] 2为剩余细胞收集管；

[0045] 3为CRC收集管；

[0046] 4为细胞(红色为DAPI-FITC+/-细胞、蓝色为DAPI+FITC+细胞、橘色为DAPI+FITC-

细胞)；

[0047] 5为CRC荧光检测组件；

[0048] 6为微射流发生器；

[0049] 7为微流体结构。

[0050] 图2、微热泡射流芯片的加工步骤，整个步骤依次经历a)、b)、c)、d)步骤。

[0051] 其中，6为微射流发生器；

[0052] 7为微流体结构；
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[0053] 8为基片；

[0054] 9为保护层；

[0055] 10为盖片；

[0056] 11为单细胞通道；

[0057] 其中的保护层为二氧化硅保护层。

[0058] 图3、未染色的对照样本的流式检测结果。

[0059] 图4、经CD45-FITC和DAPI染色的样本的流式检测结果。

[0060] 图5、经多重CD荧光抗体和DAPI染色的样本的流式检测结果。

[0061] 图3～图5中，FSC表示细胞的相对大小，FSC的值越大表示细胞越大；SSC表示的是

细胞内部复杂程度，SSC的值越大说明细胞内部的颗粒越多。R1区代表淋巴细胞，R2区代表

单核细胞和粒细胞，R3区代表未除尽的红细胞、血小板和细胞碎片。FL1代表DAPI检测通道，

FL2代表FITC检测通道。Total  events表示流式检测时样本总的进样细胞数，Gated  events

分别表示R1、R2和R3区域相应的细胞数。

[0062] 图6、掺入KB细胞的血样经该检测系统分选后的免疫荧光染色鉴定结果；

[0063] (A)掺入20个KB细胞；

[0064] (B)掺入50个KB细胞；

[0065] 掺入KB细胞的血样经该检测系统分选后，阳性收集管中富集到的细胞包括：DAPI+

表示所有被分选至阳性收集管中的细胞；FITC表示被错误分选至阳性收集管中的白细胞；

DAPI+FITC-Pan-Keratin-表示未被CD系列荧光抗体标记上的白细胞；Pan-Keratin+表示KB

细胞；DAPI+FITC-Pan-Keratin+即表示CRC细胞，此处的KB细胞为癌细胞，掺入到血液样本中

用以模仿CRC细胞。

具体实施方式

[0066] 针对现有产品和技术的问题与难点，本发明人经过深入的研究，揭示了一种利用

优选的CD标志物组合对血液中白细胞进行分离、从而富集循环稀有细胞(CRC)的方法，该方

法为负向分选方法。本发明的方法可大幅度地提高细胞的识别准确度，实现高纯度CRC分选

的突破，获得的样本更有利于直接应用于进行后续的基因组分析。同时，本发明还提供了应

用于该方法的微流体检测装置。

[0067] 如本文所用，所述的循环稀有细胞(CRC)包括循环肿瘤细胞(CTC)。

[0068] 富集循环稀有细胞的方法

[0069] 本发明人致力于从血液中分离CRC的研究，在研究前期发现，若是采用正向分离的

方法，直接从血液中分离CRC，则分离效率不高，血液中将仍然存在较多的CRC，只能实现粗

略定性，无法实现精确定性以及定量。若是采用负向分离的方法，则在从样品中分离掉红细

胞后，再去除白细胞的效率并不理想，最终的产物中往往残余较多的白细胞。

[0070] 针对白细胞难以高效率地被排除的问题，本发明人进行了大量的研究，人类白细

胞表面抗原(CD)的数量可观，多于100种。以往，人们一般采用单个CD来分选白细胞，即

CD45。本发明人发现，采用抗CD45的抗体去结合、分离白细胞，获得的经分离的产物中仍然

存在较多的白细胞。因此，本发明人又针对大量的CD进行了分析、筛选，从中选择了CD45、

CD14、CD55、CD66b、CD90、CD33和CD36作为联合靶标。因此，本发明的最优选的方法中，联合

说　明　书 4/9 页

