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质谱流式技术用于单细胞检测
杨雨  孙传强  龚子珊  杨茹  汪 * 

(天津大学精密仪器与光电子工程学院, 天津 300072)

摘要      质谱流式技术(mass cytometry)是利用质谱原理对单细胞进行多参数检测的流式技术, 
能够在单细胞水平实现超过50种标志物的同时测量, 显著增强了对细胞生长进程和复杂细胞系统

的评估能力。该文简要介绍了质谱流式技术的基本工作原理, 并从金属元素标记、质量分析器、

高维单细胞数据处理等方面展开论述, 阐明设计新型金属元素标签和选择飞行时间质谱的必要性, 
归纳分析高维单细胞数据的算法并总结各种算法的优点和局限性。
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Application of Mass Cytometry in Single-Cell Detection
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Abstract       Mass cytometry is a cytometric technique in which multiple biomarkers of a single cell are 
detected through mass spectrometry. It can simultaneously measure more than 50 biomarkers at single-cell 
resolution, effectively augmenting the ability to evaluate cell growth processes and complex cellular systems. This 
work will briefly introduce the basic principle of mass cytometry and discuss metal labeling, mass analyzer and 
high-dimensional single-cell data processing. The needs to design new metal tags and select time-of-flight mass 
spectrometry are clarified, the algorithms which can be used for high-dimensional single-cell data analysis are 
described. At the same time, the advantages and limitations of these algorithms are discussed.
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流式细胞技术是一种基于荧光标记的单细胞

多参数检测技术[1-4], 但荧光基团发射光谱较宽, 相
互之间会发生重叠, 因而需要复杂的补偿计算[5]。为

了解决流式细胞技术的局限性, 多伦多大学SCOTT 
TANNER教授团队[6]提出“质谱流式技术”: 将纯化过

的稳定金属同位素连接到抗体(取代荧光标记), 利
用抗原抗体特异性结合的原理标记细胞标志物, 通
过电感耦合等离子体电离细胞, 然后使用飞行时间

质谱检测相应金属同位素(舍弃光学检测), 可同时

检测超过50种标志物, 极大地增加了可检测通道且

无需复杂的补偿计算[7]。在单细胞分辨率下可实现

精细免疫细胞分群、细胞周期检测及揭示细胞内信

号转导途径等[8-13]。

1   质谱流式技术的基本原理
质谱流式技术的核心是流式细胞技术与电感耦

合等离子体飞行时间质谱(inductively coupled plasma-
time of flight-mass spectrometry, ICP-TOF-MS)的融合。

它既继承了流式细胞仪的单细胞检测技术, 又具有

ICP-TOF-MS的高分辨能力, 其工作流程如图1所示。

首先, 制备由稳定金属同位素标记的抗体, 然后与细

胞表面相应标志物特异性结合, 达到细胞被金属元

素标记的目的。被标记的细胞通过雾化器, 形成单

细胞液滴流, 经过等离子体炬管时进行去溶剂化和
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电离, 接着经过射频四极杆去除常见生物元素(如C、
N等), 富集重金属离子, 最后垂直引入飞行时间质

量分析器, 按不同质荷比在不同时间被检测器捕获。

这样细胞标志物的类型(金属标签元素种类)和表达

水平(金属标签信号强度)会变成相应数据, 用于之

后的数据分析。

2   基于质谱流式技术的金属元素标记及

质量分析器的选择
2001年, 清华大学张新荣课题组[14]通过抗原抗

体特异性免疫反应与电感耦合等离子体四极杆质

谱 (quadropole inductively coupled plasma with mass 
spectrometry, Q-ICP-MS)联用的方式, 首次建立了基

于Eu3+的标记免疫分析方法, 并将其应用于人血清

中促甲状腺激素(thyroid stimulating hormone, TSH)
的测定。BARANOV等[15]将离心过滤、蛋白质琼脂

糖A(protein A-sepharose, PAS)、尺寸排阻凝胶过滤

及ELISA等4种不同的免疫分析方法与 Q-ICP-MS 
联用, 快速有效地检测低至0.1~0.5 ng/mL的目标蛋

白, 线性响应超过3个数量级。QUINN等[16]首次提

出了基于ICP-Q-MS的多参数金属元素标记的免疫

分析方法, 用Eu3+和1.4 nm Au纳米簇标记Smad 2和
Smad 4对应的抗体, 检出限低至0.1~0.5 ng/mL, 线
性响应范围为2~100 ng/mL。ORNATSKY等[17]同时

