
 

 

单细胞水平小分子质谱成像分析技术研究进展
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摘要：质谱成像（MSI）技术通过结合质谱分析与空间分辨能力，实现了生物组织中分子分布的无标记可视化。本

文系统综述了 MSI技术，如基质辅助激光解吸电离质谱成像（MALDI-MSI）、二次离子质谱成像（SIMS-MSI）及

解吸电喷雾电离质谱成像（DESI-MSI）的基本原理和技术进展，并阐述了单细胞分析中样品制备及单细胞分辨率

下的空间代谢组学研究进展。近年来，MALDI-MSI通过透射模式基质辅助激光解吸/电离源与激光后电离技术

实现了亚细胞分辨率与更广的分子覆盖范围；SIMS-MSI结合气体团簇离子束显著提升了低丰度代谢物的检测

能力，且分辨率可达 25 nm；DESI-MSI在微流控探针与敲击模式扫描的辅助下，空间分辨率可达 6 μm，可在常温

常压条件下适用于活细胞分析与快速组织诊断。尽管 MSI在灵敏度与分辨率间存在权衡挑战、低丰度化合物检

测困难，但其无需标记与多重检测的优势使其成为生命科学领域的重要工具。未来的技术优化将聚焦于提升检

测通量、提高灵敏度及开发标准化数据分析方法。
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Abstract: Mass  spectrometry  imaging  (MSI)  has  emerged  as  a  powerful  technique  for  label-free

molecular mapping in biological tissues, enabling spatial analysis of small molecules at the single-cell

level.  MSI  combines  spatially  resolved  tissue  sampling  with  high  sensitivity,  facilitating  the

visualization  of  molecular  distributions.  This  review  summarized  advancements  in  the  main  MSI

techniques:  matrix-assisted  laser  desorption/ionization  mass  spectrometry  imaging  (MALDI-MSI),

secondary ion mass spectrometry imaging (SIMS-MSI), and desorption electrospray ionization mass

spectrometry imaging (DESI-MSI), which have evolved to offer improved resolution and sensitivity

for  small  molecule  analysis  in  complex  biological  environments.  MALDI-MSI,  widely  used  for  its

国家重点研发计划（2022YFC3401200）；中国科学院青年创新促进会（2021186）

本文通信作者刘心昱 

第 46 卷 第 6 期 质  谱  学  报 Vol. 46    No. 6

2025 年 11 月 Journal of Chinese Mass Spectrometry Society Nov.  2025

https://doi.org/
https://cstr.cn/32365.14.zpxb.2025.0075


capability  to  analyze  complex  biomolecules,  has  recently  advanced  with  the  development  of
t-MALDI-2  ion  sources  and  laser  post-ionization  techniques.  These  innovations  have  enabled
subcellular resolution (down to 1 μm) and deeper molecular coverage in single-cell studies, enhancing
ion yield and detection sensitivity for complex molecules. SIMS-MSI, recognized for its high spatial
resolution  (down  to  25  nm),  has  been  improved  through  gas  cluster  ion  beam  (GCIB)  technique,
which increases ion yield and facilitates detailed analysis of low-abundance metabolites. SIMS-MSI
is  particularly  suited  for  applications  requiring  ultra-high  precision,  such  as  mapping  cellular
organelles  and  metabolic  profiling.  DESI-MSI  operates  under  ambient  conditions  and  has  recently
achieved improved spatial resolution (down to 6 μm), making it applicable for live-cell analysis and
rapid  tissue  diagnostics.  The  integration  of  microfluidic  probes  and  tapping-mode  scanning  has
enhanced the spatial resolution and ion detection efficiency of DESI-MSI, expanding its capabilities
in  clinical  and  real-time  molecular  studies.  Despite  of  these  advancements,  challenges  still  remain,
including  the  trade-off  between  spatial  resolution  and  sensitivity,  particularly  for  low-abundance
compounds.  Sample  preparation  methods,  such  as  those  involving  vacuum or  cryogenic  conditions,
may  introduce  artifacts  and  affect  physiological  relevance.  Future  developments  of  ambient-
compatible  environments  and  AI-driven  data  analysis  workflows  are  critical  to  overcome  these
limitations.  In  conclusion,  MSI,  especially  at  the  single-cell  level,  is  transforming  spatial
metabolomics  and  holds  great  promise  in  cancer  research,  neuroscience,  and  drug  development.
Continued  innovations  in  both  hardware  and  analytical  techniques  will  drive  breakthroughs  in
understanding cellular heterogeneity and advancing precision medicine.
Key  words: mass  spectrometry  imaging  (MSI)； single-cell  analysis； matrix-assisted  laser
desorption/ionization  (MALDI)； secondary  ion  mass  spectrometry  (SIMS)； desorption  electrospray
ionization (DESI)

