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摘要 细胞模型可以模拟多种生命状态和疾病发展，包括单细胞、二维（2D）细胞、三维（3D）细胞微球和类器官等模

型，是解析错综复杂的生物化学问题的重要工具。近年来，以细胞作为实验模型，采用质谱技术并结合形态学分析，可以

从时空水平获得细胞中多种物质分子的量变和空间分布变化，包括代谢物和脂质等内源生物小分子、药物和环境污染物等

外源小分子、蛋白质和多肽等內源生物大分子，为考察细胞-细胞相互作用、肿瘤细胞微环境、细胞生物信息时空异质性提

供了可能。本文综述了基于质谱技术的细胞成像研究，包括细胞模型的选择和制备、细胞模型的形态学分析、质谱空间组

学技术、质谱流式等技术的选择和方法发展及其相关应用。最后，提出了该领域面临的难点问题和未来的发展方向。
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细胞模型为疾病诊断、药物药效评价、毒理学

研究等多个研究领域工作的开展提供了可能，是不

可或缺的重要生物材料。随着生物和细胞分析技术

的不断进步，以解决科学问题为导向构建的体外细

胞模型得以迅速发展［1-2］。早期的体外细胞模型多

数只包括二维（2D）模型，无法准确模拟生物体

中复杂的细胞及其微环境构成，更无法开展复杂的

细胞生物学功能研究。随着细胞培养技术的改进，

先后出现了三维（3D）细胞培养技术为基础的细

胞微球模型。随着多能干细胞技术的出现，高度模

拟人体器官发育的类器官技术得以发展。3D细胞

模型和类器官模型比传统的 2D细胞模式具有更多

的优点，具有个性化以及更强的生理相关性，尤其

适用于疾病发生发展分子机制、细胞和生物分子新

功能探索等方面的研究［3-4］。

常见的细胞模型成像主要选用标记的方法进行

靶向的基因、蛋白质和小分子代谢物的原位成像，

以此为基础开展细胞类型、状态、代谢和药物药效

等方面的研究，具有标记特异性差、实验操作复杂

等缺点。与此不同的是，质谱空间多组学技术以质

谱技术作为基础，结合高端影像技术可同时进行多

种分子的定性、定量和空间成像，具有免标记、高

灵敏度和高通量的优势［5-7］。该技术可以检测几百

甚至上千种外源和内源分子，同时开展这些分子之

间相互作用的研究，在肿瘤代谢、药物药效分析、

污染物毒性筛选、法医鉴定等多个领域具有广泛的

应用［5-8］。另外，与细胞的基因组、转录组和蛋白

质组信息相比，代谢组可以在短时间内对外界刺

激、细胞生理变化作出反应，这种迅速精准发生的

细胞状态变化使得空间代谢研究成为探索细胞、器

官 、 生 物 体 生 理 病 理 相 关 分 子 机 理 的 重 要

思路［9-10］。

为全面了解适用于细胞成像的质谱多组学、质

谱空间组学等技术，本文对该技术及其应用进行了

总结评述，重点描述了细胞模型的构建、细胞样品

的制备、细胞形态分析和成像分析以及基础研究和

临床研究应用，同时提出该领域的难点问题并对发

展趋势进行了展望。
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1　细胞模型的构建

适用于质谱多组学和质谱空间组学技术的细胞

模型主要包括3D细胞模型、3D组装细胞模型和类

器官模型等，开发针对性强、操作简便、重现性好、

能够模拟真实细胞生长及微环境的细胞模型是关键。

1.1　3D细胞模型

常规的 2D细胞培养虽然操作和观察方便，但

存在较大的局限性：细胞从组织中分离出来并置于

2D培养环境，随着培养时间的延长，细胞形态会

趋于扁平，继而分裂异常，损失了重要的表型信

