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摘要：目前，原位条件下生物组织中蛋白质的提取、电离、分离与结构解析仍处于探索阶段，尚未实现高灵敏度、

高通量分析，尤其对组织中的低丰度蛋白、蛋白复合物和膜蛋白的分析面临巨大挑战。原位质谱技术能够在组

织层面直接实现蛋白质的解吸附与离子化，为揭示蛋白质空间分布及分子结构特征提供了独特途径，但组织原位

质谱分析仍面临离子化效率低、气相分离手段不足、序列和结构解析深度有限等技术瓶颈，限制了完整蛋白质的

高通量检测与精准表征。与传统液相色谱-质谱联用技术相比，离子淌度（也称离子迁移谱，ion mobility spectrometry,

IMS）与自上而下（top-down）质谱技术的整合为突破技术瓶颈提供了新思路，在提升蛋白质检测通量、改善空间

分辨率及提高蛋白质构象和修饰解析精度等方面展现出潜力。本文系统梳理了原位质谱在蛋白质组织原位离子

化与空间表征领域的最新进展，重点讨论了蛋白质原位提取、原位电离、气相分离及结构解析的关键问题，并探

讨了 IMS与 top-down技术在原位体系中的融合前景。旨在推动原位条件下高空间分辨率、高质量分辨率、高结

构解析准确率的空间蛋白质组学技术发展，为实现组织样品中完整蛋白质从少到多、从结构分析不精确到精确、

从空间信息含糊到明确的原位质谱表征技术提供思路和方向。
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Abstract: Under  in  situ  conditions  in  biological  tissues,  the  extraction,  ionization,  separation,  and
structural  analysis  of  proteins  remain in  an  exploratory  stage.  To date,  no analytical  strategies  have
been  established  that  can  simultaneously  achieve  high  sensitivity  and  high  throughput  under  such
conditions. Consequently, the analysis of proteins within complex tissue environments remains highly
challenging, particularly for low-abundance proteins, protein complexes, and membrane proteins. By
enabling  the  direct  desorption  and  ionization  of  proteins  from  tissue  sections,  in  situ  mass
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spectrometry  (MS)  provides  a  unique  approach  for  investigating  both  their  spatial  distribution  and
molecular  structural  characteristics.  Currently,  in situ MS analysis  of  tissue samples still  encounters
several  technical  bottlenecks,  including  low  ionization  efficiency,  limited  gas-phase  separation
capabilities,  and  restricted  depth  of  sequence  and  structural  characterization.  These  limitations
collectively  hinder  the  high-throughput  detection  of  intact  proteins  and  reduce  the  precision  of
structural  characterization,  ultimately  compromising  analytical  resolution  and  confidence  in  protein
identification.  In  comparison with  conventional  liquid chromatography-mass  spectrometry (LC-MS)
approaches, the recent integration of ion mobility spectrometry (IMS) with top-down MS has offered
a  promising  strategy  to  overcome  these  limitations.  This  multidimensional  analytical  framework
demonstrates  significant  potential  for  enhancing  protein  detection  throughput,  improving  spatial
resolution in tissue analyses, and enabling more precise characterization of protein conformations and
post-translational modifications, while preserving spatial integrity. This review provided a systematic
overview of  recent  advances in  in  situ MS for  protein ionization and spatial  characterization within
tissue  samples.  It  specifically  focused on critical  challenges  in  protein  extraction,  in  situ  ionization,
gas-phase  separation,  and  structural  analysis,  discussing  current  technical  bottlenecks  and
methodological  considerations.  Furthermore,  the  review  explored  the  prospects  of  integrating  IMS
with top-down MS in  in  situ workflows,  discussing how this  combination could augment  analytical
capabilities  and enable the spatially resolved characterization of  intact  proteins.  The purpose of  this
review was to promote the development of spatial proteomics under  in situ conditions, emphasizing
high spatial resolution, high mass resolution, and precise structural characterization. By systematically
summarizing current methodologies and technical challenges, this review aims to provide conceptual
guidance  for  advancing  in  situ MS  approaches  that  enable  the  analysis  of  intact  proteins  in  tissue
samples across a wide range of abundances, facilitating more accurate structural characterization and
yielding clear, well-defined spatial information. Ultimately, these insights are intended to support the
future development of comprehensive spatial proteomics workflows.
Key  words: biological  tissues； in  situ  protein  ionization； protein  mass  spectrometry； mass
spectrometry imaging；top-down proteomics；ion mobility spectrometry (IMS)；spatial proteomics

蛋白质是维系生命系统运作的核心分子，其

结构可塑性与修饰变体多样性赋予其在细胞信

号传导、能量代谢及基因调控等过程中精确而

复杂的功能调节能力 [1-2]。深入解析蛋白质的时

空中动态变化特征，是理解生命活动分子机制的

核心 [3]。随着现代质谱技术的发展，基于自下而

上（bottom-up）、自中而下（middle-down）、自上而

下（top-down）的蛋白质解析策略已经逐步完善，

蛋白质的结构特征分析与多种修饰组学分析技

术已被广泛应用，并实现了多维度的高通量定量

研究 [4-5]。其中，bottom-up作为当前蛋白质组学

的主流方法，通过对复杂的提取蛋白样品进行酶

切，生成可使用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）
分析的肽段混合物，进而实现高通量的蛋白质组

学研究 [6-7]。然而，该类传统 bottom-up质谱分析

策略丢失了完整蛋白质变体信息以及蛋白质的

高级结构和相互作用信息[8]。

此外，蛋白质的组织空间分布信息也非常重

要。传统的免疫组织化学（immunohistochemistry,
IHC）[9] 与免疫荧光（immunofluorescence, IF）[10] 技
术可在组织水平实现蛋白质的空间定位，但受限

于检测通量与结构解析能力，难以同时揭示蛋白

质变体（proteforms）的修饰状态。原位质谱技术

的兴起为直接在生物组织中获取蛋白质空间分

布及分子组成和结构特征提供了新策略。基质

辅助激光解吸电离（matrix-assisted laser desorption/
ionization, MALDI）是目前广泛应用的原位质谱成

像（mass spectrometry imaging, MSI）技术之一，可

在组织水平高精度定位蛋白质的空间分布 [11-12]。

然而，MALDI产生的蛋白离子通常以低电荷态
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为主，难以实现高效碎裂并开展 top-down鉴定，

