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摘要：乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，其发病率在世界范围内呈现上升趋势，是威胁女性健康的重要疾病之一。
随着现代医学技术的快速发展，早期有效的诊断和筛查方法能够改善乳腺癌患者生存率和提高其生活质量。 由于

乳腺癌肿瘤具有非常显著的异质性，这对于诊断和筛查带来了较大困难，亟须在肿瘤演进时间信息中，继续引入生

物分子的空间信息，从而对其异质性、肿瘤微环境等进行准确的追踪。 质谱成像技术，可在免标记的前提下利用离

子质荷比的特性发现生物组织中的各种分子，并研究这些分子的时间和空间信息，对其进行准确的定性、定量和空

间定位。 目前，通过质谱成像技术可直接获取药物及其代谢物、内源性代谢物、脂质、多肽和蛋白质等在组织中的

空间分布信息，为肿瘤分子分型诊断和确认以及相关抗肿瘤药物的筛选提供了新的思路和研究方向。 该综述以乳

腺癌相关的生物样品制备和研究进展为主要内容，从小分子样本、大分子样本、石蜡包埋样本、基质喷涂方式、常用

离子源等方面阐述质谱成像中样本制备的重要性以及样品制备过程中存在的难点问题。 同时，以细胞模型、动物

模型和临床肿瘤标本为研究对象，汇总了质谱成像技术在乳腺癌方面的应用进展，并进行了展望，为开展癌症精准

分型研究和药物药效的快速筛查提供了重要依据。
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ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｓｔｅｐｓ ａｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ， ｓｔｏｒａｇｅ， ａｎｄ ｓｌｉｃｉｎｇ， ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ
ｍａｔｒｉｘ ｓｐｒａｙｉｎｇ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｆｏｃｕｓｅｓ ｍａｉｎｌｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｆｏｒ ＭＳＩ
ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｍａｄｅ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｗｉｔｈ ｔｈｉｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｗｉｔｈ
ｒｅｇａｒｄ ｔｏ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ， ｆｏｕｒ ａｓｐｅｃｔｓ ａｒｅ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ： ｓｍａｌｌ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓａｍｐｌｅｓ， ｍａｃｒｏｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ ｓａｍｐｌｅｓ， ｐａｒａｆｆｉｎ⁃ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｔｏ ｓｏｌｖｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｉ⁃
ｃｕｌｔｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍａｌｌ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｆｏｒ ｃｅｒｔａｉｎ ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｗｅｉｇｈｔ ｒｅｇｉｏｎ， ｔｈｅ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｒｅａｇｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ， ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｍａｔｒｉｘ， ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｕｓｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ｓｅｖｅｒａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｗａｓｈｉｎｇ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ａｒｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ． Ｗｉｔｈ ｒｅｇａｒｄ ｔｏ ｐａｒａｆｆｉｎ⁃ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ， ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｔｏ
ｓｅｖｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ａｒｅ ｒｅｖｉｅｗｅｄ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＳＩ ｔｏ ｔｈｒｅｅ ｍｏｄｅｌｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｓ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ， ｖｉｚ． ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ， ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ， ａｎｄ ｃｌｉｎｉ⁃
ｃａｌ ｔｕｍｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｆｏｒ ｔｈｅｓｅ ｍｏｄｅｌｓ， ＭＳＩ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｇｅｎｔｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅｔｔｅｒ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｒａｎｓ⁃
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｗｉｔｈ ｒｅｇａｒｄ ｔｏ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ｔｈｅ ｕｓｅ
ｏｆ ＭＳＩ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｓｐａｔｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂｅｔｔｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｃｃｕｒａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ａｎａｌｙｔｉｃａｌｌｙ，
ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｈｏｉｃｅ， ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉ⁃
ｍｅｎｔａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｈａｖｅ ａｌｌ ｂｅｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ ｍａｓｓ⁃ｓｐｅｃｔｒａｌ
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ｑｕａｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＭＳＩ， ｔｈｅｒｅｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ． Ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｕｓｉｎｇ
ｄｉｖｅｒｓｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｈｏｒｔｓ ａｒｅ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｎｅｅｄｅｄ ｔｏ ｐｒｏｐｅｒｌｙ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓ ｏｆ ＭＳＩ ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｗｏｒｋｆｌｏｗｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｖａｒｉ⁃
ａｎｔｓ． Ｏｕｒ ｒｅｖｉｅｗ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｓｔｒｏｎｇ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｈａｔ ＭＳＩ ｉｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ， ｈｉｇｈｌｙ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ， ａｎｄ ｒａｐｉｄ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｂｉｏｐｓｉｅｓ ａｎｄ ｍａｙ ｂｅ ｕｓｅｆｕｌ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ； ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ

　 　 乳腺癌是导致妇女因癌症死亡的主要原因之

一，它是一种高度异质性疾病，包括几种亚型［１］。
目前，早期乳腺癌的死亡率已大大降低，远低于 ４０
年前的水平，治愈率为 ９０％，但是面对晚期乳腺癌的

治疗和治愈后的复发仍然存在挑战［２］。 基于分子

亚型的不同，乳腺癌表现出不同的基因表达模式，主
要由雌激素受体、孕激素受体和人表皮生长因子受

体⁃２ 的状态表达情况决定［３］。 乳腺癌的早期诊治

中需要更精确地评估敏感的生物标记物，在分子水

平上对乳腺癌进行精确的诊断和分型，提高乳腺癌

的诊断和预后情况，指导分子靶向治疗。
　 　 质谱成像（ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍａｇｉｎｇ， ＭＳＩ）
作为一种免标记的分子成像技术，可直接获取药物

