
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2023, 58(1): 63 −75

MALDI质谱成像中的关键技术探讨及其研究进展
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摘要 : 基质辅助激光解吸电离质谱成像 (matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry imaging, 

MALDI-MSI) 是一种新型的无标记、快速、高通量的成像技术, 具有非靶向全分析型的数据通量及靶向分析的高准

确性, 在组织表面的药物、代谢产物、多肽及蛋白质等多种生物分子空间分布分析方面发展迅速。适当的样品制备方

法是获取高灵敏度、高空间分辨率、稳定性好的MSI响应的核心前提, 灵活多样的数据处理手段则有助于挖掘非靶

向数据, 实现可视化示踪、空间分布、多指标应用等需求, 利于揭示数据下的科学规律。本文简要总结了MALDI-MSI

中的样品制备流程、数据处理和可视化中的关键技术研究进展, 详细阐述了关键技术特征、难点及可能的解决方案。
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Abstract: Matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry imaging (MALDI-MSI) is a new 

imaging technique with label-free, rapid, and high throughput features. It has bloomed in the analysis on the spatial 

distribution of biomolecules such as drugs, metabolites, peptides and proteins on the tissue surface in virtue of 

providing high data throughput from non-targeted full analysis and high accuracy from targeted analysis. The 

acquisition of MSI signal response with high sensitivity, high spatial resolution, and good stability is directly 

depended on the appropriate sample preparation approaches, and flexible and various data processing tools will 

help the non-target data mining to meet the demands of visualization, spatial distribution and multiple index 

applications so as to reveal the scientific rules beneath the data. This review briefly summarizes the key advances 

in MALDI-MSI from aspects of sample preparation procedures, data processing and visualization. It also illustrates 

the characteristics, difficulties and probable solutions derived from these key techniques.
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生命科学领域长期致力发展高分辨率、多维度及 多模态的生物成像技术, 以精确了解重要生物活性分

子或药物分子等在组织、细胞上的时空分布、构成等系

统变化信息。与常用的免疫组化、荧光标记成像技术

相比, 新型可视化技术—质谱成像 (mass spectrometry 

imaging, MSI) 将质谱技术和分子成像技术相结合, 以
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基于结构的分子量信息为检测指标, 无需事先对分析

物进行免疫或荧光标记, 结果准确度和易操作性显著

提高。MSI利用激光或离子束使组织表面分子离子化

后检测其质荷比, 所获得的质谱数据再转化成对应像

素点 , 并重构出多种分子在组织表面的空间分布情

况[1], 是一种有力的非靶向分析工具[2]。近年来MSI已

经成为质谱分析领域的前沿和热点之一[3]。

以 MSI 为关键词对 Web of science 核心合集和

CNKI数据库下的MSI相关文献进行检索 (2022年5月

5日), 中英文文献合并整理后得到 5 152篇文献, 使用

文献计量学软件VOSviewer[4]对关键词进行聚类分析, 

结果如图1。

设置出现频次大于10的关键词, 合并、筛选、整理后

得到 354个关键词和 6个聚类: 聚类 I集中于脂质组学

研究; 聚类 II集中于蛋白质组学、生物标志物、肿瘤等

应用层面的研究; 聚类 III集中于基质辅助激光解吸电

离 (matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI)、

纳米材料、小分子方面的应用研究; 聚类 IV主要集中在

代谢组学研究; 聚类V集中在新型离子化技术及定量分

析方法; 聚类VI则集中于数据分析及数据挖掘研究。

从聚类结果看, MSI涵盖了从小分子到多肽、蛋白

质大分子的检测, 已广泛应用于代谢组学、脂质组学、

蛋白质组学等多组学研究。而MALDI、二次离子质谱

以及解吸电喷雾电离等离子化技术交叉汇通、紧密联

系。MALDI技术出现频次最高, 提示其在MSI领域中

最为常用。MALDI-MSI与生物标志物发现、蛋白质组

学等多个不同应用领域联系最为紧密。

近年来, MALDI-飞行时间 (time of flight, TOF) 质

谱仪仪器和器件的不断发展也促使和保证了MALDI-

MSI进一步快速、高通量获取高分辨率数据, 具备更高

灵敏度和更宽范围化合物的检测能力。例如布鲁克公

司 2019 年上市的 timsTOF fleX 质谱仪 , 配备 10 kHz 

SmartBeamTM 3D 激光器 , 空间分辨率最高达 10 μm; 

2020年又升级配备了最新的MALDI-2后电离技术, 改

善了离子化效率, 可使响应强度增加1～3个数量级。

2021年, 沃特世公司发布的SELECT SERIES MRT

高分辨率质谱仪利用多反射飞行时间质谱技术、优化的

解吸电喷雾电离源和新型高性能MALDI成像离子源, 

集高速、高分辨率 (高达 200 000 FWHM) 和高质量精

度于一身。其MALDI离子源采用紧密聚焦的激光束, 

提供 15 μm的横向分辨率, 数据采集速率 > 10像素/秒, 

成像性能显著提高。SimulTOF Systems公司评估了一

Figure 1　Bibliometric cluster analysis of keywords related to mass spectrometry imaging
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台线性/反射模式的 MALDI-MSI仪器, 其采用新的激

