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肺癌循环肿瘤细胞的单细胞 EGFR 基因突变检测 

孙帅，邓宇亮 
上海交通大学，系统生物医学研究院，上海 200240 

摘要: 循环肿瘤细胞（Circulating tumor cells，CTCs）是从肿瘤原发病灶脱落并侵入外周血循环的肿瘤细胞。

由于 CTCs 存在较大的异质性，其与癌症发展转移密切相关，但目前尚缺乏有效的 CTCs 单细胞异质性检测方

法。鉴于此，本文发展了在单细胞层面对 CTCs 进行基因突变的检测方法并用于单个肺癌 CTC 的 EGFR

（Epidermal growth factor receptor）基因突变检测。首先用集成式微流控系统完成血液中稀有 CTCs 的捕获，

接着将 CTCs 释放入含有多个微孔的微阵列芯片中，得到含有单个 CTC 的微孔，通过显微操作将单个 CTC 转

入 PCR 管内完成单细胞基因组的放大，并进行单细胞的 EGFR 基因突变检测。以非小细胞肺癌细胞系 A549、

NCI-H1650 和 NCI-H1975 为样本，通过芯片与毛细管修饰、引物扩增条件（复性温度、循环次数）的优化，

结果显示在复性温度 59℃、30 个循环次数的条件下，引物扩增效果最优。利用该方法成功地对非小细胞肺癌

（Non-small cell lung cancer, NSCLC）患者的血液样本进行了测试。从患者 2 mL 血液中获取 5 个 CTCs，分别

对其 EGFR 基因的第 18、19、20、21 外显子进行测序，发现该患者 CTCs 均为 EGFR 野生型。研究结果证明

此检测方法可以灵敏地用于单个 CTC 基因突变的检测，在临床研究上具有重要的指导意义。 

关键词: 循环肿瘤细胞；微流控芯片；单细胞基因突变检测；EGFR 

Single-cell detection of EGFR gene mutation in circulating tu-
mor cells in lung cancer 

Shuai Sun, Yuliang Deng 
Shanghai Center for Systems Biomedicine, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China 

Abstract:  Circulating tumor cells (CTCs) are cells that shed from a primary tumor and enter the peripheral blood cir-
culation. The CTCs are closely associated with tumor development and metastasis because of its high heterogeneity. 
However, there are still no effective methods to detect single-cell heterogeneity of the CTCs. To this end, we devel-
oped a method to detect gene mutation in CTCs at the single-cell level and applied it to the detection of EGFR gene 
mutation in single lung cancer CTC. Specifically, the rare CTCs were captured from blood using an integrated micro-
fluidic system, and then were released into a microchip with thousands of nanoliter wells to isolate single CTC. The 
single CTC was then transferred into a PCR tube under the microscope for single-cell genome amplification and de-
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tection of EGFR gene mutation. We firstly modified chip and capillary and optimized PCR conditions (annealing 
temperature, number of cycles) using non-small-cell lung cancer (NSCLC) cell lines A549, NCI-H1650 and 
NCI-H1975 as samples, which showed maximal amplification after 30 cycles with an annealing temperature at 59℃. 
We then successfully detected blood samples from NSCLC patients using this method. 5 CTCs were obtained from 2 
mL patient’s blood and the sequencing of EGFR exons 18, 19, 20 and 21 showed no mutations. Our results demon-
strated that this method is sensitive enough to detect gene mutation in single CTC and has guiding significance 
in clinic research. 

Keywords: circulating tumor cells; microfluidic chip; single-cell gene mutation; EGFR 

近年来，肺癌的发病率与死亡率持续走高，

已经成为威胁我国居民健康的第一大癌症[1, 2]。在

肺癌患者中，非小细胞肺癌（Non-small cell 
lung cancer, NSCLC）约占 70%~80%。已有的研
究[3~8]发现 NSCLC中负责信号传导的表皮生长因
子受体（Epidermal growth factor receptor, EGFR）
发生突变会导致其表达量异常偏高，促进了肿瘤