及其代谢物以及脂质、多肽、蛋白质等内源性代谢物

在组织中的分子信息和空间分布信息，在生物、医学

等领域表现出良好的应用前景。 基于电离方式不

同，常见的质谱成像技术可分为基质辅助激光解吸

电离质谱成像 （ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍａｇｉｎｇ， ＭＡＬＤＩ⁃
ＭＳＩ） ［４］，解吸电喷雾离子化质谱成像（ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍａ⁃
ｇｉｎｇ， ＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ） ［５］和二次离子质谱成像（ ｓｅｃｏｎｄ⁃
ａｒｙ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍ⁃
ａｇｉｎｇ， ＳＩＭＳ⁃ＭＳＩ） ［６］。

表 １　 不同电离方式在检测小分子时的难点及解决方法
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｉｅｓ Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ Ｒｅｆｓ．
ＤＥＳＩ ＆ ｎａｎｏ⁃ＤＥＳＩ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｌｅｓｓ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｎｏ ｍａ⁃

ｔｒｉｘ， ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｎｏ⁃ＤＥＳＩ
ｌｏｗ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｆｏｒ
ｃｅｒｔａｉｎ ｌｉｐｉｄｓ

ａｄｄ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ

［８］

ＭＡＬＤＩ ｎｅｅｄ ｍａｔｒｉｘ， ｃａｎ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｒｏｍ
ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｍａｌｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｃｒｏｍｏｌ⁃
ｅｃｕｌｅｓ， ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｍａｔｒｉｘ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｒｅｇｉｏｎ

ｎｅｗ ｍａｔｒｉｘ：
ＢＮＤＭ， Ｇｌｙ⁃３ＡＱ

［９，１０］

ｃａｒｂｏｎ⁃ｃａｒｂｏｎ ｄｏｕｂｌｅ ｂｏｎｄ ｐｏ⁃
ｓｉｔｉｏｎａｌ ｉｓｏｍｅｒ

Ｐａｔｅｒｎò⁃Ｂüｃｈｉ ｒｅ⁃
ａｃｔｉｏｎ

［１１］

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｔａｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐ⁃
ｉｄｓ

ｏｎ ｓｉｔｕ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅ⁃
ｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ

［１２］

　 ＤＥＳＩ： ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ； ＭＡＬＤＩ： ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ； ＢＮＤＭ： １， １′⁃ｂｉｎａｐｈｔｈｙｌ⁃２， ２′⁃
ｄｉａｍｉｎｅ； Ｇｌｙ⁃３ＡＱ： ｇｌｙｃｏｓｙｌ⁃３⁃ａｍｉｎｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ．

　 　 质谱成像分析的一般流程为组织获取、切片制

备、质谱电离、图谱获取和数据分析。 样品前处理是

影响 ＭＳＩ 结果的关键步骤，处理方法与待测物性质

和样品类型密切相关，正确的样品制备可以保持分

子的来源、分布和丰度，获得高质量的信号和足够的

空间分辨率［７］。 在 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 中，基质的选择和

喷涂方式同样决定了成像分析的结果。 本综述介绍

了质谱成像技术中对于不同类型样品的处理及其在

乳腺癌不同研究模型的应用进展，为开展乳腺癌的

精准诊断和分型提供依据。

１　 ＭＳＩ 样品处理

　 　 ＭＳＩ 样品处理的方法与样品类型、待测物自身

的性质相关，基本过程包括收集样品、储存、切片、组
织预处理、基质喷涂等方面。 样品制备对于实验结

果的可靠性和可重复性至关重要，显著影响 ＭＳＩ 的
分辨率、灵敏度和数据的准确性。
１．１　 小分子

　 　 内源性代谢物，包括低相对分子质量代谢物

（ｍ／ ｚ ＜５００）和脂质，是细胞结构的重要组成部分，
它们在细胞信号传导，氧化应激反应和能量代谢中

起着至关重要的作用。 小分子代谢物的成像可以采

用 ＤＥＳＩ、ｎａｎｏ⁃ＤＥＳＩ、ＭＡＬＤＩ 等离子源或者不同的

电离方式（见表 １）。 使用 ＤＥＳＩ 和 ｎａｎｏ⁃ＤＥＳＩ 对生

物样品进行成像时只需要很少的样品预处理步骤甚

至不需要进行处理。 Ｎｇｕｙｅｎ 等［１３］ 使用甲醇和水组

·０８５·
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成的常用脂质萃取溶剂对小鼠肺部组织中的脂质进

行了 ｎａｎｏ⁃ＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ 分析，实现了对小鼠肺组织中

２０ 个脂质亚类中的 ２６５ 种独特脂质和 １９ 种代谢物

（共 ２８４ 种）的鉴定，覆盖率达到 ４０％。 实验中未检

测到的脂质可能是由于该类脂质的含量低、萃取剂

对其萃取效率低或脂质的离子化程度低。 在萃取剂

中添加阳离子试剂可以增强特定脂质的离子化程

度，例如 Ｄｕｎｃａｎ 等［８］在萃取溶剂中添加 Ａｇ＋，实现

了对含量较低的前列腺素的 ｎａｎｏ⁃ＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ 分析。
组织基质中的离子抑制效应对药物的质谱成像有较

