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微流控芯片在乳腺癌骨转移研究中的应用*
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摘要 乳腺癌骨转移患者死亡率高达70%～80%，目前缺乏有效的治疗药物 . 微流控芯片技术能够有效模拟骨组织的生化和

生物物理微环境，便捷地实现模拟骨微环境中乳腺癌骨转移的研究，这将为探索乳腺癌骨转移的细胞和分子机制、进而进

行抗乳腺癌骨转移药物高通量筛选提供有价值的技术方法和平台 . 本综述简要介绍了乳腺癌骨转移的分子机制和治疗药物研

究现状，详细阐述了乳腺癌骨转移的微流控芯片模型，分析了基于微流控芯片技术进行抗乳腺癌骨转移药物高通量筛选的

优势和挑战，旨在为乳腺癌骨转移机制研究和药物筛选提供参考 .
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2019年1月国家癌症中心发布的《2019年中国

最新癌症报告》指出，乳腺癌居中国女性恶性肿瘤

发病率的首位，从 30岁左右开始发病率上升，每

年发病约为30.4万，死亡率居第5位，占所有女性

恶性肿瘤死亡总数的 8.16%. 医学顶级期刊《临床

医师癌症杂志》（CA Cancer J Clin）发表的《2015

中国癌症统计数据》（Cancer statistics in China，

2015）显示：乳腺癌是导致我国 45岁以下女性死

亡的主要原因［1］ . 20%～40%的乳腺癌幸存者最终

会发生癌细胞转移，患者年龄越小，转移风险越

大，一旦发生转移，5年内生存率仅为31%，10年

内的生存率低于 20%［2-3］ . 骨、肺、肝、脑是常发

的远距离转移器官，尤其值得关注的是，约 48%

的转移性乳腺癌发生于骨转移，常伴有严重的骨

痛、骨折、高钙血症、脊髓和神经压迫综合征等病

变［4］，基本不可治愈，死亡率高达70%～80%［2-3］ .

转移乳腺癌细胞在骨中定植、生长和形成转移

病灶，不仅与乳腺癌细胞的固有遗传和表观遗传特

性密切相关，而且与乳腺癌细胞和骨微环境之间的

相互作用密不可分［5］ . 乳腺癌骨转移是癌细胞与骨

微环境相互作用的结果，其中成骨谱系细胞

（osteoblast-lineage cells，OLCs） 构成了转移早期

癌细胞在骨中的直接细胞微环境，促进乳腺癌细胞

定植、存活和增殖形成微转移［6］，随着转移的进

一步发展，破骨细胞与乳腺癌细胞形成彼此互相支

持的“恶性循环”，形成溶骨性骨损伤［7］ .

目前临床上乳腺癌骨转移的标准治疗方法，主

要是利用双膦酸盐类等药物抑制破骨细胞的形成和

功能，从而抑制破骨细胞与乳腺癌细胞之间的“恶

性循环”，延缓乳腺癌骨转移的发展 . 然而疗效不

佳，在接受治疗的患者中，仍有30%～50%的患者

出现新的骨转移、骨骼综合征和疾病发展［8］ . 如能

将乳腺癌骨转移控制在早期阶段，即抑制OLCs与

乳腺癌细胞之间的相互作用，进而抑制癌细胞在骨

中的定植和存活，有望为乳腺癌骨转移早期治疗提

供新策略 .

目前乳腺癌骨转移机制研究与抗肿瘤药物筛选

主要采用二维（two dimensional，2D）细胞培养和

动物实验模型，虽已获得大量重要的研究成果，但

其不足之处显而易见 . 2D细胞培养主要采用细胞培

养板、培养皿（瓶）等实现乳腺癌细胞的体外培

养，几乎没有考虑骨组织中缺氧、间质流体等生物
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物理微环境对乳腺癌细胞-骨组织细胞之间相互作

用和药物作用效果的影响［9-11］ . 动物实验模型主要

利用人源乳腺癌细胞系经心脏、骨髓或肌肉注射进

入免疫缺陷小鼠体内，构建乳腺癌骨转移模

型［12-13］ . 虽然动物实验模型能较好地模拟体内生理

微环境，却不能准确分析癌细胞与骨微环境之间高

度特异性的相互作用，且用于药物筛选成本颇高，

获得的药物筛选结果往往在人体内不能重现［9］ .

