
 

 

诱导纳升电喷雾串联质谱法区分单细胞中
柠檬酸/异柠檬酸

零　晨，侯壮豪，黄光明
（中国科学技术大学化学与材料科学学院，安徽 合肥　230026）

摘要：柠檬酸与异柠檬酸是三羧酸循环中的关键异构体，区分二者对于解析细胞代谢调控至关重要。然而，单细

胞样品量有限且代谢成分复杂，使其在单细胞水平的区分和定量面临挑战。本研究建立了一种基于诱导纳升电

喷雾电离串联质谱（InESI MS/MS）方法，实现了单个活细胞内柠檬酸与异柠檬酸的直接区分与定量。利用标准

溶液二级质谱图，鉴定出具有区分性的特征碎片离子（柠檬酸 m/z 87、异柠檬酸 m/z 117），并建立相对定量校准曲

线。通过进一步在人工细胞内液中建立柠檬酸的绝对定量模型，并应用于单个 HepG2细胞分析，成功获取胞内

全谱及目标离子（m/z 191）的二级质谱图，基于建立的定量模型推算出单个细胞内柠檬酸和异柠檬酸浓度分别约

为 205、36 μmol/L。外源添加实验显示，不同孵育条件下，两者胞内相对含量存在显著差异。该方法可为单细胞

内柠檬酸和异柠檬酸的直接、快速区分与定量提供有效手段，有望拓展至其他重要同分异构体代谢物的单细胞研究。
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Single-Cell Discrimination of Citrate/Isocitrate Isomers via Induced
Nano-Electrospray Ionization Tandem Mass Spectrometry
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Abstract: Citrate  (CA)  and  isocitrate  (ICA)  are  key  isomeric  metabolites  in  the  tricarboxylic  acid
(TCA)  cycle,  synthesized  sequentially  from  acetyl-CoA  and  oxaloacetate,  with  isomerization

catalyzed by aconitase 2 (ACO2). The dynamic balance between CA and ICA is essential for cellular

energy metabolism, redox homeostasis, and signaling. Understanding their distribution and regulation

at  the  single-cell  level  is  critical  for  deciphering  cellular  heterogeneity  in  physiological  and

pathological processes. However, conventional methods, such as liquid chromatography-tandem mass

spectrometry  (LC-MS/MS)  and  gas  chromatography-mass  spectrometry  (GC-MS),  rely  on

chromatographic  separation  and  necessitate  metabolite  extraction  from  large  cell  populations

(＞1 000 cells), obscuring single-cell heterogeneity. Therefore, there is an urgent need for analytical

methods  capable  of  direct  differentiation  of  CA and ICA within  individual  cells.  Nano-electrospray

ionization mass spectrometry (nanoESI-MS), known for its high sensitivity, low sample consumption,
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and minimal sample preparation, is well-suited for single-cell metabolomics. Although tandem mass
spectrometry  (MS/MS)  can  theoretically  differentiate  isomers  via  characteristic  fragment  ions,
practical application in single cells is hindered by matrix suppression. To overcome this problem, an
induced  nano-electrospray  ionization  (InESI)  technique  was  employed.  InESI  utilizes  specific
frequency  alternating  current  pulses  applied  to  an  electrode,  inducing  ionization  from  the  sample
capillary  without  direct  contact,  effectively  reducing  salt  interference  and  improving  ionization
efficiency  and  sensitivity.  In  this  study,  an  InESI  MS/MS  method  was  established  for  the  direct
differentiation  and  quantitation  of  CA  and  ICA  within  single  living  cells.  Analysis  of  standard
solutions  identified  diagnostic  fragment  ions:  m/z  87  for  CA  and  m/z  117  for  ICA.  A  relative
quantitation  calibration  curve  based  on  the  intensity  ratio  (I87/I117)  versus  concentration  ratio
demonstrated excellent linearity (R2=0.993 0). Additionally, an absolute quantification curve for CA
was constructed using the intensity of  the precursor  ion (m/z 191)  in  artificial  intracellular  solution.
Applied  to  single  HepG2  cells,  the  method  successfully  acquired  full  scan  spectra  (detecting
endogenous metabolites such as glutamate (m/z 146) and glutathione (m/z 306) and targeted MS/MS
spectra  of  the  precursor  ion  (m/z  191,  [M−H]−  for  both  isomers),  enabling  direct,  label-free
differentiation.  Based  on  the  established  curves,  intracellular  concentrations  of  CA  and  ICA  were
determined  to  be  approximately  205  μmol/L  and  36  μmol/L,  respectively.  Further,  exogenous
incubation experiments (2 mmol/L CA, 2 mmol/L ICA, or  1 mmol/L CA+1 mmol/L ICA) revealed
significant  differences  in  the  intracellular  CA/ICA relative  content  ratio  (6.27±1.19,  1.49±0.09,  and
3.99±1.29, respectively), aligning with theoretical expectations and validating the method's reliability.
This  work  provides  a  powerful  tool  for  the  rapid,  direct  differentiation  and  quantitation  of  CA and
ICA isomers in single cells, offering a strategy for analyzing other isomeric metabolites in single-cell
metabolomics.
Key  words: single-cell； induced  nano-electrospray  (InESI)；mass  spectrometry； citrate； isocitrate；
isomer