光光学器件, 可在电脑控制下产生直径为 2.5～25 μm

的 5 kHz激光束, 实现样品相对于激光束的快速运动 

(20 mm·s-1)、高电离效率 (高达 50%) 以及高速采集处

理保存谱图 (1 000 s-1)[5]。

典型的 MALDI-MSI 工作流程分为三个主要步

骤, 即样品制备、MS数据采集、数据处理与可视化, 如

图 2[6]所示。重复可靠的工作流程、关键技术的优化和

固化是保证数据真实性、准确获取组织切片中分析物

丰度和分布信息的基本前提 , 本综述分阶段论述了

MALDI-MSI中关键技术对MSI的影响及其研究进展。

1 组织切片的制备 

在组织切片制备过程中, 需确保切片形貌完整性

及其质量稳定性和准确性, 防止组织切片表面分子移

位或降解, 因此, 针对不同类型组织切片, 需充分考虑

其水分及脂肪含量、硬度、韧度等。石蜡切片可实现较

长时期内组织形态的良好保存, 但其固定、包埋过程及

适配于MSI分析时的清洗、脱蜡等处理均可能使分析

物扩散或损失, 因此, 冰冻组织切片成为MSI分析中的

首选。冰冻组织切片时, 需要注意温度 (−5～−25 ℃)、

切片厚度 (5～20 μm) 等条件, 对于高纤维致密组织、高

脂肪质软组织, 需适当降低切片温度至−35 ℃左右, 并

将切片厚度增加6～8 μm[7], 方可获得理想切片效果。

与动物组织相比, 由于植物组织通常并不具有结

缔结构, 且其基本结构组成具有细胞壁和液泡, 含水量

较高, 在冰冻组织切片制备过程中极易形成冰晶, 易破

碎, 因此难以制备结构完整的组织切片。最近一篇有

关芦笋可视化分析 MSI研究提供的真空密封袋冷冻

法[8]采用高压冷冻原理, 高压冷冻过程中水的熔点降

低, 黏度增加, 较好地抑制冰晶形成, 或可成为一种较

好保持植物组织形态的简单易用方法。在植物组织切

片的制备中, 对于形状规则、硬度中等的根、茎、果实

等, 一般可直接进行切片制备; 而对于薄而脆弱的叶子

和花瓣等, 其冰冻组织切片制备仍然具有挑战性, 目前

常通过使用包埋剂 , 如超纯水、明胶、羧甲基纤维素 

(carboxymethyl cellulose, CMC) 和黄芪胶等以保持组

织切片的完整性。

Li 等[9]对薄且富含水分的银杏叶进行 MALDI-

Figure 2　 A typical matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry imaging (MALDI-MSI) experiment workflow. The 

tissue was sectioned and fixed on indium tin oxide glass slides and then coated with matrix in the sample-preparation procedure. MS spectra 

were then acquired by the MALDI instrument. Raw spectra were preprocessed and visualized. Reprinted with permission from reference[6], 

copyright@ John Wiley and Sons
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MSI分析时, 以 5种不同亲水性内源性代谢物的离域

性为评价指标, 发现冰为包埋剂时图像失真且分析物

明显离域, 与冰在解冻时形成了较大水滴相关; 使用

CMC为包埋剂时, 对于亲水性成分的分析结果仍不理

想; 而使用明胶时分析物离域最低。变性白蛋白背景

干扰低且易处理, 可以作为一种理想的植物叶片适用

性组织切片包埋剂 , Bøgeskov Schmidt 等[10]针对百脉

根叶, 使用变性白蛋白作为包埋剂, 顺利获得了氰苷类

物质的空间分布。He等[11]首次提出了一种基于高正

电荷型的生物黏附性水凝胶—聚左旋赖氨酸的组织包

埋方法, 并应用于马兜铃根部中马兜铃酸的分析, 与明

胶相比, 该包埋既提供了完整组织形态, 还减少了背景

干扰, 获得了高质量的成像结果。该法或可为干燥易

脆植物组织的MALDI-MSI分析提供一种替代方案。

过去十年中, 临床和法医研究领域开始重视骨、牙

齿等硬组织样本研究, 但由于组织脆性和绝缘性, 其切

片制备具有较高难度。近期Lee等[12]发展了明胶涂层

ITO载玻片法, 在 ITO载玻片预先涂覆明胶和十二水

合硫酸铬钾后, 提高了人骨关节炎软骨组织石蜡切片的

黏附性, 同时提高了N-聚糖的信号强度, 较好保持了硬

组织和富含胶原组织的良好形态。Vandenbosch等[13]

