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基于激光显微切割-液质联用技术的空间代谢组学分析完整流程
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引言

代谢组学作为系统生物学的分支，主要定性定量分析生物体

内所有代谢物的含量变化。代谢组学的研究更直观反映生物体的

表型，更有利于发现并解释疾病发生的机理。随着代谢组学研究

技术的不断更新，空间代谢组学应运而生，满足大家探究更小单

元的代谢物差异的需求，比如单个细胞甚至细胞器的差异，以及

同一组织不同空间位置的差异。肿瘤是临床研究中最为关注的一

个方向，肿瘤器官中不同空间位置的肿瘤微环境是有差异的，这

些空间变异也会对临床预后和治疗产生深远影响。通过空间代谢

组学能够解决代谢的时空异质性，推动代谢领域向前发展，并能

应用到临床，从而阐述体内系统代谢组学变化的机理。

传统代谢组学分析技术受样品空间分辨率以及分析灵敏度的

限制，无法精准获取靶向部位，而对其中特异代谢物的差异表征

就更加困难。近来，激光显微切割技术（Laser Microdissection, 

LMD）作为组织微区组学分析前的原位采样技术，受到了广泛认

可，利用这项技术可以将样品组织或细胞样品进行精确切割，从

而获得特定位点的多细胞或单细胞水平均一的样品（图1）。后续

结合高覆盖度和高灵敏度的液质联用检测技术， 将空间定位准确

的微区样品进行全面准确的代谢组学分析。相比DNA和RNA，细胞

内的蛋白质和代谢物无法扩增，组织微区内提供的用于分析的代

谢物浓度低、 体积小，一些极为稀少的代谢物需要更加灵敏的检

测方法。高分辨质谱ZenoTOF® 7600系统的Zeno™ trap技术可提供

超过90%的占空比循环，显著提升二级质谱灵敏度，提供更加丰

富的MS/MS数据，进而提升信息覆盖度。

本文应用徕卡激光显微切割系统结合SCIEX的ZenoTOF® 7600质

谱进行空间代谢组学分析，对猪肺组织中感兴趣的区域进行了显
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微切割，经常规代谢组学前处理后，使用高分辨质谱获得了超过

390个代谢物定性信息，作为一套完整的工作流程，可为空间代谢

组学相关研究方法提供理论依据，为了解肿瘤发生发展机制，以

及为癌症的防御与治疗提供新的视角。

实验方法

图1. 徕卡激光捕获显微切割采用移动激光的显微切割技术。徕卡显微系统

采用高精确度的光学部件并借助棱镜沿着组织上所需的切割线对激光束进

行操纵，可垂直于组织实施切割，从而获得切割精确、无污染的分离体。
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<30%的代谢物个数更多一些。总体比较下来，建议后续开展相关