柠檬酸 （citrate，CA）与异柠檬酸 （isocitrate，
ICA）是三羧酸循环（TCA cycle）中的核心同分异

构体代谢物，对细胞能量代谢、氧化还原稳态及

信号传导至关重要 [1-5]。在 TCA循环中，柠檬酸

由乙酰辅酶 A和草酰乙酸缩合生成，并在顺乌

头酸酶 2（aconitase，ACO2）催化下，经顺式乌头

酸中间体异构化为异柠檬酸 [6]。在单细胞水平

上深入解析这对异构体的分布与调控，对于揭示

细胞异质性在生理病理过程中的作用具有重要

意义。然而，单细胞内代谢物含量极低，且复杂

基质背景下同分异构体具有相同的分子质量（m/z 191
[M–H]–）和高度相似的理化性质，使得在单细胞

尺度上实现二者的直接、准确区分面临巨大挑战。

目前，区分柠檬酸与异柠檬酸主要依赖色

谱 -质谱联用技术，如液相色谱 -串联质谱（LC-
MS/MS）[7-9]和气相色谱-质谱（GC-MS）[10-12]。这些

方法均通过色谱分离实现异构体区分，通常需要

从大量细胞（104～106）中提取富集代谢物，无法

获取单细胞信息，从而掩盖了细胞间的异质性。

细胞群体分析显示，柠檬酸与异柠檬酸浓度在不

同细胞类型和状态下存在显著差异。柠檬酸浓

度范围可从数十至数百 μmol/L量级[13-15]，而异柠

檬酸浓度通常显著低于柠檬酸，常处于低 μmol/L
甚至接近检测限水平 [13-14]。然而，这些群体测量

结果反映的是平均值，无法揭示细胞个体差异。

更重要的是，受限于传统方法对极低含量样品

（如单细胞）的检测灵敏度不足及对样品的破坏

性富集，目前尚无在单细胞水平上原位、直接测

定柠檬酸和异柠檬酸绝对浓度及其比例的方法

报道。

近年来，单细胞质谱技术 [16-17]，例如基质辅

助激光解吸电离质谱（MALDI-MS）[18-20]、电感耦

合等离子体质谱（ICP-MS）[21-23]、电喷雾电离质谱

（ESI-MS）[24-27]等，在单细胞分析领域发展迅速。
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其中，纳升电喷雾电离质谱（nanoESI-MS）[28-29]因