发现 20%明胶和 7.5% CMC混合作为包埋剂对未脱钙

骨组织的支撑效果最佳, 同时骨组织须用碳化钨刀纵

向切割, 切片需用双面胶带支撑, 从而保持组织形态。

对于易脆组织或面积较大的整体组织, 特种碳胶

带、铜、铝等导电胶带亦可发挥优良效用, 可节省导电

ITO玻片作为承载物需要另行增加黏附手段的步骤。

2 组织切片预处理技术 

2.1　清洗　 

生物组织中高丰度且易电离的物质会极大抑制低

丰度物质的检测, 例如, 盐和脂质均会干扰蛋白质和多

肽的MSI分析[14], 还会导致切片上的基质结晶不均匀

并形成“甜点”效应。因此, 组织切片制备完成后、基质

喷涂前, 需使用有机溶剂清洗切片以消除干扰。良好

的清洗条件是MSI成功分析的重要步骤之一。

常用于清洗的有机溶剂为乙醇[15]或异丙醇[16]。使

用乙醇进行清洗可以增强多肽检测的离子响应, 提高

灵敏度[17]。但需注意可能同时去除了一些极性高的多

肽[18]。90%乙醇、9%冰乙酸和 1%水作为清洗溶剂时

可增强原位酶解的胰蛋白酶肽响应强度[19]。使用异丙

醇、冰乙酸, 甚至甲苯、氯仿等脂溶性溶剂, 或者使用

Carnoy's试剂等在内的多重步骤清洗法, 可以提高组

织切片中蛋白质的灵敏度[20]。Rešetar Maslov等[16]针对

干腌火腿样品中的肽类分布, 系统优化了MSI中样品

的制备流程。在 17种清洗方法中, 使用异丙醇进行梯

度洗脱, 在保证脱盐、脱脂的同时, 提高了肽类峰的响应

值, 且喷涂基质后“甜点”效应明显改善, 基质均匀度增

加。对于FFPE切片, 甲苯和二甲苯清洗是必要步骤[21]。

与疾病病理学相关的低丰度信号分子—神经肽的

MSI具有一定挑战, 分析前对组织切片进行适当清洗

是增加可检测神经肽数量的快速有效策略。Buch‐

berger等[22]发现 50%乙醇对切片清洗 10 s是神经肽的

最佳洗涤条件, 此时 34种神经肽响应增高, 3种神经肽

响应持平, 6种疏水性较强的神经肽信号降低。提示

在清洗过程中应关注分析物本身性质, 严格优化清洗

程序和控制清洗时间, 防止过度清洗损失多肽。亦有

研究表明适量的盐有助于神经肽的 MALDI-MSI 分

析[23], Vu等[24]在甲壳类动物脑组织上应用含有磷酸钠

盐的 10%中性缓冲福尔马林溶液对组织切片清洗后, 

可以检测到新的神经肽。

良好的清洗同样可有效增强药物小分子分析物的

质谱响应。Chen等[25]用乙酸铵溶液 (挥发性盐增强离

子化效率)、三氟乙酸蒸汽孵育 (对离子促进质子转移) 

和正己烷 (脱脂) 对组织切片连续清洗 , 小鼠大脑中

5 种中枢神经系统碱性药物的质谱响应增加了 4.7～

31.5倍。

2.2　衍生化　 

针对有机小分子基质在低分子量区域存在大量离

子峰干扰的问题, 通过衍生化使小分子分析物转移到

高质量区域是一种有效办法。2009年, Franck等[26]首

次将衍生化应用到 MALDI-MSI 中, 证明了衍生化能

够有效改善蛋白质“自下而上”的成像分析效果。另

外, 可通过衍生化上高响应的质谱标签, 增加低极性、

低离子化效率的小分子的灵敏度, 以及选择性标记功

能基团, 提高特异性; 因此, 组织原位化学衍生化 (on-

tissue chemical derivatization, OTCD) 技术在MSI中的

发展较为迅速。但与溶液中的化学衍生化相比, 目前

OTCD还面临着衍生化效率较低、过量衍生化试剂干

扰、额外喷涂步骤造成组织切片离域等问题和挑战, 近

年来已有针对上述问题的初步成功尝试。

Sun等[27]合成了一种新型的衍生化试剂N,N,N-三

甲基-2-(哌嗪-1-基)乙烷-1-碘化胺, 成功检测到大鼠肾

组织中包括 5 种三羧酸循环中间体、20 种脂肪酸和

3种胆汁酸在内的 28种含羧基代谢物, 通入乙腈蒸汽

可进一步提高衍生化效率。提示MALDI-MSI原位分

析含羧基代谢物时, 向其结构中引入季铵基团时, 有利

于多种含羧基代谢物及其代谢途径相关的代谢物如肉

碱、胆碱、甘油磷酸胆碱、磷脂等的同时分析。

Zang 等[28]开发了一种水凝胶辅助化学衍生化的

方法 , 将吉拉德试剂 PP 加入到 15% 明胶中形成对羰
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基化合物具有反应性的衍生化凝胶块后, 直接将凝胶

