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(57)摘要

本发明涉及生物分析技术领域，公开了固态

衍生化水凝胶及其制备方法和应用，特别涉及固

态衍生化水凝胶及其制备方法和应用、生物组织

衍生化方法、生物组织代谢物的表征方法。本发

明提供的固态衍生化水凝胶，包括水凝胶、衍生

化试剂和水；所述衍生化试剂分散于固态衍生化

水凝胶的三维网状结构内部和表面；所述水凝胶

的质量占水凝胶、衍生化试剂和水总质量的百分

数为5～45％；所述衍生化试剂在水凝胶、衍生化

试剂和水形成的混合溶液中的质量浓度为0.1～

200mg/mL；本发明提供的固态衍生化水凝胶对生

物组织进行衍生化，衍生化效率高，能够显著提

高生物组织中内源性代谢物的检测灵敏度，有效

实现生物组织中低丰度、难电离的代谢物的质谱

成像分析及原位表征。
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1.一种固态衍生化水凝胶，其特征在于，包括水凝胶、衍生化试剂和水；所述衍生化试

剂分散于固态衍生化水凝胶的三维网状结构内部和表面；

所述水凝胶的质量占水凝胶、衍生化试剂和水总质量的百分数为5～45％；

所述衍生化试剂在水凝胶、衍生化试剂和水形成的混合溶液中的质量浓度为0.1～

200mg/mL。

2.根据权利要求1所述的固态衍生化水凝胶，其特征在于，所述水凝胶包括琼脂、琼脂

糖或明胶中的一种或多种；

所述衍生化试剂包括吉拉德试剂P、丹磺酰氯、丹磺酰肼和苯甲酰氯中的一种或多种。

3.权利要求1或2任一项所述固态衍生化水凝胶的制备方法，其特征在于，包括以下步

骤：

将水凝胶、衍生化试剂和水混合，得到混合溶液；

将所述混合溶液静置，得到固态衍生化水凝胶；

所述混合溶液中水凝胶的质量百分数为5～45％；

所述混合溶液中衍生化试剂的质量浓度为0.1～200mg/mL。

4.根据权利要求3所述的制备方法，其特征在于，所述静置的温度为‑20～4℃，时间为4

～10h。

5.权利要求1或2任一项所述固态衍生化水凝胶或权利要求3‑4任一项所述制备方法得

到的固态衍生化水凝胶在制备衍生化生物组织中的应用。

6.一种生物组织衍生化方法，其特征在于，包括以下步骤：

提供生物组织切片；

将固态衍生化水凝胶贴附于所述生物组织切片表面，进行衍生化反应，制备得到衍生

化生物组织切片；

所述固态衍生化水凝胶为权利要求1或2任一项所述固态衍生化水凝胶或权利要求3或

4任一项的制备方法得到的固态衍生化水凝胶。

7.根据权利要求6所述的衍生化方法，其特征在于，所述衍生化反应的温度为25～40

℃，时间为15min～5h。

8.根据权利要求6所述的衍生化方法，其特征在于，所述生物组织切片包括心组织切

片、肝组织切片、脾组织切片、肺组织切片、肾组织切片、脑组织切片、肌肉组织切片、生殖腺

组织切片或肿瘤组织切片。

9.一种生物组织代谢物非诊断和治疗为目的的表征方法，其特征在于，包括以下步骤：

按照权利要求6～8任意一项所述衍生化方法得到衍生化生物组织切片；

采用质谱成像技术对所述衍生化生物组织切片中的代谢物进行表征。

10.根据权利要求9所述的表征方法，其特征在于，所述代谢物包括羰基代谢物、羟基代

谢物、羧基代谢物和巯基代谢物中的一种或多种。
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固态衍生化水凝胶及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物分析技术领域，特别涉及固态衍生化水凝胶及其制备方法和应

