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摘要!采用基质辅助激光解吸电离时间飞行质谱成像技术分析组织切片已在基础与临床医学研究中迅速发
展&质谱成像技术通过对冰冻组织切片表面的质谱扫描可以快速直观地得到组织中的分子#如蛋白%多肽
等分布信息&采用质谱成像技术对人的非小细胞肺癌组织切片及癌旁组织切片进行研究#对基质覆盖方式
和质谱条件进行了优化#初步建立了以质谱成像法寻找非小细胞肺癌中生物标志物的方法&在S!"e制备

’"#*的冰冻组织切片#用’H5(K
S’的"$腈基$%$羟基肉桂酸"含"3’P三氟乙酸$的H"P乙腈水溶液#以气

流辅助喷洒的方式覆盖在组织切片表面#循环’"次#置于干燥器中待干后#用正离子反射式和线性模式分别
进行质谱扫描&通过对来自G位患者的’"对肺癌)癌旁组织研究#结果表明#癌组织中有D)EG"""!GH""
范围内的特征性簇峰出现&质谱成像技术用于非小细胞肺癌能够直观地在分子水平上反映出癌组织和正
常组织间的差异#有望进一步提高肺癌临床诊断的准确度&
关键词!基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱!非小细胞肺癌!质谱成像!组织切片
中图分类号!T&H#3&G!!文献标识码’U!!文章编号’’""%$!((#"!""#$"%$!"($"H
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!!原发性肺癌的发病机理!早期诊断和治疗是
人类所面临的最严峻的挑战之一(肺癌的发病
率和死亡率至今居高不下!其中非小细胞肺癌
#E@=K=$患者约占8"P)’*(越来越多的新技
术被用来从蛋白质和多肽水平上寻找 E@=K=
相关生物标志物!质谱成像#J;:<,-,45$?@$技术
正是其中之一)!$G*(它实验操作简单!不需任何
标记物!只需将实体组织冷冻切薄片!经过简单
预处理后就可直接在质谱仪上进行检测!能在组
织水平上直接分析微量蛋白质和多肽以及它们

的一级结构(质谱成像技术通过比较正常与疾
病组织的分子分布!在肿瘤早期诊断+预后评估
等临床应用中扮演着重要角色)%*!此外!它还兼
具质量范围宽+灵敏度高+准确度高+分辨率好等
优点)H*(本工作采用质谱成像技术对比鳞形非
小 细 胞 肺 癌 #06/+*:/01>--:<1+;1,4:*+
E@=K=$)&*和癌旁组织中的分子分布!并从样品
制备等方面进行较为详细的探讨!初步建立了质
谱成像技术寻找E@=K=的生物标志物方法(

!!实验部分
!C!!主要仪器与装置

K>,1+G"""冰冻组织切片机&德国K>,1+公
司产品’切片厚度&’"#*’冷冻箱温度&S!"e’

UaV%#""?UKOV$\Tb%\Tb$?@蛋白质组学
仪&美国 UaV公司产品’氮气激光器!激光波长

GHH4*’加速电压!"RD’采用离子延迟引出技
术#2>-+C>2>]B;+1B,:4$(

!C"!主要材料与试剂
基质"$腈基$%$羟基肉桂酸#=I=U$&纯度

(83HP’乙腈#U=E$&色谱纯’三氟乙酸#\bU$&
色谱纯’无水乙醇#=!IHTI$&色谱纯!以上均购

自美国@,5*+公司(

!CD!试验条件

!CDC!!组织切片样品制备!非小细胞肺癌组织
及癌旁组织分别于S!"e在K>,1+G"""冰冻
切片机上制作冰冻切片!切片厚度’"#*(将新
鲜冰冻组织切片用#HP=!IHTI水溶液润洗!
次!每次H*,4(用含"3’P\bU的H"PU=E
水溶液配制成’H5"KS’的=I=U基质溶液!用
蠕动泵以H#K"0

S’推动’""#K基质溶液均匀
喷洒在组织切片上!待组织表面溶液将干时!再
次喷洒基质溶液!循环!次(将喷好基质的组织
切片放在室温下!待溶剂挥发析出结晶后放入干
燥器中干燥!.(干燥后的组织切片用导电胶带
贴在 ?UKOV不锈钢靶板上!送入质谱仪分析(

!3D3"!质谱条件!随机取每片组织切片’"个
点!每个点累加’""次扫描数据得到质谱图!’"
个点累加后得到总质谱图(用正离子反射式模
式检测!质量扫描范围D%E’"""!H"""’正离
子线性模式检测!质量扫描范围D%E’"""!
!""""(

"!结果与讨论
"C!!U@:8:特征质谱峰
正离子反射式检测模式对非小细胞鳞形肺

癌组织#U$和癌旁组织#a$进行质谱成像扫描得
到的质谱图!示于图’(可见!癌组织在 D%E
G"""!GH""之间产生簇峰!成为区别于癌旁组
织的特征峰(鳞癌和癌旁组织的电镜图示于图

