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Обзор посвящен применениям времяпролетной вторично-ионной масс-спектрометрии (ВИМС)
для анализа биологических тканей и клеток. Использование кластерных первичных ионов суще-
ственно повысило чувствительность метода, особенно в диапазоне молекулярных масс выше не-
скольких сотен Да, что сделало доступным исследование липидов, аминокислот, нуклеиновых кис-
лот, метаболитов и лекарственных препаратов. Как и в других методах, основанных на облучении
поверхности образца потоком частиц, измерения в ВИМС проводят в условиях сверхвысокого ва-
куума, что делает пробоподготовку биологических препаратов критически важным этапом работы.
Разработано несколько методик подготовки изолированных клеток, клеточных культур и тканей
для такого анализа. Большинство из них основаны на классических методиках, используемых в ме-
тодах гистологии и цитологии, включая оптическую, электронную и зондовую микроскопию, а так-
же электронно–зондовый микроанализ. Однако ряд аналитических особенностей ВИМС делает
необходимым адаптацию этих методик. Тем не менее, универсального решения не существует, и ос-
новной задачей данного обзора была систематизация и сравнение разработанных методик пробо-
подготовки для ВИМС. Кроме того, рассматривается влияние инструментальных факторов на ре-
зультаты анализа биологических препаратов методом ВИМС.
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Времяпролетная вторично-ионная масс-спек-
трометрия – один из чувствительных методов
изучения состава объектов и его пространствен-
ного распределения в них путем анализа вторич-
ных ионов, полученных при бомбардировке по-
верхности пучком первичных ионов. Одним из
главных достоинств метода является отсутствие
необходимости проведения дополнительных ма-
нипуляций с образцом: использования различных
меток и красителей, нанесения матрицы, напыле-
ния тонкого слоя металла и др. Это обеспечило
широкое применение метода для биофизических и
прикладных медицинских исследований. Мето-
дом ВИМС исследуют срезы тканей животных и
человека [1–4], прокариотические [5, 6] и эукари-

отические [7–9] клетки, семена и ткани растений
[10–13] и т.д.

Механизм генерации вторичных ионов обу-
словлен ионным распылением и сильно зависит
как от состояния объекта исследования (пробо-
подготовки), так и от параметров ионизации (ти-
па первичных ионов, их энергии, угла наклона
пучка относительно поверхности и т.д.). ВИМС
позволяет рутинно получать масс-спектры, карты
распределения ионов (режим имиджинга и про-
фили распределения веществ по глубине образца
(рис. 1) [14, 15]. Минимальный размер зонда пер-
вичных ионов (фокуса) в ВИМС варьируется в за-
висимости от вида первичных ионов и составляет
от 50 нм до нескольких микрон. Оценки про-
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странственного разрешения для биологических
образцов, основанные на анализе ионных изоб-
ражений, показывают, что часто лимитирующим
фактором является низкий уровень интенсивно-
сти вторичных ионов. Однако при высоком уров-
не сигнала оцениваемое пространственное разре-
шение соответствует размеру зонда первичных
ионов и приблизительно составляет 100–200 нм
[16, 17].

Отметим, что другие методы масс-спектромет-
рии (матрично-активированная лазерная десорб-
ция/ионизация, десорбционная электрораспыли-
тельная ионизация, лазерная абляция с индуктивно
связанной плазмой) также позволяют проводить
химическое картирование состава, но они суще-
ственно ограничены в пространственном разреше-
нии (десятки микрон и более) [18–20]. Учитывая,
что характерный размер дифференцированной
клетки составляет ~10 мкм и лишь для незначи-
тельного числа видов клеток превышает 50 мкм,
ВИМС является единственным методом масс-
спектрального картирования на субклеточном
уровне [9, 21, 22].

Наряду с латеральным распределением ионов,
ВИМС позволяет проводить исследование в са-
гиттальной плоскости при профилировании по
глубине. Суть метода заключается в последова-
тельном удалении поверхностных слоев образца
(испарении) ионным пучком. Для данной проце-
дуры используют как основной источник первич-
ных ионов, так и дополнительный ионный источ-
ник. Послойное картирование лежит в основе
трехмерной реконструкции клеток или тканей
[23–26]. Морфологическое разрешение по глуби-
не зависит от многих факторов: энергии первич-
ных ионов, угла, под которым производится бом-
бардировка, плотности образца и т.д., и при опти-

мальных условиях может достигать ~1 нм [27, 28].
Примером реализации столь высокого разреше-
ния может служить работа, в которой удалось полу-
чить профиль оксидной пленки толщиной 1–4 нм
на поверхности нержавеющей стали [29]. Приме-
нительно к биологическим образцам такое разре-
шение означает потенциальную возможность де-
тального картирования различий в распределе-
нии липидов во внутреннем и внешнем слоях
клеточных мембран при профилировании по глу-
бине.

