
 

 

活体单细胞质谱分析研究进展
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摘要：单细胞作为生命活动的基础单元，其代谢状态直接反映生命体的生理与病理过程。质谱技术以其高灵敏

度、高分辨率、高覆盖率的分析特性，以及卓越的结构鉴定与定量分析能力，为单细胞分析提供了坚实的技术支

撑。相较于群体细胞分析或固定化单细胞检测，活体单细胞质谱分析能够真实保留代谢动态信息，对揭示疾病微

环境异质性、指导精准医疗具有重要意义。目前，活体单细胞质谱分析方法的研究主要聚焦于样品前处理方法

的创新。根据细胞捕获方法的不同，可将活体单细胞质谱分析技术分为活体单细胞直接探针采样、活体单细胞

质谱流式采样和激光辅助解吸附单细胞成像三大类。本文对近年来基于上述三类的活体单细胞质谱方法进行归

纳与评述，总结其在代谢物分析、生物标志物发现和癌症研究等领域的应用，并对活体单细胞质谱技术的未来发

展进行展望。
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Abstract: As the  fundamental  unit  of  life  activities,  the  single-cell  serves  as  the  core  of  biological
systems,  and its  metabolic  state  directly  and accurately  reflects  various  physiological  processes  and
pathological  changes  within  the  cell.  Mass  spectrometry  (MS)  technology,  with  its  distinctive
analytical characteristics of high sensitivity, high resolution, and wide analytical coverage, along with
its  excellent  performance  in  both  structural  identification  of  molecules  and  quantitative  analysis  of
compounds,  provides  powerful  and  solid  technical  support  for  single-cell  analysis.  Compared  with
bulk cell population analysis or fixed single-cell detection methods, live single-cell MS analysis can
faithfully preserve real-time dynamic metabolic information. This advantage makes it an irreplaceable
tool for revealing the heterogeneity of disease microenvironments and guiding the development and
implementation  of  precision  medicine.  At  present,  research  and development  of  live  single-cell  MS
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methods  mainly  focus  on  continuous  innovations  and  improvements  in  sample  pretreatment
techniques,  which  is  critical  for  ensuring  analytical  accuracy  and  reproducibility.  Based  on  the
differences in single-cell capturing and sampling methods during analysis, current live single-cell MS
techniques can be broadly divided into three major categories. These include direct probe sampling of
live  cells,  mass  cytometry-based  sampling  of  live  cells,  and  laser-assisted  desorption  for  single-cell
imaging.  Each  category  represents  a  distinct  technical  approach  with  specific  advantages  and
application  scenarios.  This  article  systematically  summarized  and  reviewed  recent  advances  in  live
single-cell  mass  spectrometry  methods  based  on  the  above  three  categories,  further  discussing  their
typical  applications  in  key  fields,  such  as  metabolite  analysis,  biomarker  discovery,  and  cancer
research. In addition, this review presented perspectives on the future development of live single-cell
MS technology,  including improving sampling precision,  enhancing detection sensitivity,  increasing
spatial resolution, and achieving better integration with other single-cell analysis technologies to gain
a more comprehensive understanding of live single-cell metabolism.
Key  words: live  single-cell； mass  spectrometry； probe  sampling； mass  cytometry； laser-assisted
desorption

