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基质辅助激光解吸电离质谱用于生物组织的质谱成像应用进展
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摘要!基质辅助激光解吸电离质谱"@IHLJ@A#用于分析组织切片已成为质谱学的一个新领域%质谱成像

技术通过直接对组织切片表面的质谱扫描$可以快速直观地分析组织中的分子$如蛋白质’多肽’药物分子’

代谢产物等及其空间分布信息%本工作综述了组织切片的质谱成像原理$方法学和相关应用%
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!!基质辅助激光解吸电离$飞行时间质谱
"@IHLJ$]N)@A#的原理是用激光照射样品
与基质形成共结晶$基质从激光中吸收能量传递
给生物分子$使生物分子电离$离子在电场作用
下飞过飞行管道$根据到达检测器的飞行时间不
同而被检测$测定离子的质荷比与离子的飞行时
间成正比(%$!)%@IHLJ$]N) @A具有灵敏度

高’准确度高及分辨率高等特点$为生命科学$特
别是蛋白质组学等领域提供了一种强有力的分

析测试手段(&$8)%
近年来$质谱成像技术作为质谱技术中的一

个新领域迅速发展$它通过对生物组织表面直接
进行质谱扫描和分析$将扫描产生的离子信号通
过数据处理与图像重建技术结合$能够确定病变



组织和正常组织中不同部位的特定分子位置及

相对含量!能够跟踪药物及其代谢产物的空间分
布等!在了解组织病理特征"疾病诊断"药物疗效
及发现生物标志物和疾病预后评估等临床应用

中扮演着越来越重要的角色#’$%!$%本工作概述
了 @IHLJ质谱用于组织成像的原理!方法学以
及该技术的应用研究%

C!+(%,)组织成像原理和特点
@IHLJ组织成像的一般过程首先在低温

环境下!将组织切片粘附于 @IHLJ靶板上!基
质覆盖于组织表面!基质与组织切片中的被分析
物在原位形成共结晶!随后!将靶板直接送入质
谱进行检测%质谱仪对被定义的组织表面区域
扫描并采集离子信息!包括该信息采集点的坐
标"组织表面各组分产生的离子质荷比以及各组
分离子的强度信息%这些信息通过专门的图像
分析软件处理后!即可获得该区域各个组分的
&二维离子分布图’!组分在每个点上的相对量
(以峰强度或峰面积定义)可用亮度强弱或不同
颜色来表示%根据在被分析区域内取点的不同

可以将质谱成像分为两大类*一是在组织表面选
取不连续的点(通常随机选取%"多个点)!对选
取的点进行质谱分析!称为G:7;/0/2T@A+另一
类是对组织切片进行连续分析(通常以&"!%’"

#- 为直径的连续像素)!将获得连续的二维分
布图!通过三维重建技术即可获得组分在组织中
的空间分布图!称为J-.T/2T@A#*$%质谱成像
方法流程示于图%%从 @IHLJ质谱组织成像
原理和技术流程可以看到!@IHLJ质谱成像具
有以下特点#%&$%8$*%)无需事先知道所研究疾病
或药物相关生物分子的信息!且不局限于特异的
一种或者几种分子!它可在组织切片中找到多种
分子!并提供这些分子在组织中空间分布的精确
信息+!)可对被检测到的分子含量进行简单的
定量!为寻找"阐明和鉴定重要分子标记物等提
供了更快速的分析结果以及可视化结果+&)通过
组织样品以扫描的模式捕获谱图并形成图像!获
得图像不需要对组织中的生物分子进行体外标

记或染色!操作方便"简单+8)可直接以组织切
片或细胞(细胞团)进行分析!具有较高的兼
容性%

图C!质谱成像技术的流程图
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J!+(%,)组织成像中的关键技术
@IHLJ组织成像中的关键技术主要包括

以下8个部分!组织切片的制备"基质的选择和
点覆"质谱分析方法"数据统计及处理#能否取
得高灵敏度"稳定性好的质谱信号"直接取决于
样品的制备和相关质谱技术的发展$%’%#