使用Sm3+、Eu2+、Tb3+和Au纳米簇4种金属标签对

人白血病细胞系的4种目标蛋白进行定量分析。研

究表明, 基于Q-ICP-MS的金属元素标记方法在免

疫分析方面是可行的, 但在研究过程中发现: (1)所
用金属元素标签每个只含有6~9个金属原子, 且未

经纯化, 易受同位素干扰; (2)细胞经ICP电离后, 离
子云的持续时间为200~300 μs, 而四极杆扫描电压

的建立时间为50~200 μs, 难以实现更多细胞标志物

检测[6,18]。

2.1   基于镧系金属的标签设计

LOU等[19]研发了一种基于线性丙烯酸聚合物、

由马来酰亚胺修饰的金属元素标签, 含有多个纯化

过的非放射性稳定金属同位素, 极大地提高了分析

灵敏度, 实现了含量相差近500倍的2种细胞表面标

志物的同时测量。

制备抗体标签的主要步骤是: (1)通过可逆加

用已被稳定金属同位素标记的抗体对细胞进行染色, 细胞通过雾化器被雾化成单细胞液滴。然后进入电感耦合等离子体被电离, 通过四极杆

去除常见的生物元素并富集重金属离子, 最后通过飞行时间质量分析器进行定量。

Cells are stained with epitope-specific antibodies conjugated to transition element isotope reporters, and are nebulized into single-cell droplets as they 
are introduced into the mass cytometry. They then travel into the ICP (inductively coupled plasma), in which cells are ionized. The ion cloud is filtered 
by quadrupole to remove common biological elements and enrich the heavy metal reporter ions to be quantified by time-of-flight mass spectrometry.

图1   质谱流式技术的基本原理

Fig.1   Basic principle of mass cytometry
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成−断裂链转移(RAFT, reversible addition-fragmen-
tation chain transfer)或阴离子聚合等方法制备线性

丙烯酸聚合物, 其链长分散性较低且含有多个活化

N-羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxysuccinimide)酯基; (2)官
能化的DTPA(diethylenetriaminepentaacetic acid)
或DOTA(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-
tetraacetic acid)与线性丙烯酸聚合物反应, 将数量可

重复的金属螯合剂连接至聚合物(例如, DTPA可连接

30个金属螯合剂); (3)用硫醇对聚合物进行末端官能

化, 然后通过硫醇与双马来酰亚胺反应, 生成既含有

金属螯合剂, 又可与还原后的二硫化物(抗体Fc段)
连接的聚合物; (4)与抗体连接后, 加入镧系金属氯

化物溶液, 使镧系金属同位素螯合到聚合物上。整

个流程如图2所示。抗体的Fc段可连接2~4个聚合

物, 即每个抗体相当于被60~120个金属原子标记, 极
大地提高了分析灵敏度。纯化过的金属标签只含有

所选元素的1种同位素, 确保了最低的背景干扰和最

小的信号重叠。金属元素选择镧系金属, 因为它们

具有可分辨的稳定同位素, 且有相似的化学性质、较

低的天然丰度, 能够螯合到相同的标签结构中。OR-
NATSKY等[20]对上述金属标签的可行性进行进一步验

证, 详细讨论了标签元素的选择、抗体的选择、标记

的可行性及多参数免疫分析的切实性等, 最后使用7种
镧系金属元素标签连接相应的抗体, 对KG-1a和ThP-1
细胞系的表面抗原进行分析, 实验结果与常规免疫分

析一致。此后, 新标签的设计以多个金属原子标记单

个抗体为基本准则, 旨在探索开发基于不同骨架结构

的金属元素标签, 并通过质谱流式细胞仪验证标签的

选择性还原目标抗体Fc片段中的-S-S-基团, 产生反应性-SH基团, 能够与未标记的聚合物末端的马来酰亚胺基团反应。用给定的镧系金属离子

处理, 每种抗体都用不同的稳定金属同位素标记。

The antibody of interest is subjected to selective reduction of -S-S-groups in the Fc fragment to produce reactive -SH groups, which are reacted with 
the terminal maleimide groups of the unlabeled polymer tag. The polymer-bearing antibodies are treated with a given lanthanide ion,  and each type of 
antibody is labeled with a different element.