息。此外，2D 培养环境抑制细胞形成多维结构，

无法准确模拟细胞真实的生长排列情况以及细胞间

的代谢活动和信号交换传递。因此，急需开发可以

准确模拟体内细胞生长的模型，来满足更为复杂的

细胞及其微环境相关研究的需求。

3D细胞培养是将细胞和模仿体内细胞环境的

3D培养载体在体外进行共培养，细胞在3D空间结

构中迁移、生长，构成 3D载体复合物。与传统的

2D细胞模型相比，3D细胞模型可以较为真实地模

拟细胞间相互作用、生理病理反应等，使得复杂生

物现象的模拟成为了可能［11-13］。

按照培养载体的不同，3D细胞培养主要有两

种培养体系，即基于支架和非支架的 3D细胞培养

技术［11-12］。有支架的模型是将目标细胞、细胞生长

因子、再造基质蛋白以及支架混合后共同培养来模

拟细胞间相互作用和细胞增殖等［13］。无支架的3D

细胞培养主要是指细胞自发聚集形成的细胞微球，

微球尺寸在几百微米到厘米级别，该模型与肿瘤组

织具有一定的相似性，主要采用超低吸附培养板

法、磁悬浮培养法、悬滴培养法以及微流控等技术

开展细胞微球制备［14］。其中，多数无支架的3D细

胞微球模型更适用于质谱空间组学的分析 （图

1）［14］。Xie等［15］分别采用人肝癌细胞HepG2构建

2D和3D细胞微球模型，并使用质谱空间成像技术

探索细胞脂质代谢物空间分布及其表达谱变化。研

究发现，与2D细胞模型相比，3D细胞微球脂质类

别和脂质代谢物表达谱变化更接近于实体肿瘤的代

谢物分布和表达信息，再次证明了 3D细胞微球是

一种更适合模拟实体肿瘤的体外模型。以单种 3D

细胞微球模型为基础，继续引入其他细胞种类并进

行共培养或细胞操控，即构建能够模拟肿瘤及其微

环境的复杂 3D细胞微球模型，可以更加真实地再

现器官结构和功能的复杂性。Lazzari等［16］选取胰

腺癌细胞、成纤维细胞和内皮细胞开展三重细胞共

培养构建了胰腺癌肿瘤及其微环境的3D细胞模型，

该模型可以用于相关药物药效评价、肿瘤发展变化

等过程研究，成为评估各种治疗策略的有利工具。

1.2　类器官模型

类器官模型是比多重 3D 细胞微球更为复杂、

多样的细胞模型。该模型是由从患者分离的干细胞

经过增殖、分化并自我组织形成的类似器官结构的

体外模型，保留了原有器官和组织的结构和生物信

息［17］。类器官分为胚胎干细胞、诱导多能干细胞、

成体干细胞等。与动物模型相比，患者来源的类器

官模型更适合低时间成本、高通量分析的需求。迄

今为止，类器官模型被广泛应用，包括疾病模型构

建、药物筛选、肿瘤精准医疗、环境毒理分析等多

个领域，是最具前景的研究方向［18］。

为了维持类器官基因组结构、多重生物信息的

异质性、病理特征等，在类器官培养过程中需要加

入多种生长因子，包括促进癌症干细胞增殖分化、

抑制细胞凋亡相关的生长因子、维持体外长期培养

的营养因子等，以提高类器官培养的成功率。此

外，肿瘤及其微环境，是模型制备的重要步骤。将

肿瘤细胞、免疫细胞、上皮细胞等与细胞因子进行

组合并共培养，可制备能够模拟肿瘤及其微环境的
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Fig. 1　Schematic diagram of 3D multicellular spheroids 
structure［14］

图1　3D细胞微球结构的示意图［14］
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细胞模型［19］。Koledova等［20］利用基质与上皮细胞