微流控芯片起源于微机电加工技术，现已发展

成为一个独特的前沿技术 . 2006 年《自然》杂志

（Nature） 发表文章《微流控芯片的起源与未来》

（The origins and the future of microfluidics），将微

流控芯片定义为使用数十到数百微米尺寸的通道对

极微量体积（10-9～10-18 L）流体进行操纵的科学与

技术［14］ . 此外，微流控芯片可实现体外细胞培养

方式和培养微环境的精确控制［15］ . 微流控芯片技

术的针对问题定制化设计特点，使其在组织微环境

模拟方面体现出了其他技术不可比拟的优势 . 基于

微流控技术的器官芯片（organ-on-a-chip）克服了

传统方法在技术上的限制，所构建的乳腺癌骨转移

模型，不仅能够实现细胞三维（three dimensional，

3D）培养，在体外重现细胞与细胞、细胞与基质

之间的相互作用，而且能够有效模拟骨组织中缺

氧、间质流体等重要的生物物理微环境，在仿生微

环境中研究细胞间相互作用和药物作用效果，且可

通过高分辨率成像系统进行实时成像和结果分

析［9］ . 在乳腺癌骨转移机制研究和抗肿瘤药物筛选

中的优势不言而喻 .

本文简要介绍了乳腺癌骨转移的过程、目前已

获知的分子机制和抗肿瘤药物研究现状，详细阐述

了乳腺癌骨转移微流控芯片模型的结构特点及其在

机制研究和药物筛选中的应用，讨论了基于微流控

技术实现抗肿瘤药物高通量筛选的可行性 .

1 骨微环境与乳腺癌骨转移

乳腺癌骨转移是一个复杂的病理过程，癌细胞

从原发部位进入脉管系统，在骨中定植、存活并增

殖形成转移病灶，取决于癌细胞的内在特性及其与

骨微环境中OLCs和破骨细胞等细胞之间的相互作

用 . OLCs构成了乳腺癌细胞骨转移早期阶段的直

接细胞微环境，支持乳腺癌细胞在骨中的定植和存

活，主要包括3种类型：具有骨形成功能的成骨细

胞及其前体细胞、处于静止骨表面的骨衬细胞，和

偶联骨吸收与骨形成过程的逆转期细胞 . 破骨细胞

是骨中主要执行骨吸收功能的细胞，在转移进一步

发展过程中，支持乳腺癌细胞增殖，乳腺癌细胞也

分泌细胞因子促进破骨细胞的骨吸收功能，从而形

成“恶性循环”，发生溶骨性骨损伤 .

1.1 乳腺癌骨转移过程

乳腺癌骨转移过程经历了 4 个阶段（图 1a） .

a. 定植：乳腺癌细胞定植于骨表面的OLCs微环境

中（约1～2年）；b. 存活或休眠：乳腺癌细胞适应

此微环境，存活并进入一个长期休眠状态（约1～

10年）；c. 激活：骨微环境发生改变时，乳腺癌细

胞被激活，增殖形成微转移；d. 生长：乳腺癌细胞

生长失控，与破骨细胞形成彼此相互支持的“恶性

循环”，形成转移病灶，发生溶骨性骨损伤（后两

个阶段历时约1～2年）［7］ .

1.2 乳腺癌骨转移的细胞与分子机制

1.2.1 乳腺癌细胞定植

研究发现，超过 50% 的早期乳腺癌患者骨髓

中含有播散性乳腺癌细胞［16］ . Devignes 等［6］利用

小鼠乳腺癌骨转移模型，最早在后肢生长板下方的

松质骨表面检测到乳腺癌细胞，其中高度缺氧且富

含成骨前体细胞，成骨前体细胞表达缺氧诱导因子

1α （hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α），HIF 信

号进一步促进OLCs表达趋化因子C-X-C基元配体

12 （chemokine C-X-C motif ligand 12，CXCL12），

直 接 活 化 C-X-C 趋 化 因 子 受 体 4 （C-X-C

chemokine receptor type 4，CXCR4），促进乳腺癌

细胞定植和增殖 .

1.2.2 乳腺癌细胞休眠

乳腺癌细胞在骨中定植后，通常将进入休眠状

态，OLCs 和缺氧微环境在其中起着积极的作

用［7，17］ . OLCs来源的信号分子通过调控乳腺癌细

胞的细胞外信号调节激酶 （extracellular signal-

regulated kinase，ERK）与 p38 丝裂原活化蛋白激

酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）的活

化比例，来调控乳腺癌细胞在休眠和活化中的转

化，ERK/p38活化比例低的乳腺癌细胞处于生长阻

滞的休眠状态［18-19］ . 缺氧微环境可能在维持乳腺癌

细胞休眠状态中发挥作用 .

1.2.3 乳腺癌细胞激活

实验室研究和临床数据均证实，乳腺癌细胞在

OLCs微环境中被激活，具有骨形成功能的成骨细

胞通过N-钙黏蛋白与乳腺癌细胞的E-钙黏蛋白形

成异型黏着连接，激活乳腺癌细胞的雷帕霉素靶蛋

白 （mammalian target of rapamycin，mTOR） 信号
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通路，促进单个乳腺癌细胞增殖形成微转移（图

1b）［20］ . 此外，乳腺癌细胞不能直接从骨微环境中

摄取Ca2+，而是依赖于与成骨细胞通过连接蛋白43

（connexin 43，Cx43）形成的间隙连接，从成骨细

胞中吸收Ca2+ （图 1c），这种顺浓度梯度的Ca2+流

动成为乳腺癌细胞Ca2+的主要来源，支持乳腺癌细

胞生长［21］ .

