
 

 

大鼠骨关节组织的敞开式质谱成像分析方法研究
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摘要：哺乳动物骨关节代谢异常与风湿性关节炎、类风湿性关节炎和骨关节炎等多种疾病密切相关。因此，研发

适用于骨关节组织中代谢物可视化分析的质谱成像方法，对于深入理解生理病理条件下骨关节组织不同微区

的代谢特征具有重要意义。本文采用空气动力辅助解吸电喷雾离子化质谱成像（airflow-assisted desorption

electrospray ionization-mass spectrometry imaging，AFADESI-MSI）技术，以代谢物的检出数量、响应强度和成像效

果为主要评价指标，通过对骨关节组织样品切片制备方法、切片厚度和喷雾溶剂系统进行优化，建立了大鼠骨关

节组织的敞开式质谱成像分析方法。考察相邻的 6张大鼠膝关节组织切片，代表性代谢物响应强度的相对标准

偏差均小于 20%，表明该方法的重复性良好。进一步采用该方法对大鼠膝关节组织进行空间分辨代谢组学分析，

发现骨质中磷酸戊糖途径、乙醛酸和二羧酸酯代谢、TCA循环等代谢通路更为显著；骨髓中抗坏血酸代谢与嘌呤

代谢通路更为显著；软骨中精氨酸、脯氨酸代谢以及赖氨酸降解等氨基酸代谢通路更为显著。上述结果表明，大

鼠膝关节组织不同微区具有明显的代谢异质性。本文建立的 AFADESI-MSI方法适用于大鼠骨关节组织分析，

为骨关节组织的代谢研究提供了可视化分析的技术手段。
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Abstract: Metabolic abnormalities in mammalian joint tissues are closely linked to various diseases,

including rheumatoid arthritis and osteoarthritis. The variations of small molecule metabolites within

bone joint tissues can affect cell proliferation, drive the secretion of inflammatory mediators, mediate

leukocyte  infiltration,  and  consequently  induce  synovial  inflammation  and  cartilage  damage.

Therefore,  the  development  of  novel  mass  spectrometry  imaging  (MSI)  methods  for  visualizing

metabolites in joint tissues is crucial for comprehensively understanding the metabolic characteristics
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of  different  microregions  under  both  physiological  and  pathological  conditions.  In  this  study,  an
airflow-assisted desorption electrospray ionization (AFADESI)-MSI was used to establish an ambient
MSI  method  for  rat  joint  tissues.  To  ensure  the  effectiveness  of  the  method,  dynamic  range,
sensitivity, and imaging effect were selected as the primary evaluation criteria. The tissue preparation,
section thickness, and spray solvent systems were systematically optimized. Compared to the AB glue
transfer method, the tape adhesion method can obtain complete bone joint tissue sections and clearer
images.  A  section  thickness  of  20  μm,  as  opposed  to  15  μm,  provides  higher  ion  intensity  in  the
m/z  600-900  range.  Among  the  tested  spray  solvent  systems,  compared  with  methanol-water  (8:2,
V/V),  acetonitrile-water  (8:2,  V/V),  and  the  acetonitrile-isopropanol-water  (6:2:2,  V/V/V),  the
acetonitrile-isopropanol-water  (4:4:2,  V/V/V)  prove  to  be  the  most  effective,  detecting  the  highest
number of metabolites and lipids when employed as the spray solvent. The precision of this method
was  evaluated  on  six  adjacent  rat  knee  sections  under  positive  and  negative  ion  modes,  with  the
relative  standard  deviation  (RSD)  for  the  ion  intensity  of  representative  metabolites  being  less  than
20%. Subsequently, this method was utilized for spatially resolved metabolomics analysis of rat knee
tissues.  A  total  of  613  metabolites  are  annotated  in  the  overall  knee  tissues.  Based  on  the  optical
images, the rat knee tissues were segmented into three microregions for bone, marrow, and cartilage.
452, 418, and 451 metabolites in these microregions are identified, respectively. In bone, the pentose
phosphate  pathway,  glyoxylate  and  dicarboxylate  metabolism,  and  the  TCA  cycle  are  more
prominent.  In  bone  marrow,  ascorbate  and  purine  metabolism  pathways  are  more  significant.  In
cartilage, arginine and proline metabolism, as well as lysine degradation, are more pronounced. These
findings highlight significant metabolic heterogeneity across different microregions of rat knee joint
tissues. Overall, this study develops an AFADESI-MSI method for in-depth profiling of metabolites
within rat joint tissues, providing a powerful tool for in situ visualization of metabolites in metabolic
studies of joint tissues.
Key  words: joint  tissues； mass  spectrometry  imaging  (MSI)； spatially  resolved  metabolomics；
metabolic heterogeneity

