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磁性纳米载体用于循环肿瘤细胞的检测

Magnetic nanocarriers for the detection of circulating tumor cells

初琪慧综述；刘永军，张娜审阅（山东大学药学院 天然产物化学生物学教育部重点实验室，山东 济南 250012）

[摘 要] 循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）是从原发肿瘤分离进入外周血或淋巴循环的肿瘤细胞，与肿瘤转移密切相

关。CTC作为液体活检重要标志物之一，支持实时动态重复检测，对于肿瘤的早期筛查、转移抑制、预后评估、复发监测、个性化

治疗指导具有重要意义。然而CTC在血液中含量极低，寻找稳定性好、灵敏度高及特异性强的CTC检测方法是当前研究的热

点。近年来，磁性纳米载体由于生物相容性好、表面易修饰和磁响应速度快等优势在CTC检测中受到广泛关注。本文阐述了

CTC检测的意义，系统归纳了磁性纳米载体用于CTC检测的设计方案，通过巧妙设计构建理想的磁性纳米载体，包括CTC的特

异性捕获，在特定刺激下实现CTC的释放，并对其捕获与释放过程进行监测，从而实现CTC的高效检测。
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肿瘤转移是导致肿瘤患者死亡的主要原因，约

占肿瘤死亡人数的 90% [1]。肿瘤转移主要包括以下

几个过程[2]：（1）原发灶肿瘤细胞增殖；（2）原发灶肿

瘤细胞脱落，形成循环肿瘤细胞（circulating tumor

cell，CTC），CTC以单个细胞或细胞簇形式进入循环

系统；（3）极少数具有高度转移潜能的CTC存活进入

其他组织或器官，形成远处转移；（4）继发肿瘤生成

并再次侵袭和转移。CTC检测对于肿瘤早期筛查、

早期发现具有重要作用[3]，而稳定、灵敏及高特异性

的方法是CTC检测的关键。目前常用的CTC检测方

法主要有密度梯度离心法、微孔过滤法、微流控法、

介电电泳法、基于磁性纳米载体的免疫磁分离法

等[4]。其中，磁性纳米载体具有生物相容性好、表面

易修饰和优良的磁富集功能等优点，广泛应用于磁

生物分离领域。基于磁性分离的CellSearch®系统是

美国食品药品监督管理局（Food and Drug Adminis‐

tration，FDA）唯一批准的CTC检测手段，可见磁性纳

米载体在CTC分离检测中具有重要地位。本文综述

了近年来用于 CTC 检测的磁性纳米载体的研究现

状，以期为合理研发基于磁性纳米载体的CTC新检

测手段提供思路和方法，推动具有临床应用价值的

磁性纳米载体的不断进步与发展。

1 CTC检测的意义

血液中CTC的数量与肿瘤的发生、发展和转移

密切相关，检测CTC可用于：（1）肿瘤早期诊断，肿瘤

直径在 1 mm时，CTC即会进入循环系统[5-6]，而传统

影像学手段难以及时发现肿瘤的转移，因此CTC检

测可用于实现肿瘤早期诊断；（2）评估预后和复发监

测，对已经切除实体肿瘤的患者，若术后监测过程中

发现CTC阳性提示肿瘤复发的可能性；（3）指导个体

化治疗，无论是单个CTC还是CTC簇，均携带肿瘤原

发灶和转移灶遗传和表型信息。通过分析CTC中的

蛋白质、核酸等信息，可用于预判个体耐药性，指导

患者用药，调整治疗方案等。

然而，CTC在血液中的含量极低[7]，对CTC的捕获

与检测极具挑战。磁性纳米载体具有良好的生物相容

性和磁分离能力，在外加磁场的作用下，能够快速实现

CTC的分离，具有操作简便和分离效率高的优点。理

想的磁性纳米载体应具备以下要求：（1）具有快速磁响