块覆盖于组织表面 2 h即可实现OTCD, 通过空气动力

辅助解吸电喷雾电离质谱成像技术在大鼠脑、肾和肝

组织中检测出了通常难以检测的羰基代谢物 , 包括

166种脂肪醛和 100种氧化脂肪酸。水凝胶块为衍生

化反应提供了有利的液体微环境, 减少了衍生化试剂

和组织的基质效应, 且不会造成分析物的离域, OTCD

效率大为提高。

2.3　原位酶解　 

MALDI-MSI中蛋白质的定位多通过原位酶解后

多肽片段的空间位置来可视化并合理推测其丰度。组

合使用多种蛋白酶有助于提高蛋白序列覆盖率[29]。

Heijs等[30]比较了胰蛋白酶、赖氨酰内切酶 (Lys-C)、赖

氨酸特异性金属内肽酶 (Lys-N)、梭菌蛋白酶 (Arg-C) 

以及胰蛋白酶和 Lys-C混合物的酶解结果, 共识别出

5 337 种多肽 , 对应于 1 198 种蛋白质; 与单独使用胰

蛋白酶相比, 多肽和蛋白质数量分别增加了 179% 和

110%。

Djidja 等[31]提出 , 一些表面活性剂如辛基葡萄糖

苷等去垢剂可以破坏细胞膜, 暴露出组蛋白, 提高酶解

效率, 从而提高其检测鉴定效果。此外, Schober等[32]

建议应充分重视和选择合适的缓冲液体系 , 与 Tris-

HCl相比, 以 NH4HCO3为缓冲液体系时, 酶解与后续

的基质喷涂具有更高相容性。

除直接通过喷雾法将蛋白酶沉积到组织上外, 还

可通过蛋白酶膜的电印迹法实现原位酶解, Andrews

等[33]通过含有胰蛋白酶膜的电印迹方法进行原位酶

解, 从小鼠脑组织切片中主动提取和酶切蛋白质, 与直

接在组织表面沉积胰蛋白酶相比, 多检测鉴定到 4条

新肽段, 且有效避免了自切产物导致的离子抑制效应, 

同时还能选择性捕获蛋白, 从而降低组织微环境的复

杂性; 此外, 可在印迹装置中添加不同功能的膜达到去

除脂质等需求。

对于植物组织切片, 不同水解酶的合理运用有助

于提取分析物信息。例如, 针对小麦和大麦种子, 首先

以淀粉酶水解淀粉以去除干扰, 再以木聚糖酶或地衣

酶进行原位酶解后喷涂基质, 可便捷获得谷物细胞壁

的主要成分—阿拉伯木聚糖和 (1→3),(1→4)-β-葡聚糖

在整个胚乳范围内的结构异质性图像[34]。

3 基质的选择与喷涂 

3.1　基质选择　 

需根据分析物的种类、分子量及性质等选择不同

基质。将小分子有机酸基质组合使用或可成为更有效

策略, 例如, 对于蒺藜苜蓿根瘤中的内源性多肽, α-氰

基-4-羟基肉桂酸 (CHCA) 为基质时鉴定到了 164条多

肽 , 2,5-二羟基苯甲酸 (DHB) 为基质时鉴定到 97 条 , 

二者的交集仅为16条[35]。

此外, 近年来还发展了一些MSI中的新型有机基

质, Huang等[36]在碱性条件下将CH3I加入邻氨基苯甲

酸中形成了新型基质 2-(氨甲基) 苯甲酸, 同时具有酸

性和碱性基团, 实现了小鼠脑组织的正离子和负离子

成像分析, 与传统基质相比可检测到更多脂质和蛋白

质种类。He等[37]发现了 3,4-二甲氧基肉桂酸, 其呈现

微米级结晶尺寸、形态均一性好、离子化效率高、背景

干扰少, 已用于大鼠肝脏、脑和红豆杉种子三种组织切

片中内源性低分子量代谢物 (m/z < 500 Da) 的MSI分

析。Liu等[38]首次将咖啡酸作为 MALDI-MSI的基质, 

与阿魏酸和芥子酸相比, 咖啡酸在大鼠鼠脑、马槟榔和

发芽大豆种子三种组织切片中有效增强了内源性蛋白

质的原位检测和成像。

聂宗秀团队[39]发现了一种可用于游离脂肪酸、氨基

酸和磷脂等小分子代谢物成像的新型基质N-苯基-2-

萘胺, 它具有成本低、化学性质稳定、在低分子量范围 

(m/z < 500) 内干扰小等优点, 在大脑中动脉栓塞大鼠

脑组织的小分子成像分析中得到很好的应用。Li等[40]

