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Q/P-J0JQS

直接组织分析

黄礼玲!

!邹同祥"

!眭维国!

!陈洁晶!吴润强!费桂英 综述!戴
!

勇&审校

"

!#

中国人民解放军第
!%!

医院!广西桂林
$(!&&"

#

"#

广西师范大学生命科学学院!广西桂林
$(!&&(
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关键词"光谱法!质量!基质辅助激光解吸电离#

!

组织#

!

病理学#

!

原位蛋白组学

!"#

!
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"
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文献标识码"

/

文章编号"
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"
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$
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!!

在生物医学研究中#新的生物标志物的发现和新药物的研

发#需要灵敏*高通量*全面*快速的分析技术)利用基质辅助

激光解吸附电离成像质谱$

DEB@6g0E7767B?:>E7?@:?79@

I

B69860

986̂EB6986DE

F

68

F

DE777

I

?;B@9D?B@

A

#

Q/P-J0JQS

&技术#直接

分析生物组织切片#对组织中化合物的组成*相对丰度及分布

情况进行高通量*全面*快速的分析#通过所获得的目标物质的

分布信息#发现生物标志物和监控化合物#该技术可用于组织

病理特征观察*疾病诊断*药物疗效监测以及生物标志物发现

等)

?

!

组织切片蛋白的原位分析

使用成像质谱仪#必要的组成部分包括自动光栅元件*自

动数据获取系统和可视化软件)近来#几乎所有的厂家都发展

了与其仪器相关的内部软件#并为这些仪器和图像重建系统装

置了驱动程序)根据样本切片产生的离子的不同#质谱成像仪

可分为几类!一类是通过脉冲激光照射#一类是通过高能粒子

的粒子辐射)以激光为基础的系统包括
Q/P-J

和激光解吸

附离子化仪器)二次离子质谱$

7?;98:E@

A

698DE777

I

?;B@9D?0

B@

A

#

SJQS

&系统通过连续的高度集中的高能粒子束粒子攻击)

一般来说#这些成像仪器大部分利用
Q/P-J0

飞行时间

$

Q/P-J0B6D?9==>6

F

CB

#

Q/P-J0.Ya

&*

Q/P-J0.Ya

"

.Ya

和

.Ya0SJQS

)

Q/P-J0.Ya

成像仪器具有高通量的特点#

.Ya0

SJQS

成像仪器能提供亚微米的空间分辨率'

!

(

)这
"

个成像仪

器在质谱成像方面都具有强有力的优点)本综述主要讨论

Q/P-J0JQS

)

@

!

组织样本采集和制备

在整个样本采集*制备*质谱成像和最后的解释等过程中#

都要保持样本的化学代表性和空间完整性'

"

(

)避免在样本制

备过程中造成被分析化合物的降解和空间移位#防止冰晶形

成%避免切片打卷*起皱褶#选择适宜的切片厚度等)冷冻的组

织在恒温冷冻切片机上进行切割#切割平台的温度根据组织类

型保持在
d$

!

d"$)

之间)切片厚度一般在
!&

!

"&

'

D

#以

保证质谱分析时被分析物足够的组分浓度'

*

(

)

A

!

切片的
Q/P-J

的基质应用

大量的被分析物所选用的不同分子大小基质都凭经验来

选择)对于组织分析#常用的基质芥子酸$

S/

&*

"

0

氰基
0(0

羟基

肉桂酸$

W22/

&和
"

#

$0

二羟基苯甲酸$

-WN

&)

S/

能为高分

子量的蛋白提供最好的信号#

W22/

则主要应用于多肽和低

分子量蛋白#

-WN

则适用于小分子药物的信号获取)基质覆

盖通常有两种方法!斑点法和喷雾法)喷雾法是在可控条件下

振荡蒸发产生基质微粒#然后轻柔的覆盖于组织样品之上)在

此过程中#尽可能满足以下条件!组织切片上的被分析物无扩

散或移位%质谱成像的分辨率必须应大于共结晶的尺寸%基质

与被分析物形成良好的共结晶)基质浓度主要影响结晶的覆

盖率)通常
S/

的浓度以
!&

!

*&D

F

"

DP

为宜)将喷好基质

的组织切片放在室温下#待溶剂挥发析出结晶后放入干燥器中

干燥
"C

)

B

!

切片组织学染色和
Q/P-J0JQS

先进的
Q/P-J0JQS

软件可以在进行
Q/P-J

操作之前#

完成
Q/P-J

图像和宏观或显微光学图像的叠加)

为正确解释
Q/P-J0JQS

结果#必须联系切片组织学信

息)相邻的
"

张切片中#取
!