JEC!组织切片的制备
组织切片制备的过程需要保证切片质量的

稳定性和准确性&组织表面分子空间分布的完整
性等"不当的操作过程或不合适的组织保存方式
会引起组织表面分子的降解或者移位#如获得
的组织样本如何保存&切片制备时的温度&切片
的厚度和如何将切片转移到质谱靶板上等"都需
要通过实验来摸索#通常"从活体获得的组织取
出后"迅速的用纯水冲洗掉表面血"立即用铝箔
纸轻轻的包裹"放入液氮中保存#如果需要进一
步长期保存"则可将其放入V*"d低温冰箱#
组织在冰冻切片机中进行切片处理"冰冻切片机
的操作温度一般控制在V’!V!’d"此时冷冻
组织硬度适宜"对大多数标本来说容易切出满意
的切片#但纤维组织多且致密者或富含脂肪组
织者"该温度下的组织硬度可能不够"无法切出
完整的切片或切出的切片出现皱折"通常需要较
低的温度以保证组织原来的形貌"从而保证切片
的质量#切片的厚度非常重要"稍厚的切片易于
进行切片操作"但覆盖基质后不容易干燥’而较
薄的切片尽管容易干燥"但在切片制作过程中却
比较难以操作#因此"通常的切片厚度是%"!!"

#-"大约是哺乳动物单个细胞的直径"这样既相
对容易操作和干燥"也可以保证大多数的细胞被
切开"将胞内的主要部分暴露出来#制备好的切
片可以用多种方式转移到质谱的靶板上"在转移
切片的过程中"需要保证切片本身的形貌"避免
不当操作引起的切片划痕&破裂&卷曲等#最常
见的是先将 @IHLJ靶板在冰冻切片机中预冷"
切片一旦切割下来后"立即用刷子转移到预冷好
的靶板上’另一种方法是将切片转移到极薄的盖
玻片上"然后将盖玻片用导电胶带粘在 @IHLJ
靶板上#这两种方法在切片过程中产生的细小
冰晶可同时被转移到靶板或盖玻片上"不容易引
起水溶性蛋白的丢失#此外"由于在传统组织染
色过程中"会引入如琼脂或聚合物等易在质谱中
产生离子信号的物质"染色过的切片一般不用于
组织成像技术#由于石蜡切片也会引入易在质

谱中产生离子信号的物质"且操作过程比较复
杂"一般用于组织成像技术的切片是冷冻切片"
但近年来也有文献报道"可以将石蜡切片用于组
织成像"为组织成像技术开拓了新的领域$%(%#

JEJ!基质的选择和覆盖方式
基质的选择是 @IHLJ实验成功的关键"在

实验中选择何种基质进行样品分析依赖于所分

析的样品(如样品的种类&质量大小及性质等
等)"另外"使用的溶剂也会影响基质的表现行
为#选择合适的基质体系对于直接组织分析"获
得高质量&高灵敏的图谱显得尤为关键"需要满
足的基本条件有!基质能与组织表面分子形成良
好的共结晶’能提供目标分子的高效离子化能
力#以蛋白质等大分子为分析对象时"常用A/$
2.B/2/6.6/Y(&"’$Y/->C=7P1$8$=1Y:7P16/22.-/6
.6/Y"AI)作为基质"而在分析多肽类小分子时"
常用#$61.27$8$=1Y:7P16/22.-/6.6/Y(<F<I)"
针对组织表面的药物小分子或外源性代谢小分

子等的分析"也有研究者选用!"’$Y/=1Y:7P1$
>̂2\7/6.6/Y(LF‘)等作为基质#此外"对基质
体系进行优化可以改善结晶状况"使样品有效解
吸电离"增强质谱信号"进而提高分析灵敏度&分
辨率和重复性等#如A6=Z.:C\等$%’%对基质体
系的溶剂进行考察"以AI为基质"改变基质溶
剂"使其中的有机溶剂分别为&"Q&’"Q 和

+"Q 时"发现当溶剂中含’"Q有机相时组织表
面的结晶更加均匀’同样以AI为基质"改变有
机溶剂的组成"如乙醇&甲醇&乙腈等"发现当有
机相为乙醇时"可以得到更均匀的结晶和更强的
信号#另外"考察基质体系中三氟乙酸(])I)
的浓度发现"])I 的含量在"5&Q!%5"Q之
间"较有利于组织表面分子的离子化#总的来
说"基质的选择和优化都需要根据实际要分析的
组织和分析的目标分子来进行更进一步的优化

