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【摘要】　循环胎儿细胞已被证实含有完整的细胞结构以及胎儿全套基因组信息，对循环胎儿细

胞的分离与检测是无创产前诊断非整倍体疾病、染色体微缺失、单基因性疾病的重要策略之一。然而

循环胎儿细胞的含量极低，对循环胎儿细胞的分离与检测仍具有一定的挑战。近年来，多种微流控技

术、新型纳米材料等新型循环胎儿细胞分离、富集方法得到应用与发展。循环胎儿细胞的两大类新型

分离、富集方法在文中得以总结，并对各类新型分离方法的原理、优缺点及分离效果进行比较。
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【Abstract】 Circulating fetal cells have been proven to contain complete cellular structures 
and comprehensive fetal genome information, enabling non‑invasive prenatal diagnosis of 
aneuploidy diseases, chromosomal microdeletions, and monogenic diseases. However, due to the 
low abundance of these rare fetal cells in maternal peripheral blood, their isolation and detection 
remains challenging. In recent years, novel isolation and enrichment techniques, such as microfluidic 
technologies and novel nanomaterials, for circulating fetal cells enrichment have been continuously 
advancing. This review provides a comprehensive summary of two novel methodologies for the 
isolation and enrichment of circulating fetal cells. Their separation principles, advantages, 
limitations, as well as the separation efficiencies will also be described.
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循环胎儿细胞是指胎儿发育过程中进入母体外周血中

的一类稀有细胞。该类细胞主要包含以下 5 种类型：有核

红细胞（fetal nucleated red blood cells， fNRBC）、滋养层细

胞、干细胞、白细胞以及祖细胞等；其中有核红细胞与滋养

层细胞为数量最多、研究最广泛的细胞类型［1］。这些细胞

含有一整套胎儿基因组信息，通过对这些细胞的基因组、转

录组信息进行分析，对胎儿遗传性疾病的诊断具有重要的

意义。基于循环胎儿细胞的无创产前诊断（non‑invasive 
prenatal diagnostics， NIPD）即通过获取这些循环胎儿细胞

进行分析，从而对胎儿遗传性疾病、胎儿状态进行产前诊断
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的策略，可使孕妇有效避免有创性伤害、宫内感染、流产等

