
(

"$

)

:̂\[:Z:`^

%

,;32:,=:2:,^%[>1SAC

4

DOJHAJC

MJCMGH

4

HDVIK

(

Y

)

%0EHH[HE

4

=JH

4

GIB

%

#&"$

%

"$

!

"5()!

"5.'%

(

"/

)

079\ ?

%

d3\*]

%

Z3\ ?

%

GIJP%:M

R

P

4

P

R

MGHDP ÂCJBG
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#
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质谱成像技术及其在肿瘤蛋白质组学中的研究进展

王娜娜"

!

#

!张
"

婷"

!

$综述!胡成进"

#审校

"

"%

济南军区总医院实验诊断科!济南
#'&&$"

#

#%

泰山医学院!山东泰安
#."&"(

#

$%

潍坊医学院医学检验学系!山东潍坊
#("&'$

$

""

摘
"

要"质谱成像"

1,3

$作为蛋白质组学前沿技术!近年来受到国内外学者的关注%该技术具有无标记&高

通量&大数据&可视化等特点!可检测多种生物分子的空间分布信息!在组织或细胞水平上对肿瘤的准确诊断及

其研究应用潜力巨大%该文介绍了
1,3

像的优势&原理&样品制备及其在肿瘤蛋白质组学方面的研究进展%

关键词"质谱成像#

"

蛋白质组学#

"

肿瘤#

"

诊断

!"#

!

"&%$)()

"

@

%ABBC%"(.$!/"$&%#&"5%#$%&$"

中图法分类号"

;.$&%#"

文章编号"

"(.$!/"$&

"

#&"5

$

#$!#)((!&'

文献标识码"

:

""

质谱成像#

1,3

$是目前用来研究生物组织蛋白质

组学的关键技术'在
")).

年%德国
0:̀ ;3>Z3

教授

首次提出了基质辅助激光解吸电离质谱分子成像技

术#

1:Z[3!1,3

$

(

"

)

%随后该团队经过近
"&

年的研

发%

#&"(

年
0:̀ ;3>Z3

教授又提出了全新的质谱成

像策略(

#

)

%将该技术形象地称为,分子显微镜-'该技

术能将组织和细胞的生物分子定位%可视化测量蛋白

质*脂质和其他生物分子在表达水平上的分布*空间

重排和变更%同时对分子群体进行分析用于研究及分

子诊断'目前%该前沿技术已引起国内学者的关注%

但尚在起步阶段%相关报道较少见'

B

"

1,3

的优势

""

1,3

作为一种非常灵敏的分子成像技术%在研究

及应用上具有独特的优势!#

"

$

1,3

具有快速检测能

力及高空间分辨率%图像采集速率
%

#'

像素"
B

%可以

产生百万像素分子图像%小至
'&

&

S

的结构在空间上

得到分辨(

#

)

+#

#

$

1,3

将质谱的灵敏度和选择性与经

典组织学的空间描述特征相结合%可以在组织切片*

细胞表面直接鉴定和定位各种分子+#

$

$

1,3

可以对

未标记的样品进行分析%不需要事先知晓分析物信

&

(()#

&
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年
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息%并可以同时原位分析多种分子(

$

)

+#

/

$同一张组织

切片可以在
1,3

分析后%洗脱基质再进行苏木素和伊

红#

79

$染色%并且可以将二者结果结合#重叠$分析+

#

'

$灵敏度较高%可以直观的显示各种分子的含量%以

及对各种分子的含量进行对比及聚类分析+#

(

$

1,3

实验需要很少的标本%单个组织切片或细胞就可以成

功进行实验%得到数千个不同分子的质谱图像'

C

"

1,3

的技术原理

""

1,3

技术是经过冰冻切片获得
"&

"

"#

&

S

的组

织片或将细胞制成薄层涂片%喷涂基质后将玻片置于

质谱仪的靶上%利用成像软件选择拟成像区域进行成

像'选用的基质材料具有激光激发波长的强能量吸

收%用激光照射样品使组织表面物质解吸和电离(

/

)

%

产生离子后在质量分析仪中通过其质荷比#

S

"

W

$分

离%将各个点的分子量信息转化为图片上的像素点'

所有质谱数据经过平滑*对齐*归一化处理后得到了

一幅完整的质谱图(

'

)