大的影响，是 ＭＳＩ 在临床药物研究中所面临的难点

和重点问题。 Ｓｏｎｇ 等［１４］开发了一种原位水凝胶调

节方法，来增强空气辅助解吸电喷雾电离质谱成像

（Ａｉｒ⁃ｆｌｏｗ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍａｇｉｎｇ， ＡＦＡＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ）
的灵敏度。 该方法使用固相水凝胶“冲洗”组织切

片代替在溶剂中对其进行冲洗或消化处理。 并检验

了此方法对各种不同理化性质药物（如紫杉醇、罗
红霉素、利血平、双氯芬酸等）的适用性。 结果表

明，该方法可以显著降低水溶性季铵盐和无机盐对

离子的抑制作用，将药物信号增强 ２ 到 ２５ 倍。

表 ２　 新基质及其优势
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｅｗ ｍａｔｒｉｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

Ｍａｔｒｉｘ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｒｅｆｓ．
ＢＮＤＭ ＆ Ｇｌｙ⁃３ＡＱ ｏｖｅｒｃｏｍｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｑｕａｌｉｔｙ ｒａｎｇｅ， ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｍ／ ｚ＜５００； ＢＮＤＭ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； Ｇｌｙ⁃３ＡＱ ｈａｓ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ
ｐＨ ｒａｎｇｅ ｉｓ ２－７．

［９，１０］

Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ ｃａｐｐｅｄ ｓｉｌｖｅｒ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ （ＡｇＮＰｓ＠ ＰＶＰ）

ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｌｉｐｉｄｓ ［１５］

Ｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ⁃ｃａｐｐｅｄ ＡｇＮＰｓ
（ＡｇＮＰｓ＠ ＰＤＡ）

ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｌｉｐｉｄ ａｎｄ ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ

［１６］

Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｐｉｎｇ
ａｎｄ ２，５⁃ｄｉｈｙｄｒｏｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌ ｌｉｐｉｄｓ ［１７］

　 　 使用 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 对小分子进行成像时，会存

在多种与基质相关的离子信号，干扰成像的结果和

质量。 为了解决这个问题，研究人员找到了新的基

质用于 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ（见表 ２）。 Ｓｕｎ 等［９］ 应用背景

干扰小、灵敏度高、可同时应用于正离子和负离子模

式检测的 １，１′⁃联萘⁃２，２′⁃二胺（ＢＮＤＭ）作为基质，
实现了对大鼠大脑中氨基酸、有机酸、核苷、核苷酸、
含氮碱基、胆固醇、多肽、脂肪酸、磷脂酰乙醇胺等

３０１ 个负代谢物离子和胆碱、肉碱、多胺、肌酸、磷脂

酰胆碱等 １７５ 个正代谢物离子的成像，通过探索整

体脂质的变化来发现与病理状态相关的功能分子。

图 １ 为用 ＢＮＤＭ 作为 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 的新基质检测大

鼠大脑中代谢物的示意图。 Ｇｕａｎ 等［１５］使用聚乙烯

吡咯烷酮包被的银纳米颗粒（ＡｇＮＰｓ）作为 ＭＡＬＤＩ⁃
ＭＳＩ 的基质，实现了对脑组织中脂肪酸、甘油酯、甘
油磷脂、鞘脂和固醇的同时成像。

图 １　 ＢＮＤＭ作为ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ的新基质检测代谢物的示意图［９］

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＮＤＭ ａｓ ａ ｎｅｗ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ
ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ［９］

　 　 研究发现非传统基质和基质添加剂可为分析中

性脂质提供优势。 Ｄｕｆｒｅｓｎｅ 等［１７］ 提出了一种用

ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 检测中性脂质的样品制备方法，使用

Ｎａ２ＣＯ３ 或 Ｎａ３ＰＯ４ 向组织切片中掺入钠，然后进行

２，５⁃二羟基苯甲酸（ＤＨＢ）升华。 此方法能够检测

几种中性脂质，例如胆固醇酯类、羊毛甾醇酯、甘油

二酯、脑苷脂和甘油三酯。 这种方法已成功应用于

脑、肾、肝和肾上腺的 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 实验。 相较于之

前报道的中性脂质的检测方法，这种方法能够以 ５
μｍ 的空间分辨率使中性脂质可视化。
　 　 脂质组中含有较多的碳碳双键位置异构，这给

脂质的精确结构分析和定量分析带来挑战。 Ｂｅｄ⁃
ｎａｒｉｋ 等［１１］ 利用 Ｐａｔｅｒｎò⁃Ｂüｃｈｉ（ＰＢ）反应，使用苯

甲醛作为衍生化试剂，将脂质分子中的碳碳双键选

择性衍生化，实现了对高不饱和磷脂和糖脂中碳碳

双键的定位分析。 游离脂肪酸（ＦＦＡｓ）参与信号分

子的构成，这些分子对体内的许多代谢活动如脂质
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和葡萄糖代谢至关重要，但由于其相对分子质量小，
在组织中丰度低，电离效率差，给其检测带来困难。
Ｗａｎｇ 等［１２］ 使用易于合成的试剂 Ｎ，Ｎ⁃二甲基哌嗪

