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摘　 要：如何从复杂异质且数量众多的细胞背景中分离出具有某种特征的纯净细胞实验样本，是长期困扰生命科学和临床病理

学研究者的难题。 纯净无损高特异性的细胞分离方法对解析生命过程、研究病理机制、确定治疗方案、分析药物疗效具有重要

的作用。 综述了单细胞分离方法及分离仪器的研究进展，重点梳理荧光激活细胞分选、微流体、激光显微切割、显微操作 ４ 种方

法。 首先，阐述方法的工作原理和部分理论模型。 其次，分析几种典型仪器的结构、研究进展及主要性能参数。 最后，讨论各种

单细胞分离方法的优点和局限性，并展望单细胞分离仪器的发展趋势。
关键词： 单细胞分离方法； 荧光激活细胞分选； 微流体技术； 激光显微切割

中图分类号： ＴＨ７４４　 　 　 文献标识码： Ａ　 　 国家标准学科分类代码： ４６０ ４０９９

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

Ｈｕａｎｇ Ｃａｉｈｏｎｇ１，２， Ｙｉ Ｄｉｎｇｒｏｎｇ１， Ｊｉｎ Ｆｕｊｉａｎｇ１， Ｙｅ Ｙｉｑｉｎｇ１

（１．Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ａｕｔｏｍａｔｉｏｎ， Ｈｕａｑｉａｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１， Ｃｈｉｎａ；
２．Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｈｕａｑｉａｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｈｏｗ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｕｒｅ ｃｅｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｃｅｒｔａｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｆｒｏｍ ｃｏｍｐｌｅｘ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ａｎｄ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ａ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ
ｐｒｏｂｌｅｍ． Ｉｔ ｐｅｒｐｌｅｘｅｓ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｉｎ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ａ ｌｏｎｇ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｐｕｒｅ，
ｕｎｄａｍａｇｅｄ， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｅｌｌｓ ｈａｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｆｅ ｐｒｏｃｅｓｓ， ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ，
ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｅｆｆｉｃａｃｙ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
ａｎｄ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｉｓ ｒｅｖｉｅｗｅｄ ａｎｄ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ． Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ， ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ， ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｏｒ
ａｒｅ ｅｍｐｈａｓｉｚｅｄ． Ｆｉｒｓｔｌｙ， ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ， ｔｈｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ．
Ｓｅｃｏｎｄｌｙ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｅａｔｕｒｅ， ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｍａｉｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｆｉｎａｌｌｙ，
ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｒｅ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
ｉｓ ｐｒｏｓｐｅｃｔｅｄ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ； ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ； ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ

０　 引　 　 言

细胞是生命的最小单位，一切生命现象均发生在小

小的细胞之内，细胞是生物医学研究人员及临床工作者

用以解析生命过程的关键实验对象［１⁃２］。 近年来，越来越

多的研究发现，细胞间存在异质性［３⁃７］，即使处于同一群

体中的生物细胞也会在基因转录和翻译、蛋白质活性、以
及代谢物丰度等多个水平存在着差异。 传统的以群体细

胞为研究对象的细胞研究方法，观测得到的结果实际上

是群体内各个细胞状态的平均值。 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

个体细胞信息丢失，也使得极少部分拥有特殊功能或致

病能力的细胞被忽视。 因此，高纯度的单细胞分离方法

和仪器，对纯化和分析单细胞起到了重要的作用，使得对

单个细胞的研究，不受群体效应的影响［８］。 通过单细胞

分离方法，以前未培养的微生物可以在实验室中通过消

除来自其他生物体的竞争而生长，微生物和基因组之间
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的联系也有可能揭示以前未发现的微生物功能［９］。 借助

单细胞分离方法，生物医学和临床医学研究人员可以研

究细胞异质性，并随后研究细胞动力学［１０］，或者进行基

因组、转录组测序［１１］。 如果不能从众多数量的普通细胞

中挑选出具有侵袭能力的少数癌细胞进行组学分析，那
么微量的遗传变异就会被掩埋在大大过量的非突变背景

中。 如 １ ｍＬ 外周血上亿个细胞中仅仅有几十个白血病

癌细胞。 又如，具有侵袭能力的癌细胞与普通癌细胞或

者普通细胞相比数量也极其稀少。 如何从组织中获取高

纯度、高特异性的细胞样本进行下游实验是长期以来困

扰生命科学和临床病理学研究者的一个难题。
围绕如何获取纯净、无损细胞实验样本这一取材难

题，过去 ２０ 年来，国际上陆续大力投入单细胞分离方法

的研究。 新兴了多种单细胞分离方法，用以从众多的背

景细胞中分离出具有某种特征的纯净细胞作为实验样

本，以满足下游多种单细胞分析方法对实验样本的需求。
已经证明，单细胞分析方法可以为人类认识肿瘤病理机

制［１２⁃１４］、药物的发现和开发［１５］、精准医疗中的治疗诊

断［１６⁃１８］提供重要的科学依据。
根据工作原理的不同，当前的单细胞分离方法大致

可分为两类［１９］：１）基于大小、密度、介电性和可变形性等

物理特性的分离，例如离心法、膜过滤、介电泳、手动细胞

分选等。 ２）基于细胞生物学特性（如特定蛋白在细胞表

面的表达）的分离。 这些方法通常涉及标记的亲和方法，
如荧光激活细胞分选和免疫磁珠法等。

本文总结了单细胞分离方法的研究现状，同时重点

关注几种最常用的方法，即荧光激活细胞分选、微流体技

术、激光显微切割和显微操作。 这些方法汇总的每一项

都对许多领域产生了重要影响，包括细胞生物学、免疫

学、肿瘤学和微生物学等［２０⁃２３］ 。 而这些方法本身属于仪

器科学的前沿技术，单细胞分离方法集结生物学、信息

学、材料学、物理学、光学工程等多个交叉学科专业知识，
至今仍有不少具有挑战性的技术难点亟待攻克。

１　 单细胞分离的主要方法

２０１４ 年、２０１７ 年 ＨＴＳｔｅｃ 公司对单细胞分离进行了

全球市场调查［２１］，主要是在学术界，制药和生物技术研

究实验室之间进行。 由 Ｊｏｈｎ Ｃｏｍｌｅｙ 撰写的 ２０１７ 年单细

胞分离主要方法的调查结果如图 １ 所示。
两次的调查结果均表明近几年最常用的单细胞分离

方法主要是荧光激活细胞分选（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ
ｓｏｒｔｉｎｇ， ＦＡＣＳ） ／ 流式细胞仪，微流体 ／ 芯片实验室，手动