质谱（MS）具有高通量、高灵敏度、高特异

性和宽检测范围等特点，已成为生物化学领域最

常用的分析和鉴定工具之一。质谱成像（MSI）
是基于质谱的一种无标记分子成像技术，弥补了

传统液质联用等技术因“匀浆化”分析而缺失空

间位置信息的不足。其基本原理是利用质谱仪

同时检测多个不同质荷比（m/z）离子的特性，通

过表面原位电离与二维网格化扫描取样，同时捕

获生物组织或细胞内多种分子的空间分布及相

对丰度，并将这些信息转化为二维或三维的光学

图像[1]。

1997年，Caprioli等科学家首次将基质辅助

激光解吸/电离质谱成像技术应用于组织样本中

多种蛋白质和多肽的分子成像 [2]，极大地推动了

MSI技术的发展。目前，根据不同工作原理及离

子化方法，MSI技术可分为二次离子质谱成像

（SIMS-MSI）、基质辅助激光解吸电离质谱成像

（MALDI-MSI）、 解 吸 电 喷 雾 电 离 质 谱 成 像

（DESI-MSI）3大类型。MSI技术在小分子研究

领域有助于解析代谢途径、揭示病理变化等；单

细胞水平的 MSI能够揭示细胞代谢异质性，在

癌症、神经科学和精准医疗等领域具有重要意

义 [3]。在恶性肿瘤研究中，可以解析肿瘤微环境

中的代谢变化，深入研究肿瘤细胞与其微环境的

相互作用 [4]；在神经科学领域，单细胞 MSI助力

神经元功能状态的研究，提供神经活动的分子水

平解析[5]。此外，单细胞 MSI还可应用于个性化

药物筛选和治疗优化 [6]，为精准医疗提供强有力

的支持。

本文将综述近年来单细胞 MSI领域的最新

进展，主要包括 MSI离子源的改造、单细胞成像

分析方案及样品制备方法等。

 1    单细胞水平质谱成像小分子电离技术

在 MSI技术中，空间分辨率是衡量其成像性

能的关键参数之一，直接决定了样品中可解析的

最小空间。提高空间分辨率通常需要缩小光斑

尺寸和步长，这使得单次采集的样品区域更小，
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从而能够获得更精细的分子分布信息。然而，样

品区域的缩小使从每个像素点解吸和电离的分

子数量减少，进而导致质谱信号强度降低，影响

检测灵敏度 [7]。近年来，随着解吸/电离方式、质

量分析技术和样品制备方法的不断优化，MSI的
空间分辨率已显著提升。

 1.1    基质辅助激光解吸电离质谱成像技术

MALDI-MSI是目前应用最广泛且成熟的

MSI技术之一 [8]。在 MSI技术的改进中，最受关

注的是空间分辨率的提升，其能够在单细胞成像

中获得更精细的分子分布信息[9]。Caprioli团队[10]

开发了一种真空透射几何离子源（t-MALDI MSI），
能够将 MALDI离子源中的激光束聚焦到直径小

于 10 μm，实现了亚细胞级空间分辨率成像。但

当 t-MALDI MSI像素尺寸减小时，离子丰度显著

下降，导致目标化合物的信号丢失。为解决这一

问题，引入了激光诱导后电离（MALDI-2）技术，

其有效提升了离子丰度[11]。Dreisewerd团队[12]将

这 2种技术结合，开发了 t-MALDI-2离子源，使

MSI能够在亚细胞分辨率水平上分析组织和细

胞中的脂质。通过在亚细胞水平上观察 Vero
B4细胞，正、负离子模式下分别检测到 24种和

12种不同的磷脂和糖脂，证明了 t-MALDI-2-MSI
技术在单细胞成像方面的巨大潜力。

除改造离子源方式外，Bookmeye等 [13]提出

了基于单光子诱导（SPICI）的化学电离技术，提

高了高空间分辨率下的离子产率。在 16 μm空

间分辨率下，对小鼠脑和肾组织进行质谱成像分

析，正、负离子模式下分别检测到约 250和 270
种不同的脂质，覆盖度显著提升，示于图 1。Zhang
等 [14]开发了一种组织扩展质谱成像 （TEMI）技
术，通过水凝胶膨胀将细胞间距放大 4～10倍，