应的核芯；（2）表面具有大量易于修饰的活性基团；（3）

同时具备捕获、释放和监测功能（图1）。

2 磁性纳米载体的设计

2.1 磁性纳米载体核芯

磁性纳米载体的核芯主要由铁、镍、钴及其氧化

物等纳米磁珠组成，以氧化铁（γ-Fe2O3、Fe3O4）应用最

多。其中，超顺磁性纳米磁珠在外加磁场的作用下

表现磁性，而在移除外加磁场后不具有磁性，粒径范

围为10~100 nm，表面积大，在溶液中呈单分散态，不

易团聚，是目前应用最广泛的核芯材料[7-8]。
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EpCAM: 上皮细胞黏附分子; PSA: 前列腺抗原; HER-2: 人类表皮生长因子受体2; FA: 叶酸; Tf: 转铁蛋白; CTC: 循环肿瘤细胞

图1 磁性纳米载体用于检测CTC的设计

2.2 核芯的材料修饰

由于磁珠表面缺少可修饰的活性基团，需利用

具备活性基团（如-OH、-NH2、-COOH等）的材料进行

表面修饰，以便于抗体、多肽、荧光分子等的进一步

连接。材料修饰后能显著改善磁性纳米载体的分散

性，不易聚沉，提高磁性纳米载体的稳定性。常用于

磁性纳米载体表面修饰材料可分为无机材料、有机

材料和仿生材料。

2.2.1 无机材料 无机材料具有良好的生物惰性，

能够提高载体的胶体稳定性；表面富含各种官能团，

易与各种生物分子偶联，提高抗体的接枝量。同时，

无机材料修饰后表面积增大，能够增加与CTC的接

触，提高CTC捕获效率。对磁性纳米载体修饰的无

机材料主要包括金[6]、碳[9]、氧化石墨烯[10]、二氧化

硅[11]、二氧化锰[12]、银[13]等，修饰后能够制备新型的功

能性磁性纳米载体。例如，以二氧化硅包覆磁性纳

米粒，二氧化硅表面含有丰富的羟基，通过羟基功

能化，将上皮细胞黏附分子（epithelial cell adhesion

molecules，EpCAM）抗体连接至载体表面[14]；ZHANG

等[15]则利用氧化石墨烯修饰磁性纳米粒，氧化石墨烯

巨大的表面积和表面富含的羧基，增加了EpCAM抗

体的接枝量。同时，石墨烯具有光热效应，通过建立

CTC 数目与由光热效应引起的温差之间的标准曲

线，将样品测得的温差代入标准曲线即可对样品中

的CTC数目进行定量分析。

2.2.2 有机材料 有机材料修饰工艺简单，能够提

高载体的水溶性，使其在血液中不易沉降，表面含有

丰富的官能团能够实现生物功能化。有机材料主要

包括脂质材料[16]、生物大分子（如透明质酸等）[17]、树

枝状大分子[18]、聚合物[19]等。例如，BANERJEE等[18]

则制备了树枝状大分子修饰的磁性纳米载体，树枝

状大分子表面含有丰富的氨基，利于靶向因子转铁

蛋白和荧光染料Cy5的连接；MA等[17]构建了透明质

酸修饰的磁性纳米载体，能够提高载体的生物相容

性和稳定性；透明质酸表面富含羧基、羟基，易于进

一步连接叶酸和EpCAM抗体，实现了双靶修饰。

2.2.3 仿生材料 仿生材料主要包括红细胞膜、白

细胞膜、血小板膜及其混合膜等。在样本检测时，由

于CTC在血液中的含量极低，血细胞的干扰使捕获

纯度降低，即使是获得 FDA 批准临床使用的 Cell‐

Search®系统，仍然会非特异性吸附 1 000~3 000个白

细胞，导致捕获纯度低[20-21]。仿生材料（如细胞膜等）

修饰的磁性纳米载体在提高血液相容性的同时，能

够减少血液中其他细胞的非特异性吸附，提高捕获

效率。

XIONG等[22]通过静电吸附将白细胞膜包覆在磁
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性纳米粒表面进行伪装，表面修饰EpCAM抗体用于