细胞拾取 ／ 显微操作，激光显微切割，随机接种或稀释到

微孔板中，采用非接触式分配方法（例如喷墨，电磁阀或

声学）等方法。 本文针对前 ４ 种分离方法进行详细介绍。

图 １　 ＨＴＳｔｅｃ 公司 ２０１７ 年调查获取的单细胞分离的主要方法

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ
ＨＴＳｔｅｃ Ｌｔｄ ｉｎ ２０１７

２　 单细胞分离的主要方法和仪器

２ １　 荧光激活细胞分选（ＦＡＣＳ）

第一台流式细胞分选仪由 Ｆｕｌｗｙｌｅｒ［２４］ 于 １９６５ 年发

明，并结合了喷墨打印技术和库尔特原理（通过电场来检

测和计数细胞）。 １９７２ 年，斯坦福大学由 Ｌｅｎ Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒｇ
领导的科研小组拿到了 ＦＡＣＳ 的专利，这个基于特定光

散射和荧光特征对单个细胞进行分选的新方法，彻底改

变了免疫学和癌症生物学的研究。 １９７４ 年， Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（ＢＤ）公司从斯坦福大学获得了 ＦＡＣＳ 技术的

许可，并推出了第一台商用 ＦＡＣＳ 细胞仪。
１）ＦＡＣＳ 相关理论模型

在流体力学中，雷诺系数 Ｒｅ 是用来评价流体属于什

么运动状态，通常认为当雷诺系数 Ｒｅ＜２ ３００ 为稳定的层

流，雷诺系数 Ｒｅ 在 ２ ３００ ～ ４ ０００ 左右为过渡流，而当雷

诺系 Ｒｅ＞４ ０００ 为不稳定的端流，雷诺系数 Ｒｅ 的计算公

式如下所示［２５］：

Ｒｅ ＝
ｄρｖ
ϕ

（１）

式中：ｄ 为样品管的内径，ｍ；ρ 为流体的密度，ｋｇ ／ ｍ３；ｖ 为

平均流速，ｍ ／ ｓ；ϕ 为流体的粘度，Ｐａ·ｓ。流动室是 ＦＡＣＳ
的重要组成部分，一般采用双鞘液形式的流动室，其聚焦

原理如图 ２ 所示。 图 ２（ａ）所示为流动室内部结构。 图 ２（ｂ）
所示为流体聚焦原理，图中 Ｄ１ 与 Ｄ２ 口位于两侧，是鞘液

流通道的入口宽度，主要负责聚焦和压缩待测悬浮液。
Ｄ３ 口位于中间，是待测悬浮液的入口宽度。 将需要聚焦

的样品流从 Ｄ３ 口注入，在鞘液挤压的作用下，中间样品

流实现聚焦。 在聚焦后中心液的宽度 ｄ 远小于初始待测

悬浮液宽度 Ｄ３。 最后，所有的鞘流液体废液从 Ｄ４ 端口

排出［２６］。
根据理想流体的质量守恒定律可知，在二维状态下，

通过中心管路的流体质量应与聚焦后流体质量保持

相等［２７］。
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图 ２　 双鞘流系统工作原理

Ｆｉｇ．２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｏｒｋｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ
ｄｏｕｂｌｅ ｓｈｅａｔｈ ｆｌｏｗ ｓｙｓｔｅｍ

Ｖ３Ｄ３ ＝ Ｖ５ｄ （２）
根据流体的质量守恒定律以及聚焦后产生稳定层流

的假定，可推导出流体聚焦后的宽度可以表示为：

Ｄ ＝
ρ４Ｄ４

１．５ ρ１ ×
Ｖ１

Ｖ３

×
Ｄ１

Ｄ３

＋ ρ２ ×
Ｖ２

Ｖ３

×
Ｄ２

Ｄ３

＋ ρ３
æ

è
ç

ö

ø
÷

（３）

式中： ρ１、ρ２、ρ３ 和 ρ４ 分别是对应通口流体的密度；Ｖ１、Ｖ２

和 Ｖ４ 分别是双鞘液流体的入口速度和出口 Ｄ４ 排出的平

均速度。 根据式（３） 可以预测聚焦流的宽度，该宽度通

常控制在几十微米。
２）ＦＡＣＳ 工作原理

ＦＡＣＳ 是根据每个细胞的特定光散射和荧光特性，将
生物细胞的异质混合物分类到两个或多个容器中的方

法。 其基本工作原理是：将待测细胞用荧光蛋白或荧光

抗体标记，制作成悬浮样本。 样本流由气压装置通过进

样孔送入流动室。 鞘液在高压下通过单侧进流的方式进

入到流动室内，利用流体动力聚焦效应，使得细胞样品流

在两侧鞘液流的挤压下形成一定宽度且呈直线式的聚焦

流经过流动室喷嘴，通过流动室喷嘴的高速振动，液流被

分成液滴，而后流经光电检测区域及基于电场的细胞分

选区域。 从仪器结构上看，ＦＡＣＳ 一般由 ５ 部分组成：流
动室及液流驱动系统、激光光源及光束整形系统、光电检

测系统、细胞分选系统、计算机采集存贮及分析系统。
光源及光束整形系统主要包括：固定波长的激光、多

根引导光纤、光束整形装置和消色差聚焦透镜。 各激光

聚焦形成的光斑在空间上相互分离，并各自聚焦成椭圆

形［２８］。 当激光发射的光击中细胞时，光子会向多个方向

散射，散射光信号主要分为两类：即前向小角度散射光信

号（ ｆｏｒｗａｒｄ ｓｃａｔｔｅｒ， ＦＳＣ） 和侧向 ９０°散射光信号 （ ｓｉｄｅ
ｓｃａｔｔｅｒ， ＳＳＣ）。 ＦＳＣ 信号主要与细胞体积大小有关，通常

选取 ＦＳＣ 作为阈值，来排除样品中的各种碎片及鞘液中

的小颗粒；ＳＳＣ 信号对细胞膜、胞质、核膜的折射率更为

敏感，可提供有关细胞内精细结构和颗粒性质的信息。
除了以上两种来自激光原光束的信号，还需要检测荧光

信号。 细胞在其表面以及细胞内抗原上具有特定的功能

性抗原，通常使用针对该抗原的特异性抗体来鉴定。 通

过向这些抗体添加荧光染料，然后用激光光束激发获得

荧光信号，可以检测细胞类型，还可提供细胞结构、功能

和健康状况等信息。 细胞仪中有两种常用类型的检测

器：光电二极管和光电倍增 管 （ ｐｈｏｔｏｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒ ｔｕｂｅ，
ＰＭＴ）。 光电二极管用于获取诸如向前向散射之类的明