将 3-氨基苯二甲酰肼作为一种双极性基质, 用于检测

小鼠大脑中代谢物的空间分布, 与 DHB、CHCA 和 9-

氨基吖啶 (9-AA) 相比 , 3-氨基苯二甲酰肼灵敏度更

高、分子覆盖范围更广、背景噪音更低。其他一些有机

碱性化合物和有机盐类, 如盐酸萘乙二胺和硝酸萘乙

二胺, 具有较强的耐盐性和氢键结合能力, 也成为小分

子MSI的良好基质[41,42]。这些新型基质的结构信息和

适用范围总结于表1。

离子液体基质因其在真空条件下稳定、对各组分

具有良好的溶解度、能与样品混合均匀、重现性好等优

势, 已成功应用于 MALDI-MSI 的生物分子识别及定

量分析[43,44]。裴兴丽等[45]应用 DHB/丁胺作为基质进

行大豆和豆叶中寡糖的MSI分析, 获得了良好的线性, 

改善了寡糖定量重复性。刘晓宁等[46]以离子液体

DHB/N,N-二甲基苯胺为基质, 对桑叶表面和叶脉中各

种不同小分子成分进行MSI分析, 获得了较好的重复

性。此外, 纳米材料因其本身不易电离、高比表面积可

用于某些类别化合物的高通量选择性分析等优势, 在

MSI中发展迅速[47], 被称为免基质MSI, 主要包括碳纳

米材料基质[48]、硅纳米材料基质和金属有机框架材料

基质[49]等。

3.2　基质喷涂　 

常用的基质喷涂法包括升华法、喷枪法、振动喷雾

法、超声喷雾法、电喷雾法等。升华法无需有机溶剂, 

可以一定程度减少分析物的离域, 但仅适用于易于升
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华的物质, 应用范围有限; 喷枪法利用液体混合空气产

生喷雾, 使用油画喷枪即可实现, 简单、快速, 但受人为

因素影响大, 均匀性和重复性差。

大多数的振动喷雾法均基于商业基质喷涂仪, 自

动制备基质, 重复性好, 如HTXTM Sprayer通过独特的

温控喷嘴技术产生液滴小于 20 μm 的基质喷雾 , 

ImagePrep采用振动雾化技术可以获得粒径小于50 μm

的雾滴 , SunCollect 通过优化的压缩喷雾发生器来产

生极小液滴, 可以实现 100～200 nm 的 CHCA 晶体尺

寸。有研究[50]开发了一种低成本的迷你加湿器基质喷

涂装置, 通过超声雾化获得了直径低于 10 μm的细小

均匀基质结晶, 该装置廉价、简便快捷, 在小鼠脑组织

内源性代谢物的 MALDI-MSI 检测中得到优良应

用 (图3)。

Table 1　The structure information of new matrices for MALDI-MSI in recent years

Matrice

2-(Methyl amino) benzoic acid

3,4-Dimethoxy cinnamic acid

Caffeic acid

N-Phenyl-2-naphthylamine

3-Aminophthal hydrazide

N-(1-Naphthyl) ethylenediamine 

dihydrochloride

N-(1-Naphthyl) ethylenediamine 

dinitrate

Structural formula
Molecular 

formula

C8H9NO2

C11H12O4

C9H8O4

C16H13N

C8H7N3O2

C12H16Cl2N2

C12H16N4O6

Ion 

mode

＋,－

＋

＋

－

＋,－

－

－

Application

Lipid, protein

Lipid, peptide, metabolite

Protein

Free fatty acid, amino acid, phospholipid

Nucleotide, fatty acid, sphingolipid, 

glycerophospholipid

Glucose, fatty acid

Oligosaccharide, peptide, metabolite

Ref.

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

Figure 3　Results of MALDI-MSI in positive ionization mode after coating with DHB in mouse brain cryo-section. Average mass spectrum 

of the whole brain, coated matrix by the humidifier or ImagePrep (A). Optical image of the H&E-stained whole brain (B) and cerebellum (E). 

RGB ion images of the whole brain coated matrix by the humidifier (C) and ImagePrep (D) in 100 µm spatial resolution and the cerebellum 

coated matrix by the humidifier (F) and ImagePrep (G) in 20 µm spatial resolution. For RGB ion images in this figure, red: PI-Cer (d40∶0), 

m/z = 866.6; green: PC (40∶6), m/z = 872.6; blue: PC (36∶4), m/z = 820.5. Reprinted with permission from reference[50], copyright@ American 

Chemical Society
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何唯唯等[51]在蓖麻内源防御肽的MALDI-MSI分

析中比较了三种雾化器的基质喷涂效果, 表明空气压

缩喷雾器和超声微网喷雾器可以获得更小的喷雾液

滴, 但 ImagePrep可以获得更均匀的基质晶体, 重复性

更高。

对于豆科植物中的代谢物成像, Gemperline 等[52]