用、生物组织衍生化方法、生物组织代谢物的表征方法。

背景技术

[0002] 组织衍生化是在生物组织切片上利用具有高质谱响应官能团的衍生化试剂对包

含反应官能团的代谢物进行化学衍生化，通过质谱成像技术测定和可视化衍生化之后高响

应的衍生化物离子，从而实现生物组织中低丰度、难电离代谢物的原位表征。

[0003] 质谱成像技术通常采用探针对生物组织或其他样本中所含的多种分子按空间位

置逐点进行扫描检测，获得其离子强度与位置关系的多维数据阵，然后通过数据处理软件

对不同质荷比(m/z)的离子按照其强度和空间位置进行重构和可视化，最终实现多种分子

的同时成像分析。

[0004] 目前现有的组织衍生化方法，大多是用于基质辅助激光解吸电离质谱(Matrix‑

assisted  laser  desorption  ionization  mass  spectrometry,MALDI)的喷涂法，该方法

依赖于精密的喷涂装置，容易造成衍生化试剂的过载。此外，将衍生化试剂添加到喷雾溶剂

中的在线衍生化方法衍生化效率低，只能够针对极少数个别代谢物进行衍生化，难以实现

生物组织中具有不同官能团的多种类代谢物的衍生化分析。

[0005] 然而，在生物组织中存在大量低丰度、弱离子化的代谢物，如神经递质、甾体激素、

脂肪酸、脂肪醛等，其质谱检测灵敏度低，在进行质谱成像分析时易受背景离子的干扰。但

这些代谢物具有重要的生物功能，参与多种疾病的发生、发展，是极具临床应用潜力的生物

标志物，了解其在生物组织样本中的空间分布和相对含量，对解析其生理病理作用机制有

着重要的意义。

发明内容

[0006] 本发明解决的技术问题在于提供固态衍生化水凝胶及其制备方法和应用，本发明

提供的固态衍生化水凝胶对生物组织进行衍生化，衍生化效率高，能够显著提高生物组织

中内源性代谢物的检测灵敏度，有效实现生物组织中低丰度、难电离的代谢物的质谱成像

分析及原位表征。

[0007] 为解决上述技术问题，本发明提供了如下技术方案：

[0008] 本发明技术方案的第一方面是提供了一种固态衍生化水凝胶，包括水凝胶、衍生

化试剂和水；所述衍生化试剂分散于固态衍生化水凝胶的三维网状结构内部和表面；

[0009] 所述水凝胶的质量占水凝胶、衍生化试剂和水总质量的百分数为5～45％；

[0010] 所述衍生化试剂在水凝胶、衍生化试剂和水形成的混合溶液中的质量浓度为0.1

～200mg/mL。

[0011] 如无特殊说明，在本发明中，所用原料均为本领域技术人员熟知的市售产品。

[0012] 本发明提供的固态衍生化水凝胶，包括水凝胶、衍生化试剂和水；所述衍生化试剂
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均匀分散于固态衍生化水凝胶的三维网状结构内部和表面；在本发明中，所述水凝胶优选