间化学和机械信号影响乳腺发育和肿瘤发生，构建

了乳腺癌患者来源3D类器官（PDO） -癌细胞相关

成纤维细胞 （cancer associated fibroblasts，CAFs）

共培养模型，并发现 CAFs 可促进 PDO 形态多样

性，从而表现出较强的增殖能力和异质性［21-22］。

2　细胞样品的制备

细胞样本的尺寸远小于常见的组织器官等生物

标本，且复杂程度根据实验要求的不同而呈现多样

性，使得细胞标本的空间成像研究具有一定的挑战

性。其中，细胞样本的制备优化、针对基质辅助激

光 解 吸 电 离 质 谱 成 像 （matrix-assisted laser 

desorption ionization mass spectrometry imaging，

MALDI-MSI）的基质选择与喷涂等流程，对于获

取高质量成像结果起到了重要作用［23］。

2.1　切片

按照研究目的的不同，细胞样本的制备主要包

括两种：细胞爬片和需要进行切片的细胞标本。其

中，细胞爬片标本不需切片，是让玻片置于培养基

内，使细胞在一定的固相表面（如普通玻片、具有

特殊导电涂层的玻片）上贴壁生长，从而获得相对

应的细胞模型，后续直接进行质谱空间成像和组织

形态分析等实验。细胞爬片标本操作简便，但玻片

较难固定，由于边缘效应，细胞在玻片上易聚集导

致分布不匀，从而影响后续检测结果。

针对需要切片的细胞标本，多数制备冰冻和石

蜡切片。与石蜡切片相比，冰冻切片制备时间短、

没有繁杂的清洗、脱蜡等前处理过程，可以有效保

持细胞状态，并最大程度保留细胞内和细胞间的物

质分子组成和分布，便于后续开展质谱空间成像研

究。针对细胞标本的冰冻切片制备，一般流程包括

样本（半）包埋、切片最适温度调整、切片及切片

存储。在细胞标本切片制备中，保持细胞切片形貌

完整、操作简便是实验的关键。

常 规 的 冰 冻 切 片 通 常 采 用 OCT 包 埋 剂

（optimal cutting temperature compound）进行包埋，

但其存在易污染样品、透明度低、抑制离子电离且

出现干扰峰等缺陷，不适用于后续进行质谱分析。

因此，对于包埋试剂的选择和切片条件优化是标本

制备的关键。已经报道的包埋剂有明胶、冰和聚丙

烯酰胺凝胶（PAAG）等［23-26］。明胶不易对样本电

离产生干扰，但 3D细胞微球直径较小，明胶透明

度有限，导致 3D细胞微球不易被观察和定位［23］。

为了解决这一问题，Tucker等［24］进行细胞球切片

前，先用稀释的蓝色染料对其进行染色，从而提高

了切片时细胞球的能见度。但这种方法会抑制样本

表面离子电离，限制样本表面的信号产生。Xie

等［25］对明胶包埋细胞微球的切片制备方法进行改

进，开发了一种冰覆盖的辅助细胞微球切片定位和

制备的方法。研究者将细胞微球放置在自制的切片

模具上，在细胞微球周围滴加水，由于模具温度较

低，细胞球周围的水迅速冷冻结冰，再添加OCT

包埋剂（图2）。该方法既维持细胞样本的完整性，

又保证了小尺寸细胞微球的可视化定位。Yang

等［26］发现了一种新的包埋试剂PAAG，并以大鼠

肝脏和大西洋鲑眼球样本切片作为研究对象，采用

MALDI-MSI 分别评估了 PAAG、明胶、OCT 和琼

脂糖 4种包埋试剂对标本的包埋效果，结果表明，

相比于其他包埋剂，PAAG 具有一步操作无需加

热、细胞形态保持完整、显著提高代谢产物离子信

号强度等优点。除了细胞标本包埋之外，切片时的

温度也直接影响冰冻切片质量。其中，较为合适的

冰冻切片机中的刀片温度需保持在-14~-16oC，机

器内部温度需保持在-20oC。

2.2　基质选择与喷涂优化

与其他类型的质谱成像 （mass spectrometry 

imaging，MSI）实验操作相比，MALDI-MSI中的基

质选择和喷涂方法的优化直接影响到MSI数据质量。

基质喷涂过程是利用基质喷涂装置将具有特殊物理化

学性质的基质喷涂在样本切片上，从而促进样品分子

离子化的过程。基质的选择是MALDI-MSI中最重要

的步骤之一，合适的基质通常具有较高的离子化效率

和真空稳定性，并与待测分子相容性好［27-29］。