同时其高 m/z 离子对质谱仪性能提出更高要求，

限制了完整蛋白在原位条件下的高通量与深度

表征。相比之下，基于电喷雾原理的敞开式离子

源技术可在常压下直接从组织表面提取蛋白质

并产生多电荷离子，更适用于完整蛋白质的识别

与结构解析，其主要形式包括解吸电喷雾电离

（desorption electrospray ionization, DESI）[13]、纳升

级解吸电喷雾电离（nanospray desorption electro-
spray ionization, nano-DESI）[14]和液滴电喷雾萃取

分析（liquid extraction surface analysis, LESA）[15]，现

已广泛应用于可溶性蛋白质及其复合物的原位

研究。

敞开式离子源在一定程度上拓展了原位蛋

白质质谱的应用边界，但在实现高灵敏度与深度

结构解析方面仍面临重要限制。一方面，复杂组

织基质与高丰度小分子带来的电离抑制显著降

低了蛋白质的离子化效率，尤其限制了低丰度蛋

白、膜蛋白以及大分子质量复合物的检测 [16]。

另一方面，原位环境中同时产生的多类离子缺乏

有效分离，信号拥挤与离子竞争现象进一步削弱

了 top-down的碎裂覆盖度，阻碍了蛋白质及其

翻译后修饰的精确解析[17]。离子淌度技术（也称

离子迁移谱，ion mobility spectrometry, IMS）的引

入为突破上述瓶颈提供了关键的技术支撑。

IMS通过基于气相构象差异的额外分离维度，可

有效降低同分异构离子的复杂度，提升整体蛋白

质检测通量并改善 top-down的序列覆盖度。然

而，对于完整蛋白质的原位分析而言，蛋白质构

象保持、离子传输效率及碎裂深度等限制仍未

完全突破，从而使高置信度解析复杂蛋白质及其

变体的能力受到掣肘。

完整蛋白质 top-down分析的通用策略示于

图 1。原位 top-down分析虽能最大程度保留蛋

白质构象、翻译后修饰及空间信息，但受限于分

离效率与碎裂能力，其覆盖度有限；而基于组织

匀浆或蛋白质富集的 top-down流程虽然显著提

升了检测通量，却不可避免地破坏天然构象、改

变序列结构或丢失关键修饰与空间定位，形成

“信息完整性”与“检测深度”难以兼得的技术

矛盾。总的来说，原位 top-down与提取样品 top-
down在蛋白质信息完整性与检测深度之间存在

显著差异，难以同时实现。因此，发展能够在保

持蛋白质天然状态下实现高通量、高覆盖度与

高置信度解析的原位 top-down技术，已成为推

动空间蛋白质组学向结构分辨、异质体解析与

疾病机制研究深入发展的核心需求。

本文将系统梳理原位蛋白质质谱在蛋白质

原位提取、原位电离、气相分离与结构解析等方

面的最新进展，重点探讨敞开式离子源技术的演

化、IMS与 top-down分析的整合优势，以及MSI与
显微切割技术在空间蛋白质组学中的应用潜

力。通过对关键技术路径的综合分析，旨在为实

现高空间分辨率与分子层面深度解析并重的空

间蛋白质组学研究提供思路与参考。

 1    原位蛋白质离子化方法及技术进展

 1.1    原位蛋白质离子化的原理与技术挑战

原位蛋白质质谱分析旨在绕开传统的蛋白

质提取、酶解及纯化流程，直接在组织或细胞微

区实现蛋白质离子化，从而保留其空间分布和原

生构象信息，其基本流程包括：1）在样品表面通
 

细胞

神经元

组织
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图 1    完整蛋白质 top-down 分析的通用策略

Fig. 1    General strategies for top-down analysis of intact proteins
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过液桥、溶剂流或激光作用释放蛋白分子；2）利
用软电离策略（如电喷雾或激光解吸）将凝聚相

蛋白质转化为多电荷气相离子；3）气相蛋白离子

进入质谱系统，实现高通量、高灵敏度的质荷比

检测和精准表征。敞开式电喷雾原位离子源技

术可在常压下直接从组织表面提取蛋白并产生

多电荷离子，适用于完整蛋白质的分子识别与结

构解析，为原位蛋白质组学提供了高效解决方

案，其主要形式包括 DESI、nano-DESI和 LESA，

示于图 2。
 
 

kV

Gas in

a b c

kV kV

注：a. DESI；b. nano-DESI；c. LESA

图 2    敞开式电喷雾原位离子源技术示意图

Fig. 2    Schematic illustrations of ambient electrospray-based in situ ionization sources
 

原位蛋白质质谱分析能够绕开传统提取和

纯化流程，实现空间维度上蛋白质的精准直接表

征。然而，蛋白质原位离子化仍存在挑战：1）组
织基质中的高丰度小分子参与电荷竞争，抑制蛋

白质信号；2）低丰度蛋白质易被背景噪声掩盖，

进而导致其检测灵敏度和序列鉴定准确度显

著降低；3）膜蛋白及非共价蛋白复合物因疏水性

或结构不稳定而难以有效离子化；4）样品表面

及微区溶剂条件的异质性会导致离子化效率波

动 [16,18-19]。总体而言，提高低丰度蛋白、蛋白复

合物以及膜蛋白在原位条件下的萃取效率以及

离子化效率，是当前原位蛋白质质谱技术亟需解

决的核心问题。

 1.2    敞开式原位离子化技术体系

 1.2.1    解吸电喷雾电离技术　DESI作为最早实

现商品化应用的敞开式离子源技术，由 Cooks课
题组于 2004年提出，并于 2005年由 Prosolia公
司实现商品化，2018年 Waters公司获得其独家