'质谱成像是一种半定量的方

法%当某种物质在组织中有含量差异时%可以根据图

像颜色的深浅来判断其相对含量'经过组织学染色

的切片信息可以导入到质谱仪中%质谱成像结果可以

结合组织学染色结果分析%以研究感兴趣物质的分布

或做出临床病理诊断'

D

"

1,3

的样本制备

""

样品制备是整个实验过程中至关重要的环节%必

须确保组织中分子的完整性以及空间分布的原位性%

避免分析物的降解'样本制备主要包括样本的收集

和储存*组织切片*组织预处理*基质喷涂等方面'手

术取得标本后应将组织迅速储存于低温下%必须注意

在冷冻过程中保留组织天然形态'通常将组织用铝

箔纸包裹后置液氮中快速冷冻后转移至
-5&l

下储

存备用'制备切片时要避免形成冰晶%避免分析物降

解+防止切片断裂*打卷+确定适宜的切片厚度等'切

片洗涤完成充分干燥后%进行样品制备的另一个关键

步骤基质覆盖%使用基质的目的是与组织切片表面的

分析物形成共结晶%基质吸收激光能量%使分析物离

子化后进入质谱仪进行检测'整个过程分析物的相

对丰度和空间分布保持不变'使用基质的目的是与

组织切片表面的分析物形成共结晶%基质吸收激光能

量%使分析物离子化后进入质谱仪进行检测'整个过

程分析物的相对丰度和空间分布保持不变(

(

)

'

#

!

氰

基
!/!

羟基肉桂酸#

700:

$常用于蛋白质成像分析%而

#

%

'!

二羟基苯甲酸酸#

[7+

$最常用于脂质和药物代

谢物分析'常用的基质喷涂方法有喷雾法和气雾法%

喷雾法适用于大蛋白质成像%气雾法适合从小分子*

脂类*多肽到蛋白质的多种化合物%根据分析的物质

类型选择最佳基质%多种基质多种应用'

E

"

1,3

在肿瘤蛋白质组学的应用

""

目前肿瘤的临床诊断依靠病理学与临床特征相

结合%尚缺乏特异的理想生物标志物'手术切除仍然

是大部分肿瘤治疗的,金标准-%但是对肿瘤边缘的视

觉判断和组织学评估不够准确%不完全切除导致了肿

瘤的复发(

.

)

'所以%全面了解肿瘤微环境%确定肿瘤

区域特定分子定位%将对肿瘤类型*边界的确定及诊

断治疗提供新的帮助'

1,3

技术能够从组织样本中

对其组织学背景下的分子进行无标记多重检测和分

析(

5

)

'由于在整个分析过程中保持组织学结构完整%

多个分析物的空间分布可以与组织学和临床特征相

关联(

)

)

'

1,3

技术和适宜的蛋白质组学技术相结合

在肿瘤研究及临床分子诊断中具有实际的应用前景'

E%B

"

1,3

鉴定肿瘤边界
"

肿瘤治疗的关键是确保手

术过程中肿瘤组织完全切除%以尽可能减少疾病的复

发%并且边界的分子特征有助于了解肿瘤浸润的过程

及疾病的临床管理'此外%确定边界也在肿瘤分期中

起关键作用%这将影响后续治疗方案的实施'所以%

快速准确地鉴定癌变组织边界是肿瘤手术治疗的关

键'但是%肿瘤的精确定位仍然是困扰临床医生的挑

战性问题'

1,3

已成功用于快速鉴定肿瘤边界%揭示

正常和肿瘤组织的蛋白质组学图谱的差异%并发现在

卵巢癌*肾细胞癌*垂体腺瘤等组织中原位表征差异

分子的分布%形象直观地显示出肿瘤的分布区域'

:̂\*

等(

"&

)使用
1:Z[3!1,3

来识别卵巢癌分子特

征%得到卵巢癌组织中边界区#

3]

$%肿瘤区#

=]

$和正

常区#

\]

$特定的分子分布图像#图
"

$'揭示了来自

肿瘤和正常组织及边界区域的独特的多肽谱%并且将

成像结果与病理学结果结合分析%验证了成像结果的

正确性'

,̀ ;:**3\,

(

#

)团队利用
1:Z[31,3

进行

肾细胞癌组织成像%得到高分辨率的蛋白质成像图%

结果显示肿瘤和正常区域不同的分子分布%这显示了

1,3

可以分析组织特异性分子的能力'

0:ZZ3!