使 50 μm激光束的等效分辨率达 5～12.5  μm。

这种“软加工”方法巧妙地规避了光学系统硬件

的物理限制，为单细胞成像开辟了新路径。通过

优化组织扩展和质谱成像方法，在单细胞水平上

实现了脂质、代谢物、蛋白质和 N-糖的高空间分

辨率分布成像，成功揭示了脑组织不同功能层和

肿瘤组织中的代谢异质性及生物分子的精细分

布。此外，Joana等[15]将 MALDI-MSI与成像质谱

细胞术（IMC）相结合，使用 MALDI-MSI在 5 μm
空间分辨率下测得包括甘油磷脂类（如磷脂酰胆

碱 PC（37:5）和磷脂酰肌醇 PI（34:1））在内的 112种

代谢物；同时，利用 IMC在 1 μm空间分辨率下

进行细胞表型的识别和分析。通过对这些数据

的整合分析，揭示了不同细胞类型（如癌细胞、

巨噬细胞、T细胞等）的代谢异质性，发现了特定

细胞类型与特定代谢物的关联。

随着深度学习、图像分析及自动化数据处

理技术的发展，计算机科学与质谱成像的交叉融

合为突破单细胞分辨率瓶颈提供了全新路径。

Esselman等 [16]提出利用自体荧光显微镜图像训

练深度学习模型（Mask-RCNN）自动识别并分割

人肾组织切片中的肾小球细胞，将分割后的肾小

球区域扩展 1.4倍后仅针对该区域进行数据采

集，在 5 μm空间分辨率下揭示肾小球硬化中脂

质代谢异常。随后，该团队还提出一个简化的、

基于显微镜驱动的MALDI-MSI数据采集工作流

程，通过精确采样目标组织区域来优化从实验中

获得的生物信息[17]。

尽管真空 MALDI-MSI取得了一些进步，但

在接近生理条件下获得高质量、高信息量的生

物分子的微米级空间分辨率质谱图仍是一个挑

战。常压基质辅助激光解吸电离（AP-MALDI）
技术的出现为解决这一问题提供了思路。AP-
MALDI允许使用非挥发性和挥发性溶剂溶解

样品 [18]，且可获得细胞在接近生理条件下的代

谢情况。Kompauer等 [19]在 AP-SMALD-I10光源

（TransMIT, Giessen, Germany）的基础上开发了一

种新的 MALDI-MSI源 ，将激光聚焦直径降低

至 1.4 μm，显著提高了成像的空间分辨率。后

续工作中，他们又提出了自动对焦 AP-MALDI-
MSI系统，可为 3D样品提供≤10 µm的横向分

辨率 [20]。Lan等 [21]使用该技术在 5 μm空间分辨

率下揭示了乳腺癌类器官和正常乳腺类器官独

特的脂质分布特征。Heiles等 [22]开发了一种新

型 AP-MALDI-MSI技术，使用 213 nm波长激光

及定制目标透镜，在小鼠脑和肾组织切片中实

现了 3 μm的有效空间分辨率。213 nm AP-MALDI-
MSI技术结合高分辨率、高准确度的轨道阱质

谱仪，能够清晰区分组织中的不同结构，如纤

维束、颗粒层和分子层，示于图 2，该技术为未

来的 MALDI-MSI研究提供了更高的空间分辨

率和更广泛的应用前景。AP-MALDI-MSI通过

光源革新与光学策略优化，正突破“高分辨率”

与“生理兼容性”的长期矛盾，其在单细胞代谢
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组学、肿瘤异质性解析等领域的应用，将推动

精准医学从组织水平向亚细胞尺度跨越。另

外，Zhang等 [23]将捕集离子迁移率分离与双极

性电离技术相结合，在质谱分析前对离子进行

分离，减少了离子抑制效应，实现了单细胞脂

质组的高通量原位分析。

此外，还有一些 MALDI的变体技术也具有

较高的分辨率，如透射式大气压激光解吸电离 /

后光致电离质谱成像（t-AP-LDI/PI MSI）。该技

术结合了激光系统与真空紫外放电灯用于电离，

在 10 μm空间分辨率下实现了小鼠小脑和人类

黑色素瘤组织的生物分子分布可视化，并通过优

化参数，在 4 μm空间分辨率下观察了小鼠海马

组织的物质分布[24]。
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注：通过单光子诱导后离子化增强-基质辅助激光解吸/电离（MALDI-SPICI）（图像左侧 a～m），在小脑和髓质的白质和灰质中发现了许

多分析物的明显分布，其中大多数分析物在普通 MALDI-MSI中无法检测到（图像右侧）；数据记录历时 42 h，像素尺寸为 16 μm，质量分

辨率（Resm）为 140 000，重复频率（frep）为 300 Hz；（n, o）：（n）分子层和（o）白质记录的单像素点MALDI-SPICI质谱示例；

GM1=单唾液酸四己基神经节苷脂，PA=磷脂酸

图 1    MALDI-SPICI-MSI 与常规 MALDI-MSI 对小鼠脑冠状切片的成像对比[13]

Fig. 1    Comparison of MALDI-SPICI-MSI and conventional MALDI-MSI for imaging of
mouse brain coronal sections[13]
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 1.2    二次离子质谱成像技术

SIMS-MSI是目前空间分辨率最高的质谱成

像技术。近年来，通过优化气体团簇离子束（GCIB）
显著提升了 SIMS的检测能力。Winograd团队[25]

