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(54)发明名称

用于条形码化核酸的系统和方法

(57)摘要

本发明总体上涉及微流体和标记的核酸。例

如，某些方面总体上涉及用于标记微流体液滴内

的核酸的系统和方法。在一组实施方案中，核酸

可包含“条形码”或独特的序列，其可用于将液滴

中的核酸与另一液滴中的核酸区分开，例如即使

在将核酸合并在一起之后也如此。在一些情况

下，可以使用颗粒将独特的序列掺入个体液滴中

并且连接至包含在液滴内的核酸(例如，从裂解

细胞释放的)。在一些情况下，条形码可用于区分

数十、数百或甚至数千个核酸，例如源自不同细

胞或其它来源的核酸。
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1.一种方法，其包括：

将多个细胞和多个颗粒包封在至少10,000个的多个微流体液滴内，至少一些颗粒包含

共价键合到其上的寡核苷酸标签，以使得所述至少10,000个的多个液滴中的液滴含有一个

或多个可与包含在所述多个液滴的其它液滴中的寡核苷酸标签区分的寡核苷酸标签；

裂解液滴内的至少一些细胞以从细胞释放核酸；

在至少一些液滴内键合释放的核酸和寡核苷酸标签；和

通过施加光从所述颗粒中释放至少一些所述寡核苷酸标签。

2.根据权利要求1所述的方法，其包括将所述多个细胞包封在所述多个微流体液滴中，

以使得至少90％的所述微流体液滴含有一个细胞或不含细胞；和/或使得至少90％的所述

微流体液滴含有一个颗粒或不含颗粒。

3.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述颗粒以不超过1个颗粒/液滴被包

封在所述液滴内。

4.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述颗粒以不超过0.1个颗粒/液滴被

包封在所述液滴内。

5.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述颗粒以不超过0.01个颗粒/液滴被

包封在所述液滴内。

6.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述细胞以不超过1个细胞/液滴被包

封在所述液滴内。

7.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述细胞以不超过0.1个细胞/液滴被

包封在所述液滴内。

8.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述颗粒中的至少一些是水凝胶颗粒；

和/或所述颗粒中的至少一些是聚合物颗粒；和/或所述颗粒中的至少一些是微粒；和/或所

述颗粒中的至少一些包含聚丙烯酰胺；和/或所述颗粒中的至少一些包含琼脂糖；和/或所

述颗粒中的至少一些包含聚苯乙烯；和/或所述颗粒中的至少一些包含聚‑N‑异丙基丙烯酰

胺；和/或所述颗粒中的至少一些是磁性的；和/或所述多个颗粒具有不超过500微米的平均

直径；和/或所述多个颗粒具有至少1微米的平均直径。

9.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些通过

丙烯酸亚磷酰胺键与所述颗粒共价键合；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一些通过氨基

键与所述颗粒共价键合；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一些通过生物素‑链霉亲和素键

与所述颗粒共价键合；和/或所述寡核苷酸标签从其它细胞释放的核酸中独特地鉴定所述

释放的核酸；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一些包含至少一个条形码序列。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述条形码序列选自条形码序列库。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述条形码序列库包括至少10,000个条形码序

列。

12.根据权利要求10所述的方法，其中所述条形码序列库包括至少100,000个条形码序

列。

13.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含

至少两个条形码序列。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述至少两个条形码序列选自不同的条形码序
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列库。

15.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含

引物序列。

16.根据权利要求15的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含多于一个引物

序列。

17.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含

可切割接头。

18.根据权利要求17所述的方法，其中所述可切割接头中的至少一些是可光切割接头

或化学可切割接头或酶促可切割的接头。

19.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含

多聚T序列。

20.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含

随机DNA序列。

21.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含

能够特异性结合基因的序列。

22.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含

引物，并且在至少一些液滴内键合释放的核酸和寡核苷酸标签包括使用引物扩增至少一些

核酸以产生其中释放的核酸和寡核苷酸标签键合在一起的序列。

23.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其包括在至少一些液滴内共价键合释放的

核酸和寡核苷酸标签；和/或使用酶在至少一些液滴内键合释放的核酸和寡核苷酸标签。

24.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其还包括将标记有寡核苷酸标签的释放的

核酸与从其它液滴中的其它细胞释放的核酸组合。

25.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其还包括将至少一些裂解的细胞暴露于抗

体。

26.根据权利要求25所述的方法，其中所述抗体是DNA标记的抗体。

27.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中至少一些细胞使用细胞裂解试剂裂

解。

28.根据权利要求27所述的方法，其包括将细胞、颗粒和细胞裂解试剂一起包封在微流

体液滴内。

29.根据权利要求1‑2中任一项所述的方法，其还包括破坏至少一些液滴。

30.根据权利要求29所述的方法，其包括在破裂所述液滴之前或之后从所述颗粒释放

至少一些所述寡核苷酸标签。

31.根据权利要求1‑2所述的方法，其还包括测序至少一些释放的核酸。

32.根据权利要求31所述的方法，其还包括使用所述寡核苷酸标签确定至少一些释放

的核酸。

33.一种制品，其包含：

至少10,000个的多个微流体液滴，所述液滴的至少一些含有包含核酸片段的细胞裂解

物和多个颗粒，其中所述液滴内的多个核酸片段与寡核苷酸标签结合，其中所述液滴内的

寡核苷酸标签与所述10,000个的多个微流体液滴的其它液滴内的寡核苷酸标签是可区分
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的，并且其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包含光切割接头。

34.根据权利要求33所述的制品，其包含至少100,000个的多个微流体液滴。

35.根据权利要求33所述的制品，其包含至少300,000个微流体液滴。

36.根据权利要求33所述的制品，其包含至少1,000,000个微流体液滴。

37.根据权利要求33‑36中任一项所述的制品，其中至少90％的液滴包含一个颗粒或不

含颗粒；和/或所述颗粒中的至少一些是水凝胶颗粒；和/或所述颗粒中的至少一些是聚合

物颗粒；和/或所述颗粒中的至少一些是微粒；和/或所述颗粒中的至少一些包含聚丙烯酰

胺；和/或所述颗粒中的至少一些包含琼脂糖；和/或所述颗粒中的至少一些包含聚苯乙烯；

和/或所述颗粒中的至少一些包含聚‑N‑异丙基丙烯酰胺；和/或所述颗粒中的至少一些是

磁性的；和/或所述颗粒具有不超过500微米的平均直径；和/或所述颗粒具有至少1微米的

平均直径。

38.根据权利要求33‑36中任一项所述的制品，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些通

过丙烯酸亚磷酰胺键与至少一些所述颗粒共价键合；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一

些通过氨基键与至少一些所述颗粒共价键合；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一些通过

生物素‑链霉亲和素键与至少一些所述颗粒共价键合；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一

些包含至少一个条形码序列。

39.根据权利要求38所述的制品，其中所述条形码序列选自条形码序列库。

40.根据权利要求39所述的制品，其中所述条形码序列库包括至少100,000个条形码序

列。

41.根据权利要求39所述的制品，其中所述条形码序列库包括至少1,000,000个条形码

序列。

42.根据权利要求33‑36中任一项所述的制品，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些包

含至少两个条形码序列。

43.根据权利要求42所述的制品，其中所述寡核苷酸标签的所述至少两个条形码序列

选自不同的条形码序列库。

44.根据权利要求33至36中任一项所述的制品，其中所述寡核苷酸标签中的至少一些

包含引物序列；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一些包含化学可切割接头或酶促可切割

的接头；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一些包含多聚T序列；和/或所述寡核苷酸标签中

的至少一些包含随机DNA序列；和/或所述寡核苷酸标签中的至少一些包含能够特异性结合

基因的序列。
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用于条形码化核酸的系统和方法

[0001] 相关申请

[0002] 本申请要求于2014年4月21日提交的美国临时专利申请序列号No.61/982,001、于

2014年10月17日提交的美国临时专利申请序列号No.62/065,348、于2014年10月20日提交

的美国临时专利申请序列号No.62/066,188和于2014年10月30日提交的美国临时专利申请

序列号No.62/072,944的权益。这些申请中的每一个通过引用并入本文。

[0003] 政府资金

[0004] 本发明是在由国立卫生研究院授予的资金号R21DK098818的政府支持下进行的。

政府对本发明具有一定的权利。

[0005] 领域

[0006] 本发明总体上涉及微流体和标记的核酸。

[0007] 背景

[0008] 后生动物的许多生理学反映在组成细胞中基因表达的时间和空间变化。这种变化

中的一些是稳定的，并且已经帮助我们定义成年细胞类型，以及许多发育中的中间细胞类

型。其它变化来自动态生理事件，例如细胞周期、细胞微环境的变化、发育、衰老和感染。其

它表达变化在性质上似乎是随机的，并且可能具有重要的后果。为了理解在发育和生理学

中的基因表达，生物学家的梦想是不仅在RNA水平上，而且在蛋白质水平上映射基因表达变

化，和甚至监测每个细胞中的翻译后修饰。

[0009] 目前可用于RNA序列分析(RNA‑Seq)的方法具有以高灵敏度定量细胞群中RNA分子

丰度的能力。通过一些相当大的努力，已经利用这些方法来分析单个细胞中的RNA含量。限

制是有效的方法来分离和处理大量的单个细胞以进行深度RNA测序，以及定量地这样做。这

需要在均匀条件下分离细胞，优选具有最小的细胞损失，特别是在临床样品的情况下。对细

胞数目、覆盖深度和RNA丰度的测量准确性的要求将取决于实验考虑，其将包括因素诸如获

得材料的困难、材料的独特性、细胞群体的复杂性、以及细胞在基因表达空间中多样化的程

度。由于缺乏当今的高容量单细胞转录组数据，很难知道所需的覆盖深度，但稀有细胞类型

(例如隐藏的肿瘤细胞或组织干细胞亚群)在感兴趣的群体中的存在，结合异质性的其它独

立驱动器，例如细胞周期和随机效应，表明了分析大量细胞的需要。

[0010] 虽然通过RNA‑seq的RNA丰度的分析是良好建立的，但单细胞RNA‑Seq的准确性相

比大批测定对其酶促步骤的效率更加敏感；此外，对来自单细胞的PCR或线性扩增的需要冒

着引入相当大的误差的风险。对于数千或甚至数万个细胞的并行处理以及有效地处理细胞

的小样本以使得几乎每个细胞都被测量也存在较大障碍。在过去十年中，微流体已经成为

具有解决这些挑战的潜力的单细胞研究的有前途的技术。然而，目前可以用微流体芯片处

理的单细胞的数量仍然低于每次运行70‑90个细胞，这在运行成本和细胞保持活力以用于

分析的有限时间方面对大量细胞的分析设置了限制。此外，细胞在微流体室中的捕获效率

通常较低，这是可用的细胞数量有限的稀有或临床样品的潜在问题。

[0011] 概述

[0012] 本发明总体上涉及微流体和标记的核酸。在一些情况下，本发明的主题涉及相关
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的产品、特定问题的替代解决方案和/或一个或多个系统和/或制品的多个不同用途。

[0013] 在一个方面，本发明总体上涉及一种制品。在一组实施方案中，制品包含至少10个

的多个微流体液滴，每个液滴含有包括核酸片段的细胞裂解物。在一些情况下，液滴内的多

个核酸片段各自结合至寡核苷酸标签。在某些实施方案中，液滴内的寡核苷酸标签可与多

个液滴的其它液滴内的寡核苷酸标签区分开。

[0014] 在另一组实施方案中，所述制品包括至少10个的多个微流体液滴，每个液滴含有

细胞裂解物。在一些实施方案中，至少约90％的液滴仅含有一个颗粒。在一些情况下，所述

颗粒包含与其共价结合的寡核苷酸。

[0015] 根据另一组实施方案，所述制品包含多个颗粒，至少约90％的颗粒包含与其共价

键合的寡核苷酸，所述寡核苷酸包含至少2个引物位点和至少2个条形码区域。在一些实施

方案中，基于寡核苷酸的条形码区域，至少约90％的颗粒与多个颗粒中的其它颗粒是可区

分的。

[0016] 在一组实施方案中，制品包含至少10,000个的多个微流体液滴。在一些实施方案

中，至少一些含有细胞裂解物的液滴包括核酸片段。在某些情况下，液滴内的多个核酸片段

与寡核苷酸标签结合。在一个实施方案中，液滴内的寡核苷酸标签与10,000个的多个微流

体液滴的其它液滴内的寡核苷酸标签是可区分的。

[0017] 在另一组实施方案中，所述制品包括至少10,000个的多个微流体液滴。在一些实

施方案中，至少一些液滴含有细胞裂解物。在某些情况下，10,000个的多个微流体液滴中的

至少约90％可以仅包含一个颗粒。在一些实施方案中，颗粒可以包含与其共价键合的寡核

苷酸。在各种情况下，液滴内的寡核苷酸可以与10,000个的多个微流体液滴的其它液滴内

的寡核苷酸区分开。

[0018] 在另一方面，本发明总体上涉及一种方法。在一组实施方案中，所述方法包括将细

胞和颗粒包封在微流体液滴内的步骤，所述颗粒包含与其共价键合的寡核苷酸标签，裂解

液滴内的细胞以从细胞释放核酸，以及在液滴内键合释放的核酸和寡核苷酸标签。

[0019] 在另一组实施方案中，所述方法包括提供含有细胞的多个微流体液滴的步骤，至

少约90％的所述液滴含有一个细胞或不含细胞，裂解所述多个微流体液滴内的细胞以从细

胞释放核酸，并将核酸键合至寡核苷酸标签，其中对于至少约90％的液滴如此。在一些情况

下，液滴内的寡核苷酸标签可以与多个液滴的其它液滴内的寡核苷酸标签区分开。

[0020] 根据另一组实施方案，所述方法包括步骤：提供多个颗粒，将第一寡核苷酸连接至

所述多个颗粒，以使得至少约90％的颗粒具有共价键合至其的仅一个第一寡核苷酸，其中

第一寡核苷酸取自至少10个独特的第一寡核苷酸的库；和将第二寡核苷酸连接至第一寡核

苷酸，以使得至少约90％的第一寡核苷酸具有共价键合至其的仅一个第二寡核苷酸，其中

第二寡核苷酸取自至少10个独特的第二寡核苷酸的库。

[0021] 根据一组实施方案，所述方法包括步骤：将细胞和水凝胶微球或颗粒包封在液滴

内，其中水凝胶微球或颗粒具有与其连接的条形码化核酸，裂解液滴内的细胞以释放来自

细胞的RNA和/或DNA，并使RNA和/或DNA与条形码化核酸酶促反应。

[0022] 在另一组实施方案中，所述方法包括提供含有细胞的液滴，以使得不超过10％的

液滴含有两个或更多个细胞，裂解所述多个液滴内的细胞以从细胞释放RNA和/或DNA，以及

用液滴特异性条形码独特地标记RNA和/或DNA。
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[0023] 根据另一组实施方案，所述方法包括步骤：提供含有细胞的液滴，以使得不超过

10％的液滴含有两个或更多个细胞，裂解所述多个液滴内的细胞以从所述细胞中释放RNA

和/或DNA，并用选自至少10,000个条形码的库中的条形码独特地标记RNA和/或DNA。

[0024] 在另一组实施方案中，所述方法包括步骤：提供携带核酸的多个微球或颗粒，将寡

核苷酸共价连接至微球或颗粒，用随机选自预定义的第一条形码库的第一条形码酶促延伸

寡核苷酸，并且用随机选自预定义的第二条形码库的第二条形码酶促延伸寡核苷酸。

[0025] 在一组实施方案中，所述方法包括将多个细胞和多个颗粒包封在至少10,000个的

多个微流体液滴内，至少一些所述颗粒包含与其共价键合的寡核苷酸标签，以使得所述至

少10,000个的多个液滴含有与所述多个液滴的其它液滴中包含的寡核苷酸标签可区分的

一个或多个寡核苷酸标签，裂解液滴内的至少一些细胞以从细胞释放核酸，以及在至少一

些液滴内键合释放的核酸和寡核苷酸标签。

[0026] 在另一组实施方案中，所述方法包括提供含有细胞的至少10,000个的多个微流体

液滴，至少约90％的所述多个液滴含有一个细胞或不含细胞，裂解所述多个微流体液滴内

的细胞以从细胞释放核酸，并将释放的核酸键合至寡核苷酸标签，其中对于至少约90％的

液滴，液滴内的寡核苷酸标签与多个液滴的其它液滴内的寡核苷酸标签是可区分的。

[0027] 根据又一组实施方案，所述方法包括将细胞和水凝胶微球或颗粒包封在液滴内，

其中水凝胶微球或颗粒可以具有与其连接的条形码化核酸，裂解液滴内的细胞以从细胞释

放核酸，并使所释放的核酸与条形码化核酸酶促反应。

[0028] 根据另一组实施方案，所述方法涉及提供含有细胞的至少约10,000个的多个微流

体液滴，以使得不超过10％的液滴含有两个或更多个细胞，裂解所述多个液滴以从细胞释

放核酸，以及用液滴特异性条形码独特地标记释放的核酸。

[0029] 在另一组实施方案中，所述方法包括提供含有细胞的液滴，以使得不超过10％的

液滴含有两个或更多个细胞，裂解所述多个液滴内的细胞以从细胞释放核酸，和用选自至

少10,000个可区分的条形码的库的条形码独特地标记释放的核酸。

[0030] 在另一组实施方案中，所述方法包括提供含有细胞的至少约10,000个的多个微流

体液滴，以使得不超过10％的液滴含有两个或更多个细胞，裂解所述多个液滴内的细胞以

释放核酸，并用液滴特异性条形码独特标记释放的核酸。

[0031] 在另一组实施方案中，所述方法包括提供含有细胞的液滴，以使得不超过10％的

液滴含有两个或更多个细胞，裂解所述多个液滴内的细胞以从细胞释放核酸，和用选自至

少10,000个可区分的条形码的库的条形码独特地标记释放的核酸。

[0032] 在另一方面，本发明包括制备本文所述的一个或多个实施方案的方法。在另一方

面，本发明包括使用本文所述的一个或多个实施方案的方法。

[0033] 当结合附图考虑时，本发明的其它优点和新颖特征将根据本发明的各种非限制性

实施方案的以下详细描述而变得明星。在本说明书和通过引用并入的文件包括冲突和/或

不一致的公开内容的情况下，以本说明书为准。如果通过引用并入的两个或更多个文件包

括彼此相冲突和/或不一致的公开内容，则以具有较晚生效日期的文件为准。

附图说明

[0034] 将参考附图通过示例来描述本发明的非限制性实施方案，附图是示意性的并且不
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旨在按比例绘制。在图中，所示的每个相同或几乎相同的部件通常由单个数字表示。为了清

楚起见，当举例说明对于本领域普通技术人员理解本发明而言是非必需的时，并非每个部

件都在每个图中标出，并且并非本发明的每个实施方案的每个部件都被示出。在附图中：

[0035] 图1示出了根据本发明的一个实施方案的流程图；

[0036] 图2A‑2B示出了本发明的另一个实施方案中的微流体装置；

[0037] 图3示出了本发明的另一个实施方案中的液滴内的细胞和颗粒；

[0038] 图4示出了在本发明的另一个实施方案中包含液滴内的细胞和颗粒的微流体通

道；

[0039] 图5示出了在本发明的一个实施方案中作为收集时间的函数的样本计数；

[0040] 图6示出了在本发明的另一个实施方案中的读出序列的分布；

[0041] 图7示出了在本发明的另一个实施方案中寡核苷酸标签的产生；

[0042] 图8示出了本发明另一个实施方案中的微流体装置；

[0043] 图9A‑9B示出了在本发明的另一个实施方案中的含有寡核苷酸标签的颗粒。

[0044] 图10A‑10C示出了在本发明的另一个实施方案中的包含在液滴内的延伸的寡核苷

酸标签。

[0045] 图11示出了在本发明的另一个实施方案中的DNA片段的测序；

[0046] 图12示出了根据本发明的另一个实施方案的作为液滴尺寸的函数的逆转录效率；

[0047] 图13A‑13H示出了在本发明的一个实施方案中的用于对数千个细胞加DNA条形码

的微流体液滴；

[0048] 图14A‑14G示出了根据本发明的另一个实施方案的液滴完整性和随机条形码化；

[0049] 图15A‑15G示出了在本发明的另一个实施方案中的某些ES细胞群体的异质结构；

[0050] 图16A‑16C示出了根据本发明的另一个实施方案生成的基因相关网络；

[0051] 图17A‑17H示出了在本发明的另一个实施方案中的分化ES细胞中的时间异质性和

群体结构；

[0052] 图18示出了本发明的另一个实施方案中的微流体装置。

[0053] 图19A‑19B示出了在本发明的又一个实施方案中的某些微流体装置；

[0054] 图20A‑20C示出了在本发明的另一个实施方案中的用于颗粒的寡核苷酸标签的合

成；

[0055] 图21A‑21H示出了在本发明的一个实施方案中的DNA的定量；

[0056] 图22A‑22E示出了在本发明的另一个实施方案中的随机条形码化和独特分子标识

符(UMI)过滤；

[0057] 图23A‑23D示出了在本发明的一个实施方案中的mES细胞的单细胞基因表达；

[0058] 图24A‑24G示出了在本发明另一个实施方案中的mES细胞群的结构。

[0059] 图25示出了在本发明的另一个实施方案中的主要基因的tSNE图谱；

[0060] 图26显示表2；和

[0061] 图27示出了本发明的另一个实施方案中的微流体装置。

[0062] 详述

[0063] 本发明总体上涉及微流体和标记的核酸。例如，某些方面总体上涉及用于标记微

流体液滴内的核酸的系统和方法。在一组实施方案中，核酸可包含“条形码”或独特的序列，
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其可用于将液滴中的核酸与另一液滴中的核酸区分开，例如即使在将核酸合并在一起之后

也如此。在一些情况下，可以使用颗粒将独特的序列掺入个体液滴中并且连接至包含在液

滴内的核酸(例如，从裂解细胞释放的)。在一些情况下，条形码可用于区分数十、数百或甚

至数千个核酸，例如源自不同细胞或其它来源的核酸。

[0064] 本发明的某些方面总体上涉及用于在微流体液滴或其它合适的隔室内容纳或包

封具有寡核苷酸标签的核酸并将它们共价键合在一起的系统和方法。在一些情况下，核酸

可以来自裂解的细胞或液滴内的其它材料。液滴内的寡核苷酸标签可以与例如多个液滴或

液滴群体内的其它液滴中的寡核苷酸标签区分开。例如，寡核苷酸标签可以含有在各种液

滴之间不同的一个或多个独特的序列或“条形码”；因此，可以通过确定与核酸相关的条形

码来独特地鉴定每个液滴内的核酸。例如，如果液滴被“破坏”并且来自不同液滴的核酸随

后被组合或合并在一起以例如用于测序或其它分析，这可以是重要的。

[0065] 在一些实施方案中，通过最初将寡核苷酸标签连接至颗粒(例如水凝胶或聚合物

颗粒)，然后在颗粒掺入液滴中之后将它们从颗粒中释放，来将寡核苷酸标签引入液滴中。

在一些情况下，可制备颗粒，以使得大多数或所有颗粒相对于具有其它可区分的寡核苷酸

标签的其它颗粒仅具有一个独特的可区分的寡核苷酸标签。如果颗粒以1个颗粒/液滴(或

更小)的密度存在于液滴内，则一旦寡核苷酸标签从颗粒中释放，则大部分或全部液滴将含

有一个独特的寡核苷酸标签(或不含独特的寡核苷酸)，从而允许独特地鉴定每个液滴(和

其中包含的核酸)。

[0066] 现参考图1，提供了本发明的一个方面的实例。然而，应当理解，这仅是示例性的；

本发明的其它实例和实施方案在下面进一步详细讨论。在图1的非限制性实例中，期望分析

细胞10的群体，例如通过测序其DNA，通过鉴定可能被怀疑存在于至少一些细胞中的某些蛋

白质或基因，通过确定其mRNA或转录组，等。虽然在该实例中细胞用作核酸材料的来源，但

是这是举例的方式，在其它实施方案中，可以将核酸从其它来源引入液滴，或使用其它技

术。

[0067] 细胞可以首先被包封在一系列微流体液滴40中。本领域普通技术人员将知道用于

将细胞包封在微流体液滴内的技术；参见，例如，例如，美国专利号7,708,949、8,337,778、

8,765,485或国际专利申请公开号WO  2004/091763和WO  2006/096571，其各自通过引用并

入本文。在一些情况下，可以以小于1个细胞/液滴(并且在一些情况下，远远小于1个细胞/

液滴)的密度包封细胞，以确保大部分或全部液滴在其中仅具有零个或一个细胞。因此，如

图1所示，每个液滴41,42,43,...在其中具有零个或一个细胞。

[0068] 包封在液滴中的还有存在于颗粒30上的寡核苷酸标签20。颗粒30可以是例如微

粒，并且可以是水凝胶或聚合物颗粒，或其它类型的颗粒，例如本文所述的那些。颗粒和细

胞可以以任何合适的顺序同时或顺序地包封在液滴内。在一组实施方案中，每个颗粒含有

独特的寡核苷酸标签，尽管在颗粒上可以存在标签的多个拷贝。例如，每个寡核苷酸标签可

以具有存在的一个或多个独特的序列或“条形码”。因此，例如，颗粒31仅含有寡核苷酸标签

21的拷贝，颗粒32仅含有寡核苷酸标签22的拷贝，颗粒33仅含有寡核苷酸标签33的拷贝等。

在一些情况下，颗粒可以以小于1个颗粒/液滴(并且在一些情况下，远小于1个颗粒/液滴)