碘化物（ＤＭＰＩ）建立了组织原位 ＦＦＡｓ 衍生化方法，
该试剂可以在温和条件下与脂肪酸反应，图 ２ 为

ＤＭＰＩ 与脂肪酸反应的示意图，衍生的 ＦＦＡｓ 适用于

以正离子模式检测。 通过使用这种衍生化试剂和已

建立的衍生化方法，可以同时检测和成像甲状腺组

织中的 ＦＦＡｓ 和磷脂（ＰＬｓ），同时提高了检出目标

分子的数量和方法灵敏度。

图 ２　 脂肪酸与衍生试剂反应示意图［１２］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ａｎｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ［１２］

　 ＨＡＴＵ： ２⁃（ ７⁃ａｚａｂｅｎｚｏｔｒｉｚｏｌ⁃１⁃ｙｌ） ⁃Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｕ⁃
ｒｏｎｉｕｍ ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ．

１．２　 大分子

　 　 常见的生物大分子物质包括蛋白质、多糖和核

酸等，其相对分子质量从几万到几百万不等，在生物

体内存在量变和空间定位的变化，它们在疾病甚至

癌症发展过程中发挥重要功能。 对大分子进行检测

的 离 子 源 有 ＭＡＬＤＩ、 ＳＩＭＳ、 ＤＥＳＩ 等。 Ｎｕｎｅｚ⁃
Ｎａｖｅｉｒａ等［１８］用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳＩ 对 ９ 例肺癌患者

呼出气冷凝物（ＥＢＣ）中的蛋白质分布进行探究，发
现 ＥＢＣ 中含较高浓度的皮离蛋白和 Ｓ１００Ａ９；
Ｍｏｃｈｉｊｉ 等［１９］使用氩气团簇离子源，通过 ＳＩＭＳ⁃ＭＳＩ
检测到了细胞色素 Ｃ （ １２ ３２７ Ｄａ） 和糜蛋白酶

（２５ ０００ Ｄａ）； Ｈｓｕ 等［２０］ 通过 ｎａｎｏ⁃ＤＥＳＩ 检测出质

量达到 １５ ｋＤａ 的蛋白质。

表 ３　 大分子成像前的切片洗涤方案
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｃｔｉｏｎ ｗａｓｈｉｎｇ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｍａｇｉｎｇ

Ｐｒｏｔｏｃｏｌ Ｓｔｅｐ １ Ｓｔｅｐ ２ Ｓｔｅｐ ３ Ｓｔｅｐ ４ Ｓｔｅｐ ５ Ｓｔｅｐ ６ Ｓａｍｐｌｅ Ｒｅｆ．
１ ７５％ ｉｓｏｐｒｏ⁃

ｐａｎｏｌ １ ｍｉｎ
９０％ ｉｓｏｐｒｏ⁃
ｐａｎｏｌ １ ｍｉｎ

ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ ｈｕｍａｎ ｓｋｉｎ ｓａｍｐｌｅ

［２２］

２ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ
２ ｍｉｎ

７０％ ｅｔｈａｎｏｌ
２ ｍｉｎ

１００％ ｅｔｈａｎｏｌ ２ ｍｉｎ ｓｅｖｅｒａｌ ｗａｓｈｉｎｇｓ
ｗｉｔｈ ｃｏｌｄ ＡＣＳ⁃
ｇｒａｄｅ ｗａｔｅｒ

ｅｔｈａｎｏｌ ａｎｉｍａｌ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｋｉｎ ｎｏｄｕｌａｒ ｍｅｌａｎｏｍａｓ

［２３］

３ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ
１５ｓ

９６％ ｅｔｈａｎｏｌ
１５ｓ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｂｒａｉｎ
ｔｉｓｓｕｅ

［２４］

４ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ ９９％ ｅｔｈａｎｏｌ Ｃａｒｎｏｙ’ｓ ｆｌｕｉｄ （ｅｔｈａｎｏｌ，
ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ）

９９．９％ ｅｔｈａｎｏｌ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｄｉｓ⁃
ｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ

９９ ９％
ｅｔｈａｎｏｌ

ＡＰＰ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ
（ＡＰＰＰＳ１⁃２１）

［２５］

５ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ
３０ ｓ

１００％ ｅｔｈａ⁃
ｎｏｌ ３０ ｓ

ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ ｗａｔｅｒ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ ３０ ｓ １００％ ｅｔｈａ⁃
ｎｏｌ ３０ ｓ

ｈｕｍａｎ ｐａｎｃｒｅａｓ ｔｉｓｓｕｅ
ｓａｍｐｌｅ

［２６］

　 　 通过 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 检测组织样品中高相对分子

质量蛋白质（＞２５ ｋＤａ）分布的一般方法需要先进行

原位酶解。 原位酶解是将较大的蛋白质水解为多

肽，然后对生成的肽段进行原位成像分析，常用的酶

为胰蛋白酶［２１］。 组织切片清洗用于去除对测量灵

敏度产生不利影响的脂质、盐和其他小分子。 清洗

方案需要根据目标分析物进行评估选择，表 ３ 列举

了不同实验目的的洗涤方案。 Ｂａｓｔｒｕｐ 等［２５］ 将

ＤＨＢ 和 ２⁃羟基⁃５⁃甲氧基苯甲酸混合，并添加磷酸，
减少了背景信号的干扰，对阿尔兹海默症病人大脑

和淀粉样前体蛋白转基因小鼠的淀粉样蛋白（Ａβ）
进行 ＭＡＬＤＩ 成像，增强了对 Ａβ 蛋白，特别是 Ａβ１⁃
４２ 的检测效果。 Ｐｉｇａ 等［２６］ 以产生的质谱峰数和平