在细胞群体中，每个细胞均具有独特性，群

体行为并不能完全代表单个细胞的特性。近年

来，单细胞质谱技术的发展推动了生命科学研究

的进展。该技术能够在单细胞水平上实现高灵

敏度和高分辨率检测，获取丰富的分子信息，进

而揭示细胞群体中普遍存在的单细胞异质性现

象，为疾病机制研究、生物标志物发现和医学诊

断等领域提供了支撑 [1-2]。细胞间的内在异质性

赋予了每个细胞独特的功能属性，使其对外界环

境扰动产生不同响应。因此，对单细胞内源性代

谢物的分析不可或缺。它不仅能有效揭示单细

胞间的代谢差异，还能助力识别细胞亚群，并阐

释其特定功能与行为。然而，细胞并非孤立存在

于生物体内，其功能和行为受周围微环境和动态

生理过程的精细调控。活体单细胞分析的意义

在于能够在细胞自然生理环境中实时监测其代

谢与功能的动态变化，直接揭示细胞如何响应体

内动态环境的外界刺激，为解析生理和病理机制

提供更深入的见解。

在现代生物医学研究领域，单细胞分析技术

已成为不可或缺的关键工具，其重要性在于能够

在单细胞层面深入揭示细胞内各类生物分子的

奥秘。对于单细胞基因组和转录组，核酸分子的

可扩增特性使其可通过单细胞测序实现测量 [3]。

而对于蛋白质、脂质及小分子代谢物，因其含量

低且不可复制，需要使用灵敏度更高的分析方

法。例如，荧光显微技术利用荧光物质在特定波

长激发光照射下发射荧光的特性观察细胞；流式

细胞术基于激光激发细胞上标记的荧光物质产

生散射光和荧光信号，通过光电探测器收集信号

分析细胞的各种特性；拉曼光谱可与探针结合实

现多重活体细胞分析；微流控技术可与 3D打印

结合实现单细胞活率的实时监测 [4-7]。这些技术

为细胞的定性与定量分析提供了多样化手段。

由于单细胞中代谢物具有含量极低、结构

复杂、种类繁多且动态范围广等特点，使其分析

面临挑战。质谱技术以高灵敏度、高分辨率、广

泛的分子覆盖范围，以及卓越的结构鉴定与定量

分析能力，在单细胞代谢组分析中脱颖而出，为

代谢物分析、细胞异质性研究及细胞信号通路

解析提供了坚实的技术支撑 [8-12]。值得注意的

是，代谢物变化速度极快，通常在毫秒级即可响

应外界变化，其组成与细胞状态密切相关 [13-14]。

因此，开发活体单细胞分析技术尤为重要且意义

深远。

为避免细胞活性状态对代谢检测结果的影

响，学者们在细胞前处理捕获方法上采取了不同

手段。本文将聚焦活体单细胞质谱探针逐一采

样、活体单细胞质谱流式采样和活体单细胞解

吸附成像三类分析方法进行综述，并展望未来活

体单细胞质谱的发展趋势。

 1    活体单细胞质谱探针采样分析
单细胞体积微小（1～10 pL），在对单细胞代

谢物进行质谱分析时，对离子源的灵敏度要求较

高。纳升电喷雾电离（nanoelectrospray ionization，
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nano-ESI）是电喷雾电离（ESI）技术的衍生技术，