乳腺癌CTC检测。仿生免疫磁球对白细胞具有隐形

作用，可以避免被白细胞非特异性吸附，从而降低样

本中的白细胞背景。实验结果表明，90%的CTC可

以在 15 min内从全血中捕获，且没有检测到非特异

性吸附的白细胞，显著提高了CTC的捕获纯度。

与单一仿生白细胞膜相比，白细胞和血小板混

合膜在减少白细胞非特异性吸附的同时，血小板膜

的存在也能够增加载体与 CTC 的结合能力。RAO

等[23]将血小板膜和白细胞膜融合，包覆在磁性纳米粒

上，然后用特异性抗体EpCAM修饰其表面。实验结

果证明，该系统能够快速分离约90%的CTC，与Cell‐

Search®系统相比，细胞捕获效率由 66.68% 提高到

91.77%，细胞捕获纯度由66.53%提高到96.98%。

2.3 磁性纳米载体的表面修饰

理想的磁性纳米载体检测CTC的过程需要包括

捕获、释放、监测 3个过程。捕获过程是将磁性纳米

载体加入全血中共孵育，从中捕获CTC，在外加磁场

作用下达到分选CTC的目的；释放过程是CTC捕获

后，在一定刺激下实现磁性纳米载体与CTC的解离，

便于收集CTC并进一步培养分析；监测则是对磁性

纳米载体荧光标记，实时观察CTC捕获和释放的过

程[24]。

2.3.1 捕获过程设计 磁性纳米载体通过免疫亲和

法实现对CTC的捕获。CTC表面表达肿瘤组织来源

的特异性标志物，将这些标志物的靶向因子修饰于

磁性纳米载体表面，通过靶向因子与标志物之间的

特异性结合达到捕获CTC的目的。靶向因子可通过

共价键直接偶联于磁性纳米载体表面，也可利用亲

和素和生物素（biotin）之间的特异性相互作用，将亲

和素修饰的磁性纳米载体与生物素化的靶向因子进

行连接。目前对CTC捕获的靶向因子修饰主要包括

EpCAM修饰、非EpCAM修饰和双靶向因子修饰。

（1）EpCAM 修饰 EpCAM 是一种由上皮来源

的癌细胞表达的常规标志物，在表皮源性癌及相关

癌组织中有不同程度的表达，而在外周血细胞中无

表达[25]，目前对CTC的捕获以基于EpCAM修饰最常

用。CellSearch®系统即是基于 EpCAM 抗体修饰对

CTC进行捕获。通过抗原抗体反应识别血液中表达

EpCAM的CTC，在外加磁场的作用下将CTC与血液

中其他细胞分离。

基于 EpCAM 捕获 CTC 尚存在一定局限性[26]。

例如，在良性结肠疾病患者中，循环上皮细胞呈

EpCAM阳性，易产生假阳性的结果[27]。此外，上皮循

环肿瘤细胞进入血液后，在血小板源转化生长因子-β的

刺激下会经历上皮间质转化（epithelial mesenchymal

transformation，EMT）过程，从而导致上皮标志物

EpCAM表达减少，上皮标志物的缺失会导致假阴性

结果[28]。此外，EpCAM的表达受局部微环境影响比

较大，例如RAO等[29]通过组织芯片和全血分析发现，

转移CTC与原发组织相比，其表面EpCAM表达降低