的密度存在于液滴中，以确保大多数或所有液滴在其中仅存在零个或一个颗粒。此外，在某

些实施方案中，寡核苷酸标签可以是可切割的或可以以其它方式从颗粒释放。
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[0069] 应当注意，根据本发明的某些实施方案，寡核苷酸标签最初附着于颗粒以便于仅

向每个液滴引入一个独特的寡核苷酸标签，如图1所示。(然而，在其它实施方案中，可以存

在多个寡核苷酸标签，例如含有相同的独特条形码)。例如，如果颗粒以小于1个颗粒/液滴

的密度存在于液滴中，则大多数或所有液滴将各自仅具有单个颗粒，因此仅存在单一类型

的寡核苷酸标签。因此，如图1所示，寡核苷酸标签可以被切割或以其它方式从颗粒释放，例

如以使得每个液滴41,42,43,...包含独特的寡核苷酸标签21,22,23,...，其不同于可能存

在于其它液滴中的其它寡核苷酸标签。因此，存在于液滴内的每个寡核苷酸标签将与存在

于其它液滴中的寡核苷酸标签区分开。尽管在图1中使用光(hv)来从颗粒切割寡核苷酸，当

应当理解，这仅是举例，并且也可以使用其它切割或释放方法，例如本文所讨论的。例如，在

一组实施方案中，可以使用含有(例如，物理地)寡核苷酸的琼脂糖颗粒，并且可以通过加热

琼脂糖释放寡核苷酸，例如直到琼脂糖至少部分液化或软化。

[0070] 在一些情况下，裂解细胞以从细胞释放核酸或其它材料51,52,53,...。例如，可以

使用化学品或超声波裂解细胞。细胞可以释放例如DNA，RNA，mRNA，蛋白质，酶等。在一些情

况下，释放的核酸可任选地经历扩增，例如通过包括对扩增方法特异的合适试剂。本领域普

通技术人员已知的扩增方法的实例包括但不限于聚合酶链式反应(PCR)，逆转录酶(RT)PCR

扩增，体外转录扩增(IVT)，多重置换扩增(MDA)，或定量实时PCR(qPCR)。

[0071] 核酸或其它材料51,52,53,...中的一些或全部可以与存在于液滴中的寡核苷酸

标签相关联，例如通过共价键合。例如，核酸或其它材料51,52,53可以连接或酶促附着至存

在于液滴中的寡核苷酸标签。因此，如图1所示，液滴41显示连接至寡核苷酸标签21的核酸

51，液滴42显示连接至寡核苷酸标签22的核酸52，液滴43显示连接至寡核苷酸标签23的核

酸53等。因此，每个液滴内的核酸通过寡核苷酸标签(其在该实例中对于每个液滴是独特

的)与多个液滴50的其它液滴内的核酸是可区分的。

[0072] 还应当理解，尽管图1描述了从颗粒切割寡核苷酸标签，然后裂解细胞，但在其它

实施方案中，这些不一定以这种顺序发生。例如，细胞裂解可在切割后发生，或两者可同时

发生。

[0073] 液滴41,42,43,...可以被“破裂”或“破坏”以释放其内含物，并且在一些情况下，

存在于每个液滴中的核酸可以组合或汇集在一起，如图1所示。然而，由于核酸通过不同的

寡核苷酸标签标记，来自一个液滴(即，来自一个细胞)的核酸仍然可以使用寡核苷酸标签

与来自其它液滴(或其它细胞)的核酸区分开。因此，可以进行组合的核酸库的后续分析(例

如，测序)，并且可以通过确定不同的寡核苷酸标签来确定每个核酸的来源(例如，个体细

胞)。

[0074] 因此，例如，可以以这种方式分析正常细胞和癌细胞的群体(例如，源自组织样品

或活检)，并且癌细胞可以被鉴定为具有异常DNA，即使存在于大的正常细胞库。例如，由于

使用寡核苷酸标签跟踪细胞水平上的DNA的能力，异常DNA仍然可以被鉴定，即使存在大量

的正常DNA。作为其它非限制性实例，干细胞可以从正常细胞中分离，或者可以进行感兴趣

群体中稀有细胞类型的分离。

[0075] 在另一方面，本发明提供用于从大量细胞平行捕获DNA或RNA和使其条形码化的系

统和方法，例如为了分析细胞群体或其它目的(例如本文所述的那些)。在一些实施方案中，

这依赖于将条形码化的核酸或其它合适的寡核苷酸标签(例如，连接至颗粒或微球(例如，
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水凝胶或聚合物微球))与细胞和/或可用于RNA和/或DNA捕获和/或扩增的其它试剂一起包

封。

[0076] 在一组实施方案中，来自基本上每个个体细胞的内容物可以例如用独特条形码

(其可以是随机确定的或如本文所讨论的确定的)来标记，这在一些情况下可以允许数百、

数千、数万或甚至数十万或更多的不同细胞在单个实验中被条形码化或以其它方式标记，

例如以确定或定义群体中的细胞之间的异质性或用于筛选细胞群体等。本文已描述了其它

目的。

[0077] 在一组实施方案中，例如在单个反应容器中使用微流体系统将单细胞捕获在单个

液滴(例如，50pL至10nL体积)中。可以裂解每个细胞，并且例如通过酶促反应，通过连接等，

将其RNA和/或DNA用液滴特异性条形码独特地条形码化或标记。本文还提供了微流体系统

的实例包括具有除这些之外的尺寸的微流体系统。在一些实施方案中，一些实施方案还可

以用于与RNA或DNA平行地定量单个细胞中的蛋白质丰度，例如通过首先用DNA标记的抗体

处理细胞，在这种情况下，DNA标签可以类似地用液滴特异性条形码条形码化。一旦液滴中

的细胞组分已条形码化，则液滴可被破坏或破裂，并且样品可以被例如批量处理，以用于高

通量测序或其它应用。测序后，可以根据DNA条形码分割或以其它方式分析数据。

[0078] 为了在单个细胞中进行DNA、RNA和/或DNA‑抗体标签的平行条形码化，根据一组实

施方案，单个水凝胶或聚合物颗粒或微球可以与生物或化学试剂和细胞一起包封在每个液

滴中。携带高浓度(例如1至100微摩尔)DNA片段(下文称为“引物”)的颗粒或微球可以编码

(a)条形码序列，其随机选自例如至少10,000个条形码(或至少30,000个条形码，至少100,

000个条形码，至少300,000个条形码或至少1,000,000个条形码等)的库，其中在颗粒或微

球上的所有核酸片段上发现相同的条形码；和/或编码(b)用于DNA或RNA的杂交和捕获的一

个或多个引物序列。不同条形码的数量可以是待捕获的细胞数量的至少10倍，并且在一些

情况下为至少100倍，以便降低两个或更多个细胞占据具有携带相同条形码的颗粒或者微

球的不同液滴的可能性。例如，具有150,000个条形码和1,000个细胞，平均只有3个细胞将

获得重复的条形码(导致997个检测到的条形码)。

[0079] 在一些实施方案中，选择包封条件使得这样的液滴包含一个颗粒(或微球)和一个

细胞。空液滴和/或具有单个颗粒但不含细胞的液滴和/或具有细胞但没有颗粒的液滴的存

在可能基本上不影响性能。然而，在一个液滴中存在两个或更多个颗粒或两个或更多个细

胞可能导致难以控制的错误，因此这种事件的发生率在一些情况下保持最小，例如小于约

10％或小于约5％。除了细胞和颗粒以外，其它生物和化学试剂可以在液滴之间平均分布。

根据特定应用的目的，可以收集和处理共同包封的细胞和颗粒。例如，在一个具体实施方案

中，单细胞的DNA或RNA被与颗粒一起引入的引物捕获，然后可在逆转录或其它DNA聚合反应

时转化成条形码化的互补DNA。

[0080] 在纯化和任选的DNA扩增后，可以例如通过测序或其它技术来确定细胞核酸的碱

基组成和条形码身份。或者，在一些实施方案中，与颗粒或微球一起引入的引物可用于扩增

来自基因组的特定核酸序列。

[0081] 在一些实施方案中，使用颗粒或微球引入的条形码化的引物可以通过例如光、化

学、酶促或其它技术从其中切割，例如以提高引发液滴中酶促反应的效率。然而，引物的切

割可以在任何步骤或点进行，并且在某些情况下可由使用者定义。这种切割在某些情况和/
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或条件下可能是特别重要的；例如，单个细胞中的一些部分的RNA和DNA分子可能非常大，或

者可能缔合在复合物中，因此不能有效地扩散到颗粒或微球的表面或内部。然而，在其它实

施方案中，切割不是必需的。

[0082] 诸如这些的技术可用于分析例如基因组、单核苷酸多态性、特定基因表达水平、非

编码RNA、整个转录组(或其部分)、整个基因或其部分等。然而，本发明不应仅限于这些应

用。

[0083] 在一个非限制性实施方案中，条形码引物的3'末端以可用于捕获细胞mRNA用于全

转录组分析的多聚T序列终止。组合所有细胞的所得文库可任选地使用基于PCR的方法或使

用基于杂交捕获的方法(例如Agilent  SureSelect)进行富集，例如以允许仅对感兴趣的基

因子集测序。在另一个实施方案中，条形码引物的3’末端可以以可用于捕获细胞中的RNA的

随机DNA序列终止。在另一个实施方案中，条形码引物的3'末端可以以特定DNA序列终止，例

如，所述特定DNA序列可以用于捕获目的DNA或RNA物质(“基因”)，或杂交至除了颗粒或微球

之外例如与酶试剂一起被递送至液滴中的DNA探针。在另一个实施方案中，颗粒或微球可以

携带多种不同的引物以靶向几种感兴趣的基因。另一个实施方案涉及液滴尺寸和液滴条形

码化所需的反应组分浓度的优化。

[0084] 本发明的另一方面总体上涉及产生附着于颗粒或微球的条形码化的核酸。核酸可

以附着于颗粒或微球的表面，或者在一些情况下附着在或掺入颗粒内。例如，可以在颗粒形

成期间，例如物理和/或化学地将核酸掺入颗粒中。

[0085] 例如，一组实施方案通常涉及产生携带核酸片段(各自编码条形码、引物和/或可

能用于核酸的捕获、扩增和/或测序的其它序列)的颗粒或微球。微球可以指1至500微米尺

寸或例如本文所述的其它尺寸的水凝胶颗粒(聚丙烯酰胺，琼脂糖等)或胶体颗粒(聚苯乙

烯、磁性或聚合物颗粒等)。在一些实施方案中，微球可以是多孔的。可以使用的其它合适的

颗粒或微球在本文中更详细地讨论。

[0086] 在一些情况下，携带DNA的颗粒或微球的制备可以依赖于将初始DNA寡核苷酸并入

颗粒或微球的共价连接或其它技术，随后通过一个或多个例如随机选自预定义库的条形码

酶促延伸每个寡核苷酸。在一些情况下，可能的独特条形码的最终数量可以取决于预定义

的条形码库的大小和/或延伸步骤的数量。例如，使用384个预定义的条形码和2个延伸步骤

的库，每个颗粒或微球携带3842＝147,456个可能条形码中的一个；使用3个延伸步骤，每个

颗粒或微球携带3843＝56,623,104个可能条形码中的一个；等等。在一些情况下也可以使

用其它数量的步骤；此外，每个库可以具有各种数量的预定义条形码(不只是384)，并且库

可以具有相同或不同数量的预定义条形码。库可以包括相同和/或不同的序列。

[0087] 因此，在一些实施方案中，所使用的可能的条形码由条形码元件的一个或多个单

独“库”(随后例如使用分割‑合并法将它们连接在一起以产生最终条形码)形成。库可以包

含例如至少约300，至少约500，至少约1,000，至少约3,000，至少约5,000或至少约10,000个

可区分的条形码。例如，第一库可以包含x1个元件，第二库可以包含x2个元件；形成包含来自

第一库的元件和来自第二库的元件的条形码可以产生例如可使用的x1x2个可能的条形码。

应当注意，x1和x2可以相等或不相等。该过程可以重复任何次数；例如，条形码可以包含来自

第一库、第二库和第三库(例如，产生x1x2x3个可能的条形码)或来自第一库、第二库、第三库

和第四库的元件(例如，产生x1x2x3x4个可能的条形码)等。还可以有5,6,7,8或任何其它合
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适数量的库。因此，由于组合的潜在数量，即使相对少量的条形码元件也可用于产生数量远

更多的可区分的条形码。

[0088] 在一些情况下，多个库的这种使用组合地可用于产生显著大量的可用条形码，而

不必个别地单独制备和合成大量的条形码。例如，在许多现有技术系统中，需要100或1,000

个条形码将需要单独合成100或1,000个条形码。然而，如果需要更大数量的条形码，例如对

于待研究的更大数量的细胞，则需要合成相应地更大数量的条形码。这样的系统在较大数

量(例如10,000，100,000或1,000,000个条形码)下变得不切实际且不可行。然而，通过使用

条形码的单独“库”，可以实现更大数量的条形码，而不必要求每个条形码被单独合成。作为

非限制性示例，可以合成1,000个可区分的条形码(或任何其它合适数量)的第一库和1,000

个可区分的条形码的第二库，从而需要合成2,000个条形码(或者如果条形码在每个库中被

重新使用，则仅需要1,000个)，但是它们可以组合以产生1,000×1,000＝1,000,000个可区

分的条形码，例如，其中每个可区分的条形码包括从第一库取得的第一条形码和从第二库

取得的第二条形码。使用3个、4个或更多个库来组装条形码可以导致可制备的甚至更大数

量的条形码，而基本上不增加将需要合成的可区分的条形码的总数。

[0089] 在一些方面，可以使用多种技术(包括光，温度，化学和/或酶处理)从颗粒或微球

释放DNA片段或寡核苷酸。例如，通过使用光，可以在选择的时间和/或在期望的条件下释放

核酸片段，从而为其使用提供灵活性。

[0090] 在一些实施方案中，颗粒或微球可以长时间储存并用作用于后续应用的试剂。

[0091] 在另一方面，本发明提供了用于从大量单细胞平行捕获、条形码化和定量一组数

十至数百或更多的特异性DNA和/或RNA序列的系统和方法，例如用于分析细胞群体的目的

或其它目的。某些实施方案依赖于例如连接至颗粒例如水凝胶或聚合物微球的条形码化的

核酸与用于例如RNA和/或DNA捕获和扩增的细胞和/或其它试剂的包封。

[0092] 在一些情况下，用于利用独特的随机条形码标记来自个体细胞的特定组的基因

(例如，数十个或数百个基因或在一些情况下更多个基因)的系统和方法，从而允许例如在

单个实验中标记或条形码化数百、数千或甚至数万或更多的不同细胞，以用于定义群体中

细胞之间的异质性或筛选细胞群体或用于其它目的。

[0093] 例如，在通过多路高通量测序分析大量细胞的情况下，在一些实施方案中，可能需

要关注感兴趣的基因的子集(例如数十至数百个基因)，而不是全转录组或全基因组捕获和

测序。

[0094] 一些实施方案涉及关注细胞DNA或RNA的特定序列的细胞内容物的平行条形码化。

这些可包括例如DNA条形码化的微球(或其它颗粒)的合成，和/或这种微球用于例如在单个

反应容器中捕获和条形码化个体液滴(例如，体积为50pL至10nL，或本文所述的其它体积)

中的单个细胞。在一些情况下，可以裂解基本上每个细胞，并且用液滴特异性核酸条形码

(例如通过酶促反应)独特地条形码化(标记)其RNA和/或DNA。在一些实施方案中，修饰DNA

条形码化的微球可以以这样的方式进行，即它们仅靶向特定的一组DNA序列，而不是使用一

种感兴趣的序列或使用随机序列。这可以允许将高浓度的序列特异性条形码化引物递送到

每个液滴中，这在一些情况下可允许互补DNA的酶促条形码化和合成主要发生在感兴趣的

序列上。这可以使用例如任何酶促方法，其中一组序列特异性引物可用于捕获感兴趣的基

因。
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[0095] 本发明的一些实施方案可以用于与RNA或DNA平行地定量单个细胞中的蛋白质丰

度，例如，通过首先用DNA标记的抗体处理细胞，在这种情况下，颗粒或微球上的一个或多个

序列或寡核苷酸可以与由抗体递送的DNA标签互补。在一些情况下，一旦液滴中的细胞组分

已经被条形码化，则液滴可以被破坏或破裂，并且样品可以例如被批量处理，用于诸如高通

量测序的应用。在测序后，在某些实施方案中，根据DNA条形码分割数据，从而提供关于类

型、序列、分子计数、感兴趣的核酸和/或蛋白质的来源等的信息。

[0096] 根据另一方面，本发明提供了优化用于在小体积内酶促处理细胞的反应条件，例

如，对于其中反应的直接测试将极其缓慢(因为其将需要产生多个微流体装置，或者运行具

有大量测试样品的微流体装置)的情况。在一些情况下，这还可以具体报告在将来自在小体

积中裂解的单细胞的mRNA酶促逆转录为互补DNA所需的理想体积上。

[0097] 本发明的某些实施方案提供了使用体积大于5微升的反应(其可以使用常规的分

子生物学试剂例如在没有微流体装置的情况下进行)优化单细胞上的微流体反应。这在某

些应用中可能是有用的，例如，用于测试参数例如多个数量级的反应体积，其原本将需要多

个测试微流体装置的设计和合成和这种装置的性能的并排比较。它还可用于快速优化微流

体反应的条件，例如不同反应组分的最佳浓度。

[0098] 在一组实施方案中，将批量反应用于模拟微流体体积中存在的精确条件。这是一

般性的，并且可以应用于优化微流体反应的其它方面或其它反应。例如，这可以应用于测试

不同添加剂减轻逆转录(RT)反应的抑制的能力，并且在某些实施方案中可以定义从在小体

积中裂解的单细胞进行RT反应所必需的DNA引物浓度。

[0099] 上述讨论是本发明的各种实施方案的非限制性示例。然而，其它实施方案也是可

能的。因此，更一般地，本发明的各个方面涉及用于在微流体液滴内标记核酸的系统和方法

的各种系统和方法，如下所述。

[0100] 在一个方面，本发明总体上涉及用于标记液滴(例如微流体液滴)群体内的核酸的

系统和方法。在一些情况下，微流体液滴可以具有小于约1mm的液滴的平均直径和/或微流

体液滴可以是基本上单分散的，例如，如本文所讨论的。

[0101] 在一些情况下，包含DNA和/或其它核酸的寡核苷酸标签可以附着于颗粒并递送至

液滴。在一些情况下，寡核苷酸标签附着于颗粒以控制其至液滴中的递送，例如，以使得液

滴将通常在其中具有至多一个颗粒。在一些情况下，在递送到液滴中时，可以例如通过裂

解、通过降解颗粒等从颗粒中去除寡核苷酸标签。然而，应当理解，在其它实施方案中，液滴

可以含有2、3个或任何其它数目的颗粒，其可具有相同或不同的寡核苷酸标签。

[0102] 寡核苷酸标签可以是任何合适的长度或包含任何合适数量的核苷酸。寡核苷酸标

签可以包含DNA、RNA和/或其它核酸如PNA，和/或这些和/或其它核酸的组合。在一些情况

下，寡核苷酸标签是单链的，尽管在其它情况下它可以是双链的。例如，寡核苷酸标签可以

具有至少约10nt，至少约30nt，至少约50nt，至少约100nt，至少约300nt，至少约500nt，至少

约1000nt，至少约3000nt，至少约5000nt，至少约10000nt等的长度。在一些情况下，寡核苷

酸标签可以具有不超过约10,000nt，不超过约5000nt，不超过约5000nt，不超过约3000nt，

不超过约1000nt，不超过约500nt，不超过约300nt，不超过约100nt，不超过约50nt等的长

度。任何这些的组合也是可能，例如，寡核苷酸标签可以在约10nt至约100nt之间。寡核苷酸

标签的长度不是关键的，并且在各种实施方案中可以使用多种长度。
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[0103] 寡核苷酸标签可以含有多种序列。例如，寡核苷酸标签可以含有一个或多个引物

序列、一个或多个独特的或“条形码”序列、一个或多个启动子序列、一个或多个间隔序列

等。在一些实施方案中，寡核苷酸标签还可以包含一个或多个可切割的间隔物，例如可光切

割的接头。寡核苷酸标签可以化学地(例如，通过接头)或物理地(例如，不一定需要接头)连

接至颗粒，例如，以使得可以通过切割从颗粒中去除寡核苷酸标签。其它实例包括可用于增

加寡核苷酸标签(例如，使用特定序列或无义序列)的体积，用于促进处理(例如，标签可包

括多聚A尾)，用于增加结合的选择性(例如，如下所述)，用于促进通过酶(例如，合适的连接

酶)的识别，用于促进鉴定等的部分。这些和/或其它序列的实例在本文中进一步详细描述。

[0104] 作为实例，在一些实施方案中，寡核苷酸标签可以包含“条形码”或独特的序列。可

以选择序列，以使得一些或大多数寡核苷酸标签(例如，存在于颗粒上和/或液滴中的)具有

独特的序列(或独特的序列组合)，但是其它寡核苷酸标签(例如，其它颗粒或液滴上的)不

具有独特的序列或序列组合。因此，例如，所述序列可以用于独特地鉴定或区分液滴或来自

液滴的所包含的核酸(例如，来自裂解的细胞)与其它液滴或来自其它液滴的其它核酸(例

如，从其它细胞释放的)。

[0105] 序列可以是任何合适的长度。条形码序列的长度不是关键的，并且可以是足以将

条形码序列与其它条形码序列区分开的任何长度。一个、两个或更多个“条形码”序列可以

存在于寡核苷酸标签中。条形码序列可以具有5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24或25nt的长度。在一些情况下也可存在多于25个核苷酸。