许可权 [13,20]。DESI的核心原理是在常压条件下

将带电溶剂微滴以一定角度高速喷射至样品表

面，通过动能碰撞和溶剂萃取释放分子，再经电

喷雾形成多电荷离子进入质谱系统。经过近

20年的发展，DESI已广泛应用于小分子、代谢物、

脂类、肽及蛋白质等生物分子的原位检测 [21]。

在蛋白质研究中，可通过优化 DESI装置参数（喷

雾角度、溶剂流速、喷雾距离、雾化气体压强及

喷雾电压）[22]、溶剂组成 [23]及基底材料 [24]，以提

升离子化效率，从而实现目标模式蛋白的表征。

然而，DESI在复杂生物组织中的蛋白质分析仍

面临多重限制：低丰度及大分子蛋白质离子化效

率低；空间分辨率有限，有研究报道，DESI在脂

质成像中可实现约 5 μm的空间分辨率 [25]，但在

完整蛋白成像中，其有效空间分辨率通常约为

150～200 μm；此外，蛋白质复合物气相结构难以

保持[16]。尽管如此，DESI凭借操作简便、信号稳

定及原位多分子检测能力，仍是组织蛋白质原位

分析中应用广泛的重要电喷雾离子化技术。

 1.2.2      纳升级解吸电喷雾电离技术　为克服

DESI在蛋白质原位分析中的离子化效率不足及

空间分辨率有限等问题 ， Laskin课题组 [14]于

2010年首次提出了 nano-DESI技术。该技术以

液桥为核心结构，由 2根毛细管形成稳定的微液

体界面，取代了传统 DESI 的喷雾撞击模式。蛋

白分子经液桥溶剂高效萃取后，直接由毛细管传

输至电喷雾端完成离子化，并最终以纳升电喷雾

（nano-ESI）形式进入质谱分析。相比于 DESI，
nano-DESI通过纳升流速稳定维持液桥并形成更

高效的 nano-ESI，使蛋白分子在解吸后能在较低

溶剂消耗下实现更高的离子化效率与更少的构

象破坏；同时，其在解吸效率、喷雾稳定性及空

间分辨率方面均显著提升，可在常压条件下实现

更温和且更可控的原位蛋白质精准检测。由于

其尚未实现商品化，nano-DESI主要应用于科研

实验室。Laskin课题组通过优化 nano毛细管探

针的几何结构（包括剪切力探针和微流控探针），

有效缩小了液桥尺寸并提升了采样精度；同时结

合可控溶剂输注与气动稳流系统，进一步增强

了液桥的稳定性和信号重现性；并配合高精度自
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动扫描平台，实现微区成像的高通量与可重复采

集 [26-28]。上述技术使 nano-DESI获得更高的解

吸-电离效率与信噪比，并实现 7 μm空间分辨率

的组织蛋白质成像 [29]。此外 ，Cooper等 [30-35]将

nano-DESI技术拓展至复杂蛋白体系，实现了膜

蛋白及高分子质量蛋白复合物的原位检测与定

量分析，为解析组织中蛋白质的空间分布及构象

状态提供了重要工具。

 1.2.3    液滴电喷雾萃取分析技术　为实现对生

物组织中大分子物质的温和、高效原位萃取，van
Berkel课题组[15]于 2009年提出了 LESA技术。该

技术基于其先前开发的液体微结表面采样探针

（liquid microjunction surface sampling probe,  LMJ-
SSP）技术，后续由 Advion公司将其集成到自动

化取样的商业化平台，从而提高了方法的稳定性

与重复性[36]。LESA通过在样品表面形成液体微

结（microjunction）与组织充分接触，实现局部蛋

白质溶出，并经纳升电喷雾离子化进入质谱检

测。液体微结的较长接触时间（数十秒至数分

钟）显著提升了蛋白质的溶出与离子化效率，尤

其适用于大分子和低丰度蛋白质，从而获得高信

噪比的完整蛋白质信号。尽管 LESA的空间分

辨率受液体微结体积限制（约 1～2 mm），且单点

分析耗时较长、通量有限 [37]，其高效的蛋白离子

化能力仍使得其对生物样本蛋白质的直接原位

分析具有无可替代的优势；此外，结合 top-down
蛋白质组学策略，可获取完整蛋白质及其翻译后

修饰信息，实现高信噪比的定量分析[38-39]。

 1.3    蛋白质离子化效率的提升策略与应用

 1.3.1    低丰度蛋白质的增强离子化策略　低丰

度蛋白质信号难以获取是限制原位蛋白质质谱

灵敏度的核心问题，而 DESI的蛋白质解吸效率

显著低于 nano-DESI和 LESA，导致其在复杂组

织中的检测能力受限。为提升 DESI的蛋白质离

子化效率，目前常用的解决方法有喷雾溶剂添加

剂策略[40-43]、样本预湿润策略[44]以及气相溶剂调

控策略 [45]，示于图 3a～3c。为改善 DESI分析蛋

白质的灵敏度，Venter课题组发现，在 DESI喷
雾溶剂中加入碳酸氢铵 [40]、有机酸 [41]以及氨基

酸 [42-43]等添加剂均能有效改善蛋白质的信噪比；

然而，添加剂的使用可能导致蛋白质三维构象改

变甚至非特异性展开，从而限制了其在完整蛋白

质及复合物研究中的应用。在此基础上，Venter

课题组提出了样本预湿润策略，即采用两路流路

协同工作：首先，通过预湿润流路在样品表面局

部溶出蛋白质，延长蛋白质在液相中的停留时间

以促进充分溶解；随后，由 DESI主喷雾进行高效

解吸与离子化，从而显著提升蛋白质离子的生成

效率和质谱信号质量[44]。此外，通过在解吸氛围

中通入乙酸乙酯等有机蒸气，可增强蛋白质的气

相溶剂化与质子转移动力学，从而提高质谱信号

强度，并实现分子质量大于 25 ku蛋白质的有效

电离，如碳酸酐酶  II（carbonic anhydrase II）和牛

血清白蛋白（bovine serum albumin）等蛋白质 [45]。

然而，对于蛋白质 DESI分析而言，上述策略对模

式蛋白质的信号增强效果更为显著；而在复杂组

织样本中，该方法仍受基质背景干扰的明显限

制，难以直接实现同等程度的灵敏度提升。

针对组织背景中小分子竞争电离与化学噪

声对 DESI蛋白质检测灵敏度的限制，研究主要

从整体策略入手，通过协同降低背景干扰、优化

局部微环境、实现特异性富集及增强谱图分离，

系统地提升低丰度蛋白质的可检出性，具体方法

包括组织洗涤策略、HydroWash策略、IMS气相

分离策略以及基于抗体识别的 Immuno-DESI技
术，示于图 3d～3g。最早，Caprioli课题组在组织

蛋白质原位电离研究中提出，通过有机溶剂预先

洗涤组织可有效去除脂类与小分子背景，从而显

著降低化学噪声并提高蛋白质的可检测性 [46]。

这一策略随后被证实同样适用于 DESI等敞开式

常压原位电离技术的蛋白质成像[47]，但对高分子

质量与低丰度蛋白质的信号提升仍较有限，且过

度洗涤可能导致蛋白质离域。为克服上述不足，

岳磊课题组提出了将组织洗涤与水凝胶调控结

合的 HydroWash策略，通过增强除盐与提升蛋白

质溶解性来改善局域溶剂化环境，显著提高了

DESI蛋白质解吸效率并获得了更高的空间成像

分辨率[48]。与此同时，另一技术路线聚焦于靶向

富集。Zare课题组利用免疫识别实现了目标蛋

白质锚定，有效减少了非特异性基质干扰并增强

了低丰度蛋白质信号强度[49]，但该方法会丢失宝

贵的蛋白质结构信息[50]。此外，IMS技术通过在

气相维度引入基于分子形状、尺寸与电荷的气

相分离新维度，实现蛋白质与脂类等干扰分子的

迁移时间区分，提高谱图解析度并降低复杂组织

背景对 DESI电离的影响 [47,51]。这些策略在不同
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层面协同作用，为复杂组织中低丰度蛋白质的原