1.2.4 乳腺癌细胞生长

激活的乳腺癌细胞持续分泌促破骨细胞生成因

子来增强破骨细胞形成，包括甲状旁腺激素相关肽

（parathyroid hormone related peptide，PTHrP）、核

因子 κB 受体活化因子配体 （receptor activator of

nuclear factor kappa-B ligand，RANKL）、白介素

（interleukin， IL）、前列腺素 E （prostaglandin E，

PGE）、 肿 瘤 坏 死 因 子 （tumor necrosis factor，

TNF） 和巨噬细胞集落刺激因子 （macrophage

colony stimulating factor，MCSF）［22］ . 反之，破骨

细胞在骨吸收过程中释放骨基质中的因子促进乳腺

癌细胞生长，包括转化生长因子 β（transforming

growth factor- β， TGF- β）、胰岛素样生长因子

（insulin like growth factor，IGF）、血小板源性生长

因子 （platelet-derived growth factors，PDGFs） 和

骨形态发生蛋白 （bone morphogenetic proteins，

BMPs）［22-23］ . 这种乳腺癌细胞-破骨细胞相互作用

是“恶性循环”学说的主要基础 .

1.3 乳腺癌骨转移的治疗药物

1.3.1 抑制破骨细胞-乳腺癌细胞相互作用的药物

目前临床上治疗乳腺癌骨转移的主要策略，是

通过抑制破骨细胞的骨吸收功能，达到抑制破骨细

胞与乳腺癌细胞之间“恶性循环”、延缓乳腺癌骨

转移发展的目的 . 抗骨吸收药物二磷酸盐、
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Fig. 1 Schematic diagram of the process and mechanism for bone metastasis in breast cancer
图1 乳腺癌骨转移过程及机制图

（a）乳腺癌骨转移的4个阶段：乳腺癌细胞在骨中定植（A）、存活或休眠（B）、激活（C）和生长（D）［7］；（b）OLCs构成乳腺癌细胞骨转

移早期阶段的直接细胞微环境，通过N-钙黏蛋白与乳腺癌细胞的E-钙黏蛋白形成异型黏着连接，激活乳腺癌细胞的mTOR信号通路，促进

单个乳腺癌细胞增殖形成微转移［20］；（c）成骨细胞通过Cx43与乳腺癌细胞形成间隙连接，为乳腺癌细胞提供Ca2+，支持乳腺癌细胞生

长［21］ .
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RANKL 抗体狄诺塞麦等是常用的药物，与放疗、

化疗相结合用于治疗乳腺癌骨转移 . 但是这些治疗

方法并不能治愈乳腺癌骨转移，且存在明显的副作

用，如导致骨量下降、低钙血症、下颌骨坏

死等［16，22］ .

目前，研究人员针对破骨细胞-乳腺癌细胞相

互作用，提出了一些新型的药物［24］，组织蛋白酶

K （carhepsin K） 抑制剂奥当卡替 （odanacatib），

抑制破骨细胞骨吸收的功能；酪氨酸激酶 c-Src抑

制 剂 塞 卡 替 尼 （saracatinib） 和 博 舒 替 尼

（bosutinib），通过抑制 RANKL/RANK 相互作用，

抑制破骨细胞形成 . 上述药物已在动物实验中被证

实具有抑制骨吸收和乳腺癌细胞生长的作用，但是

目前尚无临床试验（图2） .

1.3.2 抑制OLCs-乳腺癌细胞相互作用的药物

目前临床上尚无针对OLCs-乳腺癌细胞相互作

用的药物 . 国内外研究者针对乳腺癌骨转移的临床

骨质流失特征，提出通过增强成骨细胞的骨形成功

能或缓解骨形成功能的抑制，来缓解乳腺癌骨转移

的溶骨性骨损伤症状的思路，并提出以下潜在的治

疗靶点（图2） .

a. Wnt信号通路：Wnt信号通路在成骨细胞骨

形成中发挥关键作用，乳腺癌细胞分泌Dickkopf-1

蛋白（DKK-1）阻断Wnt信号通路中低密度脂蛋白

受 体 相 关 蛋 白 （low-density lipoprotein receptor-

related protein，LRP5/6）与Wnt-1的相互作用，抑

制成骨细胞分化，DKK-1抗体BHQ880可增加成骨

细胞数量，促进骨形成［24］ . 硬骨素 （sclerostin，

SOST）是骨细胞产生的Wnt信号抑制剂，其作用

与 DKK-1 相似 . 因此，研究者提出 DKK-1 抗体和

硬骨素抗体可作为潜在的治疗药物，但目前缺乏治

疗乳腺癌的系统性研究和临床试验 .