7

CN 109781975 A

7



应用抗CD45抗体，抗CD14抗体，抗CD55抗体，抗CD66b抗体，抗CD90抗体，抗CD33抗体和抗

CD36抗体来从血液样品中分离白细胞，获得富集的循环稀有细胞产物。利用联合抗体的进

行分选，可以极为显著地降低未标记白细胞的比例。

[0071] 因此，本发明揭示了一种从血液样品中富集循环稀有细胞的方法，所述方法包括：

从血液样品中分离去除红细胞；应用携带可识别信号的抗体标记血液样品中的白细胞，应

用荧光染料标记有核细胞；通过可鉴别可识别信号以及荧光染料的装置检测细胞，并分离

出无白细胞标记的有核细胞，最终获得富集的循环稀有细胞。作为本发明的优选方式，所述

的抗体是一种抗体组合，包括抗CD45抗体，抗CD14抗体，抗CD55抗体，抗CD66b抗体，抗CD90

抗体，抗CD33抗体和抗CD36抗体。

[0072] 从血液样品中分离去除红细胞的方法可以采用本领域已知的分离方法。作为本发

明的优选方式，采用离心的方法来去除红细胞，所述的离心是差速离心。作为本发明的另一

优选方式，通过应用携带可识别信号的抗体处理血液样本，从中分离去除红细胞；较佳地，

应用于分离去除红细胞的可识别信号不同于应用于去除白细胞的可识别信号。例如，应用

于分离去除红细胞的可识别信号为信号1，则应用于去除白细胞的可识别信号为信号2。

[0073] 本发明中，术语“可识别信号”是指在光源的照射下，能够产生不同的信号，实现细

胞区分的标识或标记。作为本发明的优选方式，所述的可识别信号是各种荧光标记。更优选

地，所述的可识别信号选自(但不限于)：FITC，DAPI，PE、APC、Rhodamine  B、Alexa  555。作为

本发明的优选方式，所述的可识别信号为FITC。

[0074] 细胞标记部分的目的在于，通过荧光染色，尽可能准确地区分血细胞和CRC。在血

样上机检测前，对样品中的所有细胞进行多重标志物的染色，也可以先对全血样本进行处

理去除大部分的红细胞(如密度梯度离心或红细胞裂解等)，然后再对白细胞和CRC进行染

色。比如实施例2中，一方面，采用细胞核染料(如DAPI)对白细胞和CRC进行核染，以区分(排

除)少量残留的红细胞、血小板和细胞膜碎片。另一方面，针对多种特异性的白细胞表面抗

原，采用相应的荧光抗体(如CD-FITC)进行染色，以最大程度地标记上所有白细胞。则DAPI+

FITC-的细胞将被判读为CRC，DAPI+FITC+的细胞将被判定为白细胞。

[0075] 作为本发明的优选方式，在从血液样品中富集循环稀有细胞时，在分离去除白细

胞后，应用本发明的微流体检测装置进行进一步分选，获得富集的循环稀有细胞。

[0076] 将标记好的细胞输入通过微流体检测装置的入口，采用微流体技术持续稳定地产

生单个细胞的串行细胞流。该细胞流中的细胞可逐个地通过光学检测窗口和后续的细胞分

选单元。

[0077] 本发明的基于负向分选的方法及微流体检测装置，相比较于其他CRC分选技术，其

主要优点如下：

[0078] (1)在细胞标记部分，该技术采用多重CD标志物对白细胞进行标记后，将其负向去

除，一方面可以对剩下的所有类型的CRC进行不遗漏的分选，能够极大提高CRC的检测灵敏

度和分选效率，避免了依赖某个特异的CRC标志物对CRC进行识别可能引起的假阴性问题。

另一方面，采用本发明优选的多重白细胞标志物克服了使用单一标志物(通常为CD45)造成

剩余白细胞过多的问题，有助于大幅度提高细胞的识别准确度，实现高纯度CRC分选的突

破，使样本可以用于后续的基因组分析。

[0079] (2)细胞的检测和分选均对单个细胞进行操作，可极大提高分选准确率。整个过程
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无需细胞固定化、透化、或角质蛋白染色，且对细胞的机械损伤作用小，分选后的细胞仍然