10倍。因此，研究基于非EpCAM修饰来捕获CTC显

得极为重要。

（2）非EpCAM修饰 近年来，开发非EpCAM肿

瘤组织相关的特异性标志物成为捕获CTC研究的热

点。这些非EpCAM修饰的靶向因子包括前列腺抗原

（prostatic specific antigen，PSA）[30]、人类表皮生长因

子受体 2（human epidermal growth factor receptor-2，

HER-2）[31]、表皮生长因子受体（epidermal growth

factor receptor，EGFR）[32]、转铁蛋白[33]、叶酸[34]、N-钙

黏蛋白[35]等。对于不同肿瘤来源的CTC，根据其表面

特异性标志物对磁性纳米载体进行修饰，有助于提

高CTC的捕获效率。如KUAI等[36]制备了EGFR抗

体修饰的磁性纳米脂质体，与传统EpCAM抗体修饰

的磁性纳米载体相比，EGFR抗体修饰的磁性纳米脂

质体在捕获大肠癌患者外周血CTC的过程中，灵敏

度显著提高，具有更高的捕获效率和特异性，捕获的

细胞数量与临床诊断和病理相一致。

（3）双靶向因子修饰 依赖于单一表面生物标

志物捕获CTC应用范围有限，而双靶向因子修饰比

单一靶向因子修饰能有效地增强对CTC的识别，是

当前提高 CTC 捕获率的有效策略。经历 EMT 的

CTC会降低上皮标志物如EpCAM的表达，提高间质

标志物如EGFR、N-钙黏蛋白的表达。MA等[37]构建

了EpCAM和EGFR双抗体偶联的磁性纳米载体，不

仅能捕获EpCAM阳性的CTC，对于EpCAM阴性和

经历EMT的CTC均能捕获，是当前依赖EpCAM的

有效补充；PO 等 [38] 研究表明，N-黏钙蛋白抗体与

EpCAM抗体双靶向修饰的磁性纳米载体对晚期

卵巢癌患者血液中 CTC 捕获效率显著提高，约为

EpCAM单靶向的3倍，具有良好的普遍适用性。

2.3.2 释放过程设计 实现CTC的无损伤释放，获

取高生物活力的CTC进行体外培养，结合基因分析

和药物试验，能够反映出肿瘤细胞基因突变以及其

对治疗药物的敏感性等信息 [39]。因此，在磁性纳

米载体与生物靶分子之间引入刺激响应性基

团，高效捕获 CTC 后，在特定的刺激下，使磁性

纳米载体和 CTC 有效解离，方便收集 CTC 并在

体外进行后续培养，对肿瘤的预后和个性化治

疗具有重要意义。目前，实现 CTC 刺激响应型

释放主要包括光致释放、生物素触发释放、氧化还原

刺激释放、“自释放”等（表1）。
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表1 CTC刺激响应释放的类型

释放类型

光致释放

生物素触发释放

氧化还原刺激释放

“自释放”

响应基团

7-氨基香豆素

邻硝基苄基

生物素-亲和素

二硫键

二氧化锰

金属有机骨架材料MOF

释放率 (%)

73

89

70

89

90

55

95

存活率 (%)