亮信号。 ＰＭＴ 主要用于收集侧向散射信号和荧光信号，
其结构上是让波长最长的光（光子能力最低）优先投射

进入第一个 ＰＭＴ，并通过一系列的二相色镜将较短波长

的光投射或反射到下一个 ＰＭＴ 检测器。 安装在每个

ＰＭＴ 检测器之前的带通滤光片允许指定波长范围内的

荧光被收集。 在光子撞击 ＰＭＴ 之后，它们被转换为电

流，然后流向放大器并转换为高斯型脉冲，经 ＡＤ 转换电

路传送到计算机。 脉冲信号中的峰值、脉宽、面积特征参

量反映了单个细胞的折射率及大小等特征［２９］。 液流经

过光电检测区域后，流经充电区（在某些系统中，电荷直

接事先施加到液流中）。 充电区采用高压静电场，根据之

前的荧光测量结果，如细胞是否发荧光或所发信号的特

征，相应的电荷会被捕获在液滴上。 然后，带电的液滴流

经偏转板的高压静电场时向左或向右偏转，落入各自的

收集容器之中，不含细胞的液滴因为未充电被送入废液

容器中。 从而完成细胞的分选。 最终结果是 ３ 个或多个

带有纯细胞亚群的试管。 每个试管中的细胞数是已知

的，并且还记录了每个细胞的荧光水平。 仪器工作原理

如图 ３ 所示，虚线内的图像分别代表为前向散射、侧向散

射、荧光散射。

图 ３　 ＦＡＣＳ 系统工作原理

Ｆｉｇ．３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ （ＦＡＣＳ）



　 第 ５ 期 黄彩虹 等：单细胞分离方法及仪器研究进展 １４３　　

３）商业化 ＦＡＣＳ 仪器产品特性

市场上销售的流式细胞仪 ／ ＦＡＣＳ 产品种类很多，
主要生产厂家有： ＢＤ、Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ、 Ｐａｒｔｅｃ、 Ａｃｃｕｒｉ
Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒｓ、Ｇｕａｖａ、Ｕｎｉｏｎ Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃａ、ＡＢＩ、Ａｍｎｉｓ 等。 其

中，拥 有 市 场 较 大 份 额 的 公 司 是 美 国 的 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ （ ＢＤ） 公司、Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司和德国的

Ｐａｒｔｅｃ 公司。 ＦＡＣＳ 产品主要分为两类：临床型和科研

型。 临床型的特点是：光路调节系统固定，自动化程度

高，操作简便，易掌握，适用于临床常规测试；科研型的

特点是：分辨率高，选配多种波长和类型激光器，可将

感兴趣细胞分选到特定培养孔或板上，适用于科研。
限于篇幅，本文仅以 ＢＤ 和 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ２ 个品牌的

临床型和科研型产品为例。 如表 １ 所示，ＦＡＣＳ ＣＡｌｉｂｕｒ
和 ＦＡＣＳ Ａｒｉｓ Ⅲ分别为 ＢＤ 公司临床型和科研型产品，
Ｎａｖｉｏｓ 和 ＭｏＦｌｏ Ａｓｔｒｉｏｓ ＥＱ 分别为 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司

临床型和科研型产品。 比较了产品的部分性能参数，
借以了解 ＦＡＣＳ 产品的特点，以及相关仪器设备的研究

进展。

表 １　 部分 ＦＡＣＳ 产品性能参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ＦＡＣＳ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