均信噪比为标准，评估了不同的洗涤步骤，以及

ＳｕｎＣｈｒｏｍ 自动喷涂机不同的喷涂方式， 使用

ＭＡＬＤＩ⁃ＦＴＩＣＲ⁃ＭＳＩ（ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐ⁃
ｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｏｎ ｃｙｃｌｏｔｒｏｎ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍａｇｉｎｇ） 分析小鼠

和人胰腺组织中的完整蛋白，结果表明，在乙醇⁃水
的基础洗涤步骤中加入芥子酸，在喷涂时提高喷嘴

的速度可以获得较高质量的图谱。
１．３　 基质喷涂

　 　 在 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 研究中，常用的基质喷涂方法

包括喷枪法、自动喷雾法、升华法。 喷枪法属手动方

法，受人为因素影响，重现性较差。 自动喷雾法可以

提供更均匀的基质层，提高了重现性。 用升华法喷

涂基质可以制备均匀的基质结晶薄层，但是升华法

会降低蛋白质的提取效率。 Ｙａｎｇ 等［２７］ 发现基质沉

积后的重结晶可以提高蛋白质的电离效率。 Ｌｉｎ
等［２８］在基质升华和水合作用之后，加入了超声处

理，发现 ｍ／ ｚ＞１０ ０００ 的蛋白质信号显著增强。 通

过升华进行的基质沉积一般使用标准玻璃升华器，
根据实验要求可以进行改进：Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ 等［２９］ 设计

了一种不锈钢升华器，可以更好地控制升华过程中
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的样品温度和室内真空，使基质沉积的可重复性达

到 ５％。 Ｎａｋａｓｈｉｍａ 等［３０］将基质均匀地涂覆在胶带

上，并通过导电胶带附着在导电载玻片（ ｉｎｄｉｕｍ⁃ｔｉｎ⁃
ｏｘｉｄｅ ｃｏａｔｅｄ ｓｌｉｄｅ， ＩＴＯ 载玻片）上，然后将大鼠脑

组织黏附到载玻片上。 图 ３ 为该方法制备的示意

图。 与传统方法相比，这种方法可以减少基质沉积

的时间和工作量，但是其得到的信号强度较低。

图 ３　 基质沉积方法示意图［３０］

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ［３０］

　 　 通过解吸电喷雾电离质谱（ＤＥＳＩ⁃ＭＳ）进行蛋

白质分析时，灵敏度会随蛋白质质量增加而下降。
为了克服此困难，Ｍａｓｅｒ 等［３１］在 ＤＥＳＩ 分析期间，使
用润湿笔将预润湿的溶剂（含有乙腈和甲酸）喷涂

到样品上，增加了蛋白质溶解时间，改善相对分子质

量较大的蛋白质（如牛血清白蛋白）的成像分析。
采用该方法可以直接从稀释的山羊血清中检测到白

蛋白和相对分子质量更大的蛋白质。
１．４　 石蜡包埋样品的处理

　 　 与新鲜肿瘤样品相比，石蜡包埋组织被广泛应

用于人体肿瘤组织的保存，导致了在 ＭＳＩ 研究中需

要进行脱蜡等前处理。 用于 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 的福尔马

林固 定 石 蜡 包 埋 （ ｆｏｒｍａｌｉｎ⁃ｆｉｘｅｄ ａｎｄ ｐａｒａｆｆｉｎ⁃
ｅｍｂｅｄｄｅｄ， ＦＦＰＥ）组织切片制备的一般步骤包括：
组织分离、固定、脱水、石蜡包埋、切片、脱蜡、清洗、
抗原回收、胰蛋白酶消化、基质喷涂［３２］。 图 ４ 为对

ＦＦＰＥ 组织进行 ＭＡＬＤＩ ＭＳＩ 肽分析的 工 作 流

程［３３］。 Ｈｅｒｍａｎｎ 等［３４］优化了溶解胰蛋白酶的溶剂

条件、胰蛋白酶的浓度、脱蜡后的清洗过程、胰蛋白

酶和基质的喷涂等步骤，用于肾脏、心脏和血管组织

的 ＦＦＰＥ 切片，标准化的操作程序可以提高从不同

实验室获得数据的可靠性。
　 　 Ｐａｉｎｅ 等［３５］开发了一种能够从 ＦＦＰＥ 组织中检

测内源肽的方法。 他们通过 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 分析了 ３０
年前用福尔马林固定包埋石蜡中的美洲蟑螂的神经

内分泌组织，揭示了 ２０ 多种肽的组织学定位。 该方

案的样品前处理使用二甲苯和乙醇进行脱蜡处理，

图 ４　 对 ＦＦＰＥ 组织进行 ＭＡＬＤＩ ＭＳＩ 肽分析的工作流程［３３］

Ｆｉｇ． ４　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ＭＡＬＤＩ ＭＳＩ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｆｏｒ ＦＦＰＥ ｔｉｓｓｕｅ［３３］