其高灵敏度、低样品消耗和无需复杂样品前处

理等优势，在单细胞代谢物原位检测中展现出巨

大潜力。通过结合二级质谱（MS/MS）分析，理论

上可依据特征碎片离子谱图区分同分异构体[9, 30]。

然而，单细胞基质中高浓度盐分等干扰物常导致

严重的离子抑制效应，显著降低了目标离子信号

强度并影响其碎裂效率，阻碍了基于碎片离子的

可靠区分。传统 nano-ESI采用直流电压驱动且

需电极接触样品，易引发交叉污染和盐结晶堵塞

针尖，限制了其在复杂基质中的稳定性。本课题

组开发了诱导纳升电喷雾电离（InESI）技术 [31]，

通过在电极上施加特定频率的交流脉冲，在样品

毛细管与电极保持非接触的情况下诱导样品离

子化。该设计不仅避免了电极污染，更能有效减

少盐离子干扰，提升高盐环境下的分析稳定性。

Zhu等 [32]研究表明，在模拟脑脊液（aCSF）中，传

统 nanoESI因盐堵塞在 60 s内信号完全丧失，而

InESI可维持稳定喷雾超过 24 min。这种抗干扰

特性结合提升的电离效率，为单细胞内同分异构

体（如柠檬酸 /异柠檬酸）的直接 MS/MS分析提

供了新策略。

本工作拟建立基于诱导纳升电喷雾电离串

联质谱（InESI MS/MS）方法，旨在实现对单个活

细胞内柠檬酸与异柠檬酸的原位直接区分与定

量，考察不同外源添加条件下细胞内该异构体对

的含量变化，为单细胞代谢组学中关键同分异构

体的精准解析提供有效的技术手段。

 1    实验部分

 1.1    主要仪器与装置

Synapt G2-Si质谱仪：美国 Waters公司产品，

配备 MassLynx4.1数据处理系统；Eclipse Ti2倒

置显微镜：日本尼康公司产品；P-2000型激光拉

针仪：美国 Sutter公司产品；Milli-Q纯水仪：美

国 Millipore有限公司产品；MFG-2230M信号发

生器：中国台湾固纬电子有限公司产品。

InESI MS/MS装置示于图 1，核心组件为自

制的 nano-ESI源。拉制好的喷针 （针尖内径

～1 μm）置于铜片电极上，喷针尖端距质谱入口

约 0.5 cm，通过外加交流电压实现离子化。

 1.2    主要材料与试剂

二水合柠檬酸三钠、氯化钠、氯化钾、六水

合氯化镁、碳酸氢铵、葡萄糖：国药集团化学试

剂有限公司产品；异柠檬酸三钠：北京华中海威

公司产品；N-2-羟乙基哌嗪-N'-2-乙磺酸（HEPES）：
北京百灵威科技有限公司产品 ；甲醇 （HPLC
级 ）：美国 Honeywell  Burdick®Jackson公司产品 ；

磷酸盐缓冲液 （phosphate  buffer  solution， PBS）、
DMEM高糖培养基、胎牛血清（FBS）、0.25%胰

蛋白酶、青霉素-链霉素溶液：上海 Sangon Biotech
公司产品；硼硅酸盐毛细管：美国 Sutter公司产

品；超纯水：由 Milli-Q纯水仪制备。无特别说明

溶剂均未进行任何提纯处理。

 1.3    人工细胞内液制备

参考 Zhuang等 [33]报道配制人工细胞内液：

称取 0.104 4 g氯化钾、0.003 5 g氯化钠、 0.027 6 g
氯化镁、0.007 9 g碳酸氢铵、0.018 0 g葡萄糖、

0.023 8 g N-2-羟乙基哌嗪 -N'-2-乙磺酸，溶解于

10 mL超纯水中，充分混匀后调至 pH 7.4。
 1.4    实验条件

 1.4.1    细胞培养　将人肝癌细胞 HepG2培养在

DMEM高糖培养基（含 10%胎牛血清及 1%青霉

素-链霉素）中，置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中。

 1.4.2    外源代谢物孵育　取对数生长期 HepG2
细胞，用 PBS洗涤 2次，加入新鲜配制且额外添
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图 1    诱导纳升电喷雾电离串联质谱法检测单个细胞中柠檬酸/异柠檬酸的装置示意图

Fig. 1    Schematic of the detection of CA/ICA in single cells by InESI MS/MS
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加不同代谢物的培养基（2 mmol/L柠檬酸、异柠