Поскольку метод основан на бомбардировке
исследуемого образца заряженными частицами с
последующим анализом вторичных ионов во вре-
мяпролетном масс-анализаторе, для функциони-
рования масс-спектрометра требуются условия
сверхвысокого вакуума (от 10–9 мбар и менее).
Следовательно, накладываются дополнительные
ограничения на состояние биологических объек-
тов, которые должны быть либо в дегидратиро-
ванном, либо замороженном состоянии. В связи с
этим критически важным этапом эксперимента
становится пробоподготовка препарата. В отли-
чие от методов микроскопии, для анализа ВИМС
требуется сохранение не только морфологии, но
и химического состава образца (и его распределе-
ния), поэтому традиционные подходы гистоло-
гии и цитологии, как правило, неприменимы. Та-
ким образом, для реализации аналитических воз-
можностей ВИМС применительно к изучению
химического состава биологических клеток необ-
ходимо сочетание пробоподготовки и оптималь-
ных условий возбуждения вторичных ионов.

Рис. 1. Аналитические приемы изучения препарата, применяемые для анализа методом ВИМС.
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ВЛИЯНИЕ ПАРАМЕТРОВ 
ПЕРВИЧНЫХ ИОНОВ

Традиционно метод ВИМС применяли для
элементного анализа вещества, особенно полу-
проводников. Внедрение источников, генериру-
ющих кластерные ионы, в начале XXI века позво-
лило на порядок повысить выход органических
ионов на один первичный ион [30–32], что при-
вело к активному исследованию биологических
препаратов. В табл. 1 представлена информация о
типах используемых первичных ионов [15, 33, 34].

На практике для исследований биологических
клеток и тканей, как правило, используют поли-
атомные ионы:  (n = 1, 3, 5, 7; q = 1, 2),  (q =
= 1–3),  (n = 1000–4000), обладающие мень-
шей энергией на один атом. В случае использова-
ния фуллерена и кластеров аргона уместно гово-
рить не о первичных ионах, а о заряженных на-
ночастицах. Расчеты методом молекулярной
динамики показывают, что кластерные ионы пе-
редают большую часть энергии верхним (нахо-
дящимся ближе к поверхности) слоям образца, что
уменьшает глубину проникновения иона [35, 36].
Эксперименты по выявлению глубины проникно-
вения первичных ионов для органических пленок
подтвердили выявленную закономерность [37].

Для оценки возможностей источника первич-
ных ионов в ВИМС принято использовать два па-
раметра: выход вторичных ионов и эффектив-
ность ионизации [38, 39]. Выход вторичных
ионов определяют как число детектированных
вторичных ионов, деленное на число всех пер-
вичных ионов, бомбардировавших образец за
время эксперимента. Эффективность ионизации
определяют как выход вторичных ионов на еди-
ницу площади, повреждаемой одним первичным
ионом. При исследовании срезов мозга крыс пока-
зано, что при ускоряющем напряжении 25 кВ для
холестерина эффективность ионизации ионами

 отличается в ~6 раз по сравнению с  [30].
Лучшую эффективность показали ионы 
(энергия 50 кэВ, поскольку кластер двухзаряд-
ный), но их доля в потоке  невелика, что огра-
ничивает использование данного вида первичных
ионов [38]. Таким образом, из ряда жидкометал-
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+

лических источников ионы  и  наиболее
востребованы для исследования биологических
образцов. Кластерные ионы на основе фуллере-
на, получаемые методом электронного удара, об-
ладают лучшими параметрами выхода вторичных
ионов и эффективности ионизации по сравне-
нию с жидкометаллическими ионными источни-
ками за счет меньшей энергии на атом [38, 40].

Для режима молекулярного картирования ли-
митирующим фактором является пространствен-
ное разрешение, которое зависит от размера зонда
(фокуса) первичных ионов. Следует отметить, что
данные о минимальном размере фокуса (табл. 1)
приведены для источника, работающего в режи-
ме непрерывного тока. Поскольку большинство
серийных масс-спектрометров оснащено время-
пролетным масс-анализатором, что предполагает
импульсный режим работы, доступные для ру-
тинного анализа значения размера фокуса могут
отличаться на порядок. В настоящее время для
источников на основе висмута пространственное
разрешение достигает ~100 нм [17, 41], для источ-
ников на основе фуллерена ~1 мкм [42] и ~5 мкм
для аргоновых кластеров [43]. С учетом размера
клеток на данный момент жидкометаллические
ионные источники остаются единственным ва-
риантом для анализа на клеточном и субклеточ-
ном уровнях.