[0106] 在一些情况下，独特的或条形码序列可以取自潜在条形码序列的“库”。如果在寡

核苷酸标签中存在多于一个条形码序列，则条形码序列可以取自相同或不同的潜在条形码

序列库。序列库可以使用任何合适的技术(例如，随机地)选择，或者使得序列允许错误检测

和/或校正，例如通过间隔一定距离(例如，汉明距离)以使得可以检测和在一些情况下校正

条形码序列的读取中的错误。库可以具有任何数量的潜在条形码序列，例如至少100，至少

300，至少500，至少1,000，至少3,000，至少5,000，至少10,000，至少30,000，至少50,000，至

少100,000，至少300,000，至少500,000或至少1,000,000个条形码序列。

[0107] 在一些情况下，寡核苷酸标签可以含有一个或多个启动子序列，例如以允许标签

的产生，允许酶促扩增等。本领域普通技术人员将知晓引物序列，例如P5或P7。许多这样的

引物序列可商购获得。启动子的实例包括但不限于T7启动子、T3启动子或SP6启动子。

[0108] 在一些情况下，寡核苷酸标签可以含有一个或多个引物序列。通常，引物是用作核

酸合成的起始点的单链或部分双链核酸(例如，DNA)，从而允许聚合酶例如核酸聚合酶延伸

引物并复制互补链。引物可以与靶核酸互补并与靶核酸杂交。在一些实施方案中，引物是合

成引物。在一些实施方案中，引物是非天然存在的引物。引物通常具有10至50个核苷酸的长

度。例如，引物可以具有10至40、10至30、10至20、25至50、15至40、15至30、20至50、20至40或

20至30个核苷酸的长度。在一些实施方案中，引物具有18至24个核苷酸的长度。引物的实例

包括但不限于P5引物、P7引物、PE1引物、PE2引物、A19引物或本文所讨论的其它引物。

[0109] 在一些情况下，寡核苷酸标签可以含有无义或随机序列，例如以增加寡核苷酸标

签的质量或大小。随机序列可以具有任何合适的长度，并且可存在一个或多于一个。作为非

限制性实例，随机序列可以具有10至40、10至30、10至20、25至50、15至40、15至30、20至50、

20至40或20至30个核苷酸的长度。
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[0110] 在一些情况下，寡核苷酸标签可以包含能够特异性结合基因或其它实体的一个或

多个序列。例如，在一组实施方案中，寡核苷酸标签可以包含能够识别mRNA的序列，例如，含

有多聚T序列的序列(例如，在一列中具有几个T，例如4、5、6、7、8或更多个T)。

[0111] 在一组实施方案中，寡核苷酸标签可以含有一个或多个可切割的接头，例如，其可

以在施加合适的刺激后被切割。例如，可切割序列可以是可通过应用光或合适的化学物质

或酶来切割的可光切割的接头。可光切割的接头的非限制性实例可见于图20A。在一些情况

下，例如，可以制备多个颗粒(例如，在其表面上包含寡核苷酸标签)并将其添加到液滴中，

例如，以使得平均来说每个液滴含有一个颗粒或在某些情况下更少(或更多)。在加入到液

滴中之后，可以例如使用光或其它合适的切割技术从颗粒切割寡核苷酸标签，以允许寡核

苷酸标签变得存在于溶液中，即在液滴内部。以这种方式，在一些实施方案中可通过将颗粒

加载到液滴中来容易地将寡核苷酸标签加载到液滴中，然后将其切割掉以允许寡核苷酸标

签处于溶液中，例如以与核苷酸或其它物质相互作用，例如在本文中所讨论的。

[0112] 另外，在一组实施方案中，寡核苷酸标签可以包含抗体，例如，其可以特异性结合

被怀疑存在于细胞(或液滴)中的蛋白质。例如，液滴可以含有一种或多种用本文所述的寡

核苷酸标签标记的抗体。

[0113] 寡核苷酸标签可以连接至颗粒，例如，如本文所讨论的。在一些实施方案中，颗粒

可仅包含一种寡核苷酸标签，尽管寡核苷酸标签的多个拷贝可存在于颗粒上；其它颗粒可

包含可通过例如使用本文所述的条形码序列区分的不同寡核苷酸标签。

[0114] 可以使用任何合适的方法将寡核苷酸标签连接至颗粒。连接的确切方法不是关键

的，并且可以是例如化学或物理的。例如，寡核苷酸标签可以通过生物素‑链霉亲和素键、氨

基键或丙烯酸亚磷酰胺键与颗粒共价键合。参见例如图20A的丙烯酸亚磷酰胺键的实例。在

另一组实施方案中，可以将寡核苷酸掺入(例如物理地)颗粒中，其中可以通过改变颗粒来

释放寡核苷酸。因此，在一些情况下，寡核苷酸不需要具有可切割的连接。例如，在一组实施

方案中，可以在形成颗粒后将寡核苷酸掺入颗粒例如琼脂糖颗粒中。在颗粒降解(例如，通

过加热颗粒直到其开始软化、降解或液化)后，寡核苷酸可以从颗粒中释放。

[0115] 在本发明的某些方面，颗粒是微粒。颗粒可以是多种类型中的任何一种；如所讨论

的，颗粒可以用于将特定的寡核苷酸标签引入液滴中，并且可以使用寡核苷酸标签可以与

其缔合(例如，物理或化学地)的任何合适的颗粒。颗粒的确切形式不是关键的。颗粒可以是

球形或非球形的，并且可以由任何合适的材料形成。在一些情况下，使用具有基本上相同的

组成和/或基本上相同的平均直径的多个颗粒。多个或一系列颗粒的“平均直径”是每个颗

粒的平均直径的算术平均值。本领域普通技术人员将能够例如使用激光散射、显微镜检查

或其它已知技术来确定多个或一系列颗粒的平均直径(或其它特征尺寸)。在非球形颗粒中

的单个颗粒的平均直径是具有与非球形颗粒相同的体积的完美球体的直径。颗粒(和/或多

个或一系列颗粒)的平均直径可以例如小于约1mm，小于约500微米，小于约200微米，小于约

100微米，小于约75微米，小于约50微米，小于约25微米，小于约10微米或在一些情况下小于

约5微米。平均直径也可以是至少约1微米，至少约2微米，至少约3微米，至少约5微米，至少

约10微米，至少约15微米或在一些情况下是至少约20微米。

[0116] 在一组实施方案中，颗粒可以是水凝胶颗粒。水凝胶颗粒包括含有DNA的水凝胶颗

粒的实例参见例如标题为“Assay  and  other  reactions  involving  droplet”的国际专利
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申请公开号WO2008/109176(通过引用并入本文)。水凝胶的实例包括但不限于基于琼脂糖

或丙烯酰胺的凝胶，例如聚丙烯酰胺、聚‑N‑异丙基丙烯酰胺或聚N‑异丙基聚丙烯酰胺。例

如，单体的水溶液可以分散在液滴中，然后聚合，例如以形成凝胶。另一个实例是水凝胶，例

如可以通过加入钙离子而胶凝的藻酸。在一些情况下，可以例如通过与水相共流动、通过油

相共流动或通过两种不同滴剂的聚结，将凝胶引发剂(用于丙烯酰胺的过硫酸铵和TEMED或

用于藻酸盐的Ca2+)加入到液滴中，例如，如下列文件中所讨论的：由Link等人在2006年2月

23日提交的题为“Electronic  Control  of  Fluidic  Species”的美国专利申请系列号11/

360,845，其在2007年1月4日公开为美国专利申请公开号2007/000342；或由Ahn等人于2007

年1月24日提交的题为“Fluidic  Droplet  Coalescence”的美国专利申请系列号11/698,

298；其各自通过引用将全部内容并入本文。

[0117] 在另一组实施方案中，颗粒可包含一种或多种聚合物。示例性聚合物包括但不限

于聚苯乙烯(PS)，聚己内酯(PCL)，聚异戊二烯(PIP)，聚乳酸，聚乙烯，聚丙烯，聚丙烯腈，聚

酰亚胺，聚酰胺和/或这些和/或其它聚合物的混合物和/或共聚物。此外，在一些情况下，颗

粒可以是磁性的，这可以允许颗粒的磁性操纵。例如，颗粒可以包括铁或其它磁性材料。颗

粒也可以被官能化，以使得它们可以具有连接的其它分子，例如蛋白质、核酸或小分子。因

此，本发明的一些实施方案涉及定义例如核酸、蛋白质、小分子或例如本文所述的其它物质

的文库的一组颗粒。在一些实施方案中，颗粒可以是荧光的。

[0118] 在一组实施方案中，形成含有细胞或其它核酸来源和例如包含如上所述的寡核苷

酸标签的颗粒的液滴。可以选择任何合适的方法来产生液滴，并且用于形成液滴的多种不

同的技术将是本领域普通技术人员已知的。例如，通道的接合部可以用于产生液滴。该接合

部可以是例如T形接合部、Y形接合部、通道在通道内的接合部(例如，在同轴布置中，或者包

括内部通道和围绕至少一部分内部通道的外部通道)、交叉(或“X”)接合部、流动聚焦接合

部或用于产生液滴的任何其它合适的接合部。参见，例如，由Link等人于2004年4月9日提交

的题为“Formation  and  Control  of  Fluidic  Species”的国际专利申请号PCT/US2004/

010903，其于2004年10月28日公开为WO2004/091763，或由Stone等人于2003年6月30日提交

的题为“Method  and  Apparatus  for  Fluid  Dispersion”的国际专利申请号PCT/US2003/

020542，其于2004年1月8日公开为WO  2004/002627，这些专利申请通过引用整体并入本文。

在一些实施方案中，接合部可以被配置和布置成产生基本上单分散的液滴。液滴也可以在

流体装置上产生，和/或液滴可以单独产生，然后被送至装置。

[0119] 如果使用细胞，细胞可以来自任何合适的来源。例如，细胞可以是希望研究或测序

来自细胞的核酸的任何细胞等，并且可以包括一种或多于一种细胞类型。细胞可以是例如

来自特定细胞群，例如来自某一器官或组织(例如，心脏细胞，免疫细胞，肌肉细胞，癌细胞

等)，来自特定个体或物种的细胞(例如，人细胞，小鼠细胞，细菌等)，来自不同生物体的细

胞，来自天然存在的样品(例如库塘水，土壤等)的细胞等。在一些情况下，细胞可从组织解

离。

[0120] 此外，本发明的某些实施方案涉及使用其它离散的隔室，例如微孔板的微孔、载玻

片或其它表面上的个体点等。在一些情况下，每个隔室可以在不会意外地与其它隔室混合

的特定位置中。在一些情况下，隔室可以相对较小，例如，每个隔室可以具有小于约1ml，小

于约300微升，小于约100微升，小于约30微升，小于约10微升，小于约3微升，小于约1微升，
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小于约500nl，小于约300nl，小于约100nl，小于约50nl，小于约30nl或小于约10nl的体积。

[0121] 在一组实施方案中，加载液滴(或其它隔室)，以使得平均来说每个液滴在其中具

有少于1个颗粒。例如，平均加载率可以小于约1个颗粒/液滴，小于约0.9个颗粒/液滴，小于

约0.8个颗粒/液滴，小于约0.7个颗粒/液滴，小于约0.6个颗粒/液滴，小于约0.5个颗粒/液

滴，小于约0.4个颗粒/液滴，小于约0.3个颗粒/液滴，小于约0.2个颗粒/液滴，小于约0.1个

颗粒/液滴，小于约0.05个颗粒/液滴，小于约0.03个颗粒/液滴，小于约0.02个颗粒/液滴或

小于约0.01个颗粒/液滴。在一些情况下，可以选择较低的颗粒加载率以使将在其中产生具

有两个或更多个颗粒的液滴的概率最小化。因此，例如，至少约50％，至少约60％，至少约

70％，至少约80％，至少约90％，至少约95％，至少约97％，至少约98％，或至少约99％的液

滴可以不含有颗粒或仅含有一个颗粒。

[0122] 类似地，在一些实施方案中，加载液滴(或其它隔室)，以使得平均来说每个液滴在

其中具有少于1个细胞。例如，平均加载率可以小于约1个细胞/液滴，小于约0.9个细胞/液

滴，小于约0.8个细胞/液滴，小于约0.7个细胞/液滴，小于约0.6个细胞/液滴，小于约0.5个

细胞/液滴，小于约0.4个细胞/液滴，小于约0.3个细胞/液滴，小于约0.2个细胞/液滴，小于

约0.1个细胞/液滴，小于约0.05个细胞，小于约0.03个细胞/液滴，小于约0.02个细胞/液滴

或小于约0.01个细胞/液滴。在一些情况下，可以选择较低的细胞加载率以使将在其中产生

具有两个或更多个细胞的液滴的概率最小化。因此，例如，至少约50％，至少约60％，至少约

70％，至少约80％，至少约90％，至少约95％，至少约97％，至少约98％，或至少约99％的液

滴可以不含细胞或仅含有一个细胞。此外，应当注意，颗粒的平均加载率和液滴内的细胞的

平均加载率可以相同或不同。

[0123] 在一些情况下，可以产生相对大量的液滴，例如至少约10，至少约30，至少约50，至

少约100，至少约300，至少约500，至少约1,000，至少约3,000，至少约5,000，至少约10,000，

至少约30,000，至少约50,000，至少约100,000个液滴等。在一些情况下，如前所述，一些或

全部液滴可以例如基于存在于至少一些液滴中的寡核苷酸标签(例如，其可以包含一个或

多个独特的序列或条形码)而是可区分的。在一些情况下，至少约50％，至少约60％，至少约

70％，至少约80％，至少约90％，至少约95％，至少约97％，至少约98％，或至少约99％的液

滴是可区分的。

[0124] 根据本发明的某些方面，在将颗粒和细胞加载到液滴中之后，寡核苷酸标签可以

从颗粒释放或切割。如上所述，可以使用任何合适的技术(例如光(例如，如果寡核苷酸标签

包括可光切割的接头)、化学品或酶等)从液滴中释放寡核苷酸标签。如果使用化学品或酶，

可以在形成液滴后将化学品或酶引入液滴中，例如通过皮下注射或其它方法例如题为

“Fluid  Injection”的国际专利申请公开号WO  2010/151776(通过引用并入本文)中讨论的

那些，通过液滴与含有化学品或酶的液滴的融合，或通过本领域普通技术人员已知的其它

技术。

[0125] 如所讨论的，在某些方面，液滴可以含有核酸。核酸可以来自细胞或来自其它合适

的来源。在一组实施方案中，如果存在细胞，则细胞可以在液滴内裂解，例如以从细胞释放

DNA和/或RNA，和/或在液滴内产生细胞裂解物。例如，可以通过暴露于裂解化学物质或细胞

裂解试剂(例如，表面活性剂例如Triton‑X或SDS，酶例如溶菌酶，溶葡萄球菌酶，麦芽糖酶，

纤维素酶，变溶菌素，聚糖酶，蛋白酶，甘露聚糖酶，蛋白酶K等)或物理条件(例如，超声，紫
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外光，机械搅拌等)来裂解细胞。如果使用裂解化学品，则可以在形成液滴后将裂解化学品

引入液滴中，例如通过皮下注射或其它方法例如于2011年12月21日提交的题为“Fluid 

Injection”的美国专利申请系列号13/379,782(于2012年5月31日公开为美国专利申请公

开号2012/0132288，其全文通过引用并入本文)，通过将液滴与包含化学品或酶的液滴融

合，或通过本领域普通技术人员已知的其它技术。细胞的裂解可以在寡核苷酸标签从颗粒

释放之前、期间或之后发生。在一些情况下，裂解细胞将导致细胞释放其内容物，例如细胞

核酸、蛋白质、酶、糖等。在一些实施方案中，一些细胞核酸也可以连接至包含在液滴内的一

个或多个寡核苷酸标签(例如，如本文所讨论的)。例如，在一组实施方案中，通常在细胞内

产生的RNA转录物可以被释放，然后与核酸标签连接。

[0126] 在一些实施方案中，一旦释放，来自细胞的释放的核酸(例如，DNA和/或RNA)可以

例如通过引物延伸、通过连接等键合(例如共价地)到寡核苷酸标签。可以使用多种不同技

术中的任一种，并且本领域普通技术人员将意识到许多这样的技术。所使用的精确连接技

术不一定是关键的，并且可以在实施方案之间变化。

[0127] 例如，在某些实施方案中，可以使用连接酶将核酸与寡核苷酸标签连接。连接酶的

非限制性实例包括DNA连接酶，例如DNA连接酶I，DNA连接酶II，DNA连接酶III，DNA连接酶

IV，T4  DNA连接酶，T7  DNA连接酶，T3  DNA连接酶，大肠杆菌DNA连接酶，Taq  DNA连接酶，等。

许多这样的连接酶可以商购获得。作为另外的实例，在一些实施方案中，可以使用退火或引

物延伸法将两个或更多个核酸连接在一起。

[0128] 在另一组实施方案中，核酸可以与寡核苷酸标签连接和/或使用PCR(聚合酶链式

反应)或其它合适的扩增技术(包括本文所述的那些)扩增。通常，在PCR反应中，加热核酸以

引起核酸解离成单链，并且使用热稳定性DNA聚合酶(例如Taq聚合酶)来扩增核酸。该过程

通常重复多次以扩增核酸。

[0129] 在一组实施方案中，可以在液滴内进行PCR或核酸扩增。例如，液滴可以含有聚合

酶(例如Taq聚合酶)和DNA核苷酸，并且可以处理液滴(例如，通过重复加热和冷却)以扩增

液滴内的核酸。聚合酶和核苷酸可以在任何合适的点加入，例如在将编码各种条件的各种

核酸加入到液滴之前、期间或之后。例如，液滴可以含有聚合酶和DNA核苷酸，其与液滴融合

以允许发生扩增。本领域普通技术人员将知道合适的PCR技术和变型，例如组装PCR或聚合

酶循环组件，其可以在一些实施方案中用于产生扩增的核酸。这种程序的非限制性实例也

在下面讨论。此外，在一些情况下，合适的引物可用于引发聚合，引物为例如P5和P7、或本领

域普通技术人员已知的其它引物。在一些实施方案中，可以将引物加入到液滴中，或者引物

可以存在于液滴内的一个或多个核酸上。本领域普通技术人员将知道合适的引物，其中许

多可容易地商购获得。

[0130] 在一些情况下，液滴可以被破裂、破坏或以其它方式破碎。本领域普通技术人员可

获得用于“破坏”或“破裂”液滴的各种各样的方法，并且所选择的确切方法不是关键的。例

如，可以使用诸如机械破碎或超声波的技术破碎携带流体中包含的液滴。液滴也可以使用

化学试剂或表面活性剂例如1H,1H,2H,2H‑全氟辛醇来破碎。

[0131] 然后可将来自不同液滴的核酸(标记有寡核苷酸标签)合并或组合在一起或分析

(例如测序，扩增等)。然而，来自不同液滴的核酸可由于在破碎之前存在于每个液滴中的不

同的寡核苷酸标签(例如包含不同的条形码)的存在而保持可区分。
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[0132] 例如，可以使用PCR(聚合酶链式反应)或其它扩增技术扩增核酸。通常，在PCR反应

中，加热核酸以引起核酸解离成单链，并且使用热稳定性DNA聚合酶(例如Taq聚合酶)来扩

增核酸。该过程通常重复多次以扩增核酸。

[0133] 在一组实施方案中，PCR可用于扩增核酸。本领域普通技术人员将知道合适的PCR

技术和变型，例如组装PCR或聚合酶循环组件，其可以在一些实施方案中用于产生扩增的核

酸。这种程序的非限制性实例也在下面讨论。此外，在一些情况下，合适的引物可用于引发

聚合，引物为例如P5和P7、或本领域普通技术人员已知的其它引物。本领域普通技术人员将

知道合适的引物，其中许多可容易地商购获得。

[0134] 可以使用的本领域普通技术人员已知的扩增方法的其它非限制性实例包括但不

限于逆转录酶(RT)PCR扩增，体外转录扩增(IVT)，多重置换扩增(MDA)或定量实时PCR

(qPCR)。

[0135] 在一些实施方案中，可以使用多种技术和仪器对核酸进行测序，其中许多是可容

易商购获得的。这些技术的实例包括但不限于链终止测序，通过杂交测序，Maxam‑Gilbert

测序，染料‑终止子测序，链终止法，大规模平行签名测序(Lynx  Therapeutics)，polony测

序，焦磷酸测序，连接测序，离子半导体测序，DNA纳米球测序，单分子实时测序，纳米孔测

序，微流Sanger测序，数字RNA测序(“数字RNA‑seq”)等。所选择的确切测序方法不是关键

的。

[0136] 另外，在一些情况下，液滴还可以含有一种或多种DNA标记的抗体，例如，以例如通

过用DNA适当标记来确定细胞中的蛋白质。因此，例如，可以使用对蛋白质特异的DNA标记的

抗体在本文所讨论的多个细胞中检测蛋白质。

[0137] 关于用于在微流体系统中操纵液滴的系统和方法的其它细节遵循例如用于测定

液滴(或液滴内的物质)、分选液滴等。例如，用于筛选和/或分选液滴的各种系统和方法描

述于由Link等人在2006年2月23日提交的题为“Electronic  Control  of  Fluidic 

Species”的美国专利申请系列号11/360,845，其在2007年1月4日公开为美国专利申请公开

号2007/000342，其通过引用将全部内容并入本文。作为非限制性实例，通过施加(或移除)

第一电场(或其一部分)，液滴可被引导到第一区域或通道；通过将第二电场施加(或移除)

到装置(或其一部分)，可将液滴引导到第二区域或通道；通过将第三电场施加到装置(或其

一部分)，液滴可以被引导到第三区域或通道；等等，其中电场可以以某种方式不同，例如在

强度、方向、频率、持续时间等方面不同。

[0138] 在本发明的某些实施方案中，提供传感器，其可以以允许确定流体液滴的一个或

多个特性的方式感测和/或确定流体液滴的一个或多个特性，和/或包含流体液滴的流体系

统的一部分(例如，围绕流体液滴的液体)的特性。本领域普通技术人员可以鉴定可相对于

液滴确定并且可用于本发明的特性。这种特征的非限制性实例包括荧光、光谱学(例如光

学，红外，紫外等)、放射性、质量、体积、密度、温度、粘度、pH、物质诸如生物物质(例如，蛋白

质，核酸等)的浓度等等。

[0139] 在一些情况下，传感器可以连接至处理器，处理器进而导致对流体液滴执行操作，

例如通过对液滴进行分选、从液滴添加或去除电荷、使液滴与另一液滴融合、分割液滴、引

起液滴内发生混合等，例如，如前所述的。例如，响应于流体液滴的传感器测量，处理器可以

使流体液滴分割、与第二流体液滴合并等。
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[0140] 一个或多个传感器和/或处理器可以被定位成与流体液滴感测连通。如本文所使