技术指标
ＢＤ

（ＦＡＣＳ ＣＡｌｉｂｕｒ）
ＢＤ

（ＦＡＣＳ Ａｒｉａ Ⅲ）
Ｂｅｃｋｍａｎ

Ｃｏｕｌｔｅｒ（Ｎａｖｉｏｓ）
Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ

（ＭｏＦｌｏ Ａｓｔｒｉｏｓ ＥＱ）

激光 双激光 ６ 激光可选 三激光 ７ 激光可选

荧光 ４ 色 １８ 色 １０ 色 ４９ 个检测位点

颗粒范围 ０ ２～１００ μｍ ０ ２～１００ μｍ ≥０ ４ μｍ ０ ２～３０ μｍ

获取速度 １０ ０００ 细胞 ／ ｓ ７０ ０００ 细胞 ／ ｓ ２５ ０００ 细胞 ／ ｓ ＞１００ ０００ 细胞 ／ ｓ

分选速度 ≥３００ 个 ／ ｓ ５０ ０００ 个 ／ ｓ １０ ０００ 个 ／ ｓ ＞７０ ０００ 细胞 ／ ｓ

分选纯度 ≥９８％ ＞９８％ ＞９９％ ＞９９％

分选存活率 ＞９０％ ＞９０％ ＞９０％ ＞９０％

精确度 ＜５％误差 ＜５％误差 ＜５％误差 ＜５％误差

２ ２　 微流体单细胞操作

微流体是一种在微米尺度上操纵流体的技术，又
称其为芯片上实验室（ Ｌａｂ⁃ｏｎ⁃ａ⁃Ｃｈｉｐ）或微流控芯片技

术［３０］ 。 细胞制剂被加载到微芯片上，受到外力的作用，
根据特定的物理或生化特性对不同的细胞群进行分

类。 微加工的通道、腔室和阀门构成了这些微流体分

选系统的核心“机械”。 微流体分选可以分为两种方

式，主动和被动［３１］ 。 主动分选利用某种外力场，如电场

或磁场来分离细胞；被动分选依赖于细胞质量或密度，
需要重力或某种机械力来分选不同的细胞。 在过去的

十几年里，已经提出了大量用于单细胞分析和处理的

微流体 ／ 芯片上实验室设备［３２］ 。 尽管已经公布了许多

不同的用于单细胞分离和处理的微流体设备，但基于

流体动力学微滴流体生成的原理来设计微流体设备仍

然是比较广泛的方法。 所以，下面先重点介绍其相关

理论模型和工作原理。
１）微滴流体技术

微滴流体是一种高通量单细胞封装技术，通过使用

细胞自身尺度上的特征或力梯度来可靠地进行细胞封

装。 液滴的大小、形状和均匀性可以精确控制。 这种方

法通常需要两种不混溶的流体来产生单分散的油包水微

滴，其尺寸范围从亚微米到几百微米［３１］。

（１）液滴流体相关理论模型

连续介质假说很好地描述了液 ／ 液两相微流。 假设

流动为二维流动，对于分散相和连续相流体，不可压缩的

连续性方程为［３１］：
∂Ｖｘ

∂ｘ
＋

∂Ｖｙ

∂ｙ
＝ ０ （４）

式中：Ｖｘ、Ｖｙ为流动 Ｘ，Ｙ 方向上的速度分量。 式（４）表

明，对于不可压缩液体，单位时间单位体积空间内流入与

流出的液体体积之差等于 ０，即液体体积守恒。 系统的

动量方程是著名的二维稳态不可压缩纳维⁃斯托克斯方

程（Ｎ⁃Ｓ 方程）：

ｕ ∂ｕ
∂ｘ

＋ ｖ ∂ｕ
∂ｙ

＋ ∂ρ
∂ｘ

＝ １
Ｒｅ

∂２ｕ
∂ ｘ２

＋ ∂２ｕ
∂ ｙ２

æ

è
ç

ö

ø
÷

ｕ ∂ｖ
∂ｘ

＋ ｖ ∂ｖ
∂ｙ

＋ ∂ρ
∂ｘ

＝ １
Ｒｅ

∂２ｖ
∂ ｘ２

＋ ∂２ｖ
∂ ｙ２

æ

è
ç

ö

ø
÷

ì

î

í

ï
ï

ï
ï

（５）

式中： ∂ρ
∂ｘ

和
∂ρ
∂ｙ

为压力梯度；Ｒｅ 为雷诺数。

微流体装置中液滴的形成选用不混溶物质，又称非

均相物系组成。 在非均相物系中，处于分散状态的物质，
称分散相，如悬浮液中的悬浮物；包围着分散物质而处于

连续状态的流体，称连续相，如悬浮液中的液体等。 微流

体装置中液滴的形成涉及到液 ／ 液界面的分解和破
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裂［３３］。 因此，应该指定几个界面边界条件。 第一个来源

于不混溶界面上正常速度的连续性：
Ｖｄ·ｎ ＝ ＶＣ·ｎ′ （６）

式中：Ｖ 是流体的速度矢量，下标“ｄ”和“ ｃ”，分别表示分

散相流体和连续相流体；其中 ｎ 和 ｎ′是指向界面的单位

法向量。
切向粘性应力应该是连续的，并且离散相和连续相

之间的法向应力差由毛细管压力来平衡：
σ ｄ·ｔ ＝ σ ｃ·ｔ′ （７）
Ｔｄ·ｎ － Ｔｄ·ｎ′ ＝ － γｋ （８）

式中： ｔ 是界面处的单位切向矢量；Ｔｓ ＝－ ｐｓＩ ＋ σ ｓ，下标

“ ｓ” 表示“ｄ” 或“ｃ”，是包含压力 ｐｓ 和相对应力σ ｓ 的应力

张量；Ｉ 是单位矩阵；γ 是界面张力；ｋ ＝ Ｒ１ ＋ Ｒ２ 是界面平

均曲率的 ２ 倍，Ｒ１ 和 Ｒ２ 是曲率的主要半径。
上述控制方程指出了控制液滴产生的 ４ 种力：惯性

力、粘滞力、重力（对于没有其他外力场的情况）和毛细

力。 尽管其他无量纲量与液滴破碎有关，包括韦伯数（惯
性力与界面张力之比），健数 ＢＯ（重力与界面张力之比）
和雷诺数 Ｒｅ（惯性力与粘滞力之比），特别是在高流速和

使用较大尺寸几何形状时。 但大多数情况下，控制液滴

形成的物理参数可以通过分析毛细数 Ｃａ 来确定。

Ｃａ ＝ ηＶ
γ

（９）

式中：η 和 Ｖ 是连续相的粘度和特征速度；γ 是水油界面

的表面张力。 随着 Ｃａ 的增加，不同的流动状态被定义为

挤压、滴落和喷射状态。
在表面张力占主导地位的挤压状态下，液滴夹断是

由流体界面的受限延伸部分前后的压差驱动的，在这种

情况下，夹断液滴的大小与分散相和连续相的流速比成

正比［３４］。 在较高的 Ｃａ 浓度下，液滴破碎和液滴尺寸受

剪切控制（在滴落状态下），初生液滴两侧的压差小于挤

压状态下的压差，产生的液滴尺寸与增加的 Ｃａ 浓度成反

比，对流速比的依赖性降低。 最后，在喷射状态下，液滴

破碎是由粘性占主导的流体中沿流体线的 Ｒａｙｌｅｉｇｈ⁃
Ｐｌａｔｅａｕ 不稳定性引起的。

（２）微流体液滴产生

尽管微流体文献中普遍存在液滴产生，但可靠产生

液滴所需的微通道几何形状是十多年前发展起来的。 到

目前为止，最常见的封装细胞的方法是利用微流体通道

的几何形状来混合同向流动的水和油相，其中（在大多数

情况下）水相自分离成离散的水滴。 即通过利用多种微

流体几何形状，任意体积的流体可以以高达 １００ ｋＨｚ 的

速率转变成大量均匀尺寸的微纳升液滴。 此外，给定所

用特征的长度范围（通常在 １０～１００ μｍ 之间），这些通道

设计可以在芯片上复制以进行并行处理。 用于液滴产生

的常见几何形状包括 Ｔ 形接头、流动聚焦和同向流动结

构，尽管已有关于这些接头变化的报道，如 Ｖ 形接头或双

Ｔ 形接头。 然而，每种几何形状的基本操作原理是相同

的：在两种同向流动的不混溶流体之间产生界面，其中一

种流体自分离成被第二种流体包围的离散液滴。 哪种流

体成为分散相（形成液滴的流体），哪种流体形成连续相

（小液滴周围的相）由流体和通道各自的表面能控制。 在

大多数情况下，例如当使用疏水性聚二甲基硅氧烷

（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ， ＰＤＭＳ）通道和油 ／ 水流体时，水相分

散，尽管可能通过通道壁的亲水性引发相转化。 在逐滴的

基础上控制被包封的细胞的数量并不简单，尤其重要的

是，对于单细胞分析来说，非常需要每滴一个细胞。 单个

细胞随机封装在每个液滴中，每个液滴中的细胞数量遵循

不均匀泊松分布。 因此限制了被动细胞封装在单细胞分

析中的应用。 已经开发了几种方法来克服这个限制。 例

如，可以应用基于属性差异的后分类来提高单细胞封装效

率，或者采用主动细胞封装的方法来提高封装效率。
微滴流体单细胞分选系统已有很多文献［３４⁃３５］报

道，选择文献［３５］所开发的仪器的结构来阐述，如图 ４ 所

示。 通过注射器或是压力驱动泵将细胞悬浮液、油、蛋白

酶试剂等注入微通道的相应入口孔。 如图 ４（ａ）所示通

过“Ｔ 型连接”等方式在油包水液滴中实现细胞封装；如
图 ４（ｂ）所示，通过分支通道结构实现液滴的减速和显微

镜下观察。 接下来液滴进入分选区，可通过电磁阀等方

式实现细胞的分选，如图 ４（ｃ）所示。 最后通过如嵌入的

熔融石英毛细管等方式将分选后单细胞液滴输出到对应

的管中或废液池中，如图 ４（ｄ）所示。

图 ４　 某种微流体单细胞液滴生成系统原理

Ｆｉｇ．４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｄｒｏｐｌｅｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

２）其他微流体单细胞分离方法

近年来，已经报道了微流体装置中单细胞操作的大

量研究和应用［３２］，包括机械方法、电学［３６⁃４０］、光学［８， ４１］、
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声学［４２］、磁学［４３］ 和微机器人等方法，部分工作原理如