图2   抗体标记流程(根据参考文献[19]修改)
Fig.2   Antibody labeling process (modified from reference [19])
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可行性[21-25]。

现阶段, 一般可通过在Fluidigm直接购买已标记

抗体或通过Fluidigm MaxPar X8试剂盒标记感兴趣的

抗体, 简化抗体标记的流程。标记完成后, 还需使用

Nanodrop分光光度计在280 nm、IgG模式下测量标记

完成后的抗体浓度C1, 然后测量体积V1, 计算回收率, 
如公式1所示, 其中MAb为最初使用的抗体质量。测得

C1后, 需使用抗体稳定缓冲液将抗体稀释至0.4 mg/mL, 
便于之后细胞染色。此外, 还需进行标记指数检测(la-
bel index), 测得的金属同位素信号强度的中位数M1与

EQ beads中Eu151强度的中位数MEu151的比值即为相对

标记指数, 如公式2所示。回收率和相对标记指数是抗

体标记的两个关键指标: 回收率越大, 抗体浓度越高; 
相对标记指数越大, 表明螯合的金属越多, 单个抗体的

信号强度越高。

完成标记后, 需对抗体最佳使用浓度进行滴定。

滴定前, 根据要滴定的抗体选择合适的细胞系及抗体

阴阳对照, 通常在滴定时选用的抗体浓度为0.5 μg/mL、
1 μg/mL、2 μg/mL、4 μg/mL。以滴定anti-PD1为例, 选
用激活T细胞, 阳性对照抗体为CD3, 阴性对照抗体为

CD19。在4种不同浓度下, PD-1的表达如图3所示, 抗
体浓度为4 μg/mL时, 趋于饱和状态。通常使用4 μg/mL
的anti-PD1进行细胞染色。

公式1

公式2

2.2   其他用途的金属标记
2.2.1   金属嵌入剂      细胞中DNA的识别和定量在生

物分析中不可或缺, 已报道过使用Rh、Ru、Os、Co、
Re或Ir等金属嵌入剂作为敏感分子探针或治疗剂[26-28]。

金属嵌入剂是一种金属配合物, 能够插入到DNA的

核苷酸对之间[29-31]。就免疫测定而言, TANNER等[18]

证明, DNA结合的金属嵌入剂与DNA数量成正比。

ORNATSKY等[32]开发使用Ir-嵌入剂和Rh-嵌入剂进行

DNA检测及细胞计数: 嵌入剂定量地结合在DNA的碱

基对之间, 通过质量平衡原理对DNA进行量化, 在细

胞计数模式下区分单个细胞。图4左上显示的是金属

嵌入剂与DNA的结合[33], 左侧显示插入Rh-嵌入剂, 右
侧显示插入Ir-嵌入剂, 右下显示的是细胞悬浮液雾化

后观察到的瞬变信号。

Ir-嵌入剂有以下几种优点: (1)Ir具有2个稳定的

同位素Ir191和Ir193, 其丰度比约为32 ,5׃种同位素的

同时嵌入能够更好地测量DNA。(2)Ir具有更高的电

离能, 可以反映ICP电离温度的变化, 指示可能的基

质效应。因此, 在质谱流式细胞仪单细胞检测中, 多
使用Ir191、Ir193嵌入剂识别DNA[34]。如图5所示, 
在使用Ir嵌入剂之后, 可以直接门控出单细胞, 便于

之后的细胞分群。

2.2.2   基于不同金属同位素的编码(barcode)分析      
barcode分析的主要思路是使用不同的金属同位素

标签编码不同的样本, 然后混合在一起同时进行细

胞染色及后续的质谱流式分析, 既简化了样本制备

时间, 也消除了由于细胞染色和数据收集产生的误

使用4种不同浓度的anti-PD1抗体对激活T细胞染色, 确定抗体饱和时的最佳使用浓度。在接下来的实验中, 应使用4 μg/mL的anti-PD1对细胞染色。

Activated T cells were stained with four different concentrations of anti-PD1 antibodies to confirm the optimal concentration when the antibody was 
saturated. 4 μg/mL anti-PD1 antibodies were used for cell staining in next experiment.