用的“感测连通”意味着传感器可以定位在任何地方，以使得可以以某种方式感测和/或确

定流体系统内(例如，通道内)的流体液滴和/或包含流体液滴的流体系统的一部分。例如，

传感器可以与流体液滴和/或包含流体液滴的流体系统的一部分流体地、光学地或视觉地、

热地、气动地、电子地等感测连通。传感器可以定位在流体系统附近，例如嵌入在通道的壁

内或一体地连接至通道的壁，或者与流体系统分开定位，但是与流体系统进行物理、电和/

或光通信，以便能够感测和/或确定流体液滴和/或包含流体液滴的流体系统的一部分(例

如，通道或微通道，包含流体液滴的液体等)。例如，传感器可以没有与包含液滴的通道的任

何物理连接，但是可以定位成检测从液滴或流体系统产生的电磁辐射，例如红外线、紫外线

或可见光。电磁辐射可以由液滴产生，和/或可以从流体系统的其它部分(或者流体系统的

外部)产生，并且以例如通过吸收、反射、衍射、折射、荧光、磷光、极性变化、相变、相对于时

间的变化等指示流体液滴的一个或多个特性的方式与流体液滴和/或包含流体液滴的流体

系统的一部分相互作用。作为示例，激光可以指向流体液滴和/或围绕流体液滴的液体，并

且可以确定流体液滴和/或周围的液体的荧光。如本文所使用的“感测连通”还可以是直接

或间接的。作为示例，来自流体液滴的光可以被引导到传感器，或者在被引导到传感器之前

首先被引导通过光纤系统、波导等。

[0141] 可用于本发明的传感器的非限制性实例包括基于光学或电磁学的系统。例如，传

感器可以是荧光传感器(例如，由激光激发)、显微镜系统(其可以包括相机或其它记录装

置)等。作为另一示例，传感器可以是电子传感器，例如能够测定电场或其它电特性的传感

器。例如，传感器可以检测流体液滴和/或包含流体液滴的流体系统的一部分的电容、电感

等。

[0142] 如本文所使用的，“处理器”或“微处理器”是能够从一个或多个传感器接收信号、

存储信号和/或引导一个或多个响应(例如，如上所述)(例如，通过使用数学公式或电子或

计算电路)的任何组件或设备。该信号可以是指示由传感器确定的环境因素的任何合适的

信号，例如气动信号，电子信号，光信号，机械信号等。

[0143] 在一组实施方案中，可以通过在液滴上产生电荷和/或电偶极子，并且使用施加的

电场操纵液滴来引导流体液滴，施加的电场可以是AC场、DC场等。作为示例，可以根据需要

选择性地施加和移除电场(或者可以施加不同的电场，例如，反向电场)以将流体液滴引导

到特定区域。在一些实施方案中，可以根据需要选择性地施加和移除电场，而不实质上改变

包含流体液滴的液体的流动。例如，液体可以在基本上稳态的基础上(即，包含流体液滴的

液体的平均流速偏离稳态流动或者液体流动相对于时间的预期值的小于20％或小于15％，

并且在一些情况下，平均流速可以偏离小于10％或小于5％)或在其它预定的基础上流动通

过本发明的流体系统(例如，通过通道或微通道)，并且包含在液体内的流体液滴可以例如

使用电场被引导到各个区域，而基本上不改变通过流体系统的液体的流动。

[0144] 在一些实施方案中，可以通过改变包含液滴的液体的流动在本发明的流体系统内

对流体液滴进行筛选或分选。例如，在一组实施方案中，可以通过将围绕流体液滴的液体引

导到第一通道、第二通道等中来引导或分选流体液滴

[0145] 在另一组实施方案中，可以控制流体系统内例如不同通道内或通道的不同部分内

的压力，以引导流体液滴的流动。例如，液滴可以被引导朝向包括用于进一步的流动方向
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(例如，被引导朝向限定任选的下游流动通道的通道中的分支或分叉)的多个选件的通道接

合部。可控制一个或多个任选的下游流动通道内的压力以将液滴选择性地引导到通道中的

一个中，并且可以在连续的液滴到达接合部所需的时间量级上实现压力变化，以使得可以

独立控制每个连续液滴的下游流动路径。在一种布置中，液体储存器的膨胀和/或收缩可以

用于将流体液滴引导或分选到通道中，例如通过引起包含流体液滴的液体的定向运动。液

体储存器可以定位成使得当被激活时，由激活的储存器引起的液体的运动导致液体沿优选

方向流动，从而在该优选方向上携带流体液滴。例如，液体储存器的膨胀可以引起朝向储存

器的液体流动，而液体储存器的收缩可以引起液体远离储存器流动。在一些情况下，液体储

存器的膨胀和/或收缩可以与其它流动控制装置和方法(例如，如本文所述的)组合。能够引

起液体储存器的膨胀和/或收缩的装置的非限制性实例包括活塞和压电部件。在一些情况

下，压电部件可能是特别有用的，因为它们具有相对快速的响应时间，例如响应于电信号。

在一些实施方案中，流体液滴可以被分选到多于两个通道中。

[0146] 如上所述，某些实施方案总体上涉及用于分选液体中的流体液滴的系统和方法。

例如，可以以某种方式(例如，如本文进一步描述的)感测和/或确定液滴的性质，然后可以

将液滴引导朝向装置的特定区域，例如微流体通道，例如，用于分选目的。在一些情况下，使

用本发明的某些系统和方法可以实现高分选速度。例如，在一些情况下，可以确定和/或分

选至少约10个液滴/秒，并且在其它情况下，可以确定和/或分选至少约20个液滴/秒，至少

约30个液滴/秒，至少约100个液滴/秒，至少约200个液滴/秒，至少约300个液滴/秒，至少约

500个液滴/秒，至少约750个液滴/秒，至少约1,000个液滴/秒，至少约1,500个液滴/秒，至

少约2,000个液滴/秒，至少约3,000个液滴/秒，至少约5,000个液滴/秒，至少约7,500个液

滴/秒，至少约10,000个液滴/秒，至少约15,000个液滴/秒，至少约20,000个液滴/秒，至少

约30,000个液滴/秒，至少约50,000个液滴/秒，至少约75,000个液滴/秒，至少约100,000个

液滴/秒，至少约150,000个液滴/秒，至少约200,000个液滴/秒，至少约300,000个液滴/秒，

至少约500,000个液滴/秒，至少约750,000个液滴/秒，至少约1,000,000个液滴/秒，至少约

1,500,000个液滴/秒，至少约2,000,000或更多个液滴/秒，或至少约3,000,000或更多个液

滴/秒。

[0147] 在一些方面，可以使用相对小的液滴的群体。在某些实施方案中，作为非限制性实

例，液滴的平均直径可以小于约1mm，小于约500微米，小于约300微米，小于约200微米，小于

约100微米，小于约75微米，小于约50微米，小于约30微米，小于约25微米，小于约20微米，小

于约15微米，小于约10微米，小于约5微米，小于约3微米微米，小于约2微米，小于约1微米，

小于约500nm，小于约300nm，小于约100nm或小于约50nm。在某些情况下，液滴的平均直径也

可以为至少约30nm，至少约50nm，至少约100nm，至少约300nm，至少约500nm，至少约1微米，

至少约2微米，至少约3微米，至少约5微米，至少约10微米，至少约15微米或至少约20微米。

液滴群体的“平均直径”是液滴直径的算术平均值。

[0148] 在一些实施方案中，取决于具体应用，液滴可以具有基本上相同的形状和/或尺寸

(即，“单分散”)或具有不同的形状和/或尺寸。在一些情况下，液滴可以具有横截面直径的

均匀分布，即液滴可以具有这样的直径分布，以使得不超过约5％，不超过约2％或不超过约

1％的液滴具有小于约90％(或小于约95％，或小于约99％)和/或大于约110％(或大于约

105％，或大于约101％)的多个液滴的总平均直径的直径。用于产生液滴的横截面直径的均
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匀分布的一些技术公开于由Link等人于2004年4月9日提交的题为“Formation  and 

Control  of  Fluidic  Species”的国际专利申请号PCT/US2004/010903，其于2004年10月28

日公开为WO  2004/091763，其通过引用并入本文。

[0149] 本领域普通技术人员将能够例如使用激光散射或其它已知技术确定液滴群体的

平均直径。如此形成的液滴可以是球形的，或在某些情况下是非球形的。在非球形液滴中的

液滴的直径可以被认为是具有与非球形液滴相同的体积的完美数学球体的直径。

[0150] 在一些实施方案中，可以通过在被液体包围的流体上产生电荷来在通道内产生一

个或多个液滴，这可以使流体分离在液体内的个体液滴中。在一些实施方案中，可以向流体

施加电场以使液滴形成发生。流体可以作为在液体内的一系列单独的带电和/或电诱导的

液滴存在。可以使用任何合适的技术在液体内的流体中产生电荷，例如通过将流体置于电

场(可以是AC、DC等)内，和/或通过引起使流体具有电荷的反应发生。

[0151] 在一些实施方案中，电场从电场发生器(即，能够产生可施加到流体的电场的装置

或系统)产生。电场发生器可以产生AC场(即，相对于时间周期性变化的场，例如正弦波、锯

齿波、方波等)、DC场(即，相对于时间恒定的场)、脉冲场等。用于产生合适的电场(其可以是

AC、DC等)的技术是本领域普通技术人员已知的。例如，在一个实施方案中，通过在一对电极

上施加电压来产生电场，所述电极可以位于通道附近，以使得电场的至少一部分与通道相

互作用。电极可以由本领域普通技术人员已知的任何合适的电极材料形成，所述材料包括

但不限于银、金、铜、碳、铂、铜、钨、锡、镉、镍、铟锡氧化物(“ITO”)等，及其组合。

[0152] 在另一组实施方案中，可以通过以能够引起流体形成个体液滴的方式改变通道尺

寸来从由通道内的液体包围的流体产生流体液滴。通道可以例如是相对于流动方向变宽的

通道，例如，以使得流体不粘附到通道壁而是形成个体液滴，或者相对于流动方向变窄的通

道，例如，以使得流体被迫聚结成个体液滴。在一些情况下，通道尺寸可以以导致个体液滴

的形成发生的方式相对于时间改变(例如，机械地或机电地，气动地等)。例如，通道可以机

械地收缩(“挤压”)以引起液滴形成，或者流体流可以被机械地破坏(例如通过使用移动挡

板、旋转叶片等)以引起液滴形成。产生液滴的其它技术包括例如流体的混合或涡旋。

[0153] 某些实施方案总体上涉及用于将液滴分割成两个或更多个液滴的系统和方法。例

如，可以使用施加的电场来分割液滴。液滴可以具有比周围液体更大的电导率，并且在一些

情况下，液滴可以是中性电荷的。在某些实施方案中，在施加的电场中，可以促使电荷从液

滴的内部迁移至待分布在其上的表面，从而可以消除液滴内部中经历的电场。在一些实施

方案中，液滴表面上的电荷也可能由于所施加的电场而经受力，这导致具有相反极性的电

荷在相反的方向上迁移。在一些情况下，电荷迁移可导致液滴被拉开成两个单独的液滴。

[0154] 本发明的一些实施方案总体上涉及用于将两个或更多个液滴融合或聚结成一个

液滴的系统和方法，例如，当两个或更多个液滴例如由于组成、表面张力、液滴尺寸、表面活

性剂的存在或不存在等而通常不能融合或聚结时。在某些情况下，相对于液滴尺寸，液滴的

表面张力还可以防止发生液滴的融合或聚结。

[0155] 作为非限制性实例，两个液滴可以被给予相反的电荷(即，正电荷和负电荷，不一

定具有相同的量级)，这可以增加两个液滴的电相互作用，以使得液滴的融合或聚结由于它

们相反的电荷而发生。例如，电场可以被施加到液滴，液滴可以通过电容器，化学反应可以

使液滴变得带电等。在一些情况下，液滴可能不能够融合，即使施加表面活性剂以降低液滴
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的表面张力。然而，如果液滴以相反的电荷(其可以是但不一定是相同的量级)带电，则液滴

可以能够融合或聚结。作为另一个实例，液滴可以不必须被给予相反的电荷(并且在一些情

况下，可以不被给予任何电荷)，并且通过使用在液滴中诱导的导致液滴聚结的偶极子而融

合。此外，允许聚结的两个或更多个液滴不一定需要满足“迎头相对的”。只要初始发生液滴

的至少一些融合，则任何接触角度都是足够的。还参见例如由Ahn等人于2007年1月24日提

交的题为“Fluidic  Droplet  Coalescence”的美国专利申请系列号11/698,298，其于2007

年8月23日公开为美国专利申请公开号2007/0195127，通过引用将其全部内容并入本文。

[0156] 在一组实施方案中，流体可以被注入到液滴中。在一些情况下，可以例如使用微针

或其它这样的装置将流体微注射到液滴中。在其它情况下，当液滴与流体通道接触时，可以

使用流体通道将流体直接注入到液滴中。流体注射的其它技术公开于例如由Weitz等人于

2010年6月25日提交的题为“Fluid  Injection”的国际专利申请号PCT/US2010/040006，其

于2010年12月29日公开为WO  2010/151776；由Weitz等人于2009年12月18日提交的题为

“Particle‑Assisted  Nucleic  Acid  Sequencing”的国际专利申请号PCT/US2009/006649，

其于2010年7月15日公开为WO  2010/080134，这些专利申请通过引用整体并入本文。

[0157] 根据本发明的某些方面，多种材料和方法可用于形成制品或组件(诸如本文所述

的那些)，例如通道诸如微流体通道、腔室等。例如，各种制品或组件可以由固体材料形成，

其中通道可以通过微加工、膜沉积工艺如旋涂和化学气相沉积、激光制造、光刻技术、蚀刻

法包括湿化学或等离子体工艺等形成。参见，例如，Scientific  American,248:44‑55,1983

(Angell等人)。

[0158] 在一组实施方案中，本文所述制品的各种结构或组件可由聚合物形成，所述聚合

物为例如弹性体聚合物，例如聚二甲基硅氧烷(“PDMS”)，聚四氟乙烯(“PTFE”或 )

等。例如，根据一个实施方案，可以通过使用PDMS或其它软光刻技术单独制造流体系统来实

现微流体通道(适合于此实施方案的软光刻技术的细节在Younan  Xia和George 

M.Whitesides的题为“Soft  Lithography”，公开于Annual  Review  of  Material  Science，

1998，第28卷，第153‑184页以及George  M .Whitesides，Emanuele  Ostuni，Shuichi 

Takayama，Xingyu  Jiang和Donald  E.Ingber的题为“Soft  Lithography  in  Biology  and 

Biochemistry”，公开于Annual  Review  of  Biomedical  Engineering，2001，第3卷，第335‑

373页的参考文献中讨论；这些参考文献中的每一个通过引用并入本文)。

[0159] 潜在合适的聚合物的其它实例包括但不限于聚对苯二甲酸乙二醇酯(PET)，聚丙

烯酸酯，聚甲基丙烯酸酯，聚碳酸酯，聚苯乙烯，聚乙烯，聚丙烯，聚氯乙烯，环烯烃共聚物

(COC)，聚四氟乙烯，氟化聚合物，硅酮诸如聚二甲基硅氧烷，聚偏二氯乙烯，双苯并环丁烯

(“BCB”)，聚酰亚胺，聚酰亚胺的氟化衍生物等。也设想了包括聚合物(包括上述的那些)的

组合、共聚物或掺合物。装置还可以由复合材料(例如，聚合物和半导体材料的复合材料)形

成。

[0160] 在一些实施方案中，制品的各种结构或部件由聚合和/或柔性和/或弹性体材料制

成，并且可以方便地由可硬化流体形成，从而便于经由模制(例如复制成型、注射成型、铸塑

成型等等)制造。可硬化流体可以基本上是可以被诱导固化或自发固化成能够容纳和/或输

送预期用于流体网络和与流体网络一起使用的流体的固体的任何流体。在一个实施方案

中，可硬化流体包括聚合物液体或液体聚合物前体(即“预聚物”)。合适的聚合物液体可包
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括例如热塑性聚合物、热固性聚合物、蜡、金属或其在高于其熔点的温度下加热的混合物或

复合物。作为另一个实例，合适的聚合物液体可以包括一种或多种聚合物在合适溶剂中的

溶液，该溶液在除去溶剂(例如通过蒸发)后形成固体聚合物材料。可以例如从熔融状态固

化或通过溶剂蒸发固化的这种聚合物材料是本领域普通技术人员公知的。对于其中一个或

两个母模模具由弹性体材料组成的实施方案，各种聚合物材料(其中许多是弹性体的)是合

适的，并且也适用于形成模具或母模模具。这种聚合物的实例的非限制性列表包括一般类

别的硅酮聚合物、环氧聚合物和丙烯酸酯聚合物的聚合物。环氧聚合物的特征在于存在通

常被称为环氧基团、1、2‑环氧化物或环氧乙烷的三元环醚基团。例如，除了基于芳族胺、三

嗪和脂环族主链的化合物之外，还可以使用双酚A的二缩水甘油醚。另一个实例包括公知的

酚醛清漆聚合物。适用于根据本发明使用的硅酮弹性体的非限制性实例包括由包括氯硅烷

如甲基氯硅烷、乙基氯硅烷、苯基氯硅烷、十二烷基三氯硅烷等的前体形成的那些。

[0161] 在某些实施方案中使用硅酮聚合物，例如，硅酮弹性体聚二甲基硅氧烷。PDMS聚合

物的非限制性实例包括由Dow  Chemical  Co.,Midland,MI以商品名Sylgard销售的那些，特

别是Sylgard  182，Sylgard  184和Sylgard  186。包括PDMS的硅酮聚合物具有几种使本发明

的各种结构的制造简化的有益性质。例如，这种材料便宜、容易获得，并且可以通过用热硬

化而从预聚物液体固化。例如，PDMS通常通过将预聚物液体暴露于约例如约65℃至约75℃

的温度进行例如约1小时的暴露时间而硬化。此外，硅酮聚合物例如PDMS可以是弹性体的，

因此可用于形成具有相对高的纵横比的非常小的特征，这在本发明的某些实施方案中是必

需的。在这方面，柔性(例如，弹性体)模具或母模可以是有利的。

[0162] 由硅酮聚合物(例如PDMS)形成结构诸如微流体结构或通道的一个优点是这些聚

合物被氧化的能力，例如通过暴露于含氧等离子体如空气等离子体，以使得氧化结构在其

表面含有能够与其它氧化的硅酮聚合物表面或与各种其它聚合和非聚合材料的氧化表面

交联的化学基团。因此，可以制造结构，然后氧化并且基本上不可逆地密封至其它硅酮聚合

物表面，或者密封至与氧化的硅酮聚合物表面反应的其它基底的表面，而不需要单独的粘

合剂或其它密包封置。在大多数情况下，可以简单地通过使氧化的硅酮表面与另一表面接

触来完成密封，而不需要施加辅助压力以形成密封。也就是说，预氧化的硅酮表面用作针对

合适的配合表面的接触粘合剂。具体地，除了不可逆地密封自身之外，氧化的硅酮例如氧化

的PDMS还可以不可逆地密封至除了自身之外的一系列氧化材料，包括例如玻璃、硅、氧化

硅、石英、氮化硅、聚乙烯、聚苯乙烯、玻璃碳和环氧聚合物，它们以与PDMS表面类似的方式

氧化(例如，通过暴露于含氧等离子体)。在本发明的上下文中有用的氧化和密封方法以及

整体模制技术描述于本领域中，例如描述于题为“Rapid  Prototyping  of  Microfluidic 

Systems  and  Polydimethylsiloxane”Anal.Chem.,70:474‑480,1998(Duffy等人)的文章

中，其通过引用并入本文。

[0163] 因此，在某些实施方案中，制品的设计和/或制造可以相对简单，例如通过使用相

对公知的软光刻和其它技术诸如本文所述的那些。另外，在一些实施方案中，制品的快速

和/或定制设计(例如，在几何形状方面)是可能的。在一组实施方案中，制品可以被制成是

一次性的，例如在制品与放射性、毒性、有毒、反应性、生物危害性等的物质一起使用的实施

方案中，和/或当物质的性质(例如，毒理学性质、放射性性质等)是未知的时。从氧化的硅酮

聚合物形成通道或其它结构(或内部、流体接触表面)的另一个优点是这些表面比典型的弹
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性体聚合物的表面亲水得多(当需要亲水的内表面时)。因此，与由典型的未氧化的弹性体

聚合物或其它疏水性材料构成的结构相比，这种亲水性通道表面可以更容易地用水溶液填

充和润湿。

[0164] 为了所有目的，以下文献通过引用整体并入本文：Weitz等人的题为“Methods  and 

Systems  for  Droplet  Tagging  and  Amplification”的美国专利申请系列号61/980,541；

Bernstein等人的题为“Systems  and  Methods  for  Droplet  Tagging”的美国专利申请系

列号61/981,123；Link等人的题为“Formation  and  Control  of  Fluidic  Species”的国际

专利申请公开号WO  2004/091763；Stone等人的题为“Method  and  Apparatus  for  Fluid 

Dispersion”的国际专利申请公开号WO  2004/002627；Weitz等人的题为“Method  and 

Apparatus  for  Forming  Multiple  Emulsions”的国际专利申请公开号WO  2006/096571；

Link等人的题为“Electronic  Control  of  Fluidic  Species”的国际专利申请公开号WO 

2005/021151；Weitz等人的题为“Droplet  Creation  Techniques”的国际专利申请公开号

WO  2011/056546；Weitz等人的题为“Creation  of  Libraries  of  Droplets  and  Related 

Species”的国际专利申请公开号WO  2010/033200；Weitz等人的题为“Fluid  Injection”的

美国专利申请公开号2012‑0132288；Agresti等人的题为“Assay  And  Other  Reactions 

Involving  Droplets”国际专利申请公开号WO  2008/109176；和Weitz等人的题为“Fluid 

Injection”的国际专利申请公开号WO  2010/151776。

[0165] 还通过引用并入本文的是于2014年4月21日提交的美国临时专利申请系列号61/

982,001；于2014年10月17日提交的美国临时专利申请系列号62/065,348；于2014年10月20

日提交的美国临时专利申请系列号62/066,188；和于2014年10月30日提交的美国临时专利

申请系列号62/072,944。

[0166] 此外，以下通过引用将其全部内容并入本文：于2014年4月17日提交的美国专利申

请系列号61/981,123；于2015年4月17日提交的题为“Systems  and  Methods  for  Droplet 

Tagging”的PCT申请；于2014年4月17日提交的美国专利申请系列号61/981,108；于2015年4

月17日提交的题为“Methods  and  Systems  for  Droplet  Tagging  and  Amplification”的

PCT申请；于2015年4月17日提交的题为“Immobilization‑Based  Systems  and  Methods 

for  Genetic  Analysis  and  Other  Applications”的美国专利申请；于2015年4月17日提

交的题为“Barcoding  Systems  and  Methods  for  Gene  Sequencing  and  Other 

Applications”的美国专利申请；和于2014年10月30日提交的美国专利申请系列号62/072,

944。

[0167] 以下实例旨在举例说明本发明的某些实施方案，但不例示本发明的全部范围。

[0168] 实施例1

[0169] 本实施例使用水凝胶或聚合物微球，其各自携带浓度为1‑100微摩尔的DNA片段

(引物)。这些引物可以通过化学品或光从微球切割，其中每个DNA片段编码(a)从至少10,

000个条形码(但通常超过100,000个条形码)的库中随机选择的条形码序列，其中在每个微

球上的所有核酸片段发现相同的条形码；和(b)用于DNA或RNA的杂交和捕获的一个或多个

引物序列；(c)任选地，另外的DNA序列，例如用于条形码化每个分子的随机核苷酸序列，或

用于扩增或捕获条形码产物的序列。这些微球的合成在下面更详细地描述。

[0170] 在用于液滴生产的本实施例中，使用通过软光刻制备的微流体装置。其示意图如

说　明　书 22/51 页

26

CN 107075543 B

26



图2所示，但例如还可以使用其它工具例如毛细管或管道执行乳化。还可以使用其它微流体

构造。通过使用该微流体装置，产生～4nL体积的液滴(图3和4)，但是可以基于酶促条形码

化反应的要求容易地调整液滴的尺寸。

[0171] 在本实施例中使用的微流体装置具有用于液滴载体油的一个入口和用于液滴水

相的组分的附加入口(图14)。对于载体油，使用含有～0.75％(v/v)表面活性剂(含有两个

全氟聚醚嵌段(PFPE)和一个聚乙二醇(PEG)嵌段的PFPE‑PEG‑PFPE三嵌段共聚物)的氟化油

(例如HFE‑7500)。表面活性剂用于防止液滴聚结，并且可以例如基于其物理化学性质来调

节量。用于乳化的载体油不限于氟化液体，并且可以成功地使用替代流体例如基于烃(例如

矿物油，己烷等)、硅油和其它类型的油。在本实施例中使用的三个入口递送以下组分：(1)