采用微米级喷嘴和纳升级流速，通过降低液滴尺

寸显著提高了离子化效率和检测灵敏度。相较

于传统 ESI技术，nano-ESI更适用于微量样品分

析。目前，国内外学者开发了一系列单细胞探针

采样前处理方法，结合 nano-ESI可实现单细胞代

谢物的高灵敏离子化。单细胞探针既可用于细

胞部分内容物的吸取或萃取，也可用于完整单细

胞的直接采样分析。

 1.1    基于探针的活体单细胞部分内容物采样

分析

2008年，Masujima团队首次提出了显微镜

辅助下单细胞部分内容物的采样和质谱分析，并

将其命名为“video-mass  spectrometry”，这是基

于 nano-ESI的单细胞代谢组学分析方法的开创

性工作。该团队利用 nano-ESI喷针（nano-tip）作
为单细胞探针直刺活细胞，通过负压吸取细胞

内容物，再从针尖后端加入溶剂以辅助电离，成

功检测出数百种小分子代谢物 [15]。利用该技术，

该团队鉴定了人肝癌单细胞（HepG2）中他氟前

列素代谢物，并分析了 HepG2单细胞间的药物

代谢异质性 [16]；同时开展了植物细胞的分析研

究，通过 nano-tip尖端吸取植物细胞内容物，成

功分析了天竺葵和蚕豆活体单细胞中的多种植

物激素[17-18]。

后来，学者们结合其他技术实现了对活体单

细胞微量体积内容物的提取，不仅能保持细胞活

性 ，还可对所提取的内容物进行质谱分析。

Nemes等 [19]利用微探针单细胞毛细管电泳研究

非洲爪蟾胚胎 8细胞阶段的左右胚泡细胞，通过

多溶剂提取法成功鉴定出其中的差异代谢物，并

发现这些代谢物主要富集于精氨酸和脯氨酸代

谢途径中。这表明在胚胎早期发育过程中，左右

轴的代谢活动可能存在不对称性。此后，该团队

进一步研究了非洲爪蟾胚胎 8细胞中背侧和腹

侧细胞间的代谢差异，结果显示，天冬酰胺和甜

菜碱在背侧细胞中显著富集，揭示了胚胎早期发

育过程中背腹轴上的代谢异质性[20]。Vertes等[21]

将 nano-tip单细胞采样与离子迁移质谱相结合，

鉴定出单细胞中多种小分子代谢物与脂质，并通

过还原型与氧化型谷胱甘肽的比值判断细胞活

性状态，示于图 1a。Masujima等 [22]将活体细胞

特异性荧光探针技术与质谱分析相结合，利用荧

光显微镜辅助实现对活体单细胞线粒体的精准

取样 ，检测到 5  000多个特征峰 ，成功鉴定出

1 700种代谢物，并借助荧光强度归一化实现了

代谢物的相对定量分析。Ahmed等 [23]结合全息

成像显微技术对 HepG2细胞核及周围细胞器形

态进行可视化，通过对比利用 nano-tip尖端吸取

细胞质前后的图像，推断吸取物位置，并计算吸

取体积，结果显示，吸取区域前后体积总差值为

1.16 pL，该方法提高了单细胞质谱分析的三维空

间分辨能力与代谢物定量分析能力。Laskin等[24]

采用电渗技术精准控制细胞内容物的吸取体积，

通过对洋葱细胞的皮升级小体积内容物的吸取，

可使细胞在采样后仍保持活性，该方法实现了洋

葱单细胞内代谢物的定性定量分析，部分黄酮类

化合物为首次报道。杨志柏等 [25]将细胞悬浮于

缓冲盐溶液中以维持其活性，结合激光拉制 θ型

双孔石英探针和石英毛细管，实现了细胞内容物

的原位取样、传输、离子化和实时质谱分析。使

用该方法在药物处理实验中检测到紫杉醇和多

柔比星的已知代谢衍生物。该团队还利用此方

法实时监测活体单细胞中抗癌药伊立替康的含

量，揭示了单细胞药物摄取异质性，并分析了活

体结直肠癌干细胞的代谢特征，发现相较于普通

癌细胞，癌干细胞的三羧酸循环代谢产物更丰

富，表明它们的主要能量产生途径存在差异 [26]。

由于代谢物浓度低且质谱响应差，检测灵敏度受

限，黄光明等 [27]开发了一种原位信号放大策略，

通过化学衍生化提高低丰度代谢物的质谱信号，

该方法具有高度的生物兼容性，可在反应后保持

细胞活性，示于图 1b。基于 2-氰基苯并噻唑与

半胱氨酸的生物兼容点击反应，将带永久正电荷

的季铵基团共价连接到半胱氨酸上，使半胱氨酸

信号提高 75倍，实现了对活体单细胞中低响应

代谢物的高灵敏度质谱检测。

除 nano-tip外，还有其他类型探针被用于活

体单细胞分析。张新荣等 [28]利用钨探针富集具

有活性的洋葱单细胞中代谢物，代谢物分子经辅

助溶剂溶解后进行分析。与 nano-ESI相比，该方

法的灵敏度提高了约 30倍。通过对洋葱单细胞

进行检测，发现洋葱内表皮细胞富含果聚糖，而

外表皮细胞的脂质含量较高。Nonami等 [29]采用

细胞压力探针对植物单细胞内代谢物取样后进

行质谱分析，以达到皮升级细胞液样品的检测。

此外，Sweedler等 [30]通过结合全细胞膜片钳和毛

细管电泳，将神经元和星形胶质细胞的生理活动
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与其神经化学状态联系起来。之后，黄光明等[31]