图3   细胞在不同浓度抗体下的表达

Fig.3   Expression in different concentrations of Antibodies
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差。BODENMILLER等[35]开发7种纯化过的镧系金

属同位素标签编码不同样本的方法(La139、Pr141、
Nd146、Tb159、Ho165、Tm169、Lu175), 使用这7
种标签编码96种不同的PBMC样本, 分析PBMC信号

动态、细胞间通信及基于PBMC信号响应的小分子

药物调节机制。但其使用镧系金属同位素作为标签, 
会相应的减少抗体测量通道。MEI等[36]使用Pd104、
Pd106、Pd108、Pd110、In113和 In115等 6种标签

标记CD45抗体, 然后用6选3的编码方式对不同的

PBMC样本进行编码, 即每个样本被3种不同的CD45
抗体标记。这种方法会占用CD45通道, 而CD45是单

细胞分析中较为重要的标志物。ZUNDER等[37]开发

基于Pd 6种同位素的barcode分析方法, 同样用6选3
的方式, 产生20种不同的编码方案, 标记20个不同的

样本, 然后混合在一起进行染色及后续的质谱流式

分析, 最后再解编码分析数据。相较而言, 这种方法

既不会占用镧系金属同位素, 也不会占用较为关键

的CD45通道, 因此, 基于Pd的barcode分析已成为质

谱流式技术单细胞分析必不可少的步骤[38]。

2.3   质量分析器的选择

QUINN等[16]提出基于Q-ICP-MS的多参数免疫

分析方法, 并成功验证其可行性, 但仍然无法在单细

胞水平实现超过10种标志物的同时测量。TANNER
等[33]首次搭建ICP-TOF-MS平台, 飞行时间质谱的垂

直引入脉冲提取频率为55 KHz, 实现对KG1a细胞系

20种表面标志物的同时测量。BANDURA等[6]将流

式细胞仪的液流系统与质谱检测相结合, 设计首台

质谱流式细胞仪, 既拥有单细胞分辨能力, 又能进行

多种标志物的同时检测。表1总结了该仪器及后三

代商用仪器的主要参数: 质谱流式细胞仪致力于提

高灵敏度、拓宽质量范围和线性动态范围。

3   数据处理
质谱流式技术可同时测量超过50种的细胞标

志物, 增加了单细胞可测量的信息含量和数据处理

的复杂性, 因此, 亟需开发适用于高维质谱流式数据

的分析方法。在分析前, 使用基于MATLAB的归一

化算法, 消除EQ beads、背景噪声及细胞二聚体等

左上: 含有金属原子的嵌入剂定量地结合在DNA的碱基对之间, 左侧显示含Rh的金属嵌入剂, 右侧显示含Ir的金属嵌入剂。右下: 高斯瞬态。

1~3: 显示单细胞通过; 凝聚细胞4和细胞碎片5会导致较长时间的多峰瞬变; 6表示不含金属嵌入剂的细胞电离信号。

Top left: an intercalator containing a metal atom quantitatively binds between the base pairs in the DNA groove: A Rh-containing metallointercalator is 
shown at the left, and an Ir-containing metallointercalator is shown on the right. Figure below right: whole cells are evidenced by a Gaussian transient 1-3 
while cell fragments 5 or agglomerated cells 4 result in multiple-peaked transients of typically longer duration, the transient marked 6 shows no metal-
lointercalation.

图4   金属嵌入剂与DNA的结合(根据参考文献[33]修改)
Fig.4   The combination of metal intercalators and DNA (modified from reference [33])
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3.1   SPADE
SPADE(spanning-tree progression analysis of 

density-normalized events)是用于处理质谱流式数

据的工具, 通过分层聚类的方法将细胞分成不同的

类: 表型相似的细胞被限定在相同类, 表型不相似

的细胞分配在不同的类中[40]。首先将表型相似的细

胞聚成群, 然后按照各群的表型相似度进行聚类分

析, 得到树形图, 实现聚类和最小生成树(minimum 
spanning tree, MST)投影。SPADE树形图上每个节

点(node)都是由一群表型相似的细胞构成的, 因而损

失了单细胞分辨率, 但能直观展示细胞的亚群构成。

BENDALL等[13]使用SPADE聚类分析实现了骨髓细

胞等复杂细胞群体的精确免疫分群。SALMON等[41]