解离的细胞的悬浮液；(2)细胞裂解试剂；(3)携带条形码化的引物的水凝胶或聚合物微球

的悬浮液；和(4)用于酶促产生与捕获的DNA或RNA互补的条形码化DNA的反应混合物。在一

些情况下可以预组合这些组分中的一些，例如(2)和(4)。

[0172] 在本实施例中根据以下考虑制备细胞悬浮液。如果细胞是贴壁的或来自组织，可

首先将细胞解离并任选过滤或离心以除去两个或更多个细胞的团块。调节细胞悬浮液缓冲

液(通常为PBS)的质量密度，以使注射过程中的细胞沉淀最小化，例如通过加入～16％(v/

v)的Optiprep。可以调节细胞数密度(每单位体积的细胞)以使两个或更多个细胞在同一液

滴中被捕获的发生率最小化。正确数量密度的精确计算例如取决于因素诸如可以耐受的多

细胞事件的量以及取决于液滴体积和由细胞悬浮液贡献的相对液滴体积。例如，对于具有

由细胞悬浮液贡献的50％液滴体积的4nL液滴，可以使用50个细胞/微升的数量密度以导致

0.1个细胞/液滴的平均占据率，从而导致约5％的具有多于一个细胞的含细胞的液滴。如果

需要，可以将小的磁力搅拌棒引入细胞注射器中，以允许细胞悬浮液的连续或临时组合。在

注入微流体装置期间，可使用冰袋或其它合适的冷却技术将细胞保持冷却。

[0173] 在本实施例中制备酶反应混合物和/或裂解试剂，以使得其在与细胞悬浮液和与

微球混合后的最终浓度适合于细胞裂解和进行酶促反应(例如逆转录反应)。

[0174] 如果使用水凝胶微球，这些球体可以被装填(浓缩)以使得其至液滴中的递送变得

有序和同步，从而确保大多数液滴精确地容纳一个微球。当使用刚性聚合物微球时，这些可

以通过例如使用流动而是有序的。在一些情况下，目的是确保具有单个微球的液滴的数量

相对高，并且具有0或2个微球的液滴的数量是稀少的或甚至可忽略的。

[0175] 为了进一步增加细胞和微球的共包封事件，例如，每个液滴一个细胞和一个DNA条

形码化的微球，可以在包封之前对细胞进行排序。

[0176] 作为一个非限制性实施例，将水相以100微升/小时、100微升/小时和10‑15微升/

小时的流速递送到装置中，分别用于细胞悬浮液、裂解/反应混合物和浓缩的水凝胶微球悬

浮液。例如，可以将细胞悬浮液的数量密度调节至50,000/mL，以使得在乳化的1小时内捕获

5,000个细胞用于条形码化。然而，根据具体应用，可以在1和10,000微升/小时之间独立地

调节所有相的流速。

[0177] 在包封步骤之后(或期间)，可以裂解细胞，并且使用例如光、化学、酶促或其它技

术将附着于微球表面的DNA片段释放在液滴内。

[0178] 释放的DNA片段可以用作用于细胞编码核酸扩增的引物。例如，可以使用逆转录将

来自细胞的mRNA转化为cDNA，或者在另一个实例中，可以使用DNA聚合酶合成编码细胞蛋白
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的基因。

[0179] 为了将合成的核酸(DNA或RNA)释放到混合物中，在一些情况下可以例如通过化学

或物理技术破坏液滴。可以收集释放的DNA，并且如果需要，可以扩增或进一步加工。例如，

可以通过首先在液滴破坏之前将一部分液滴乳液转移到新的反应管中来调节待分析的细

胞的数量(图5)。例如，在收集含有5,000个细胞的200微升液滴乳液之后，可以首先将乳液

分成五个40微升的管，每个管含有约1,000个细胞。如果需要，可以单独处理这些样品。另

外，在其它实施方案中可以执行其它调整。

[0180] 可以通过DNA测序或其它技术确定核酸的碱基组成，包括条形码和捕获的序列(图

6)。

[0181] 诊断测试可以例如使用定量实时PCR(qPCR)进行，以将捕获的在液滴中条形码化

的DNA或RNA的丰度与当在受控条件下(例如在合并的批量反应中的液滴的外部)进行酶促

反应时或使用来自相同数量的细胞的纯化的DNA或RNA获得的丰度进行比较。qPCR使用两种

引物，一种与由微球递送的条形码化DNA片段的末端杂交；另一种与待捕获的靶DNA或RNA序

列杂交。

[0182] 作为非限制性实例，上述可用于分析基因组、单核苷酸多态性、特异性基因表达水

平、非编码RNA、全转录组、全基因或其部分等。

[0183] 图2示出了根据本发明的实施方案的一个实例的微流体装置的示意图和操作。其

它微流体装置设计也是可能的，例如，如本文所讨论的。图2A示出了指示系统的操作的示意

图。使用微流体装置将细胞、条形码化的微球(条形码化的珠粒)和试剂包封在液滴中。图2B

示出了具有三个入口和一个出口的装置。入口用于引入i)细胞，ii)DNA条形码化的微球，

iii)生物和/或化学试剂和iv)载体油。凝胶、细胞和试剂可以通过三个入口I、II、III中的

任一个引入装置中。在流动聚焦接合处发生包封，然后在出口处收集包封的样品。可以调节

每个入口的流速以便获得细胞和DNA条形码化的微球共包封的最佳条件。图3显示了共包封

在一起的细胞和DNA条形码化的微球的数字图像。上箭头表示细胞，下箭头表示微球。指示

了从第一帧开始的时间。图4示出了显示微球和细胞共包封的装置出口的实例。图5显示根

据本发明的一个实施方案产生的条形码化样品的数量相对乳液体积和包封(收集)时间。图

6显示了在本发明的一个实施方案中显示出主要均匀条形码化的测序读数/丰富条形码的

分布。

[0184] 实施例2

[0185] 本实施例举例说明了用于产生附着至微球的条形码化核酸的某些技术。首先，合

成将DNA引物(P1)掺入到水凝胶中的微球(图7)。可以使用制备微球或各种类型的水凝胶颗

粒的几种技术。在本实施例中描述的微球使用聚丙烯酰胺(pAc)水凝胶，但是也可以使用替

代的水凝胶材料(例如琼脂糖、聚‑N‑异丙基丙烯酰胺(pNIPAM)等)。

[0186] 在一个实施方案中，制备将个体组分混合在一起的含有丙烯酰胺(Ac)、N,N'‑亚甲

基双丙烯酰胺(bis‑Ac)和丙烯酸亚磷酰胺修饰的DNA(Ac‑DNA)和/或过硫酸铵(APS)的水溶

液。

[0187] 基于水凝胶网孔的孔径和后续应用所需的引物浓度，可以相应地调节Ac和bis‑Ac

组分的量以及Ac‑DNA浓度。例如，在一种情况下，通过含有0.1‑0.6％(v/v)聚合诱导剂(N,

N,N’,N'‑四甲基乙二胺，被称为TEMED)的载体油乳化～0.0258％丙烯酰胺、～0.036％(v/
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v)N,N'‑亚甲基双丙烯酰胺、1‑50微摩尔Ac‑DNA和～0.2％APS的混合物用于生产水凝胶微

球。作为载体油，可以使用含有～1.5％(v/v)表面活性剂(含有两个全氟聚醚嵌段(PFPE)和

一个聚乙二醇(PEG)嵌段的PFPE‑PEG‑PFPE三嵌段共聚物)的氟化油(例如HFE‑7500)。表面

活性剂可用于例如防止液滴聚结。在一些实施方案中，其量应基于其物理化学性质进行调

节。用于乳化的载体油不限于氟化液体，并且在其它实施方案中可以使用基于烃的替代流

体(例如矿物油，硅油，己烷等)。

[0188] 在用于液滴生产的本实施例中，使用通过软光刻制备的微流体装置。其示意图如

图8所示，但是例如也可以使用其它工具例如毛细管或管道进行乳化。此外，也可以使用具

有不同示意图的微流体装置。

[0189] 通过使用这种微流体装置，产生直径约62微米的液滴(图9)，但是可以基于其它应

用的要求调节液滴的尺寸。

[0190] 在本实施例中，将液滴收集到管中，然后在～65℃孵育>2小时以诱导聚丙烯酰胺

的聚合。聚合所需的孵育期和温度可以相应地变化。液滴的聚合也可以通过光或各种化学

方法诱导。

[0191] 聚合后，可以通过诸如化学(例如全氟辛醇)或物理技术(例如电场)的技术破坏乳

液，这可以使乳液的内容物(例如微球)释放到本体溶液中。然后将释放的微球在己烷和水

性缓冲液中洗涤。在典型的示例程序中，用含有1％(v/v)Span  80的己烷处理微球，然后用

水性缓冲液(例如10mM  Tris‑HCl(pH  7.0)，10mM  EDTA和0.1％(v/v)Tween‑20)洗涤3次，然

后悬浮在具有所需组成(例如10mM  Tris‑HCl(pH  7.0)，0.1mM  EDTA和0.1％(v/v)Tween‑

20)的缓冲液中。微球的最终体积可以不同于合成期间观察到的体积，并且随着水凝胶悬浮

缓冲液的条件而变化。

[0192] 微球可以储存延长的时间段，例如在4℃下在含有10mM  EDTA的溶液中，或在‑20℃

下在含有5mM  EDTA和50％甘油的溶液中。

[0193] 核酸或引物在微球中或其表面上的掺入取决于例如存在于引物和/或构成微球的

材料上的官能团。作为非限制性实例，在聚合过程中，可以将在其5'端含有丙烯酸亚磷酰胺

的核酸掺入某些微球的聚丙烯酰胺网孔中。作为另一个实例，亚磷酰胺(acrydite)修饰的

寡核苷酸可以与硫醇基团共价反应，并因此，具有巯基的微球将结合亚磷酰胺修饰的寡核

苷酸。在另一个实例中，具有氨基的寡核苷酸可以共价结合到某些微球的羧基上。在另一个

实例中，具有生物素基团的寡核苷酸可以连接至链霉亲和素包被的微球。在另一个实例中，

颗粒可以包括能够识别标签上存在的某些寡核苷酸序列的抗体或抗体片段。[移动到文本

的主体]因此，核酸至微球中/上的不同类型的掺入是可能的。

[0194] 在一个实施方案中，可以使用含有用于捕获靶核酸(例如RNA或DNA)、扩增(例如携

带T7启动子序列或用于PCR引物的杂交位点)和/或测序的序列的引物P1。在另一个实施方

案中，P1引物具有可光切割的位点。

[0195] 在一个实施方案中，P1引物的结构如下(从5'至3'的方向)：丙烯酸亚磷酰胺‑光可

裂解的间隔基‑T7启动子的核苷酸序列‑用于测序的核苷酸序列(PE1)。

[0196] 在另一个实施方案中，来自DNA引物的第一库的DNA引物N1的结构如下(从5'至3'

的方向)：衔接子序列(P2)‑条形码序列‑与PE1互补的核苷酸序列。

[0197] 在另一个实施方案中，来自DNA引物的第二库的DNA引物N2的结构如下(从5'到3'
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的方向)：目的序列(P3)‑条形码序列‑与P2互补的核苷酸序列。

[0198] 在一些情况下，携带P1引物的微球可以平等地分成N1个库，并且每个库可以与N1个

不同的DNA模板中的一个杂交，所述DNA模板具有(依次从3’端到5'端)：与部分或全部的P1

引物互补的DNA序列，从而允许与DNA  P1引物形成双链体；由超过6个确定的核苷酸组成的

N1个独特的核酸条形码之一，所述核苷酸对于相同库中的所有分子是相同的；任选地，由多

于5个随机核苷酸组成的随机核酸序列，所述核苷酸在具有相同库的分子之间是不同的；和

可以用作后续条形码化的杂交位点的DNA序列(P2)。P2序列可以含有用于在随后的步骤中

引发测序反应的序列。

[0199] 可以对N1个库中的每一个进行酶促反应，从而导致P1核酸片段通过每个库中的模

板DNA片段的复制延伸。在一些情况下，可以使用连接反应，例如，代替聚合反应。

[0200] 酶促反应可以通过加入抑制剂如EDTA、钒或通过其它方法停止。

[0201] 微球可以合并在一起并任选地洗涤以除去酶或任何过量的模板分子。

[0202] 微球上的DNA片段可以转化为单链DNA，例如通过经由变性除去模板分子，例如通

过在0.1M氢氧化钠中重复洗涤微球或，通过其它技术。

[0203] 现在以P2序列结束的微球可以平等地分成N2个库(通常N2＝N1，尽管这不是必需

的)，并且每个库可以与N2个不同的DNA模板之一杂交(如步骤(2)中)，所述模板具有(从3'

端到5'端)：与部分或全部的P2引物互补的DNA序列，从而允许与DNA  P2引物形成双链体；由

超过6个确定的核苷酸组成的N2个独特的核酸条形码之一，所述核苷酸对于相同库中的所

有分子是相同的；由多于5个随机核苷酸组成的随机核酸序列，所述核苷酸在相同库中的分

子之间是不同的；和可以用作用于后续延伸的杂交位点或用作用于单细胞分析操作(例如

DNA或RNA分子的捕获)的引物序列的DNA序列位点(P3)。

[0204] 在一些实施方案中，可以重复这些步骤中的一些。

[0205] 在一些情况下，可以产生携带编码引物P1、随后第一条形码、随后序列P2、随后第

二条形码、随后序列P3的单链DNA片段的微球。独特微球库的数目是N1×N2(也参见图10和

11)。

[0206] 在一些情况下，制备的微球可以储存延长的时间段，并在随后的应用中用作试剂。

[0207] 如果需要，可以用N3,4,...个条形码模板的额外库进行额外的重复，每个添加条形

码和序列P4、P5等。独特的微球库的数量可以随着每个步骤而增加至N1×N2×N3×....

[0208] 任选地，所有微球可以一起杂交到M个DNA模板的混合物，所述DNA模板具有(连续

地从3’端至5'端)：与部分或全部的最终P3(或P4、P5等)引物互补的DNA序列，从而允许与

DNA  P3(或P4，P5等)引物形成双链体，以及将用作用于单细胞分析操作(例如特异性DNA或

RNA分子的捕获)的特异性引物序列的M个序列S1,...,SM之一。这些步骤可以重复。这可以产

生相同数量的N1×N2×N3×个微球库，每个携带上述序列但是现在DNA片段属于M个种类的

分子，其在最终M个可能的序列S1,...,SM之外是相同的。

[0209] 在一些情况下，这可能产生用ssDNA片段包被的微球，其中每个ssDNA片段以如下

顺序(从5'到3')编码：P1引物，例如含有可以用作用于但不限于用于核酸扩增和测序的位

点的引物位点PE1和T7启动子位点；两个或更多个DNA条形码(每个由6个或更多个核苷酸组

成)，其对于包被单个珠粒的所有引物是相同的但在珠粒之间不同；任选地，分子特异性DNA

条形码(由5个或更多个随机核苷酸组成)；P2“引物位点2”，其可以用作用于单细胞中的DNA
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或RNA的测序和/或与其杂交的引物，用于逆转录或PCR扩增；P3“引物位点3”，其可以用作用

于单细胞中的DNA或RNA的测序和/或与其杂交的引物，用于逆转录或PCR扩增。一个P3片段

也可以编码多个基因特异性引物(GSP)中的一个，因此用多个ssDNA片段包被的每个珠粒将

包含所有的GSP。

[0210] 携带条形码化DNA引物的微球可用作用于单细胞中的DNA或RNA的测序和/或与其

杂交的试剂，用于逆转录或PCR扩增以及涉及DNA捕获、扩增和测序的其它应用。

[0211] 图7示出了携带与携带条形码序列和引物位点PE1*和P2*的单链DNA(ssDNA)引物

库杂交的PE1引物的微球。在本实施例中，随后使用DNA聚合酶延伸引物。然后将延伸的引物

转化成ssDNA(例如使用升高的温度或碱性溶液)。然后可将获得的ssDNA引物与携带第二条

形码序列和引物位点P2*和P3*的第二引物库杂交。在引物延伸和转化成ssDNA后，微球可用

于不同的应用，例如，旨在捕获和测序样品中的核酸的应用。

[0212] 图8示出了根据本发明的一个实施方案的用于生产携带DNA的微球的微流体装置

的示意图和设计。本实施例中的装置包括用于载体油的一个入口和用于试剂的一个入口。

在两相相遇的流动聚焦接合处产生液滴。在收集出口处收集液滴。

[0213] 图9A和9B是根据本发明的一个实施方案生产的携带DNA的微球的明视场图像。在

本实施例中，由聚丙烯酰胺水凝胶和DNA引物组成的微球连接至聚合物网孔。比例尺为50微

米。

[0214] 图10示出了在另一个实施方案中的携带条形码化DNA引物的微球的DNA延伸效率

的评估。图10A显示具有以FAM荧光探针杂交至PE1位点的DNA的微球，图10B显示具有以FAM

荧光探针杂交至P2位点的DNA的微球。图10C显示具有以荧光探针杂交至P3位点的DNA的微

球。这些结果显示DNA延伸可以在水凝胶微球中进行。

[0215] 图11示出了在另一个实施方案中的来自11个个体微球的DNA片段的高通量测序。

从每个微球测序平均140,000个分子。该图显示在3842种可能的条形码中在每个微球上携

带相同条形码的这些(“引物”)的分数。条形码的识别对于每个微球是不同的。每条线对应

一个微球。在理想条件下，每个微球上的100％的DNA片段将携带相同的条形码，并且0％将

携带第二种、第三种或其它条形码。在该样品中实现的平均值是92％的携带相同条形码的

DNA片段。

[0216] 实施例3

[0217] 本实施例使用如上所述合成的DNA条形码化的微球，从而得到携带具有以下序列

元件(5'至3')的以下单链DNA片段的微球：P1引物，例如含有可以用作用于但不限于用于核

酸扩增和测序的位点的引物位点PE1和T7启动子位点；两个或更多个DNA条形码(每个由6个

或更多个核苷酸组成)，其对于包被单个珠粒的所有引物是相同的但在珠粒之间不同；任选

地，分子特异性DNA条形码(由5个或更多个随机核苷酸组成)；P2“引物位点2”，其可以用作

用于单细胞中的DNA或RNA的测序和/或与其杂交的引物，用于逆转录或PCR扩增；P3“引物位

点3”，其可以用作用于单细胞中的DNA或RNA的测序和/或与其杂交的引物，用于逆转录或

PCR扩增。

[0218] 在本实施例中，在合成DNA条形码化的微球之后，将微球合并，然后与M个DNA模板

的单一混合物杂交，所述DNA模板具有(连续地从3’端至5'端)：与部分或全部的最终P3引物

互补的DNA序列，从而允许与DNA  P3引物形成双链体，以及将用作用于单细胞分析操作(例
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如特异性DNA或RNA分子的捕获)的特异性引物序列的M个序列S1,...,SM之一。这些步骤可以

重复，从而产生相同数量的N1×N2个微球库，每个携带在1中指定的序列，但是现在DNA片段

属于M个种类的分子，其在最终M个可能的序列S1,...,SM之外是相同的。

[0219] 在一些情况下，可根据其它方法合成DNA微球，以产生具有上述相同序列的所得微

球。

[0220] 实施例4

[0221] 本实施例显示，从裂解的细胞逆转录(RT)mRNA成互补DNA对于小于3nL/细胞的反

应体积变得强烈抑制，特别是随着反应产率Y遵循利用液滴体积V的一阶抑制，即Y＝1/(1+

K50/V)，其中K50＝1‑3.3nL是对于测试的至少三种不同细胞培养系(MCF7，K562和THP‑1细

胞)发生50％抑制时的体积。相比之下，目前使用液滴微流体的许多工作集中在将细胞包封

在体积为10‑100pL体积的液滴中。在这样的体积下，逆转录反应将被严重抑制。

[0222] 图6示出了根据本发明的一个实施方案的用于最佳液滴体积的批量测试。

[0223] 在本实施例中，可以通过模拟包含5微升或更多反应混合物的反应孔中的液滴条

件(其可以被调节以模拟单个液滴内的条件)来进行对微流体体积中的单细胞的反应效力

的测试。

[0224] 为了模拟大小为V的微流体体积，将完整细胞以1个细胞/体积V的终浓度加入到本

体反应中。因此，4nL液滴内的单个细胞对应于用浓度为250个细胞/微升的细胞裂解物运行

反应。

[0225] 此外，为了模拟大小为V的微流体体积，例如通过使用各自携带m摩尔试剂的微球，

将任何试剂谨慎地施用到液滴中，将试剂以m摩尔/体积V的终浓度加入本体反应中。例如，

如果1毫微微摩尔的DNA片段在微球上递送到4nL液滴中，则相同的DNA片段将以0.42微摩尔

的浓度加入到本体反应中。

[0226] 本体反应可以在12孔、96孔或384孔形式中平行进行，以鉴定最佳反应条件。

[0227] 这种诊断测试可以提供用于优化用于条形码化的液滴尺寸和组成的快速方法。例

如，在测试三个细胞系时，观察到当制备小于3nL体积的液滴时对条形码反应的强烈抑制。

参见图12。

[0228] 实施例5

[0229] 为了解释健康和患病组织的基因表达，生物学家的梦想是对每个细胞中的基因表

达变化作图。通过使用这样的数据，可以期望鉴定和跟踪异质细胞亚群，并推断基因和通路

之间的调节关系。已经利用诸如RNA测序的“组学(Omics)”方法来分析单个细胞，但是限制

是常规地分离和处理大量个体细胞以用于深度测序的有效方式，以及定量地这样做。本实

施例举例说明了用于通过下一代测序对数千个个体细胞进行平行条形码化以用于后续分

析的液滴‑微流体方法。这显示低噪声特征谱并且容易适用于其它基于测序的测定。这些实

例将技术应用于小鼠胚胎干(ES)细胞以定义ES细胞群体结构和ES细胞分化通过LIF撤除的

异质性起始。这些结果表明了液滴条形码化用于解构细胞群和推断基因表达与高通量单细

胞数据的关系的应用。

[0230] 这些实例利用液滴微流体来开发一种新的技术用于并行条形码化成千上万的个

体细胞以用于通过下一代测序(drop‑seq)的后续分析。在这些实例中使用的工具具有在单

次运行中对成千上万个细胞进行条形码化的理论能力，尽管实际上一些实验集中于每次运
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行数百至数千个细胞，因为测序深度在非常高的细胞计数下变得有限。这些实例通过分析

LIF撤除之前和之后的小鼠胚胎干(ES)细胞来评估drop‑SEQ。总共分析了超过10,000个条

形码化的细胞和对照液滴，其中约3,000个ES和分化细胞在更大的深度下测序以用于后续

分析。以下分析鉴定了表达不同谱系的标记物的稀有亚群(其难以根据数百个细胞的分析

进行分类)的存在。还发现关键的多能性因子以相关的方式在整个ES细胞群体中波动，并且

探索了这种波动可能用于将新因子与多能状态相关联的可能性。在分化后，观察到基因表

达波动的相关性结构中的显著变化，其由多能性因子的非同步失活引起，并出现新的细胞

状态。总之，这些结果显示drop‑SEQ解构细胞群体和推断单个实验中的基因表达关系的潜

力。

[0231] 设计和实施用于单细胞的分析和液滴条形码化的微流体平台。使用用于RNA测序

(RNA‑Seq)的方案，其中mRNA在逆转录反应期间被条形码化，随后合并细胞并进一步处理用

于测序(图13A)。为此，drop‑SEQ平台(图13A‑13E和图18)用裂解缓冲液、逆转录(RT)试剂和

条形码化的寡核苷酸引物将细胞包封在液滴中。从每个裂解细胞释放的mRNA保持陷入在相

同的液滴中，并在互补DNA(cDNA)的合成期间被条形码化。条形码化后，来自所有细胞的物

质通过破坏液滴而组合，并且处理cDNA文库用于测序(图13A)。

[0232] 实施该策略的一个挑战是确保每个液滴携带编码相同独特条形码(其应当不同于

其它液滴中的条形码)的引物。通过合成与细胞共同包封的条形码化的水凝胶微球(BHM)的

文库来克服这一挑战(图13B)。每个水凝胶携带编码3842(即147,456)个预定义条形码之一

的共价偶联的光可释放引物。该库大小允许以99％的独特标记随机标记3,000个细胞，和以

97％的独特标记随机标记10,000个细胞(见下文)。图19‑21描述了用于使用分割库方法合

成BHM的方法；见下文。这可以以直接的方式扩展以产生更大数量的条形码用于更大规模的

细胞捕获，例如用于靶向测序应用。

[0233] 为了共包封BHM和细胞，使用具有用于i)BHM，ii)细胞，iii)RT/裂解试剂和iv)载

体油的四个入口和用于液滴收集的一个出口的微流体装置(图13C‑13D)。该装置产生单分

散液滴，其以每秒～10‑50滴的速率在1‑5nL的范围内变化，从而同时混合来自入口的等分

试样(图13E)。芯片内的紧密装填的可变形水凝胶的流动可以有效地同步化，从而允许接近

100％的水凝胶液滴占有率。这个特征确保了到达液滴中的随机分布的细胞几乎总是暴露

于BHM。在典型的条件下，细胞浓度被设置为仅占据10％的液滴，以确保两细胞事件的低概

率(图13E)。在这些实验中，液滴含有至少一个细胞和一个凝胶以产生用于测序的条形码化

文库。通常，超过90％的生产性液滴恰好包含一个细胞和一个凝胶(图13F)。RT反应的效率

也使用溶液中或仍然结合至BHM的引物测试，并且发现引物释放对于来自液滴中的裂解细

胞的有效RT反应是重要的(图13G)。因此，在RT反应之前，通过暴露于UV光将BHM结合的引物

光释放到液滴中(图13A)。

[0234] 在这些实例中，对数百至数千个细胞的样品进行测序以避免极浅的测序深度，但

是这也可以用于容易地捕获和条形码化更高的细胞数量，例如，具有4,000‑6,000个细胞/

小时的通量。实际上，在测序后，发现条形码化的样品的数量通常与收集的乳液体积成线性

比例(图13H)，其中对于每100微升乳液(约30分钟收集时间)约2,000‑3,000个细胞或对照

液滴被条形码化。

[0235] 图13示出了用于对数千个细胞进行DNA条形码化的液滴微流体平台的实例。图13A
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示出drop‑SEQ工作流的概况。芯片上操作发生在前三个框中，芯片外操作发生在接下来的