!!其中!图!U表现出鳞癌细胞明显角化!而癌
旁组织#图!a$则有正常肺组织中明显的细支气
管和肺气泡(
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"C"!U@:8:特征质谱峰验证
取’"对非小细胞肺癌和癌旁组织样品进行

特征峰验证!结果列于表’"’"对样品中簇峰均
只出现在E@=K=组织切片中!癌旁组织中不会
出现"这进一步验证了这组簇峰是 E@=K=鳞
癌特征峰"

"CD!样品制备对质谱测定的影响

"CDC!!组织切片润洗!样品均用#HP乙醇水
溶液润洗!次!每次H*,4!以去除表面的血和
无机盐等"实验中发现大量表面杂质的存在会
产生许多杂峰!对组织中的质谱峰产生屏蔽效
应"未润洗的组织表面相对不平整也使得整体
信号强度下降且产生较大噪音!影响质谱峰的质
量"在切片加基质前需要进行润洗以保证组织

表面完全暴露及表面的均匀性!但过长时间的润
洗会导致组织表面分子移位或降解等"根据实
验结果!用#"P乙醇水溶液润洗!次!每次H
*,4较为合理"

"3D3"!基质覆盖方式!基质覆盖方式是质谱成
像技术的关键!合适的基质覆盖方式有利于产生
均匀的样品表面!形成均匀的结晶!促进目标分
子的离子化!保证质谱信号##$"喷雾式%+,;$
0A;+C,45&%U&和滴加式%-,6/,2$2;:AA,45&%a&基
质覆盖方式在 E@=K=组织切片上得到的质谱
图示于图G"喷雾式加样方式通过蠕动泵将基
质溶液喷洒在组织切片表面!同滴加式相比!其
覆盖均匀且不会破坏组织表面分子空间分布!得

图!!非小细胞肺癌组织!3"和癌旁组织!I"的质谱图

0).C!!?+///<%A&’+,-U@:8:&)//2%!3"+*1<+’+A+*A%’,2/&)//2%!I"

图"!非小细胞肺癌组织!3"和癌旁组织!I"的电镜图

0).C"!J4%A&’,*()A’,.’+<;/,-U@:8:&)//2%!3"+*1<+’+A+*A%’,2/&)//2%!I"

’’!!第%期!!!!!!张!莹等’?UKOV质谱成像技术在非小细胞肺癌中的应用研究



表!!非小细胞肺癌特征峰验证

>+64%!![%’)-)A+&),*,-A;+’+A&%’)/&)A

A42/&%’<%+M/-’,(U@:8:

样品号

E:3

非小细胞肺癌

E@=K=

癌旁

J+;+1+41>;:/0B,00/>

’ W E
! W E
G W E
% W E
H W E
& W E
# W E
8 W E
( W E
’" W E

!!!注!"W#表示检测到特征簇峰的信号$"E#表示没有明显

检测到特征簇峰的信号

到的质谱信号明显优于滴加式%

"3D3D!质量扫描范围!由于质谱成像是对组织
表面所有分子的扫描&样品相对复杂’相对分子
质量分布范围广&为了避免由于相对分子质量扫
描范围过宽带来的屏蔽效应&采取了分段式扫
描&即在不同的分子质量范围内采用不同的扫描
模式%D(E’"""!!""""全范围线性扫描)U*
和分段)a’=*扫描得到的E@=K=质谱图示于图

%&其中图%a为反射模式&D(E’"""!H"""$图

%=为线性模式&D(EH"""!!""""%从图中可
以看出&分段式扫描提供了更多的相对分子质量
信息&比全范围扫描具有明显的优势%

图D!喷雾式!3"和滴加式!I"基质覆盖方式产生的非小细胞肺癌组织质谱图

0).CD!?+///<%A&’+,-U@:8:&)//2%=)&;1)--%’%*&(+&’)P+<<4)A+&),*(%&;,1/,-+)’#/<’+7)*.!3"+*14)92)1#1’,<<)*.!I"

图E!线性模式!3"#反射模式!I"和线性模式!:"扫描方式产生的非小细胞肺癌癌旁组织质谱图

0).CE!?+///<%A&’+,-U@:8:<+’+A+*A%’,2/&)//2%=)&;1)--%’%*&?@1%&%A&)O%(,1%/,-

4)*%+’(,1%!3"#’%-4%A&,’(,1%!I"+*14)*%+’(,1%!:"
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D!结!论
本工作采用质谱成像技术对人的非小细胞

肺癌组织切片及癌旁组织切片进行研究!探索样
品制备!质谱检测等技术条件!初步建立了以质
谱成像法寻找非小细胞肺癌中生物标志物的方

法"结果表明!癌组织中有D#EG"""!GH""
范围内的特征性簇峰出现!并通过对’"例病人
的癌#癌旁组织的研究得到验证"随着质谱成像
技术的不断发展!再结合探针取样技术!将会实
现非小细胞肺癌的临床微创伤诊断!在分子水平
的基础上将会大大增加非小细胞肺癌的临床诊

断的准确性"
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