利用32种细胞标志物进行SPADE分析, 图6A展示

的是注射PBS和FLT3L的小鼠黑色素瘤浸润的免疫

细胞SPADE图谱, 可以明显看出注射FLT3L的小鼠

CD103+树突细胞比例明显增加。SPADE聚类分析

的主要优点就是: 通过细胞表型分析能够直接显示

样本的细胞亚群组成, 同时可以比较同一样本不同

刺激条件下, 细胞亚群的变化情况。

3.2   FlowSOM
FlowSOM提供了与SPADE类似的可视化能力。

它用自组织映射(self-organization mapping net, SOM)
代替SPADE中的分层聚类, 减小了对密度降采样的

依赖, 大大缩短了计算时间[42]。将星图(star charts)
引入MST是将FlowSOM与SPADE区别开来的另一

个特征。星图允许在MST节点上可视化感兴趣标志

用Ir191和信号长度门控单细胞, 一般情况下单细胞百分比在85%以上。实验中, 单细胞约占93%。

Use Ir191 and Event length to gate singlets and usually the percentage of this population is above 85%. Singlets were about 93% in this work.
图5   Ir嵌入剂用于门控单细胞

Fig.5   Gate singlets with Ir-intercalators

表1   质谱流式细胞仪参数总结

Table 1   Summary of instrument parameters 
参数

Parameters
首台仪器

First instrument
CyTOF CyTOF2 Helios

Sensitivity 140 Kcps/ppb 
for Tb159

200 Kcps/ppb for 
Tb159

400 Kcps/ppb for 
Tb159

600 Kcps/ppb for 
Tb159

Mass range 125-215 amu 103-193 amu 88-207 amu 75-209 amu

Spectrum generetion 76.8 KHz 76.8 KHz 76.8 KHz 76.8 KHz

Resolution High resolution mode 
> 900 for Tb159
High sensitivity mode 
>500 for Tb159

>400 for Tb159 >400 for Tb159 >400 for Tb159

Dynamic range (magnitude) 4.0 4.5 4.5 4.5
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Ly6Chi cells Ly6Chi cells

Macrophages Macrophages

CD11b+ DCs CD11b+ DCs

DN DN

CD103+ DCs CD103+ DCs

NK cells NK cells

T regs T regs

B cells B cells

CD4+ T cells       1 cell
2 000 cells
       0

       3% total

CD45RA
CD3
CD8
CD4
CD19
CD20
CD38
CD33

Median expression: 
CD4

Median expression: 
CD3

High expression: 
CD38

Low expression:
other markers

CD4+ T cells
CD8+ T cells CD8+ T cells

pDCs pDCs

Neutrophils Neutrophils

Eosinophils Eosinophils

Monocytes Monocytes

(A)

(B)