保持细胞活性，可以直接进行体外培养，用于研究肿瘤耐药机制的产生，指导肿瘤的个体化

治疗。

[0080] (3)检测方法具备足够弹性，可由用户根据具体情况调整参数组合，针对不同种类

的癌症，设置不同的检测参数，使该检测系统适用面更广，可以适用于更多种类或不同亚型

的癌症检测。并且分离方式(正向或负向)可以根据CRC类型或用户需求调节。

[0081] (4)检测与分选集成在全封闭系统中，可杜绝样品污染。制备工艺简单，无需对其

内部结构进行繁复的化学修饰，无微柱或孔等复杂结构，不容易造成细胞在分选过程中的

阻塞。

[0082] (5)高度微型化、集成化、自动化，成本低、操作简便，对临床样本的适应性强。

[0083] 该检测系统的应用方向有两个方面：在科学研究方面，可以分选高纯度活性CRC细

胞，为肿瘤的耐药机制和转移机制提供最直接的研究样本。在临床应用方面，为目前极为迫

切的癌症检测需求提供自动化、适用于大多数癌症种类的CRC检测平台；为临床提供诊断依

据，动态监控肿瘤在治疗中的变化，并为患者提供预后评测。

[0084] 微流体检测装置

[0085] 本发明人发现，采用常规的FACS仪器来进行细胞分选CRC时，细胞损坏严重，使得

定性、定量检测的效果不理想。因此，本发明人还优化了应用于进行细胞分选的装置。

[0086] 本发明的应用于基于负向分选的CRC检测的微流体检测系统，其总体结构如图1所

示，包括：微流体结构7，其包括单细胞通道，允许单细胞以稳定的流速通过，并存在多条单

细胞通道以允许单细胞的分流；荧光检测组件5，根据不同的荧光信号对每个细胞进行甄

别，快速确认其身份，判断是否在下一步对其进行分选；微射流发生器6，其包括微型金属导

体，接受荧光检测组件5的分选信号、引发微热泡。

[0087] 不同身份的细胞，经由不同的单细胞通道被分流至不同的收集容器中。

[0088] 试剂盒

[0089] 基于本发明人的新发现，本发明还提供了一种应用于从血液样品中富集循环稀有

细胞的试剂盒，其中包括本发明所述的微流体检测装置；携带可识别信号的抗体；所述的抗

体是抗CD45抗体，抗CD14抗体，抗CD55抗体，抗CD66b抗体，抗CD90抗体，抗CD33抗体和抗

CD36抗体的组合；以及，标记有核细胞的荧光染料。

[0090] 为了便于本领域技术人员应用，本发明所述的试剂盒中，还包括说明如何从血液

样品中富集循环稀有细胞的方法的使用说明书。例如，可以在使用说明书中记载本发明前

述的方法。

[0091] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件如J.萨姆布鲁克等编著，分子克隆实验指南，第三版，科学出版社，2002中所述的条件，或

按照制造厂商所建议的条件。

[0092] 生物材料及仪器

[0093] 红细胞裂解液(R1010)购自北京索莱宝科技有限公司。

[0094] KB细胞株购自中科院上海细胞库。

[0095] 荧光抗体CD45-FITC(REF  MHCD4501，LOT  1669391A)、CD14-FITC(REF  MHCD1401，
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LOT  767825I)、CD90-FITC(REF  A15761，LOT  521928)、CD33-FITC(REF  A15763，LOT 