骨骼是哺乳动物的重要器官，具有运动、保

护、代谢和造血等多种功能[1]。骨关节是骨骼的

连接部位，为肢体自由活动提供支持。风湿性关

节炎、类风湿性关节炎和骨关节炎等多种疾病

会破坏骨关节结构，使其活动范围逐渐减小，从

而导致骨关节功能的部分丧失[2]。X射线、计算

机断层扫描（computed tomography，CT）和磁共振

成像（magnetic resonance imaging，MRI）等医学影

像技术能够在形态学层面观察骨关节的状态，精

确显示其变化 [3]。然而，骨关节炎在引起软骨发

生形态学改变之前，蛋白质、代谢物和多糖等多

种生物分子含量均已发生改变 [4]。其中，骨关节

组织中的小分子代谢物，如氨基酸、葡萄糖和脂

质等涉及能量代谢等多条代谢通路可能会影响

细胞增殖，驱动炎性介质分泌，介导白细胞浸润，

并且进一步诱导滑膜炎症和软骨损伤 [5]。因此，

针对骨关节中小分子代谢物进行原位可视化分

析，对于深入理解生理病理条件下骨关节组织的

代谢特征具有重要意义。

质谱成像 （mass  spectrometry  imaging，MSI）
是一种免标记，不局限于某种特定分子的新型分

子成像技术，不仅可同时获得生物组织或细胞中

多种分子的空间分布、相对含量及结构信息，还

能够提供不同生理及病理过程中功能分子的动

态变化与功能关联的信息 [6]。基质辅助激光解

吸电离质谱成像（matrix-assisted laser desorption/i
onization mass spectrometry imaging，MALDI-MSI）
和飞行时间二次离子质谱（time of flight secondary
ion  mass  spectrometry，TOF-SIMS）技术 [7]已应用

于骨和骨关节组织的质谱成像分析。其中，TOF-
SIMS具有极高的空间分辨率，通常针对单细胞

或组织的局部进行成像分析，可以分析骨关节组
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织中的部分脂质类化合物 [8]，并应用于骨质疏松

症模型大鼠骨骼钙磷比的可视化分析[9]；MALDI-
MSI技术可分析骨组织中的脂质类化合物 [8,10]，

对关节软骨和滑膜中生物大分子的表征具有明

显优势 [11]。目前，针对骨关节组织中氨基酸、糖

类、核酸类物质等小分子代谢物的可视化分析

仍面临着挑战，发展适用于骨关节组织中代谢物

分析的高灵敏、高覆盖质谱成像方法是非常必

要的。

空气动力辅助解吸电喷雾离子化质谱成像

（airflow-assisted  desorption  electrospray  ionization-
mass  spectrometry  imaging， AFADESI-MSI）是 本