包琼脂、琼脂糖或明胶中的一种或多种，更优选包括琼脂、琼脂糖或明胶，最优选包括琼脂

或明胶；在本发明中，所述衍生化试剂优选包括吉拉德试剂P、丹磺酰氯、丹磺酰肼和苯甲酰

氯中的一种或多种，更优选包括吉拉德试剂P、丹磺酰氯、丹磺酰肼或苯甲酰氯，在本发明

中，当所述衍生化试剂优选包括上述具体物质的两种以上时，本发明对所述具体物质的质

量配比没有特殊要求，采用任意配比即可。在本发明中，所述吉拉德试剂P优选为d0‑吉拉德

试剂P或d5‑吉拉德试剂P，所述d0‑吉拉德试剂P和d5‑吉拉德试剂P互为同位素关系。

[0013] 在本发明中，所述水凝胶的质量占水凝胶、衍生化试剂和水总质量的百分数为5～

45％，优选为10～35％，更优选为12.5～30％；所述衍生化试剂在包含水凝胶、衍生化试剂

和水的混合溶液中的质量浓度为0.1～200mg/mL，优选为10～150mg/mL，最优选为25～

100mg/mL。

[0014] 在本发明中，所述固态衍生化水凝胶还包括pH调节剂，所述pH调节剂的用量优选

为调节所述固态衍生化水凝胶的pH值至衍生化试剂与生物组织切片中的代谢物进行衍生

化反应所需的pH值，在本发明中，所述pH调节剂优选包括弱酸溶液或弱碱溶液，在本发明

中，所述弱酸溶液优选包括甲酸溶液或醋酸溶液，所述弱碱溶液优选包括氨水，在本发明

中，所述弱酸溶液的质量浓度优选为0.5～3％，更优选为1～2％；所述弱碱溶液的质量浓度

优选为0.5～3％，更优选为1～2％。

[0015] 本发明技术方案的第二方面是提供了本发明技术方案第一方面所述固态衍生化

水凝胶的制备方法，包括以下步骤：

[0016] 将水凝胶、衍生化试剂和水混合，得到混合溶液；

[0017] 将所述混合溶液静置，得到固态衍生化水凝胶；

[0018] 所述混合溶液中水凝胶的质量百分数为5～45％；

[0019] 所述混合溶液中衍生化试剂的质量浓度为0.1～200mg/mL。

[0020] 本发明提供了上述技术方案所述固态衍生化水凝胶的制备方法，包括以下步骤：

[0021] 将水凝胶、衍生化试剂和水混合，得到混合溶液；

[0022] 将所述混合溶液静置，得到固态衍生化水凝胶；

[0023] 所述混合溶液中水凝胶的质量百分数为5～45％；

[0024] 所述混合溶液中衍生化试剂的质量浓度为0.1～200mg/mL。

[0025] 本发明将水凝胶、衍生化试剂和水混合，得到混合溶液。

[0026] 本发明对所述水凝胶、衍生化试剂和水的混合顺序没有特殊要求，在本发明的具

体实施例中，所述混合优选为将所述水凝胶和水配成水凝胶溶液后，再与衍生化试剂混合；

在本发明中，所述混合的温度优选为70℃；在本发明中，所述混合后优选添加pH调节剂，在

本发明中，所述pH值调节剂的种类与范围与上文相同，在此不再赘述。

[0027] 得到混合溶液后，本发明将所述混合溶液静置，得到固态衍生化水凝胶。

[0028] 在本发明中，所述静置的温度优选为‑20～4℃，更优选为‑15～2℃；所述静置的时

间优选4～10h，更优选为5～8h，最优选为6h；在本发明中，所述静置优选在赋形模具中进

行，本发明对所述赋形模具的形状和结构没有特殊要求。本发明通过控制静置的温度为‑20

～4℃，使所述混合溶液更有效的凝固成具有一定弹性和机械强度的固态衍生化水凝胶。

[0029] 本发明将水凝胶、衍生化试剂和水混合后静置，得到的固态衍生化水凝胶，所述衍
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生化试剂分散于固态衍生化水凝胶的三维网状结构内部和表面，分散于固态衍生化水凝胶