MALDI-MSI常用的基质大多数为有机小分子

基质，在低分子质量范围干扰小分子分析物的检

测，限制了MALDI-MSI在低分子质量范围内的分

析应用［27-29］。为解决上述问题，寻找背景干扰小、

解吸/解离效率高的新基质对于获取高质量的

MALDI-MSI结果具有重要意义。一些新型小分子

基质成为近几年研究的热点，包括 N-（1-萘基）乙

二胺二盐酸盐、N-苯基-2-萘胺等［29-33］。Chen等［32］

设计并合成了新型双极性基质 4-氨基噌啉-3-甲酰

胺（4-AC），与其他常规基质如 2,5-二羟基苯甲酸

（2,5-dihydroxybenzoic acid，DHB） 和 9-氨基吖啶

（9-aminoacridine，9-AA）相比，4-AC在355 nm时

背景干扰小、分析物离子化强度高、稳定性好，可

用于可视化多种代谢物的时空变化。Holbrook
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等［33］采用氟化胺作为基质添加剂，增强生物样本

中脂质分子的信号，该团队将此方法应用于细胞裂

解液、肝细胞和单细胞在内的多种样品分析中。结

果显示，所选取的生物样本中阴离子检测模式的

［M-H］-脂质信号均有所增强，并在脂质的空间定

位方面也获得了更高的灵敏度。

基质喷涂装置的选择和喷涂方法的优化也同样

对 MALDI-MSI 结果产生较大影响。采用喷涂装

置，可以将基质薄雾均匀喷涂在样品切片表面，干

燥后形成均匀的基质结晶膜，形成的基质结晶直径

越小越均匀就越有利于提高质谱成像的空间分辨

率［34］。目前，常见的基质喷涂装置主要分为手动

和自动喷涂装置两类。常见的自动喷涂装置包括

ImagePrep、 TM-Sprayer 和 SMALDI Prep 等 。

ImagePrep喷涂装置采用独特的震动雾化技术，通

过控制震动雾化的条件将雾粒均匀喷洒在样品切片

上，操作简单，但通量较低，系统维护要求高，适

合 于 获 取 50~200 μm 的 空 间 分 辨 率［35］。 TM-

Sprayer喷涂装置是通过温控喷嘴技术，将基质经

热惰性气流输送到样品靶板上，同时通过加压加热

的氮气流进行干燥，干燥后确保获得细腻、均一稳

定的基质涂层，有效提高了质谱信号强度，并改善

成像的空间分辨率［36］。SMALDI Prep是一款具有

双喷涂模式的新型全自动基质喷雾仪，包括线形喷

雾模式和旋转气助喷雾模式。线形喷雾模式主要用

于大区域基质喷涂，根据样本情况任意选择喷涂区

域。旋转气助模式主要适用于高分辨率细胞、组织

成像，基质结晶颗粒大小平均小于10 μm，满足多

种低丰度化合物的检测和单细胞成像需求［37］。另

外，一些处于研发阶段的基质喷涂设备也涌现出

来。Xie 等［38］设计了一种基质结晶温度可控的基

质升华装置，并利用此喷涂装置分别对草莓、肾脏

和贻贝组织中的内源性和外源性成分进行MALDI-

MSI检测，结果表明，此升华装置在 0℃以下可以

稳定控制基质升华温度，从而在样本表面生成直径

小于 0.2 μm 的微小均匀基质晶体，因此获得了良

好的重现性和物质分子的高质量谱图。Luo 等［39］

通过调控氮气气流、加热灯温度以及喷枪温度等参

数构建了可控制基质膜形成的非接触加热基质喷涂

装置。该装置采用激光雕刻技术制作二维移动平

台，利用质量流量计控制高压氮气实现基质溶液的

雾化，加热灯的引入能够实现基质溶液的快速挥

发，显著提高了基质的喷涂速度。Meng 等［40］采

用基于压电陶瓷驱动的超声喷嘴，制造了一种用于

基质涂层的自动装置SoniCoat。与TM-Sprayer和电

喷雾基质涂层装置相比，SoniCoat装置无需高压气

流和高电压即可实现良好的基质雾化效果，能够获

得直径约为10 μm更均匀的基质结晶，并极大地减

少分子扩散。

3　细胞样品的形态分析

细胞形态学分析可全面阐明细胞和组织模型的
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Fig. 2　Preparation of frozen section coated with ice ［25］