细胞的增殖、侵袭与转移。因此，对 NSCLC进行
EGFR 突变检测具有重要的临床意义。与传统的
EGFR 检测（组织样本或者血清采样复杂、存在
背景干扰等问题）相比，循环肿瘤细胞（Circulating 
tumor cells，CTCs）检测作为新型“液体活检”
（Liquid biopsy）技术，以其非侵入性、易获得和
可多次采样等优势，受到广泛关注[9, 10]。CTCs是
从肿瘤病灶脱离并播散进入外周血循环的肿瘤细

胞，已被证明是癌症转移的直接来源，与癌症的

发生和发展密切相关。由于 NSCLC患者的 CTCs
具有较大的异质性，因此需要对单个 CTC 进行
EGFR检测，从而为临床诊断提供参考依据。 

微流控芯片（Microfluidic chip）凭借其通道
尺寸与细胞大小相当、集成度高等优势[11]，成为

进行单细胞检测的可靠平台[12]。它可通过将细胞

隔离在独立单元，如微液滴[13, 14]、微腔室[15~17]、

微孔[18, 19]中，实现单细胞的分配。本研究借助微

孔芯片加工灵活、操作简单、通量大等优势，基

于前期 CTCs 捕获的基础[20]，将捕获到的 CTCs
释放后分配到独立微孔中，随后利用显微操作技

术将单个 CTC 转移至低吸附的 PCR 管内进行单
细胞基因组放大，并针对目的基因 EGFR 进行
PCR 扩增和 Sanger 测序，从而完成单个 CTC 的
基因突变检测，并应用于临床样本的研究。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

3种非小细胞肺癌细胞系 A549、NCI-H1650和
NCI-H1975 均来自中国科学院上海生命科学研究院
细胞资源中心。采用 90% RPMI-1640培养基（Life 
Technology, A10491-01），添加 10%优质胎牛血清培
养。A549由于携带 Kras突变，而 Kras与 EGFR突
变相互排斥，因此在基因突变检测阶段作为阴性对

照；NCI-H1650 携带 EGFR 外显子 19 缺失突变；
NCI-H1975携带外显子 20（T790M）和 21（L858R）
双突变。 

1.2  循环肿瘤细胞的捕获与释放 

采用本实验室之前报道的方法 [20], 利用集成式
微流控系统对血液中的 CTCs 进行高效分离。该系
统利用光敏多聚核苷酸-抗体复合物对 CTCs 进行捕
获，并且通过 UV 光照射，可以对多聚核苷酸中的
光敏基团进行“剪切”，从而实现 CTCs的释放。 

1.3  微孔阵列芯片设计 

为了与单细胞基因组扩增试剂盒的要求相匹配，

设计了一个带有 3200个微孔的微阵列芯片，每个微
孔长 800 μm，宽 100 μm，深 50 μm，体积为 4 nL。
循环肿瘤细胞的数目极少，分散在含有 3200个微孔
的芯片上，大部分微孔仅含有 0 个或 1 个细胞，有
利于显微操作提取单个细胞检测基因突变。 

1.4  显微操作获取单个循环肿瘤细胞 

单细胞在操作过程中极易丢失，因此将捕获到

的 CTCs 释放到微阵列芯片中以在不同的微孔内获
得单个 CTC。图 1所示，在显微操作仪（显微镜 Nikon 
ECLIPSE Ti-S；微型操作器 Xenoworks NEW  
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图 1  显微操作获取单个循环肿瘤细胞 
1: 显微镜视野下找到微孔中的目标 CTC；2:用毛细玻璃管负压
吸取单个 CTC；3:转移单个 CTC 至低吸附的 PCR 管；4: 将毛
细玻璃管中的缓冲液及单个 CTC 一起排出；5:显微操作完成，
准备后续单细胞基因组放大实验。 

 
MP-265/MPC-365；拍照软件 NIS-Elements Basic 
Research）上，利用处理好的毛细玻璃管（尖端口径
约 15 μm，比细胞直径稍大）负压吸取单个细胞，
转入低吸附 PCR管内进行后续单细胞基因组放大。 

