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摘要：目的　 建立一种使用微吸管测量具有良好生理活性的循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ， ＣＴＣｓ）弹性模量

的方法。 方法　 使用商品化的微流控芯片富集血液中具有良好生理活性的 ＣＴＣｓ，使用 ＥｐＣＡＭ 抗体确定 ＣＴＣｓ，并
使用微吸管测量其弹性模量，同时与癌细胞系弹性模量相对比。 结果　 对于癌细胞系的弹性模量，不仅在不同细

胞系间存在较大的差异，在同一细胞系间也存在较大的异质性。 血液中 ＣＴＣｓ 相比于同种癌细胞系属于弹性模量

较小的癌细胞。 结论　 该方法能够获得生理活性较好的 ＣＴＣｓ 并测量其弹性模量，为进一步研究 ＣＴＣｓ 力学特性与

癌症诊断和治疗预后之间的相关关系，推进癌细胞物理标志物的发展提供细胞力学数据支持。
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　 　 在癌症患者中，超过 ９０％ 的死亡是由于癌症转

移引起［１］。 因此，充分了解肿瘤如何从原发灶转移

到其他部位，并阻止这一过程已经成为癌症领域研

究热点。 近些年人们认识到肿瘤的力学性质对于

肿瘤转移有着关键作用，肿瘤的力学性质也开始逐

渐成为研究热点，一般在组织及细胞两个水平开

展。 对于组织水平上肿瘤的力学性质，由于肿瘤组

织易于获得，目前研究较为成熟，甚至有可以在肿

瘤原位直接测量肿瘤弹性模量进行临床诊断的手

段［２］。 而对于单细胞水平的力学性质，对于肿瘤细

胞系的力学性质研究较多，均发现癌细胞的弹性模

量随着癌症恶性程度增加而减小［３⁃５］。 对于在体癌

细胞，一些研究也发现胸水中的转移癌细胞相对于

正常细胞表现出较低的弹性模量，同时随着转移能

力的提高，弹性模量进一步减小［６⁃９］。
然而受限于血液中循环肿瘤细胞（ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ， ＣＴＣｓ）极低的数量以及分离方法的限