90

97

85

96

98

70

94
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（1）光致释放 光致释放主要是通过在磁性纳

米载体与生物靶分子之间连接光敏基团，在紫外或

近红外光照射下光敏基团发生断裂，从而释放CTC。

光敏基团主要有硝基苄基类、香豆素类、喹啉类等，

光作为外在刺激能够精准调控，有利于实现细胞的

“定时”释放。LV等[40]以链霉素亲和素（streptomycin

avidin，SA）修饰磁性纳米载体，将7-氨基香豆素和生

物素反应生成光敏连接剂，通过生物素与SA之间反

应构建光致释放 CTC 磁性纳米载体。在光照条件

下，香豆素中的C-O键断裂CTC释放，释放的细胞仍

能保持增殖能力。

（2）生物素竞争结合释放 生物素结合竞争释

放CTC，释放条件温和，主要是通过在载体与抗体之

间引入能互相结合的链霉素亲和素与短肽序列，由

于生物素与链霉素亲和素具有更高的亲和力，因此

加入生物素后，使连接抗体的短肽从结合位点脱离，

从而达到释放CTC的目的。LU等[42]通过 strep-tag Ⅱ

（一种短肽序列）连接抗体，strep-tactin（突变链霉

亲和素分子）连接磁性纳米载体，strep-tagⅡ与

strep-tactin特异性结合构建了CTC捕获免疫磁分离

系统。实验结果表明，捕获后加入生物素能够实现

CTC释放，成功地用于 17例肿瘤患者外周血中CTC

的检测，并得到释放后的CTC。

（3）氧化还原刺激释放 氧化还原刺激释放是

通过在磁性纳米载体与生物靶分子之间引入二硫键，捕

获 CTC 后，加入还原剂二硫苏糖醇（dithiothreitol，

DTT），导致二硫键断裂，从而实现 CTC 的释放。

HUANG等[43]以巨噬细胞内吞磁性纳米粒，表面硅烷

化，通过一种含二硫键的连接剂LC-SPDP和生物素-

链霉亲和素相互作用，在载体表面引入了EpCAM抗

体。在加入DTT二硫键断裂后，近 89%的CTC从载

体表面释放。对释放的CTC进行活力研究发现，约

96%的细胞存活，说明氧化还原诱导的细胞释放有利

于保持细胞活性，便于后续细胞分析。

（4）“自释放”“自释放”是由于修饰磁性纳米

粒的高分子材料自身具有环境响应性，在外界信号

刺激下，材料自身发生降解，从而实现使CTC与磁性

纳米载体解离。自释放能够减少释放CTC过程中的

额外步骤，提高细胞生存率。XIE等[45]用金属有机骨

架材料（MOF）修饰磁性纳米粒，由于MOF 具有 pH

敏感性，因此捕获CTC后，在pH=5.5的培养基中继续

共培养 48 h，表面MOF材料被降解，从而释放CTC。

实验结果显示，释放的CTC仍能保持良好的活性，使

用基因突变分析和RNA测序技术对捕获的CTC进

行了分析，结合临床诊断在指导精确医学治疗方面

具有重要意义。

2.4 监测过程设计

为了实时监控捕获CTC的过程，实现CTC捕获

后的可视化，通常采用荧光标记靶向因子或磁性纳

米载体包载荧光素、量子点等来实现，常用的荧光染

料主要包括异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，

FITC）、香豆素、罗丹明B、近红外染料（Cy5）等。如

DING等[32]以FITC标记EGFR多肽，用于监测CTC的

捕获过程；ZHOU等[44]通过层层自组装将量子点包埋

在磁性纳米载体中，能够检测到捕获后的CTC；而在

外在环境刺激下 CTC 释放，荧光消失，说明载体与

CTC分离，便于CTC后续培养分析。

3 磁性纳米载体的临床应用

目前基于磁性纳米载体的CellSearch®系统已上

市，在临床上用于乳腺癌、结直肠癌和前列腺癌CTC

的检测并取得良好的效果。对于低表达EpCAM的

CTC，设计特异性高、灵敏性强的磁性纳米载体用于

临床CTC检测是当前的研究热点，如NIE等[46]设计

了FA修饰的磁性纳米载体成功从卵巢癌患者的外周

血中检测到CTC。将临床样本中分离出的CTC进行

测序分析能够得到肿瘤细胞耐药性、预后评估以及

肿瘤转移机制等信息，如MENG等[8]构建了红细胞膜

修饰的磁性纳米载体，从前列腺癌患者的血液样本

中成功分离CTC后，进行基因突变分析，结果表明肿

瘤转移与PIK3CA基因突变有关。

4 结 语

磁性纳米载体由于其磁响应速度快、生物相容
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性好、易于功能化修饰等优点，在CTC检测中占据了

重要地位。但由于血液中CTC含量低，肿瘤异质性

使肿瘤细胞表面抗原的表达不均一，易出现白细胞

非特异性吸附与抗体识别率低的问题，影响了CTC

检测的灵敏性。针对CTC的捕获、释放与监测过程，

合理设计磁性纳米载体，提高磁性纳米载体对CTC

的捕获率与捕获纯度，从而满足临床需求，具有良好

的研究及应用前景[47]。
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