提出 CO2 团簇离子束，凭借更强的范德华相互作

用力增强团簇稳定性，以及弱酸性环境增强质子

化效率，在 1 μm空间分辨率下解析小鼠海马神

经元细胞和大鼠脑组织细胞间隔中神经元中心

肌磷脂和磷脂酰乙醇胺的亚细胞分布 [26]。利用

70 keV CO2-GCIB首次实现了 HeLa细胞内嘌呤

的空间构象可视化及代谢中间体 5-氨基咪唑-4-
羧酰胺核糖核苷酸的亚细胞定位[27]，揭示了代谢

通道的动态调控机制。该技术还成功追踪了顺

铂诱导的细胞膜脂质重组[28]。尽管 CO2-GCIB在

理论上可实现亚微米级空间分辨率，但其在极小

检测区域内的离子产率较低，难以支持单细胞中

低浓度生物分子的质谱检测。

为解决这一问题，Winograd团队 [29-30]提出了

H2O团簇离子束，使离子产率提高 10～100倍，

实现了低浓度磷脂酰乙醇胺过氧化物的原位成

像，为氧化应激相关疾病研究提供了直接分子证

据。随后，该团队开发了一种双模式 SIMS成像

技术 ，通过结合水簇气体团簇离子束 (H2O)n-
GCIB-SIMS和 C60-SIMS，在冷冻乳腺癌组织切片

中实现了单细胞水平的脂质、代谢物共定位分

析。 (H2O)n-GCIB-SIMS在导管原位癌（DCIS）区
域检测到磷脂酰肌醇 PI（38:3）的特异性富集。

进一步结合 C60-SIMS的抗体标记成像，发现 Ki-
67阳 性 增 殖 细 胞 空 间 分 布 与 溶 血 磷 脂 酸

LysoPA（20:0）的空间共定位（p＜0.01），揭示了该

脂质在肿瘤细胞增殖中的潜在调控作用 [31-32]，示

于图 3。Lagator等[34]发现，将适量的 CO2 掺杂到

水团簇中可显著提高小分子药物的二次离子产

率并提升成像分辨率，通过在亚微米空间分辨率

对猪肝和小鼠脑组织切片进行分析，验证了掺

杂 CO2 的水团簇在药物分析中的有效性。

Daphnis等 [33]提出原位基质增强二次离子质

谱（ME-SIMS）技术，通过使用 10 keV的 Ar3000+团
簇离子束，将 MALDI基质直接沉积到生物组织

样本表面，显著提高了质谱成像的灵敏度。在

10 μm空间分辨率下，该技术在正、负离子模式

下分别检测到 34和 28种脂质。Adolphs等 [35]使

用 α-氰基-4-羟基肉桂酸（CHCA）作为基质，探究

了不同大小的 Bi和 Ar簇离子对分子离子产率

及完整脂质分子信号的影响。Boštjan等 [36]使用

一种被称为兆电子伏 -二次离子质谱 （MeV-
SIMS）的金涂层辅助分子成像技术，通过在有机

组织表面涂覆不同厚度的金层增强二次离子产

率。研究发现，在 0.5～2 nm金层厚度下，二次离

子产率达到最高值 ，且样品信号强度提高了

5倍。此外，Yuan等[37]还提出了基于飞行时间二

次离子质谱（TOF-SIMS）的成像分析方法——亚

细胞增强分子成像（SEAM），创新性地将 SIMS-
View、SIMS-Cut、SIMS-ID三款自研计算模块集

成于一体：首先，通过 SIMS-View对全切片的质

谱图像进行多通道可视化探索 ；然后 ，利用

SIMS-Cut基于形态学和特征量自动分割出单个

细胞核区域；最后，借助 SIMS-ID对每个核区内

的质谱指纹进行精确注释和定量。借助这一工

作，在单细胞核水平上构建了包括肝脏功能性分

 

a b c

d e f g

注：a. 小鼠大脑小脑区域的 RGB MS图像；b. 小脑部分区域的 RGB MS图像；c. 小脑选定区域的 RGB MS图像，叠加[PI-Cer

d40:0+H]+（m/z 866.6485）、[SM d36:1+K]+（m/z 769.5622）、[PC 38:6+K]+（m/z 844.5256）3种脂质分布；d. 外侧脑室的 RGB MS图像；

e. 图 d中所示样本的 H&E染色组织切片；f. 小脑选定区域的 RGB MS图像，叠加[PC 36:1+K]+（m/z 826.5723）、
[PC 32:0+K]+（m/z 772.5253）2种脂质分布；g. 图 f中所示样本的 H&E染色组织切片

图 2    小鼠小脑的微米范围 MALDI-MSI[22]

Fig. 2    Micrometer-range MALDI-MSI of mouse cerebellum[22]
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区、纤维化边界等多尺度空间代谢图谱，成功揭