图2　冰覆盖冰冻切片的制备［25］

A：CMS冰冻模块；B：切割修整后的CMC冰冻模块；C：细胞球的标记位置；D：吸取细胞球；E：将细胞球至于CMC冰冻模块，进行冰
覆盖；F：在冰周围添加OCT包埋剂；G：包埋后进行细胞球的切片；H：采用显微镜观察切片的完整性；I：细胞球切片标本的质谱成像分
析。CMC：羧甲基纤维素钠（sodium carboxymethyl cellulose），MCTS：多细胞肿瘤微球（multicellular tumor spheroids），MALDI-MSI：基
质辅助激光解吸电离质谱成像（matrix-assisted laser desorption ionization mass spectrometry imaging）。
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组成和空间结构等，为质谱成像等分子鉴定技术中

精准区域划分和选择提供了重要的帮助，细胞形态

学分析和质谱成像两者相辅相成，缺一不可。目

前，应用于质谱空间组学的细胞形态学分析技术有

苏木素-伊红（HE）染色和免疫荧光技术等。

3.1　HE染色

HE染色是细胞形态分析中最为简单且行之有

效的方法，广泛用于临床和基础研究中。碱性的苏

木素染色液可以将细胞内的细胞核、细胞质中的核

糖核酸等染成蓝紫色，酸性的伊红则可以将细胞质

与细胞外基质中的成分等染成不同程度的红色或粉

红色。HE染色法具有操作简单、核质比分明及细

胞透明度好等优势。但是，HE染色仅可粗略分辨

细胞的形态异质性，无法特异性地定位或检测细胞

内部的分子变化。因此，以HE染色为基础，仍需

要更为准确全面的细胞定位方法，并获得多种细胞

种类的可视化信息。

3.2　免疫荧光技术

免疫荧光技术是一项对样本中的不同靶蛋白质

或其他生物分子的分布进行可视化研究的形态学分

析技术，在病理学、分子生物学、临床诊断中应用

广泛。与HE染色类似，免疫荧光技术在质谱为基

础的成像分析中同样提供重要的细胞形态和细胞类

型等信息。免疫荧光成像时，荧光基团信号易重

叠，成像通道有限，无法准确地可视化多种特定大

分子在组织中的分布。为了提高检测通量，多重免

疫组化技术应运而生［41-43］。采用该技术可以在单

个组织切片中同时检测多种生物标志物，结合质谱

流式细胞技术等方法，可以在疾病的时空演进中，

获得更为丰富的细胞组成、细胞功能和细胞-细胞

间相互作用等信息［44］。

4　质谱为基础的成像分析

常规的质谱分析方法可以获得细胞中的多种物

质分子的定性和定量信息，但无法获得物质分子的

定位信息。随着质谱技术的快速发展，先后涌现出

多种基于质谱的细胞分析新方法。例如，质谱与高

端影像技术结合，形成了质谱成像技术，可以实现

细胞切片水平多重生物分子的同时鉴定分析，将单

细胞用金属标签抗体进行标记，再采用电感耦合等

离 子 体 质 谱 （inductively coupled plasma mass 

spectrometry，ICP-MS）对单细胞中金属标签进行

定量分析，由此产生质谱流式技术，最终实现单细

胞中多种蛋白质的定量分析。同时，结合影像技

术，产生了成像质谱流式技术［45-47］。

4.1　质谱成像

细胞尺度的质谱成像分析流程详见图3，包括

细胞切片标本的制备（详见前文第 2节）、形态学
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Fig. 3　Histologic and MSI analysis of 3D multicellular spheroids
图3　3D细胞微球的形态学和质谱成像分析
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分析（详见前文第 3节）、质谱成像仪器选择以及