不利后果的发生，是目前产前诊断研究的重要方向之一。

与游离胎儿DNA相比，循环胎儿细胞具有含完整的细胞结

构、基因组连续性好、不受母体外周血 DNA 污染等优点。

然而，循环胎儿细胞的含量极低，据报道 106~107个外周血

白细胞中仅含有约 6个循环胎儿细胞［2］。发展新型、有效的

循环胎儿细胞分离技术具有重要的临床意义。

循环胎儿细胞的分离、富集方法可分为传统方法与新

型方法两大类。传统的分离方法主要包括流式细胞分选

法、磁性细胞分选法、过滤法、密度梯度离心法等。由于循

环胎儿细胞数量十分稀少，传统的富集方法仍无法避免漏

检与错检。且传统方法还存在以下不足与限制：（1）这些传

统方法对样本的量有一定的要求，样本量较少、靶细胞数目

少的样本分选效果不佳；（2）传统的分选方法敏感度较差，

部分方法如流式细胞分选法、磁性细胞分选法对抗体依赖

性大，然而针对循环胎儿细胞的抗体特异性欠佳。因此，近

年来，针对循环胎儿细胞的新型富集方法也在不断地探索

与发展中。这些新型循环胎儿细胞的分离方法主要分为以

下两大类：（1）微流控芯片型富集方法；（2）以纳米材料和微

球材料为基础的富集方法。微流控芯片型富集方法，其利

用微流控芯片可以有效增强样本处理通量以及增大胎儿细

胞与芯片的结合面积，提高捕获率；还可以通过微流体与纳

米技术相结合提高循环胎儿细胞的捕获效率、纯度、灵敏度

和再现性。以纳米材料为基础的富集方法包括微球法、微

孔法和微柱法，利用纳米结构基板增大接触面积来提高细

胞相互黏附的作用，通过纳米材料的特殊特性可更好地捕

获胎儿细胞。这些新型的分离方法进一步推进了循环胎儿

细胞检测在临床上的应用。

一、微流控芯片型富集方法

（一）抗转铁蛋白受体标记的微流控芯片

微流控芯片的发展极大促进了循环胎儿细胞的富集效

率。Zhang等［3］设计了一种提高接触频率的、抗转铁蛋白受

体标记的微流控芯片，该芯片结合了物理分离和亲和捕获，

根据侧向位移分离的原理，通过该策略可增大细胞与微柱的

接触频率，再利用抗转铁蛋白受体作为捕获抗体，可用于高

效富集和鉴定循环胎儿细胞，即来自母体血液中的循环有

核红细胞，抗转铁蛋白受体标记的微流控芯片可以显著增强

胎儿细胞与抗体包被的微柱之间的相互作用，以提高捕获

效率，同时最大限度地减少非特异性吸附。结果显示，在妊

娠后 7 周就可在 2 ml 外周血中检测到循环有核红细胞，且

在往后的整个妊娠过程中均可检测。总之，该芯片能利用较

小的血量实现循环有核红细胞的富集，结合基因组分析为

发展基于循环胎儿细胞的NIPD技术提供了有力的工具。

（二）用于分离循环滋养层细胞的纳米黏微流控芯片

2017 年，Hou 等［4］报道了一种用于分离循环滋养层细

胞（circulating trophoblasts， CTB）的纳米黏微流控芯片。该

芯片含有聚甲基丙烯酸甲酯材料构筑的成百上千条纳米

柱，在这些纳米柱上通过链霉素亲和素修饰抗上皮细胞黏

附分子抗体，可对 CTB 进行捕获。结果表明通过短串联重

复序列分析可证明通过该芯片获取的 CTB 为胎儿细胞来

源，通过基于微阵列的比较基因组杂交分析可对患有 21‑三
体、18‑三体、13‑三体及其他染色体异常及微缺失的胎儿进

行诊断。通过大规模临床研究的验证后发现，这种基于

CTB 的无创产前检测方法具有发展成为一种 NIPD 方案的

广阔前景。

2021年，Afshar等［5］对纳米黏微流控芯片进行改良，并

尝试将该芯片用于富集子痫孕妇外周血中的 CTB，结果发

现子痫孕妇外周血中不仅含有单个的 CTB，而且还可以富

集到一定数量的滋养层细胞簇，且单个 CTB 的数量与滋养

层细胞簇的数量在子痫孕妇中明显比正常孕妇多，通过机

器学习的方法，利用 CTB 的数量与滋养层细胞簇的数量差

异可对孕妇子痫的发病进行预测。该方法是一种具有广阔

发展前景的无创检测技术，仅利用纳米黏微流控芯片，就可

准确地识别单一的CTB和CTB细胞簇。

（三）液体扫描微流控平台

该微流控平台最初用于富集循环肿瘤细胞。Sonek
等［6］证明了液体扫描微流控平台可以持续地捕获和富集循

环胎儿细胞，特别是CTB。简而言之，该平台每一个模块包

含 8个微芯片，而每个微芯片又包含 150个具有高纵横比的

并行通道，它的高通量特性可以快速地对低至 1 ml的全血

进行处理；该平台可以直接从全血中捕获目标细胞，而不需

要进行初步的分离，捕获滋养层细胞的芯片表面涂上含有

酶切位点的寡核苷酸，寡核苷酸连接捕获抗体，从而富集目

标细胞。结果表明，在 8 例胎儿患有非整倍体疾病的孕妇

外周血中，7例通过该方法获取CTB进行荧光原位杂交分析

的样本可被正确诊断。该方法不需要对全血进行预处理，

从而减少了富集前循环胎儿细胞的损失，此外，富集过程是

自动化的，仅持续3 h，具有良好的发展前景。

（四）惯性微流控

Lin等［7］ 提出了一种方法，用于分离和鉴定来自母体循

环的滋养层细胞。该方法设计了一种微流控稀有细胞盘，

可在 30 min 内处理 15 ml的血液，去除红细胞，以及红细胞

结合的白细胞，同时分离滋养层细胞。另外，该方法为了最

大限度地减少细胞损失，采用免疫荧光染色标记滋养层细

胞。结果显示，标记细胞平均回收率为 91.0%，白细胞去除

率为 99.91%。每个微柱可回收多达 4 个单个细胞，使单个

靶细胞的回收效率达到 100%。该方法的设计新颖，巧妙性

地利用“盘”状结构进行稀有胎儿细胞分离，具有一定的研

究价值和发展前景。

Wei等［8］提出了一种微球辅助惯性微流控芯片，实现了

高通量胎儿 fNRBC的捕获和释放。利用改进的“人”字形结

构作为微小漩涡生成单元，结合弯曲通道，大大增加了流动

条件下靶细胞与芯片内免疫抗体的接触时间，从而实现更

好的捕获性，在检测妊娠早期的 fNRBC中表现出较高的灵

敏度。这种“人”字形结构的惯性微流控芯片进一步拓宽了

惯性微流控的设计思路，在临床样本验证中具有较好的分
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离效果，基于此类惯性微流控的富集方法具有一定的潜力，