实验不需要用PBS清洗。

激光显微切割样品包埋与制备：本次实验选取猪肺组织进行

方法开发，切割的面积为40w平方微米，厚度为10微米厚，并在同

一张切片选取三个重复区域以进行生物学重复采集与分析。包埋

与切割流程如下：

 取新鲜的猪肺组织，切成0.5cm左右的方块，放入低温冰箱速

冻。1小时后取出，修剪成规则形状，用4度预冷的OCT包裹组织

块，粘在冷冻切片机的样品托上，一起放入冷冻切片机冷冻。

 切片时，低于室内温度-15℃ ~ -20℃。切片过程中注意保持刀

片和样品台干净，及时清理OCT和组织碎屑，减少OCT对组织的粘

连。切下的组织用PET frameSlide膜片粘附，放在室温静置10分钟

左右。放入LMD进行精确取样。

将制备好的肺组织切片样本置于激光显微切割载物台，接收端

放置PCR管，其管盖用于分离体的接收。选择合适的切割面积，调

节好相关参数后开始进行切割（图2）。切割完成后，小心将PCR
管取出，由管底倒扣至管盖盖紧，防止管盖中收集的样品遗落。

因为粘附在膜片上的标本带有少量OCT，在取样时，分布收集了

PBS清洗和未清洗的两组样品，每组3个重复，放入-80℃冰箱保存。 

样品提取：装有样品的PCR管在vortex中振荡5s，由点甩小型

离心机将微量样品离心至管底，小心打开管盖，加入50 µL提取溶

液（甲醇:乙腈:水 2:2:1 v/v/v），振荡混匀，低温反复冻融三次，

离心后将全部溶液转移至进样小瓶中待LC-MS/MS分析。

LC-MS条件：样品通过ExionLC™系统串联ZenoTOF® 7600系统

进行代谢物鉴定分析。详尽分析条件列于表1、2和3。

数据处理：数据通过SCIEX OS 软件3.3中的定性、定量功能

（点击“Analytics”）进行处理。

代谢物鉴定

组织中代谢物成分复杂多样，且有较多同分异构体，因此，

仅有准确的高分辨一级无法对化合物进行确证。针对大量样本，

SCIEX OS软件可自动进行峰提取和搜库，通过一级质量数、同位素

丰度和二级碎片的匹配对样本中的代谢物进行鉴别（图3），使筛

查流程快速准确。

实验结果

两组样本经过SCIEX OS处理后，在PBS未清洗的样本中共鉴定

到400个化合物，在PBS清洗的样本中共鉴定到396个化合物，包

括氨基酸类、核苷类、吲哚类、脂肪酸类等。从鉴定个数上，两

种收样方式差别不大。于是，进一步比较了两种处理方式采集到

的信号响应强弱，以及三个重复间的CV值（图4）。通过比较，

PBS未清洗的样本检测的信号响应更高一些，且三个重复间的CV值

图2. 肺组织切片样本用于激光显微切割分离体制备。未进行切割分离的样

品（左）；按需切割任意形状面积的样品（右）。

表1. 色谱条件

表2. 梯度条件

表3. SCIEX 7500系统的质谱参数

参数 数值

色谱柱 HSS T3, 100×2.1 mm, 1.8 µm

流动相A 含0.1% FA的水

流动相B 含0.1% FA的乙腈

流速 300 μL/min

柱温 40 ℃

进样体积 10 μL

时间 （min） 流动相A （%） 流动相B （%）

0 99 1

1.5 99 1

13 1 99

16.5 1 99

16.6 99 1

20 99 1

参数 数值 参数 数值

气帘气 40 psi 源温度 550 °C

雾化气 55 psi 辅助气 55 psi

 碰撞诱导解离气 7 离子喷雾电压 5500 V/-4500 V

去簇电压 60 V 碰撞能量 30 V
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小结

通过对组织切片进行激光显微切割获取空间定位准确的微量

样本，并与SCIEX ZenoTOF® 7600系统相结合，实现微量组织样品

的全面表征以及高灵敏度组学分析。

• 徕卡激光显微切割系统使用“光束移动切割”技术，进行高精

度的直接、实时地切割，可以理想地切割任何类型、大小或形

状的组织，保证了微量样本的高通量精确获取。

• 通过不同前处理方式的比较，建议在样品收集过程中不用PBS
清洗，保障更多的样品信息获取。 

• 可将此套完整方案流程应用于其他组织切片样本，助力空间代

谢组学研究的开展。

XIC 一级质荷比及同位素比对 二级谱图比对

图3. 代谢物鉴定界面示例。以样本中鉴定到的酪氨酸（Tyrosine）为例，酪氨酸分子式为C9H11NO3，检测到的MS信号与理论质荷比相比，质量数偏差为 
-1.0 ppm，同位素丰度比与理论值偏差为0.6%，MSMS与代谢物库中酪氨酸的标准谱图匹配度为99.1，以此可判定鉴定到的信号为酪氨酸。
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图4. PBS清洗与未清洗样品比较。左图为两种处理方式鉴定到的所有代谢

物响应比较图，虚线上方表示未清洗样品含量更高，下方表示清洗样品含

量更高；右图为两种处理方式的CV<30%的代谢物个数。
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