和选择#
另一个需要考虑的因素是基质在组织切片

表面的覆盖方式"需要保证组织切片上的被分析
物分子无扩散或移位现象"合适的基质覆盖方式
是直接从组织表面获得高质量图谱的重要保

证$%+$%*%#通常基质覆盖方式可分为两类"一是
在组织表面选定的微小区域上用枪头或者自动

点样系统点覆基质"基质上样量约在数十个纳升
左右"得到的基质斑点尺寸约在几十个微米左
右"这样的基质点覆方式所对应的一般是G:7;/$
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0/2T@A!关注的是组织某些特定区域内的物质
信号!得到的是低像素的组织成像图!或者说是
组织成像轮廓图!可以用于快速比较疾病和正常
组织间的差异"另一种是在组织表面所有区域均
覆盖上基质!通常以喷雾或者化学打印机的方式
将基质喷涂在组织切片表面!对应的是J-.T/2T
@A#喷雾法在喷雾和干燥反复循环的条件下操
作!每次喷雾达到刚好润湿切片的效果!待干燥
后再进行下一轮喷雾!共循环%"次左右#高质
量的组织成像图像需要保证覆盖在组织表面的

基质连续均匀一致!这样激光按照软件设定的步
长值!以逐行扫描的模式记录下组织表面每个点
的信息!并将特定的A$B信号在组织表面的分
布及强度信息最终以空间成像的方式表现出来#
成像的分辨率一般主要受基质结晶的尺寸和激

光的光斑尺寸两个因素共同影响!当基质结晶的
尺寸大于激光光斑的尺寸时!需要设置相对较大
的扫描步长以保证足够多的基质和样品结晶被

扫描"当基质结晶的尺寸小于光斑尺寸时!需要
设置较小的扫描步长!此时分辨率是由激光光斑
的直径决定%%#&#其他的基质点覆技术还有’大
液滴滴加法(0.:T>Y:7B0>C)*+’电喷雾喷涂法
(>0>6C:7?B:.1Y>B7?/C/72)*或’浸润法(/-->:$
?/2T)*等!根据实际的需要采取不同的基质覆盖
方法有利于得到需要的分析结果#

JEK!质谱分析方法
质谱分析方法是组织成像技术的核心!对组

织表面进行直接的质谱分析不同于常规质谱分

析!会遇到更多的挑战#如在组织成像实验中!
组织表面的蛋白或者其他分子未经过分离!组织
表面生理条件下存在的盐类及其他小分子等会

对质谱分析产生干扰"或者随着被测分析物的相
对分子质量增加!质谱的灵敏度和精确度会有一
定程度的减弱!这要根据实际样品的需要对质谱
条件进行优化#另外!离子抑制效应作为一种常
见的质谱现象!在组织成像分析中尤其需要注
意#当血红蛋白的丰度较高时!常常会抑制其他
分子质量与之相近的分子的信号!一般可以通过
尽量使组织切片在制备时就避免和体内血液接

触!以避免血红蛋白的干扰"但当血红蛋白处于
相对低量时!可以用来作为内标对质量数进行
校正%%’&#
质谱分析方法的优化主要通过以下几种方

式进行,%)质量扫描范围#将质量扫描范围设

定成较小的区域或者进行分段扫描!或者将反射
式模式和线性模式相结合等!可以使得目标分子
信号更容易检出且有较高的分辨率和精确度"!)
栅电压及脉冲延迟时间#如检测高分子质量范
围(!""""!%""""")时!可以设定相对较低的
栅电压(*+Q!#!Q)和较长的脉冲延迟时间
(!""!*""2?)"&)激光强度#根据被分析对象
和所选择的基质!调解合适的激光强度!可以获
得相对较高信噪比的信号!且尽量保证在激光辐
照下不造成易碎裂的分子碎裂"8)谱图累积数#
在G:7;/0/2T@A中!一般每个谱图由!’"!+’"
个亚谱组成!而在J-.T/2T@A中!由于扫描区
域的基质较薄及基质和样品的结晶含量较少!一
般每个图谱由&"!!""个亚谱组成#’)扫描步
长#在J-.T/2T@A中!需要根据实际需要来设
定扫描的步长!通过扫描步长的设定将组织切片
表面划分成类似于一个个像素的微小区域!通常
的扫描步长约为%""!!""#-左右!较小的扫
描步长值容易得到高质量的成像图!但分析时间
较长#以上因素需要综合考虑!以获得更高质量
的质谱图和成像图#