三个框中，并且测序/数据分析发生在最后两个框中。图13B是用于将DNA条形码化的水凝胶

微球(BHM)(大圆圈)与细胞(小圈)和RT/裂解混合物组合的微流体装置的示意图。BHM引物

说明：PC＝可光切割的接头；T7＝T7RNA聚合酶启动子；PE1＝测序引物；BC＝BHM特异性条形

码；UMI＝独特的分子标识符。图13C示出了微流体装置设计。图13D示出了用于包封(右)和

收集(左)的微流体模块的快照。细胞和BHM分别用下部和上部箭头注释。其它箭头表示流动

的方向。比例尺为100微米。图13E示出了液滴占有率随时间的统计。图13F示出了细胞和

DNA‑条形码化的珠粒共包封事件的统计。超过90％的细胞用单个DNA条形码化的珠粒包封。

图13G显示了使用从珠粒光释放的引物制备的文库在逆转录之前(上曲线)或之后(下曲线)

的BioAnalyzer轨迹。图13H显示了对于纯RNA和mES细胞检测的条形码的数目，每100微升乳

剂收集了2,159个细胞(30分钟收集时间)。

[0236] 图18示出了在本实施例中使用的液滴微流体装载的设计。该装置包括用于RT和裂

解试剂混合物(1)、细胞悬浮液(2)、DNA条形码化的珠粒(3)的三个入口和用于连续相(4)的

一个入口。流体电阻器掺入至由于注射器泵的机械不稳定性而引起的装置阻尼波动中。将

等分样品通过60微米宽的通道汇集到70微米宽的主通道中，其中它们在流动聚焦接合处包

封成液滴之前层流流动(虚线框)。在出口(5)以乳液的形式收集液滴。

[0237] 图19显示了用于生产DNA条形码化的水凝胶珠粒的液滴微流体装置的设计。图19A

显示了装载的示例设计。该装置包括用于水相(试剂)的一个入口和用于连续相(载体油)的

一个入口。在流动聚焦喷嘴处产生单分散的水凝胶液滴，这些尺寸在右边的虚线框中指示。

液滴通过表面活性剂在2000微米长的通道中稳定，并在出口处以乳液的形式收集。图19B显

示水凝胶液滴生产、稳定化和收集的数字图像。微流体通道为50微米深。比例尺表示100微

米。

[0238] 图20显示了DNA条形码化的珠粒的合成。图20A显示了连接至携带T7RNA聚合酶启

动子(左侧序列)和PE1引物位点(序列右侧)的DNA引物的5'端的含有丙烯酸亚磷酰胺部分

(左)和可光切割间隔物(右)的结构DNA寡核苷酸。图20B显示了条形码化的水凝胶微球的合

成示意图。在第一步中，连接至聚丙烯酰胺水凝胶的ssDNA引物与携带PE1*和W1*引物位点

和DNA条形码的前半部分的互补DNA寡核苷酸杂交。得到的DNA异源双链通过Bst  2.0DNA聚

合酶转化为dsDNA(其中虚线表示新合成的DNA链)，并通过碱处理变性回ssDNA形式。在第二

步中，用携带W1*序列、DNA条形码的后半部分、独特分子标识符(UMI)和多聚A序列的第二

DNA寡核苷酸重复该过程。引物延伸和变性后，DNA条形码化的珠粒含有T7启动子、PE1引物

位点、DNA条形码、W1位点、UMI和多聚T序列。图20C显示了完全装配的引物的DNA序列(SEQ 

ID  NO：6)。突出显示的文本表示具有T7启动子(TAATACGACTCACTATAGGG)(SEQ  ID  NO：2)、

PE1引物位点(CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC)(SEQ  ID  NO：3)、两个DNA条形码([条形码1]和

[条形码2])、W1衔接子位点(AAGGCGTCACAAGCAATCACTC)(SEQ  ID  NO：4)、UMI(NNNNNN)和多

聚T尾(TTTTTTTTTTTTTTTTTTTV)(SEQ  ID  NO：5)的寡核苷酸的不同部分。丙烯酸亚磷酰胺和

光可切割间隔物的化学部分分别表示为/5Acryd/和/iSpPC/。[条形码1]和[条形码2]的DNA

序列各为8个核苷酸长。

[0239] 图21显示了掺入条形码化的水凝胶微球(BHM)中的DNA引物的定量。图21A‑21D显

示了合成后BHM的iImaging，显示大小为63微米的BHM的明视场图像(图21A)，和与靶向PE1
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序列(图21B)、W1序列(图21C)、和多聚T序列(图21D)的互补DNA探针杂交后的荧光共聚焦成

像。比例尺为100微米。图21E显示在从BHM光切割后的DNA引物的BioAnalyzer电泳图，显示

全长条形码(最大峰)以及合成中间体(两个较小峰)的存在。在35和10380碱基对处的峰是

凝胶迁移标记。峰上方的数字表示碱基对的理论片段大小，但这些对于单链DNA产物不准

确。图21F‑21H显示来自11个个体BHM的条形码化的产物的深度测序的结果。图21F显示每个

凝胶上的条形码丰度的秩图；图21G和21H显示了在每个BHM上由图21G和21H中详细描述的

最丰富和第二丰富的条形码占据的分数的直方图。完美的合成将导致最高的条形码占据

100％，所有其它条形码占据0％。观察到连接至每个BHM的所有引物的平均约92％携带相同

的显性条形码。

[0240] 实施例6

[0241] 随机条形码化和液滴完整性的验证。在本实施例中，通过将来自小鼠和人来源的

细胞的混合物(小鼠ES细胞和K562红白血病细胞)以大致相等的比例应用于drop‑Seq平台

来测试drop‑Seq平台有效地分隔和条形码化细胞的能力(图14A)。在该测试中，每个条形码

应该与小鼠或人作图的转录物完全关联，只有小部分的2‑细胞事件导致与小鼠和人两者关

联的条形码的出现。测序后，图14A显示drop‑SEQ提供复合细胞混合物中细胞的明确鉴定：

96％的条形码标记的读取映射到具有超过99％纯度的小鼠或人转录组，并且仅4％的条形

码显示两种生物的混合物。通过稀释细胞悬浮液以减少共包封事件，或通过在收集之前在

芯片上分选液滴以消除多细胞事件，可以进一步降低该已很低的错误率。

[0242] 还明确测试的是细胞条形码从3842种可能条形码的预期库中随机取样以确保极

低概率的重复条形码。跨八个独立运行(覆盖总共11,085个对照液滴和细胞)的条形码身份

的比较一致地显示与来自3842个条形码的库的随机取样的良好一致性(图22A)。

[0243] 图14显示了液滴完整性和随机条形码化的测试。图14A显示了液滴完整性控制实

验的示意图和结果：小鼠和人细胞被共包封以允许明确鉴定在多个细胞间共有的条形码；

4％的条形码共有混合的小鼠/人读数。

[0244] 图22显示了随机条形码化和独特分子标识符(UMI)过滤。图21A显示了覆盖140‑2,

930个细胞或纯RNA对照液滴的8次drop‑Seq运行的随机条形码化的成对测试。上方的三角

形显示对于使用3842个随机条形码化的每对运行的共有条形码的观察(左)和预期(右)数

量。下方的三角形显示p值(假设来自3842个条形码的库中的均匀随机条形码化)，其预测所

观察到的共有条形码的数量应当围绕期望值超几何分布。p值未针对多重假设检验进行校

正。图22B‑22D显示了UMI过滤。图21B显示作为检测到的mRNA分子的数目的函数的观察到的

UMI的预期数目(黑色曲线)可以显示为具有以下形式： 其中m是检测

到的mRNA分子的数目，NUMI＝4,096是可用的UMI库的总大小。该函数与理想的线性关系(近

似直线)形成对比，从而显示饱和点。图22C是来自单个mES细胞的数据中的每个基因的映射

读数数量相对于不同UMI的数量的实例；数据点对应于独特的基因符号。该曲线表示没有扩

增偏差，即其中每个映射的读数对应于不同的UMI。大多数基因显示一定的扩增偏差。图22D

和22E显示了在没有UMI过滤的情况下(图22D)和在UMI过滤之后(图22E)作为在mES细胞群

体中检测到的基因的平均转录物丰度的函数的细胞间CV(标准偏差/平均值)的双对数图。

每个数据点对应于单个基因符号。
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[0245] 实施例7：

[0246] drop‑SEQ平台的基线技术噪声。单细胞RNA‑Seq中的技术噪声的两个来源是(a)

mRNA捕获效率中细胞之间的变异性，(b)由每个细胞中捕获有限数目的mRNA转录物产生的

固有取样噪声。据报道，CEL‑Seq方案具有～4％或更低的低捕获效率，并且当在微量滴定板

中进行时，具有对于纯RNA对照的约25％和对于细胞的～50％的捕获效率的变化性(样品之

间的变异系数)。生物信息学分析对单细胞测序数据的影响了解甚少，但潜在的问题可能来

自将不确定的读数归因于多个基因，从而导致假的基因对相关性。在文库扩增期间也可能

产生技术噪声，但是这种噪声源通常通过使用随机的独特分子标识符(UMI)序列(其允许重

复读取的生物信息移除)来消除。本实施例举例说明了在所有实验中使用随机六聚体的基

于UMI的过滤的实现，从而导致方法噪声的显著降低(图22)。

[0247] 为了测试该系统中的技术噪声与之前应用的CEL‑Seq如何比较，分析了技术对照

样品，其包括与已知浓度的ERCC  RNA加标对照混合的稀释至单细胞浓度(每滴10pg)的总

RNA(图14B)。在单次运行中对953个条形码化的对照液滴进行测序，每个液滴具有平均30×

103(+/‑21％)个UMI过滤映射(UMIFM)的读数(图14B)。在每个液滴中鉴定出5,000至15,000

个独特基因符号(总共检测了25,209个)，其中数量与UMIFM计数强烈相关(图14C)。这显示

与低至平均0.5分子/液滴的浓度的ERCC加标输入浓度相比，UMIFM计数的优异的线性读数

(图14D)；低于该限度，存在观察到的转录物的数目过度计数的轻微倾向。

[0248] 方法性能的另一个重要测量是其灵敏度，即检测表达的基因的可能性。灵敏度几

乎完全是转录物丰度的函数(图14E)，并且基于mRNA分子的总体捕获效率(参见下文)(从

ERCC加标物测量为7.1％)对所有基因非常好地预测灵敏度(图14D)。利用这种捕获效率，当

存在10个转录物时在50％的液滴中检测到基因，当存在>45个转录物时，在>95％的液滴中

检测到基因(图14E)。该灵敏度和捕获效率高于先前对于CEL‑Seq所测量的(3.4％)。

[0249] 在准确性上，这显示出非常低水平的技术噪声，其可以通过将细胞群体间每个基

因的变异系数(CV＝标准差/平均值)与其平均表达水平进行比较来评估(图14F)。在仅由采

样噪声限制的系统中，所有基因应该在功率定律曲线CV＝(平均值) ‑1/2周围窄分布(图

14F)。这确实被观察到了。更正式地，在归一化后，99.5％的检测到的基因(N＝25,209)具有

与泊松分布一致的分布，基线技术噪声为5‑10％(图14F，虚线曲线)。

[0250] 图14B显示了RNA‑Seq技术对照实验的UMI‑过滤作图(UMIFM)读数的实验示意图和

直方图。图14C显示作为每个液滴的UMIFM读数的函数检测的数量独特基因符号。图14D显示

了与其输入浓度线性相关的加标分子的平均UMIFM读数，捕获效率β(beta)＝7.1％。图14E

显示作为输入RNA丰度的函数的方法灵敏度；曲线显示理论预测 通过假定只

有固有采样噪声导出。图14F显示了归一化后针对平均UMIFM计数作图的加标和纯RNA转录

物的变异系数(CV)。实线曲线显示了采样噪声限制；虚线曲线显示了具有5％的捕获效率上

的残留液滴间变异性的采样噪声限制。

[0251] 实施例8

[0252] 单细胞数据的噪声建模。在预测单个ES细胞数据时，本实施例显示了技术噪声模

型，以更好地理解当与批量测量相比时在每个细胞的基础上测量时转录物的低采样效率的

影响。低效率对细胞之间观察到的基因表达的变异性以及细胞间基因表达的共变均具有影

响。三个特征促成该影响：在所有细胞间平均的转录物的捕获效率；捕获效率上的细胞间变
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化；和归一化方案的选择。通过改进先前的噪声模型，对于跨细胞的基因丰度的CV、基因

Fano因子(方差/平均)和对于基因之间的成对相关性导出了生物量和观察量之间的关系

(图14G；参见下文)。Fano因子是通常用于测量噪声基因表达的度量，但它对捕获效率非常

敏感。该分析显示，技术噪声不仅引入了广泛认可的基线噪声，而且还虚假地放大了现有的

生物变化(图14G，等式1)。图14G显示对于CV、Fano因子和基因成对相关性的观察的和潜在

的生物量之间的关系的概述。

[0253] 还显示低采样效率以可预测的方式显著地降低基因对之间的相关性，从而设置在

数据中发现相对弱但显著的相关性的期望(图14G，等式2‑3)。知晓相对弱的相关性是真实

的并且是单细胞测量的统计的预期结果有助于从包括高度可变基因的测试的数据中获得

有用的信息(参见下文)。这些结果还提供了用于基于基本计数统计从生物测量开发用于形

式上去卷积噪声的方法的基础。

[0254] 此外，出乎意料地遇到并消除的是来自映射到两个或更多个基因转录物的读数的

异常基因表达相关性的重要来源。旨在用于批量(非单细胞)应用的序列分析流水线以可能

杂乱地偶联原本独立表达的基因的方式在概率性地映射模糊读数。这个问题对于单细胞的

3'‑测序可能特别严重，因为UTR区域可以在多个基因间是相似的；并且在相对均匀的细胞

群体例如ES细胞中也如此，其特征在于变得与虚假生成的那些相当的弱基因表达偶联的广

泛网络。然而，当采样效率低时，该问题更为普遍，因为这些用于削弱甚至强的生物相关性

(图14G，等式3)。这些实例显示，使用利用跨不同读数的重复UMI标签以最小化映射中的模

糊性的新型生物信息流水线(见下文)克服了读数映射问题。

[0255] 实施例9

[0256] 小鼠ES细胞的单细胞分析。单细胞分析能够从不同谱系鉴定分化的细胞类型，即

使具有非常低的测序深度。不太清楚的是可以从研究经受随机波动或动态环境的相对均匀

的人口获得的信息类型。为了探索可从我们的新方法获得的信息的类型，本实施例研究了

维持在血清中的小鼠ES细胞，因为这些细胞被充分研究并且表现出良好表征的波动，但是

与分化的细胞类型相比它们仍然是均匀的，并且可以提出用于高通量单细胞测序的挑战。

[0257] 为了探索drop‑SEQ的行为，通过收集不同的乳液体积，对于每个ES细胞运行在不

同的测序深度收获不同数目的细胞。收集935个ES细胞用于深度测序；LIF撤除后2天收集

145、302和2,160个细胞；4天后收集683细胞；以及7天后收集169和799个细胞。在这些运行

中每个细胞获得的平均读数数量高达208×103，平均UMIFM计数高达29×103。运行统计详见

表1。

[0258] ES细胞群的结构。对于935个ES细胞，鉴定了1,507个基因，其比从泊松统计学所预

期的(10％FDR，参见下文和表2)显著更可变，并且还在至少一个细胞中在至少10个UMIFM计

数的水平上表达细胞(图15A，15B)。在1,507个丰富和可变的基因中，发现先前报道在ES细

胞中波动的多能性因子(Nanog ,Rex1/Zfp42,Dppa5a ,Sox2,Esrrb)。值得注意的是，最高度

可变的基因包括原始内胚层命运的已知标记物(Col4a1 ,Col4a2 ,Lamb1 ,Lama1 ,Sox17 ,

Sparc)，外胚层命运的标记物(Krt8 ,Krt18 ,S100a6)和ES细胞状态的表观遗传调节物

(Dnmt3b)，以及与ES细胞调节具有未知关联性的基因，例如干细胞抗原Sca‑1/Ly6a，其可在

调节成体干细胞命运中起作用。其它基因显示非常低的噪声特征谱，与泊松统计学一致(例

如Ttn，图15B)。对选择的基因组(图15C)评价上述泊松噪声，被定义为η(eta)＝CV2‑1/μ(μ
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或mu是平均UMIFM计数)，并发现其与以前的报道定性一致。与CV或Fano因子不同，即使对于

低采样效率，η(eta)也于其真实生物学值线性地相关(图14G，等式(1))。

[0259] 图15显示drop‑SEQ分析显示ES细胞群体的异质结构。图15A显示针对mES细胞转录

组(中间的点和上方的点)和纯RNA技术对照(下方的点)的平均UMIFM计数绘制的CV。标记为

黑色的基因被鉴定为比技术对照显著更可变。实线和虚线曲线如图14F所示，但在细胞实验

中具有20％的残留方法噪声。注释了可变基因的子集。图15B显示了显示适应至泊松和负二

项分布的低(Ttn)、中等(Trim28，Ly6a，Dppa5a)和高(Sparc，S100a6)表达变异性的举例说

明性基因表达分布。图15C显示针对多能性因子作图并与其它因子比较的上述泊松(a.p.)

噪声，CV2‑1/平均值。

[0260] 实施例10

[0261] 为了测试ES细胞在多能性ICM样状态和更分化的外胚层样状态之间表现出异质性

的观点，本实施例研究了在单一ES细胞中对比候选多能性和分化标记物的表达。基因对相

关性(图15D)首次表现出与离散的双态视图一致，因为外胚层标记物Krt8和原始内胚层标

记物Col4a1仅在Pou5f1(显示的)和其它多能性标记物(未显示)低的细胞中表达。与多能状

态相比，分化易发状态是罕见的。相关性还显示了ES细胞中其它已知的调节性相互作用，例

如BMP信号传导的已知阴性靶标Sox2与BMP靶Id1反相关。然而，更令人惊讶的是发现多个多

能性因子(Nanog，Trim28，Esrrb，Sox2，Klf4，Zfp42)在大多数细胞群体中串联波动(图15D，

23、24)。这些观察一起没有被简单的双态模型解释，因为它们表明多能性因子独立于外胚

层基因表达而保持相关；相反，它们暗示以不同多能性为特征的状态连续体。然而，并非所

有多能性因子显示出显著的相关性，然而：Oct4/Pou5f1与其它核心多能性因子和其它因子

远更弱地相关，并且替代地与细胞周期蛋白D3而非其它细胞周期蛋白强烈相关(图15D和

24)，暗示违背特定的调节起点的波动。

[0262] 那么，从数据推断的ES细胞群的结构是什么？对高度可变基因的ES细胞群体进行

主成分分析(PCA)，并且发现多个非平凡维数的异质性(12个维数，95％置信度)，这对应于

不能由表达中的固有噪声来解释的数据中的主成分(PC)的数目(参见图15E)。这一观察结

果证实了在ICM‑外胚层轴以外的额外的异质性来源的存在。检查前四个主成分及其负载

(图15F)，揭示了存在至少三个小的但不同的细胞亚群：一个稀少的群体(6/935个细胞)表

达非常低水平的多能性标记物和高水平的Col4a1/2、Lama1/b1/c1、Sparc和Cd63，其明确鉴

定原始内胚层(PrEn)样细胞；第二细胞群体(15/935个细胞)表达高水平的Krt8、Krt18、

S100a6、Sfn和上皮细胞谱系的其它标记物。第三群体表现出似乎无特征的状态，由热休克

蛋白Hsp90、Hspa5和其它ER组分如二硫化物异构酶Pdia6的表达标记。该群体可代表来自解

离的应激下的ES细胞。

[0263] PCA分析是用于可视化细胞群体的有力工具，其可以仅用基因表达的两个或三个

主轴分级。然而，当存在多于三个非平凡主成分时，存在用于代表高维数据的局部结构的降

维的更适合的技术。此实施例应用被称为t分布随机邻近嵌入(t‑SNE)的降维方法(图15G)。

图谱显示没有如预期的大的ES细胞亚群，但是显示从高多能性到低多能性的连续谱，具有

由位于群体边缘的PCA鉴定的离群点群体。该图还显示了分别由Prdm1/Blimp1、Lin41/

Trim71和SSEA‑1/Fut4的高表达表征的三个额外的边缘亚群。与Hsp90‑hi群体一样，仍然需

要看到这些群体是否代表由不同功能行为赋予的不同细胞状态，或者这些群体是否仅仅是
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访问ES细胞基因表达的离群但正常的状态的细胞。因此，尽管鉴定了ES细胞群体中经充分