张用于苏木精
0

伊红$

W,

&染色#

因为这种染色方法可以获得更多的组织学信息#如可以将切片

中巨大的侵入性肿瘤区与大区域的结缔组织区组织特征显著

的区分开来)并为后续的解释提供一定的分子信息)近来#报

+

&+(

+

国际检验医学杂志
"&!!

年
(

月第
*"

卷第
(

期
!

J8BOPEGQ?:

!

/

I

@6>"&!!

!

R9>#*"

!

L9#(



道了一种新的方法!即在完成
Q/P-J

检测以后再将这张切片

进行
W,

组织学染色'

(0$

(

)

F

!

成像数据分析和可视化

在完成
Q/P-J0JQS

操作后#会收集到海量的质谱信息)

这是这个方法的优点#但同时也带来了一定的限制因素#因为

这些数据的处理时非常费时)很多方便有效的数据处理工具

应运而生)利用不同的可视化处理策略#可快速地将获得的信

息转化为可视化的图像#进而了解不同疾病病症)这包括对感

兴趣的区域的分析*尺度的选择$颜色调节#线性"对数&#图像

覆盖*光谱的划分*改进图像数据的信号与噪声*剖面强度$随

时间和空间的强度变化&和被分析物的化学库鉴定等'

'

(

)成像

质谱发展了一系列的工具#继而提高了从大量数据中提取有用

数据的质量#减少了实际数据的范围#为不同质谱图像的对齐

和比较提供了可能)

利用软件将选定质量*质量范围或重叠在显微图像上的质

谱群的强度分布可视化#分析不同种类生物分子的空间分布#

如多肽*蛋白或小分子等)峰的强度可用色彩饱和度来表示)

有一些专业软件#可通过组织生物标志物的多变量统计分析#

自动化分类组织的分子状态)

G

!

蛋白质的鉴定

组织中不同的肽和蛋白质的鉴定#可以增加我们对于一些

未研究得很清晰的疾病的了解)处理所质谱并确定其统计学

意义和
D

"

^

种类#这些
D

"

^

种类显著表示受疾病调节表达的

多肽和蛋白质种类)鉴定策略必须根据特殊样本的复杂性*蛋

白质丰度或蛋白分子量而有所改变)一般有
"

种蛋白质鉴定

方法!一种是自上而下的鉴定方法#这种方法包括在质谱仪中

得到的感兴趣蛋白的离子化和气相碎片%另一种是自下而上的

方法#这种方法利用质谱鉴定利用蛋白酶消化蛋白得到的肽

段#经常会包含有其他的蛋白水解碎片'

+0%

(

)最终得到的质谱#

利用相应的序列模式在理论蛋白"多肽数据库中的进行检索)

检索通过利用诸如
Q/S2Y.

和
S,h],S.

常规算法软件来

完成)

H

!

利用
Q/P-J0JQS

的组织分析

大多数的
Q/P-J0JQS

应用于研究人类和动物组织切片

中所含的蛋白'

4

(

)在病理学领域的许多应用#可以为临床诊断

和治疗获得潜在的益处)

Q/P-J0JQS

的应用可以补充组织

中的药物和代谢产物的检测)

H#?

!

临床病理学诊断和评估
!

近年来#

Q/P-J0JQS

的成像

广泛应用于复杂疾病的组织研究'

!&

(

#如非小细胞肺癌*神经胶

质瘤*乳腺癌和卵巢肿瘤)蛋白分子标记描绘了一个独特的数

据库#对与临床信息和临床结果相关的疾病发展和治疗过程中

的分子事件进行分类)通常的研究方法是比较蛋白质组分析#

质谱特征$

D

"

^

峰值&与患者数据相关)在某些研究中#实验的

目的是鉴定与疾病进程相关的特殊分子)例如#神经胶质瘤或

非小细胞肺癌的分子标记可用于辨别肿瘤等级并与患者的存

活率相关联)鉴定异形组织特殊的细胞变化可以显著地显现

如基质斑点大小和侧向分辨力等领域的展望'

4

(

)这些工作的

完成#使得这项技术看起来和疾病的诊断以及临床结果的预测

结合在一起'

!&

(

)一个构想就是使用
Q/P-J0JQS

方法来评估

原发不明肿瘤)

H#@

!

小分子成像和药物代谢
!

在药物发现中经常遇到的问题

是如何提高药物准确到达理想区域位点#以帮助研究者更好地

评估药剂和临床毒理学之间的潜在价值'

!!0!"