Тип первичных ионов влияет не только на об-
щий выход ионов, но и на соотношение пиков
фрагментарных ионов. В работе [44] сравнили
масс-спектры пяти белков для восьми различных
первичных ионов. Для выявления корреляций и
различий использовали метод главных компо-
нент. Большинство типов первичных ионов по-
казало существенно различающиеся соотноше-
ния фрагментарных ионов (аминокислот) для од-
ного белка. Показано, что спектры одного белка
при бомбардировке разными ионами могут отли-
чаться сильнее, чем спектры разных белков при
бомбардировке одним типом ионов. По этой при-
чине образцы целесообразно сравнивать между
собой только при одном и том же источнике
ионов.

Сравнительное моделирование ионного рас-
пыления кристалла Ag (1, 1, 1), проведенное для

3Bi+
3Au+

Таблица 1. Первичные ионы, используемые в масс-спектрометрии вторичных ионов
Источник ионов Примеры ионов Энергия, кэВ Минимальный размер фокуса

Электронный удар 1−40 0.2−5 мкм

Ионизация полем Ga+, In+, 1−60 10 нм

Ионизация на поверхности Cs+ 1−16 50 нм

Радиочастотная ионизация Ar+, O−, 1−17 200 нм

2 5 60Ar ,O ,SF ,Cq
n
+ + + +

Au ,Biq
n n
+ +

2O+
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первичных ионов Ga+,    показало,
что чем больше масса первичного иона, тем боль-
ше ширина и меньше глубина кратера, образо-
ванного на поверхности образца под действием
пучка первичных ионов [45]. Размер кластера

 настолько велик, что он блокирует эмиссию
значительной части вторичных ионов из цен-
тральной зоны. Вероятность ионизации для кла-
стеров аргона ниже, чем для C60, что снижает их
эффективность в качестве первичных ионов для
анализа. Однако эффективность распыления 
высока при его взаимодействии с образцом, по-
этому источник такого типа применяют в процес-
се послойного травления органических материа-
лов, биологических клеток и тканей. Травление с
использованием многоатомных кластеров аргона
приводит к сглаживанию рельефа поверхности.
Показано, что после травления шероховатость
поверхности слоя лейцина уменьшилась со 180 до
130 нм [46].

Для многослойной структуры из чередующих-
ся слоев аминокислот фенилаланина и тирозина,
полученной путем термического испарения в
условиях высокого вакуума, использование 
обеспечивает лучшее разрешение по глубине по
сравнению с  и тем более с Cs+ [47, 48]. В цити-
руемых работах не наблюдался эффект накопле-
ния сигнала углерода, регистрируемого для
остальных первичных ионов. Эффект проявляется
в постепенном исчезновении сигнала сложных ор-
ганических молекул и накоплении сигнала углеро-
да, а также неспецифических фрагментарных
ионов (CH2, CH3, C2H5 и т.д.). Это означает, что
практически весь поврежденный материал удаля-
ется сразу же и не оседает на поверхность.

Отметим, что на данный момент не существует
универсальных первичных ионов, которые бы
одинаково хорошо подходили как для спектроско-
пических исследований, так и для химического
картирования биологических препаратов. Пер-
спективными считаются ионы на основе класте-
ров из нескольких тысяч молекул воды [49] и
жидкометаллические ионные источники на ос-
нове многоатомных (сотни и тысячи атомов) кла-
стеров золота с энергиями до 1 МэВ [50]. Интерес-
ным решением может оказаться использование га-
зов смешанного состава для бомбардировки.
Например, показано увеличение выхода некото-
рых вторичных ионов при добавлении метана к
аргоновой смеси [51].

ВЛИЯНИЕ ФАКТОРА ПРОБОПОДГОТОВКИ

Поскольку анализ ВИМС проводят в условиях
сверхвысокого вакуума, биологические образцы,
содержащие воду, не могут быть исследованы дан-

3Au ,+
60C ,+

872Ar ,+

872Ar+

Arn
+

1700Ar+

60C+

ным методом непосредственно. Наиболее распро-
страненными типами биологических объектов,
исследуемых с помощью ВИМС, являются кле-
точные линии, выращенные на подложке, и срезы
мягких тканей лабораторных животных. В целом
методы пробоподготовки, используемые для кле-
ток и тканей, основаны на одних и тех же принци-
пах, но есть и некоторые различия.