课题组自主研发的一种新型常压敞开式质谱成

像技术 [12]，可用于分析多种类型的生物样品，包

括人和动物的心 [13]、肝、脾、肺 [14]、肾和脑等器

官或肿瘤等组织 [15-17]。与这些组织相比，骨关节

组织最显著的特征是质地坚硬，且由骨质、肌

肉、软骨和韧带等多个组织构成，各组织微区之

间有较强的异质性，存在空腔使其连接不紧密，

这些因素给骨关节组织的切片制备带来难度。

本研究拟建立一种骨关节组织中小分子代

谢物分析的 AFADESI-MSI方法，以大鼠膝关节

为研究对象，以组织中代谢物的检出数量、响应

强度和成像效果为主要评价指标，对骨关节组织

切片制备方法、喷雾溶剂组成与配比进行优化，

并将该方法应用于骨关节组织的空间分辨代谢

组学研究，揭示骨关节组织不同微区的代谢特征。 

1    实验部分 

1.1    主要仪器与装置

Q-Exactive质 谱 仪 ： 美 国 Thermo  Fisher
Scientific公司产品；UlitiMate 3000液相色谱仪：

美国 DIONEX公司产品；AFAI离子源接口：自

制，配有长度 50 mm，外径 4 mm，内径 3 mm的离

子传输管；高压电源（−10～10 kV）：东文高压电

源股份有限公司产品；MTS225三维电控平移

台：北京光学仪器厂产品；SC100步进电机控制

器：北京北光世纪仪器有限公司产品；CM1860
冷冻切片机：德国 Leica仪器有限公司产品；真空

干燥器：中国上海越磁电子科技有限公司产品；

真空抽气泵：美国 WELCH公司产品；Microtek
Digital 3480扫描仪：中国上海中晶科技有限公司

产品。 

1.2    主要材料与试剂

乙腈、甲醇、异丙醇 ：均为色谱纯 ，美国

Thermo Fisher Scientific公司产品；实验用水：杭州

娃哈哈集团有限公司产品；羧甲基纤维素钠（CMC-
Na）：化学纯，国药集团化学试剂有限公司产品。

6只健康雄性 SPF级 SD大鼠 （许可证号 ：

SYXK（京）2021-0050）：购自北京维通利华实验

动物技术有限公司；Superforst防脱载玻片：美国

Epredia公司产品；环氧树脂 AB胶：深圳蓝途新

材料科技有限公司产品；Cryo-Gel包埋胶：美国

Leica公司产品；透明胶带：得力集团有限公司产

品；载玻片（50 mm×75 mm×1 mm）：宜兴德恩科

技有限公司产品；双面胶：深圳东盛德意胶粘有

限公司产品；橡胶滚轮：四川汇优美文化用品有

限公司产品。 

1.3    实验条件 

1.3.1    大鼠骨关节组织切片的制备　动物实验

方案由中国医学科学院/北京协和医学院药物研

究所实验动物管理与动物福利委员会批准实施

（No.00004876）。采用戊巴比妥钠腹腔注射处死

大鼠，使用铡刀分离大鼠后肢，取大鼠膝关节并

剥离肌肉组织，置于−80 ℃ 冷冻保存。配制 3%

（w/V, g/100 mL）CMC-Na溶液作为包埋剂，将冷

冻的大鼠膝关节冠状面向上置于适宜模具中进

行包埋。在−80 ℃ 环境下，使包埋剂低温凝固后

剥离模具，将冷冻固体模块固定于切片机的样品

架上进行冰冻组织切片。切片操作流程示于图

1，在−20 ℃ 环境中调整样品架角度进行粗切直

至膝关节切面暴露。将适宜尺寸的透明胶带粘

贴在膝关节组织表面，使用橡胶滚轮压平后，右

手转动切片机手柄，左手将胶带随着刀架的移动

轻轻提起，完成切片。分别以 15、20 μm厚度收

取冰冻组织切片，一部分切片直接置于−80 ℃ 冷

冻保存，另一部分切片紧贴于均匀涂布环氧树

脂 AB胶的载玻片上，使用橡胶滚轮按压平整，

使组织与载玻片紧密贴合后置于−80 ℃ 静置

2 h后取出，撕下透明胶带，将膝关节组织转移至

载玻片上。在进行质谱成像分析前，将组织切片

从−80 ℃ 冰箱中取出，置于−20 ℃ 环境中真空干

燥 1 h，然后置于室温真空干燥 1 h。 

1.3.2      质谱成像数据的采集　采用自主研发

的常压敞开式 AFADESI-MSI系统 ，设置喷雾
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电压±7 kV，喷雾气体压强 0.7  MPa，抽气流速