发现使用DHB时, 与标准喷枪法相比, 基于商用仪器

HTX自动喷涂系统的自动喷雾法可检测到的代谢物

数量约可增加一倍, 且产生更高重现性及更少的分析

物扩散。

电喷雾是一种可以获得极细微液滴的雾化技术, 

在MALDI基质包埋过程中已获得良好的喷涂效果[53]。

Wang 等[54-56]开发了一种电喷雾基质喷涂装置 , 与

ImagePrep和喷枪法相比, 显著提高了脂类、多肽和蛋白

质的响应强度, 获得了更高质量的成像图谱。Tucker

等[57]将商业化 3D 打印机 (浙江万豪模塑股份有限公

司) 和质谱实验室常见的商用电喷雾器 (德国布鲁克

公司) 组装搭建了一种自动化基质喷涂设备, 其基质

喷涂的 x、y、z位置及基质喷涂速率由代码指令控制, x

和 y 的位置即载玻片区域 , z 为喷雾器距离玻片的高

度, 将优化条件应用于小鼠大脑中内源性类固醇的分

析, 结果重复性好, 证明了 3D打印平台实现精确位置

控制对基质喷涂的有效性和应用潜力。

4 数据分析 

4.1　数据预处理　 

MSI数据集中产生了数千或数万张质谱图, 其数

据预处理步骤主要包括基线校正、平滑去噪、寻峰、谱

峰对齐、归一化等, 不同步骤根据实验需求可省略或以

不同顺序进行。

由于仪器波动、实验误差等影响, 相同离子的质量

和丰度在不同质谱图之间会存在偏差, 需要对其进行

校准。一般可使用外标法或内标法来避免或减少质量

偏移, 但外标法假定对每一像素进行均一校正, 导致偏

差较大; 内标法则需获得系列内源性分子的确切质量, 

通用性不强。近期, La Rocca等[58]开发了一种算法, 以

数据自适应方式自动生成像素特定内部校准离子列

表, 通过估计该质量偏移来单独重新校准每张谱图。

针对METASPACE的 31个公共MSI数据集, 该校准可

显著增加注释数量, 从 20个增加到 400个附加的高置

信度注释。

进行质谱峰丰度校准的方式则由丰度值归一化实

现, 能最大程度减少谱图间峰强度的差异, 常用的归一

化方法为将所有分子离子丰度除以总离子数的总离子

计数法, 基于统计学又产生了如基于所有峰强度相对

于参比谱图的中位数的倍数变化的概率熵归一化[59]、

使用选定峰值计算归一化因子的丰度中值法等改进算

法。最近, Boskamp等[60]进一步为胰蛋白酶肽的 MSI

谱图发展了交叉归一化方法, 内含基于谱峰强度完整

分布的统计估计、非线性的质量依赖强度转换法两个

步骤, 与模型驱动的重采样步骤相结合, 推动了不同实

验室间和不同样品处理、采集步骤时数据比较的可

行性。

4.2　多元统计分析　 

4.2.1　监督学习 　监督学习主要用于数据的识别和分

类。通过分类算法对不同组别样本进行训练并获得高

准确率 (>80%甚至接近 100%) 的模型, 再将模型应用

于未知样本中以确定其类别。随机森林和支持向量机

等不同算法已被用来获取和训练分类器, 如Calligaris

等[61]通过将支持向量机和主成分分析 (principal com‐

ponent analysis, PCA) 算法相结合, 实现了人脑组织样

本中非病理性的人脑垂体区、分泌性和非分泌性垂体

腺瘤区三类不同的区域区分。

在 MALDI-MSI 分析中 , 有监督的机器学习算法

多被用于临床诊断, 实现肿瘤和非肿瘤组织的区分, 例

如将非负矩阵分解方法应用于区分肺和胰腺肿瘤组

织[62], 将深度神经网络应用于两种肺肿瘤亚型的分

类[63]。Mittal等[64]通过使用基于深度神经网络的机器

学习算法进行癌症诊断分类 , 对 302 名结直肠癌和

257名子宫内膜癌患者, 在平衡交叉验证中能以 98%

的总体准确率将结直肠癌组织和正常组织进行区分, 

以 80% 的总体准确率预测子宫内膜癌原发性肿瘤的

淋巴结转移。

4.2.2　无监督学习 　无监督学习在没有任何先验知识

的情况下, 旨在揭示普适性的数据结构, 寻找数据的趋

势和相关性 , 在 MSI 中主要用于非靶向数据挖掘。

PCA 是 MSI分析中应用最广泛的成分分析和降维方

法, 常用于生物数据分析和可视化, 此外还有概率潜在

语义分析、独立成分分析、非负矩阵分解等 , 这些方

法可以在疾病与健康组织等不同的组织切片间提供差

异更显著的可视化效果, 有利于寻找生物标志物, 为自

动图像识别提供依据 [65,66], 也适用于特定种类内源

性代谢物的空间定位与生理过程间的关系厘定[67]。

Sarycheva等[68]比较了在高光谱和 MSI数据可视化中

广泛使用的各种降维算法, 包括 PCA、独立成分分析、

非负矩阵分解、t分布随机邻域嵌入、均匀流形近似和

投影, 还提出了一种基于结构保持可视化与归一化光

谱数据的非线性流形嵌入相结合的新方法, 用于黑猩

猩和猕猴小脑切片各区域的清晰显示。

空间分割是通过聚类算法按照相似性对所有质谱

数据进行自动分组实现的。层次聚类和 k-均值聚类最
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为常用, 根据聚类分割图, 可以轻易识别和分辨不同的