521680)、CD36-FITC(REF  MA1-19771，LOT  QH2076195)及细胞核染料DAPI(REF  D1306，LOT 

876632)均购自ThermoFisher公司。

[0096] CD55-FITC(REF  MA1-19573，LOT  QK2121353)购自Pierce公司。

[0097] CD66b-FITC(REF555724，LOT12597)购自BD公司。

[0098] Pan-Keratin(C11)-Alexa  555(#3478)购自Cell  Signaling公司。

[0099] 其余试剂均购自Sigma  Aldrich。

[0100] CRC微流体检测系统相关硬件组件购自比利时微电子研究中心(IMEC)。

[0101] 实施例1、CRC微流体检测系统的制备

[0102] 本发明的CRC微流体检测系统硬件部分的核心是微型金属导体，通过接收CRC荧光

检测组件5的分选信号，引发从微射流发生器6发出的微热泡，驱动微热泡射流单元腔体内

的流体喷射出腔体，推动正好经过分选节点的CRC进入阳性通道。

[0103] 其制备加工过程如图2所示，首先提供基片8，将微热泡发生的金属导体(如铝或

铜)采用光刻技术加工在硅或玻璃基片上，并在其上沉积保护层(如二氧化硅)(图2步骤a)、

b))。与此同时，在另一片玻璃盖片9上加工微流体结构，并与事先加工好的金属导体器件进

行键合(图2步骤c)、d))。主体部分完成后，将被封装在一个包含了输入输出部分的卡盒里。

[0104] 该器件的原理简单，易于加工，可应用于任何细胞的流体分选，采用微加工工艺加

工保证器件精度、生产规模以及成本。

[0105] 实施例2、白细胞荧光标记抗体的筛选

[0106] 针对预处理以后的CRC与白细胞的混合样品，关键在于如何有效地采用多重标记

最大程度地去除白细胞，提高CRC的识别率和特异性。本发明人采用流式细胞仪考察了多重

CD荧光抗体对白细胞的标记效率。

[0107] 取两份3mL健康人血样，实验步骤如下：

[0108] (1)去除红细胞：将全血用等量的PBS稀释后缓慢加入到装有等体积histopaque的

离心管中，2000rpm离心30min；血液离心后，获取位于血浆和红细胞层之间的细胞层；

[0109] (2)洗涤：将(1)的细胞层的细胞轻轻取出，加入等量的PBS洗涤，600g离心15min；

500μL  PBS重悬细胞沉淀；

[0110] (3)荧光抗体染色：其中一份样本，选取下列抗体的组合标记白细胞：CD45-FITC、

CD14-FITC、CD55-FITC、CD66b-FITC、CD90-FITC、CD33-FITC，CD36-FITC，各10μL；另一份样

本，只加入CD45-FITC，10μL；室温避光孵育40min；

[0111] (4)核染色标记有核细胞：DAPI，5μL，室温避光孵育2min；所有有核细胞，包括白细

胞和CRC细胞被染色；

[0112] (5)洗涤：1mL  PBS洗涤3次，600g离心10min；

[0113] (6)检测：500μL  PBS重悬细胞沉淀，流式细胞仪(BD  LSR  II)检测；

[0114] (7)同时以未进行细胞染色处理的样本作为阴性对照，调节流式检测电压和阈值

线，使99％的细胞荧光信号值为阴性。

[0115] 结果见图3～图5。

[0116] 以上结果显示，只用CD45-FITC染色时，未被标记到的白细胞数(R1、R2、R3的UL区

域之和)占总的进样细胞数的比例为0.04％，而采用多重CD荧光抗体染色时，未被标记到的
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白细胞数占总的进样细胞数的比例为0.01％。