研究的外胚层样状态，并且发现ICM至外胚层样状态之间的集体波动的证据，但这些波动不

是ES细胞群体中转录异质性的唯一轴。

[0264] 图15D显示了举例说明成对基因相关性的热图。图15E显示从mES细胞群的主成分

分析获得的特征值分布，揭示数据中可检测的细胞异质性(箭头)的非平凡模式。平滑曲线

显示基因表达谱的随机置换的典型特征值分布；锯齿曲线显示了随机矩阵的预测

Marcenko‑Pastur特征值分布。只有超过曲线的特征值才是显著的。图15F显示mES细胞主成

分及其负载，显示异质性的主要不相关模式并揭示三种稀少的ES细胞亚群。图15G是mES细

胞群的tSNE图，揭示了额外的边缘亚群和多能性至外胚层轴。

[0265] 图23显示mES细胞的单细胞基因表达。主要在0、2、4和7天可变的基因的基因表达

(分别为图23A‑23D)。每个基因的表达是z‑得分标准化的。

[0266] 图24显示mES细胞群的结构。图24A显示了跨935个mES细胞的选择基因的成对相关

性。如本文所讨论的，Oct4/Pou5f1与细胞周期蛋白D3更强烈相关，与Sox2、Klf4和其它多能

性因子更弱相关。这里报告的相关性是在没有子采样校正的情况下观察到的(参见图14G，

等式(3))。图24B‑24G显示mES细胞群的3维tSNE图谱的不同投影揭示不同的细胞亚群；每个

图中的细胞根据指定标记物的聚集表达而着色。

[0267] 实施例11

[0268] 来自基因表达共变的推定多能性因子。基因在群体中共变的观察提出了相关性是

否可能揭示基因调节或功能中的共同性的问题。在细胞的复杂混合物中，这样的推断的尝

试可能被混淆，因为基因间相关性可主要来自细胞类型之间的微小差异，其反映大规模表

观遗传学改变而不是特定的调节程序。在仅由单个细胞类型组成的群体中，情况是不同的：

在这里，可能更乐观的是细胞状态的波动可以揭示功能依赖性。mES细胞群满足这个要求，

因为它显示相对少的离散结构，超出上述小亚群的存在。

[0269] 为了测试基因表达共变是否可能包含调节信息，本实施例使用定制的网络邻域分

析(NNA)方案研究了已知的多能性因子的共变伴侣(图16，参见下文)。该方案定义与感兴趣

的给定的基因最密切相关并且也彼此最紧密相关的基因集。考虑到相关性对采样效率的敏

感性(图14G，等式(3))，NNA分析(其仅对相关性网络拓扑敏感)将比简单地关联高度相关的

基因更加稳健。值得注意的是，应用于多能性因子Nanog和Sox2，NNA方案强烈富集其它多能

性因子：在Nanog的20个最接近毗邻物中，11个被记录为多能性因子，另外三个与多能性相

关，一个(Slc2a3)与Nanog同线。只有一个基因(Rbpj)已被显示是多能性所不必要的，剩下

的四个基因没有以前记录的与ES细胞的相关性。吸引人的是预测这些基因在维持多能性状

态中也发挥功能性作用。类似地，Sox2的整个邻域包括与多能性直接或间接相关的因子‑包

括核心多能性因子(6/9个基因)；苏氨酸分解代谢酶Tdh，其最近被显示在ICM中以高水平表

达并且是维持多能性状态所需的；Pcbp1被显示为多能性因子Ronin/Thap11的结合伴侣，并

且翻译起始因子亚基Eif2s2被显示响应于Stat3过表达而上调。有趣的是，相同的分析可以

提供对其它生物学通路的洞察。例如，细胞周期蛋白B(Ccnb1)的邻域很小，但含有其它核心

细胞周期基因Cdk1、Ube2c和Plk1。

[0270] 然而，该方案通常不适用于所有调节功能：发现似乎独立于mES细胞生物学的许多

其它通路似乎没有有意义的NNA关联。这表明单细胞共变可以捕获对所研究的细胞的生物
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学最具特异性的波动，并且可以更一般地用于通过弱的通路特异性扰动人为地产生波动来

鉴定其它生物学通路组分。

[0271] 实施例12

[0272] 分化ES细胞的群体动力学。在LIF撤除后，mES细胞通过异质的但不良表征的过程

分化，从而最终导致主要体细胞(外胚层)谱系的形成。预先存在的PrEn细胞的命运是不清

楚的，也不清楚其它细胞谱系是否可能会暂时出现然后消失的问题。在单细胞分析中，在

LIF撤除后，分化ES细胞群经历群体结构的显著变化，其可以根据高度可变基因的表达从分

层聚类细胞定性地理解(图17A)。这些变化和以下分析反映了无指导的分化方案；这会对未

来将相同的方法应用于指导的分化方案以鉴定中间细胞类型的固有异质性和变异如何取

决于信号传导是指导性的。

[0273] 为了分析细胞群体中发生的变化并验证数据的质量，本实施例首先检查多能性因

子和分化标记物的基因表达动力学(图17B，17C)。多能性因子Rex1/Zfp42和Esrrb水平的平

均表达迅速下降；Pou5f1和Sox2逐渐下降；外胚层标记物Krt8稳定增加；和Otx2(从ICM转移

到外胚层状态所需的转录因子)瞬时增加到第2天，然后减少。然而明显的是，平均表达不代

表每个细胞中的动力学：一些细胞不能表达外胚层标记物，并且甚至在LIF撤除后7天，一部

分细胞继续表达多能性因子(图17C)，表明ES细胞分化的时间设置本身是异质性的。

[0274] 对从所有时间点聚集的细胞进行PCA分析以鉴定这种异质性是否反映了全局趋势

(图17D)，并且发现即使在LIF撤除后7天后，一部分(5％，N＝799)细胞与mES细胞群体重叠。

最大时间异质性在LIF后4天是明显的，其中细胞沿着第一主成分广泛分布在mES细胞和分

化状态之间。PCA分析还显示在第2天和第4天富集与从多能状态出现时发生的代谢变化一

致的强代谢标记(顶部GO注释：细胞代谢过程，p＝1.4x10‑8)。

[0275] 除了由分化中的不同步产生的异质性之外，在四和七天后，存在具有不同基因表

达模式的新出现亚群的证据，并非所有这些都可以立即归因于已知的细胞类型。通过t‑SNE

在这些时间点可视化群体结构(图17G和图25)，并在表3中列出不同的亚群标记物。在LIF撤

除后两天和四天，鉴定稀少的Zscan4+细胞，先前被鉴定为稀少的滋养外胚层形成细胞

(REF)；到第7天不再检测到该群体。在4天和7天时，出现表达通常母本印记的基因H19、

Rhox6/9、Peg10、Cdkn1等的另一个更少稀少的群体，提示可能与早期原生殖细胞分化相关

的广泛的去甲基化。

[0276] 除了这些群体，可以在所有时间点检测到驻留的PrEn细胞(图17F，17G)，其中PrEn

群体在LIF撤除后两天和四天显示扩增，但在LIF后七天停滞。总体而言，分析揭露了ES细胞

分化的时间异质性和不同的和新的ES细胞亚群的动力学。

[0277] 图17显示了分化ES细胞中的时间异质性和群体结构。图17A显示了在每个时间点

通过对高度可变基因的细胞间相关性的热图进行分层聚类定性地看到LIF撤除后全局群体

结构的变化。图17B显示在LIF撤除后基因表达的平均动力学与已知的分化模式一致。图17C

显示了通过表达给定数量的计数的细胞的分数的概率密度(小提琴)图显示的图17B中的基

因的动力学。数据点显示前5％的细胞。图17D和17E显示来自显示快速瞬时变化(PC  2)和分

化不同步(PC  1)的多个时间点的3,034个细胞的前两个主成分(PC)(图17D)和PC负载(图

17E)。图17F显示作为LIF后时间的函数的外胚层和PrEn细胞的分数的动力学。图17G显示了

在LIF后4、7天后分化ES细胞的tSNE图谱揭示瞬时和新出现的群体亚结构，以及在LIF后4天
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后的基因的tSNE图谱(右图)揭示推定的群体标记物。

[0278] 图25显示了在LIF撤除后4天的主基因的tSNE图。此图再现具有全基因注释的图

17G。

[0279] 实施例13

[0280] mES细胞分化期间混杂基因表达波动的减少。本实施例解决了以下假设：mES细胞

的特征在于混杂基因表达，牵涉许多基因的弱偶联表达，其在分化过程中变得精细。在基因

表达更混杂的情况下，可以预期细胞占据基因表达的更大的子空间，如通过其中分布细胞

的独立维数的数量所测量的。相比之下，更受控的模式基因表达(即使是多种细胞类型的混

合物)会将细胞限制至反映基因表达的一种或多种相干态的较低维流形。本实施例评价了

ES细胞和分化细胞的内在维数。发现基因表达的内在维数在分化后减少(图17H)，而随机数

据和纯RNA的维数显著高于ES细胞。该分析支持ES细胞异质性与混杂的弱偶联基因表达相

关的假设，其与由分化中的不同步和细胞类型的发散引起的Lif撤除后的异质性形成对比。

[0281] 图17H显示了在LIF后7天和mES细胞的基因表达可变性的内在维数的估计，从而显

示在分化期间波动的收缩子空间。结果与纯RNA形成对比，纯RNA应缺乏相关性并因此显示

最大波动子空间。

[0282] 实施例14

[0283] 这些实例显示用于单细胞捕获、条形码化和转录组分析的平台的建立，而对可处

理的细胞数没有物理限制。这些实例显示了高捕获效率、快速收集时间、非常低的液滴间CV

和接近采样统计所施加的限制的技术噪声。这些在不同的实验、装置、BHM批次和乳液体积

中是可重复的(表1)。这些可以容易地应用于小的临床样品(包括肿瘤样品和组织微活检)

的单细胞转录组学，从而给出组织异质性的定量图片。取决于所需的应用，这允许通过收集

不同的乳液体积来交换测序深度与细胞群体的大小。这些实例允许基于基因表达常规鉴定

细胞类型，甚至稀少的亚群。由于低测量噪声，这些允许区分离散细胞类型与基因表达中的

连续波动，如在ES细胞中的情况。除了分类细胞之外，这种类型的数据还对于基于协方差鉴

定基因之间的推定的调节联系是有价值的，例如通过利用群体中个体细胞之间的天然和可

能的微妙变化。这些实例仅突出显示了这种推断的几个简单示例(图16)，但是这种类型的

单细胞数据适合于更正式的逆向工程方法。

[0284] 这些实例可以为许多生物学问题提供准确的信息。这通过ES细胞异质性及其在早

期分化期间的动力学的复杂和挑战性问题来举例说明。ES细胞不支持不同细胞类型的大亚

群，因此，它们的异质性的分析需要灵敏的方法。为了解释来自这些细胞的数据，开发了单

细胞噪声的统计模型，其解决了生物基因间相关性如何受到低捕获效率和液滴之间的技术

可变性的影响的问题，并且我们利用来自机器学习的工具以可视化基因表达“空间”中的细

胞的更高维度组织和该组织的动力学。该分析提供了证据来支持ES细胞在血清和LIF中维

持时在更多的多能状态和更多的分化状态之间波动的假说。然而，除了表达分化标记物例

如Krt8/18、S100a6和Fgf5的ICM样群体以外，还鉴定了与原始内胚层命运相关的其它ES细

胞亚群、表达原始生殖细胞标记物Blimp1/Prdm1的另一亚群以及具有由高水平的ER相关蛋

白或E3连接酶Lin‑41/Trim71标记的不太明显的命运关联的亚群。这些小细胞亚群的无偏

鉴定需要由drop‑Seq实现的规模。这通过原始内胚层样细胞举例说明，其在所有时间点代

表小于约1％的细胞群体，并且太稀少以致于我们在仅仅100‑200个细胞的较小样品中确信
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地检测到。

[0285] 在技术方面，drop‑SEQ平台被开发用于全转录组RNA测序，但是该技术是高度灵活

的，并且应该容易适应于需要RNA/DNA分子条形码化的其它应用，例如其它RNA‑Seq方案、聚

焦于小基因组的靶向测序方法、ChIP‑Seq、基因组测序或染色质邻近分析(Hi‑C)。一个实施

方式使用非常简单的液滴微流体芯片，其仅具有单个流动聚焦接合部(图13C)以组合细胞、

条形码和RT试剂。平台的其它形式可以进一步利用液滴微流体功能，以允许通过试剂皮注

射(pico‑injection)到现有液滴中的多步酶促反应，或者在通过芯片上分选液滴进行测序

之前执行靶细胞富集。此外，drop‑SEQ应该能够容易地结合靶向相对低捕获效率的生物化

学创新。

[0286] 图16显示基因相关性网络邻域揭示多能性相关因子。通过选择具有至少三个相互

毗邻物的网络毗邻物生成Nanog(图16A)、Sox2(图16B)和细胞周期蛋白B(图16C)的连接的

相关性网络邻域(参见下文)。在图16A和16B中，灰色框表示先前验证的多能性因子；

Calcoco2、Eif2s2和Igfbp2框指示先前报道与多能状态相关的因子。

[0287] 实施例15

[0288] 本实施例举例说明了上述实施例中使用的各种方法和系统。

[0289] 微流体装置设计与操作。在这些实施例的一些中使用的微流体装置的设计在图18

中示出并集成了几个特征。如上所述，其包含用于i)条形码化水凝胶微球(BHM)、ii)细胞悬

浮液、iii)逆转录(RT)和裂解试剂混合物以及iv)载体油的四个入口，以及用于液滴收集的

一个出口。为了减少由于注射泵的机械结构可能引起的流动波动，流体电阻器以蛇形通道

的形式被并入，而每个入口处的无源过滤器防止通道堵塞。该装置包括两个接合部，一个用

于将三个水性输入物合并在一起，以及第二接合部用于样品包封，其中水相和油相相遇并

且产生液滴。为了稳定液滴以防聚结，使用溶解在HFE‑7500(3M)氟化流体中的0.75％(w/w)

EA‑表面活性剂(RAN  Biotechnologies  Inc.，)。仔细选择微流体通道的尺寸以最大化BHM

和细胞共包封事件的数量。BHM再注入通道的宽度(60微米)被设计为使得通过该通道的BHM

(直径为63微米)变得轻微挤压，从而便于它们紧密装填和排列成单个队列。进入主通道(70

微米宽)的BHM然后可以在被包封成个体液滴之前在流动的下游自由移动。由于它们的紧密

装填，BHM的到达变得高度规则，从而允许每个液滴几乎100％的单珠粒加载。这确保i)包封

成液滴的几乎每个细胞暴露于一个条形码化的引物，和ii)非条形码化的细胞的损失最小。

[0290] 软光刻。根据既定的方案制造具有80微米深的矩形微流体通道的微流体装置。简

言之，用均匀的80微米膜厚度的SU‑8  3050光致抗蚀剂(MicroChem)涂覆3英寸尺寸的硅晶

片，在65℃下烘焙20分钟，并通过具有图18中所示的相应设计的掩模暴露于365nm  UV光40

秒(在～8mW  cm2)，以及在95℃下烘烤5分钟。将未聚合的光致抗蚀剂用丙二醇单甲醚乙酸

酯溶解，将硅晶片用异丙醇冲洗并在95℃热板上干燥1分钟。将PDMS碱和交联剂(Dow 

Corning)以10:1的比例混合，并将～30mL倒入含有显影硅晶片的培养皿中，脱气并在65℃

孵育过夜。然后将PDMS层剥离，并用1.2mm活检穿孔器(Harris  Uni  Core)穿刺入口‑出口端

口。然后用氧等离子体处理PDMS的图案化侧面并结合至干净的载玻片。用防水Aquapel(PPG 

Industries)处理微通道，然后将该装置用于上述实验中。

[0291] 微流体装置操作。在装置操作期间，用冰冷夹套冷却细胞悬浮液和RT/裂解混合

物，并将液滴收集在置于冰冷架(IsoTherm  System，Eppendorf)上的单个1.5mL管(DNA 
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LoBind，Eppendorf)中。为了防止在RT孵育期间由于蒸发而导致的水分损失，将200微升矿

物油层(Sigma)置于乳液的顶部。在整个实验中，使用细胞悬浮液的100微升/小时、RT/裂解

混合物的100微升/小时、BHM的10‑20微升/小时和载体油的80微升/小时的流速，以在15个

液滴/秒的频率下产生4nL滴剂。将每个水相通过连接至放置在注射泵(Harva rd 

Apparatus ,PC2  70‑2226)上的无菌1mL注射器(Braun)的针头的聚乙烯管(ID  0 .38×OD 

1.09mm，BB31695‑PE/2)注射到微流体装置中。

[0292] 加载条形码化的水凝胶微球(BHM)到微流体装置中。合成后，将BHM储存在含有

10mM  Tris‑HCl(pH  8.0)、10mM  EDTA、0.1％(v/v)Tween‑20的T10E10T0.1缓冲液中。在加载到

微流体芯片上之前，在含有10mM  Tris‑HCl(pH  8.0)、0.1mM  EDTA和0.1％(v/v)Tween‑20的

T10E0.1T0.1缓冲液中洗涤BHM，然后重悬于补充有0.5％(v/v)IGEPAL  CA‑630的1X  RT缓冲液

(Invitrogen  Superscript  III缓冲液)，并通过在5000rpm离心2分钟浓缩。在除去上清液

后，将BHM第二次浓缩以实现紧密装填，并最终直接加载到连接至充油注射器的管中，以用

于注射到微流体装置中。BHM样品的组成是100微升浓缩的BHM、20微升10％(v/v)IGEPAL 

CA‑630、40微升5×第一链缓冲液和40微升无核酸酶的水(总等分试样体积200微升)。

[0293] 细胞制备和注射。细胞包封过程依赖于细胞至设备中的随机到达。为了使两个或

更多个细胞进入相同液滴的情况最小化，使用稀释的细胞悬浮液(～50‑100 ,000个细胞/

mL)，以获得5‑10个液滴中1个细胞的平均占有率。为了防止细胞在注射器或系统的其它部

分中沉降，将细胞悬浮在具有16％(v/v)密度梯度溶液Optiprep(Sigma)的1X  PBS缓冲液

中。通常使用20,000个细胞，悬浮在总体积200μl的160微升5X  PBS(Lonza  17‑516F)、32微

升Optiprep(Axis‑Shield  1114542)和8微升1％(v/v)BSA(Thermo  Scientific  B14)微升

中。

[0294] 反转录/裂解混合物。RT/裂解混合物包括25微升5X第一链缓冲液(18080‑044 

Life  Technologies)、9微升10％(v/v)IGEPAL  CA‑630(#18896Sigma)、6微升25mM  dNTP

(Enzymatics  N2050L)、10微升0.1M  DTT(#18080‑044，Life  Technologies)、15微升1M 

Tris‑HCl(pH  8.0)(51238Lonza)、10微升鼠RNA酶抑制剂(M0314，NEB)、15微升SuperScript 

III  RT酶(200U/微升，#18080‑044，Life  Technologies)和60微升不含核酸酶的水

(AM9937Ambion)，总体积为150微升。

[0295] 用于生产液滴的表面活性剂和载体油。载体油是具有1％(w/w)EA表面活性剂(RAN 

Biotechnologies)的HFE‑7500氟化流体(3M)。EA‑表面活性剂是平均分子量为～13.000g 

mol‑1的三嵌段共聚物。其具有通过聚乙二醇(MW～600g  mol‑1)头基连接的两个全氟聚醚尾

(MW～6.000g  mol‑1)。表面活性剂高度可溶于氟化流体中，并且几乎不溶于水相，从而提供

～2mN/m的平衡界面张力。

[0296] 液滴内的条形码化。在细胞包封后，通过将含有乳剂液滴的管在冰上暴露于紫外

光(～10mW/cm2下的365nm，BlackRay氙灯)从BHM中释放引物。接下来，将管加热至50℃并孵

育2小时以使cDNA合成发生，然后通过在70℃加热15分钟终止。然后将乳液在冰上冷却1分

钟，并通过加入1体积的PFO溶液(20％(v/v)全氟辛醇和80％(v/v)HFE‑7500)去乳化。将来

自破裂液滴的水相转移到单独的DNA  Lo‑Bind管(Eppendorf)中，根据CEL‑SEQ方案用文库

制备部分所述的修饰进行处理。

[0297] 条形码化的水凝胶微球的合成和质量控制。BHM合成依赖于补充有丙烯酸酯改性
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的DNA引物(其在丙烯酰胺聚合时被掺入至水凝胶网孔中)的丙烯酰胺：双丙烯酰胺溶液的

微流体乳化。聚合后，BHM从液滴中释放，洗涤几次并通过分割库合成进行处理以用于组合

条形码化。下面概述了进行这种水凝胶珠粒合成随后组合条形码化的详细方案。

[0298] BHM合成开始于使用图19所示的微流体芯片将凝胶前体溶液乳化成62微米大小的

液滴。分散相的组成为10mM  Tris‑HCl(pH7.6)、1mM  EDTA、15mM  NaCl，含有6.2％(v/v)丙烯

酰胺、0.18％(v/v)双丙烯酰胺、0.3％(w/v)过硫酸铵和50微摩尔丙烯酸酯修饰的DNA引物

(IDT，序列参见图20A)。作为连续相，使用含有0.4％(v/v)TEMED和1.5％(w/w)EA‑表面活性

剂的氟化流体HFE‑7500。水相的流速为400微升/小时，油相的流速为900微升/小时。将液滴

收集到1.5mL管中处于200微升矿物油之下，并在65℃孵育12小时以允许珠粒发生聚合。将

所得的固化的珠粒用在HFE‑7500油中的1mL  20％(v/v)的1H,1H,2H,2H‑全氟辛醇(B20156，

Alfa  Aesar)洗涤两次，用在己烷(BDH1129‑4LP，VWR)中的1mL  1％(v/v)Span  80(S6760，

Sigma)洗涤两次，在每个步骤之间孵育0.5‑1分钟，最后在5000rcf离心30s。最终离心后，抽

吸己烷相，将得到的BHM沉淀物溶解于1mL  TEBST缓冲液(10mM  Tris‑HCl(pH8.0)，137mM 

NaCl，2.7mM  KCl，10mM  EDTA和0.1％(v/v)Triton  X‑100)。为了除去痕量的己烷，将珠粒用

1mL  TEBST缓冲液以5000rcf洗涤3次，每次30s，最后重悬于1mL  TEBST缓冲液中并在4℃下

储存。这些BHM含有尺寸为～100nm的孔。此外，具有～1kPa的弹性模量的珠粒是“湿软的”，

这允许它们被装填成浓缩的凝胶块而不损失其完整性。

[0299] BHM分割库组合条形码化。为了在水凝胶微球上制备条形码化的引物，使用总结在

图20B中的两步酶促延伸反应。开始时，使用用9微升的15微摩尔引物5’‑W1*‑bc1‑PE1*，其

编码条形码的前半部分(其中“bc1”表示每个孔的独特序列，核苷酸序列信息也参见表4)预

先加载的384孔板。向每个孔中加入6微升反应混合物，含有约40,000个水凝胶珠粒(携带

5’‑Ac‑PC‑T7p‑PE1引物)、2.5x等温扩增缓冲液(NEB)和0.85mM  dNTP(Enzymatics))，总计

～107个珠粒。在85℃变性2分钟并在60℃杂交20分钟后，加入5微升Bst酶混合物(在1X等温

扩增缓冲液中的1.8U  Bst  2.0和0.3mM  dNTP)，得到每孔20微升的最终体积。在60℃孵育60

分钟后，通过向每个孔中加入20微升终止缓冲液(100mM  KCl，10mM  Tris‑HCl(pH  8.0)，

50mM  EDTA，0.1％(v/v)Tween‑20)终止反应，并在冰上孵育30分钟以确保EDTA螯合镁离子

并使Bst酶失活。接下来，将珠粒收集到50mL  Falcon管中，以1000rcf离心2分钟，并用50mL

含有10mM  EDTA的STOP缓冲液洗涤三次。为了除去第二链，将凝胶悬浮于20mL  150mM  NaOH、

0.5％(v/v)Brij  35P中，并用10mL的100mM  NaOH、0.5％(v/v)Brij  35P洗涤两次。然后用缓

冲液100mM  NaCl、100mM  Tris‑HCl(pH  8.0)、10mM  EDTA、0.1％(v/v)Tween‑20中和碱性溶

液，并在10mL  T10E10T0 .1缓冲液(10mM  Tris‑HCl(pH  8.0) ,10mM  EDTA,0.1％(v/v)Tween‑

20)中洗涤一次，并在10mL  T10E0.1T0.1缓冲液(10mM  Tris‑HCl(pH  8.0) ,0.1mM  EDTA,0.1％

(v/v)Tween‑20)中洗涤两次，最后将珠悬浮在1.3mL  DST缓冲液中。

[0300] 对于第二个条形码化步骤，制备第二个384‑微量滴定板，其预先加载有9微升的15

微摩尔引物5’‑T19V*‑UMI‑bc2‑W1*(其中“bc2”表示每个孔的独特的序列，UMI是随机六核

苷酸，对于序列信息也参见表4)，并如对于第一384孔板所述重复程序。

[0301] 珠粒上ssDNA引物的定量。为了定量每个BHM的ssDNA引物的量，使用靶向未延伸的

DNA“短线”的互补DNA探针(PE1)、一个延伸步骤后的条形码化引物(W1)和两个延伸步骤后

的引物(T19V)(关于序列信息参见表1)进行荧光原位杂交(FISH)。通过将约4000个DNA条形
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码化的珠粒与10微摩尔FAM标记的探针一起悬浮在杂交缓冲液(1M  KCl,5mM  Tris‑HCl(pH 