解剖学结构 , 比如揭示肿瘤功能异质性和肿瘤区域

在组织中的分布情况, 进行肿瘤分类等[69,70]。此外, 可

通过对离子图像进行聚类分析, 具有相似空间分布的

m/z形成一个聚类 , 如 Alexandrov 等 [71]针对大鼠脑冠

状切片的 MALDI-MSI 数据集进行聚类分析 , 得到

10 组聚类 (图 4A、B), 不同的聚类分布于脑区的不同

结构 , PCA 和方差分析也说明了聚类结果的可靠性 

(图4C、D)。

4.3　三维图像重构　 

三维 (3D) 图像重构通过将连续切片获得的图像

进行组合, 可以提供亚细胞到整个生物体的横向和垂

直分子信息。其成像数据量更高更复杂, 基于 2D-MSI

采集的连续切片和组织学, 通过特定算法组合和重建

实现数据分析。除归一化、降噪、空间分割等处理过程

外, 还要进行连续切片的配准。与 PCA、PLSA等线性

降维模型相比, 由于大多数生物模型本质上是非线性

的 , t-SNE 等非线性降维模型不受维数限制 , 可以从

3D-MSI中获取更准确的子结构特征[72,73]。

4.4　MSI数据分析工具　 

MSI数据分析和可视化可通过商业软件、免费软

件和开源软件等实现。商业软件一般成本较高, 沃特

世、赛默飞、布鲁克等公司均为其成像仪器配备专用的

MSI数据处理软件以支持不同的数据格式, 如布鲁克

的 SCiLS Lab, 集成多数据处理, 提供常见的数据预处

理步骤以及单变量、多元统计分析; 还可通过有监督与

无监督方法实现生物组织区域的聚类分割, 寻找生物

标志物。再帕尔•阿不力孜团队与科迈恩 (北京) 科技

有限公司合作开发了一款通用型质谱成像数据处理工

作站软件 MassImager, 该软件支持 ANDI、mzXML、

Matlab和ASCII多种数据格式, 与爱博才思、赛默飞、

沃特世和布鲁克公司的质谱仪兼容[74], 通过软件内置

用于空间分辨代谢组学分析肿瘤微区异质性的数据处

理通道, 实现了异质性肿瘤代谢研究中特异性生物标

志物筛查[75]。

免 费 软 件 包 括 BioMap、Datacube Explorer 和

OpenMSI等[76-78]。BioMap支持光学、正电子发射断层

扫描、计算机断层扫描、MSI图像的可视化和各种不同

图像的组合 , 但缺乏典型的 MS 处理算法 ; Datacube 

Explorer 可以实现 2D 和 3D 图像重构 , 以及通过

Kohonen映射算法对图像进行聚类分析。OpenMSI则

提供了基于Web的MSI数据共享、可视化和分析方案。

常 见 的 开 源 软 件 有 MSiReader、Cardinal 等 , 

MSiReader 是由 Bokhart 等[79]利用 MATLAB 开发的工

Figure 4　Results of the analysis of the MALDI-MSI dataset of the coronal section of the rat brain, following the proposed method for clus‐

tering m/z images into 10 clusters based on spatial similarity. Cluster-averaged images represent detected spatial patterns (A). Dataset-aver‐

aged spectrum assigned m/z values to the clusters (B). Visualization of m/z images in the space of their two first principal components (C). 

Intracluster variances, the numbers on the top of the bars represent cluster sizes (D). Optical image of the section with anatomical annotation 

was provided (E). Reprinted with permission from reference[71], copyright@ American Chemical Society
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具, 图形用户界面功能齐全, 可加载和可视化mzXML、