位检测提供了新的技术途径。

 1.3.2    蛋白质复合物的稳定提取与检测　尽管

DESI已能用于模式蛋白质复合物检测，但其高

动能喷雾易造成碰撞解离，难以维持非变性条

件，致使天然构象与弱相互作用难以稳定保留，

因此尚未实现组织水平的可靠复合物原位分

析。相较而言，nano-DESI与 LESA通过温和萃

取和可控取样，更适配于非变性环境，使其成为

当前组织内蛋白质复合物检测的优势途径。

Cooper课题组提出的非变性敞开式质谱（native
ambient  mass  spectrometry，NAMS）技术 （图 3h），
将非变性质谱技术与 nano-DESI以及 LESA平台

结合，通过优化溶剂体系与喷雾参数，成功实现

了组织中低电荷蛋白质以及蛋白质复合物的检

测 [37]。该技术可在保持天然相互作用的状态下，

对组织中的蛋白质 -小分子 [32]、蛋白质 -金属离

子 [31,52]以及蛋白质-蛋白质 [30]等多种复合体系进

行研究。值得强调的是，在此基础上引入红外激

光去簇机制，可有效移除气相复合物离子束中的

溶剂、盐或脂质簇，释放结构完整的复合物离

子，实现分子质量最高达 50 ku的完整蛋白质复

合物离子的原位分析[53]。目前，NAMS已实现对

分子质量高达约 145 ku的蛋白质复合物的稳定

检测 [54]。这一突破不仅推动了原位大分子复合

体研究迈入更高质量区间，也为膜蛋白等难溶体

系的原位构象解析提供了可实现的技术前景。

 1.3.3    膜蛋白的原位离子化与结构保持　膜蛋

白在细胞信号传导、物质转运及能量代谢等生

理过程中发挥核心作用，尽管其仅占整体蛋白质

组约 30%，却构成了约 60%的药物作用靶点 [55]。

因此，实现膜蛋白的精准定性与结构保持，对阐
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图 3    低丰度蛋白质、蛋白质复合物以及膜蛋白的原位质谱分析方法

Fig. 3    In situ mass spectrometry strategies for low-abundance proteins, protein complexes,
and membrane proteins
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明细胞功能调控机制及发现药物靶点具有重要

意义。然而，膜蛋白通常具有丰度低、疏水性强、

异质性高及稳定性差等特性，导致其在质谱分析

中面临解吸附和离子化困难的问题，尤其在原位

分析条件下更具挑战性 [56]。膜蛋白质谱的原位

与非变性检测最早可追溯至 Robinson课题组的

探索（图 3i）。该团队系统评估了多类去垢剂对膜

蛋白稳定性的影响，并优化了 DESI离子传输条

件，实现了从载玻片上对膜蛋白的直接喷雾检

测，首次获得表达纯化膜蛋白及其复合物的可解

析信号，证实了敞开式电喷雾平台用于膜蛋白分

析的可行性与潜在拓展空间[57]。随后，Cooper团
队基于 nano-DESI技术实现了晶状体组织中膜蛋白

的原位检测，成功检测到水通道蛋白（aquaporin）
的四聚体信号（分子质量约 113 ku），验证了NAMS
技术在维持蛋白质天然构象方面的独特优势[34]。

在此基础上，进一步提出了适用于组织样本的温

和洗涤策略（醋酸铵洗涤），可在不破坏膜蛋白复

合结构的前提下实现空间成像，从而拓展了膜蛋

白原位质谱分析的适用范围[35]。最近，Cooper团
队成功利用 LESA技术实现了从培养皿中的细

菌直接提取并分析膜蛋白[58]。总体而言，膜蛋白

原位分析虽面临诸多挑战，但通过对 nano-DESI
探针、溶剂及样本前处理策略的优化，可在保持

膜蛋白天然构象下实现高灵敏度检测，为膜系统

大分子蛋白解析提供可能。

 2    蛋白质气相分离与结构鉴定

 2.1    离子淌度技术原理与进展

IMS是一种基于离子在气相中迁移率差异实

现分离的技术，可在质谱分析中引入第三维分离

维度，从而有效区分质荷比相近但构象或电荷状

态不同的离子。目前，IMS类型包括传统漂移管

离子淌度（DTIMS）、行波离子淌度（TWIMS）及
其循环形式（Cyclic IMS）、捕集离子淌度（TIMS）、
高场非对称离子淌度（FAIMS）和差分离子淌度

（DMA），其基本工作原理示于图 4[59]。IMS的引

入不仅可以提高蛋白质信噪比，还能够显著提升

复杂生物体系中蛋白质及其复合物的分离效率

和结构表征深度，为解析蛋白质构象动态、非共

价相互作用及翻译后修饰提供了重要手段 [60]。

目前 ，适用于原位分析的主要 IMS技术包括

TWIMS[61-62]、Cyclic  IMS[63]以及 FAIMS[64-65]。随

着这些技术在空间分辨率、离子利用率及构象

识别精度方面的不断提升，显著改善了组织样本

中蛋白质及其复合物的原位分离效率与构象保

持能力。通过对气相分离条件与离子传输参数

的优化，有效提升了信噪比与构象可视化质量，

同时提高了可检测的蛋白质数量。原位电离 -
IMS技术在不同组织样本中的蛋白检测通量情

况列于表 1，可见，鉴定的蛋白质数量显著提升。
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注：a. DTIMS；b. TWIMS；c. Cyclic IMS；d. TIMS；e. FAIMS；
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图 4    离子淌度技术示意图

Fig. 4    Schematic overviews of ion mobility
spectrometry

 

