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摘要

随着质谱成像(MSI)的应⽤范围不断扩⼤，⼈们在采⽤该技术的研究中也增加了更充分的设计考量。同时考察多个

重复样品、时间点和对照品的情况⾮常常⻅，由此带来的挑战是，需要在同⼀分析环境中处理多个MSI数据集。

我们对⼩⿏携带的HCT116细胞系异种移植物进⾏了电喷雾解吸电离(DESI)质谱成像实验，旨在研究结直肠肿瘤治

疗中因缺氧引起的放疗抵抗。实验以组织的脂质组学特征对治疗的反应⽐较了不同辐照⽅案的差异。 

为有效检视本研究中的数据，我们在SCiLSTM Lab软件中使⽤对沃特世数据全新部署的本机数据⽀持直接加载数据

。在该平台内开展多变量分析，以鉴定不同分⼦，区分治疗后和未治疗的异种移植物。  

优势

针对沃特世*.raw数据提供本机数据⽀持，意味着⽆需提前转换为*.imzML⽂件格式即可将数据加载到SCiLS 

Lab，优化了⼯作流程

■
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SCiLS Lab软件与Waters High DefinitionTM软件(1.6)相辅相成，能够构建和保存多个数据集的项⽬，并且内

置有各种统计⼯具

■

SCiLS Lab软件是⽬前唯⼀⽀持MSI数据三维重建的商业软件（本⽂未显⽰数据）■

简介

了解肿瘤异质性对治疗抵抗的作⽤是改善患者预后的关键所在。癌症中的低耗氧量（缺氧）是引起放疗抵抗的主

要原因之⼀1，不同肿瘤区域的氧⽓供应取决于⼀系列因素，即使是主要靠近⾎管的肿瘤，仍然可能存在⼀定体积

具有较⾼的抵抗⻛险。

为此，针对这些组织的代谢组学和脂质组学研究必须考虑异质性，最合适的⽅法是开展MSI实验，绘制这些分⼦的

分布图，然后⽤苏⽊精和伊红(H&E)对样品进⾏染⾊并获得光学显微镜图像，将化学图像与随后得出的组织学信息

配准。在这些研究常⽤⼯具的完整⼯作流程中加⼊MSI后，它可以与免疫组织化学和原位杂交⽅法形成有⼒补充

，从⽽全⾯理解整套系统。

采集不同治疗条件的肿瘤组织，速冻，然后在冷冻切⽚机上切⽚。使⽤Q-Tof质谱仪进⾏DESI MS成像分析，获得

组织的⾮靶向分⼦图。然后使⽤Waters High Definition ImagingTM (HDITM)等软件来配准质谱图和光学图像，并

检视不同分⼦在样品中的不同分布。绘制⽬标区域，并将数据导出⾄外部统计软件包中进⾏分析。 

但是，当MS成像实验不⽌⼀个样品时，如何有效地⽐较这些数据成为⼀道难题。如果软件使⽤峰提取向⽤⼾呈现

轻量级表⽰的数据，则必须如上所述，以可导⼊⾄合适统计软件包的格式导出数据。在⼤规模研究中，每个样品

都必须以这种⽅式处理，确保所有数据在导出之前已经过同等处理。 

本研究表明，SCiLS Lab软件解决⽅案能够将多个数据集合并到⼀个MS成像项⽬（包含通⽤、连续的m/z阵列）中

，因此⽆需事先了解数据。该软件内置的统计分析可以从研究样品中得出⽣物学结论，本研究所⽰的⼀系列磷脂

因治疗类型⽽异。 

结果与讨论

DESI条件
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DESI溶剂： 95%甲醇:5%⽔

DESI溶剂流速： 2 µL/min

DESI雾化器⽓压： 4 bar

DESI喷雾电压： 2.5 kV

成像像素⼤⼩： 70 µm

⼯作台速度： 350 µm/s

质谱条件

质谱系统： XevoTM G2-XS QTof四极杆⻜⾏时间质谱仪

电离模式： DESI负离⼦模式

采集模式： Tof MS

采集范围： 50‒1200 Da

MS扫描速率： 5 Hz

锥孔电压： 40 V

数据管理

质谱软件： MassLynxTM v4.2
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成像和信息学软件： Waters High Definition Imaging v1.6、SCiLS 

Lab 2021c (v9.02)