imzML、Analyze7.5 和 ASCII 在内不同格式的 MSI 数

据, 支持基线校正、归一化等基本数据预处理功能, 还

可以通过所选感兴趣区域中丰度最高的峰来自动提取

特征; Cardinal 是由 Bemis 等[80]开发的 R 语言软件包 , 

支持 imzML和Analyze7.5两种格式导入数据, 无统一

图形用户界面, 相关函数可以在R脚本文件中直接使

用, 实现 MSI数据预处理、分割、分类及图像可视化。

网站 https://ms-imaging.org/上另外汇集了多种开源的

数据处理软件。最近, Guo等[81]发展和验证了一种开

源生物信息学工作流程—HIT-MAP (MALDI-MSI 蛋

白质组学中的高分辨率信息学工具箱), 其使用肽质量

指纹和双评分系统计算, 将肽和蛋白质注释分配给高

质量分辨率MSI数据集, 并生成可定制的空间分布图。

5 定量分析 

MALDI-MSI越来越多地用于揭示组织中蛋白质、

代谢物和药物的空间分布, 对于药物而言, 除空间分布

外, 组织药物的准确定量能更好了解药物分子在开发

过程中的药代动力学和药效学机制, 因此, MSI定量分

析 (qMSI) 也是近年来该领域关注的重点, 但由于组织

异质性、基质效应及分析物提取效率低等因素, MSI定

量分析仍具挑战性[82]。

前期对样品制备关键技术参数进行优化是进行准

确定量的基础, 近期 Hahm 等[83]开发了一种恒定基质

质量的荧光辅助喷涂方法, 该法通过将荧光物质罗丹

明 6G (R6G) 加入基质中共同进行喷涂, 一方面通过荧

光强度测定使 R6G 作为基质喷涂量的量化指标以控

制重现性, 另一方面将其作为质谱数据归一化指标, 此

外, 通过在基质中添加邻二硝基苯提高了基质结晶均

匀性, 与常规通过固定循环次数的基质喷涂方式相比, 

这种方法显著提高了重现性, 实现了大鼠肾脏组织切

片中硝苯地平的准确定量。

在 qMSI 中 , 常用方法包括稳定同位素标记内标 

(SILIS) 法和通过考虑组织消光系数或虚拟校正的无

SILIS方法。SILIS较为普遍, 如 Pirman等[84]通过使用

氘代可卡因作为内标, 对脑组织切片中的可卡因进行

了MALDI-qMSI分析, 通过 SILIS, 提高了线性和重现

性 , MSI 定量结果与 LC-MS/MS 定量结果基本一致。

Chumbley等[85]结合SILIS法建立了肝组织中利福平的

qMSI方法, 在给药动物肝组织利福平的 qMSI测定中

得到很好的应用, 可用于定量组织微环境中的局部药

物浓度。Havlikova等[86]建立了一种SILIS的模拟组织

模型, 通过将C13, N15-标记的泛素加入到大鼠和小鼠脑

组织切片中, 实现对泛素的绝对定量, 该方法有望在组

织中内源性蛋白质或蛋白类药物的绝对定量中得到广

泛应用。

新发展的无 SILIS 方法在异质性组织的 qMSI 中

显示了良好潜力, 为新药研发、疾病诊断和药物转化代

谢研究提供了更准确可靠的可视化研究工具。Hamm

等[87]预先将目标分子与基质的混合溶液喷涂至组织切

片上, 通过计算组织区域强度与 ITO玻片区域强度的比

值建立组织消光系数 (TEC) 作为补偿因子, 实现了对

组织中普萘洛尔和奥氮平的准确定量。在TEC-qMSI

基础上, Luo等[88]提出了一种信号消光系数 (SEC) 作

为归一化因子, 实现了抗肿瘤候选药物在心脏、大脑和

肾脏组织中的定量测定。为进一步提高 qMSI准确性, 

Song等[89]结合人工神经网络算法, 以内源性代谢物为

天然内标, 建立了虚拟校正定量质谱成像 (VC-qMSI)

分析新方法。该方法通过待测物浓度与内源性代谢物

之间的相对基质效应预测回归模型, 对像素点间基质

效应进行校正, 实现了整体动物或异质性组织微区中

药物的准确定量成像分析。Zhang等[90]利用VC-qMSI

方法, 通过测定紫杉醇及其前药的含量变化评估了全

身组织和肺癌异种移植模型中肿瘤治疗的药效。

6 总结与展望 

MALDI-MSI无需复杂样品前处理就可以无损、快

速、高通量以及高灵敏度地对组织中的药物、代谢产

物、多肽、蛋白质等多种生物分子的空间分布和相对含

量进行分析检测。近 10年来随着高精度、高频率脉冲

激光的出现和发展, 极大地缩短了成像采集时间 (由数

天到数小时甚至 1 h以内)、提高了成像精度 (由 100～

200 µm 到 5～10 µm), MALDI-MSI 开始从原理验证、

方法开发阶段逐步进展到重要的生理病理事件以及医

学诊断、药物筛选等应用领域。随着仪器和计算能力

的发展, MALDI-MSI的质量范围、灵敏度和分辨率明

显增加; 应该指出的是, 样品制备成为主要限制步骤。

目前尚需要大量的试错手段, 从样品制备、基质喷涂、

数据采集及分析等各方面进行优化考虑, 方能确保样

品获得最佳的电离效率, 从而获取高灵敏度、高空间分

辨率、稳定性好的质谱响应。此外, 准确定量及深度注

释、多组学联合分析、多模态成像、多种人工智能算法

辅助下的数据挖掘, 将为未来 MALDI-MSI 技术的研

究发展和应用带来更多机遇。
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