物的平均表达水平, 如图6B所示, 与SPADE相比, 单
个图中包含更多信息, 避免使用多张图确定不同标

记物表达水平的需要, 简化了鉴别细胞亚群的过程。

此外, FlowSOM还包含节点的元聚类选项: 元聚类

函数可以基于细胞的表型相似性将节点分组在一

起, 定义大的细胞群, 如B细胞、CD4+ T细胞和单核

细胞等。

SPADE和FlowSOM是强大的可视化工具, 但
它们都依赖随机MST, 重复性略低。每进行一次

SPADE或FlowSOM分析, 都会产生不同的分支结构

和不同的MST。虽然两种算法都具有检测稀有亚群

的能力, 但会依赖人为设定的预期亚群数目。

3.3   viSNE
viSNE是一种基于t分布随机相邻嵌入算法(t-

distributed SNE, t-SNE)的高维单细胞数据可视化工

具[43-44], 其目的就是将表型相似的细胞分组在一起, 
并将表型不同的细胞分开。它是一种非线性降维算

法, 能够在单细胞分辨率下, 显示细胞亚群的多样

性。AMIR等[45]使用viSNE分析白血病表型的异质

性。使用viSNE分析人骨髓样本, 发现健康骨髓样本

与白血病样本之间及不同白血病样本之间的细胞亚

群组成存在差异。如图7所示, 用viSNE分析不同的

A: 从小鼠经腹腔注射B16肿瘤的第4天起, 连续9天分别注射30 mg PBS或FLT3L, 对第13天的肿瘤浸润免疫细胞进行CyTOF分析, 注射FLT3L小
鼠的CD103+树突细胞明显增多。B: 对人骨髓数据分析结果。只在星图中显示选定的标志物。通过比较这些标志物的表达, 可以区分CD8+ T、
CD4+ T和B细胞。

A: CyTOF analysis of tumor-infiltrating immune cells on day 13 after B16 tumor challenge in mice treated i.p. for 9 consecutive days starting at day 3 
after tumor injection with 30mg FLT3L or PBS. B: result for the human bone marrow dataset. Only a selected number of markers are shown in the star 
charts for clarity. By comparing these markers, we can identify CD8+ and CD4+ T cells and B cells.

图6   注射PBS或FLT3L后的SPADE视图和人骨髓瘤数据的FlowSOM视图(根据参考文献[41-42]修改)
Fig.6   SPADE visualization after PBS or FLT3L injection and FlowSOM visualization of human bone marrow

(modified from references [41-42])
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AML A AML B

B cells

T cells

T cells

B cells

NK cells

NK cells

AML

AML样本, 发现T细胞、NK细胞、B细胞亚群存在

明显差异。此外, viSNE也可分析白血病复发前后的

独特细胞亚群。

3.4   Citrus
临床样本具有很大的异质性, 因此很难从蛋白

的整体表达水平上发现具有统计学意义的差别, 有
代表性的差别往往只存在于少数亚群中。viSNE和
SPADE可以将样本分成许多亚群, 但是它们很难对

细胞亚群中相关的标志物表达水平进行对比及相关

性统计。Citrus(cluster identification, characterization, 
and regression)是一种识别与实验终点是否具有统计