制，对于 ＣＴＣｓ 的力学性质研究较少。 目前主要的

分离方法有三类［１０］：基于生物化学的分离方法、基
于物理性质的分离方法以及复合方法，但只有基于

物理性质的分离方法可以获得生理活性较好的

ＣＴＣｓ 用于力学性质分析。 本文基于 ＣＴＣｓ 直径较

大的物理特性，利用环形微流道方法分离 ＣＴＣｓ。 相

对于其他方法，该方法优势明显，如有较高的分离

效率、分离细胞纯度较高、生理活性较好，对于大量

样本通量高、适用于不同类型的癌症、操作较为

稳定［１１］。
微吸管吮吸技术最早由 Ｍｉｔｃｈｉｓｏｎ 和 Ｓｗａｎｎ 于

１９５４ 年在测量海胆卵的弹性性质时引入［１２］，并由

Ｂａｎｄ 和 Ｂｕｒｔｏｎ 于 １９６４ 年用于测量红细胞膜的力学

特性［１３］，随后被广泛用于测量各种细胞的弹性、黏
弹性以及细胞黏附性质。 该技术使用一根直径小

于细胞直径的微吸管吮吸细胞，在显微镜下测量细

胞被吸入微吸管的长度与吮吸压强之间的关系，推
测细胞的力学性质。 微吸管吮吸技术的测量范围

为 １０ ｐＮ～ １０４ｎＮ［１４］，最大的优点是操作较为方便，
用途广泛。 作为显微镜引导下的可视测量技术，微

吸管吮吸技术较为适合在大量细胞中寻找并测量稀

有细胞，且可用于转移细胞进行进一步后续处理。 鉴

于该技术的测量范围与精度均符合要求，本文使用微

吸管吮吸技术进行细胞弹性模量的测量。
本文使用基于细胞大小的流体力学分离方法

获得有较好生理活性的 ＣＴＣｓ，并使用微吸管技术测

量 ＣＴＣｓ 弹性模量，同时与现有的癌细胞系弹性模

量进行对比。 研究结果为进一步研究 ＣＴＣｓ 力学特

性与癌症诊断和治疗预后之间的相关关系提供新

的方法，希望能够寻找到一种新的癌细胞标志物，
为恶性肿瘤的临床诊断提供新的辅助性依据。

１　 材料和方法

１ １　 ＣＴＣｓ 富集

２０１８ 年 ４ 月～２０１８ 年 ６ 月，于上海交通大学附

属新华医院采集乳腺癌患者以及胆囊癌患者血液

标本。 均采用 Ｋ２ＥＤＴＡ 采血管采血 ７ ～ ８ ｍＬ。 所有

样本置于冰盒中 ０ ～ ４ ℃条件下在 ２ ｈ 内运抵实验

室，在 ３ ｈ 内开始处理。 ＣＴＣｓ 分离采用 ＦＸＣＴＣｓ 分

离仪 ＣＴＣｈｉｐ（ＦＲ⁃１ ＣＢＢ⁃ＦＲ００１００１， Ｃｌｅａｒｃｅｌｌ 公司，
新加坡）标准分离步骤。

将血液转移到 ５０ ｍＬ 离心管中，加入血样体积

３ 倍的红细胞裂解液（Ｃｌｅａｒｃｅｌｌ 公司，新加坡），混
匀，置于摇床上裂红 １０ ｍｉｎ。 观察裂解后的血液，
若样本未成为深红色澄清液体则继续裂解，但最长

裂解时间不超过 １５ ｍｉｎ。 若裂解好的血样中有絮

状凝血，用 ４０ μｍ 孔径的流式过滤网过滤。 将裂解

好的样本在室温下 ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，取出弃去上

清液，留下 ０ ２ ｍＬ 下层细胞沉淀。 加入 ４ ３ ｍＬ 重

悬液（Ｃｌｅａｒｃｅｌｌ 公司，新加坡）充分吹打并重悬下层

细胞沉淀。 若重悬液中有絮状凝血，用 ４０ μｍ 孔径

的流式过滤网过滤，再加入 ０ １５ ｍＬ 冲洗液补足损

失液体。 将 ４ ５ ｍＬ 液体上样到 ＣＴＣ 分离仪上，运
行标准分离程序，分离样本中的 ＣＴＣｓ。 运行结束

后，取下 １１ ５ ｍＬ ＣＴＣｓ 及 １０３ 数量级白细胞混合悬

液。 在室温下 ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，弃去上清液留下

０ １ ｍＬ 底部沉淀。
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１ ２　 ＣＴＣｓ 免疫染色定位

向 ０ １ ｍＬ 沉淀中加入 ２ ５ μＬ ＥｐＣＡＭ⁃ＰＥ 流式

抗体（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ 公司，德国），充分吹打使其均匀混

合，在避光条件下室温孵育 ２ ｈ。 将沉淀转移到

１ ５ ｍＬ微量离心管中，使用 ０ ２ ｍＬ １Ｘ ＨＢＳＳ（Ｇｉｂｃｏ
公司，美国）冲洗 １５ ｍＬ 离心管 ３ 次，使液体全部转

移到微量离心管中，使用 ＨＢＳＳ ５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，洗
涤细胞沉淀 ３ 次，将沉淀转移至显微划分板（微域

公司，中国）上，静置 １５ ｍｉｎ，使细胞沉降到玻片底

部。 将显微划分板置于倒置荧光显微镜上（ ＩＸ７，
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日本），逐一观察划分，分别拍摄明场

以及荧光图像，确认细胞的位置。
１ ３　 微吸管测量癌细胞弹性模量

使用自主搭建的微吸管吮吸系统，主要包括压

力系统、显微操作系统，微吸管、显微镜拍摄系统

（见图 １）。

图 １　 压力系统示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ

压力系统由横截面积 ２ １ ｃｍ２、总长 ２０ ｃｍ 的容

器提供负压，最大负压 ２ ｋＰａ，压力变化由注射泵推

动主注射器吸取储水器中的水实现，吸取速度

４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，液面下降速率为 ３２ ｍｍ ／ ｓ，压力改变速率

３ １１ Ｐａ ／ ｓ。 微吸管直径范围为 ８～１０ μｍ，吸入长度

不超过 ２ 倍管径。 所有微吸管采用相同的参数制

作，保证在吸入长度内，直径变化小于 ３％ ，进行计

算时忽略此误差。 在 ４０ 倍物镜加 １ ６ 倍放大下以

０ ２ 帧 ／ ｓ 速率拍摄图像，此时相邻帧之间压强变化

为 １５ ５ Ｐａ。 图 像 经 过 标 定 每 个 像 素 点 对 应

０ １２２ μｍ。 实验过程中保持室温在 ２０～２５ ℃。
微吸管使用拉针仪（Ｓｕｔｔｅｒ 公司，美国）将外径

１ ｍｍ、内径 ０ ５８ ｍｍ 玻璃管（Ｓｕｔｔｅｒ 公司，美国）拉
成在 ８～１０ μｍ 内径段变化较为平缓的玻璃微管，之

后使用显微熔断仪（Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ 公司，日本）将玻璃微

管在 ８ μｍ 左右断成管口较为平整的玻璃微吸管，
确保在直径 ２ 倍长度内，直径变化小于直径的 ３％ 。
使用前将玻璃微吸管外壁使用 ３％ ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ 公