Анализ культур клеток на подложке. Рис. 2 ил-
люстрирует различные варианты пробоподготов-
ки, использовавшиеся применительно к образ-
цам культуры клеток.

Фиксация. Ключевой момент здесь – способ
фиксации клетки на начальном этапе. Наиболее
распространен метод химической фиксации в
глутаровом альдегиде или параформальдегиде, а
также метод криофиксации в хладоагенте (рис. 2).
Как правило, клетки фиксируются одним из этих
двух способов, но возможно и их сочетание. Хи-
мическую фиксацию проводят путем замены на
10–30 мин инкубационной среды буферным рас-
твором, содержащим 4% формалина или 2.5%
глутарового альдегида. В результате образуется
связь между аминными группами мембранных
белков либо через метиленовые мостики (для
формалина) [52], либо через иминную связь (глу-
таровый альдегид) [53]. При использовании глу-
тарового альдегида могут образовываться неболь-
шие (от 10 нм до нескольких мкм) поры в плазма-
тической мембране клетки [54].

Криофиксацию осуществляют путем помеще-
ния подложки с клетками в жидкий пропан или
этан, охлаждаемые до температуры жидкого азота
(–196°С). Выбор хладоагента обусловлен высо-
кой теплоемкостью вещества и относительно
низкой температурой затвердевания, что обеспе-
чивает высокую скорость замерзания внутрикле-
точной воды с образованием аморфного льда [55].
Важным фактором является и объем заморажива-
емого образца, поскольку чем он меньше, тем
быстрее происходит полная заморозка препарата.
По этой причине при криофиксации клеток не-
обходимо минимизировать слой жидкости, покры-
вающей поверхность. В отличие от химической
фиксации, криофиксация обеспечивает сохран-
ность распределения легко диффундирующей ком-
поненты цитоплазмы, соответствующею прижиз-
ненному состоянию клетки [54, 56, 57] и препят-
ствует проявлению осмотических эффектов [58].

Удаление солей. ВИМС чувствителен к загряз-
нению анализируемой поверхности, поскольку
вторичные ионы генерируются в поверхностном
слое толщиной ~10 нм и менее. Клеточные куль-
туры инкубируют в средах, содержащих электро-
литы и органические молекулы, поэтому обычная
дегидратация оставляет на поверхности препара-
та слой осевших солей. Такой слой существенно
затрудняет анализ, поскольку в присутствии солей
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сигнал биологических молекул разбивается на не-
сколько каналов (например, [M + H], [M + Na],
[M + K]), что затрудняет количественную интер-
претацию спектров. Однако главная сложность
заключается в том, что соли существенно умень-
шают выход органических ионов, как это показа-
но для срезов мозга крыс, липидных [59] и поли-
пептидных пленок [60]. Сигнал вторичных ионов
удавалось “восстановить” после промывки образ-
ца. Для промывки обычно используют либо изото-
нические растворы, либо дистиллированную воду.
Наиболее подходящими изотоническими раствора-
ми являются ацетат аммония (150 мМ) [61] и фор-
миат аммония (10 мМ, pH 7.4) [55, 60, 62]. Пока-
зано, что различные способы отмывки (NaCl,
фосфатный буферный раствор, ацетат аммония)
не приводят к трансмембранному перераспреде-
лению липидного состава [17].

Анализ в замороженном состоянии. Важным
этапом пробоподготовки является перенос образ-
ца из криоагента в вакуумную камеру, где прово-
дят замораживания–скалывания и/или анализ
методом ВИМС. При манипуляциях с заморо-
женным препаратом при комнатной температуре
на его поверхности образуется конденсат, являю-
щийся источником загрязнений. По этой причи-
не образец переносят в парах жидкого азота в
предварительно охлажденную до температуры

жидкого азота камеру [23, 63]. Температура образ-
ца во время анализа обычно поддерживается на
уровне (–130)–(–160)°C, однако широко приме-
няют экспериментальную схему с предваритель-
ным нагревом образца до –80°C на 30 мин со ско-
ростью 5 град./мин, предложенную в работах [64,
65] и использующуюся другими авторами [66, 67].
Достоинством предложенного протокола являет-
ся удаление избытка конденсированной воды на
поверхности образца, происходящее при –80°C.
При этом не наблюдается изменение морфологии
образца и рекристаллизации воды в верхних сло-
ях. В результате последующего понижения темпе-
ратуры до –100°С возможна вторичная конденса-
ция небольшого количества воды, что увеличивает
выход положительно заряженных молекулярных
ионов приблизительно в два раза [64]. Описанный
эффект хорошо согласуется с модельными экспе-
риментами, в которых лед использовали в каче-
стве подложки для аминокислот и аденина [68], а
также при нанесении льда на биоматериал [69].
Считается, что механизм усиления сигнала свя-
зан с образованием дополнительных протонов
при разрушении молекул воды под действием
первичных ионов. Таким образом, лед можно
считать очень удачной естественной “заливочной
средой”.