学差别的工具, 常见的实验终点包括治疗前或后, 疾
病良或恶等。Citrus首先通过分层聚类以无监督的

方式识别表型相似的细胞, 并将样本中相关细胞比

例和标志物表达水平中值存储到矩阵中, 通过微阵

列预测分析、L1惩罚回归等识别相应细胞亚群与实

验终点之间的关系[46]。

VENDRAME等[47]使用Citrus分析NK细胞丰度

并揭示细胞因子刺激后的差异。实验终点可视为未

受刺激的细胞丰度, 然后使用Citrus分析刺激后的3
个细胞亚群的丰度与实验终点的统计学差别, 实验

结果如图8所示。GAUDILLIERE等[48]使用质谱流

式检测髋关节置换手术后的全血样本, 并用Citrus
分析患者临床参数(如疼痛、功能障碍等)与表型

和功能性免疫反应之间的关系。研究发现, 临床

参数与CD14+单核细胞亚群中的STAT3(信号转导

和转录激活因子)、CREB(腺苷3’,5’-单磷酸反应

元件结合蛋白)和NF-κB信号转导响应之间具有相

关性。HANSMANN等[49]用质谱流式检测多发性

骨髓瘤患者和健康样本外周血细胞标志物的表达, 
并使用Citrus分析患者与健康样本之间存在显著

差异的生物标志物, 最终发现了2个B细胞相关亚

群。在这2个亚群中, CD27在多发性骨髓瘤病人组

的表达量要明显高于正常人, 使CD27有希望成为该

疾病诊断的标志。

3.5   应用于高维单细胞数据的算法总结

高维单细胞数据的日益复杂化需要不断地研

究新的分析策略、开发新的计算工具, 从而收集有

用的生物学信息。近几年, 质谱流式技术在高维单

细胞分析方面发展迅速, 涌现出了一系列高维数据

分析算法。表2中更详细全面地总结了应用于高维

单细胞数据的各种算法及其优缺点。

分析高维单细胞数据的目的不仅仅是理解细

胞群体各种生物概念之间的关系, 还要产生异质性

亚群如何响应各种环境的可测性假设。然而, 用于

分析高维单细胞数据的大多数算法都是通过降维、

聚类等进行数据可视化或鉴别细胞重要进程来识别

全局数据结构(Wanderlust等)。只有非常少的算法

用于统计学推断(DREVI)或识别与期望结果具有相

关性的细胞特征(如Citrus)。现在使用的算法工具往

往是根据生物学知识进行探索和描述, 并不是通过

相关生物学假设驱动的。

等高线代表细胞密度, 通过检测标志物的表达进行门控, 已标记的细胞亚群(T细胞、B细胞、NK细胞)代表健康免疫亚群。由于不同AML样本

之间存在差异, 因此健康亚群分布于viSNE图的不同位置。

The contours represent cell density in each region of the map. Small gated populations represent healthy immune subtypes, as revealed by examination 
of their marker expression. Because the structure of each tumor dramatically changes between samples, viSNE places the healthy regions in different 
locations in each map.

图7   用viSNE分析不同AML样本(根据参考文献[45]修改) 
Fig.7   Contour plots of the viSNE maps of two different AML (modified from reference [45]) 
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A: 3种不同的细胞亚群(I、II和III)。B: 在4种不同处理条件下, 细胞丰度显著不同。Citrus识别分层聚类亚群。紫色圆圈代表细胞簇, 蓝色圆圈

代表低于阈值的聚类。

A: 3 group of clusters (I, II, III) were noted. B: whose cell abundances in the four treatment conditions are significantly different. Map of hierarchical 
clusters identified by Citrus. Purple circles represent clusters of cells, blue circles represent clusters below the significance threshold. 

图8   Citrus对不同细胞因子刺激后的NK细胞丰度进行分析(根据参考文献[47]修改)
Fig.8   Citrus analysis of NK cell abundance after cytokine treatment (modified from reference [47])
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表2   应用于质谱流式数据算法的总结与比较  
Table 2   Summary and comparison of current algorithms applied to mass cytometry

处理方法

Process methods
算法

Algorithms
优点

Advantages
缺点

Limitations
参考文献

References

Dimensionality 
reduction

PCA Linear dimensionality reduction; a few principal 
components represent basic information of orginal 
variables

No consideration of
nonlinear relationships between
parameters

[50-51]

viSNE Single-cell resolution; nonlinear dimensionality 
reduction

Difficult to compare groups of 
samples; rare cell subpopulations may 
be obscured

[45,52]

ACCENSE Combine nonlinear dimensionality reduction with
density-based cluster; identify new or rare cell 
subpopulations

Difficult to compare groups of 
samples

[53]

Cluster SPADE Density-based unbiased cluster; visualize 
subpopulation relationship by tree structure

Loss of single-cell resolution [13,40-41]

FlowSOM SOM; reduce computing time Loss of single-cell resolution [42]

Scaffold map Unbiased clustering of cell clusters; visualize 
subpopulation relationship by force-oriented 
algorithm; integrate biological knowledge to 
compare new data with references

Not mentioned [50,54]

Cell state 
progression

Wanderlust Define the most possible linear path for cells from 
beginning to end, and create cell development 
trajectory over time

The development process must be 
linear and unbranched, the bifurcated 
development trajectory cannot be 
dealt with

[55]

Sample 
prediction

Citrus Identify subpopulation associated with 
experimental endpoints, correlate results with 
related biological characteristics

Multiple samples are needed for 
effective comparison

[46-49]

Deduce cell 
signal network 

DREVI Reveal and quantify the relationship between 
signaling pathway proteins

Not mentioned [56-57]
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4   总结与展望
质谱流式技术在单细胞检测方面有着独特的

优势, 可在单细胞水平下同时检测多种细胞标志物, 
增加了揭示各种生物机制的可能性。但目前这种技

术仍有一定局限, 如细胞被雾化和电离后不可恢复

细胞活性; 质谱流式的通量远远小于流式细胞仪的

通量等。然而, 与传统流式细胞仪相比, 它具有金属

标签数量多且背景信号低、数据处理方式多样化等

优点。可以肯定的是, 随着质谱流式单细胞分析在

通量、灵敏度等方面的不断提高, 生物学问题、实

验设计和数据分析等连接在一起的总体分析框架, 
最终会改变生物医学研究方式并加深我们对细胞生

物学的理解。
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