*:;3,

等(

""

)研究了神经肽在正常垂体组织和垂体腺

瘤样本中的定位%利用
1:Z[31,3

分析了
/'

例垂

体腺瘤和
(

例正常垂体组织中激素水平%从采集组织

到确定两种组织中肽和蛋白质激素的组成仅用了

$&SAC

%远低于典型的垂体手术时间%结果发现正常

组织和肿瘤组织有明显不同的蛋白特征%首次证明了

该技术在临床应用中的巨大价值'因此%

1,3

评估肿

瘤边缘的潜在优势是能够识别组织病理学无法检测

到的分子变化'

1,3

有望帮助临床医生更精确*更快

速的确定肿瘤的位置%切除所有的肿瘤组织%尽可能

多的保留健康组织'

E%C

"

1,3

区分肿瘤类型
"

精准的肿瘤诊断是癌症有

效治疗的前提'目前肿瘤的临床诊断通常依靠组织

形态学和免疫组织化学分析'免疫组织化学需采用

多种抗体%多张组织切片才能进行肿瘤分型(

"#

)

%并且

操作步骤繁琐%受临床诊断经验等因素限制%往往难

以做出确切诊断'而质谱成像技术只需要一张组织

切片就可以获得空间分辨的具有不同肿瘤组织类型

特征的蛋白质组学成像图%同时保持分析组织的形态

&

.()#

&

国际检验医学杂志
#&"5

年
"#

月第
$)

卷第
#$

期
"

3CIYZJL1GF

!

[GMGSLGH#&"5

!

2DP%$)

!

\D%#$



完整性'因此%可以通过分析不同组织特征的蛋白质

图谱 对 肿 瘤 准 确 分 类(

"$

)

'

;:<,9;

等(

"/

)利 用

1:Z[31,3

对乳腺癌组织进行质谱成像%直接从组

织中区分不同
79;#

状态的乳腺癌并区分出肿瘤与

基质组织%同时发现特定的蛋白质"肽表达变化与

79;#

表达强烈相关'其中质荷比
5/&/

分子特异性

显示在
79;#

阳性的肿瘤组织中%而不存在于
79;#

阴性的肿瘤组织中'因此可以用来区分
79;#

阳性

和阴性患者'而质荷比
(##'

分子在
79;#

阳性和

阴性病例中均存在%质荷比
/)()

分子只存在于基质

中%而不存在于肿瘤组织中#图
#

$'在另一项研究中%

:̀*\3

等(

"'

)研究不同类型的甲状腺病变%将
1,3

应

用于细针穿刺细胞涂片%聚类分析甲状腺乳头状癌%

7sHIKPG

细胞腺瘤%甲状腺髓样癌和增生性结节之间

的蛋白质谱%结果发现与增生性结节患者相比%在

7sHIKPG

细胞腺瘤%甲状腺髓样癌和甲状腺乳头状癌

患者中检测到的质荷比
/)('

*质荷比
(#.5

和质荷比

(('"$

种不同蛋白质均下调'随后%通过比较

7sHIKPG

细胞腺瘤患者和甲状腺髓样癌患者获得的蛋

白质谱图%质荷比
.#($

*质荷比
5#)/

和质荷比
5$"&

处的蛋白质在这
#

个实体之间差异表达'这说明

1:Z[31,3

可以区分良恶性甲状腺疾病以及不同类

型甲状腺肿瘤'

""

注!

:

为
79

染色+

+

为
$

个区域内不同分子分布的质谱成像图+

0

为区域分明的成像图

图
"

""

卵巢组织中差异表达蛋白的
1:Z[31,3

图像

E%D

"

1,3

发现新肿瘤生物标志物
"

生物标记物可用

于肿瘤的诊断%转移及预后等方面并且还有助于了解

肿瘤发生和发展的生物学机制(

"(

)

'但是肿瘤是一种

复杂而异质的疾病%目前临床上缺乏理想的生物标志

物'一种基于
1,3

的蛋白质组学被广泛应用于肿瘤

潜在生物标志物的发现(

".