檬酸或 1 mmol/L柠檬酸+1 mmol/L异柠檬酸混

合溶液），将各组细胞放置在 37 ℃、5%CO2 培养

箱中培养 2 h。每组实验独立检测并分析 5个单

细胞。

 1.4.3    单细胞前处理与取样　使用 PBS清洗细

胞 3次去除培养基残留，将细胞置于 PBS中以待

取样。在倒置显微镜下，使用预注甲醇-水溶液

（1:4，V/V）的纳米喷针对单个细胞进行穿刺取

样。通过精密控制的负压系统施加气压−34 kPa，
持续抽取 5 s，以标准化取样体积。单细胞内容

物进入喷针后，立即进行质谱分析。

 1.4.4    质谱条件　负离子采集模式；毛细管入口

温度 100 ℃；扫描时间 0.5 s；全谱质量扫描范围

m/z 60～900，二级质谱质量扫描范围 m/z 50～300。
二级质谱图通过碰撞诱导解离（CID）获得，捕集

碰撞能量（Tape CE）设定为 4 V，传输碰撞能量

（transfer CE）设定为 5 V，构建相对定量曲线及在

单细胞检测中启用“Target Enhancement Mass”（目
标离子增强）功能，并将目标离子设定为 m/z 117。
电源为外加交流电压，频率 1 000 Hz。

 2    结果与讨论

 2.1    基于特征碎片离子的异构体区分

为实现单细胞基质中柠檬酸与异柠檬酸的

特异性区分，本研究采用 1 mg/L柠檬酸、异柠檬

酸、柠檬酸-异柠檬酸（1:1，V/V）标准溶液进行二

级质谱分析，以筛选和鉴定其诊断性特征碎片离

子。在捕集碰撞能量设定为 4 V、传输碰撞能量

设定为 5 V的条件下，获得 3种样品的二级质谱

图，示于图 2。结果显示，柠檬酸和异柠檬酸均

产生 m/z 85、111、129等共同碎片离子，主要源

于羧基断裂、中性丢失及脱水反应。例如，m/z
147由 母 离 子 [M−H]−经 中 性 丢 失 1分 子 CO2

形成；同时，两者展现出区分性的特征碎片离

子。柠檬酸特征离子为 m/z 87（C3H3O3
−），推测

由 m/z 147经连续脱羧（CO2）和脱甲基（CH4）反

应形成，其对称分子结构可能促进稳定的烯醇化

中间体形成。异柠檬酸则特异性产生 m/z 117
（C4H5O4

−）和 m/z 73（C3H5O2
−），其中 m/z 117的生

成与异柠檬酸分子中 β-羟基空间位阻诱导的重

排反应有关，导致 m/z 147丢失 1分子 CH2O[30]。

在二者等体积混合溶液的二级质谱图中，m/z

87、117均明显存在，验证了这 2种离子作为异

构体诊断标志的可靠性和特异性。
 
 

R
e
la

ti
v
e
 a

b
u
n
d
a
n
c
e
/%

a

b

c

100

50

0

100

50

0

100

50

0

50 100 150 200

m/z

87

85 147
129 191

111

85
87 117 155 173 191

111

111

129

85
117 155

129 17373 191

m/z 191

m/z 191

m/z 191

图 2    负离子模式下，诱导纳升电喷雾电离串联质谱

法检测柠檬酸（a）、柠檬酸-异柠檬酸（1:1，V/V）（b）和
异柠檬酸（c）的二级质谱图

Fig. 2    MS/MS spectra of CA (a), CA-ICA (1:1, V/V)
(b) and ICA (c) by InESI MS/MS under negative

ion mode
 

 2.2    绝对定量曲线和相对定量曲线的建立

为实现单细胞水平柠檬酸与异柠檬酸的

同步定性与定量分析，本研究构建了协同作用

的双重定量模型。首先，针对 2种同分异构体

比例分析的需求，建立了基于特征碎片离子强

度比（I87/I117）的相对定量方法。通过调节柠檬酸/
异柠檬酸标准溶液的浓度比例（1:3～19:1），利
用 InESI MS/MS技术系统考察这 2个关键碎片