利用溶酶体膜片钳技术和 nano-ESI揭示了溶酶

体亚群的代谢异质性。林金明等 [32]提出了微流

控技术与质谱相结合（图 1c），通过流体探针从

活体单细胞的亚细胞区域在线溶解目标组分，提

供了亚细胞水平的高空间分辨率物质组成信息，

同时细胞可持续增长保持活性。磷脂是细胞膜

的关键成分，参与信号传导，与细胞类型和疾病

状态密切相关。Mizuno等 [33]提出了一种高效增

溶方法分析活细胞中的磷脂，将细胞置于缓冲盐

溶液中保持活性。该方法使用低临界胶束浓度

的海藻糖 C14选择性溶解细胞膜，释放磷脂，显

著提高了磷脂的检测信号，可为肿瘤微环境中磷

脂代谢差异研究提供帮助。熊伟等 [34]将单细胞

质谱技术与活细胞特异性探针荧光成像相结合

（图 1d），实现了单细胞多模态分析，并分析了代

谢组和氧化应激表型关联的关系，发现细胞代谢

异质性决定了其在氧化应激后的状态，初始细胞

中谷胱甘肽高的亚群具有更强的抗氧化应激能

力和抗衰老水平。

 1.2    探针内完整活体单细胞采样分析

在单细胞研究领域，除采用探针穿刺单细胞

对部分内容物进行直接采样外，还开发了多种完

整活体单细胞采样技术。例如，先将单个完整细

胞直接引入特制的探针内，随后借助萃取液对代

谢物进行高效提取，以便后续分析；也可通过

nano-tip尖端使细胞与萃取液直接接触，细胞膜

破坏并释放代谢物，从而实现代谢物的原位采

样。这些方法为单细胞研究提供了更灵活、更

高效的技术支持。

目前，主流方法都是利用负压吸取单细胞

至 nano-tip尖端而获得完整单细胞。Masujima
等 [35]通过 nano-tip捕获完整单个人体淋巴细胞，

超声处理后进行质谱检测，示于图 2a。结果显

示，超声处理后的分子检测峰数量增多、信号增

强、质谱检测范围提高到 m/z 2 000。该团队采

用微流控技术对细胞富集，并对不同癌症类型中

的循环肿瘤细胞进行单细胞分析，发现甘油磷

脂、脂肪酸、固醇脂质等代谢物可作为潜在的诊

断标志物。杨志柏等 [36]将细胞操纵系统与单探

针单细胞质谱技术相结合，经细胞操作平台选定

细胞并传输至探针尖端，在乙腈液滴中裂解后，

有效排除复杂基质，适用于体液细胞分析。该技

术适用于临床治疗中个性化药物分析，对精准医

疗具有重要意义。Hankemeier等 [37]开发了集成

的单细胞电裂解和 nano-ESI平台（图 2b），利用

活细胞荧光染料 Calcein  AM对活细胞进行标

记，使用 nano-tip取样后施加 500 V电压有效裂
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注：a. 毛细管微量采样单细胞质谱分析实验装置示意图[21]；b. 靶向活体细胞中半胱氨酸的单细胞质谱分析工作流程示意图[27]；
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图 1    基于探针的活体单细胞内容物直接采样和萃取

Fig. 1    Probe-based direct sampling and extraction of live single cells
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解单个细胞，提高了单细胞质谱分析的信号强度。