1.5  单细胞全基因组放大 

单个细胞的 DNA量不易于目的基因的扩增，采
用 REPLI-g Single Cell Kit（Qiagen，USA）对单细
胞全基因组进行放大。将单个细胞悬于 4 µL磷酸盐
缓冲液，加入 3 µL变性液 65℃高温孵育 10 min后，
加入 3 µL终止缓冲液终止变性。然后，依次加入 29 
µL反应液、2 µLPhi29 DNA聚合酶（REPLI-g Single 
Cell Kit提供），并补水至体积 50 µL，30℃反应 8 h，
最后于 65℃高温继续反应 3 min使酶失活，终止整
个放大过程。利用酚氯仿乙醇沉淀进行提纯后，用

于后续的目的基因扩增。 

1.6 引物序列与合成 

采用 Primer Premier 5.0软件设计引物，用于
检测 EGFR基因的 4个外显子（表 1）。为了便于
对单个 CTC的 EGFR基因的 4个外显子的测序结

果进行比较，引物设计的原则是：4 对引物的    
复性温度接近一致。引物合成在 Invitrogen 公司  
完成。 

1.7  目的基因测序及分析 

显微操作获取单个 CTC后，首先完成单细胞的
全基因组放大，然后根据设计的引物扩增目的片段，

即 EGFR 基因的 18~21 号外显子。根据琼脂糖凝胶
电泳的结果判断扩增效果，然后对单一目的条带进

行纯化和 Sanger 测序，最后分别将细胞系
NCI-H1650和 NCI-H1975的单细胞测序结果与对照
组 A549的单细胞测序结果进行比对，确定目的突变
的检测是否成功。Sanger测序同样在 Invitrogen公司
完成。 

利用 NCBI数据库的 Nucleotide Blast将细胞系
单细胞样本测序结果与数据库已有序列进行比对。

根据文献调研，已有较多研究显示，A549细胞系不
存在 EGFR 的基因突变，而且实际比对结果与调研
结果显示一致。鉴于此，在本研究中，将细胞系

NCI-H1650 和 NCI-H1975 的测序结果与 A549 样本
的序列进行比对，发现 NCI-H1650携带有 EGFR基
因的外显子 19缺失突变，NCI-H1975携带有 EGFR
基因的外显子 20 和 21 双点突变，结果均与已知结
果相匹配。 

2  结果与分析 

2.1  单个 CTC的获取 

为了实现单个循环肿瘤细胞的分配与转移，本

文设计并制作了微孔微阵列芯片（图 2A），使用前 

 
表 1  基因突变的引物合成 

基因突变位点 引物序列（5′→3′） 片段大小（bp） 

EGFR-exon 18 
Forward：TGGAGAAGCTCCCAACCAA 

231 
Reverse：TTCCCAAACACTCAGTGAAACA 

EGFR-exon 19 
Forward：CAGTGTCCCTCACCTTCGG 

205 
Reverse：TTTCCTTGTTGGCTTTCG 

EGFR-exon 20 
Forward：CTTTATCCAATGTGCTCCTC 

486 
Reverse：TCTCCCTTCCCTGATTACCT 

EGFR-exon 21 
Forward：TTCGCCAGCCATAAGTCCT 

500 
Reverse：TCATTCACTGTCCCAGCAAG 
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将微阵列芯片贴在洁净的载玻片上。然后，在超净

室内进行单个 CTC的分配。具体方法如下：直接将
悬于缓冲液的循环肿瘤细胞铺在微阵列芯片的表面，

然后用 Parafilm 薄膜将表面溢出的液体刮净，静置
15min，可在显微镜下观察到单个微孔中含有单个
CTC（图 2：B、C）。在获得单个微孔中的单个 CTC
的过程中，存在细胞没有进入微孔或者单个微孔中

出现 0、1、2、3 个细胞的情况（图 2C）。但鉴于
实验的目的是单次实验中获得 5 个单微孔的单细胞，
因此该现象不会影响后续实验。 
由于微芯片的微孔体积只有 4 nL，缓冲液在干

燥的环境下极易挥发致使单细胞易于与聚二甲基硅

氧烷（Polydimethylsiloxane，PDMS）基底发生粘
连，从而降低显微操作获取单细胞的成功率。因此，

视野下找到目标单细胞后，通过显微操作的毛细管

再次注入缓冲液，通过轻微移动毛细管，对单个 CTC
进行刮取，然后对刮取下的单个 CTC进行负压吸取，
并转移到低吸附 PCR管中，图 3为从微阵列芯片内
取走单细胞前后的对照情况。 