Рис. 2. Схема возможных путей пробоподготовки, применяемых для анализа культуры клеток методом ВИМС:
слева – протоколы, основанные на химической фиксации клеток, справа – протоколы, основанные на криофиксации
образца; пунктирной линей выделены необязательные этапы.
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Интересно, что в работе [63] также были обна-
ружены пики этана или пропана (в зависимости
от среды, в которой проводили криофиксацию)
на поверхности клеток сразу после начала анали-
за, которые через некоторое время пропадали.
Вероятно, это связано с сублимацией этана и
пропана в вакууме.

Дегидратация. Альтернативой анализу в замо-
роженном состоянии является дегидратация об-
разца. Существует по крайней мере четыре мето-
да дегидратации, применяющихся для исследова-
ний методом ВИМС (табл. 2).

При дегидратации в сверхкритической жидко-
сти и дегидратации через серию спиртов с повы-
шающейся концентрацией используют раствори-
тели – ацетон, этанол, ксилол. Показано, что ис-
пользование таких растворителей приводит к
значительному снижению сигнала липидов, по-
этому их применение нежелательно [54, 67].
Предложено использовать обдув аргоном с объ-
емной скоростью 12–15 см3/с [61]. Вместо аргона
можно использовать любой другой химически
чистый газ (например, азот). Предварительно
следует отмыть инкубационный раствор; необхо-
димость этого обсуждалась выше. Дегидратацию
в потоке газа, как правило, применяют в комби-
нации с химической фиксацией при атмосфер-
ном давлении и комнатной температуре, тогда
как лиофилизацию проводят в вакууме после
криофиксации. Суть процесса заключается в суб-
лимации воды из твердого состояния (лед) в пар,
минуя жидкую фазу. В процессе лиофилизации
важно не допустить повышения температуры об-
разца выше –80°C, что приведет к рекристаллиза-
ции льда и большему повреждению внутрикле-
точных структур.

Следует отметить, что дегидратация приводит
к некоторому изменению толщины и формы
клетки [70], поскольку удаляется основной ком-
понент клетки – вода. Данный фактор несколько
ограничивает применение метода для исследова-
ний органелл, содержащих большое количество
воды, например цитоплазмы. Для подобных ис-
следований предпочтительнее использовать за-
мороженные образцы или методы, позволяющие
прижизненный анализ.

Замораживание–скалывание. После заморажи-
вания–скалывания образца анализ поверхности

методом ВИМС проводят в замороженном состо-
янии или в лиофилизированной форме, однако в
обоих случаях удаляют внешний слой плазмати-
ческой мембраны клетки. Для этого клетки выра-
щивают на кремниевой подложке, пока они не за-
полнят порядка 70% поверхности. Затем на подлож-
ку наносят полистирольные шарики, соразмерные
клеткам, и клетки накрывают второй кремниевой
пластиной. Полученный “сэндвич” заморажива-
ют в жидком пропане или этане, после чего разъ-
единяют. В результате разделения часть клеток
остается на одной подложке, часть на другой. За-
мороженные клетки разламываются достаточно
произвольным образом и их части остаются на обе-
их подложках. Липидный бислой плазматической
мембраны клетки, как правило, разламывается на
две комплементарные поверхности [17, 71]. Таким
образом, внутренняя часть бислоя остается вме-
сте с клеткой, а наружная – на противоположной
пластине. Скалывание можно проводить в вакуу-
ме или в среде криоагента, а также при помощи
специальных устройств в камере предподготовки
образца масс-спектрометра [72].

Сравнение методов и новые подходы. Одной из
первых публикаций, посвященных сравнению
различных методов пробоподготовки для ВИМС,
была работа [54] по сравнению фибробластов,
приготовленных при помощи криофиксации с
последующей лиофилизацией и фиксацией глу-
таровым альдегидом с дегидратацией через серию
спиртовых растворов с повышающейся концен-
трацией. Оба метода фиксации не привели к изме-
нению морфологии клетки, однако при криофик-
сации распределение легко диффундирующих
ионов (Na+, K+) оказалось ближе к прижизненно-
му состоянию. Кроме того, сигнал фосфатидил-
холина (одного из главных липидных компонен-
тов плазматической мембраны клетки) умень-
шился в ~70 раз после дегидратации через серию
спиртов.