(

)

Q/P-J0JQS

能够直接分析组织切片中药物分子分布)许多生物学和药理

学相关复合物的相对分子质量
!b!&

* 都小于
!b!&

*

#因此称

为小分子)这些分子有外源性的和内源性的#如药物化合物*

滥用的药物*环境毒素*内源性代谢产物和脂类)与这一领域

的标准检测方法000全身放射自显影术$

\N/

&相比#

Q/P-J0

JQS

有一些优点#同时也存在某些缺点)动物组织切片利用摄

影胶片来检测放射性药物)与之相比#

Q/P-J0JQS

的优点在

于不需要放射标记的药物)这个巨大的优点在药物研究的早

期阶段显得尤为突出#要制备放射性标记的药物是很让人厌烦

的#且大量的化合物需要被屏蔽)第二个特点就是为区分药物

和代谢产物提供了可能)因为全身放射自显影术$

\N/

&中#

放射性强度可以来自放射性标记的药物和药物的代谢产物)

另一方面#

\N/

方法始终能产生一个结果且具有很低的检出

限)在
Q/P-J0JQS

中#始终存在被研究的感兴趣的离子被解

吸附所抑制)

Q/P-J0JQS

的检出限很大程度上取决于药物

分子#某些药物可能根本检测不到)这就是为什么
Q/PSJ0

JQS

技术在药物研究中主要用于药物的安全性研究#哪些区域

是大剂量的药物应用区)近来#

Q/P-J0JQS

变得更加实用#

测量的质谱信号更具高分辨率和高精度)基质和本底离子在

仪器中的干涉引起的低分辨力可以通过
QS

模型分离)这样

小分子
Q/PSJ0JQS

技术主要应用于药物化合物活性和药物

代谢产物的研究)

I

!

结
!!

论

Q/P-J0JQS

技术的出现对成像质谱领域带来了巨大的

推动)

Q/P-J0JQS

直接组织分析在评估区域分子种类和预

示疾病的潜在分子标记方面是一个非常重要的技术)在实验

中#分子种类的鉴定为疾病机制和病因学研究提供了一个深入

探讨的工具)现在
Q/P-J0JQS

技术已经商业化应用#广泛地

应用于记录细胞核组织中数目众多的肽和蛋白质的空间分布)

还应用于研究蛋白质表达水平的变化和病理学相关的分布)

此外#这项技术也常应用于跟踪药物制剂及其代谢产物在器官

和整个动物体内的分布#除此之外还用于研究器官蛋白组产生

的变化)现在先进的数据采集在高空间分辨率的情况下进行

快速
Q/P-J

成像)样本的制备也在继续发展#质谱图像分析

可使用多变量方法或结合其他与之相关联分析的成像信息)
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表面增强激光解析电离飞行时间质谱血

清蛋白指纹图谱在肿瘤诊断中的应用'
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孕妇血浆中胎儿游离
-L/

用于产前诊断的研究进展

杜华荣 综述!尹耕心!傅克勤 审校

"安徽省计划生育科学技术研究所!安徽合肥
"*&&*!

$

!!

关键词"产前诊断#

!

胎儿#

!

-L/

#

!

孕妇#

!

血浆 #

!

胎儿研究#

!

聚合酶链反应

!"#

!

!&#*4'4

"

5

#6778#!'+*0(!*&#"&!!#&(#&!4

文献标识码"

/

文章编号"

!'+*0(!*&

"

"&!!

$

&(0&(+"0&*

!!

产前诊断是指在胎儿出生前利用各种方法诊断胎儿是否

患有某种遗传病或先天性疾病的一种手段#是出生缺陷工作的

重要任务#对于提高我国出生人口的素质有着特别重要的意

义)现在的产前诊断技术大部分都属侵入性检查#有引起孕妇

发生自然流产的危险#另外取材也受怀孕月份的限制)超声波

检查虽然是非侵入性产前诊断的较好方法#只是诊断结果可能

存在误差)开展非侵入性的准确的检测手段是广大高危孕妇

的迫切需要)

!44+

年研究人员首次证实孕妇血浆$清&中存在

游离的胎儿
-L/

#并将其用于性连锁遗传病的产前诊断#为无

创性产前诊断开辟了新的途径'

!0"

(

)现就孕妇血浆中游离

-L/

的产生的可能机制*提取及在临床的应用作简要综述)

?

!

孕妇血浆中游离胎儿
-L/

产生的可能机制

早在
!44'

年#科学家们就已经发现从肿瘤患者的血浆中

可以查出肿瘤
-L/

)

P9

等'

!