处理PC规格： 处理器：IntelTM Xeon CPU E5-2690 v4

安装的RAM：128 GB

操作系统：WindowsTM 10 Pro

GPU：NVIDIA QuadroTM K620

数据⼤⼩： 共18 GB原始数据

导⼊时间： 1⼩时18分钟

样品信息

本研究使⽤HCT-116细胞系移植后⽣⻓的结直肠癌肿瘤模型研究了三种治疗条件，分别是未治疗样品、第8天进⾏

2x 2Gy辐照并采集的治疗中样品，以及在最终治疗后5天进⾏2 xGy辐照并采集的治疗后样品。 

速冻异种移植样品并⽤冷冻切⽚机切⽚，⽤于i) DESI MS成像和ii)⽤哌莫硝唑对缺氧部位进⾏免疫荧光染⾊；两个

切⽚的厚度均为12 µm。在DESI MS分析之后，将切⽚⽤苏⽊精和伊红染⾊，并⽤3D HISTECH PANNORAMIC™-

250显微镜玻⽚扫描仪采集图像。  

为了解不同治疗条件对异种移植物⽣化特性的影响，将三个样品的DESI MS、光学和免疫荧光数据全部合并到单个

SCiLS Lab项⽬中进⾏统计分析。 

创建SCiLS Lab项⽬

将三个MS成像⽂件共18 GB数据导⼊SCiLS Lab软件，按照图1所述的⼯作流程进⾏操作。⾸先选择New（新建

）选项（图1A），然后从⽀持的⽂件类型菜单中选择Waters MSI Instruments（Waters MSI仪器）（图1B）。

在下⼀个界⾯上选择⼀个或多个原始数据⽂件（图1C-左侧）并排列在显⽰窗⼝中（图1C-右侧）。选中所有⽂件

并正确排列后，在导⼊数据之前提供可选的处理步骤、m/z阵列重采样（默认选择）和基线扣除（⽆）。导⼊后

，将显⽰报告界⾯（图1D）。本研究三个样品的总导⼊时间为1⼩时18分钟，如图所⽰。  

 

SCiLS平台的⼀项特殊优势在于，对数据集所做的所有处理、配准和分析都存储在项⽬中，即使切换项⽬也不会丢
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失已做的相关操作。 

图1.从沃特世原始数据创建SCiLS Lab项⽬的⼯作流程。A)选择New（新建），将数据合并到新⽂件

中；B)选择Waters mass spectrometry imaging instruments（沃特世质谱成像仪器）；C)浏览并选择

所需的原始数据⽂件夹，排列并单击Next（下⼀步）；D)处理完成后，显⽰导⼊报告。

配准H&E和MS图像

为叠加MS和光学图像，逐个样品完成以下操作：File>Import>Optical Image（⽂件>导⼊>光学图像）。

选中光学图像后，打开对⻬窗⼝，如图2所⽰。从下拉列表中选择正确的MS数据，通过确定MS图像（左上图）和

光学图像（右上图）上相同的点来实施两点对⻬法。在左下⽅窗格中评估所得的配准结果，并将其视为最佳清晰

度的三个选项之⼀[乘、差、叠加]。 
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图2.在SCiLS Lab软件内叠加光学和MS数据的⽅法

⽐较离⼦分布

配准数据和光学图像后，从谱图中选择离⼦，将其可视化叠加到光学图像上。图3先显⽰了光学图像，然后在本例

中选择⼀个峰(m/z 700.5)，将该离⼦图投射到光学图像上。根据该离⼦的分布可以看出，它与免疫荧光染⾊的结

果具有良好的⼀致性，表明这种磷脂在肿瘤的缺氧区域内丰度更⾼。 
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图3.将单个离⼦(m/z 700.5)叠加到H&E图像上

由于SCiLS Lab软件会将来⾃多重分析的所有数据导⼊单个项⽬，因此可以对⼀种离⼦实施相同的离⼦图选择⽅法

，并在项⽬中检视所有样品。图4显⽰了三种脂质（m/z分别为885.6、700.5和687.6）的红-绿-蓝叠加图，图中使

⽤相同的离⼦描述了不同异种移植切⽚内相同类型的组织。 

图4.同⼀项⽬中多个样品的多个离⼦分布图，以RGB叠加图显⽰：m/z 885.6（红⾊）、700.5（绿⾊）和

687.6（蓝⾊）。

执⾏多变量分析

我们注意到，图4中选择的离⼦可映射到三个样品的常⻅组织类型（存活 - 红⾊、缺氧 - 绿⾊、坏死 - 蓝⾊），但

本研究的⽬的是找出不同治疗⽅案之间的差异。为此，⽬标组织为存活区域，因此需要由⽤⼾进⾏选择。在图5中

，我们看到三个⽬标区域被绘制到不同样品的存活肿瘤区域上，然后在右侧的Region（区域）选项卡中标记这些

区域对应的治疗条件。 
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下⼀步是为分析创建峰列表，以缩短处理时间。  

 

确定区域、创建峰列表并完成数据处理设置（图像去噪[此处选择不去噪]和归⼀化[此处选择TIC]）后，即可进⾏

数据分析。SCiLS提供了⼀系列⽤于分割和统计分析的⼯具。在本研究中，我们将使⽤主成分分析(PCA)来确定负

离⼦DESI数据能否区分这三种治疗类型。 

 

从图6可以看出，三个异种移植类别明显区分，主成分1 (PC1)区分治疗后样品与未治疗样品，PC2区分治疗中和治

疗后样品。从本研究所⽰得分图附带的载荷图(Loadings Plot)中，可以选择最能说明数据变化的m/z，也可以从

SCiLS Lab软件中创建强度箱线图以展⽰这些不同样品类型之间的分⼦种类差异。  

图5.绘制数据的⽬标区域（光学或MS定向）
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图6.区分出三种治疗类别的主成分分析(PCA)结果（左）；PCA载荷图中两种选定的重要离⼦的强度箱线图（右） 

结论

SCiLSTM Lab能够直接读取本机沃特世数据格式并创建项⽬（将多个原始数据集合并到⼀起），是⼀种探索沃特世

MS成像数据的有⼒⼯具。该软件可快速显⽰项⽬内所有样品中选定的离⼦。多变量分析的开展⾮常⽅便，所有操

作均在同⼀界⾯完成，有助于更深⼊地理解数据。应⽤的所有数据处理操作均已存储到项⽬中，⽅便⽇后回顾数

据分析，确保不会丢失已做的相关操作。 
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