离子的响应规律。结果表明，特征碎片离子强度

比（I87/I117）与柠檬酸/异柠檬酸浓度比之间呈良好

的线性关系，线性相关系数（R2）为 0.993 0，示于

图 3，表明该相对定量模型在不同配比条件下均

能精准反映异构体比例变化。该方法有效规避了

单细胞体积差异带来的绝对信号波动，为后续真

实细胞内比例的精确测定提供了可靠的校正基础。

其次，为实现单细胞中柠檬酸和异柠檬酸的

绝对浓度测定，建立了模拟细胞内液基质的绝对

定量标准曲线。验证实验显示，在相同浓度下，

柠檬酸和异柠檬酸母离子（m/z 191）的信号强度

第 6 期 零　晨等：诱导纳升电喷雾串联质谱法区分单细胞中柠檬酸/异柠檬酸 811



无显著差异，因此采用柠檬酸在人工细胞内液中

构建绝对定量曲线。考虑到高盐基质对信号的

抑制作用，将配制的人工细胞内液（具体成分见

1.3节 ）稀 释 10倍 ， 分 别 加 入 梯 度 浓 度 （10～

200 mg/L）的柠檬酸标准品，通过 InESI-MS采集

全扫描模式下 m/z 191的信号强度。结果显示，

柠檬酸浓度与其信号响应强度呈较好的线性关

系，示于图 4，表明所建立的定量方法具有较好

的适用性和准确性。

该双标准曲线模型结合了相对定量与绝对

定量方法的优势：相对定量模型通过碎片离子

强度比准确反映异构体间的浓度比例；而绝对定

量模型基于母离子信号定量确定两者总浓度；两

者联合可计算细胞内柠檬酸和异柠檬酸的绝对

浓度。

 2.3    单个 HepG2 细胞中柠檬酸 /异柠檬酸的区

分与定量

本研究将所建立的方法应用于单个 HepG2

细胞的直接分析，以检测在实际生物样本中的

应用情况。通过交替采集方式，同时获取目标

母离子（m/z 191）的二级谱图和全扫描谱图，示

于图 5。全谱中成功检测到谷氨酸（m/z 146）和

谷胱甘肽（m/z 306）等多种细胞内源代谢物，证

明采样毛细管针尖有效穿刺细胞膜并实现胞质

代谢物的离子化 ，示于图 5a。目标离子 m/z

191的信号强度为 681，基于绝对定量曲线计算，

细胞中柠檬酸和异柠檬酸的总浓度为 46.24 mg/L

（～241 μmol/L）。

在 m/z 191的二级谱图中，同时检测到柠檬

酸特征碎片离子 m/z 87与异柠檬酸特征碎片离

子 m/z 117，其强度比（I87/I117）约为 7.12，示于图 5b。

通过相对定量曲线换算，获得柠檬酸 /异柠檬酸

浓度比约为 5.64，进而推算出该细胞中柠檬酸浓

度约为 39.28 mg/L（～205 μmol/L）、异柠檬酸浓

度约为 6.96 mg/L（～36 μmol/L）。该柠檬酸浓度

处于文献报道的典型癌细胞范围（71～761 μmol/L）

内 [13-15]，而异柠檬酸浓度与 Hodek等 [14]报道的

C2C12肌细胞浓度（27.95 μmol/L）相近。该方法
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图 3    柠檬酸和异柠檬酸标准溶液的相对定量

标准曲线

Fig. 3    Calibration curve for relative quantitation of
CA and ICA
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图 4    柠檬酸在人工细胞内液中的标准曲线

Fig. 4    Calibration curve of CA in artificial
intracellular solution
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图 5    负离子模式下，诱导纳升电喷雾电离串联质谱法检测单个 HepG2 细胞的全谱（a）和
母离子 m/z 191 的二级谱图（b）

Fig. 5    Full scan mass spectrum of a HepG2 cell (a) and MS/MS spectrum of m/z 191 (b) by InESI MS/MS
under negative ion mode
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首次实现了在单细胞水平上对柠檬酸与异柠檬