除负压吸取单细胞外，黄光明等[38]直接将大

肠杆菌溶液装载在 nano-tip中，通过脉冲高压实

现电穿孔释放内源蛋白，并利用脉冲高压产生的

毫秒级微电泳分离基质，成功快速鉴定出大肠杆

菌细胞中内源性蛋白质和蛋白质金属复合物，并

发现钙调蛋白在细胞内同钙离子的结合状态与

体外研究存在差异，证明了体外测量不能完全代

表细胞内的实际情况。该方法避免了传统 nano-
ESI中电极与溶液接触可能带来的污染和氧化

问题，为研究细胞内蛋白质的复杂相互作用提供

了新工具。在此基础上，该团队通过在线电穿孔

和毫秒级微电泳分离，结合高分辨率质谱中全碎

裂扫描模式消除非特异性结合，实现了 17种蛋

白质和蛋白质复合物的原位鉴定 [39]。除研究蛋

白质外，该团队还研究了抗生素对活细菌的代谢

扰动，能够在 30 min内检测到抗生素处理后细

菌代谢物的变化，揭示了不同抗生素引起的独特

代谢响应，示于图 2c[40]。在维持单细胞活性方

面，非挥发性缓冲盐对细胞环境至关重要，与生

物分子尤其是蛋白质共同参与细胞结构维持和

生命功能运作 [41]。但因其严重的离子抑制现象，

使用单细胞质谱在自然环境中分析细胞颇具挑

战 [42]。该团队 [43]开发了一种双脱盐电喷雾电离

质 谱 （dual  desalting  electrospray  ionization  mass
spectrometry，dd-ESI MS），可直接分析悬浮在缓

冲盐溶液中的单细胞，通过诱导离子化过程中温

和电泳效应和 θ型喷针界面处水与甲醇的相互

作用减少盐离子干扰。与传统的 nano-ESI相比，

dd-ESI MS多鉴定出 70种代谢物，大多数代谢物

显示出更高的信号强度，提供了更全面的代谢组

信息。欧阳证等 [44]开发了一种基于完整细胞电

迁移和电穿孔的细胞质谱分析方法，示于图 2d。
该方法无需高精度细胞操控平台，可直接将细胞

悬液加入到 nano-tip中，通过不锈钢电极施加特

殊电压序列，利用细胞膜电荷驱动细胞电迁移，

控制单个细胞定向运动至 nano-tip尖端部分。

随后，施加高压脉冲电压使细胞表面产生电穿

孔，代谢物从孔道流出并进入到隔离的小体积液

体中，有效避免了细胞内代谢物的过度稀释。利

用该方法分析了酵母细胞间异质性、酵母细胞

代谢变化及衣藻单细胞在光照及氮源扰动条件

下的代谢变化。那娜等 [45]提出了一种新型的活

体单细胞质谱分析方法，通过玻璃电喷雾技术对

培养于载玻片的活体细胞开展原位质谱分析。

使用三角形玻璃载玻片作为细胞培养基底，通过

施加高电压使贴壁细胞从玻璃表面脱离并迁移

至尖端，代谢物经电喷雾离子化后进入质谱仪检
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图 2    基于探针的完整活体单细胞采样

Fig. 2    Probe-based intact single-cell sampling
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测；之后，结合荧光显微镜证实了高压诱导下细

胞在溶剂环境中没有改变生理形态，并采用死活

细胞荧光染料进一步证明细胞的活性维持。该

方法前处理步骤少，实现了活体单细胞的原位检

测，避免了传统的复杂前处理过程中细胞吸附、

污染和损伤等问题。

 2    活体单细胞质谱流式采样技术
传统单细胞探针采样方法存在通量低、数

据有限等缺点，难以满足高通量研究的需求。为

此，单细胞质谱流式技术应运而生，该技术通过

将 ESI-MS与流式细胞术创新性整合，实现了单

细胞分析通量和自动化水平的显著提升，并可实

时检测单个细胞内数百种代谢物，为单细胞研究

提供了更全面的数据信息 [46]。相较于传统方法，

该技术能够最大程度地保持细胞的原始特性，从

而确保所获取的检测结果更准确、更可靠，推动

单细胞研究领域更高效率、更精准化的发展。

 2.1    无标记活体单细胞流式分析

2019年，张新荣等[46]开发了单细胞有机质谱

流式无标记分析平台，将分析通量提升至 38个

细胞/min。利用这一平台，成功获得了数百个乳

腺癌细胞的代谢图谱，并实现了多种癌细胞亚型

的精准区分。之后，该团队提出了基于白细胞代

谢图谱的快速分析策略，成功区分了不同的白血

病亚型[47]。在此基础上，该团队还针对自然杀伤

细胞诱导的 HepG2细胞凋亡过程开展了代谢异

质性研究，为评估自然杀伤细胞毒性和研究单细

胞凋亡通路提供思路 [48]。为进一步实现对活体

单细胞的分析，提高单细胞质谱分析的灵敏度，

该团队与汪夏燕团队合作，提出了一种完整活体

细胞发射电离质谱（intact living-cell electrolaunching
ionization  mass  spectrometry， ILCEI-MS），示于图