图 ５所示。

图 ５　 其他微流体方法

Ｆｉｇ．５　 Ｏｔｈｅｒ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ

（１）流体动向学———微型阀，如图 ５（ａ）所示，微型阀

的结构由垂直交叉的流动层和控制层组成，在两层之间

形成可变形膜。 当通过控制层施加压力时，薄膜变形并

粘在流动通道的底面上，以阻挡流动层中的流动。 相反，
当控制层不施加压力或施加相对较小的压力时，流动层

看起来是开放的或半开放的。 美国 Ｆｌｕｉｄｉｇｍ 公司基于这

一技术开发了一种称为 Ｃ１ 单细胞自动制备系统的单细

胞自动预处理系统，可一次自动分离 ９６ 个悬浮细胞。 目

前，该系统已被世界上许多大学和研究机构用于单细胞

基因组学研究。
（２）流体动向学———惯性力，惯性微流体是基于在

某些高流速下使用惯性力来连续聚焦分类不同大小和形

状的细胞的方法。 这种方法通常用于从血细胞中分离单

个循环癌细胞，并且通常需要预先稀释血样。 并不是所

有系统都是基于高流速下操作，文献［４４］在弯曲的微流

体通道中，随着升力的增加，由迪恩流引起的离心效应作

用于颗粒，从而影响颗粒的位置。 曲率诱导的迪恩力将

较小的单细胞聚焦于内壁，将较大的细胞团聚焦于通道

中心。
（３）光学分选。 美国科学家亚瑟·阿什金首次发现

了可以使用光镊移动粒子。由于细胞和其周围液体的折

射率不同，激光束可以捕获细胞。 折射率的差异导致光

学散射，从而将细胞推离光源；同时，辐射压力的梯度将

细胞吸引到强度最高或聚焦最大的点。 当梯度克服光散

射时，细胞向最大值移动并被“光镊”捕获。 微流控光镊

装置已被设计用于高精度单细胞分离［８， ４５］，如图 ５（ ｂ）
所示。

（４）电泳。 介电电泳操控分离法（ ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＤＥＰ）的原理是利用在电场中，不同类型的细胞由于不同

的介电性质，受到方向、大小不同的介电力，从而被驱动

向不同的方向偏移，以达到分离细胞的目的，如图 ５（ ｃ）
所示。 ＤＥＰ 方法应用于细胞分离是基于细胞的物理性质

的差异，而且不需要依赖表面的特异性标志物，无须进行

表面标记。 ＤＥＰ 的运动主要取决于细胞尺寸，但也还受

到诸如膜形态、膜厚度、膜电导率和溶液电导率等参数的

影响［４６］。
（５）声学分选。 声场操控分离法是在微流控芯片周

围施加声场，使悬浮在其中的粒子受到声辐射力作用，声
辐射力会驱使粒子迁移至压力波波腹或压力波节点的位

置。 采用声波技术，可依据粒子在尺寸、密度及可压缩性

上的不同实现分离。 在声学驻波技术里，较大的细胞受

到更大的辐射力从而更快地响应声辐射力，导致较大的

细胞从通道中间出口流出，更小的细胞从通道一侧出口

流出，如图 ５（ｄ）所示。
（６）磁性分选。 磁操纵是指通过使用永磁体或电

磁铁来操纵细胞。 细胞可能是自身富含铁离子，比如

红细胞；或者是用免疫磁珠对细胞进行表面标记。 鉴

于这一要求，磁法是一种基于标记的方法。 粒子磁性

越大，偏转它们所需的磁场就越强。 因此，根据携带的

粒子大小和通道的磁场强度，这些多重群体可以被分

类到不同的侧通道中。 Ｓｈｉｅｌｄｓ 等［４７］开发了一个由 ３ 个

模块组成的磁性微流体平台，如图 ５（ ｅ）所示。 该平台

提供了癌细胞与血液的高通量分离。 第 １ 模块使用声

驻波以非接触方式快速对准单元。 然后，第 ２ 个模块

将磁性标记细胞与未标记细胞分离，为细胞提供超过

８５％ 的纯度。 最后，第 ３ 个模块包含一个微孔的空间周

期性阵列，其下方有显微磁体，用于捕获单个细胞进行

片上分析。
（７）微孔。 微孔是单细胞捕获的另一种被动微结

构，如图 ５（ｆ）所示。 这种结构主要基于单细胞和微孔的

尺寸匹配。 当微孔的直径接近单个细胞的直径时，多余

的细胞将被冲洗掉，一个沉降到一个微孔的单个细胞可

以被捕获。 将细胞悬浮液注入微流体通道后，细胞会沉

淀下来并进入微孔。 当微孔的深度足够深时，微孔内会

产生涡流，单个细胞会被牢牢捕获。 Ｌｉｎ 等［４１］ 制造了一

种双孔装置，通过利用小微孔捕获单细胞，然后利用重力

将捕获的单细胞转移到用于单细胞培养的大微孔中，来
实现大微孔中的单细胞装载［４３］。
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表 ２ 所示为对不同微流体分析方法的特性总结。 其 中的数据来源于文中相关参考文献。

表 ２　 基于不同工作原理的微流体方法性能比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｏｒｋｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ

方法 优点 缺点 吞吐量 效率 ／ ％

微液滴 高通量、芯片结构简单、很大灵活性 难培养贴壁细胞、难将生化物质导入液滴 ２５０ μＬ ／ ｈ ７５

惯性 高通量，高细胞存活率，芯片结构简单 只有在特定的流速和细胞浓度下才能正常工作 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ ８４

微型阀 控制可靠快速，适合大规模集成 需要复杂繁琐的外部控制 ９６ 细胞 ／ 芯片 ９０

微孔 操作简单，产量高 不灵活，难以控制特定的单细胞 １０ ０００ 细胞 ／ 芯片 ９０

介电泳 无触点，高选择性，无标记 需要低电导率缓冲液 ３ ２６４ 对细胞 ／ 芯片 ７４．２

光镊 高精度、高效率 低产量、高成本 ９７

声学 无创、无标记、穿透性好 需要压电基板制作芯片 高

磁学 可靠高效 需先对细胞表面标记 ２００μＬ ／ ｍｉｎ ＞８５

　 　 ３）典型的微流体单细胞分析平台

目前，国内外基于微流体的大规模单细胞技术的测

序平台主要有：Ｆｌｕｉｄｉｇｍ 公司推出的 Ｃ１ 单细胞自动制备

系统、Ｗａｆｅｒｇｅｎ 公司 ＩＣＥＬＬ８ Ｓｉｎｇｌｅ⁃Ｃｅｌｌ Ｓｙｓｔｅｍ 单细胞分

选平台、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司和 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 实验室公司 Ｓｉｎｇｌｅ⁃Ｃｅｌｌ
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ、 ＢＤ ＲｈａｐｓｏｄｙＴＭ Ｓｉｎｇｌｅ⁃Ｃｅｌｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｓｙｓｔｅｍ 和 １０Ｘ 公司的 Ｓｉｎｇｌｅ Ｃｅｌｌ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
这 ５ 种。
２ ３　 激光显微切割