45 L/min。喷雾溶剂系统为甲醇-水（8:2，V/V）、乙

腈-水（8:2，V/V）、乙腈-异丙醇-水（4:4:2，V/V/V）和
乙腈-异丙醇-水（6:2:2，V/V/V），喷雾流速 6 μL/min。

样品沿 X 轴移动速度 0.2 mm/s，样品在 Y 轴移动

间隔 0.2 mm。采用正、负离子全扫描检测模式，

质量扫描范围 m/z 70～1 000，离子源温度 350 ℃，

分辨率 70 000，最大进样时间 200 ms，自动增益

控制（automatic gain control，AGC）设为 3×106。 

1.4    数据处理

使 用 Xcalibur（Thermo  Fisher  Science,  USA）

将 Q-Exactive质谱仪采集生成的 .raw格式文件

转换为 .cdf格式文件。使用 MassImager软件重

构质谱图像，选择感兴趣区域（region of interest，

ROI），获得该区域的离子信号强度数据。使用

MarkerView（SCIEX, USA）进行峰对齐和同位素

离子删除，以及总峰面积归一化。通过实验室自

建的代谢物数据库和脂质数据库，利用自动化工

具 MSIannotator[18-19]（https://github.com/Yingzhu96/

MSIannotator）进行注释。将检测到的离子汇总

为 MSIdata数据集 ，利用 MSIannotator将 m/z 实

测值与数据库进行匹配 ，质荷比容差设置为

5×10−6，对数据集进行快速注释。更详细的代谢

物注释流程参考文献 [18-19]。使用 SIMCA-P

14.1软件（Umetrics, Sweden）进行多变量统计分

析，寻找骨关节组织不同微区间的差异代谢物。

使用MetaboAnalyst 6.0进行代谢通路分析。 

2    结果与讨论 

2.1    大鼠骨关节组织切片制备方法的考察 

2.1.1    切片方法的考察　以切片完整度、质谱

成像效果和内源性代谢物离子信号强度作为评

价指标，考察胶带黏附和 AB胶转移至载玻片

2种切片方法。光学图显示，使用 AB胶转移至

载玻片的切片完整度下降，特别是骨质部分出现

残缺和轮廓不清晰的现象，并且随着切片厚度的

增加变得更为严重，示于图 2a。骨质部分主要由

骨细胞和大量钙化坚硬的细胞间质组成，难以均

匀地从胶带转移至载玻片上，因此，AB胶转移至

载玻片的方法难以获得完整的骨关节组织切片。

质谱成像表明，花生四烯酸（arachidonic acid）在

大鼠膝关节组织中广泛分布，针对花生四烯酸的

质谱成像图能够对大鼠膝关节组织轮廓进行可

视化表征。此外，在选用胶带黏附的大鼠膝关节

组织切片进行成像分析时发现，柠檬酸（citraconic

acid）在骨质部分的离子信号强度较高，有明显

的微区异质性分布特征；而在 AB胶转移至载

玻片的组织切片中，由于组织切片转移不完整，

该代谢物的离子强度明显偏低。因此，本研究

选择胶带黏附法进行大鼠骨关节组织切片的

制备。 

2.1.2    切片厚度的考察　本实验进一步考察了

组织切片厚度对 AFADESI-MSI的影响。选择

15、20 μm 2个厚度的切片，根据检测到的离子质

量大小不同，将其分为 m/z 70～300、300～600、

600～900三个不同区间，分别对不同区间内的

离子强度进行统计分析。结果表明，在正离子模

式下，不同 m/z 区间的离子强度在 2种厚度的切

片中无明显差异；而在负离子模式下，m/z 600～
900区间的离子在 20 μm切片中的强度整体略高

于 15 μm切片，其余 m/z 区间的离子强度在 2种

厚度切片中无明显差异，示于图 2b。因此，本研

究选择 20 μm作为制备骨关节组织切片的厚度。 

2.2    喷雾溶剂系统的优化

根据化合物相似相溶的原理，通过配制不同

极性的喷雾溶剂对生物组织中不同极性的代谢

物进行解吸，以优化喷雾溶剂系统。乙腈-水（8:2，

V/V）是 AFADESI-MSI分 析 最 常 用 的 喷 雾 溶
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a b c d e

胶带

橡胶
滚轮

图 1    大鼠骨关节组织切片操作流程

Fig. 1    Overview of rat joint tissue section preparation
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剂[20]，能够覆盖大多数内源性代谢物。骨关节组