3a。该方法利用单层窄孔毛细管采样单细胞，通

过施加高电压将活体细胞直接发射到质谱仪中

进行检测，无鞘流结构能够有效避免对细胞活性

的影响和对代谢物的稀释。细胞进入质谱毛细

传输管后，在高温和低真空条件下释放代谢物，

成功检测了小鼠多种组织原代单细胞，具有普遍

适用性，实现了活体单细胞高灵敏、高通量检测[49]。
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图 3    无标记活体单细胞分析技术

Fig. 3    Label-free live single-cell analysis technology
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为进一步提升活体单细胞代谢物定性定量

分析的效果，白玉等 [50]获取对数期细胞，以确保

所测细胞的活性，示于图 3b。然后，通过超声裂

解单细胞延长单细胞分析时间，确保能够采集足

够的 MS/MS谱图用于代谢物鉴定和异构体鉴

别，并利用异构体组成首次观察到乳腺癌 MCF-
7细胞可能存在的细胞亚型，实现了单细胞水平

上的代谢物深度分析和同分异构体区分。该团

队还尝试对悬浮于缓冲盐溶液中的细胞进行单

细胞质谱流式分析，为减少基质对质谱分析的不

良影响，开发了结合 ESI和 nano-ESI的新型双喷

雾电离技术，实现了具有在线除盐功能的活体单

细胞质谱分析，示于图 3c[51]。在双喷雾模式下，

通过 ESI引入的溶剂喷雾能够有效减少盐类的

干扰；同时，该团队结合罗丹明质量标签，实现了

单细胞表面蛋白的高灵敏检测。这种方法不仅

能够在保持细胞原生环境的同时有效去除盐类

干扰，还可以实现高灵敏、高通量的单细胞分

析，对于理解细胞在不同生理和病理状态下的分

子机制具有重要意义。

 2.2    标记辅助活体单细胞流式分析

结合染料、同位素以及药物等标记的质谱

流式技术可对单细胞进行精细分析，这种技术不

仅提高了研究精度，还极大地扩展了对单细胞特

性和行为的了解。Bodenmiller等 [52]利用化疗药

物顺铂作为活体细胞标记物，成功实现了单细胞

质谱分析过程中的死活细胞判别，示于图 4a。顺

铂能够快速进入膜受损的细胞并与蛋白质中的

硫醇基团形成共价键，与荧光活性染料相比，其

在不同浓度下均能有效标记死细胞。该方法提

供了一种简单、快速且稳定的单细胞质谱流式

细胞术中的细胞活性检测方法，能够与现有的细

胞处理步骤兼容，并且不会影响细胞的后续功能

分析。Bendall等 [53]开发了一种基于抗体的通用

活体细胞条形码平台（图 4b），使用铂和铟同位

素作为条形码，这些金属同位素通过共价键与抗
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图 4    标记辅助活体单细胞分析

Fig. 4    Labeling-assisted live single-cell analysis technology
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体结合，可以提高质谱流式细胞术实验的效率和