b. 组织蛋白酶K：组织蛋白酶K是一种溶酶体

半胱氨酸蛋白酶，在破骨细胞中高表达，在骨吸收

过程中降解骨基质［16，24］ . 组织蛋白酶 K 抑制剂奥

当卡替不仅能够抑制骨吸收，还能促进骨形成，其

作用在雌激素缺乏性骨质流失动物模型以及骨质疏

松症妇女中已得到证实［16］ .
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Fig. 2 Schematic diagram of potential therapeutic targets for bone metastases in breast cancer［16，24-25］

图2 乳腺癌骨转移潜在治疗靶点示意图［16，24-25］

抑制OLCs-乳腺癌细胞相互作用的潜在药物：硬骨素和组织蛋白酶K抑制剂，DKK-1和激活素A抑制剂，Cx43抑制剂，ETA和ETB抑制剂；

抑制破骨细胞-乳腺癌细胞相互作用的潜在药物：RNAKL/RANK抑制剂，Src抑制剂，组织蛋白酶K抑制剂.
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c. 激活素A（activin A）：激活素A是TGF-β超

家族的成员，乳腺癌细胞表达激活素A，抑制成骨

细胞分化［24］，同时促进破骨细胞分化 . 目前没有针

对激活素 A 抑制剂抗乳腺癌骨转移的临床实验

研究 .

当前也有研究者提出针对成骨细胞-乳腺癌细

胞相互作用的潜在治疗靶点（图2） .

a. 内皮素 1 （endothelin-1，ET-1）：乳腺癌细

胞表达的ET-1与成骨细胞表达的细胞表面受体内

皮素受体 A （endothelin A，ETA） 和内皮素受体

（endothelin B，ETB） 相互作用引起骨转移 . ETA

抑制剂阿曲生坦（atrasentan，ABT-627）及ETA和

ETB复合抑制剂波生坦（bosentan）在动物实验中

均能抑制乳腺癌骨转移，目前缺乏相关临床

试验［24］ .

b. Cx43：乳腺癌骨转移早期，成骨细胞与乳

腺癌细胞通过Cx43形成间隙连接，为乳腺癌提供

Ca2+，支持乳腺癌细胞生长 . 乳腺癌骨转移的离体

骨 组 织 药 物 实 验 发 现 ， As2O3 和 达 鲁 舍 替

（danusertib）可降低Cx43的表达水平，减少Ca2+从

成骨细胞向乳腺癌细胞的流动，从而抑制乳腺癌细

胞生长［25］ . 其中，As2O3是FDA批准的治疗急性早

幼粒细胞白血病的药物 .

综上所述，乳腺癌骨转移经历了复杂的OLCs-

乳腺癌细胞、破骨细胞-乳腺癌细胞相互作用，最

终发展为溶骨性骨损伤，目前缺乏有效的治疗药

物 . 2D细胞培养和动物实验模型自身的局限性，限

制了抗肿瘤药物的开发 .

2 乳腺癌骨转移微流控芯片模型

微流控芯片独特的细胞微环境模拟特性，可实

现骨组织中可控生化微环境和生物物理微环境相结

合的有效模拟，研究癌细胞跨血管内皮屏障向骨组

织中的植入、存活、增殖等复杂过程 . 以上特征无

法用传统研究方法（如Boyden小室［26］、平行平板

流体腔［27］、Billups-rothenberg 细胞缺氧小室［28］、

划痕实验等［26］）实现 .

骨组织是一个复杂、坚硬且具有弹性的组织，

分布着大量毛细血管网络，活细胞被嵌入矿化的有

机基质中，该基质主要由羟基磷灰石和 Ⅰ 型胶原

组成，构成了骨组织细胞的主要 3D 生化微环

境［29-30］ . 缺氧和间质流体构成了骨组织的主要生物

物理微环境 . 骨组织中普遍缺氧，实验和数学模拟

方法得到骨中氧张力水平约为 1%～6%［31］，间质

流体的流速范围为 0.1～5 μm/s，间质流体为骨组

织细胞提供营养，并为细胞提供力学刺激，调节组

织形态发生［32］ . 本文将详细阐述当前乳腺癌骨转

移微流控芯片模型在骨组织生化/生物物理微环境

模拟和癌细胞-骨微环境相互作用研究中的应用 .