 2.2    离子淌度技术在蛋白质原位质谱分析中的

应用

TWIMS利用移动电势波驱动离子在填充惰

性气体的漂移管内迁移，通过离子与气体分子碰

撞频率差异实现分离，因其装置结构紧凑，适合

与质谱仪联用。2018年，Towers课题组报道了

TWIMS与 DESI离子源耦合检测到小鼠肝组织

切片中 6种完整蛋白质和 6种肽段 [47]。为进一

步拓展对更大分子质量完整蛋白质及其复合物

的 原 位 解 析 ， Cooper课 题 组 将 LESA成 像 与

TWIMS联用，在肝脏组织中捕获到血红蛋白的

特征质谱信号（分子式  (αβ2H)2，m/z 3 970，电荷数

16+，分子质量 64 414 u）。此外，该团队以细胞色

素 c、肌红蛋白及泛素等标准蛋白质为参照，构

建了蛋白质碰撞截面积（CCS）的校准模型，并在

不同电势波波幅条件下获得相应的校准公式，实

现了对组织样本中蛋白质 CCS值的精确计算[37]。

该团队还发现，非变性质谱技术可最大程度保持
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组织中蛋白质及其复合物的类天然构象，而 CCS
数据则能够直观表征蛋白质构象状态的变化[66]。

尽管 IMS技术可通过气相分离有效降低组

织基质引发的背景干扰，但现有 TWIMS的分辨

率有限，难以进一步提升蛋白质的检测通量。为

突破这一瓶颈 ， Green等团队于 2019年提出

Cyclic IMS技术。该技术在传统 TWIMS基础上

引入环形迁移通道，通过多圈迁移实现分辨率

的显著提升 ，目前其离子迁移分辨率可达到

＞750[63]。Cooper课题组率先提出将 LESA与

Cyclic IMS联用，用于组织样本中完整蛋白质的

高通量检测 [67]。研究结果表明，Cyclic IMS可显

著提升蛋白质的检出通量与分离能力。在小鼠

脑组织样本中，未开启 IMS时仅能检出 16种蛋

白质；采用单通道 Cyclic IMS经提取感兴趣区域

（ROI）的谱图后，可检出 30种蛋白质；若进一步

结合四极杆低质量截止策略（限制 m/z 600以下

的离子通过），检出数量最高可达 44种。在大鼠

肾组织样本中，未使用 IMS时仅检测出 19种蛋

白质；开启 Cyclic IMS可额外获得 60种新的蛋

白质，总数量增至 81种，同时可有效消除 α/β-珠
蛋白链等高丰度离子的干扰。随着循环次数的

增加（2、3次循环），离子淌度分辨率进一步提

高，在窄 m/z 区间内，肾脏组织蛋白质的检出数

量分别扩展至 37种与 54种，使低丰度蛋白质在

复杂背景中得到更清晰的分离与解析。总体而

言，高分辨率 Cyclic IMS技术显著增强了组织原

位完整蛋白质的检测深度与分辨能力，被认为是

推动高通量 top-down MSI的关键发展方向。

FAIMS利用离子在高低电场下的迁移率差

异，通过施加差分补偿电压实现目标离子的选择

性传输，可实时分离并去除背景干扰离子，从而

在复杂组织基质中显著净化信号并提升目标蛋

白质的检测灵敏度。Eberlin课题组基于 DESI-
高场非对称离子淌度（DESI-FAIMS）平台，建立

了可实现组织中完整蛋白质原位成像的离子淌

度质谱方法。该技术结合原位 top-down分析策

略，在小鼠肾脏和脑组织以及人类卵巢和乳腺组

织中分别检出 11、16、14和 16种蛋白质及其变

体，验证了 DESI-FAIMS技术在组织蛋白空间分

布解析及原位蛋白质组学研究中的可行性与应

用潜力。同时，Eberlin课题组以 α-珠蛋白为例，

使用 193 nm紫外光解离（UVPD）技术可将原位

分析的序列覆盖率从碰撞诱导解离 （CID）的

16%提升至 32%，凸显了 UVPD技术在复杂组织

基质中实现高覆盖率蛋白质鉴定的优势 [51]。为

进一步提升组织蛋白质的萃取效率，该团队引

入 LMJ-SSP技术，尽管该技术的空间分辨率相

较于 DESI技术有所下降，但在小鼠脑组织样本

中可检测到更多蛋白质及其变体，联用 FAIMS
后，蛋白质变体的检出数量由 67种增加至 84
种[68]。Cooper课题组在液滴电喷雾萃取-高场非

对称离子淌度（LESA-FAIMS）平台上开展了一

系列系统优化工作，有效提升了原位蛋白质成像

的 检 测 通 量 。 该 团 队 的 早 期 研 究 首 次 将

LESA与 FAIMS耦合，显著改善了蛋白质检测的

信噪比，实现了组织原位的 top-down蛋白质分

析，并在小鼠脑组织中检测到 29种蛋白质 [69]。

随后，通过启用 FAIMS的“固定电场传输模式

（static transmission）”功能，将小鼠脑组织中可检

测的蛋白质数量从 15种提升至 34种 [70]。为进

一步拓展检测深度，该课题组引入“多步固定电

 

表 1    原位电离-IMS 技术在不同组织样本中的蛋白质检测通量概览

Table 1    Overview of protein detection throughput achieved by in situ ionization-IMS
across different tissue samples

离子源
Ion source

离子淌度
IMS

蛋白质数量 Number of proteins Top-down鉴定
Top-down identification

参考文献
Reference脑 Brain 肾脏 Kidney 肝脏 Liver 睾丸 Testis

LESA TWIMS 11 6 6 − No [37,66]

Cyclic 44 81 − − No [67]

FAIMS 34 59 − 75 Yes [68-70]

LMJ-SSP FAIMS 84 − − − Yes [68]

DESI TWIMS − − 12 − No [47]

FAIMS 16 11 − − Yes [51]
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场传输模式（multi-step static）”FAIMS策略，相较