2.2  基底与毛细管双重修饰对获取单细胞的影响 

本文采用的微孔芯片用 PDMS 制备，CTCs 表
面有蛋白表达，易与 PDMS 基底和玻璃毛细管发生
粘连，影响显微操作转移 CTCs 的效率，进而影响
CTCs的 EGFR检测成功率。为避免非特异性吸附的
影响，本实验采用 BSA 与三甲基氯硅烷（TMCS）
分别对芯片基底和玻璃毛细管进行修饰。首先采用

1% BSA 对微芯片凹槽进行修饰，每次实验选取 5
个循环肿瘤细胞，结果发现单个循环肿瘤细胞从凹

槽中取出的难度降低，成功率由 0%~20%提高至

40%。之后，在用 BSA对微芯片凹槽修饰的基础上，
同时采用 TMCS对洁净的玻璃毛细管进行表面处理，
方法是在干燥的环境中用 TMCS 蒸汽熏玻璃毛细管
15 min，TMCS 可与玻璃中的二氧化硅进行反应，
使玻璃毛细管表面疏水化，从而不易与细胞产生粘

附。实验结果显示，双重修饰大幅提高单个循环肿

瘤细胞的转移效率，达到 60%。 
 

 
 

图 2  微阵列芯片实物图及单细胞分配 
A：微阵列芯片贴在洁净的载玻片上；B：显微镜下的微阵列芯
片结构，空白芯片图； 
C：铺展细胞悬液，单细胞在微阵列芯片内的分配图。箭头指向
的圆圈表示得到的单个 CTC。 

 

 
 

图 3  显微操作从微阵列芯片内取单细胞 
A: 白光下找到单细胞的视野；B：显微操作单个 CTC被取走后的视野。箭头指向的圆圈表示得到的单个 CTC。 
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2.3  扩增条件的优化与细胞系验证 

以非小细胞肺癌细胞系 A549 为样本，针对
EGFR基因外显子 20所对应的引物，进行引物扩增
条件的优化，设计了 4 个复性温度梯度，分别
是 50℃、55℃、57℃和 59℃。结果显示 59℃的扩增
条带清晰且亮度高（图 4A）。在循环数的优化过程
中，进行了 25 个循环与 30 个循环的比较，结果显
示 30个循环的扩增条带清晰且亮度高（图 4B）。因
此 PCR扩增的优化条件最后确定为复性温度为 59℃，
循环数为 30。其他 3对引物进行了同样的优化过程。
在本实验中，EGFR 基因的 4 个外显子所对应的引
物能在相同条件下完成目的基因的扩增，这不但可

以节约时间，而且有利于单个 CTC的结果比较。 
为证明对单个 CTC进行基因检测的有效性，选

用非小细胞肺癌细胞系 A549、 NCI-H1650 和
NCI-H1975 对 EGFR 基因的突变进行了检测。PCR
复性温度 59℃，重复 30个循环。如图 5所示，3个
细胞系均成功扩增出 EGFR 基因的 4 个外显子。
Sanger测序结果显示，A549的 4个外显子全部为野
生型，NCI-H1650发生外显子 19缺失，NCI-H1975
的外显子 20 和 21 出现双突变。实验结果与已知结
果完全相符，从而证明该技术的可行性。 

2.4  NSCLC患者 CTCs单细胞 EGFR突变检测 

通过细胞系验证该检测技术的可行性后，本文

利用此方法检测了 NSCLC 患者血液内单个 CTC 的
基因突变状况。显微操作从芯片微孔中获取 5 个
CTCs进行检测。电泳结果显示成功扩增了 4个 CTCs
的不同目的基因，如图 6所示。其中，1#~4#单细胞
均明显看到成功扩增出 EGFR 基因的 4 个外显子，
与阳性对照 A549 的 EGFR 基因扩增结果完全一
致；5#单细胞未扩增出外显子 18、19、20，但是却
扩增出外显子 21，原因可能是非小细胞肺癌患者出
现了 EGFR 基因的缺失，而缺失片段恰好覆盖外显
子 18~20。测序图谱显示 1#~4#单细胞的 EGFR基因
外显子 18、19、20 和 21 均未发生目的突变，即均
为野生型，且 5#单细胞的外显子 21也呈现野生型。
在临床中，检测患者原发病灶组织样本的基因突变