表面的衍生化试剂通过固态衍生化水凝胶的物理吸附作用在固态衍生化水凝胶表面形成

含有衍生化试剂的水分子层，为衍生化反应提供良好的液态微环境。

[0030] 本发明技术方案的第三方面是提供了技术方案第一方面所述固态衍生化水凝胶

或上技术方案第二方面所述制备方法得到的固态衍生化水凝胶在制备衍生化生物组织中

的应用。

[0031] 本发明对所述固态衍生化水凝胶在生物组织衍生化中的应用没有特殊要求，将所

述固态衍生化水凝胶和生物组织接触进行衍生化反应即可。

[0032] 本发明技术方案的第四方面是提供了一种生物组织衍生化方法，包括以下步骤：

[0033] 提供生物组织切片；

[0034] 将固态衍生化水凝胶贴附于所述生物组织切片表面，进行衍生化反应，制备得到

衍生化生物组织切片；

[0035] 所述固态衍生化水凝胶为上述技术方案所述固态衍生化水凝胶或上述技术方案

所述制备方法得到的固态衍生化水凝胶。

[0036] 本发明提供生物组织切片。

[0037] 在本发明中，所述生物组织切片优选包括心组织切片、肝组织切片、脾组织切片、

肺组织切片、肾组织切片、脑组织切片、肌肉组织切片、生殖腺组织切片或肿瘤组织切片。

[0038] 在本发明的实施例中，所述生物组织切片的制备方法优选包括以下步骤：

[0039] 将生物组织依次进行解冻、包埋、切片和干燥，得到所述生物组织切片。

[0040] 在本发明中，所述生物组织的温度优选为‑80℃，所述解冻的温度优选为‑20℃；在

本发明中，所述包埋用包埋剂优选为莱卡冷冻切片包埋剂(Leica  Cryo‑Gel)，本发明对所

述包埋的具体实施过程没有特殊要求。在本发明中，所述切片优选在切片机中进行，本发明

对所述切片的具体实施过程没有特殊要求，在本发明中，所述生物组织切片的厚度优选为

12μm。在本发明中，所述干燥的温度优选为25℃，所述干燥的优选为6h。本发明对所述生物

组织的来源没有特殊要求，在本发明的具体实施例中，所述生物组织为大鼠组织。

[0041] 得到固态衍生化水凝胶和生物组织切片后，本发明将所述固态衍生化水凝胶贴附

于所述生物组织切片任一侧表面，进行衍生化反应，得到衍生化生物组织切片。

[0042] 在本发明中，所述衍生化反应的温度优选为37℃；时间优选为15min～5h，更优选

为30min～3h，最优选为1h～2h。

[0043] 贴附之前，本发明优选将所述固态衍生化水凝胶优选制备成固态衍生化水凝胶

片，在本发明中，所述制备方法优选为切制。在本发明中，所述固态衍生化水凝胶片的尺寸

优选为20mm×10mm×10mm，在本发明中，所述固态衍生化水凝胶片优选根据生物组织切片

的尺寸进行微调，所述固态衍生化水凝胶片的尺寸优选与生物组织切片的尺寸相同。

[0044] 本发明制备的固态衍生化水凝胶通过物理吸附方式在固态衍生化水凝胶表面形

成含有衍生化试剂的水分子层，提供了良好的液态微环境；通过固态衍生化水凝胶表面的

水分子层与生物组织切片表面进行充分接触，使水分子层中的衍生化试剂与生物组织中的

代谢物进行充分的衍生化反应；同时利用固态衍生化水凝胶去除衍生化后的生物组织表面

的无机盐、季铵盐、易溶于水的高质谱响应的代谢物。

[0045] 本发明技术方案的第五方面提供了一种生物组织代谢物的非诊断和治疗为目的
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的表征方法，包括以下步骤：

[0046] 按照技术方案第四方面所述衍生化方法得到衍生化生物组织切片；

[0047] 采用质谱成像技术对所述衍生化生物组织切片中的代谢物进行表征。

[0048] 本发明按照上述技术方案所述衍生化方法得到衍生化生物组织切片。

[0049] 在本发明中，所述衍生化生物组织切片在表征前优选进行前处理，在本发明中，所

述前处理优选为干燥，所述干燥的温度优选为25℃，干燥的时间预选为6h，所述干燥优选真

空干燥，本发明对所述真空干燥的真空度没有特殊要求。

[0050] 本发明采用质谱成像技术对所述衍生化生物组织切片中的代谢物进行表征。

[0051] 在本发明中，采用质谱成像技术对所述衍生化生物组织切片中的代谢物进行表征

的方法包括以下步骤：

[0052] 采用质谱成像技术，获得衍生化生物组织切片中衍生化代谢物离子的质荷比与离

子强度、位置关系的多维数据阵；

[0053] 参比代谢物发生衍生化后生成的衍生化代谢物离子的精确质量数，设定质量误差

为5ppm，对衍生化的代谢物离子进行提取和识别，并通过二级质谱分析对代谢物的分子结

构进行进一步推断，通过质谱成像技术中的数据处理软件，对衍生化生物组织切片中的衍

生代谢物按照离子强度和位置关系进行重构和可视化。

[0054] 本发明采用质谱成像技术，获得衍生化生物组织切片中衍生化代谢物离子的质荷

比与离子强度、位置关系的多维数据阵。

[0055] 本发明对所述质谱成像技术没有特殊要求，采用本领域技术熟知的质谱成像技术

即可；在本发明的具体实施例中，所述质谱成像技术为本发明人自主研发的空气动力辅助

解吸电喷雾离子化质谱成像技术(Air  flow  assisted  desorption  electrospray 

ionization  mass  spectrometry  imaging,AFADESI‑MSI)。

[0056] 在本发明中，所述质谱成像技术的具体实施过程为：配制喷雾溶液，设定电压为

7KV，喷雾流速为5μL/min，喷雾气压力为0.8MPa，X轴扫描速度为2mm/s，Y轴步进距离为2mm/

s，所述喷雾溶液优选为乙腈和水的混合溶液，所述乙腈和水的体积比优选为8:2；设定采集

模式为正离子模式，对衍生化生物组织切片中的代谢物按空间位置逐点进行扫描检测，获

得衍生化生物组织切片中衍生化代谢物离子的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据

阵。

[0057] 获得衍生化生物组织切片中衍生化代谢物离子的质荷比与离子强度、位置关系的

多维数据阵后，本发明参比代谢物发生衍生化后生成的衍生化代谢物离子的精确质量数，

设定质量误差为5ppm，对衍生化的代谢物离子进行提取和识别，并通过二级质谱分析对代

谢物的分子结构进行进一步推断，通过质谱成像技术中的数据处理软件，对衍生化生物组

织切片中的衍生代谢物按照离子强度和位置关系进行重构和可视化。

[0058] 在本发明中，所述代谢物发生衍生化后生成的衍生化代谢物离子的精确质量数的

获得方法包括已知数据库中储存的数据或通过实验室测量衍生化加标生物组织浆条获得

的数据。在本发明中，所述已知数据库包括Metlin数据库、HMDB数据库或Lipid  Maps数据

库。

[0059] 在本发明中，通过实验室测量衍生化加标生物组织匀浆条获得数据的方法与所述

衍生化生物组织切片中衍生化代谢物离子的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵的
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获得方法相同，在此不再赘述。