但仍需进一步验证。

2020 年 Huang 等［9］的团队提出了一种能快速、有效地

从孕妇外周血样本中富集 CTB 的芯片。微流控芯片

CelutriateChip 1 拥有四级弯曲通道、双通道的独特结构设

计，在惯性和 Dean 微流的作用下，具有较大尺寸的 CTB 能

够有效地与血液细胞进行分离。在进行条件优化后，利用

该芯片可以在 5 min内从 2 ml全血中富集到CTB，平均回收

率可达 52.3% 至 65.8%，白细胞去除率可达 99.95%。更重

要的是，从芯片收集的回收液可以在单细胞水平上分离，并

用于下游免疫荧光染色和遗传基因分型。对 30 例孕妇进

行的临床试验结果表明，该芯片可从 86.67%的孕妇外周血

中成功获取 CTB。通过对稀有 CTB 进行测序，可以准确检

测出HBB基因的单碱基变异。该方法为从孕妇的全血样本

中富集 CTB 提供了一个有效的手段和平台，同其他采用微

流控芯片的方法一样，表明该方法具有良好的发展前景。

（五）联合性微流控芯片

联合型微流控芯片的方法指的是将纳米材料、微球材料

及其他分离策略纳入微流控体系，组建联合分离系统的策

略。联合型的分离方法可在一定程度上弥补单纯微流控方

法检测的不足，有望提高分离效果。Gur等［10］报道的多孔芯

片联合纳米磁珠进行靶细胞分离的方法，该芯片包含4种孔

径的微孔，分别为 15、20、30和 60 μm 从上游至下游进行排

列。在细胞模拟实验中，经过145 min的分离，该系统能捕获

90% 的靶细胞，且 98%的细胞纯度为 100%。但该方法目前

主要集中用于富集模拟实验样本中的滋养层细胞，未来在真

实临床样本的应用等方面还有待进一步的挖掘和探索。

Byeon等［11］发明了一种两步法负选性芯片，用于富集孕

妇外周血中的胎儿 fNRBC。该芯片为“X”型构造，含有两个

入口与两个出口，底座修饰了磁性材料。第一步样本进行

两次红细胞离心聚集后，对红细胞进行裂解，并与抗

CD45修饰的磁珠和抗CD66b修饰的磁珠进行孵育，随后第

二步经过微流控芯片进行负选分离。当孵育后的标本经过

微流控芯片时，抗CD45修饰的磁珠结合的白细胞在磁场排

斥力的作用下向出口 1 移动，而抗 CD66b 修饰的磁珠结合

的 fNRBC 在磁场吸引力的作用下向出口 2 移动，从而实现

fNRBC的分离。结果表明通过该策略分离得到的 fNRBC纯

度为 20%~100%，平均纯度为 87.8%。得益于采用两步法负

选性芯片的高富集纯度，其有望用于高灵敏度的NIPD。

Zhang等［12］首次成功地构建了一个结合确定性横向位

移模式微阵列的微流控芯片，可用于高效分离和释放未经

处理全血中的循环胎儿有核红细胞。为了提高细胞捕获效

率，该芯片使用了确定性横向位移原理，在微通道中嵌入了

数百万根三角形柱，确定性横向位移阵列允许大于临界直

径的细胞突破层流并连续与柱碰撞，从而捕获目标细胞。

此外，三角柱增加了细胞‑抗体的接触时间，从而进一步提

高了捕获效率，较小的细胞会停留在原始的流体层中，从而

最大限度地减少与细胞柱的碰撞，以避免非特异性吸附。

该芯片使用全血处理，不需要任何初始处理，细胞损失小；

全血捕获效率高（约为 90%），白细胞吸附量小（0.078%）；得

益于联合型方法的优势，其有望能进一步提高循环胎儿细

胞的富集效率。

Wang等［13］首先使用明胶包覆、修饰了抗CD147的微球

捕获 fNRBC。利用微球捕获的 fNRBC与正常血细胞之间的

大小差异，该芯片可以有效地纯化 fNRBC。最后，通过酶法

降解明胶涂层，将纯化的 fNRBC从微球中温和地释放出来。

该方法细胞捕获效率约为 81%，纯度为 83%，细胞释放存活

率超过 80%。此外，此方法还在真实孕妇外周血中成功检

测到 fNRBC，平均每毫升为 24个 fNRBC。总之，该方法为从

妊娠期分离 fNRBC提供了一种具有潜力的策略，并为未来

促进NIPD的研究提供了新的思路。