织中的软骨和骨髓 2个微区含有丰富的脂类代

谢物，本研究通过增加异丙醇含量降低喷雾溶

剂极性，以期提高 AFADESI-MSI对骨髓和软骨

中脂质的检测能力。因此 ，选择甲醇 -水 （8:2，

V/V）、乙腈-水（8:2，V/V）、乙腈-异丙醇-水（4:4:2，

V/V/V）和乙腈 -异丙醇 -水（6:2:2，V/V/V）4种喷雾

溶剂，考察不同溶剂组成和配比对骨关节组织中

代谢物和脂质检出数量的影响。

在正、负离子检测模式下，使用不同喷雾溶

剂系统对相邻大鼠膝关节组织切片进行AFADESI-

MSI分析，从得到的质谱成像图中圈选骨质、骨

髓和软骨 3个组织微区进行峰提取，并注释检测

到的离子。对不同微区中 4种喷雾溶剂检出的

离子数量进行统计，结果示于图 3a。在负离子模

式下，使用乙腈-异丙醇-水（4:4:2，V/V/V）在软骨、

骨髓和骨质中分别检测到 1 176、971和 1 323

个离子，均优于其他 3种溶剂配比；在正离子模

式下，使用乙腈-异丙醇-水（4:4:2，V/V/V）在骨质

中检测到 1 424个离子，略少于甲醇-水溶液（8:2，

V/V）检测到的 1 556个离子，但在软骨和骨髓中

分别检测到 998和 1  100个离子 ，均优于其他

3种喷雾溶剂系统。

另外，通过分析软骨和骨髓 2个组织微区中

AFADESI-MSI所检测到的脂质数量，进一步评

价 4种喷雾溶剂系统对脂质检测的影响，结果示

于图 3b、3c。在软骨组织中，以乙腈-异丙醇-水

（4:4:2，V/V/V）为喷雾溶剂时，检测到数量最多的

145个脂质，其中有 62个脂质未在其他 3个喷雾

系统中检出。在骨髓组织中，以乙腈-异丙醇-水

（4:4:2，V/V/V）为喷雾溶剂时，检测到数量最多的

283个脂质，其中有 77个脂质未在其他 3个喷雾

系统中检出。与其他 3种喷雾溶剂相比，乙腈-

异丙醇 -水 （4:4:2，V/V/V）系统中异丙醇含量最

高，喷雾溶剂极性更低，在解吸代谢物的同时能

够兼顾低极性脂质分子的解吸。综上，本研究选

择乙腈 -异丙醇 -水（4:4:2，V/V/V）作为 AFADESI-

MSI分析骨关节组织的喷雾溶剂。 

2.3    方法重复性考察

本实验分别在正、负离子检测模式下对 6张

相邻的大鼠膝关节组织切片进行 AFADESI-MSI

分析，在不同 m/z 范围内选择低、中、高离子强

度的代表性内源性代谢物，考察和评价方法的

重复性。在负离子模式下，以喹啉酸（quinolinic

acid）、抗坏血酸（ascorbic acid）、泛酸（pantothenic

acid）、 花 生 四 烯 酸 、 硫 酸 胆 固 醇 （cholesterol

sulfate）、羟基脂肪酸脂肪酸酯 （fatty  acid  esters

of  hydroxy  fatty  acids， FAHFA）O-36:3、 磷 脂 酰
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图 2    样品切片方法优化的质谱成像及离子强度统计分析结果

Fig. 2    Results of MS images and ion intensity statistical analysis for cryosection method optimization
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乙 醇 胺 （phosphatidylethanolamine， PE）36:3、 PE
（O-38:6）、 磷 脂 酰 肌 醇 （phosphatidylinositol， PI）
38:4为代表性代谢物；在正离子模式下，以组

胺（histamine）、次黄嘌呤（hypoxanthine）、溶血磷

脂 酰 胆 碱 （lysophosphatidylcholine， LPC）16:0、
牛磺酰胆酸 （taurallocholic  acid）、磷脂酰胆碱

（phosphatidylcholine，PC）32:1、PC-34:2、PE（P-38:6）、
PC-36:4和 PE-38:4为代表性代谢物，其AFADESI-
MSI成像分析结果示于图 4a。同一代谢物在连