Для фибробластов сравнили три протокола:
химической фиксации с дегидратацией в потоке
воздуха, криофиксации с последующей лиофили-
зацией, анализа в замороженном состоянии [66].
Сигнал органических ионов в лиофилизирован-
ных клетках в среднем был в 2.6 раза меньше, чем
в фиксированных формалином. Авторы предпо-
ложили, что в процессе отмывки клеток от солей
и формальдегида из клеток вымываются хлорид-

Таблица 2. Методы дегидратации, применявшиеся для исследований методом ВИМС

Название Условия Использование растворителей

В потоке газа Атмосфера, поток инертного газа –
Лиофилизация Вакуум –
Серия спиртов Атмосфера +
В критической точке Состояние фазового перехода “жидкость–газ” +
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ионы, которые “подавляют” выход положитель-
ных вторичных ионов. Тем не менее, значимых
отличий в масс-спектрах не обнаружено, т.е. вы-
мывания внутриклеточных органических ионов
не происходило. Напротив, при сравнении лио-
филизированных и замороженных клеток наблю-
даются значительные отличия, поскольку в замо-
роженном состоянии регистрировали больше пи-
ков, большинство из которых относится к
кластерам воды и внутриклеточных солей. Для
ионов с низкой молекулярной массой различия в
интенсивности сигнала незначительны, в то вре-
мя как для положительно заряженных молеку-
лярных ионов с высокой массой выход ионов вы-
ше в замороженном состоянии, чем в дегидрати-
рованном. По-видимому, это объясняется тем,
что, во-первых, при криогенных температурах
снижается уровень повреждений, наносимых
ионной бомбардировкой, а во-вторых, лед явля-
ется источником протонов для образования про-
тонированной молекулы [M + H]+. При этом об-
наружено существенное (в разы) падение интен-
сивности отрицательных ионов по сравнению с
лиофилизированными клетками. По сравнению
с лиофилизированным препаратом у заморожен-
ного образца обнаружено существенное падение
интенсивности отрицательных ионов (в разы), что
соответствует выводам теоретических исследова-
ний, согласно которым лед уменьшает выход отри-
цательно заряженных вторичных ионов [73, 74].

В работе [67] проанализированы масс-спектры
мезенхимальных стволовых клеток для большого
числа различных методов пробоподготовки при
помощи метода главных компонент. Авторы ис-
пользовали три возможных варианта химической
фиксации: 4%-ным формалином, 2.5%-ным глу-
таровым альдегидом и смесью данных альдегидов
с концентрациями 2 и 1% соответственно. Выхо-
ды вторичных ионов липидов оказался близкими,
но наблюдалась и некоторые отклонения для раз-
ных ионов. Показано, что использование раство-
рителей при дегидратации значительно снижает
выход липидных ионов. Вторичная фиксация ли-
пидов тетраоксидом осмия не увеличивает выход
вторичных ионов липидов при использовании
растворителей. Кроме того, обработка OsO4 при-
водит к появлению пиков с m/z > 300, которые
интерферируют с пиками органических компо-
нентов клетки. Авторы пришли к заключению о
нецелесообразности использования оксида ос-
мия. Выход ионов липидов при анализе в заморо-
женном состоянии оказался значительно ниже,
чем для лиофилизированных и химически фикси-
рованных образцов, высушенных в потоке газа,
что несколько противоречит выводам работы [66].

Предложен модифицированный протокол,
использующий дегидратацию через серию спир-
тов [70]. Кроме того, оценивали изменение про-

филя клеток меланомы при помощи атомно–си-
ловой микроскопии в зависимости от стадии про-
токола. Форма клетки оставалась неизменной,
тогда как высота клетки изменялась. Высота
клетки увеличилась на 30–40% после фиксации и
промывки деионизированной водой. При фикса-
ции формальдегидом наблюдали и некоторые из-
менения морфологии клетки, в частности, исче-
зали видимые актиновые филаменты. После де-
гидратации через серию спиртов высота клетки
уменьшилась до прижизненного значения. По-
следующее испарение растворителя вызвало сжа-
тие клетки в несколько раз, в результате через
плазматическую мембрану стали отчетливо вид-
ны контуры ядра.