)

%利用
1,3

可以原位表征

组织内的各种分子的空间信息(

"5

)

%揭示健康和癌症组

织的蛋白质组学图谱的差异%目前已经在肾细胞

癌(

")

)

*肺癌(

#&

)

*胃癌(

#"

)

*结直肠癌(

##

)

*肝癌(

#$

)

*乳腺

癌(

#/

)等癌症中发现了新的潜在诊断*转移及预后生物

标志物'

\:

等(

")

)分析了乳头状肾细胞癌#

;00

$的

手术组织切片%得到不同组织区域的分子成像质谱

图%结果显示
,"&&:""

和铁蛋白轻链是乳头状
;00

癌症区域中的差异表达蛋白%并且经过免疫组织化学

验证
,"&&:""

和铁蛋白轻链在肿瘤细胞中过表达'

这表明
,"&&:""

和铁蛋白轻链是鉴别诊断
;00

的潜

在生物标志物'淋巴结转移#

Z\1

$是决定肿瘤患者

适当治疗的重要因素之一%

1,3

用于发现多种癌症中

转移及预后的潜在标志物%并可结合串联质谱技术对

标志 物 进行 鉴定 和 功 能 预 测'例 如
,"&&:5

和

,"&&:)

用 于 胃 腺 癌 转 移 的 监 测(

#'

)

%

0>?.:#

*

=:*Z\#

和
,"&&!:"&

用以监测
+JHHGII

腺癌发展以

及预测区域性转移(

#(

)

'在另一项研究中%

*91>ZZ

等(

##

)将胸腺素
$

!/

#

=

$

!/

$鉴定为结直肠#

0;0

$肿瘤相

关的预后指标%并且非整倍体结直肠肿瘤表现出比二

倍体肿瘤更差的预后'另外显示增加的
=

$

!/

蛋白水

平与结直肠肿瘤患者的存活率降低相关'所以
=

$

!/

蛋白可能成为抗肿瘤的新分子靶标'这些研究证明

&

5()#

&

国际检验医学杂志
#&"5

年
"#

月第
$)

卷第
#$

期
"

3CIYZJL1GF

!

[GMGSLGH#&"5

!

2DP%$)

!

\D%#$



了
1,3

能够在组织学转化之前检测肿瘤相关蛋白表

达的变化%使其成为识别肿瘤生物标志物的有用

工具'

""

注!

:

为
79;#

阳性乳腺癌组织+

+

为
79;#

阴性乳腺癌组织+质荷比
5/&/

分子只显示在
79;#

阳性的肿瘤组织中+质荷比
(##'

分子在

79;#

阳性和阴性病例中均存在+质荷比
/)()

分子只显示在基质中%而不存在于肿瘤组织中

图
#

""

乳腺癌组织中
79;#

表达的
1:Z[31,3

图像

E%E

"

1,3

研究肿瘤的异质性
"

肿瘤的异质性目前被

认为是基于遗传不稳定性和微环境应激的克隆进化%

以及肿瘤干细胞的多向分化的结果(

#.

)

'它具有独特

的分子表型#肿瘤亚群$%因此%鉴定这些临床相关肿

瘤亚群对于了解肿瘤的发展及临床治疗方案的实施

具有至关重要的作用(

#5

)

'传统的蛋白质方法主要通

过使用抗体的靶向测定来研究肿瘤异质性的临床意

义%不适用于发现的新型肿瘤亚群'因此%需要一种

能够对未标记的蛋白进行检测并且可以原位空间分

析肿瘤分子信息的新技术'

1,3

技术以其无标记%原

位表征分子分布的优势已应用于肿瘤异质性的研究'

+:ZZ<aa

等(

#)

)首次展示了肿瘤组织的
1:Z[3

成

像与先进的统计聚类分析相结合用于鉴定乳腺癌和

胃癌中具有临床相关性的表型和分子独特的肿瘤亚

群%获得不同组织区域的分割图谱%发现几个检测到

的肿瘤亚群与胃癌患者的生存特征相关'在另一项

研究中%

:̀\[9;3

等(

$&

)利用
1,3

对前列腺癌组织

成像%揭示了前列腺癌异质细胞群的蛋白质组学改

变'这表明
1,3

在研究肿瘤异质性方面具有很大的

优势和潜力'

N

"

小
""

结

""

1,3

技术以其快速*高分辨率*无标记的原位分

析具有广阔的研究及临床应用潜力'目前采用
1,3

技术研究居多%其应用尚在起步阶段'但是该技术能

可视化准确识别各种器官肿瘤组织中分子的空间分

布特征及其相对含量信息%能实现具有特征信息的诊

断图像'随着该技术的不断成熟和生物信息学处理

软件的完善%其将成为肿瘤病理诊断的新技术而应用

于临床'
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