数据分析等。

针对细胞标本，MSI 多采用二次离子质谱

（secondary ion mass spectrometry，SIMS） 和基质

辅助激光解吸电离（matrix-assisted laser desorption 

ionization，MALDI）离子源，使细胞标本表面的

物质分子离子化，继续传输进入质量分析器，获得

物质分子的质谱信号强度、质荷比或离子淌度等指

纹信息，经信息转化成离子图像后，最终实现多种

物质分子的原位可视化检测。与器官组织标本分析

相比，细胞标本的物质成像更要综合考虑仪器的空

间分辨率、灵敏度和分子特异性，根据实际需求来

选择最为合适的分析策略。与 MALDI-MSI 相比，

SIMS-MSI具有较高的空间分辨率，可达到纳米级

别的亚细胞水平，与高分辨静电场轨道阱质谱联

用，可以实现对细胞器中内源物质分子的高空间分

辨率、高质量分辨率的 3D成像，但检测生物大分

子蛋白质和多肽的能力较差［45-47］。MALDI-MSI具

有检测质量范围宽（小分子、蛋白质和多肽等）等

优势，但存在基质峰干扰等缺陷。以MALDI-MSI

作为基础，出现了激光诱导后电离MALDI-2技术，

可以有效提高多种待测物检测灵敏度达2~3个数量

级，同时降低了离子抑制效应（图4）［48］。
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Fig. 4　Utility of MALDI-2-MSI combined with oversampling for single-cell metabolomics analysis of iPSC-derived 
astrocytes［48］

图4　MALDI-2-MSI与过采样相结合用于iPSC衍生星形胶质细胞的单细胞代谢组学分析［48］
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4.2　质谱流式分析