Предложен и охарактеризован метод получе-
ния ионных изображений срезов одиночных кле-
ток на примере GV-ооцитов мыши [16, 75, 76].
Ключевой особенностью данного метода являет-
ся возможность параллельно исследовать один и
тот же образец методами ВИМС, оптической,
электронной и зондовой микроскопии, а также
электронно-зондового микроанализа. Схематич-
но последовательность пробоподготовки пред-
ставлена на рис. 3. В основу метода положена
криофиксация в жидком пропане с последующей
низкотемпературной дегидратацией в вакууме.
Высушенные клетки заключали в заливочную
среду Epon 812. После ее полимеризации при по-
мощи ультрамикротома получали серию последо-
вательных срезов ооцита толщиной 2 мкм, что
позволяет отбирать срез, плоскость которого про-
ходит через нужную структуру клетки. Следова-
тельно, нет необходимости проводить процедуру
ионного травления для доступа к внутриклеточ-
ным органеллам. Поверхность среза можно счи-
тать достаточно плоской, шероховатость поверх-
ности варьируется в зависимости от зоны внутри
клетки, но не превышает 100 нм [16, 75]. Как по-
казывают исследования артефактов, возникаю-
щих вследствие рельефа поверхности, перепада-
ми высот менее 1 мкм можно пренебречь [77, 78],
в отличие от случая, когда клетки высушиваются
на поверхности подложки. К негативным момен-
там метода стоит отнести присутствие ионов за-
ливочной среды в масс-спектрах, что затрудняет
их интерпретацию.

Анализ срезов тканей. Ключевым фактором
пробоподготовки биологических тканей является
размер образца, что вынуждает использовать
микротомию или криомикротомию заморожен-
ного сегмента исследуемого образца [79]. Остано-
вимся более подробно на некоторых деталях дан-
ного протокола.

Микротомия и заливка. Микротомия сегмента
органа или органа необходима по ряду причин.
Во-первых, ВИМС наиболее эффективно работа-
ет в случае плоской поверхности образцов, что
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особенно критично для проведения химического
картирования [77, 78]. Во-вторых, в отличие от
клетки, образцы органов и тканей существенно
больше по размеру, поэтому ионное травление
образца до нужной глубины займет много време-
ни. В-третьих, тонкие срезы обеспечивают суще-
ственно лучший сток статического заряда, накап-
ливающегося в результате бомбардировки пер-
вичными ионами.

Для получения среза наиболее распространена
криотомия образца ткани в криостате при низкой
температуре. Криосрезы обычно получают при –
20°C. Толщина криосреза варьирует от 5 до 50 мкм.
При кажущейся простоте метода затруднение вы-
зывает механическое закрепление замороженной
ткани на держателе криомикротома. Для этого на
поверхность держателя наносят каплю специаль-
ного состава, в которую погружают образец тка-
ни. Затем весь комплекс замораживают в крио-
агенте. Наиболее распространенными являются
следующие заливочные среды: OCT [80], карбок-
симетилцеллюлоза [81], желатин [82, 83] или лед
[84]. Карбоксиметилцеллюлозу чаще применяют
для более объемных образцов, а желатин, напро-
тив, для мелких [85]. К сожалению, при криото-
мии перечисленные вещества плавятся на кромке
лезвия ножа, что приводит к их размазыванию по
поверхности криосреза [80, 86].

Дегидратация. Как и заливка, дегидратация
является необязательным этапом. Образец мож-
но анализировать и в замороженном виде без уда-
ления воды. Более того, лед является очень удач-
ной “естественной заливочной средой”, посколь-
ку молекулы воды служат источником протонов,

способных повысить выход протонированных
молекул [87]. Однако сложность манипуляций с
замороженными недегидратированными препа-
ратами и криосрезами ограничивает их примене-
ние. Наибольшую опасность представляет риск
конденсации влаги из воздуха на поверхности об-
разца. В связи с этим распространение получили
лиофилизированные криосрезы. Лиофилизацию
криосреза проводят в вакуумной камере в течение
1–3 ч. Важно обеспечить при этом максимально
медленное изменение температуры образца. В ре-
зультате низкотемпературной дегидратации тол-
щина среза может уменьшиться по-разному в за-
висимости от типа ткани, в том числе и значи-
тельно (в 10 раз) [88, 89]. Как и для клеточных
культур, другими вариантами дегидратации могут
быть использование серии спиртов с повышаю-
щейся концентрацией и обдув газом при комнат-
ной температуре.