续切片中的空间分布特征和离子信号强度基本

相同。对上述代表性代谢物在 6个相邻切片中

离子强度的相对标准偏差（RSD）进行统计分析，

RSD均小于 20%，示于图 4b。上述结果表明，建

立的骨关节组织 AFADESI-MSI分析方法具有良

好的重复性。 

2.4    大鼠膝关节组织的空间分辨代谢组学分析

采用上述建立的 AFADESI-MSI方法 ，在

正、负离子模式下开展大鼠膝关节组织的空间

分辨代谢组学分析。通过对大鼠膝关节组织中

代谢物的空间分布进行可视化表征，发现代谢物

的组织分布具有明显的微区特异性。例如，次牛

磺酸（hypotaurine）较多分布在软骨中，天冬氨酸

（aspartic acid）在骨髓中有较多分布，溶血磷脂酰

丝氨酸（lysophosphatidylserine，LPS）O-17:0；O特

异性分布在骨质中，示于图 5a。利用微区特异性

分布代谢物离子的质谱成像图与膝关节组织的

光学图进行匹配，能够实现大鼠膝关节组织中骨

质、骨髓和软骨 3个微区的准确分割，示于图

5b。对各个微区中 ROI进行圈选并提取数据，利

用实验室前期建立的代谢物数据库和注释工具

MSIannotator对检测到的代谢物进行注释，在整

体膝关节组织中共注释到 613个代谢物，在骨

质、骨髓和软骨 3个微区中分别注释到 452、418
和 451个代谢物，示于图 5c。对 3个微区的原始

数据进行多变量统计分析，筛选各个微区中特异

性高表达的差异代谢物，通过上述方法分别获

得 68、118、128个在骨髓、骨质和软骨中高表达

的代谢物。利用上述差异代谢物进行代谢通路

分析，结果表明，大鼠膝关节组织的不同微区具

有明显的代谢异质性。磷酸戊糖途径、乙醛酸

和二羧酸酯代谢、TCA循环等糖代谢相关通路

在骨质中更显著，示于图 5d。抗坏血酸代谢与

嘌呤代谢在骨髓中较显著，示于图 5e，可能与骨

髓的造血、免疫等功能相关 [21]。精氨酸和脯氨

酸代谢、精氨酸的生物合成以及赖氨酸降解代

谢通路在软骨中更显著，示于图 5f，可能与软骨

中富含的蛋白聚糖和骨架Ⅱ型胶原蛋白分子的

新陈代谢有关[22]。 

 

MeOH:H2O=8:2

MeOH:H2O=8:2

(111)

ACN:H2O=8:2

ACN:H2O=8:2

(125)

ACN:IPA:H2O=4:4:2

ACN:IPA:H2O=6:2:2

ACN:IPA:H2O=4:4:2

(145)

ACN:IPA:H2O=6:2:2

(121)

MeOH:H2O=8:2

(177)

ACN:H2O=8:2

(207)

ACN:IPA:H2O=4:4:2

(283)

ACN:IPA:H2O=6:2:2

(169)

Cartilage

Marrow

Bone

a

b c

PositiveNegative

1176
908

1042
723

953
971

1323

2000 1000 0 1000 2000

757

753
759

1027
849

551
998

442
788

760
1100

673
956

673

1126
1424

1556

Cartilage Marrow

21 62
12

5

15

11 14
156

3655
26

8

0

4

7725
30

7 8

15 19
12 11

100
17 5
17 6

3

注：a. 在 3个微区组织检测到的代谢物数量统计图；b. 在软骨中检测到的脂质数量韦恩图；c. 在骨髓中检测到的脂质数量韦恩图

图 3    不同喷雾溶剂系统下检测到大鼠膝关节组织切片中代谢物和脂质类化合物的数量统计图
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3    结论

本研究系统地考察与优化了大鼠骨关节组

织切片的制备方法、切片厚度和喷雾溶剂等关

键参数对 AFADESI-MSI分析的影响，建立了一

种适用于大鼠骨关节中小分子代谢物和脂质分

析的质谱成像方法及其空间分辨代谢组学分析

方法。结果表明，该方法可实现大鼠骨关节组织

中小分子代谢物和脂质分子的高覆盖可视化表

征，并基于特异性高表达的差异代谢物可用于骨

关节结构中不同微区的精准划分。该研究为深

入理解骨关节组织不同微区的异质性代谢特征

提供了新的分子基础和可视化分析手段。
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