可比性。除研究细胞死活外，还对不同周期下的

单细胞信息进行探究，Nolan等 [54]选用 5-碘-2-脱
氧尿苷标记 S期细胞，这种标记能够快速进入细

胞，经短时间孵育即可测量细胞群体中的 S期细

胞，且不受 DNA合成抑制剂干扰，同时借助抗细

胞周期蛋白 B1和细胞周期蛋白 A区分 G1和 G2
期细胞，并利用磷酸化组蛋白 H3的抗体识别

M期细胞。为精准分析不同细胞周期内的代谢

组，严秀平等[55]结合活细胞染料 Hoechst、多西他

赛和磷脂酰胆碱 （phosphatidylcholine，PC）（34:1）
3种指示剂判别细胞周期，示于图 4c。通过有机

质谱流式细胞术实时区分单个细胞所处的周期

阶段，发现不同周期单细胞下的氨基酸、核苷

酸、能量代谢中间体和磷脂等代谢物表现出显

著差异。白玉等 [56]通过结合稳定同位素标记技

术的动态代谢组学，解析活细胞中代谢通路的活

性和流动方向。采用 2-脱氧葡萄糖抑制糖酵解，

研究代谢扰动下的单细胞响应，表明动态代谢活

性分析比静态浓度分析更敏感，并进一步研究肿

瘤微环境中肿瘤细胞与巨噬细胞的相互作用，揭

示了细胞异质性和肿瘤相关巨噬细胞的多样

性。该方法能够同时提供代谢物浓度和活性信

息，弥补了传统静态分析的不足。

 3    活体单细胞成像分析
质 谱 成 像 （mass  spectrometry  imaging,  MSI）

是一种先进的分子成像技术，能够在组织样本原

位揭示化合物的空间分布特征，凭借其高灵敏度

和高空间分辨率的优势，为生物学、药理学、病

理学以及临床医学研究提供了全新的视角和强

大的工具，具有极为重要的应用价值和广阔的发

展前景。

由于代谢组对环境变化的快速反应，将代谢

物取样时的扰动最小化是至关重要的。Sweedler

等 [57]开发了一种结合光学成像、基质辅助激光

解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱 （matrix-assisted  laser
desorption/ionization  time-of-flight  mass
spectrometry，MALDI-TOF MS）分析和多变量统

计分析的方法，能够对大量单细胞进行分类，揭

示稀有细胞的独特化学特征，并准确区分主要细

胞亚群。之后，该团队采用 MALDI-TOF MS技

术揭示了胰岛细胞在化学组成上的异质性，为理

解胰岛的内分泌功能和代谢调节机制提供了新

视角 [58]。为在保留细胞生理环境和代谢状态的

前提下进行分析，Zenobi等 [59]利用 MALDI-TOF
MS从单细胞藻类中成功检测到二磷酸腺苷

（ADP）、三磷酸腺苷（ATP）、三磷酸鸟苷（GTP）
和尿苷二磷酸（UDP）-葡萄糖等几种化合物，并

比较了“温暖”和“寒冷”条件下培养细胞的代

谢异质性。在“温暖”条件下培养的细胞显示出

更高的 ATP/ADP比率，表明其具有更高的代谢

活性。之后 ，该团队进一步将流体力显微镜

（fluidic force microscopy, FluidFM）技术与MALDI-
TOF MS相结合（图 5a），通过施加负压，能够精

准地从细胞内吸取代谢产物，同时，借助高精度

机械臂的操控，实现对细胞内代谢物的定量提

取，且在此过程中保持细胞活性。该方法可以在

不破坏细胞环境和细胞活性的前提下，最大程度

减少生理扰动并保留细胞背景信息，为多时间点

分析和多分子联合分析创造可能[60]。Pohnert等[61]

使用无基质激光解吸电离质谱（matrix-free laser/
desorption  ionization  mass  spectrometry,  LDI-MS）
分析淡水藻和海洋硅藻单细胞（图 5b），将微藻

细胞从培养基中取出，直接放置在玻璃纤维滤纸

上，无需添加基质或其他预处理，成功地从单个

微藻细胞中获得了化学指纹图谱，包括叶绿素

a、岩藻黄素和 β-胡萝卜素等光合色素的信号。

随后比较不同生长阶段的海藻细胞，发现其在代

谢物组成上存在显著差异，尤其是光合色素的减
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注：a. 基于 FluidFM 和MALDI-MS单细胞分析流程图[60]；b. 单细胞藻类单细胞MS谱图的采集和数据处理方案[61]

图 5    活体单细胞质谱成像分析

Fig. 5    Live single-cell MS imaging analysis
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少。该方法为理解微藻在不同环境条件下的生