Kamm课题组［33］构建的乳腺癌骨转移微流控

芯片模型，研究了乳腺癌细胞向骨微环境中的侵入

和形成微转移（图3a） . 具体而言，该芯片由聚二

甲基硅氧烷 （poly-dimethyl-siloxane，PDMS） 制

作，由 3 个培养基管道和 4 个独立的凝胶管道组

成，管道高度为 150 μm，凝胶管道有 8 个 225 μm

× 120 μm 的区域与培养基管道相通［33-34］，Ⅰ 型胶

原蛋白溶液与成骨分化的人骨髓间充质干细胞

（mesenchymal stem cells，MSCs）混合后注入 4 个

独立的凝胶管道中，形成成骨 3D微环境，中央培

养基管道中培养血管内皮细胞，待中央培养基管道

的管壁和凝胶-培养基管道接触界面形成血管内皮

细胞单层后，在培养基管道注入乳腺癌细胞，基于

此 3 种细胞共培养系统，重建了血管化的骨微环

境，观察了乳腺癌细胞跨血管内皮向成骨微环境中

侵入，以及在骨微环境中的增殖和形成微转移的过

程，证明乳腺癌细胞受体 C-X-C 趋化因子受体 2

（C-X-C chemokine receptor type 2，CXCR2） 和骨

分泌的趋化因子趋化因子 C-X-C 基元配体 5

（chemokine C-X-C motif ligand 5，CXCL5）在癌细

胞侵入过程中起主要作用，影响侵入率和迁移距

离 . Kamm 课题组［35］另一项研究，采用类似的微

流控芯片模型构建了血管化骨微环境（图3b），证

实A3腺苷受体（A3 adenosine receptors）能抑制乳

腺癌细胞向骨微环境的迁移渗入 . 上述研究提供了

体外骨微环境中乳腺癌细胞侵入和形成微转移的定

量研究数据，在乳腺癌骨转移生物学研究和开发新

疗法中具有潜在的应用价值 . Marturano-Kruik等［36］

构建了模拟骨组织血管周围微环境的微流控芯片模

型（bone perivascular niche-on-a-chip）（图 3c） . 作

者利用去除细胞的骨基质作为 3D支架材料，通过

3D 共培养 MSCs 与血管内皮细胞，构建了血管化

骨微环境 . 之后，通过向 3D微环境中持续灌注培

养基，形成了流速约为3.1 μm/s的模拟间质流体微

环境，并基于氧气在芯片内的扩散和对流传输，以

及细胞消耗氧气，在 3D微环境中形成了沿流体方

向氧含量急剧下降75%的缺氧微环境 . 在此微环境

中灌注乳腺癌细胞悬液，观察了癌细胞在骨微环境

中的植入和增殖 . 发现与静态培养相比，乳腺癌细
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胞在上述微环境中的植入率、增殖速率和对抗肿瘤

药物的敏感性均显著降低，提示乳腺癌细胞可能在

流体微环境中进入休眠状态 . 与其他大多数微流控

系统相比，该乳腺癌骨转移微流控芯片模型通过精

确控制流体微环境，可实现大尺寸骨组织培养，从

而可以实时评估乳腺癌骨转移定植的早期事件，有

助于确定介导乳腺癌细胞休眠的关键微环境因素，

进而有助于开发更有效的治疗措施 .

Sano等［37］构建了一种血管化的多细胞共培养

球，研究乳腺癌细胞穿过血管网络向细胞球的浸润

（图3d） . 首先将成纤维细胞、内皮细胞和MSCs共

培养于水凝胶中形成多细胞球，并将细胞球导入微

流控芯片管道内，再将内皮细胞接种至多细胞球两

侧，形成了可灌注式的血管化多细胞球，而后将乳

腺癌细胞灌注至两侧微管道，观察乳腺癌细胞穿过

血管网络向多细胞球中迁移的过程，发现相比未分

化的MSCs，骨微环境中乳腺癌细胞表现出更高的

迁移率 . 该研究为基于模拟体内微环境和血管网络
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Fig. 3 Microfluidic chip model of breast cancer bone metastasis
图3 乳腺癌骨转移微流控芯片模型

（a）乳腺癌骨转移微流控芯片模型研究乳腺癌细胞向骨微环境中的侵入和形成微转移［33］；（b）血管化骨微环境微流控芯片模型研究乳腺

癌细胞向骨微环境的迁移渗入［35］；（c）骨组织血管周围微环境微流控芯片模型研究缺氧和间质流体对乳腺癌细胞在骨中定植的影响［36］；

（d）血管化微流控芯片模型研究乳腺癌细胞跨血管网络向成纤维细胞、内皮细胞和MSCs共培养细胞球的迁移［37］；（e）骨组织间质流体微

环境模拟微流控芯片模型研究力学刺激骨细胞对共培养乳腺癌迁移的影响［38］；（f）骨芯片模型研究共培养的乳腺癌细胞在模拟骨组织中

休眠和形成微转移的过程［39］ .
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研究乳腺癌骨转移过程中，癌细胞与微环境中的基

质细胞相互作用提供了新途径 .