于无 FAIMS条件，蛋白质检出数量提升 6～16倍，

同时显著降低了对预处理（如去血红蛋白洗涤）

的依赖[71]。

总体而言，IMS技术的引入为原位蛋白质质

谱分析带来了突破性进展，尤其在提升蛋白检测

通量及复杂组织样本中蛋白构象解析方面展现

出质的飞跃。通过气相分离，IMS能够有效减少

组织基质干扰，提高信噪比，使低丰度蛋白质和

蛋白质复合物的分离与表征成为可能。然而，目

前的 IMS技术仍处于初步探索阶段，尚存在诸

多局限性。首先，大分子蛋白质在气相中的分离

难度较大，低分辨率与高分辨率 IMS在蛋白质

分离能力上存在显著差距，反映出当前仪器在复

杂蛋白质气相分离方面仍存在性能瓶颈。其次，

IMS的分离条件直接影响离子传输效率，分离度

与检测灵敏度之间存在一定的权衡关系，在高分

辨率条件下可能伴随离子传输效率下降，从而影

响低丰度蛋白质的检测。最后，尽管 IMS的应

用能够提高蛋白质的原位检测通量，但目前可检

测的蛋白数量相对有限，相较于传统蛋白质组学

的覆盖水平仍有较大差距。综上，未来原位蛋白

质组学的发展需要在空间分辨率与检测通量之

间寻求平衡，同时有望通过多种分离策略的协同

联用，进一步提升蛋白质组的覆盖度和分析效率。

 2.3    Top-down 蛋白质结构表征策略

 2.3.1    分析原理与关键技术　完整蛋白质的组

织原位质谱分析面临巨大挑战，主要原因在于其

分子质量较大且携带多重电荷，导致精准识别与

高效去卷积鉴定的难度显著增加。为攻克这一

技术难题，目前常用的策略包括同位素分布去卷

积方法、电荷态去卷积方法 [72]以及直接针对完

整蛋白质的 top-down分析策略方法，示于图 5。
基于同位素分布或电荷态的去卷积方法虽能实

现完整蛋白质分子质量的精准测定，但无法提供

蛋白质的详细序列与结构信息。相比之下，top-
down技术通过直接对完整蛋白质离子进行碎裂

与检测，可在单分子水平解析蛋白质的氨基酸序

列信息、翻译后修饰（PTMs）及异构体结构，从而

避免了底物酶解所造成的序列信息丢失 [73-75]。

Top-down分析策略的核心技术包括高效的蛋白

质离子化、精准离子选择以及高效碎裂检测。

在离子碎裂方式上，CID[76]和高能碰撞诱导解离

（higher-energy  collisional  dissociation,  HCD）[77]是

目前应用最广泛的能量驱动型碎裂模式。二者

均通过带电离子与惰性气体碰撞，将振动能量转

化为肽键断裂能，产生 b/y型离子；该类碎裂模

式具有碎片离子丰富且可控的优势，但在分析高

修饰蛋白质时，可能导致修饰基团丢失，且碰撞

过程会造成蛋白质结构和相互作用信息的丢

失。电子俘获解离（electron capture dissociation,
ECD）[78]和 电 子 转 移 解 离 （electron  transfer
dissociation, ETD）[79]则通过向多价正离子转移低

能电子使 c/z型离子断裂，同时保留弱键修饰（如

磷酸化、乙酰化），因此在解析修饰蛋白质及复

合物方面具有独特优势。近年来发展的混合模

式电子转移高能碰撞解离（EThcD）结合了 ETD
与 HCD的优点，兼具高序列覆盖率与修饰保真

性 [80]，在复杂糖蛋白鉴定中表现优异 [81-83]。此

外，电子激发解离（electron ionization dissociation,
EID）通过高能电子激发蛋白质骨架断裂，主要产

生 a/x型离子并伴随部分 c/z型离子，可在保留蛋
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图 5    组织完整蛋白质的分子识别方法

Fig. 5    Molecular identification strategies for intact
proteins in tissue
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白质翻译后修饰信息的同时，提供丰富的序列信

息，适用于大分子质量、多修饰蛋白质的 top-down
分析[84]。

除电子驱动的碎裂模式外，高能光子驱动

的 UVPD为 top-down蛋白质分析提供了独特优

势。随着先进光源技术的发展，尤其是国产极紫

外自由电子激光装置（大连相干光源，DCLS）的
稳定运行，基于极紫外波段（50～150 nm）的UVPD
已成为实现高效 top-down蛋白质分析的重要手

段 [85]。该技术通过高能紫外光子直接激发化学

键断裂，可产生丰富的 a/x、b/y、c/z型离子，从而

提升序列覆盖率与结构分辨能力 [86]。与传统紫

外光解离技术相比，DCLS平台的 UVPD在保留

蛋白质高级结构和弱相互作用的同时，实现了高

效碎裂，显著增强了原位完整蛋白的识别能力。

在实际应用方面，王方军团队依托该平台构

建了基于 UVPD的 top-down质谱分析体系，将

光解离策略引入复杂生物体系，为高信息量蛋白

质碎片离子的生成提供了关键的技术支撑 [87]。

在方法学应用方面，该团队开发了用于细胞内紫

外光诱导裂解 top-down质谱策略（in-cell UVPD
top-down MS），实现了细胞内蛋白质在天然环境

下的序列解析及构象异质性分析，揭示了钙调蛋

白在细胞内多构象共存及其 Ca2+结合相关调控

特征[88]。此外，该团队利用时间分辨 UVPD质谱

技术，系统研究了基因突变对蛋白质稳定性及展

开动力学的影响，展现了 UVPD在蛋白质结构变

化与构象转变过程中的独特优势 [89]。这些工作

表明，基于国产光源的 UVPD-top-down技术在完

整蛋白质序列解析、构象异质性研究及结构变

化分析方面具有重要的应用潜力，为复杂生物体

系中蛋白质的原位分析提供了核心技术支撑。

 2.3.2    数据解析与应用拓展　Top-down蛋白质质

谱在解析完整蛋白质结构时，会产生极高复杂度

的质谱数据，需要借助专用算法和数据库进行精

确匹配与注释，其核心在于碎裂离子识别、谱图

匹配以及修饰位点定位。针对 top-down分析和

数据库搜索，已开发出多种工具，包括 ProSightPC[90]