酸这对关键代谢同分异构体的无标记、直接区

分与定量，为单细胞代谢组学研究提供了强有力

的技术手段。

相较于传统 LC-MS/MS方法需汇集大量细

胞以获得足够分析物的局限，本方法基于 InESI
对高盐基质效应的显著抑制及对离子化效率与

碎片离子检测灵敏度的提升，实现了低丰度代谢

物的原位、实时分析，极大地推动了单细胞代谢

组学中同分异构体的研究。需要指出的是，目前

绝对定量仍依赖外标曲线，未来若能实现单细胞

内绝对定量的在线校准，将进一步提升单个细胞

内柠檬酸和异柠檬酸的定量精度和准确性。

 2.4    外源孵育对 HepG2 细胞中柠檬酸 /异柠檬

酸浓度的影响

为进一步验证方法的准确性和灵敏度，本研

究设计了外源添加实验，将 HepG2细胞分为柠

檬酸组（添加 2 mmol/L柠檬酸）、异柠檬酸组（添

加 2 mmol/L异柠檬酸）以及混合组（同时添加

1 mmol/L柠檬酸和 1 mmol/L异柠檬酸），孵育

2 h后进行检测，结果示于图 6。可见，3组细胞

中柠檬酸/异柠檬酸的相对含量比（基于 I87/I117 及
校准曲线计算）存在显著差异。具体而言，柠檬

酸组比值最高，为 6.27±1.19；混合组次之，比值

为 3.99±1.29；异柠檬酸组最低，为 1.49±0.09。这

些实测比值与各组的理论添加比例高度一致，证

实了本方法能够准确反映细胞内柠檬酸/异柠檬

酸相对含量的动态变化，具备良好的可靠性。此

外，该实验进一步证明了 InESI MS/MS技术在复

杂生物样品中区分结构相似异构体的优越性能，

具备应用于单细胞代谢网络动态监测和代谢调

控机制解析的潜力。

本方法实现了单细胞尺度柠檬酸/异柠檬酸

的精准定量，为揭示代谢调控机制提供了新视

角。柠檬酸/异柠檬酸比值可直接反映顺乌头酸

酶的催化效率，而顺乌头酸酶活性受铁硫簇稳定

性、活性氧（ROS）及氧气供应等多因素调节。例

如，缺氧或活性氧累积可显著抑制顺乌头酸酶活

性，导致柠檬酸堆积与异柠檬酸减少（柠檬酸/异
柠檬酸比值升高）[34-35]，这一现象可通过本方法

在单细胞水平直接捕捉。顺乌头酸酶作为连接

柠檬酸 /异柠檬酸比例变化与疾病的核心枢纽，

在不同疾病中呈现差异化调控。例如，在前列腺

癌中，顺乌头酸酶异常活化（通过降低锌离子浓

度解除对顺乌头酸酶的抑制），加速柠檬酸向异

柠檬酸转化，促进能量生成并驱动恶性表型 [34]；

而在侵袭性非小细胞肺癌中，顺乌头酸酶低表达

导致细胞内铁稳态失调，通过降低铁调节蛋白 1
（IRP1）蛋白表达和游离铁池水平，最终加速肿瘤

生长[36]。因此，通过监测单细胞柠檬酸和异柠檬

酸的比例，能够直接反映顺乌头酸酶活性，为癌

症代谢机制研究提供新思路。未来，可结合多组

学手段，进一步探讨异构体代谢在细胞功能及疾

病状态中的调节作用。

 3    结论

本研究建立了基于 Induced Nano-ESI MS/MS
的单细胞同分异构体区分方法，在单细胞水平上

实现了柠檬酸与异柠檬酸的无标记、直接区

分。该方法基于特征碎片离子（m/z 87、117）对
单个 HepG2细胞中的目标物进行特异性区分，

并结合全谱对其定量。最后，通过外源添加实验

证实了该方法的可靠性与准确性，为拓展应用于

其他关键同分异构体的单细胞分析提供了有力

工具。
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