当研究关于细胞结构以及生理和疾病过程的异质组

织切片时，固体组织的分析十分重要。 在实体肿瘤研究

中，将单个细胞的分子信息与它们在组织中的特定位置

联系起来已经成为一个重要的研究领域。 具体而言，获
得原位细胞非常重要。

激光显微切割（ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ， ＬＭＤ）是生命科

学用来从复杂异质的生物组织中获取纯净标靶的科学仪

器［４８］。 其基本原理是在显微镜观察下选择靶细胞，聚焦

激光束沿着所规划的靶细胞周边轨迹切割一周进行分

离，采用特定的收集捕获技术对分离后的靶细胞进行收

集，用于下游 ＤＮＡ、ｍＲＮＡ 及蛋白解析，单细胞测序等。
该技术可对特定细胞群体或特定区域进行切割，获得高

纯度的靶细胞群或同种类的单细胞。
激光作为细胞手术方法的第一次使用，起源于 ２０ 世

纪 ２０ 年代早期，并在 ２０ 世纪 ６０ 年代早期作为显微手术

工具被广泛使用。 由于结合了激光单元和显微镜硬件的

发展，组织制备技术在 ２０ 世纪 ８０ 年代也从手工制备改

进为组织切片，这在生物化学和分子生物学研究中带来

了许多优势［４９］。 激光显微切割现已用于大量研究领域，
如肿瘤学、分子病理学、干细胞、发育生物学、神经科学、
植物学、心血管疾病、糖尿病、法医学、蛋白质组学、功能

基因组学、活细胞和亚细胞结构（染色体） 等［５０⁃６５］ 。 在

ＬＭＤ 中，组织制备可以多样，可以是福尔马林固定和部

分亲和包埋，或者在最佳切割温度介质中制成冷冻块。
组织块可被切片到聚萘二甲酸乙二醇酯（ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｎａｐｈｔｈａｌａｔｅ， ＰＥＮ）膜包被的载玻片上，同时各种染色方

法如苏木精伊红或伊红染色、荧光原位杂交或免疫组织

化学可用于组织学观察。
１）激光显微切割的工作原理

ＬＭＤ 有两种不同的激光类型［４８］：红外和紫外。 虽然

激光类型不同，组织的捕获方法也不同，但它们有一点是

相似的：通过显微镜观察寻找感兴趣的靶细胞，利用紫外

（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ， ＵＶ）波段激光直接作用在组织样本上，聚焦

激光光斑沿着目标靶细胞区域运动一周形成一条闭合曲

线，组织样本及其包裹的薄膜材料强烈吸收紫外激光后，
瞬间升温、焰化、气化，从而使得靶标细胞与周边组织

分离。
２）激光显微切割典型系统

目前，已有 ４ 种不同的系统在市场上销售，最初由美

国 Ａｒｃｔｕｒｕｓ 公司研制，现由美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司销售的

ＡｒｃｔｕｒｕｓＸＴ 系统、德国 Ｌｅｉｃａ 公司的 Ｌｅｉｃａ ＡＳ ＬＭＤ 系统、
德国 Ｚｅｉｓｓ 公司的 ＰＡＬＭ 系统、瑞士 ＭＭＩ 公司的 Ｃｅｌｌｃｕｔ
等系列系统。 所有系统都配置有优异的倒置或直立显微

镜、配备镜头、物镜（高 ＮＡ 和 ＵＶ 兼容物镜）和光源，高
质量的成像平台、可以精确地对组织和细胞进行成像（明
场、相差、微分干涉）。 ４ 种系统的主要区别在于切割后

靶细胞的不同收集方式，它们的主要特性如表 ３ 所示。
同时，在切割精度上，蔡司公司的产品在 ６３ 倍物镜下，切
割线的宽度为 ０ ６ μｍ，莱卡和 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 的精度也基

本相似。 ＭＭＩ 公司的切割线宽度在 １００ 倍物镜下为

０ ３ μｍ。 切割时，激光光斑的直径小于 １ μｍ，细胞直径

一般在 １０ μｍ 左右。 因此，这些系统都可以很好的实现

单细胞甚至部分细胞器的分离。 ４ 种产品的精度上的区
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别很小，但不同产品对切割后靶细胞的收集方式均不相

同，这也是不同仪器争夺知识产权的主要竞争之地。

表 ３　 典型激光显微切割系统特性表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｌａｓｅｒ
ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