（Thermo  Scientific）、 SpectroGene[91]、 TopPIC[92]、

pTop[93]、 TopMG[94]、MSPathFinder[95]以及 MASH
Explorer[96]。这些工具均基于理论碎裂谱进行高

精度匹配，并结合同位素峰识别，实现蛋白质序

列、异构体及翻译后修饰的高置信度注释，为

top-down数据的系统解析提供了有力支持。

在应用层面，top-down技术正从模式蛋白质

分析逐步拓展至复杂生物体系，并通过与原位电

离及 IMS等技术联用，实现对组织中完整蛋白

质的空间分布与结构特征的直接解析。Cooper
课题组采用液滴电喷雾萃取质谱（LESA-MS）技
术，对健康肝组织与非酒精性脂肪肝组织进行分

析，在全扫描谱图中共检测到约 15～25个差异

蛋白质信号峰，其中，通过 CID以及 ETD技术成

功鉴定了 FABP1蛋白及其变体、α-血红蛋白和

分子质量为 10 ku的热休克蛋白 [38]。此外，该课

题组对多种革兰阳性与革兰阴性菌落进行分

析，共鉴定到 39种蛋白质，其中有 16种是此前

未曾通过任何其他实验技术观察到的新蛋白

质[69]。nano-DESI平台在原位蛋白质分析领域应

用广泛，基于 HCD的碎裂策略可同时鉴定组织

中的可溶性蛋白和膜蛋白 [30,34-35]。近期，Laskin
课题组将 nano-DESI与 top-down技术联用，成功

绘制了小鼠脑组织样本中 44种蛋白质及其变体

的空间分布图谱 [33]。除单一的 HCD碎裂技术

外，多种碎裂模式与辅助技术的结合，可实现组

织中蛋白质的高效精准鉴定。例如，将 HCD与

红外激光结合，能够有效去除气相复合物中的溶

剂、盐或脂质簇，释放结构完整的蛋白质复合

物，进而提高鉴定效率[53]。通过引入质子转移化

学修饰（PTCR）技术降低蛋白质离子的电荷态，

可在 HCD模式下成功鉴定分子质量高达 145 ku
的大分子蛋白质 [54]。在 DESI平台上，CID技术

可用于蛋白质结构解析，而引入 UVPD碎裂模式

则能够显著提升蛋白质鉴定效率和序列覆盖

率。以 α-珠蛋白为例，在原位分析下，UVPD的

序列覆盖率可从 CID的 16%提升至 32%[51]。目

前，top-down技术在蛋白质鉴定及疾病相关蛋白

质的修饰分析方面展现出广阔的应用潜力。未

来，通过与空间 MSI与多维分离技术相结合，有

望实现对组织微环境中蛋白质结构、修饰及功

能状态的系统性解析，为蛋白质组学研究及疾病

病理学探究提供更全面的分子层面证据。

 3    原位蛋白质质谱向空间蛋白质组学的

探索

Top-down在蛋白质序列和修饰解析方面具

有显著优势，但在组织水平的原位分析中，要兼
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顾空间分辨率、检测通量与结构信息完整性，仍

面临诸多技术难题。如何将 top-down技术有机

整合至空间蛋白质组学中，实现组织微环境中蛋

白质的高通量精准鉴定，仍然是一个亟待解决的

问题。目前主要的技术方法包括MSI、抗体标记

的质谱流式细胞术（IMC）与多路复用离子束成

像（MIBI）的靶向 MSI技术、以及基于激光显微

切割（LCM）技术的蛋白质组学策略，示于图 6。
  

LCM

a b

c

注：a. 质谱成像；b. 抗体标记法（IMC/MIBI）；c. 激光显微切割-

蛋白质组学

图 6    基于质谱技术的空间蛋白质组学方法

Fig. 6    Mass spectrometry-based strategies for
spatial proteomics

 

MSI技术为空间蛋白质组学奠定了基础，其

优势在于无需标记即可直接呈现组织中蛋白质

的空间分布特征。然而，MSI当前仍受限于检测

通量低、蛋白质序列与结构解析不足等问题，难

以实现大规模、高覆盖度的空间蛋白质组图谱

构建。Laskin课题组通过将 nano-DESI与 top-
down技术相结合 ，成功绘制了小鼠脑组织中

44种蛋白质及其变体的空间分布图谱，验证了

原位完整蛋白质检测在组织水平的可行性 [33]。

在此基础上，Cooper课题组引入高分辨 FAIMS
技术，将组织中可检测的蛋白质数量扩展至近

1 000种，但未提供对应的 top-down鉴定结果[97]。

此外，Kelleher课题组提出的 PiMS技术，通过电

荷检测质谱技术实现蛋白质识别，虽可在肿瘤组

织中检测近 1 000种蛋白质及其变体，但实际通

过 top-down鉴定的蛋白质仅为 73种，最大分子

质量为 54 ku[98]。尽管现有原位质谱体系可捕获

近千种蛋白质离子，但 top-down鉴定深度仍不

足以支撑百至千级蛋白质的空间覆盖，技术的进

一步提升仍依赖于电离效率、信噪比以及碎裂

与鉴定算法的协同优化。为突破通量瓶颈，基于

抗体识别的靶向蛋白质成像技术近年来发展迅

速，包括 IMC[99]与 MIBI技术 [100]。二者可实现上

百种蛋白质的靶向检测，并具备亚细胞至单细胞

级的空间分辨率，已在肿瘤微环境及多免疫细胞

群共存区域的异质性分析中展现出强大的应用

潜力 [101]，其核心局限在于无法提供蛋白质高阶

结构信息，难以区分蛋白质变体及 PTMs状态，

因此更适合作为高通量的表型映射工具，而非用

于解析蛋白质构象及功能调控机制。

目前，实现真正意义上的空间蛋白质组研究

最具应用潜力的策略是 LCM与深度蛋白质组学

的联用。LCM是一种先进的组织分离技术，其

结合激光切割与图像分析，能够快速、精确地从

组织样本中选择和定位 ROI，实现单细胞或微区

级别的富集，同时保留组织的空间信息，避免手

工处理导致的样本污染[102]。早在 1996年，Emmert-
Buck课题组报道了 LCM方法 [103]。该方法将热

塑性转膜贴于组织切片上，在显微镜下定位靶细

胞，用红外脉冲激光加热膜，使膜融化并粘附细

胞，再将膜与细胞一起移除，从而实现对指定细

胞的快速、精确采集，以用于后续的分子分析。

现阶段 LCM已成为具备亚微米分辨率的通用细

胞富集平台，可对石蜡包埋组织 [104]及新鲜冷冻

组 织 [105]进 行 精 确 的 微 区 采 样 ， 并 结 合 传 统

bottom-up蛋白质组学技术实现高通量蛋白质检

测。在此基础上，田瑞军课题组围绕 LCM平台，

系统构建了一系列面向组织微区的 bottom-up蛋

白质组学样本制备与分析流程，显著提升了组织

尺度下低量、异质样本的蛋白质检测深度与稳

定性。其早期提出的 SISPROT策略，通过针对

组织微区样本的高效蛋白富集与损失控制，实现

了从面积仅约 0.1 mm2 的肿瘤组织切片中开展

可靠的蛋白质组分析，并在不同细胞类型（包括

癌细胞、上皮细胞、淋巴细胞和平滑肌细胞）中

分别鉴定出约 500～2 000种蛋白质，为组织微环

境中细胞类型特异性蛋白表达研究奠定了方法

学基础 [106]。在上述研究的基础上，该课题组进

一步将 LCM微区采样流程与免疫组织化学染色

及 DIA数据采集策略相结合，在约 0.2 mm2 的肝

细胞癌组织微区中实现了 3 500余种蛋白质的鉴
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定；同时，在 5 mm2 组织区域尺度内成功区分癌