[0117] 上述结果说明，通过标记多重CD荧光抗体可以区分绝大多数的白细胞与CRC，有助

于获得高纯度的CRC。

[0118] 进一步的实验显示，CD45-FITC+CD90-FITC组合的未标记比例为0.04％，CD45-

FITC+CD34-FITC组合的未标记比例为0.03％，CD45+CD50的未标记比例为0.03％，未标记比

例均比所述的CD45-FITC、CD14-FITC、CD55-FITC、CD66b-FITC、CD90-FITC、CD33-FITC和

CD36-FITC的组合高。

[0119] 实施例3、本发明的CRC微流体检测系统的建立

[0120] 如图1，建立本发明的微流体检测装置。所述的微流体检测装置包括微流体结构7，

其包括单细胞通道，允许单细胞以稳定的流速通过，该单细胞通道起始于样本入口1，其下

游存在多条单细胞通道以允许单细胞的分流，一个通道通向CRC收集管3，另一或多条通道

通向剩余细胞收集管2；荧光检测组件5，可根据不同的荧光信号对每个细胞进行甄别，快速

确认其身份，判断是否在下一步对其进行分选；微射流发生器6，其包括微型金属导体，接受

荧光检测组件5的分选信号、引发微热泡，推动细胞的分流。

[0121] 在进行分选时，经过染色的活细胞4的细胞流从图1中微流体检测装置的样本入口

1进入单细胞通道，经过荧光检测组件5，荧光检测组件5能够识别细胞所携带的染色标记的

不同，将识别的信息传递给微射流发生器6，如果该细胞不是CRC，则不被分选，该细胞径直

流向中间(或上方)的剩余细胞收集管2收集。而如果该细胞被判断为CRC，则启动分选，改变

其流向，使之进入阳性通道，由CRC收集管3收集，从而实现CRC的富集。

[0122] 实施例4、基于负向分选的CRC微流体检测系统的性能检测

[0123] 取3mL健康人血样，分别掺入20和50个KB细胞(人口腔表皮样癌细胞)，模拟含有

CRC的肿瘤病人血样，考察本发明的检测系统对CRC的分选性能，实验步骤如下：

[0124] (1)去除红细胞：将全血用等量的PBS稀释后缓慢加入到装有等体积histopaque的

离心管中，2000rpm离心30min；血液离心后，获取位于血浆和红细胞层之间的细胞层；

[0125] (2)洗涤：将细胞层的细胞轻轻取出，加入等量的PBS洗涤，600g离心15min；PBS重

悬细胞沉淀。

[0126] (3)荧光抗体染色：选取下列抗体的组合标记白细胞：CD45-FITC、CD14-FITC、

CD55-FITC、CD66b-FITC、CD90-FITC、CD33-FITC、CD36-FITC，各10μL，室温避光孵育40min。

[0127] (4)核染色标记有核细胞：DAPI，5μL，室温避光孵育2min。所有有核细胞，包括白细

胞和CRC细胞被染色。

[0128] (5)细胞分选：将细胞悬液以1,000个细胞/sec的流速通过本发明的CRC微流体检

测系统，将分选至阳性通道的细胞收集到收集管中。

[0129] (6)细胞鉴定：按照下述步骤对阳性收集管中富集的细胞进行染色鉴定，计算该检

测系统分选的回收率和纯度。

[0130] 滴片：向收集管中加入100μL  PBS，重悬细胞沉淀，并将细胞悬液全部滴于载玻片

上的标记区域内，37℃烘箱干燥；置于装有PBS的染色缸中水化2min；

[0131] 穿膜：从染色缸中取出样品，加入100.0μL  0.1％Triton  X-100室温穿膜10min；

[0132] 洗涤：将样品置于装有PBS的染色缸中洗涤2次；

[0133] 封闭：从染色缸中取出样品，加入100.0μL  1％BSA室温封闭30min；
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[0134] 抗体孵育：除去封闭液，加入KB细胞特异性的Pan-Keratin(C11)-Alexa555抗体，

0.05ml/片(1/25)，室温避光孵育60min。

[0135] 洗涤：将样品置于装有PBS的染色缸中洗涤2次；

[0136] 封片：从染色缸中取出样品，加入抗荧光淬灭封片液后，用盖玻片封片；

[0137] 检测：荧光显微镜(OLYMPUS)下观察荧光信号。

[0138] 结果见图6和表1。

[0139] 表1

[0140]

[0141] 以上结果显示，采用基于负向筛选的CRC微流体检测系统对阳性细胞(CRC)的分选

回收率不低于80％，纯度不低于10％。

[0142] 在本发明提及的所有文献都在本申请中引用作为参考，就如同每一篇文献被单独

引用作为参考那样。此外应理解，在阅读了本发明的上述讲授内容之后，本领域技术人员可

以对本发明作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申请所附权利要求书所限定的范

围。

说　明　书 9/9 页

12

CN 109781975 A

12



图1
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图3
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图4
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图5
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图6
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摘要(译)

本发明涉及富集循环稀有细胞(CRC)的试剂及方法。本发明揭示了一种
利用优选的CD标志物组合对血液中白细胞进行分离、从而富集CRC的方
法，该方法为负向分选方法。本发明的方法可大幅度地提高细胞的识别
准确度，实现高纯度CRC分选的突破，获得的样本更有利于直接应用于
进行后续的基因组分析。同时，本发明还提供了应用于该方法的微流体
检测装置。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/3fd25674-4e15-41f6-9c07-614d7c3b6bde
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/066493434/publication/CN109781975A?q=CN109781975A
http://epub.sipo.gov.cn/tdcdesc.action?strWhere=CN109781975A