特性 ＡｒｃｔｕｒｕｓＸＴ 莱卡 ＬＭＤ７０００ 蔡司 ＰＡＬＭ ＭＭＩ Ｃｅｌｌｃｕｔ

物镜 倒置 直立 倒置 倒置

激光
８１０ ｎｍ 和

３４９ ｎｍ
３４９ ｎｍ

３３５ ｎｍ 或

３５５ ｎｍ
３５５ ｎｍ

紫外

激光频率
１０～５ ０００ Ｈｚ １０～５ ０００ Ｈｚ １～１００ Ｈｚ ５０～６０ Ｈｚ

脉冲长度 ＜４ ｎｓ ＜４ ｎｓ ＜２ ｎｓ 约 １ ｐｓ

最大

脉冲能量
１２０ μＪ １２０ μＪ ９０ μＪ ＜１ μＪ

标本

收集方式
特殊收集帽 重力 光压弹射 粘性收集帽

　 　 在利用紫外激光进行切割之后，ＡｒｃｔｕｒｕｓＸＴ 这款产品

中的红外激光主要用于加热特殊热塑性薄膜，使其瞬间形

变、膨胀、并产生粘附力。 将待分离的靶标细胞放置在透

明热塑性薄膜下方，薄膜吸收红外激光能量后熔化并与选

择的底层细胞融合。 当膜被移除时，靶细胞被粘附在薄膜

上，与保留在载玻片上的其余组织细胞分离开来。 最后，
将靶细胞转移到含有大量下游分析所需缓冲液的微型离

心管中。 这种收集方式是 Ａｒｃｔｕｒｕｓ 公司的专利。
蔡司（ Ｚｅｉｓｓ）公司紫外激光显微切割仪器，型号为

ＰＡＬＭ ＭｉｃｒｏＢｅａｍ，的工作原理及组织收集方法如图 ６ 所

示。 将载玻片正面朝上放置在倒置显微镜的载物台上，
载玻片上放置底部有 ＰＥＮ 膜的细胞组织，用于固定收集

管的机械臂将微型离心管的盖子放置在组织的上方。 紫

外脉冲激光通过物镜聚焦，控制载物台运动，实现靶细胞

的切割。 在切割之后，将激光移动到切割分离开来的靶

细胞区域的中心，散焦，使得焦斑变大尽量覆盖更大比例

的靶细胞区域，通过增加激光的功率，使用散斑激光脉冲

的光压，将所需的靶细胞弹射，使其逆着重力被弹射到一

个悬垂的帽子里。 弹射器被设计成短弹射激光脉冲

（１ ｎｓ），不与其他细胞接触。 将弹射出的样品转移到干

燥的粘合剂盖或填充了提取缓冲液的盖子中，使得靶细

胞与薄膜分离。 激光脉冲弹射靶细胞收集方法是蔡司独

家专利。
莱卡公司的 ＬＭＤ６５００ 和 ＬＭＤ７０００ 的激光显微切割

系统则安装在立式显微镜上，放置在薄膜载玻片上的组

织切片被倒置，这样在紫外线切割后，选定的细胞通过重

图 ６　 蔡司激光显微切割系统工作原理

Ｆｉｇ．６　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｚｅｉｓｓ ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ

力落入放置在载玻片下面的收集管中。 有别于其他系统

采用载物台的控制来实现激光轨迹的控制，徕卡公司使

用高精度的光学组件来控制激光束移动，显微镜载物台

和样品本身保持不动，这个方法以及重力收集法是莱卡

公司的独家专利。
２ ４　 显微操作系统

用于手动细胞采集的显微操作系统通常由倒置显微

镜和可在电动机械平台上移动的微量移液器组成。 微量

移液管由超薄玻璃毛细管制成，依次连接到抽吸和释放

单元。 细胞样品通常以悬浮液的形式被放入培养皿或指

定尺寸的孔板中。 通过显微镜观察，操作者选择特定的

细胞，将微量移液管移近，并通过对微量移液管施加吸力

来抽吸细胞，吸出的包含细胞的液体可以转移到合适的

收集管，用于下游分析或培养。 这个过程通常是手动执

行［２１］。 典型系统如莱卡公司的 Ｌｅｉｃａ Ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｏｒ，
其系统结构如图 ７ 所示。 手动细胞拾取 ／ 显微操作器能

够从悬浮液中分离选定的活细胞，甚至能够分离原核细

胞。 应用领域从细菌分析到生殖生殖医学和法医学等。

图 ７　 手动显微操作系统

Ｆｉｇ．７　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ
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３　 前期在单细胞分离方法和仪器上的研究

本课题组前期致力于细胞激光显微切割仪器开发，
所开发仪器已具有一定的应用价值。

现有的激光显微切割仪器在收集方式上，依然存在

一定的不足。 利用红外激光熔化热塑性薄膜的方式，具
有污染组织的潜在风险；基于重力的方式，对于重量很轻

的单细胞组织有潜在的影响收集效率的风险、也不适宜

生物实验室的组织培养，基于光压弹射的方式，用于弹射

的散焦激光束有烧伤组织中心的潜在风险，同时较难收

集宽度大于 １００ μｍ 的组织。 易定容与厦门麦克奥迪实

业集团［６６⁃６８］在国际上首先提出了基于静电捕获靶细胞的

激光显微切割方法（ ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｃａｐｔｕｒｅ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，
ＥＣＭ），并获得国际、国内发明专利保护，ＥＣＭ 工作原理

和流程如图 ８ 所示。 使用带有净余电子的薄膜作为组织

细胞的支撑保护铺垫放置在组织与载玻片之间。 紫外激

光束绕靶标运动一周实现切割，带有负电荷的被分离的

细胞受到静电力作用逆着重力飞向收集器并黏附在其

中，实现靶标与周围组织的分离。 然后，将收集到纯净靶

细胞的收集管盖置于装有缓冲液体的 ＰＣＲ 管上，上下振

荡使得收集到的靶细胞从收集管盖掉进收集管缓冲液

中，并通过离心力使得靶细胞与薄膜分离，用于下游细胞

基因蛋白分析。

图 ８　 静电捕获激光显微切割方法原理

Ｆｉｇ．８　 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｃａｐｔｕｒｅ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ

所开发的基于静电吸附收集方法的 ＥＣＭ 如图 ９ 所

示。 系统主要由倒置显微镜、ＵＶ 激光及光路整形系统、
高精度 ＸＹ 载物台控制器、摄像机和计算机控制软件等

组成。 所使用的固体紫外激光器是美国 Ｎｅｗｐｏｒｔ 公司

Ｓｐｅｃｔｒａ⁃Ｐｈｙｓｉｃｓ 品牌的固体激光器，型号 Ｅｘｐｌｏｒｅｒ ３４９⁃ ６０⁃Ｅ，

具有最大的脉冲能量为 ６０ μＪ，重复频率在 １０～５ ０００ Ｈｚ，
中心波长为 ３４９ ｎｍ。 照明光源采用卤素光源。 该系统

可以捕获各种各样无污染的同质样本，从直径几微米的

小样本到表面积接近 ４００ μｍ 的大样本。

图 ９　 笔者前期开发的激光显微切割仪器

Ｆｉｇ．９　 Ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ａｕｔｈｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｔａｇｅ

课题组利用所开发的 ＥＣＭ 仪器对细胞组织进行了细

胞切割实验，样品和消耗品的制备可参阅文献［６９⁃７０］，
仪器的切割实例如图 １０ 所示，图 １０（ ａ） ～ （ ｃ）所示分别

为切割前选择 ５ 个感兴趣的区域，切割后的样品，所收集

细胞组织的放大图。 利用静电力来捕获细胞组织具有无

接触、无污染的优点。

图 １０　 ＥＣＭ 仪器细胞组织切割实例

Ｆｉｇ．１０　 Ｅｘａｍｐｌｅｓ ｏｆ ＥＣＭ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｃｅｌｌ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｔｔｉｎｇ

课题组曾与厦门大学生命科学院合作试用该仪器，
对 ＨＥ 染色大肠癌冷冻组织进行切割，然后对分离出来

的细胞进行 ＤＮＡ 实验，结果证明，收集到的标靶 ＤＮＡ 满

足下游实验研究要求。 汕头大学医学院分子病理学实验
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室也曾试用了该仪器进行 ＲＮＡ 实验，样品为 ＳＤ 大鼠肝