(认为#胎儿
-L/

对母体而言#也

是外源性的#这同肿瘤患者的情况相类似)据此推测#孕妇血

浆中也应该存在胎儿
-L/

#并于
!44+

年首次证实了这种推

测#从孕
!&\

以后的孕妇血浆中检测到
Z

特异性
-L/

#表明

胎儿
-L/

在妊娠早期就能进入母体循环中并存在于整个妊

娠过程中)母体血浆中游离胎儿
-L/

在分娩后以
"#"(b!&

(

拷贝快速消失#暗示游离胎儿
-L/

是大量地自由地连续在母

体血液循环中释放'

*

(

#但是目前对于孕妇血浆中胎儿
-L/

的

来源尚未完全阐明#一般认为有以下
*

种可能!$

!

&来源于母体

血液中的胎儿造血细胞)据推测#可能是胎儿细胞通过胎盘或

其他胎儿
0

母体运送途径进入母液循环#在那里它们大部分发

生凋亡转变#进而释放出游离胎儿
-L/

'

(

(

)$

"

&来源于胎盘滋

养层细胞)妊娠
!%

天后#在绒毛膜滋养层的间叶细胞中可以

检测到游离胎儿
-L/

#而此时母体血液中尚未存在游离胎儿

-L/

)因而有学者提出胎儿
-L/

可能是由胎盘滋养层细胞

的胎儿
0

母体接触面被母体的免疫系统破坏后直接释放至母体

血液#因为在胎盘循环发育完全时#有
%&3

的孕妇血浆中能检

测到胎儿
-L/

)另外#在绒毛膜滋养层中的细胞在原位凋亡

时#也可能释放至母体血液中)$

*

&来源于妇婴转运)胎盘转

运物质是双向的)羊水中胎儿
-L/

的浓度是孕妇血浆中的

"&&

倍#这种浓度梯度使得
-L/

分子可能通过胎盘和膜发生

直接转运'

$

(

)

@

!

母血浆中游离胎儿
-L/

的抽提

母血浆中含有游离胎儿
-L/

成分#但目前特异的胎儿

-L/

标记物很少#因此只有在胎儿所含的致病
-L/

与母体

不同时才能检测出来%另一方面#尽管相对完整细胞而言孕妇

血浆中游离胎儿
-L/

较丰富#但其仅占母体血浆
-L/

总量

的
*3

!

'3

#而无创伤性产前基因诊断在临床的广泛应用依

赖于较高浓度的游离胎儿
-L/

及胎儿
-L/

的特异性标记)

因此限制了游离胎儿
-L/

在临床中的应用)这两年来有些

学者开始了这方面的研究)在提取胎儿
-L/

之前#对血液进

行预处理#不同的血液预处理方法对孕妇血浆中游离胎儿

-L/

的百分含量有明显的影响)有学者用甲醛预处理孕妇外

周血#通过减少母体血细胞的溶解来减少游离母体
-L/

#从而

提高孕妇外周血中游离胎儿
-L/

的百分含量#然而也有学者

认为经甲醛处理的血浆无论用任何方法#都不能得到
XL/

的

扩增#即甲醛处理的血浆不能用于对
XL/

的研究 '

'

(

)有学者

将孕妇外周血经
,-./

抗凝之后#以离心半径
%;D

#

*&&&@

"

D68

离心
!&D68

#取上清液重复离心
!

次#然后按照血样
-L/

提取试剂盒$

hJ/ED

I

-L/G>99:D686

#

h6E

F

?8

&说明书中血液

或体液
-L/

的提取方案提取
-L/

#这种方法是目前最为常用

的提取方法'

+

(

)除此之外#目前用于提取胎儿
-L/

的方法还

有煮沸法和改良的酚"氯仿法等)提取后的
-L/

可以用于巢

式
T2X

技术#实时荧光定量
T2X

技术#变性高效液相色谱技

术等方法进行相关检测)

A

!

母血中胎儿
-L/

在产前诊断中的临床应用

A#?

!

在新生儿溶血性疾病中的应用
!

新生儿溶血病是指母婴

血型不合#母血中对胎儿红细胞的免疫抗体
J

F

e

通过胎盘进入

胎儿循环#发生同种免疫反应导致新生儿红细胞破坏而引起的

溶血)新生儿溶血病以
/NY

血型系统不合最为多见#其次是

XC

血型系统不合)其中以后者的危害更大一点)

XC

血型系

统不合是由于来自胎儿
XC-

阳性红细胞进人了
XC-

阴性母

体的血循环#导致其产生免疫抗体#该抗体能通过胎盘进人胎

儿血循环#引起胎儿发病#症状从轻度贫血到严重溶血性反应#

甚至宫内死亡)

XC-

阴性的孕妇#若其血浆或血清中存在胎

+

"+(

+
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