JEL!数据统计及处理
在质谱分析过程中!首先根据组织切片的大

小设定激光的扫描区域并将其均分为二维点阵!
然后设置好自动扫描参数!如激光强度+扫描模
式等!由质谱系统自动采集数据#这样的质谱成
像直接分析组织切片的过程会获得海量数据!需
要经过统计学的计算及处理!找到组织的特征峰
或者差异峰以鉴定目标分子#统计学分析主要
包括,%)选择组织中重要的差异分子%!"$!%&!即采
用_b (_:4?U.$b.00/?)检验+)/?=>:精确检验+
微矩阵显著性分析(?/T2/;/6.26>.2.01?/?7;-/$
6:7.::.1?!AI@)+基因加权分析 (Z>/T=C>Y
T>2>.2.01?/?!bXI)等方法进行显著性分析!
需要根据选取的不同算法设置不同的阈值(64C$
7;;)确定差异!如对于_b 检验通常设置的阈值
为4%"5"""%#!)用’多重统计加权复合协变
量方法(Z>/T=C>Y;0>P/̂0>67-B742Y67[.:/.C>
->C=7Y!b)<<@)*%!!&建立分类预测参数和分
类预测模型#&)用 b)<<@ 建立的预测参数
分析未知组织!对测试标本进行盲法分析和预
测"8)运用’凝聚层次聚类算法(.TT07->:.C/[>
=/>:.:6=/6.0604?C>:/2T.0T7:/C=-)*%!&&研究这些
显著性差异蛋白质的模式和生物学评价#
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数据处理的另一方面是建立三维成像图!
所获得的质谱数据均由质谱数据分析处理软件

自动标峰"并生成该切片的全部#峰值列表$文
件!成像软件读取#峰值列表$文件"给出每个质
荷比在全部质谱图中的命中次数%F/C?值&!再
根据#峰值列表$文件对应的二维点阵坐标绘出
该峰的分布图"即组分的二维分布图!对于某一
个质谱峰"软件给峰强最强和最弱的区域分别定
义不同的颜色%如红色和黑色&"其他区域的该峰
强度则表现为二维点阵中颜色深浅不同的点"由
这些点组成的图像即为质谱图像%-.???B>6$
C:7->C:1/-.T>&!

K!+(%,)组织成像的应用
@IHLJ质谱组织成像技术最早于%##+年

由D.2Y>:̂/0C大学医学院质谱研究中心主任

R/6=.:Y<.B:/70/博士和同事率先提出’!8(!质谱
成像技术目前已广泛应用于生命科学各个研究

领域"在临床蛋白质组学研究中"@IHLJ组织
成像能够在组织中研究潜在生物标志物的空间

分布以及表达的上调或下调"在诊断)癌症病程
监控)外科切除有效性评价中具有重要价值!如
在药物研发过程中"当药物被用于疾病组织"可
跟踪特定药物在组织中的空间分布"揭示化合物
是如何在不同组织中发挥作用的!
以差异蛋白质和找寻生物标志物为研究目

的开展了大量工作并取得了一定进展!<.B:/70/
等’*(研究小组对大鼠脑组织的冠状面切片进行

了分析"主要包括大脑皮质)胼胝体以及纹状体"
发现A*B%*8%!的蛋白仅出现在胼胝体区域"
而A*B(+!"的蛋白在纹状体中丰度最高"实现
了从复杂样本中快速找到特异性蛋白并进行空

间定位!W.2.T/?.Z.等’!’(研究小组利用质谱
成像技术从一块直径%--的肺组织切片上得
到了%(""多个蛋白质的质谱峰"并从中找到了

%’个癌症相关特征峰"发现了不同肺癌亚型组
织中特定的差异信号"并建立预测模型对盲样肺
组织亚型进行分类"平均准确率达到 #’Q!

<=.4:.2Y等’!((研究小组对小鼠附睾的质谱成
像实验在8""多个蛋白中发现’"余种蛋白具有
空间分布的特征性"并且获得了它们的半定量信
息!A6=Z.:C\等’!+(对人的神经胶质瘤组织切片
进行质谱成像分析"不但能够与正常人区分开"
还能将)型神经胶质瘤同*型)+型有效区分!