示了不同细胞亚群及其微环境中显著的代谢异

质性，为组织代谢组学研究提供了更高分辨率和

更丰富信息量的技术范式。

动态 SIMS以纳米二次离子质谱（nanoSIMS）

为代表 [38]。Levi-Setti等 [39]于 1984年使用 55 keV

液态金属 Ga+离子束获得了约 100 nm的横向分

辨率；而 Malherbe等 [40]引入射频等离子体 O−源

后，横向分辨率可达到 50 nm。2024年，Weber[41]

开发了高分辨率纳米二次离子质谱（NanoSIMS-

HR），采用新设计的热离子化 Cs+源 ，使得在

16 keV冲击能量下横向分辨率提升至 25 nm，并

在 30 nm空间分辨率下解析出微藻细胞细胞壁

上的小圆形特征。

 1.3    解吸电喷雾电离质谱成像技术

DESI-MSI是基于环境电离的 MSI主流方法

之一，具有对样品损伤最小的优点。2004年，

Cooks等 [42]发明了 DESI技术，并于 2006年进一

步将 DESI源开发为成像工具 [43]。DESI-MSI设
备简便且可在常压下操作，是一种相对简单的成

像方法。但由于喷雾大小和从大气到真空环境

中传输效率的限制，该技术的典型空间分辨率约

为 300 μm。为提高传输效率，贺玖明团队[44]开发

了空气流辅助电离源（AFADESI），能够在开放空

气中获取生物组织切片的高质量图像 [45]。通过

严格优化毛细管溶剂，DESI的空间分辨率可达

20 μm[46]，但仍不足以完全区分细胞结构。后来，

Laskin等 [47]参照纳升电喷雾电离源（nano-ESI）构
建了纳升解吸电喷雾电离（nano-DESI）源，通过

在 2根毛细管之间形成溶剂桥并接触样品以限

制喷雾大小，实现分析物的解吸。由于主毛细管

内径减小，喷射流非常细，且与样品接触的面积
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注：a. IDC/DCIS组织半连续切片 H&E染色；b. 多模态 SIMS工作流程；c.d.e. 分子注释与空间分布；f. 抗体共定位显示

图 3    单细胞水平多组学分析工作流程示意图及选定的叠加与单离子图像[31]

Fig. 3    Schematic of the workflow on cell-type specific profiling of multi-omics on the IDC/DCIS tissue section
at the single-cell level, and select overlay and single-ion images using (H2O)n-GCIB SIMS and C60-SIMS[31]
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非常小 ，因此纳升解吸电喷雾电离质谱成像

（nano-DESI-MSI）的空间分辨率可达 12  μm[48]。

此外，他们利用剪切力显微镜精确控制 nano-
DESI探针与样品表面之间的距离在 1 μm以内，

将 nano-DESI-MSI的空间分辨率进一步提升至

10 μm以下 [49]。通过进一步缩小主通道和喷雾

通道尺寸、重新设计采样端口结构并缩短喷雾

通道长度，该团队设计了集成微流控探针（iMFP），
实现了 8～10 μm的空间分辨率，并对小鼠子宫

组织中的脂质进行高空间分辨率成像，提供了用

于组织细胞类型标定的分子特征图谱 [50]。然而，

这种方式的样品采集和电离过程是分开的，所需

时间比一步电离更长，且 2根毛细管需精确对准

以确保采样效率。由于操作复杂性和环境不确

定性，DESI-MSI通常用于分析对空间分辨率要

求适中的组织样本。

发展 DESI变体技术可获得更高的空间分辨

率，如单探针电喷雾电离（SPESI）通过将采样和

电离过程集成于直径仅为 6 μm的探针中，实现

了 8.5 μm的空间分辨率[51]；而轻敲模式扫描探针

电喷雾电离（t-SPESI）采用电压驱动器控制纳升

喷嘴探针进行轻敲振动，进一步将空间分辨率提

升至 6 μm，显著增强了成像精度和信噪比 [52]，示

于图 4。
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图 4    t-SPESI 质谱成像[52]

Fig. 4    t-SPESI mass spectrometry imaging[52]

 

 2    单细胞质谱成像样品制备与预处理技术
根据单个细胞的大小，有 2种主要的质谱成

像方案。第 1种方案是分离待分析的单个细胞，

将其转移至与质谱兼容的载玻片上，然后对分离

的单个细胞进行成像分析，其适用于分析较大尺

寸且易分离的单细胞[53]，如单细胞真核生物和较

大的神经元。Winograd和 Ewing团队 [54-55]利用

TOF-SIMS技术对草履虫和四膜虫中的小分子化

合物进行成像分析。Sweedler等 [56]使用钨丝制

成的尖针去除神经元，将其置于预先涂有聚赖氨

酸的载玻片上，并采用 MALDI-MSI技术对单个

神经元不同区域的多肽进行成像分析。该方案

中，通常单张载玻片上仅有 1个细胞，因此可将

分子分布信息与单个细胞精准匹配，从而确保获

得的质谱信息来自所选细胞。另一种成像方案

更适用于尺寸小于 30 μm的哺乳动物细胞，这种

细胞难以单独分离。因此，在分析过程中，将细

胞培养在与成像质谱兼容的载玻片上形成 1个

细胞群落，然后对这些包含多个细胞[57]的细胞群

落进行质谱成像分析。在导电载玻片上对细胞

群落进行成像分析，可以在 1次实验中获得大量

的细胞分子信息。总的来说，这 2种成像方案各

具优点，根据不同的细胞特性选择合适的成像方

案可以提高实验效率。
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在单细胞 MSI中，细胞样品的制备是整个实