Нанесение криосреза на подложку. Одним из са-
мых распространенных методов закрепления за-
мороженного среза на охлажденную до той же
температуры подложку является плавление зоны
криосреза вследствие локального разогрева, вы-
званного теплом приложенного пальца к обрат-
ной стороне подложки. Лед плавится, а затем за-
мерзает заново, что способствует адгезии среза к
поверхности. Другой подход основан на исполь-
зовании клейкой ленты, на которую помещают
образец [90]. Даже такой на первый взгляд незна-
чительный элемент протокола приводит к значи-
тельным изменениям биохимического состава
препарата. При исследовании лиофилизирован-
ных срезов мозга крыс при помощи травления

Рис. 3. Схема пробоподготовки срезов одиночных ооцитов для анализа ВИМС [16].
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ионами  показано, что сигнал холестерина
уменьшается с увеличением глубины после ло-
кального разогрева криосреза [4]. При использо-
вании клейкой ленты для механической фикса-
ции среза сигнал остается примерно на постоян-
ном уровне. Таким образом, локальный разогрев
приводит к перераспределению холестерина в по-
верхностные слои ткани. Интересно, что некото-
рые другие липиды, в частности, фосфатидилхо-
лин, сохраняют распределение в обоих случаях.
Перераспределение холестерина в поверхност-
ные слои может приводить к изменению интен-
сивности других вторичных ионов липидов. На-
пример, в модельных экспериментах отмечено
его влияние на ионы фосфатидилхолина, сфин-
гомиелина, церамида, триацилглицеридов и ви-
тамина Е [89, 91].

В сравнительном исследовании срезов мозга
Drosophila [92] использовали три типа образцов:
два аналогичные работе со срезами мозга крысы и
препарат в замороженном виде, приклеенный на
клейкую ленту. Установлено различное распреде-
ление триацилглицеридов, диацилглицеридов и
жирных кислот в латеральной плоскости при раз-
ных методах нанесения срезов. Кроме того, после
локального разогрева, вызванного приложением
пальца к обратной стороне подложки, размер
мозга на срезе уменьшился на 30% по сравнению
с креплением криосреза на клейкую ленту. По
мнению авторов, из-за локального разогрева вла-
га могла накопиться на поверхности ткани, а при
последующей повторной заморозке целостность
клеточных мембран была нарушена и влага с по-
верхности проникла внутрь поврежденных кле-
ток. По этой причине сигнал триацилглицеридов
и других молекул обнаружен в тех тканях, в кото-
рых его не было изначально. Вместе с тем распре-
деление положительных ионов в лиофилизиро-
ванном и замороженных срезах, приклеенных на
клейкую ленту, аналогично. Данный факт свиде-
тельствует об отсутствии влияния лиофилизации
на локализацию липидов.

Таким образом, параметры ионизации и про-
боподготовка являются двумя важнейшими фак-
торами, определяющими применимость ВИМС
для анализа клеток и тканей. К сожалению, уни-
версальных решений, одинаково хорошо подхо-
дящих для всех типов образцов и решаемых задач,
не существует. Что касается выбора источника
ионизации для серийных аппаратов, то, вероят-
но, лучшим выбором для спектроскопических
исследований будет  для химического карти-
рования –  для ионного травления –  Не-
однозначная ситуация наблюдается и для пробо-
подготовки образцов. Препараты клеток и тканей
сохраняют параметры, близкие к прижизненному
состоянию, после криофиксации. Однако в этом

1500Ar+

60C ,+

3Bi ,+ Ar .n
+

случае манипуляции с замороженным объектом и
его анализ при низких температурах требуют
определенной квалификации и весьма трудоем-
ки. Альтернативой представляется лиофилизаци-
ия криофиксированного материала, после чего
можно работать с препаратом при комнатной
температуре. Сравнение лиофилизированных об-
разцов культур клеток и тканей с замороженными
показывает, что химический состав и его распре-
деление в процессе низкотемпературной дегидра-
тации сохраняются. Другим альтернативным ва-
риантом подготовки клеточных культур является
химическая фиксация формалином или глутаро-
вым альдегидом с последующей дегидратацией в
потоке газа. Следует иметь в виду, что, скорее все-
го, распределение и внутриклеточная концентра-
ция легко диффундирующих катионов и анионов
(Na+, K+, Cl–) при этом не сохранятся. С другой
стороны, вымывание внутриклеточных солей
приведет к усилению сигналов липидно-белко-
вых компонентов клетки. Напротив, использова-
ние для дегидратации растворителей, в частно-
сти, спиртов, нежелательно ввиду негативного
влияния на интенсивность сигналов вторичных
ионов липидов. Применение оксида осмия(VIII)
также не показало практической целесообразно-
сти. Таким образом при выборе методических
приемов и параметров при анализе ВИМС следу-
ет исходить из приоритетов конкретного иссле-
дования, его цели и свойств анализируемого ве-
щества.

Работа выполнена при поддержке гранта
РФФИ № 18-33-00940, а также гранта РНФ
№ 17-76-20014 (раздел “Анализ срезов тканей”) в
рамках государственного задания “Химико–фи-
зические механизмы взаимодействия интенсив-
ного лазерного излучения с биологическими си-
стемами” (АААА-А19-119012990175-9).
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