与质谱空间成像技术相比，飞行时间细胞计数

法 （cytometry by time-of-flight，CyTOF） 将传统

流式细胞术与质谱技术相结合，在单细胞水平实现

多种蛋白质的高通量定量分析，但无法获得物质分

子的空间信息。与传统流式细胞术相比，CyTOF

尤其适用于高度复杂的细胞集群样本的研究，内容包

括免疫及其微环境表征、免疫细胞组成、细胞功能和

信号转导等［49-50］。成像质谱细胞术（imaging mass 

cytometry，IMC）是以CyTOF技术作为基础，在组

织切片水平测定多种金属同位素标记物，是集免疫细

胞分析、质谱分析和组织形态分析为一体的新兴单细

胞成像技术，在组织切片水平来分析细胞表型、免疫

微环境、蛋白质表达、细胞-细胞相互作用，广泛应

用于人体肿瘤免疫细胞组成和微环境变化等［49-50］。

CyTOF和 IMC技术通常与多组学技术相融合，

应用于肿瘤演进及其分子机制研究。Ali等［50］首先

采用 IMC，选取人体乳腺癌肿瘤组织，开展 37种

蛋白质的共定位表达分析，确定乳腺肿瘤免疫细胞

组成和原位表达特征。然后开展标本的全转录组测

序分析，发现了173个与乳腺癌演进密切相关的基

因，并进行靶向测序分析。随后，对组织切片水平

的单细胞进行分割，深度表征单细胞蛋白质表达、

相邻细胞信息，绘制乳腺肿瘤单细胞水平的蛋白质

和基因图谱，将肿瘤分子表型和细胞基因组信息相

关联，发现肿瘤演进的微环境特征和变化，这些特

征可以作为开发乳腺癌新诊疗方案的靶标。Sorin

等［51］选取人体肺癌标本，采用CyTOF技术检测到

超过160万个细胞，并归纳细胞组成，包括内皮细

胞、肿瘤细胞和 14种免疫细胞亚群。其中，浸润

性免疫细胞、巨噬细胞含量和表达尤为突出。同

时，发现细胞-细胞间位置信息在肿瘤诊疗中具有

重要作用，例如，低分级标本CD8+和CD4+ T细胞

与癌细胞的相关性比高分级标本高。另外，作者整

合癌细胞免疫微环境细胞亚群后，发现特定细胞群

簇与病人生存率具有显著相关性，推断肿瘤免疫微

环境细胞组成和定位可能具有重要的预后价值。

5　应 用

以 3D细胞模型为研究对象，采用质谱成像技

术开展肿瘤相关药物代谢分析较为广泛。药物的器

官分布和渗透直接影响其临床疗效，对此开展深入

研究对于药效的精准评价和癌症复发分子机制研究

具有重要作用。Liu等［52］以 3D培养的HCT116结

肠癌细胞球作为研究对象，采用MALDI-MSI评估

了抗癌药物伊立替康的空间分布和药物渗透，与动

物模型实验相比，此方法具有准确快速的优点，为

新药药效的快速评估提供了更为节省成本和时间的

研究策略。Liu等［53］采用3D细胞微球-质谱成像结

合的方法针对肿瘤的免疫治疗药物药效进行评估，

并且实现了抗体型药物的精准传递。研究中选取西

妥昔单抗作为典型药物，西妥昔单抗是一种与表皮

生长因子受体 （epidermal growth factor receptor，

EGFR）胞外结构域结合的单克隆抗体，EGFR在

结直肠癌中过度表达，介导细胞分化、增殖、迁移

和血管生成。他们绘制了西妥昔单抗在两种不同结

肠癌细胞系（HT-29和DLD-1）中的时间依赖性渗

透和空间分布，3D细胞微球的ATP含量随药物暴

露浓度增加而升高。

Tobias等［54］对成像的研究平台进行改进，将

悬浮在基质凝胶中的细胞植入纸基支架中进行培

养，形成组织微环境，并结合MALDI-MSI进行药

物药效筛选，该方法具备准确快速和高通量等特

点。Machálková 等［55］ 开发了一种基于 MALDI-

MSI和免疫组化（immunohistochemistry，IHC）成

像的多模态半自动配准程序，对结直肠癌球状模型

进行哌立福新药物渗透分析，并且 MSI 和 IHC 信

号的量化是通过一个从球体边界到球体中心的等距

层的信号强度评估算法来实现的。研究发现，24 h

内含有哌立福新的球状区域可与细胞多个区域共定

位，并显示出临床上重要的特征，如增殖、凋亡和

转移潜能。这种方法为肿瘤组织内，化疗药物的生

物利用度和分布研究提供了新的见解。

除了药物时空成像之外，还可以同时对母体药

物及其代谢物、内源代谢物等进行空间定位、定性

和定量研究。Chen等［56］使用MALDI-MSI和液相

色谱 -串联质谱法 （liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry， LC-MS/MS） 研 究 羟 氯 喹

（HCQ）的生物分布及其在不同时间点对 A549 细

胞代谢的影响。在进行质谱成像前，研究人员首先

对 A549 细胞球体切片进行 HE 染色，从而获得球

体的外部区域，再通过图像分割将球体图像划分为

为内部和外部区域，利用 MALDI-MSI 和 LC-MS/

MS研究两个区域内的脂质代谢的时空变化规律及

分子机制变化。结果表明，HCQ在细胞球体中的

空间分布具有时间依赖性，即球体内部和外部区域

的脂质代谢物的质谱信号强度变化各不相同，例如

脂质 PI［（38∶3）-H］-在 HCQ 暴露的球体内部区域     
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下调，在外部区域上调，而［LPI（18∶0）-H］-和         