R7=2>:等’!*(对老年痴呆症患者的脑组织进行
质谱成像分析"发现A*B8&&"5#的多肽集中分
布于颅顶骨)枕骨的皮质突出部+A*B8’%’5%的
多肽集中分布于海马区域"与正常组织成像相比
具有明显的空间特异性分布!进一步鉴定这两
种蛋白发现"它们都为,淀粉样多肽"其中A*B
8&&"5#为 I,$%%$8"&多肽+A*B8’%’5%为 I,$
%%$8!&多肽!而老年痴呆症的病理特征之一是
在脑内出现老年斑和血管壁上出现,淀粉样蛋
白的沉积物"该研究结果进一步证实了老年痴呆
症的I,发病机制!<=.4:.2Y等

’!#(还利用质谱

成像技术监测小鼠前列腺癌的发生发展过程"考
察小鼠前列腺癌的发生发展期的不同时间节点"
发现前列腺癌的产生会导致B:7̂.?/2蛋白和精
胺结合蛋白的减少!刘念等’&"(将该技术用于高
功率微波辐射后大鼠海马的蛋白组分析"获得了
正常和微波辐射后大鼠海马组织质谱图像"统计
分析表明"差异分子%##个"其中上调%#8个"下
调’个"这些差异分子的发现对于明确微波辐射
致伤效应和致伤机理具有重要意义!张莹等’&%(

采用质谱成像技术对非小细胞肺癌病人的癌组

织和癌旁组织用正离子反射式和线性模式分别

进行质谱扫描"发现癌组织在A*B&"""!&’""
范围内有特征簇峰出现!除了大部分集中在蛋
白质差异方面的研究外"以磷脂或脂类等小分子
差异方面为研究目标也开展了部分工作!9.6U$
?72等’&!(以大鼠脑组织为研究对象"得到了在鼠
脑组织中大量存在的几种分子卵磷脂%G<&!,"
和G<&8,%&)神经鞘磷脂%A@%*,"&及空间分
布!9.6U?72等’&&(以大鼠的小脑为研究对象"发
现%’种磷脂类分子"%"种磺胺类分子和+种神
经节苷脂分子!
还有部分工作以考察药物小分子等在体内

的吸收代谢分析为目的!‘426=等’&8(利用此技
术检测经洗发香波#里素劳$孵育的猪表皮组织
中活性成分酮康唑的分布"发现它能有效地穿透
入真皮层!同时选用钠加合物作为内标"构建表
皮中酮康唑的定量分布谱"为临床控制用药量提
供很好的标准!AU70Y等’&’(应用 @IHLJ质谱
分子成像技术在小鼠模型中寻找帕金森病的生

物标志物"与对照组小鼠相比"在给予甲基苯基
四氢吡啶%@G]G&的小鼠纹状体中"G4:U/23>细
胞蛋白8%G<G8&的水平显著降低"为帕金森病
生物标志物的发现提供了线索!F?/>=等’&((应
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用 @IHLJ质谱分子成像技术研究!氯扎平"在
大鼠脑组织中的分布和含量水平#发现该药分布
于大鼠的全脑尤其外侧脑室#与用&F 标记的
!氯扎平"放射自显影技术发现的结果一致#质谱
分子成像能够很好的将药物及其代谢物进行明

确的区分$

L!展!望
基质辅助激光解吸电离质谱用于组织成像

技术是一种全新的分子成像技术#它不局限于特
异的一种或者几种分子#它可在组织切片中同时
找到多种分子#并提供这些分子在组织中空间分
布的精确信息#同时可对这些蛋白质分子含量进
行相对定量$大量的研究工作表明#@IHLJ在
生物医学基础研究方面的初步应用已经证明了

它的实用价值$然而到目前为止#质谱成像技术
还处于起步阶段#样品制备%质谱条件%数据处理
等方面还需要进一步探索%改进和完善$如在样
品制备过程中#要尽量选取均匀的切片#尽可能
降低可溶性蛋白的移位等问题&在基质选择的过
程中#要尽可能保证高效的离子化效率和降低背
景干扰#在基质覆盖过程中保证均匀#形成足够
的样品和基质结晶#减少分子移位等&在质谱条
件方面#成像的分辨率和质谱采集时间等都需要
进一步优化#以及仪器的分辨率%灵敏度和多级
质谱功能等都有待提高&数据处理方面还需要更
全面的统计软件#以比较组织样本间的差异分子
和建立预测模型#用于实际的临床诊断分析结果
上$随着质谱技术%蛋白质科学和生物信息学等
生命科学关键领域的技术发展#质谱成像技术具
有许多优于其他分子成像技术的独特优势#将有
可能在功能基因组学%临床蛋白质组学%代谢组
学%药物研发等方面发挥较大作用#有望成为生
物标志物发现%药物发现和开发的常规工具$
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