[0060] 在本发明中，所述衍生化加标生物组织匀浆条的制备方法包括以下步骤：

[0061] 将生物组织匀浆和含有代谢物标准品的标准储备液混合，得到加标生物组织匀

浆；

[0062] 将所述加标生物组织匀浆固化，得到加标生物组织匀浆条；

[0063] 将所述加标生物组织匀浆条按照上述技术方案所述衍生化方法进行衍生化，得到

衍生化加标生物组织匀浆条。

[0064] 本发明将生物组织匀浆和含有代谢物标准品的标准储备液混合，得到加标生物组

织匀浆。

[0065] 在本发明中，所述生物组织匀浆优选为生物组织和生理盐水的混合溶液，在本发

明中，所述生物组织的质量和生理盐水的体积比优选为3:4；在本发明中，所述含有代谢物

标准品的标准储备液中的代谢物标准品优选包括羰基代谢物、羟基代谢物、羧基代谢物和

巯基代谢物中的一种或多种，更优选为羰基代谢物，最优选为孕烯酮醇、睾酮、雄酮和脂肪

醛；在本发明中，所述加标生物组织匀浆中代谢物标准品的质量浓度优选为100μg/mL。

[0066] 得到加标生物组织匀浆后，本发明将所述加标生物组织匀浆固化，得到加标生物

组织匀浆条。

[0067] 本发明对所述固化的具体实施方案没有特殊要求，在本发明的具体实施例中，所

述固化为：用打孔器于PVC不干胶上制作连续的25mm矩形孔；将打孔后的PVC不干胶粘附于

正电荷防脱载玻片上；利用微量移液器吸取5μL加标生物组织匀浆于载玻片的矩形孔中；将

载玻片置于真空干燥器中干燥6h。

[0068] 得到加标生物组织匀浆条后，本发明将所述加标生物组织匀浆条按照上述技术方

案所述衍生化方法进行衍生化，得到衍生化加标生物组织匀浆条。

[0069] 在本发明中，所述代谢物的范围与标准代谢物种类的范围相同，在此不再赘述。

[0070] 本发明提供了一种固态衍生化水凝胶，包括水凝胶、衍生化试剂和水；所述衍生化

试剂分散于固态衍生化水凝胶的三维网状结构内部和表面；所述水凝胶的质量占水凝胶、

衍生化试剂和水总质量的百分数为5～45％；所述衍生化试剂在水凝胶、衍生化试剂和水形

成的混合溶液中的质量浓度为0.1～200mg/mL。本发明提供的固态衍生化水凝胶将衍生化

试剂均匀分散于固态衍生化水凝胶的三维网状结构内部和表面；分散于固态衍生化水凝胶

表面的衍生化试剂通过固态衍生化水凝胶的物理吸附作用在固态衍生化水凝胶表面形成

含有衍生化试剂的水分子层，为衍生化反应提供良好的液态微环境；通过固态衍生化水凝

胶表面的水分子层与生物组织表面进行充分接触，使水分子层中的衍生化试剂与代谢物进

行充分的衍生化反应，且当水分子层中的衍生化试剂浓度因反应降低时，分散于水凝胶三

维网络结构内部的衍生化试剂在浓度差的作用下，不断向水分子层中扩散，提高了生物组

织中代谢物的衍生化效率；同时利用固态衍生化水凝胶表面的水分子层对衍生化后的生物

组织表面的水溶性无机盐、季铵盐、易溶于水的高质谱响应的代谢物进行溶解，并在浓度差

的作用下，向固态衍生化水凝胶的三维网络结构中扩散，实现对水溶性无机盐、季铵盐、易

溶于水的高质谱响应的代谢物的去除，减小背景干扰。本发明提供的固态衍生化水凝胶对

生物组织进行衍生化时，衍生化效率高，能够显著提高生物组织中内源性代谢物的检测灵

敏度，可以有效实现生物组织中低丰度、难电离的代谢物的质谱成像分析及原位表征。
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附图说明