验过程的关键环节。先进的样品制备方法不仅

能够简化实验操作、提高实验效率，还可以检测

到细胞内部更多的分子信息。下面将介绍近年

来在 MALDI和 SIMS技术中提出的创新样品制

备方法。

在样品板上涂覆基质是 MALDI-MSI分析的

关键步骤。选择适当的基质（表 1）和沉积方法

能够减少甚至避免分析物的损失，促进分析物的

有效电离，从而获得更高质量的图像 [58]。对于

5  μm以下的 MALDI-MSI，基质层厚度至关重

要。基质涂覆有基质升华和基质溶液喷雾 2种

常用方法。其中，基质升华的优点是便于控制基

质层厚度，但得到的信号强度较低；与升华法 [19]

相比，基质溶液喷雾方法可以显著增强磷脂的信

号。综上所述，对于单细胞 MALDI-MSI，需根据

细胞特性对基质选择和涂覆方法进行优化，以更

好地获得单细胞和亚细胞水平上的化合物分

布。2023年，Yang等 [59]开发了一种名为荧光引

导的单细胞 MALDI质谱成像（FluoMALDI）显微

镜技术的新方法，通过将荧光显微镜与 MALDI
成像相结合，实现了对同一生物样本的多模态成

像 ，并利用多种荧光染料 （如 Alexa  Fluor  488、
Alexa  Fluor  555、Fluorescein等 ）和 MALDI基质

（如 CHCA、9AA等）验证了 FluoMALDI技术的

荧光增强效果。
 
 

表 1    用于 MALDI 生物分子检测的常用基质

Table 1    Common MALDI matrices used for biomolecule detection

基质缩写
Abbreviation of matrix

基质全称
Full name of matrix

目标分子类型
Target molecule type

离子化模式
Ionization mode

DHB 2,5-二羟基苯甲酸 脂质、糖类、多肽 +/−

CHCA α-氰基-4-羟基肉桂酸 脂质、代谢物、蛋白质 +

9-AA 9-氨基吖啶 脂质、代谢物、蛋白质、糖类 −

NEDC N-（1-萘基）乙二胺二盐酸盐 脂质、代谢物 −

2-MBT 2-巯基苯并噻唑 脂质 +

TCNQ 四氰基醌二甲烷 药物 −

DHA 2,5-二羟基苯乙酸 脂质、蛋白质、多肽 +

NOR 去甲哈尔满（β-咔啉） 脂质、生物碱 +

SA 3,5-二甲氧基-4-羟基肉桂酸 蛋白质、多肽 +

1,5-DAN 1,5-二氨基萘 脂质、极性小分子 +/−

DCTB 反式-2-[3-（4-叔丁基苯基）-2-甲基-2-亚丙烯基]丙二腈 脂质 +
 

SIMS-MSI的优点是无需基质，但其需在超

高真空环境中运行，为了将细胞引入该环境，通

常需要进行化学固定、物理冷冻或干燥处理，这

一过程可能会破坏细胞原有的分子组成和分

布。同时，真空条件下细胞无法存活，因此在超

高真空环境下对活细胞进行质谱成像是一项巨

大的挑战。Moon等 [60]使用单层石墨烯包裹细

胞，保持活跃和湿润状态，从而提高成像效果。

将湿润的细胞置于涂有胶原蛋白的湿基质上，细

胞培养基的顶部设有微孔；随后在细胞上覆盖

1层石墨烯，保护细胞免受干燥和细胞膜降解的

影响。采用该方法制备的细胞可在超高真空环

境中存活 10 min，该团队在这种环境下进行了长

达 30  min的模拟实验 ，活细胞膜未见明显变

形。该技术能够在无任何标记的情况下，在未经

处理的湿细胞膜上观察到胆固醇、磷酸乙醇胺

及各种脂肪酸的分子分布。

 3    基于单细胞质谱成像的小分子检测在
揭示关键生物学过程中的应用

随着仪器空间分辨率和灵敏度的提升，MSI
已成为揭示生命科学奥秘的前沿技术。细胞异

质性在活体中普遍存在，深入了解单个细胞的代

谢活动不仅能够揭示致癌机制，还能推动靶向药

物的研发。

在亚细胞尺度的微量元素定位分析方面，

Malherbe等 [40]应用 nanoSIMS技术对绿藻和拟南

芥细胞中的微量元素进行定位，发现钠、钙、磷

及必需微量元素铁和铜在绿藻中呈现不同的分

布特征；对于拟南芥细胞，锰、铁和铜等微量元素
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在叶绿体中高度富集。Lovrić等[61]采用 nanoSIMS
技术结合透射电子显微镜和背散射电子显微镜，