Mei等［38］构建了一种模拟骨组织间质流体的

细胞共培养微流控芯片模型，研究骨细胞在力学调

控乳腺癌细胞迁移中的作用（图3e） . 该模型实现

了骨细胞、血管内皮细胞和乳腺癌细胞的共培养，

其中乳腺癌细胞接种于管壁由血管内皮细胞形成单

层的微管道中，该微管道与相邻的骨细胞微管道通

过充满水凝胶的侧管道相连 . 通过对骨细胞施加生

理性振荡流体刺激（1 Pa，1 Hz），观察到与静态

共培养相比，流体刺激骨细胞显著增加了乳腺癌细

胞向骨细胞微管道中的迁移距离和迁移比例 . 该模

型将为体外研究力学刺激调节乳腺癌骨转移机制提

供一个有效的技术方法 .

Hao 等［39］构建骨芯片 （bone-on-a-chip，BC）

形成 3D矿化胶原骨组织，观察了共培养的乳腺癌

细胞在模拟骨组织中休眠和形成微转移的过程（图

3f） . 该BC模型由顶部培养基贮存腔和底部细胞培

养腔组成，中间由一个半透膜隔开 . 成骨细胞 3D

培养于底部培养腔的胶原凝胶基质720 h后自发形

成 3D矿化的仿生骨组织 . 共培养实验中，植入胶

原骨组织表面的转移抑制乳腺癌细胞系MDA-MB-

231-BRMS1进入休眠状态，既不形成大的细胞克

隆，也不侵入骨组织中，而共培养的乳腺癌细胞系

MDA-MB-231 具有截然不同的表现，形成长的侵

袭性伪足，消耗周围基质形成大的孔洞，并增殖形

成微转移，上述现象仅在体内实验中被证实， 由

此可见，该BC模型作为乳腺癌骨转移的体外研究

模型，在研究乳腺癌骨转移的生物学机制中具有极

好的潜在应用前景 .

3 微流控高通量药物筛选

基因和蛋白质组测序技术的发展，使人们能够

更好地理解疾病机制，进而进行药物开发和筛

选［40］ . 在大量备选抗肿瘤药物的筛选中，传统 2D

细胞培养和动物实验还存在很多不足，不仅耗时

长、成本高，动物实验还存在一定的伦理问题，而

且不能模拟生理微环境，最终筛选出的候选药物不

能进入临床使用［41-42］ . 利用微流控技术进行高通量

药物筛选有以下几个优点［42-43］：a. 细胞和试剂用量

少、成本低、灵敏度高，微流控芯片的细胞培养腔

尺寸以 μm为单位，体积一般为 nL至 μL，细胞用

量一般是2 × 105～5 × 105个；b. 通过体外不同类型

细胞共培养和微环境的有效控制，能够更好地模拟

特定组织、器官的生化和生物物理微环境；c. 不涉

及动物实验，不存在伦理问题；d. 可以根据需要定

制个性化结构，如浓度梯度发生器及多元化细胞培

养腔，易于实现高通量筛选，可以筛选大量不同种

类、不同浓度和不同组合的药物；e. 可以实现单细

胞或多细胞的单独培养或共培养，能评估不同生物

水平（即亚细胞、细胞、组织和器官水平）的相关

药物反应 . 因此，微流控芯片为高通量药物筛选提

供了很好的平台 .

高通量药物筛选的一个重要因素是浓度梯度的

产生，细胞在不同药物浓度下表现出不同的行为，

微流控技术能够更容易地构建浓度梯度［44］ .

Kwapiszewska 等［11］开发的药物筛选微流控芯片，

将癌细胞在半球形细胞培养腔中形成肿瘤球，培养

腔与浓度梯度发生器独立连接，使药物在浓度梯度

发生器中产生不同的浓度，研究了癌细胞对不同浓

度抗肿瘤药物的反应（图4a） . Mulholland等［45］设

计的高通量药物筛选平台由双层结构组成，底层用

于前列腺癌细胞成球培养，顶层用于培养基、药物

的灌注，通过将药物和培养基分别加入两侧的进液

口，产生静水压实现浓度梯度，进而实现药物浓度

筛选的目的（图 4b） . Li等［46］用类似的浓度梯度

产生方法模拟了肿瘤组织的缺氧梯度微环境，研究

不同氧气浓度下抗肿瘤药物的细胞毒性 . Au等［47］

设计了一种新型的数字化微流控平台，将成纤维细

胞与肝细胞共培养于水凝胶基质中构建肝组织，利

用有机液滴交换程序，使药物与细胞培养基相混合

至已知浓度，从而实现浓度梯度（图4c） .