省略了清洗、抗原回收以及会干扰 ＭＳＩ 对低丰度内

源肽检测的酶消化步骤，实现了对内源性肽的高通

量质谱成像分析。 胶原蛋白和弹性蛋白是所有组织

和器官的基本框架，它们的表达和翻译后修饰在生

命活动中受到严格的调控。 Ａｎｇｅｌ 等［３６］ 使用胶原

酶和基质金属蛋白酶代替常见的胰蛋白酶来消化

ＦＦＰＥ 组织中的胶原蛋白和弹性蛋白，并使用 ＭＡＬ⁃
ＤＩ⁃ＭＳＩ 检测消化产物，获取胶原蛋白和弹性蛋白的

空间定位。

２　 质谱成像在乳腺癌中的应用

　 　 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，发病率在世

界范围内呈明显上升趋势［３７］。 因此，建立早期诊断

和有效筛查方法能提高乳腺癌患者的生存率。 随着

分子生物学的发展，质谱成像技术为肿瘤的研究和

诊断提供了新的思路，它是一种研究生物组织或细

胞中分子组成及分布的新型分析技术，此方法可在

无需标记的前提下同时检测肿瘤组织中多种物质的

分布。 近年来，研究者们为了更好地探索质谱成像

在乳腺癌中的应用，主要分为 ３ 种模型来进行研究：
以乳腺癌细胞为模型的研究，以乳腺癌动物为模型

的研究，以临床肿瘤样本为模型的研究。
２．１　 细胞模型

　 　 ３Ｄ 细胞微球是肿瘤研究中不可或缺的体外研

究工具，此模型在评估抗肿瘤药物的渗透和代谢方

面有很好的应用前景。 多项研究成果表明 ２Ｄ 和
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３Ｄ 细胞体系存在微环境间的差别。 Ｙｕｅ 等［３８］ 利用

纳升液相色谱⁃质谱联用技术对 ２Ｄ 和 ３Ｄ 结肠癌细

胞培养模型的蛋白组进行比较，结果表明细胞在 ３Ｄ
培养状态下体内的增殖和扩张速度不如 ２Ｄ 培养

快，３Ｄ 培养能更好地反映体内条件。 Ｖｉｄａｙｓｋｙ
等［３９］采用液相色谱⁃质谱联用技术，在 ２Ｄ 和 ３Ｄ 培

养模型中评估乳腺癌细胞的脂质分子代谢情况。 研

究发现与 ２Ｄ 细胞培养相比，３Ｄ 细胞培养的肿瘤细

胞总脂质含量显著下降，酰基甘油与膜脂的比值增

加。 此外，在恶性程度不同的 ３Ｄ 细胞微球体中也

存在显著差异。 因此，３Ｄ 细胞体外培养技术更能反

映细胞恶性转化和微环境的改变，通过这些脂质分

子的空间分布差异可以更好地了解脂质代谢和癌症

之间的关系。

图 ５　 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 检测西妥昔单抗的示意图［４１］

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ［４１］

表 ４　 不同离子源质谱、３Ｄ 模型及其检测内容
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ３Ｄ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

３Ｄ ｍｏｄｅｌ （ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ） Ｔｅｓｔ ｃｏｎｔｅｎｔ Ｒｅｆｓ．

ＮａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ＨＴ２９ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ［３８］
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ＭＣＦ１０Ａ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［３９］
ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ ＨＣＴ １１６， ＨＴ⁃２９， ＤＬＤ⁃１ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ［４０，４１］
ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ ＭＣＦ⁃７ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ［４２］
ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ ＨＣＴ１１６ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｄｒｕｇ ＵＮＣ１９９９ ［４３］
ＬＡ⁃ＩＣＰＭＳ ＨＣＴ１１６ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｎｄ ｐｌａｔｉｎｕｍ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ［４４］
　 ＬＡ⁃ＩＣＰＭＳ： ｌａｓｅｒ ａｂｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．

　 　 Ｈｕｍｍｏｎ 等［４０］ 把 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 技术应用于

ＨＣＴ１１６ 结肠癌多细胞球状体中，他们发现药物对

结肠癌多细胞球状体的渗透随时间增加而增加，并
且绘制出了药物处理后 ３ 种代谢物（ＳＮ⁃３８、ＳＮ⁃３８
葡糖醛酸苷、脱羧代谢物）在细胞球中的定位图。
他们还通过组织还原和 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 分析，成功地

绘制了西妥昔单抗在两种不同结肠癌细胞（ＨＴ⁃２９

和 ＤＬＤ⁃１） 微球中的时间依赖性渗透和空间分

布［４１］，图 ５ 为该实验的机理图。 此外，Ｔｕｃｋｅｒ 等［４２］

利用傅里叶变换离子回旋共振（ＦＴ⁃ＩＣＲ）、ＭＡＬＤＩ⁃
ＭＳＩ 来探究乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 球状体和正常细胞

的内源性代谢物差异。 他们可以根据代谢物标记来

判断这些细胞培养模型的中心区域经历了缺氧加剧

或者是氧化应激。
　 　 质谱成像技术在新药开发方面有很大的应用前

景。 Ｆｅｉｓｔ 等［４３］利用多细胞肿瘤球状体（ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕ⁃
ｌａｒ ｔｕｍｏｒ ｓｐｈｅｒｏｉｄｓ， ＭＣＴＳ）的空间异质性来检验