建立了肺泡巨噬细胞中铁积累及亚细胞定位的

研究方法，通过使用 nanoSIMS和氦离子显微镜-
二次离子质谱 （HIM-SIMS）技术，发现铁主要积

累在线粒体和类似囊泡的亚细胞区域中，示于

图 5。该结果揭示了铁在亚细胞水平的代谢过

程，并为降低过量铁负荷的细胞毒性提供了潜在

的治疗靶点。

在代谢合成与动态分析方面，Chadwick等[62]

采用同位素探针结合 nanoSIMS技术分析生物膜

的合成代谢活动，以研究细胞外电子转移和生物

膜导电性。研究表明，与难溶电子受体在微米距

离上的呼吸作用相关的生长抑制，对于优化微生

物电化学装置及阐明微生物导电性现象的合成

关系具有重要意义。Pareek等[27]通过 GCIB-SIMS
技术直接可视化了嘌呤酶复合体催化的嘌呤生

物合成过程，发现嘌呤酶复合体中的 9种酶协同

作用，指导代谢途径中的中间产物合成嘌呤核苷

酸，增大途径流量，并影响腺苷酸单磷酸/鸟苷酸

单磷酸的比例。该工作为理解嘌呤酶复合体对

人类健康的重要性及其在侵袭性癌症中的作用

提供了重要见解。Kompauer等 [19]研发了大气压

扫描微探针基质辅助激光解吸 /电离质谱成像

（AP-SMALDI-MSI）平台，识别了 220多种脂质、

代谢物和肽类的亚细胞分布，为区分草履虫中纤

毛和口沟提供了创新方法。

在药物分布研究方面，Mamun等 [63]采用 AP-
MALDI-MSI技术对小鼠肾脏中对乙酰氨基酚

（APAP）及其代谢产物进行了 10 μm空间分辨的

成像分析，发现 APAP主要在肾盂区域积累，而

其代谢产物对乙酰氨基酚 -半胱氨酸缀合物

（APAP-CYS）在肾外髓和肾盂区域均有分布。

此外，还发现了 1种新的 APAP代谢产物——
APAP-丁基硫酸盐（APAP-BS），并观察到其在肾

脏、大脑和肝脏中的分布，揭示了 APAP及其代
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注：a. 23Na+的离子图；b. 56Fe+的离子图；c. 对应的 TEM图像；d. TEM图像与56Fe+信号的叠加图

图 5    暴露于 500 μmol/L 柠檬酸铁铵（III）并经化学固定处理的肺泡巨噬细胞中铁元素的相关性透射电镜与

纳米二次离子质谱成像分析[61]

Fig. 5    Correlative TEM and NanoSIMS imaging of iron in alveolar macrophages exposed to 500 μmol/L
ammonium iron(III) citrate and chemically fixed NanoSIMS imaging[61]
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谢产物在肾脏中的分布差异，为理解 APAP的药

代动力学及潜在肾毒性提供了新的视角。Niehaus
等 [12]利用 t-MALDI-MSI平台可视化了 Vero B4
细胞中多种磷脂和糖脂的分布。此外，Yin等 [64]

使用自制的近场激光解吸电离质谱（NDPI-MS）
技术对 HeLa细胞内的原黄嘌呤药物分布进行亚

细胞多模态成像，发现药物分子主要位于细胞质

中。随后，Cheng等 [65]利用该仪器揭示了 2种具

有相似结构的蒽啶类药物的差异性分布，强调了

药物与生物环境相互作用的复杂性。Meng等[66]

通过微透镜光纤激光解吸电离-质谱成像（LDI-
MSI）平台，阐明了纳米颗粒药物递送系统在细

胞内的转运过程。这些研究展示了质谱成像技

术在细胞和亚细胞水平上的强大应用潜力。从

微量元素的亚细胞定位到药物代谢产物的分布

（表 2），这些发现不仅为解析生物体系内的代谢

过程提供了新的视角，也为开发新型治疗方法和

药物递送系统提供了重要的科学依据。随着技

术的不断进步，质谱成像有望在未来的生物医学

研究中发挥更重要的作用。
 
 

表 2    基于单细胞质谱成像的小分子空间解析揭示关键生物学过程

Table 2    Key biological processes addressed by mass spectrometry imaging based small molecule spatial analysis
at single-cell level