司，德国） ／ ＨＢＳＳ 溶液润湿，针内使用 ２％ Ｐｌｕｒｏｎｉｃ
（Ｃｌｅａｒｂｒｉｄｇｅ 公司，新加坡） ／ ＨＢＳＳ 溶液灌注，直至

微吸管针头有液滴冒出，完全排出微吸管中的

气泡。
癌细胞系使用含 １０％ ＦＢＳ（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ

公司，以色列）及 １％ 青链霉素（生工公司）的高糖

ＤＭＥＭ 培养基（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司，以色列），
在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 实验时吸去细胞

培养皿内含有血清的培养基，用 ２ ｍＬ ＨＢＳＳ 冲洗两

次，加入 ２ ｍＬ ＨＢＳＳ，用移液枪用力吹打细胞，使细

胞从贴壁状态变为悬浮细胞。 吸取 １ ｍＬ 细胞悬浮

液，滴于载玻片上。
测量癌细胞时首先调节注射器调节储水容器

液面高度，使得细胞能够稍稍吸入微吸管中，提升

微吸管，使其脱离载玻片表面。 打开注射泵，逐渐

增加微吸管内负压，打开相机记录吸入过程。
１ ４　 数据处理及分析

本文推测，ＣＴＣｓ 的力学特性与癌细胞系类似。
在固体模型中，由于线弹性固体模型对于实验数据

的拟合较为简单，且能很好地符合细胞在微吸管中

的反应，故采用线弹性固体模型计算细胞的弹性

模量。
线弹性固体模型最早在 １９８８ 年由 Ｔｈｅｒｅｔ 引入

细胞微吸管测量［１５］。 微吸管实验时，玻璃微吸管直

径小于细胞直径，微吸管内有持续不断增大的负

压，微吸管材质为玻璃相对细胞几乎不发生形变。
因此，该模型将细胞视为一个无限大的均质线弹性

半空间线弹性固体，被内部有 ΔＰ 的负压的中空圆

柱管吮吸。 中空圆柱管内径为 ａ，外径为 ｂ，且为刚

性材料。
对于两种边界条件：在中空圆柱管的吮吸过程

中，在任何一个负压值下，固体均能取得平衡位置

或吸入长度不变。 由固体力学知识均可导出：
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Ｅ ＝ ３
２π

× Φ × ΔＰ ×
ＲＰ

ＬＰ
（１）

式中： Ｅ 为细胞弹性模量；Φ 为管口系数，当（ｂ⁃ａ） ／
ａ＝ ０ ２ 时， Φ ≈ ２ １；Ｐ 为吮吸压强；ＲＰ 为玻璃微吸

管内半径；ＬＰ 为细胞吸入微吸管长度。
在实际使用中，由于无法测得 ΔＰ 与 ＬＰ 的绝对

值，采用将 ΔＰ 作为横坐标与 ＬＰ 作为纵坐标作图，
取图像线性拟合斜率作为两者比值 ｋ 带入公式

计算：

Ｅ ＝ ３
２π

× Φ × ＲＰ × １
ｋ

（２）

　 　 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 以及 ＮＩＳ⁃ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＢＲ 软件处理图

像，以微吸管中轴为基准线，细胞最前方白色边缘

为细胞前沿，管口后端最暗部位管口位置，测量细

胞吸入长度到管口的距离；以吸入细胞上下边缘测

量微吸管直径（见图 ２）。 在计算时忽略微吸管和细

胞之间的摩擦力。 线性拟合数据，选取斜率带入

计算。

图 ２　 测量吸入长度及微吸管直径时位置选取

Ｆｉｇ．２　 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｗｈｅｎ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｓｕｃｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ

ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｉｐｅｔｔｅ

２　 结果

２ １　 癌细胞系弹性模量

对于不同的细胞，细胞质和细胞核的占比（核
质比）不同，吮吸细胞时的形态也大不相同。 对于

核质比较大、几乎全为细胞核的细胞系，如 ＭＣＦ⁃７
细胞系，测得的几乎全是细胞核的弹性模量；对于

核质比较小的细胞，如 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞系，很难测得细

胞核的弹性模量；对于核质比介于两者之间的细

胞，管径细胞直径的比值对于测得的是细胞哪一部

分的弹性模量关系较大，如 Ｈｅｌａ 细胞系。 图 ３ 所示

为 ３ 种细胞系的弹性模量分布。

图 ３　 ３ 种细胞系弹性模量分布

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ

ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ　 （ａ） Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ， （ｂ） Ｎｕｃｌｅｕｓ

ｏｆ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ， （ｃ） ＭＣＦ⁃７ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ， （ｄ） ＳＫＯＶ⁃３ ｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓ， （ｅ） Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ．

测量结果表明，恶性肿瘤细胞的细胞间异质性

较大，在相同细胞系中不同细胞的弹性模量差异较

大。 对于核质比较大的细胞系（ＭＦＣ⁃７），细胞弹性

模量集中在细胞核弹性附近；对于核质比较小的细

胞系，测得的基本上为较小的细胞质弹性模量；对
于细胞核占比适中的细胞系（Ｈｅｌａ 细胞系），细胞的

弹性模量呈现出非常大的差异。 参考 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞

系弹性模量将 Ｈｅｌａ 细胞系分为小于 ４００ Ｐａ 的细胞

质弹性模量与大于 ４００ Ｐａ 的细胞核弹性模量，均较

为符合对数正态分布，细胞质弹性模量均值为

２１７ ７ Ｐａ，细 胞 核 弹 性 模 量 均 值 为 ８２０ ５ Ｐａ。
ＭＣＦ⁃７细胞系的细胞核弹性模量较为符合正态分
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布，均值为 ５４９ ２ Ｐａ。 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞系细胞质弹性

模量较为符合对数正态分布，均值为 １８４ ７ Ｐａ。
２ ２　 ＣＴＣｓ 弹性模量

在分析的 １６ 例乳腺癌血液以及 １４ 例胆囊癌血

液样本中，由于样本均为肿瘤早期，仅有 １ 例患者

检测出 ４ 个 ＣＴＣ，该患者于 ２０１４ 年诊断双侧乳腺癌

伴腋窝淋巴结转移，进行内分泌药物治疗，未进行

手术。 本研究测得其中 １ 个 ＣＴＣ 的弹性模量为

２３１ ５ Ｐａ，对比 ＭＣＦ⁃７ 乳腺癌细胞系的弹性模量，
属于弹性模量较低的癌细胞（见图 ４）。

图 ４　 ＣＴＣ 弹性模量与细胞系平均弹性模量对比

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｏｆ ＣＴＣｓ ａｎｄ ｔｈｅ

ｍｅａｎ ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

３　 讨论与结论

ＣＴＣｓ 作为癌症远端转移的重要一环，其力学性

质与转移能力密切相关。 本实验初步验证了微流

控芯片分离 ＣＴＣｓ 并使用微吸管吮吸方法测量 ＣＴＣｓ
弹性模量的方法，同时测量 ３ 种癌细胞系的弹性模

量作为对比。 结果发现，癌细胞的弹性模量在细胞

系内以及不同细胞系间均存在较大异质性；不同核

质比的细胞系在吮吸时有不同的表现；但不同细胞

系弹性模量分布近似符合对数正态分布或正态分

布。 从晚期乳腺癌样本中分离的 ＣＴＣｓ 弹性模量对

应乳腺癌细胞系细胞属于弹性模量较低的癌细胞，
与癌症转移理论基本符合。

本文初步验证了使用微流控芯片分离 ＣＴＣｓ 并

使用微吸管吮吸方法测量 ＣＴＣｓ 弹性模量的方法，
积累了一定量的癌细胞系弹性模量数据，但由于临

床血样中分离到 ＣＴＣｓ 的样本数较小，还不能确定

ＣＴＣｓ 总体的弹性模量分布以及随着癌症病情发展

的变化。 但研究结果为后续开展大量的 ＣＴＣｓ 力学

性质测量实验以寻找癌细胞力学标志物提供了细

胞力学数据支持。 之后将继续在不同临床分期的

癌症患者血样中分离 ＣＴＣｓ 并测量其力学性质，研
究 ＣＴＣｓ 力学性质与癌症发展之间的关系。 同时，
ＣＴＣｓ 具体在转移的哪一过程中发生了何种程度的

力学性质变化以及其中的生物化学机理，也是非常

值得探讨的问题。
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（９）： ６２３⁃６３１．
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［１３］　 ＲＡＮＤ ＲＰ， ＢＵＲＴＯＮ ＡＣ． Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｄ
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