药物的分布，通过 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ，利用 ＨＣＴ１１６ 结肠

癌 ＭＣＴＳ 模型来评价表观遗传药物 ＵＮＣ１９９９ 的作

用。 Ｔｈｅｉｎｅｒ 等［４４］ 用了一种先进的激光灼烧⁃电感

耦合等离子体质谱（ＬＡ⁃ＩＣＰＭＳ）装置，用于 ＭＣＴＳ
的高空间分辨率元素成像，他们测定了人结肠癌细

胞 ＨＣＴ１１６ 中的磷和铂元素，即此方法可用于筛选

金属抗癌药物。 表 ４ 列举了不同离子源质谱和 ３Ｄ
模型在不同癌症中的检测。
２．２　 动物模型

　 　 肿瘤的发生发展一直是医学领域的重点和难点

问题，人类对肿瘤的起因、浸润、转移等方面的分子
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机理尚不清楚。 在肿瘤研究中，建立人肿瘤动物模

型是研究肿瘤细胞生长、侵袭和转移的重要手段。
因此，合适的肿瘤动物模型对于评价抗癌药物及抗

肿瘤免疫治疗的疗效至关重要。 为了了解肿瘤的空

间异质性，Ｊｉａｎｇ 等［４５］ 对来自乳腺肿瘤异种移植的

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１⁃ＨＲＥ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 细胞的三维 ＭＡＬＤＩ⁃
ＭＳＩ 数据进行线性判别分析，他们发现低氧调节蛋

白在以下几个途径中表达上调，如葡萄糖代谢、肌动

蛋白细胞骨架调节、蛋白质折叠和翻译等过程。 此

外，还发现一些特定的磷脂酰胆碱和鞘磷脂定位在

肿瘤的缺氧区，这些脂质和蛋白质可能会转化为缺

氧的潜在生物标志物，可能会是潜在的治疗乳腺癌

的靶点。
　 　 同样，为了了解缺氧带来的肿瘤变化，Ｍａｓｃｉｎｉ
等［４６］以小鼠乳腺癌异种移植为模型，使用 ＭＡＬＤＩ⁃
ＭＳＩ 来研究哌莫硝唑及其代谢，他们证明了哌莫硝

唑确实可以作为低氧标记，这些标记在临床诊断和

放化疗方面有很大前景。 Ｓｕｎ 等［４７］ 利用 ＭＳＩ 方法

来研究异种移植小鼠模型肿瘤组织中肉碱的空间分

布变化，对 １７ 种左旋肉碱进行成像，他们发现参与

肉碱系统介导的脂肪酸氧化途径的 ＣＰＴ １Ａ（ｃａｒｎｉ⁃
ｔｉｎｅ ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １Ａ ）、 ＣＰＴ ２ （ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ
ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ２）和 ＣＲＡＴ（ｃａｒｎｉｔｉｎｅ ａｃｅｔｙｌ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）在乳腺癌中异常表达。 这也是人们首

次发现 ＣＰＴ ２ 和 ＣＲＡＴ 在乳腺癌的表达中发生了

变化。 Ｒｅｙｚｅｒ 等［４８］以 ｅｒｂＢ 受体抑制剂 ＯＳＩ⁃７７４ 和

Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ 处理后的 ＨＥＲ２ 转基因鼠为模型，采用

ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 进行分析，发现当胸腺素 β４ 和泛素下

降超过 ８０％ 时，会出现肿瘤细胞增殖抑制，并诱导

细胞凋亡，此效应具有时间和剂量依赖性。 此外，他
们还预测了 ＯＳＩ⁃７７４ 和 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ 的协同治疗效果

以及耐药作用，表明了基于 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 的乳腺癌

早期的蛋白质组学变化可用于预测其临床治疗。
Ｊｏｈｎｓｏｎ 等［４９］ 以 ＭＣＦ⁃７ 乳腺癌异种移植小鼠为模

型，采用 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＴＯＦ⁃ＭＳ （ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃
ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）对其

尿液进行代谢组学分析，发现了酯葡萄糖醛酸、牛磺

酸、香豆酸硫酸酯、癸酸葡糖苷酸等 ５ 种与乳腺癌相

关的代谢物，其在肠道内存在显著性差异表达，这些

代谢产物的变化揭示了脂肪酸合成和肠道微生物与

抗肿瘤增殖作用之间的相关性。 Ｔａｎａｋａ 等［５０］ 用定

量质谱成像技术分析了伊帕替尼在小鼠脑转移区的

浓度，发现荧光标记的右旋糖苷在脑转移区和脑实

质中荧光强度相当，表明血肿瘤屏障保持完整，伊帕

替尼有望成为 ＨＥＲ２ 阳性乳腺癌脑转移的治疗

药物。
２．３　 临床肿瘤样本

　 　 随着应用分子诊断技术的发展，研究者们根据

乳腺癌的基因表达谱不同，将其分为不同亚型［５１］。
目前基于雌激素受体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）、人类

表皮生长因子受体 ２（ＨＥＲ２）和 ｋｉ⁃６７ 等分子受体的

表达将乳腺癌分为 ５ 种亚型，即管腔 Ａ 型（ ｌｕｍｉｎａｌ
Ａ）、管腔 Ｂ 型（ ｌｕｍｉｎａｌ Ｂ）、ＨＥＲ２ 阳性型、基底样

型 ／三阴性型以及其他类型。 乳腺癌分子分型的研

究对乳腺癌的个体治疗和靶向治疗有重要依据。
　 　 Ｋｉｍ 等［５２］采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 鉴定临床样本中的