理变化提供了工具。鞠熀先等 [62]基于 MALDI-
TOF MS设计了功能性质量纳米探针，将其插入

活体细胞膜后，可利用探针上底物肽感应酶的分

泌，甚至将不同探针插入同一细胞以实现多重检

测，在癌症早期诊断、药物疗效评估等领域有潜

在的应用价值。

 4    总结与展望
近年来，单细胞研究领域蓬勃发展，在生物

医学前沿领域，特别是在癌症研究、免疫学和神

经科学研究等关键领域中取得了显著进展。这

些研究帮助科学家们深入理解疾病发生机制和

细胞功能，助力揭示生命科学的核心奥秘。在癌

症研究中，单细胞质谱技术能够精准剖析癌细胞

的代谢特质，挖掘潜在的治疗靶点，为开发新的

抗癌药物提供依据；在免疫学领域，该技术助力

阐释免疫细胞的激活与调控机制；在药物研发领

域，单细胞质谱技术同样扮演着不可或缺的角

色，它能够助力科研人员发现潜在的药物靶标，

深入探究药效发挥的内在机制，并且实时、精准

地监测药物可能引发的毒性反应，从而大幅提升

药物研发的成功率。单探针质谱技术融合了质

谱分析的高灵敏度优势与探针精准取样的卓越

能力，得以实现亚细胞水平的精细检测。该技术

不仅能够直接对活体细胞进行精准取样，还具备

特异性富集与检测的能力。然而，该技术在重复

性方面尚存在一定的提升空间，偶尔出现的检测

差异为其广泛应用带来了阻碍。质谱流式技术

则凭借其高通量分析能力，极大地降低了单个细

胞的测量成本，使高通量细胞分析成为可能。质

谱成像技术能够还原生物样品中内源性分子的

初始状态，并且可以在微米甚至纳米的极小尺度

上直观展现生物分子在细胞、组织中的分布情况。

在单细胞研究这一充满潜力与挑战的领域，

未来仍需在多个关键方向持续发力，以推动该领

域更深入、更全面的发展。首先，分析方法及仪

器设备的优化升级始终是单细胞研究取得突破

的核心驱动力。随着对单细胞内复杂分子信息

研究需求的日益提高，现有的仪器设备在灵敏

度、覆盖度、分辨率和通量等方面仍存在很大的

提升空间。其次，样品制备与处理方法的改进同

样是单细胞研究获得准确可靠结果的关键环

节。样品的质量和处理过程的精细程度直接影

响后续分析数据的准确性和可重复性。此外，在

活体单细胞研究中，还存在着细胞的应激反应对

代谢的影响。因此，开发更高效、更便捷，且能

最大程度减少误差的样品制备与处理方法迫在

眉睫。对于活体单细胞中的应激反应，可选择更

温和的细胞分离方法，也可通过低温减缓代谢活

动。此外，积极促进单细胞质谱技术与其他单细

胞分析技术的深度融合，也是未来单细胞多组学

研究的重要发展方向。不同的单细胞分析技术

各有其独特优势和局限性，如荧光显微镜技术擅

长对细胞的形态和特定分子的空间分布进行可

视化，而单细胞测序技术则在基因表达分析方面

具有较高的精度和通量。采用非侵入性或微创

技术直接检测活细胞，实现原位分析，从而减少

活体单细胞检测中细胞应激反应对代谢的影

响。将单细胞质谱技术与这些技术相结合，能够

充分发挥各自的长处，实现优势互补。最后，通

过多技术交叉融合构建标准化的操作流程与严

谨的质量控制体系，对于提高数据质量至关重

要。标准化的操作流程能够确保不同实验室、

不同实验人员之间的实验条件和分析方法具有

可靠性；同时，严谨的质量控制体系则能在实验

的各个环节对数据进行实时监测和评估，及时发

现并纠正可能出现的偏差，显著提升数据的一致

性和可比性，为单细胞计量研究提供坚实基础，

推动该领域向着更精准、更高效的方向发展。
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