[0071] 图1为本发明实施例1提供的固态衍生化水凝胶进行生物组织衍生化方法的示意

图；

[0072] 图2为本发明应用例1提供的固态衍生化水凝胶对加标大鼠肝组织匀浆条进行衍

生化前后雄酮和黄体酮的质谱成像结果对比图；

[0073] 图3为本发明应用例1提供的固态衍生化水凝胶对加标大鼠肝组织匀浆条进行衍

生化前后雄酮和黄体酮的质谱响应结果对比图；

[0074] 图4为本发明应用例2提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片进行衍生化前

后未知代谢物的质谱成像结果对比图；

[0075] 图5为本发明应用例2提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片进行衍生化前

后未知代谢物的质谱响应结果对比图；

[0076] 图6本发明应用例2提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片衍生化前后左旋

肉碱C18:0、C18:1、C18:2和C16:0的质谱成像结果对比图；

[0077] 图7本发明应用例2提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片衍生化前后溶血

磷脂酰胆碱C18:0、C18:1、C18:2和C16:0的质谱成像结果对比图；

[0078] 图8本发明应用例2提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片衍生化前后磷脂

酰胆碱C34:1和C34:2的质谱成像结果对比图；

[0079] 图9本发明应用例2提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片衍生化前后左旋

肉碱C18:0、C18:1、C18:2、C16:0、溶血磷脂酰胆碱C18:0、C18:1、C18:2、C16:0和磷脂酰胆碱

C34:1、C34:2的质谱响应结果对比图；

[0080] 图10本发明应用例3提供的固态衍生化水凝胶对大鼠脑组织切片衍生化的实物

图；

[0081] 图11本发明应用例2～4提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片、脑组织切片

和肝组织切片衍生化后短碳链脂肪醛类代谢物FAL3:0、FAL4:0、FAL5:0、FAL6:0、FAL7:0、

FAL8:0、FAL9:0和FAL10:0的质谱成像空间分布图；

[0082] 图12本发明应用例2～4提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片、脑组织切片

和肝组织切片衍生化后长碳链脂肪醛类代谢物FAL11:0、FAL12:0、FAL13:0、FAL14:0、

FAL15:0、FAL16:0、FAL17:0和FAL18:0的质谱成像空间分布图；

[0083] 图13本发明应用例2～4提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片、脑组织切片

和肝组织切片衍生化后短碳链含氧脂肪酸类代谢物FA5:1；O、FA7:1；O、FA8:1；O、FA9:1；O和

FA10:1；O的质谱成像空间分布图；

[0084] 图14本发明应用例2～4提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片、脑组织切片

和肝组织切片衍生化后长碳链含氧脂肪酸类代谢物FA11:1；O、FA12:1；O、FA13:1；O和FA14:

1；O的空间分布图；

[0085] 图15本发明应用例2～4提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片、脑组织切片

和肝组织切片衍生化后脂质代谢物FAL16:4；O和FA17:5；O2的质谱成像空间分布图；

[0086] 图16本发明应用例2～4提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片、脑组织切片

和肝组织切片衍生化后脂质代谢物FAL6:2和FA9:4的质谱成像空间分布图；

[0087] 图17本发明应用例2～4提供的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片、脑组织切片
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和肝组织切片衍生化后脂质代谢物FAL17:4；O和FA19:1；O2的质谱成像空间分布图；