内源性雌激素，并成功检测了芳香酶抑制剂处理的

ＭＣＦ⁃７ 细胞系中雌酮代谢表达水平的变化。 因此，
定量的 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 方法有望成为含酮代谢物的靶

向代谢组学的通用方法。 Ｒａｕｓｅｒ 等［５３］ 利用 ＭＳＩ 技
术来探究 ＨＥＲ２ 阳性乳腺癌组织中的蛋白标记物，
对 ４８ 例乳腺癌组织进行质谱成像分析，表明 ＨＥＲ２
状态与特异性多肽 ／蛋白的表达相关，其中一个富含

半胱氨酸的小肠蛋白 １（ＣＲＩＰ１）被认为是与 ＨＥＲ２
过度表达密切相关的蛋白之一，因此，它可以作为判

断 ＨＥＲ２ 阳性乳腺癌的特异性的标记物之一。
Ｓｃｏｔｔ 等［５４］采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳＩ 方法，对人乳腺癌组织

相关的 Ｎ⁃ｇｌｙｃａｎ 分布进行评估。 他们发现特定的

聚糖结构分布在基质区、坏死区和肿瘤区，一系列高

甘露糖、分枝糖和岩藻糖基乳糖主要分布在肿瘤区

域。 此外，在晚期 ＨＥＲ２ 阳性、三阴性和转移性乳腺

癌组织中检测到一系列乳糖胺聚糖。 这些聚糖的发

现为临床的诊疗提供了新的思路，并可作为潜在的

预后生物标志物进行进一步的评估。 Ｐｒｅｎｔｉｃｅ
等［５５］采用 ＭＡＬＤＩ 成像的胰蛋白酶肽来比较 １０ 个

三阴性乳腺癌肿瘤组织的癌变区域和良性组织区

域。 通过分析编码这 １４ 种蛋白的基因表达与三阴

性乳腺癌患者无复发生存率的关系，发现其中 ９ 个

基因的高表达与较低的无复发生存率相关。 相反，
在雌激素受体阳性的肿瘤中，这些基因的高表达与

这些基因无相关性。 该研究为三阴性乳腺癌相关生

物标记物的探索提供了新的认识，为乳腺癌的预后

和治疗提供了新的方向。
　 　 常压敞开式离子化质谱可以在开放环境下对样

品进行解吸和离子化，且不需要复杂的样品前处理。

·５８５·
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Ｃａｌｌｉｇａｒｉｓ 等［５６］ 发现 ＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ 可以获得具有代谢

特征谱图的分子图像，并用来鉴别肿瘤组织和正常

组织，有望将 ＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ 应用在保乳手术中，从而快

速检测残余的癌组织。 Ｓａｎｔｏｒｏ 等［５７］ 利用 ＤＥＳＩ⁃
ＭＳＩ 识别出浸润性乳腺癌 （ ＩＢＣ）、 原位导管癌

（ＤＣＩＳ）和相邻的良性组织（ＡＢＴ）之间以及乳腺癌

分子亚型之间不同的脂质成分。 Ｒｏｂｉｓｏｎ 等［５８］ 利

用 ＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ 方法来鉴定乳腺癌细胞单层和悬浮培

养（转移性）中 ＨＥＲ２ ／ ｐ５３ 表达、转移潜能和疾病状

态（即癌症与非癌症）的脂质生物标记物。 此外，他
们还利用 ＤＥＳＩ⁃ＭＳＩ 方法来绘制转移性球状体中脂

质的空间分布（ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１），发现 １２ 种脂类与单

层细胞培养的转移潜能变化相关，其中 ３ 种定位于

球形坏死的核心，表明其在营养缺乏的环境中有促

进癌细胞存活的潜在作用。 在单层 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
培养中未检测到的一种脂类物质被定位到球体的外

周，这表明它在浸润或增殖中发挥潜在作用。 Ｍａｏ
等［５９］利用 ＡＦＡＩ⁃ＭＳＩ （ａｉｒ ｆｌｏｗ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｍａｇｉｎｇ）通过分析脂质来区分

乳腺浸润性导管癌 （ ＩＤＣ） 和原位乳腺导管癌

（ＤＣＩＳ）。 他们发现多种亚型和组织结构 ＩＤＣ 和

ＤＣＩＳ 可以用 ＡＦＡＩ⁃ＭＳＩ 进行区分：ＩＤＣ 中磷脂含量

高于 ＤＣＩＳ，而 ＤＣＩＳ 中脂肪酸含量高于 ＩＤＣ，标本

的分类与组织病理学诊断的吻合度较高，证明此方

法有望为临床治疗提供辅助诊断。

３　 展望

　 　 乳腺癌作为女性最常见的肿瘤，受到人们广泛

的关注，不同亚型的乳腺癌一般具有不同的病情发

展和结局，而如何区分不同的亚型一直以来是临床

上需要面对的难题。 通过质谱成像技术对乳腺癌进

行诊断为其提供了新的研究方向，但目前质谱成像

并未广泛应用到临床诊断中，仍然处于起步阶段。
在实验过程中，样品制备、仪器控制、数据分析等仍

然存在一定的改善空间。 此外，采集大量样品，开展

大范围的实验，才能为乳腺癌的诊断和治疗带来新

的突破。
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