脏冷冻切片，实时聚合酶链反应的电泳分析实验结果如

图 １１ 所示。 泳道 １ 是 ＤＮＡ 大小标记；泳道 ２ 为负控制

（水控制）；泳道 ３ 是由 ＥＣＭ 技术收集的样品；泳道 ４ 是

一个积极的控制。 第 ３ 泳道上的条带显示，使用 ＥＣＭ 技

术收集的大鼠肝组织中含有 β⁃肌动蛋白和白蛋白的

ｍＲＮＡ。 该实验结果表明，ＥＣＭ 技术对采集的组织中的

ｍＲＮＡ 和在后续反应中可成功地用于合成的 ｃＤＮＡ，存在

很少或没有明显的损伤。

图 １１　 ＥＣＭ 所收集细胞的 ＲＴ－ＰＣＲ 电泳分析结果

Ｆｉｇ．１１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＣＭ

４　 讨　 　 论

所述的单细胞分离方法各具特色，下面对其不同的

特点进行讨论。
１）荧光激活细胞分选 ＦＡＣＳ。 其主要优点是高通量

和强大分选能力，可以对多种样本进行分析检测，也可以

快速对单个细胞多个参数进行检测。 其缺点是，它们需

要将组织样本离散化成为悬液态浆体，需要破坏细胞自

然生长的空间环境，导致空间信息丢失。 另外，仪器成本

高，对某些细胞有潜在危害。 想比较而言，ＦＡＣＳ 更侧重

于对样品的统计学分析，而不是对单个细胞的挑选与

提纯。
２）微流体技术。 其主要特点和优势是将细胞培

养、实验处理及成像、检测等步骤高度集成于一个芯片

上，可以实现样品进、数据出的全过程自动化检测。 此

外，可以在数以亿计的背景细胞中挑选出为数仅仅几

十个甚至几个的稀有异质细胞，所需要的样本少，灵敏

度高，最便于小型化低成本化。 然而微流体技术的目

前还有几个待研究的问题。 （１）如何提升不同种类靶

标细胞特异捕获。 如利用抗体，多肽，或核酸适体与靶

标细胞高特异性的亲和作用来实现的靶细胞捕获方

法。 如何从靶标修饰物（抗体，多肽，或核酸适体）无损

捕获靶标细胞，是微流体技术的一个待解决的关键难

题。 （２）微流体技术和 ＦＡＣＳ 一样，需要将样品制作为

悬浮液，里面的细胞空间位置信息将丢失。 （３）微流体

的很多方法是为特定应用而设计，各个系统的灵活性、

通用性较低。
３）激光显微切割方法。 激光显微切割的样品可以是

组织、培养皿中细胞样品或者涂血样品，不需要将样本制

作成单细胞悬浮液，可以较好的保留样品的空间信息。
同时，激光显微切割方法是唯一一种可以从固体组织原

位分离单细胞，甚至分离细胞器的方法。 目前还存在几

个待解决的问题。 （１）切割过程和收集过程如何减少对

细胞组织的损伤和可能存在的潜在污染；（２）如果提高

收集效率；（３）如果降低操作者的技能要求。
４）手动显微操作。 具有易于控制单个细胞分离的优

点，但也存在吞吐量低、容易损害细胞、需要较高技能水

平的不足。
表 ４ 所示为 ４ 种单细胞分离方法的显著优点及

不足。

表 ４　 单细胞分离方法的优点及不足

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｒａｗｂａｃｋｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ
ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

方法 优点 不足

荧光激活

细胞分选

高通量、速度快、效率高、
纯度高、能够多次检测，多
参数实时检测。

需要大量悬浮细胞；可能存

在细胞损失；仪器体积庞大、
成本高；不适合连续监测。

微流体

技术

小型化、低成本；可模拟细

胞生存的微环境；部分方

法可 实 现 无 标 记 细 胞

分离。

液滴中细胞数量遵循不均匀

泊松分布；悬浮液高度稀释；
需要一定的高特异性标记方

法，通用性较低。

激光显微

切割

可以快速获取原位细胞；
无需将组织解离；无需标

记；分离精确高。

切割过程可能损害细胞、收
集效 率 较 低、 可 能 存 在 污

染物。

显微操作 易于控制单个细胞分离 低吞吐量、容易损害细胞、需
要较高技能水平。

５　 结　 　 论

经过近 ２０ 年快速发展，单细胞分离方法在生命科学

及临床病理学研究中的潜能，已经得到很多研究的证实。
本文从工作原理和仪器特点的角度出发，重点梳理了四

种常用单细胞分离技术，并展示了作者在该领域的前期

研究成果。 可以得出结论，暂时没有适用于所有单细胞

分离求的通用技术。 然而，绝大多数应用需求可以通过

现有的其中一种技术来解决。 随着科技的进步，单细胞

分离技术具有以下发展趋势。
１）保证细胞的完整性

单细胞基因组和基因表达分析，转录组分析最大障

碍是是否有足够量的脱氧核糖核酸或核糖核酸。 此外，
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蛋白质组学分析比核酸分析更具挑战性。 这是由于细胞

内的蛋白丰度一般都比较低，同时无法直接扩增。 现有

分离技术，往往需要细胞对外围因素做出反应，如机械

力、辐射、环境中的化学变化等、这可能导致细胞分化、生
存能力降低甚至凋亡。 因此在活细胞上操作时，技术应

该足够“温和”的提取和处理，以减少脱氧核糖核酸和核

糖核酸、以及蛋白质的损失。 建议在吞吐量和无损分离

等参数上进行优化问题的研究，获取多目标参数下的最

佳控制参数。
２）满足单细胞分析和测序技术的某些需求

目前，单细胞分析对活体单细胞的需求日益激增，如
果能将单细胞分离设备与单细胞分析设备较好的集成，
或者将分离样品快速的输送到单细胞分析仪器，将有望

提高单细胞分析的科学性。 此外，来自单细胞的 ＤＮＡ 和

ＲＮＡ 原位、实时的测序和分析将是一个新的需求。 微流

体技术和激光显微切割等技术的进一步发展，将有望实

现快速原位的细胞分离。
３）细胞器的分离

细胞内精细结构如细胞核、线粒体、内质网、高尔基

体、溶酶体等细胞器以及细胞凸起也逐渐成为生物医学

的实验对象。 随着科技的进步，细胞器分离的需求已经

开始显现，通过监测同一细胞中核仁的分子组成，研究者

发现 ＲＮＡ 和蛋白质的浓度随时间不断变化。 该研究表

明细胞器的分子含量可以在细胞生长过程中快速变化，
该发现揭示了同一细胞中不同细胞器的分子组成之间的

复杂关系。 通过对亚细胞基因表达谱的研究发现，细胞

突起中亚细胞基因表达的研究有助于进一步表征癌症相

关的潜在分子机制。 以上发现为细胞器异质性提供了有

力的证明，然而以细胞器为中心的高特异性分离技术目

前还是单细胞分离仪器的瓶颈。 最近已开始显现结合激

光显微切割方法与微流控技术实现细胞凸起分离，用以

研究癌细胞侵袭机制。
在不久的将来，相信单细胞分离甚至单细胞器分离

仪器将成为解决生物医学研究和临床诊疗中长期困扰的

精准取材问题的有力工具。
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