[0088] 图18本发明应用例5提供的采用同位素d0‑吉拉德试剂和d5‑吉拉德试剂制备得到

的固态衍生化水凝胶对大鼠肾组织切片和脑组织切片衍生化后代谢物FAL10:2；O、FAL6:0；

O、FAL14:3和FAL11:0的质谱成像空间分布对比图。

具体实施方式

[0089] 为了更好地理解本发明，下面结合实施例进一步阐明本发明的内容，但本发明的

内容不仅仅局限于下面的实施例。

[0090] 实施例1

[0091] 于70℃配制含有1％甲酸和50mg/mL  d0‑吉拉德试剂P的浓度为15％的明胶水凝胶

的混合水溶液，转移至室温放凉1小时后置于4℃冰箱静置6小时，得到具有一定机械强度的

含有衍生化试剂的固体衍生化水凝胶。

[0092] 应用例1

[0093] 取含有孕烯酮醇、睾酮、雄酮和脂肪醛(FAL  6:0、FAL  7:0、FAL  8:0)的标准储备液

0.1mL，生理盐水0.4mL与0.3g大鼠肝组织组织匀浆液，配制成含上述标准代谢物浓度为100

μg/mL的加标大鼠肝组织匀浆；

[0094] 取上述配制的加标大鼠肝组织匀浆，在打孔器于PVC不干胶上制作连续的2mm×

5mm矩形孔，再将PVC不干胶粘附于正电荷防脱载玻片上；利用微量移液器准确吸取5μL加标

大鼠肝组织匀浆于载玻片的类矩形孔中，并置于真空干燥器中抽真空6h，制备加标大鼠肝

组织匀浆条；

[0095] 将实施例1制备得到的固体衍生化水凝胶按照20mm×10mm×10mm的尺寸，切成一

系列完整的固体衍生化水凝胶片，并按照加标大鼠肝组织匀浆条对其尺寸进行微调，将制

备好的固体衍生化水凝胶片贴附于加标大鼠肝组织匀浆条一侧表面，于37℃下放置2小时，

完成加标大鼠肝组织匀浆条中代谢物与衍生化试剂的衍生化反应，得到衍生化加标大鼠肝

组织匀浆条；并置于真空中干燥连续干燥6h；

[0096] 配制乙腈：水体积比为8：2的喷雾溶液，将衍生化加标大鼠肝组织匀浆条进行

AFADESI‑MSI的测试，电压设定为7KV，喷雾针流速为5μL/min，喷雾气压力为0.8MPa，X轴扫

描速度为2mm/s，Y轴步进距离为2mm/s，采集模式为正离子模式进行采集，获得衍生化加标

大鼠肝组织匀浆条中衍生化代谢物离子的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵；

[0097] 采用相同的方法测定未衍生化的加标大鼠肝组织匀浆条中标准品的代谢物离子

的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵；

[0098] 得到衍生化加标大鼠肝组织匀浆条和未衍生化加标大鼠肝组织匀浆条中的雄酮

和黄体酮的质谱成像结果对比图和质谱响应结果对比图，如图2、图3和表1所示，被衍生化

的雄酮和黄体酮的质谱响应分别提高了124.72倍和30.39倍。

[0099] 应用例2

[0100] 将冰冻大鼠肾组织于‑80℃中转移至‑20℃，并用Lecia  Cryo‑Gel包埋胶进行包埋

固定于切片机中，进行连续12μm的切片，得到大鼠肾组织切片，并于25℃干燥6小时备用；

[0101] 将实施例1制备得到的固体衍生化水凝胶按照20mm×10mm×10mm的尺寸，切成一

系列完整的固体衍生化水凝胶片，并按照大鼠肾组织切片对其尺寸进行微调，将制备好的
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固体衍生化水凝胶片贴附于大鼠肾组织切片一侧表面，于37℃下放置2小时，完成大鼠组织

中代谢物与衍生化试剂的衍生化反应，得到衍生化大鼠肾组织切片；并置于真空中干燥连

续干燥6h；

[0102] 配制乙腈：水体积比为8：2的喷雾溶液，将完成衍生化的大鼠肾组织切片进行

AFADESI‑MSI的测试，电压设定为7KV，喷雾针流速为5μL/min，喷雾气压力为0.8MPa，X轴扫

描速度为2mm/s，Y轴步进距离为2mm/s，采集模式为正离子模式进行采集，获得衍生化大鼠

肾组织切片中衍生化代谢物离子的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵；

[0103] 设置质量误差为5ppm，根据AFADESI‑MSI的数据处理软件对衍生化大鼠肾组织切

片中代谢物的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵进行提取，得到衍生化大鼠肾组

织切片中的代谢物的质谱成像图。

[0104] 对比经过衍生化后与未衍生化的大鼠肾组织切片的未知代谢物的质谱成像结果

对比图和质谱响应结果对比图，如图4和图5和表1所示，被衍生化的未知代谢物的质谱响应

提高了33.58倍；同时，如图6、图7、图8和图9所示，大鼠肾组织切片经过固态衍生化水凝胶

衍生化处理，未发生衍生化的左旋肉碱C18:0、C18:1、C18:2和C16:0、溶血磷脂酰胆碱C18:

0、C18:1、C18:2和C16:0和磷脂酰胆碱C34:1和C34:2代谢物的质谱响应均有4.5倍以上的提

升，表明本发明提供的通过固态衍生化水凝胶进行衍生化的方法有效去除了高浓度的盐类

成分，降低了基质效应，提高了弱极性代谢物的的质谱响应。

[0105] 表1衍生化前后大鼠肝组织匀浆条中雄酮和黄体酮以及衍生化前后大鼠肾组织切

片中未知代谢物的质谱响应结果

[0106]

[0107] 表2衍生化前后的大鼠肾组织切片的左旋肉碱C18:0、C18:1、C18:2和C16:0、溶血

磷脂酰胆碱C18:0、C18:1和C16:0和磷脂酰胆碱C34:1和C34:2代谢物的的质谱响应结果

[0108]
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[0109]