对于治疗方式选择至关重要，与原发病灶组织样本

检测相比，CTCs的获取与检测更为容易，一定程度
上可以代表原发病灶。 

3  讨 论 

近年来，随着研究的深入，单细胞基因检测取

得了很大的进展，如哈佛大学谢晓亮课题组发展的

基于多重复性和成环循环扩增的单细胞检测[21]，华

大基因研究院发展的基于多重置换扩增（Multiple 
displacement amplification, MDA）的单细胞测序[22, 23]

等。单细胞基因测序技术取得的进展，使得在单细

胞层面研究肿瘤细胞的异质性成为可能，然而如何

进行单细胞样本的制备，是制约单细胞分析的瓶颈。

目前使用较多的是 Fluidigm 公司 C1 系统[24]，其采

用双层泵阀芯片结构，通过流体的控制，可以完成

单细胞的捕获与预扩增，由于 C1系统为了保证单细
胞的捕获效率，要求细胞进样量较多（103 量级），

稀有细胞（如本文提及的 CTCs），由于其数目少，
不能满足该系统的进样要求。此外，还有基于微液

滴的分析方法[25]，将细胞包裹在单个液滴中，完成

单细胞独立单元的分配，由于液滴中包含 PCR预扩
增反应物，可以实现单细胞数字 PCR，然而其同样
需要细胞进样量较多，不适合于稀有细胞的分析。

因此，为实现稀有细胞的单细胞分析，本文采用了

微孔结构的芯片设计，其优点在于：（1）可以便利
的实现单细胞独立单元的分配；（2）可以直观的对
所需目标细胞通过显微操作的方式进行吸取转移等

操作；（3）芯片制作简单，成本低。 
本实验将捕获的 CTCs 释放入含有多个微孔的

微阵列芯片，以得到含有单个 CTC的微孔，并通过 
 

 
 

图 4  PCR 扩增条件的优化 
以 A549 细胞系为材料、以 EGFR 基因的外显子 20 对应引物进
行条件优化。A：温度优化过程，最终选择 59℃；B：循环数优
化过程，最终选择 30个循环。 
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图 5  单细胞测序图谱比较 
A549、NCI-H1975 和 NCI-H1650 单细胞均成功扩增出 EGFR 基因的 4 个外显子，测序显示 A549 的 4 个外显子全部呈现野生型，
NCI-H160外显子 19发生缺失突变，NCI-H1975的外显子 20 和 21发生双点突变。本实验同时检测了 EGFR 基因的外显子 18，由于
3种细胞系的 18号外显子均呈现野生型，所以未在测序结果中显示。 
 

 

 
 

图 6  不同临床患者 CTCs 目的基因扩增结果 
1#~5#代表 5 个不同 NSCLC 患者的 CTCs 样本。“N”代表阴性
对照，“P”代表阳性对照。 

 
显微操作技术平台将单个 CTC 转入 PCR 管内完成
单细胞基因组的放大，最后利用 PCR技术和 Sanger
测序完成单细胞的 EGFR 基因突变检测。通过对基
底与毛细管修饰，减少非特异性吸附的影响；通过

对引物扩增的条件进行优化，寻找最佳的扩增温度

与循环数；选择非小细胞肺癌细胞系 A549、
NCI-H1650和 NCI-H1975分别对本实验技术路线进
行验证，并对 NSCLC患者的 CTCs进行单细胞层面
的 EGFR 检测。本文发展的基于微流控芯片、显微
操作平台和一代测序相结合的技术可以快捷有效的

针对单个循环肿瘤细胞进行基因检测，不但有助于

研究 CTC的异质性问题，更可能在一定程度上提供
有效的靶向治疗信息，从而促进临床诊疗的进步。 
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