［PS（34∶1）-H］-在A549细胞的内部和外部区域具有

相似的空间分布，结果表明，HCQ暴露显著改变

肿瘤细胞生物信息的时空异质性。

6　总结与展望

以质谱为基础的多种前沿成像技术，可以获得

高维度、多参数的成像数据，实现对人体正常生理

过程、疾病发生发展进程中多种细胞、细胞器多重

生物信息的原位可视化观测，并筛选疾病相关的阶

段性生物标志物。其中，MSI、CyTOF 以及 IMC

实现了细胞间质、细胞-细胞间及其边界、细胞内

部的物质分子深度原位分析。未来的研究方法侧重

于以下3个方面：a. 通过这些前沿成像技术，将获

得大量细胞数据，均需更快速、高效、准确性高的

图像数据算法来实现单细胞、多细胞器、罕见细胞

亚群、复杂细胞形态的准确分割和识别，开发能够

提高细胞可视化准确率的深度学习模型和算法是关

键，并建立更为完备的数据集成工具，在解析输出

结果的同时，能够有效地揭示质谱空间组数据的生

物学意义；b. 融合多种生物医学手段，包括超声、

磁共振、声镊操控等，实现细胞模型的精准构建，

从而更好地模拟复杂疾病、肿瘤发生发展的进程；

c. 构建通用性强、操作稳定、特异性强的细胞成像

平台，实现数据交互，更好地服务于临床研究中疾

病分子机制研究和精准诊疗。
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Abstract　Cell models can simulate a variety of life states and disease developments, including single cells, two-

dimensional (2D) cell cultures, three-dimensional (3D) multicellular spheroids, and organoids. They are essential 

tools for addressing complex biochemical questions. With continuous advancements in biological and cellular 

analysis technologies, in vitro cellular models designed to answer scientific questions have evolved rapidly. Early 

in vitro models primarily relied on 2D systems, which failed to accurately replicate the complex cellular 
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compositions and microenvironmental interactions observed in vivo, let alone support sophisticated investigations 

into cellular biological functions. Subsequent improvements in cell culture techniques led to the development of 

3D culture-based models, such as cellular spheroids. The advent of pluripotent stem cell technology further 

advanced the development of organoid systems, which closely mimic human organ development. Compared to 

traditional 2D models, both 3D cellular models and organoids offer significant advantages, including 

personalization and enhanced physiological relevance, making them particularly suitable for exploring molecular 

mechanisms of disease progression, discovering novel cellular and biomolecular functions, and conducting related 

studies. The imaging analysis of common cellular models primarily employs labeling-based methods for in situ 

imaging of targeted genes, proteins, and small-molecule metabolites, enabling further research on cell types, 

states, metabolism, and drug efficacy. However, these approaches have drawbacks such as poor labeling 

specificity and complex experimental procedures. By using cells as experimental models, mass spectrometry 

technology combined with morphological analysis can reveal quantitative changes and spatial distributions of 

various biological substances at the spatiotemporal level, including metabolites, proteins, lipids, peptides, drugs, 

environmental pollutants, and metals. This allows for the investigation of cell-cell interactions, tumor 

microenvironments, and cellular bioinformational heterogeneity. The application of these cutting-edge imaging 

technologies generates vast amounts of cellular data, necessitating the development of rapid, efficient, and highly 

accurate image data algorithms for precise segmentation and identification of single cells, multi-organelle 

structures, rare cell subpopulations, and complex cellular morphologies. A critical focus lies in creating deep 

learning models and algorithms that enhance the accuracy of cellular visualization. At the same time, establishing 

more robust data integration tools is essential not only for analyzing and interpreting outputs but also for 

effectively uncovering the biological significance of spatially resolved mass spectrometry data. Developing a cell 

imaging platform with high versatility, operational stability, and specificity to enable data interoperability will 

significantly enhance its utility in clinical research, thereby advancing investigations into disease molecular 

mechanisms and supporting precision diagnostics and therapeutics. In contrast to genomic, transcriptomic, and 

proteomic information, the metabolome can rapidly respond to external stimuli and cellular physiological changes 

within a short timeframe. This rapid and precise reflection of ongoing cellular state alterations has positioned 

spatial metabolomics as a pivotal approach for exploring the molecular mechanisms underlying physiological and 

pathological processes in cells, tissues, and organisms. In this review, we summarize research on cell imaging 

based on mass spectrometry technologies, including the selection and preparation of cell models, morphological 

analysis of cell models, spatial omics techniques based on mass spectrometry, mass cytometry, and their 

applications. We also discuss the current challenges and propose future directions for development in this field.
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