高通量药物筛选的另一个重要因素是构建细胞

培养/药物筛选单元的阵列式结构，在不同的细胞

培养/药物筛选单元内检测不同药物种类，或不同

浓度药物分子的作用 . Xu等［48］设计了圆柱体形的

细胞培养单元阵列，通过在细胞培养单元底部灌注

含有不同浓度神经元趋向分子的水凝胶，使不同培

养单元之间和同一培养单元的垂直方向上形成双重

浓度梯度，研究神经元对不同浓度梯度神经趋向分

子的敏感性（图 4d） . 荷兰Mimetas生物技术公司

开发的微流控OrganoPlate®系统，包含96个微流控

阵列式细胞培养单元（图 4e），其原理是在 384孔

板底部进行微流控结构改造，形成 3D细胞培养和

培养基灌注的双层微管道，每个微流控单元与384

孔板的孔相对应，易于实现细胞密度、细胞 3D培

养基质和流体微环境的优化，可极大地提高细胞培

养和药物筛选效率，Lanz等［49］利用该系统 3D 灌
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注式培养乳腺癌细胞，实现了一系列抗肿瘤药物的

作用效果筛选 .

此外，若将微流控浓度梯度发生器与细胞培

养/药物筛选单元的阵列式结构相结合，易于在同

一个芯片上实现药物种类和有效药物浓度的一步式

筛选，并可在同一个芯片上设置多次重复实验组，

将极大地提高筛选效率和结果的可靠性 .

然而，微流控芯片在乳腺癌骨转移高通量药物

筛选方面仍缺乏相应的研究，结合微流控芯片模拟

骨组织微环境以及在高通量药物筛选中的优势，为

乳腺癌骨转移的高通量药物筛选提供了可能 .

4 微流控芯片用于抗乳腺癌骨转移药物高

通量筛选的优势与挑战

《自然》杂志（Nature）于 2017 年发表的文章

“Cancer biology still needs physicists”指出：“自

2013年以来，每年关于癌症的论文发表量超过 1.5

万篇，然而这对癌症治疗并无有效帮助，癌症死亡

率略有降低主要归功于减少吸烟等诸多预防措施

……当前转移癌的治疗费用仍然是个天文数字，而

大多数的治疗基本无效……亟待寻找解释和治疗癌

症转移的有效方法”［50］ .

乳腺癌骨转移从起始到形成转移病灶，发生溶

骨性骨损伤，经历了乳腺癌细胞在骨微环境中定

植、休眠、激活和生长失控形成溶骨性骨损伤等阶

段（图 1a），其中定植阶段历时约 1～2 年，存活/

休眠阶段历时约1～10年，激活和生长失控阶段历
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Fig. 4 Microfluidic high-throughput drug screening model
图4 微流控高通量药物筛选模型

（a）半球形细胞培养腔微流控药物筛选模型用于不同浓度抗肿瘤药物筛选［11］；（b）双层微流控药物筛选模型用于不同浓度抗肿瘤药物筛

选［45］；（c）利用有机液滴交换程序产生浓度梯度的新型数字化微流控平台［47］；（d）具有圆柱型细胞培养阵列及双重浓度梯度的微流控系

统设计［48］；（e）微流控OrganoPlate®系统用于3D乳腺癌细胞培养和抗肿瘤药物筛选［49］ .
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时约 1～2年 . 定植和存活/休眠阶段历时较长，转

移的乳腺癌细胞存活但不增殖，为乳腺癌骨转移治

疗提供了极佳的窗口期 . 然而动物实验模型大多利

用人源乳腺癌细胞系经心脏注入小鼠体内，大量癌

细胞同时进入骨中，有利于乳腺癌细胞的存活和短

时间内形成溶骨性骨损伤，但是难以建立早期乳腺

癌骨转移（定植、存活/休眠）的动物模型，不利

于乳腺癌骨转移早期的药物筛选，当前临床药物治

疗也主要是针对生长失控的溶骨性骨损伤阶段 .

如前所述，乳腺癌骨转移早期，骨微环境中

OLCs构成了乳腺癌细胞直接接触的主要细胞微环

境，支持乳腺癌细胞定植和存活/休眠，此外，骨

中的缺氧和间质流体微环境在乳腺癌细胞定植和存

活/休眠中起着重要的调控作用，因此，利用微流

控芯片独特的骨组织微环境模拟特性［33-39］和高通

量药物筛选的优势［42-43］，有望发展出新的体外测

试平台，筛选出针对乳腺癌骨转移早期治疗的抗肿

瘤药物或化合物 .