[0110] 应用例3

[0111] 将冰冻大鼠脑组织于‑80℃中转移至‑20℃，并用Lecia  Cryo‑Gel包埋胶进行包埋

固定于切片机中，进行连续12μm的切片，得到大鼠脑组织切片，并于25℃干燥6小时备用；

[0112] 将固体衍生化水凝胶按照20mm×10mm×10mm的尺寸，切成一系列完整的固体衍生

化水凝胶片，并按照大鼠脑组织切片对其尺寸进行微调，将制备好的固体衍生化水凝胶片

贴附于大鼠脑组织切片表面(如图10所示)，于37℃下放置2小时，完成大鼠组织中代谢物与

衍生化试剂的衍生化反应，得到衍生化大鼠脑组织切片；并置于真空中干燥连续干燥6h；

[0113] 配制乙腈：水体积比为8：2的喷雾溶液，将完成衍生化的大鼠脑组织切片进行

AFADESI‑MSI的测试，电压设定为7KV，喷雾针流速为5μL/min，喷雾气压力为0.8MPa，X轴扫

描速度为2mm/s，Y轴步进距离为2mm/s，采集模式为正离子模式进行采集，获得衍生化大鼠

脑组织切片中衍生化代谢物离子的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵；

[0114] 设置质量误差为5ppm，根据AFADESI‑MSI的数据处理软件对衍生化大鼠脑组织切

片中代谢物的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵进行提取，得到衍生化大鼠脑组

织切片中的代谢物的质谱成像图。

[0115] 应用例4

[0116] 将冰冻大鼠肝组织于‑80℃中转移至‑20℃，并用Lecia  Cryo‑Gel包埋胶进行包埋

固定于切片机中，进行连续12μm的切片，得到大鼠肝组织切片，并于25℃干燥6小时备用；

[0117] 将实施例1制备得到的固体衍生化水凝胶按照20mm×10mm×10mm的尺寸，切成一

系列完整的固体衍生化水凝胶片，并按照大鼠肝组织切片对其尺寸进行微调，将制备好的

固体衍生化水凝胶片贴附于大鼠肝组织切片一侧表面，于37℃下放置2小时，完成大鼠肝组

织中代谢物与衍生化试剂的衍生化反应，得到衍生化大鼠肝组织切片；并置于真空中干燥

连续干燥6h；

[0118] 配制乙腈：水体积比为8：2的喷雾溶液，将完成衍生化的衍生化大鼠肝组织切片进

行AFADESI‑MSI的测试，电压设定为7KV，喷雾针流速为5μL/min，喷雾气压力为0.8MPa，X轴

扫描速度为2mm/s，Y轴步进距离为2mm/s，采集模式为正离子模式进行采集，获得衍生化大

鼠肝组织切片中衍生化代谢物离子的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵；

[0119] 设置质量误差为5ppm，根据AFADESI‑MSI的数据处理软件对衍生化大鼠肝组织切

片中代谢物的质荷比与离子强度、位置关系的多维数据阵进行提取，得到衍生化大鼠肝组

织切片中的代谢物的质谱成像图。

[0120] 将应用例2～4得到的大鼠肾、脑和肝的质谱数据进行Metlin、HMDB、Lipid  Maps数

据库比对，并通过脂质碳链数增加及不饱和度增加规则，共得到266种脂肪醛及含氧脂肪酸

类代谢物，如表3所示。

[0121] 根据表3中衍生化后代谢物的精确质量数，对大鼠脑、肾和肝组织中部分代谢物数
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据进行提取，对短碳链、长碳链脂肪醛及含氧脂肪酸进行空间分布成像表征，如图11、图12、

图13、图14、图15、图16和图17所示。结果表明，通过本发明提供的生物组织衍生化方法可以

实现对不同生物组织样本中的不同类型代谢物的衍生化，有效提高质谱成像分析的灵敏

度。

[0122] 表3应用例2～4通过衍生化和质谱分析技术对生物组织中266种脂肪醛及含氧脂

肪酸类代谢物的精确识别

[0123]
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[0124]   
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[0125]   
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[0132]

[0133] 实施例2

[0134] 与实施例1的制备方法相同，区别为本实施例分别使用d0‑吉拉德试剂P和d5‑吉拉

德试剂P制备两种衍生化试剂的固体衍生化水凝胶。

[0135] 应用例5

[0136] 采用实施例2制备的两种固态衍生化水凝胶分别对相邻的大鼠肾组织切片和脑组

织切片进行衍生化和质谱成像分析，如图18所示，采用d0‑吉拉德试剂P固态衍生化水凝胶

和d5‑吉拉德试剂P固态衍生化水凝胶分别对相邻的大鼠肾组织切片和脑矢状面组织切片

进行衍生化后，代谢物FAL10:2；O、FAL6:0；O、FAL14:3和FAL11:0均能够被两种衍生化试剂

衍生化，产生了差5个中子质量的离子，两种衍生化试剂衍生的同一种代谢物在相邻的两个

组织切片中展现出了相同的精细组织微区分布特征，能够进一步证明目标代谢物与衍生化

试剂确实发生了衍生化反应，通过d0‑吉拉德试剂P和d5‑吉拉德试剂P两种衍生化试剂对目

标代谢物的共定位进一步排除了衍生化代谢物识别的假阳性结果。

[0137] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人
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员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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图3
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图6

图7
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图8

图9

图10
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图11

图12

图13
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图14

图15
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图16

图17
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图18
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