研究主题
Research topic

检测小分子类型
Type of detected small

molecule

技术平台
Technology
platform

生物学发现
Biological finding

应用价值
Application value

微量元素代谢调控 金属离子
（Fe, Cu, Mn, Na, Ca）

nanoSIMS
HIM-SIMS

拟南芥叶绿体特异性富集Mn/Fe/Cu；
肺泡巨噬细胞线粒体铁累积引发细胞毒性

解析铁过载疾病靶点

代谢通路动态可视化 同位素标记代谢物
嘌呤中间体
脂质/肽类

nanoSIMS
GCIB-SIMS
AP-SMALDI

生物膜长距离电子转移的代谢代价；
嘌呤酶复合体空间调控AMP/GMP比例；

草履虫纤毛脂质图谱定义亚结构

优化生物工程系统，
揭示癌症代谢重编程

药物空间药理学 药物原型及代谢物
磷脂/糖脂

原黄嘌呤药物
纳米颗粒药物

AP-MALDIt-
MALDI

近场LDPI-MS
微透镜光纤LDI

对乙酰氨基酚肾区分布差异；
原黄嘌呤胞质定位偏好；

蒽啶类药物结构-分布相关性；
纳米载体胞内转运路径

指导肾毒性规避策略，
设计高效递送系统

 

近年来，随着技术的进步，高空间分辨率的

多组学成像逐渐成为空间代谢组学中的强大技

术手段。为进一步表征在自然组织环境中单细

胞的大规模、无标记分子特征，Scupakov等 [67]将

形态测量图像分析与高空间分辨率 MALDI-MSI
相结合，对复杂组织背景下单个细胞的形态特征

及单细胞特异性分子谱图进行分析，成功获得了

多个具有细胞类型特异性的代谢图谱。Rappez
等 [68]开发了一种基于 MALDI-MSI的开源方法

SpaceM，其结合荧光信号与形态空间特征，能够

实现原位单细胞代谢组分析。Wang等 [69]将

MALDI-MSI与同位素示踪及多重免疫荧光染色

相结合，检测了靶向细胞类型中的代谢变化和营

养物质分配。这一单细胞水平的空间代谢组学

技术进一步揭示了肾脏在损伤后修复及胚胎发

育过程中的代谢轨迹 [70]。Li等 [71]结合单细胞多

组学分析与空间代谢组学技术，揭示了人体肾脏

不同解剖区域的细胞异质性和代谢特征，发现即

使是同一类型的肾小管上皮细胞，在不同的解剖

区域也表现出不同的转录组、染色质可及性及

代谢组学特征。此外，研究还发现，疾病状态下

近曲小管细胞的脂质代谢失调，并通过整合临床

数据鉴定出与肾脏疾病进展相关的候选基因

PLEKHA1。这些发现为理解肾脏生理和病理机

制提供了新视角，并为开发新型治疗策略提供了

潜在靶点。

 4    总结与展望

本文系统总结了单细胞领域 3大核心技术

的突破性进展：MALDI-MSI通过透射几何离子

源（t-MALDI-2）与激光后电离（MALDI-2）的协同

创新，将空间分辨率提升至亚细胞尺度（＜5 μm），

同时拓展脂质 /代谢物覆盖度，实现不同分子质

量物质的深度覆盖；SIMS-MSI凭借气体团簇离

子束的工程化改造（如 CO2/H2O掺杂策略），在维

持 50 nm超高分辨率的同时，将离子产率提升

10～100倍，实现磷脂过氧化物等低丰度分子的

原位成像，且可精细解析亚细胞元素动态；DESI-
MSI通过微流控探针与轻敲式扫描设计，突破常

压成像分辨率极限（6 μm），为活细胞动态分析提
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供新模式，可用于临床转化场景中的快速检测。

3种技术各具优势、相互补充，共同构建了“亚

细胞定位-单细胞代谢-组织微环境”的多尺度分

子成像体系，推动空间代谢组学从“群体均值”

向“单细胞异质性”的认知范式转变。

尽管  MSI 技术已取得显著进展，但仍存在

3个瓶颈。其一，在灵敏度与分辨率的权衡上，

亚微米尺度下离子通量骤减；以 CO2-GCIB-SIMS
为例，低丰度分子的检测受限，亟待通过开发新

型多模态离子源（如激光-团簇束复合电离）、增

强后电离效率、结合离子迁移谱分离抑制效应

等策略解决。其二，生理真实性存在缺失，因超

高真空环境或复杂制样（如冷冻、固定）会破坏

原位分子状态，导致活细胞动态监测受限，对此，

优化石墨烯封装技术以实现近生理环境成像，以

及发展常压原位代谢监测平台（如 AP-MALDI联
用微流控活细胞培养）是潜在的突破路径。其

三，数据分析标准化不足，海量空间组学数据缺

乏统一的分析框架，阻碍了跨平台结果的比较；

未来需构建 AI驱动的通用分析流程，并整合深

度学习与多组学关联算法（如代谢-转录空间共

定位）以攻克这一难题。随着跨学科融合的加

速，单细胞 MSI有望在精准医学等领域催生变

革性突破。
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