二、以纳米材料、微球材料为基础的富集方法

（一）微球技术

Zhang等［14］提出了一种微珠捕获方法，该微珠被自组装

的二氧化锰纳米颗粒包裹，然后用特异性抗体进行修饰，利

用二氧化锰纳米颗粒的三维纳米结构，提高了 fNRBC的分

离效率。随后，通过使用草酸溶解二氧化锰纳米颗粒涂层

来释放 fNRBC，该方法在荧光原位杂交和短串联重复序列

分析后确认了分离的细胞为 fNRBC，微球的特殊材料特性

可有望提高其与循环胎儿细胞的接触概率，提高分离效果。

Dong 等［15］指出通过将纳米颗粒或纳米球组装到基板

上而制造的纳米结构基板具有更大的表面积，从而增强了

稀有细胞捕获率。羟基磷灰石纳米颗粒/壳聚糖、生物素聚

吡咯和明胶纳米颗粒也被组装在微芯片中，并与抗

CD147 结合，用于从母体血液样本中捕获 fNRBC。这些聚

合物纳米颗粒嵌入的微芯片的平均捕获效率为 80%，纯度

为 85%，富集得到的 fNRBC 存活率为 90%。微球技术近年

来得到了较大的发展，捕获 fNRBC具有效率高、纯度高、存

活率高的特点，是具有发展前景的一项技术。

Wei等［16］用 fNRBC特异性抗体（抗 CD147）对明胶包覆

的二氧化硅微珠进行修饰，以捕获血液样本中的目标细胞。

然后，微珠结合的 fNRBC和正常血细胞之间的密度差异可

以通过改进的高密度梯度分离方法来进行纯化。通过酶降

解微珠表面的明胶膜，可以实现 fNRBC的无损释放，使捕获

的靶细胞温和释放，效率高达 84%，纯度为 80%，这种简单

可靠的 fNRBC检测方法可能具有实现简易NIPD的潜力。

（二）纤维材料吸附手段、适配体

1. 基于硅的微流控平台：Ma等［17］提出了一种基于硅的

微流控细胞富集系统，能够捕获母体外周血中的循环胎儿

细胞，捕获的细胞在芯片上进行荧光原位杂交或回收用于

分子遗传分析。该平台的捕获率约为 88.1%，在所有受试

孕妇的 2 ml血液中成功捕获了 2~71个 fNRBC，总体捕获率

约为 9.75个 fNRBC每毫升母体外周血，且捕获的 fNRBC被

证实是胎儿来源。该方法具有较高的捕获效率，在 fNRBC
捕获和非侵入性产前诊断中可能具有一定的应用前景。

2.基于适配体的 fNRBC 富集：Li 等［18］提出了一种新的
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思路，利用适配体从母体外周血中分离循环胎儿 fNRBC。

结果表明，所开发的适配体具有良好的特异性和亲和力，能

使 fNRBC高效富集。与抗体相比，此方法可以在最终富集

的产物中获得更高的纯度（>94.0%）和良好细胞活力（>
96.0%）的 fNRBC。此外，通过对富集的 fNRBC 的染色体分

析，对胎儿性别鉴定和三体综合征的筛查获得了较高的准

确性。该方法为筛选 fNRBC特异性配体提供了一个有效的

策略，并显示了基于 fNRBC的NIPD的广泛应用潜力。

这些新型方法同时具备一些明显的优点：（1）利用微流

控分选平台精细的微流体优势以及新型纳米材料、微球分

选平台独特的材料特征，使循环胎儿细胞的富集敏感性、特

异性明显提高；（2）微流控分选平台、纳米材料分离设备尺

寸较小、易于不同实验室间布置、开展；（3）微流控分选平

台、纳米材料分离往往操作简便，很多方法无须进行预处

理，全血样本即可进行直接处理、分析，在一定程度上避免

循环胎儿细胞的丢失；（4）微流控分选平台、纳米材料分离

更利于进一步的下游分析，如芯片上的免疫荧光反应以及

单细胞挑选、单细胞扩增；（5）联合型的微流控芯片可采用

多种原理相结合的方式，例如将纳米微球、磁珠与微流控平

台结合，进一步提升富集效果。总之，这些新型方法克服了

传统方法存在的缺点，展现了新型方法学的独特优势，有望

提高外周血稀有胎儿细胞的富集效果。
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