尽管如此，利用微流控芯片进行抗乳腺癌骨转

移药物高通量筛选仍面临挑战 . 首先，实现骨微环

境模拟的复杂性与操作简便性之间的平衡问题不容

忽视 . 为了获得更加符合人体骨组织生理微环境的

微流控芯片模型，除了构建与乳腺癌骨转移相符的

细胞共培养之外，模拟 Ⅰ 型胶原和羟基磷灰石构

成的坚硬且具有弹性的3D生化微环境［51］、缺氧和

间质流体的生物物理微环境对研究细胞相互作用和

药物作用效果必不可少［36］ . 而上述微环境的模拟

将显著增加器官芯片的复杂性，使芯片实际操作和

控制变得困难［43］ . 其次，芯片细胞培养和药物作

用的高通量与结果检测高通量之间的平衡是另一个

值得关注的问题，决定了药物筛选的高通量是否确

实可以实现 . 目前大多数微流控芯片与高通量检测

技术（如高分辨率质谱技术、酶联免疫吸附测定技

术） 结合存在难度，高通量成像技术 （如 GE

Health 公司开发的 IN Cell Analyzer 6000 激光共聚

焦成像分析系统、Molecular Devices 公司开发的

ImageXpress Microconfocal 共聚焦高内涵成像系

统）的发展将有利于微流控芯片高通量药物筛选的

发展［50，52］ . 第三，结果的灵敏性和可靠性尤其值

得关注 . 微流控芯片的细胞用量少、体积小，常常

会引起与检测灵敏度相关的技术问题［43］ . 不同的

乳腺癌骨转移模型之间往往存在很大差异，能否作

为可重复性好、结果稳定可靠的临床筛选药物工具

还有待商榷［53］ .

总体而言，微流控芯片通过细胞共培养和微环

境控制，能够很好地模拟骨组织的微环境特征和乳

腺癌骨转移的病理特征［33-39］，并通过特定的结构

实现高通量药物筛选［42-43］，将为抗乳腺癌骨转移

药物筛选提供更多机遇 . 与此同时，也不能忽视当

前微流控芯片技术的局限性 . 微流控技术的发展方

向，在保持其有效模拟微环境特性的同时，要实现

操作简便性、检测高通量和灵敏性的突破，将微流

控技术与 3D打印技术相结合构建肿瘤球和控制肿

瘤微环境，将是一个切实可行的策略［54-56］ .

5 结语与展望

乳腺癌骨转移是造成乳腺癌患者死亡的主要原

因，严重威胁中国乃至世界范围内女性的健康和生

命 . 目前临床治疗方法虽能延缓乳腺癌骨转移的发

展，但不能有效改善患者生存率 . 结合当前蓬勃发

展的微流控芯片技术，能否发现乳腺癌骨转移的新

机制，为乳腺癌骨转移的预防和治疗提供有效的策

略？ 能否为抗肿瘤药物的筛选提供新思路和新方

法，切实可行地提高药物筛选效率和降低成本？

诸多问题摆在研究者面前 .

基于微流控芯片技术在乳腺癌骨转移研究和药

物筛选中具备的优势和面临的挑战，致力于提升微

流控芯片的微环境控制技术，在优化骨微环境模拟

有效性的同时降低芯片操作的难度，并将芯片自身

细胞培养/药物筛选的高通量特点与检测技术方法

的高通量有机结合，提高检测结果的灵敏性和可靠

性，将极大地推动乳腺癌骨转移的机制研究和药物

开发 . 此外，将患者的组织样本与微流控芯片技术

相结合，有望为患者建立个性化的治疗方案 .

致谢 感谢西北工业大学空间生物实验模拟技术国

防重点学科实验室人员的支持．
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The Application of Microfluidic Techniques on Bone Metastasis of
Breast Cancer*
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Abstract A lack of effective treatments for patients suffered from breast cancer with bone metastasis are caused

by limited in vitro models and unsuitable animal models, which leads to 70%~80% mortality rate. Microfluidics

enabled bone-on-a-chip could facilitate the resemblance of the biochemical and biophysical microenvironment of

native bone tissues, which could readily be incorporated with the occurrence of breast cancer so as to recapture

the bone metastasis in a single chip. The microscale chip design could be scaled up with high throughput/content

settings so as to uncover the molecular mechanisms existing in bone metastasis of breast cancer and screen

effective drugs for it more efficiently. In this review, we first introduce the current mechanistic understanding on

bone metastasis of breast cancer and existing drugs for this disease. We then summarized the microfluidic models

used for recapturing bone metastasis phenomena. We also presented high throughput designs aiming for more

efficient drug discovery and development. Lastly, we discuss the advantages and challenges existing in combining

high throughput setting and microfluidic models aiming for effective drug screening targeting bone metastasis of

breast cancer. Together, we hope to provide a clue on how effective treatments could be discovered in the future so

as to decrease the high mortality rate of bone metastasis of breast cancer.
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