细胞与癌相关成纤维细胞，均获得 6 000余种蛋

白质的定量信息，从而在细胞类型分辨率层面精

准描绘了肿瘤组织的空间蛋白质组特征 [107]。此

外，该团队基于 spin-tip的区域化样本处理策略，

在小鼠脑组织中实现了高空间准确度的微区采

样与处理，显著提升了低丰度糖蛋白的检测灵敏

度，并获得其在组织中的空间分布信息，进一步

拓展了 bottom-up空间蛋白质组学在复杂修饰蛋

白研究中的应用边界[108]。

以上研究基于 bottom-up技术路线，在提升

微区样本检测深度的同时，也暴露了其在空间构

象保持和结构层级解析方面的局限性。具体而

言，bottom-up方法依赖酶解步骤，在样本处理中

难以保留蛋白的天然构象、跨结构域相互作用、

复合物装配状态及完整 PTMs组合，从而限制了

蛋白异质体在整体层面的准确定义。因此，该方

法更适用于高通量的蛋白质表达筛查，而难以支

撑对疾病关键蛋白质结构异质性、构象变化及

修饰组合等深层特征的系统性解析。相比之下，

top-down策略通过直接分析完整蛋白质分子，在

获取序列信息的同时，能够最大程度保留蛋白质

的整体构象特征、复合物装配信息及 PTMs的共

现关系，从而在构象保持和修饰组合重建方面有

效弥补了 bottom-up方法的局限性。因此， top-
down方法为蛋白质变体的精确解析及构象层级

研究提供了关键技术支撑。在此背景下，张丽华

课题组将组织蛋白 MSI与激光捕获显微切割联

合 top-down（LCM-top-down）质谱分析相结合，并

应用于阿尔茨海默病模型小鼠脑组织，实现了区

域特异性蛋白质变体的空间注释，显著提升了组

织中完整蛋白质及其变体的可鉴定深度[109] 。然

而，该策略仍受限于 top-down质谱的通量与解

析能力，尤其是在大分子蛋白质及复杂修饰组合

的高效解析方面仍存在挑战。基于这一需求，周

默为团队 [110]构建了纳升微流控微量样本制备平

台（nanoPOTS），并将其与 top-down 流程深度耦

合，使微量样本条件下的完整蛋白质鉴定能力得

到显著提升。在约 200个细胞量级的样本中，完

整蛋白质及其变体的鉴定数量由 493种增加至

700种，新增条目主要集中在核蛋白及其变体类

别。这一结果表明，在保持蛋白质整体结构与修

饰组合的前提下，top-down结合微量制样平台能

够更加有效地捕获难检类别的完整蛋白质，进一

步凸显了其在微量组织或细胞样本结构解析中

的方法学优势。尽管当前基于 LCM的流程仍受

到样本量受限导致的灵敏度不足、组织微区判

定依赖经验等因素的影响 [111] ，但随着样本利用

率的提升以及 top-down在完整蛋白质鉴定深度

上的不断增强，LCM-top-down正逐步展现出实

现空间蛋白质组学深度检测的关键潜力。与此

相对，原位 top-down技术无需组织酶解和物理

转移即可直接获取蛋白质的空间定位、天然构

象与修饰共存信息，在构建真正意义上的空间结

构蛋白质组学方面具有不可替代的优势。

随着 LCM-top-down技术在结构解析深度上

的进一步拓展，以及原位 top-down技术在空间

精准度与构象保持能力上的持续突破，二者的协

同发展有望推动空间蛋白质组学向高分辨率、

结构保真的方向迈进，为复杂疾病组织微环境的

精细解析与临床转化研究提供更加可靠且具备

转化潜力的技术支撑。

 4    总结与展望

原位质谱技术为揭示组织蛋白质的空间分

布与结构多样性提供了独特途径，但仍面临电离

效率有限，低丰度蛋白质、蛋白质复合物及膜蛋

白检出率偏低，气相分离维度受限以及完整蛋白

质解析深度不足等多重挑战。近年来，围绕减少

组织基质噪声干扰、微区采样、目标蛋白质局域

富集、 IMS气相分离以及 top-down与 native MS
结构解析等方向的一系列技术发展，在一定程度

上改善了组织完整蛋白质的原位检测灵敏度与

构象保持能力。然而，这些改进尚不足以解决核

心难题：低丰度蛋白质、复合物及膜蛋白的空间

特征仍难以全面捕获，复杂组织背景下的信号抑

制与蛋白质构象不稳定依旧限制了原位完整蛋

白质的深度解析。同时，现有的样本处理方法和

仪器性能仍无法完全满足 top-down对高分辨

率、宽动态范围和深度碎裂能力的需求，使完整

蛋白质结构解析的广度与深度受限。

未来需要构建从组织微区温和提取、软电

离、 IMS气相分离到 top-down结构解析的完整

连续技术链，实现 IMS-top-down-MSI的深度耦

合，形成贯穿“原位-分离-结构”的三维分析框

架。在这一体系中，native MS技术将成为突破
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组织完整蛋白质空间结构解析的关键环节，其能

够保持蛋白质天然构象、复合物装配状态及翻

译后修饰共存关系，对于提升组织层面蛋白质状

态判读的可信度具有不可替代的意义。然而，由

于组织环境复杂、离子生成难以温和控制、传输

与碎裂阶段易造成构象扰动，native MS技术在

组织原位 IMS-top-down的实际应用仍十分有

限，构象保持、离子传输效率与碎裂深度之间的

平衡尚未有效建立。

在更宏观层面，top-down技术在复杂组织中

的应用仍面临方法学与仪器的双重障碍。在方

法学方面，低丰度蛋白质、膜蛋白及复合物的空

间解析与构象保持难以兼顾，而纯化、原位电离

及气相分离过程均易破坏蛋白质的天然状态。

在仪器方面，国产质谱仪在完整蛋白质分析能力

上仍与国际高端设备存在差距，主要体现在电离

与离子传输效率不足、多电荷处理能力有限以

及谱图解析深度不够等方面。尽管国产质谱仪

在小型化和微生物分析领域已取得突破，但在大

分子 top-down、IMS集成、长序列蛋白质分辨率

及高通量检测能力方面仍需持续攻关。

总体来看，随着方法学与仪器性能的协同提

升、微区采样策略的优化以及智能化数据处理

技术的发展，基于 native MS技术的原位 top-down
蛋白质组学有望在保持蛋白质天然构象和修饰

信息共存关系的前提下，实现低丰度蛋白质、复

合物及膜蛋白的高分辨率空间可视化，为肿瘤、

感染及中枢神经系统疾病的机制研究与生物标

志物开发提供可落地、可拓展的结构层面技术

支撑。
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