8.0) ,5mM  EDTA,0.05％(v/v)Tween‑20)中，在室温下以40微升体积进行20分钟杂交。高盐

浓度用于避免靶向T19V的探针(dA20‑FAM)(其即使在室温下也具有弱结合)的熔化。在缺少

DNA引物的微球中验证背景荧光的缺失。孵育后，将珠粒用1.4mL杂交缓冲液洗涤三次，重悬

于40微升中，并在共焦显微镜(Leica)下记录荧光强度。具有PE1*‑FAM、W1*‑FAM和dA20‑FAM

的珠粒的平均荧光强度分别为2286+/‑271、1165+/‑160和718+/‑145(图21A‑21D)。这对应

于W1/PE1的～50％和多聚T/W1的60％的掺入效率，其给出31％的最终效率或每个珠粒～15

微摩尔的完全条形码化的ssDNA引物。计算BHM体积，这相当于每个珠粒～109个拷贝的完全

延伸的ssDNA引物。

[0302] 为了验证引物从水凝胶网孔的释放，将约4000个珠粒悬浮于20微升DST缓冲液中

并暴露于UV光(～10mW/cm2处的365nm)8分钟。使用BioAnalyzer高灵敏度DNA分析试剂盒

(Agilent  Technologies)的1微升上清液的凝胶电泳图确认存在三条DNA条带(图21E)，这

与上述FISH结果一致。

[0303] 来自单个BHM的引物的单分子测序。为了在合成后测试BHM的组成，随机挑取10个

BHM并使用Illumina  MiSeq测序平台进行测序。为此目的，首先将BHM与如上所述的荧光

FISH探针(PE1‑FAM)杂交，并在荧光照明下使用解剖显微镜(Nikon)手动挑取，并转移至预

填充有5微升DNA悬浮(DS)缓冲液(10mM  Tris‑HCl  pH  8.0,0.1mM  EDTA)的0.2mL  PCR管中。

然后将管暴露于UV光(～10mW/cm2)15分钟，同时将其保持在冰上。在UV暴露后，向管中加入

0.5微升的5微摩尔PE2‑(条形码)n‑A19引物(这里，n表示10个不同的条形码)，并与4.5微升

的Bst  2.0即用型反应溶液混合。然后将具有10微升最终体积的样品在室温下孵育10分钟，

在95℃下灭活3分钟，并在冰上冷却。接下来，将含有50％(v/v)Kapa  HiFi  HotStart预拌混

物(2X，KK2601)、15％(v/v)PE1/PE2引物和35％(v/v)不含核酸酶的水的20微升主混合物加

入每个管，并用PCR扩增DNA(95℃5分钟，30个循环的98℃20秒、60℃15秒、72℃30秒，最后步

骤为72℃5分钟)。通过凝胶电泳评估PCR产物的大小，用GenElute  PCR  CleanUp试剂盒

(Na1020‑1KT，Sigma)纯化，并将所有样品稀释至10ng/微升。在最终步骤中，将所有样品汇

集在一起，并使用MiSeq  Illumina平台按照制造商的建议进行测序。来自10个个体珠粒的

引物的测序结果示于图21F‑21H中。

[0304] 每次测序运行的细胞数量的限制。对于条形码化水凝胶微球(BHM)的大型库，每个

微球携带N个条形码中的一个，在两个或细胞携带相同条形码之前可以捕获的细胞的最大

数量是多少？这个问题类似于所谓的生日问题，条形码类似于一年中的天，BHM类似于一个

房间里的人。从采样n个BHM中观察到的条形码的预期数量是nobs＝N(1‑e‑n/N)。因此，预期的

多条形码化错误(定义为携带相同条形码的细胞的分数)近似为ferr＝1‑nobs/n。当n～N时，

错误增多，因此实际上采样细胞的数量必须远小于条形码的数量，即n<<N，因此获得条形码

化的单细胞的极限是ferr≈n/2N。条形码化的单细胞n的数量取决于容许的错误，例如，允许

小于ferr＝1％的错误需要上限n＝N/50。因此，对于在我们的实验中对应于两个384孔板的N

＝3842的值，在极限n＝2,949个细胞处产生1％的多条形码化错误。在实践中，可以使用更

少的细胞来产生可忽略的多条形码化错误。

[0305] 细胞培养物制备。在37℃、5％CO2和60‑80％湿度、密度为～3x105个细胞ml–1的条

件下，在用明胶预包被的培养瓶内的ESC基础培养基中维持小鼠胚胎干(mES)细胞。ESC培养
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基含有补充有15％(v/v)胎牛血清(Gibco)、2mM  L‑谷氨酰胺、1×MEM非必需氨基酸

(Gibco)、1％(v/v)青霉素‑链霉素抗生素、110微摩尔β‑巯基乙醇、100微摩尔丙酮酸钠的无

酚红DMEM(Gibco)。为了引导分化，ESC基础培养基补充有终浓度为1000U/mL的白血病抑制

因子(LIF)，对于非引导的mES分化，培养基不含LIF。在LIF撤除的2天内，培养物经历显著的

形态学变化，表明mES细胞的分化。

[0306] 在包封前，用1×PBS(不含Mg2+和Ca2+离子)洗涤烧瓶并在37℃用1×胰蛋白酶/

EDTA溶液处理3分钟。通过加入等体积的ESC基础培养基淬灭胰蛋白酶。将分离的细胞在

260g离心3分钟，并重悬于～3mL新鲜ESC基础培养基中。在通过40微米大小的过滤器后，用

血细胞计数器计数细胞，并在补充有0.04％(v/v)BSA和16％(v/v)OptiPrep溶液的0.5x 

PBS中稀释以获得期望量的细胞(通常为200微升中20,000个细胞)。将悬浮液转移到与微流

体装置连接的1mL注射器中，并以100微升/小时的流速注射。按照该程序，在第1天具有LIF

并且在第2天早些时候、第2天晚些时候、第4天和第7天无LIF的情况下制备mES细胞。

[0307] 将K‑562细胞系(ATCC，CCL‑243)在补充有10％(v/v)胎牛血清和1％(v/v)青霉素‑

链霉素的DMEM中在37℃、5％CO2和60‑80％湿度气氛下以～3x105个细胞ml–1的密度维持。对

于包封实验，如上所述制备K‑562细胞，但使用DMEM培养基，并以1:1的比例与mES细胞混合。

[0308] DNA文库制备。文库制备基于修改的CEL‑Seq方案。DNA文库制备的工作流程可以总

结如下：RT‑‑>ExoI‑‑>SPRI纯化(SPRIP)‑‑>SSS‑‑>SPRIP‑‑>T7体外转录线性扩增‑‑>

SPRIP‑‑>RNA片段化‑‑>SPRIP‑‑>引物连接‑‑>RT‑‑>文库富集PCR。

[0309] 参考Jaitin  DA等人(2014)Massively  parallel  single‑cell  RNA‑seq  for 

marker‑free  decomposition  of  tissues  into  cell  types.Science  343(6172):776‑

779中详述的方案，对该方案进行了以下修改：RT引物包括P5/PE1衔接子，而连接引物包括

P7/PE2衔接子，与该方案中的取向相反；在ExoI处理之前，将来自破碎液滴的水相在4℃下

以14krcf离心15分钟以沉淀细胞碎片和凝胶；在ExoI处理期间，将10U  HinFI加入以消化可

能在RT反应期间形成的引物二聚体；在线性扩增后省略原有的DNA酶消化步骤；在进行线性

扩增之后进行下一步之前，在Agilent  BioAnalyzer上分析所得扩增的RNA文库；在引物连

接之前，将样品用虾碱性磷酸酶处理30分钟。最终文库富集PCR所需的最终PCR循环数目为

10‑13个循环。其余步骤保持不变。

[0310] 生物信息学分析。如表1所详述，在Illumina  MiSeq、HiSeq  2500和NextSeq机器上

进行配对末端测序。使用读数1来获得样品条形码和UMI序列；然后将读数2映射到如下所述

的参考转录组。首先基于在读数1中由W1衔接子序列(参见图20和表4)分开的两个样品条形

码组分的存在过滤读数。然后使用Trimomatic (5) (版本0 .30；参数：LEADING:28 

SLIDINGWINDOW:4:20  MINLEN:19)修剪读数2。将每个读数的条形码针对3842个预定条形码

的列表进行匹配，并校正高达两个核苷酸错配的误差。丢弃具有与参考列表分离多于两个

核苷酸的条形码的读数。然后将读取分割到条形码特异性文件中用于映射和UMI过滤。

[0311] 使用Bowtie(版本0.12.0，参数：‑n  1–l  15–e  300–m  200–best–strata‑a)将修剪

的读数与小鼠转录组进行比对。数据集还用不同的bowtie参数集重新处理，而不改变分析

的定性结果。使用来自UCSC  mm10基因组装配的所有注释转录物(用125bp多聚T尾延伸)构

建参考转录组。使用定制的Python和PySAM脚本将映射的读数处理成每个基因的UMI过滤的

转录物的计数。来自bowtie的比对按以下方式过滤：(1)对于每个读数，通过选择最接近转
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录物末端的比对，保留所有同工型之间每个基因至多一个比对。(2)如果读数与多个基因比

对，我们排除距离转录物末端超过400bp的任何比对；这是由CEL‑SEQ方法的强3'偏倚驱动

的。(3)排除映射至超过10个基因的读数，以及(4)进行下面段落中描述的UMI过滤步骤。最

后，(5)如果读数在UMI过滤后仍然与多于2个基因对齐，则完全排除读数。在报告计数时，对

于每个基因，还报告了在至少一个读数中不能从其中区分的任何其它基因；这允许排除由

映射模糊性导致的在我们的下游分析中的假相关。通过以每个读数最多1‑4个比对重新处

理数据来确认流水线对该最终步骤的稳健性。在对每个样品分别进行步骤(1‑5)后，将得到

的基因表达表连锁起来并加载到MATLAB中用于分析。

[0312] UMI过滤(上述步骤4)如下进行。每个不同的UMI通过携带UMI的读数集与一组基因

相关联。对于每个UMI，鉴定了可以解释具有该UMI的全组读数的最小基因组。这个问题被称

为“命中集合问题(Hitting  Set  Problem)”(或“集合覆盖问题(Set  Cover  Problem)”)。应

用贪婪算法获得每个UMI的最节省的基因集。仅保留一个读数/基因/UMI。使用这种方法，基

因的一些子集可能仍然是彼此不可区分的，因为它们由相同的一组不明确比对的读数支

持。因此，上一段中的步骤(5)用于消除超出预定阈值的模糊读数。为了举例说明UMI过滤步

骤，考虑具有两个读数的UMI，第一个与基因A和B比对，第二个与基因B和C比对。虽然两个读

数都不明确地比对，但是基因B可以解释两个读数的存在，因此丢弃与基因A和C的比对，并

且保留基因B的两个读数中的仅一个。

[0313] UMI过滤计数归一化。在归一化之前，每个样品条形码的总UMI‑过滤映射(UMIFM)

的计数的变异为21％至55％(变异系数)，参见表1。在分化期间CV似乎增长，表明总UMIFM计

数中的一些变异产生于细胞大小的差异而不是RT效率的变化。所有计数通过总计数归一化来

归一化，即细胞i中基因j的归一化计数以未归一化计数mi,j的方式给出为

其中Mi＝∑jmi，j和 是所有细胞中Mi的平均值。使用子样本归一化也获得类似的结果。

[0314] 预测方法灵敏度。此部分导出图14E中的灵敏度曲线(实线曲线)的形成，该曲线是

对于其中对检测的唯一限制是捕获效率β或beta(其被假定为在所有基因转录物中是无偏和均

匀的)的情况预测的。所有其它偏倚，例如序列特异性或长度特异性偏倚，均被假定为可忽略。

良好的拟合强化了这些假设。假设n为给定液滴中给定基因的转录物的数量。检测该液滴中的

基因的零转录物的概率是p0(n)＝e‑βn。然后通过将po(n)在n(在纯RNA样品的情况下，其是关于

平均值 泊松分布的)的分布上边缘化来获得灵敏度S。获得

从而给出 其是在图14E中绘制的曲线，其中β(beta)的值从图14D测量。该

曲线还可以被鉴定为在β(beta)处评估的泊松分布的矩生成函数(MGF)。拟合的质量要求液

滴之间的β(beta)的变化小，这与对照液滴之间的总计数的低CV一致。对于非对照样品，每

个基因的输入分布不再是泊松分布，并且检测频率 对于每个基因而言是不同的，并且

在这里给出的假设下，等于在β(beta)处评估的基础表达分布的MGF。

[0315] 用于PCA和tSNE分析主基因集的选择和过滤。由于每个基因携带与其它基因不相

关的固有采样噪声，预期对于全转录组数据，在所有基因中观察到的大部分变异性将不会

由顶部主成分解释。由于相同的原因，如果在评价细胞间相关性中包括大量“旁观者”基因

(其在群体之间变化很小)，则细胞亚群之间的差异可能看起来很弱。为了克服这些采样限

制，使用仅选择来反映已知ES细胞生物学的基因子集来分析ES细胞群体结构，同时还报告
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每个时间点的最可变基因。选择合适的基因集的一般策略如下：(1)对于每个时间点，包括

前200个最可变的基因，如通过v‑得分确定的(表2)，其与基因Fano因素密切相关；这些基因

用参与ES细胞生物学的基因的精选列表补充。(2)为了减少基因集，使用初始基因集对细胞

群体进行初步主成分分析(PCA)，并使用结果来仅选择“主基因”，即促成非随机主成分(PC)

的基因，如图150E中的矩阵随机化所确定的。主基因是对于每个非随机PC具有最高负载系

数的基因，其中为每个PC动态地选择阈值设置以反映负载系数分布的结构。(3)对于集合中

的每个基因g，随后将集合再扩增以包括多达两个与g最强相关的另外的基因。该最终步骤

允许包括不存在于初始集合中但与高度可变的基因集强烈相关的基因。在步骤(3)结束时

获得的最终基因集用于在每个时间点的后续PCA和tSNE分析。

[0316] 网络邻域分析。使用距离度量d＝(1‑(皮尔逊相关性))来定义两个基因之间的距

离，其中对所有细胞获得相关性。如下构建未加权的定向网络：对于感兴趣的给定基因G0，

定义了其N个最近毗邻基因G1(即与G0具有最高相关性的基因)的有向边。将N个附加有向边

从集合G1的每个成员添加到其N个最近毗邻物，一起形成集合G2。所得初步网络总共具有(N+

1)*N个有向边，并且具有代表G0、G1和G2的多达1+(N+1)*N个顶点。然后通过移除具有少于X

个进入边缘的任何顶点来迭代地修剪网络。最终网络是“基因G0的X‑连接的邻域”。如果它

不是空集，则它具有：基因G0；G1的一些成员，其也是G1的至少X‑1个其它成员的最近毗邻物；

和G2的一些成员，其是G1的至少X个成员的最近毗邻物。对于图16中绘制的网络，使用参数N

＝50，X＝3。

[0317] 表1.测序运行统计信息
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[0318]
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[0319]

[0320] 表3.跨时间点的mES细胞亚群标记物

[0321]
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[0322]
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[0323]

[0324] 表4.DNA寡核苷酸列表

[0325]
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[0326]
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[0327]

[0328] 实施例16

[0329] 本实施例举例说明了将细胞包封至液滴中的方法。在本实施例中，使用液滴条形

码化测序平台将细胞包封在具有裂解缓冲液、逆转录(RT)试剂和条形码化的寡核苷酸引物

的液滴中。从每个裂解细胞释放的mRNA仍保持在相同的液滴中，并在互补DNA(cDNA)的合成

期间被条形码化。条形码化后，来自所有细胞的材料通过破坏液滴而组合，并处理cDNA文库

用于测序(图27)。

[0330] 在本实施例中，合成了与细胞共包封的条形码化的水凝胶微球(BHM)文库(图27)。

BHM携带编码3842(即147,456)个预定义条形码之一的共价偶联的、可光释放的引物。该库

大小允许以99％的独特标记随机标记3,000个细胞，并且可以被条形码化的细胞的数量通

过使用文库条形码标记每个约3k个细胞的收集管而变得远更大。如果需要在单个文库中进

行大规模细胞捕获，则可以以直接的方式扩展该方法。

[0331] 图27显示用于DNA条形码化数千个细胞的液滴微流体平台。单细胞液滴条形码化

的示意图。细胞与裂解缓冲液、逆转录(RT)混合物和携带条形码化RT引物的水凝胶微球共

包封；包封后，从水凝胶中释放引物，并且在反转录过程中用DNA条形码标记液滴中的cDNA

产物。然后将液滴破坏并在测序前线性扩增来自所有细胞的材料。UMI＝随机六聚体独特分

子标识符。

[0332] 虽然本文已经描述和示出了本发明的若干实施方案，但是本领域普通技术人员将

容易想到用于执行本文描述的功能和/或获得本文描述的结果和/或一个或多个优点的各

种其它工具和/或结构，并且这些变化和/或修改中的每一个被认为在本发明的范围内。更

一般地，本领域技术人员将容易地理解，本文描述的所有参数、尺寸、材料和构造意在是示

例性的，并且实际参数、尺寸、材料和/或构造将取决于使用了本发明的教导的具体应用。本

领域技术人员将通过使用不超过常规实验而认识到或者能够确定本文所述的本发明的具

体实施方案的许多等同物。因此，应当理解，前述实施方案仅以举例的方式给出，并且在所

附权利要求及其等同物的范围内，本发明可以以不同于具体描述和请求保护的方式实施。

本发明涉及本文所述的每个单独的特征、系统、制品、材料、试剂盒和/或方法。此外，如果这

些特征、系统、制品、材料、试剂盒和/或方法不相互矛盾，则两个或更多个此类特征、系统、

制品、材料、试剂盒和/或方法的任何组合包括在本发明的范围。

[0333] 本文定义和使用的所有定义应理解为优先于字典定义、通过引用并入的文献中的

定义和/或所定义术语的普通含义。

[0334] 除非清楚地相反指示，否则本文在说明书和权利要求书中使用的不定冠词“一个”

和“一种”应当被理解为是指“至少一个/一种”。

[0335] 短语“和/或”，如在本文中在说明书和权利要求中所用，应当被理解为意指所连接

的元素的“任一个或两者”，即元素在一些情况下结合地存在以及在其它情况下分离地存
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在。利用“和/或”列出的多个元素应当以相同的方式来解释，即所连接的元素的“一个或多

个”。除通过“和/或”从句明确确定的元素外，还可任选地存在其它元素，无论与明确确定的

那些元素相关还是无关。因此，作为非限定性实例，对“A和/或B”的提及，当与开放性措辞诸

如“包含/包括”结合使用时，在一个实施方案中可仅指A(任选地包括除B外的元素)；在另一

个实施方案中可仅指B(任选地包括除A外的元素)；在另一个实施方案中，可指A和B(任选地

包括其它元素)；依此类推。

[0336] 如本文中在说明书和权利要求中所用，“或”应当被理解为具有与如上定义的“和/

或”相同的含义。例如，当在列表中分开各项时，“或”或“和/或”应当被理解为是包含性的，

即包含至少一个，但也包括许多个元素或一列元素中的多于一个，以及任选地，包括另外未

列出的项。只有明确地指明相反的术语，例如“……中的仅一个”或“……中的恰好一个”或

当用于权利要求中时的“由……组成”将指包含多个元素或一列元素中的正好一个元素。一

般地，如本文中所用的术语“或”应当仅在冠有排他性的术语诸如“任一”、“……之一”、

“……中的仅一个”或“……中的恰好一个”时被解释为表示排他性选择(即“一个或另一个

但非两个”)。“基本上由……组成”，当用于权利要求中时，应当具有其在专利法领域中使用

的普通含义。

[0337] 如本文中在说明书和权利要求中所用，关于一列一个或多个元素的短语“至少一

个”应当被理解为意指选自一列元素中的任何一个或多个元素的至少一个元素，但不一定

包括元素列表内明确列出的每一个元素的至少一个并且不排除元素列表中的元素的任何

组合。该定义还允许可任选地存在除短语“至少一个”所指的元素列表内明确确定的元素外

的元素，无论与那些明确确定的元素相关还是不相关。因此，作为非限定性实例，“A和B的至

少一个”(或，等同地，“A或B的至少一个”或，等同地“A和/或B的至少一个”)可在一个实施方

案中指至少一个(任选地包括不止一个)A而无B存在(且任选地包括除B外的元素)；在另一

个实施方案中指至少一个(任选地包括不止一个)B而无A存在(且任选地包括除A外的元

素)；在另一个实施方案中指至少一个(任选地包括不止一个)A和至少一个(任选地包括不

止一个)B(且任选地包括其它元素)；依此类推。

[0338] 当本文中使用单词“约”来指称数值时，应理解本发明的另一实施方式包括了不以

单词“约”修饰的该数值。

[0339] 还应当理解，除非明确地指明与之相反，否则在包括不止一个步骤或行为的本文

请求保护的任何方法中，所述方法的步骤或行为的顺序不必须地限定于其中叙述所述方法

的步骤或行为的顺序。

[0340] 在权利要求中，以及在上述说明书中，所有过渡短语诸如“包含”、“包括”、“携带”、

“具有”、“含有”、“拥有”、“牵涉”、“持有”、“由……组成”等被理解为开放性的，即意指包括

但不限于。只有过渡短语“由……组成”和“基本上由……组成”应当分别是封闭性的或半封

闭性的过渡短语，如美国专利局专利审查程序手册第2111.03节中所示的。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  PRESIDENT  AND  FELLOWS  OF  HARVARD  COLLEGE

[0003] VILNIUS  UNIVERSITY

[0004] <120>  用于条形码化核酸的系统和方法

[0005] <130>  H0498.70512WO00

[0006] <140>  Not  Yet  Assigned

[0007] <141>  2015‑04‑17

[0008] <150>  US  62/072,944

[0009] <151>  2014‑10‑30

[0010] <150>  US  62/066,188

[0011] <151>  2014‑10‑20

[0012] <150>  US  62/065,348

[0013] <151>  2014‑10‑17

[0014] <150>  US  61/982,001

[0015] <151>  2014‑04‑21

[0016] <160>  17

[0017] <170>  PatentIn  version  3.5

[0018] <210>  1

[0019] <211>  64

[0020] <212>  DNA

[0021] <213> 人工序列

[0022] <220>

[0023] <223> 合成的多核苷酸

[0024] <400>  1

[0025] cgatgacgtt  atacgactca  ctatagggat  accaccatgg  ctctttccct  acacgacgct  60

[0026] cttc  64

[0027] <210>  2

[0028] <211>  20

[0029] <212>  DNA

[0030] <213> 人工序列

[0031] <220>

[0032] <223> 合成的多核苷酸

[0033] <400>  2

[0034] taatacgact  cactataggg  20

[0035] <210>  3

[0036] <211>  24

[0037] <212>  DNA

[0038] <213> 人工序列
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[0039] <220>

[0040] <223> 合成的多核苷酸

[0041] <400>  3

[0042] ctctttccct  acacgacgct  cttc  24

[0043] <210>  4

[0044] <211>  22

[0045] <212>  DNA

[0046] <213> 人工序列

[0047] <220>

[0048] <223> 合成的多核苷酸

[0049] <400>  4

[0050] aaggcgtcac  aagcaatcac  tc  22

[0051] <210>  5

[0052] <211>  20

[0053] <212>  DNA

[0054] <213> 人工序列

[0055] <220>

[0056] <223> 合成的多核苷酸

[0057] <400>  5

[0058] tttttttttt  tttttttttv  20

[0059] <210>  6

[0060] <211>  134

[0061] <212>  DNA

[0062] <213> 人工序列

[0063] <220>

[0064] <223> 合成的多核苷酸

[0065] <220>

[0066] <221>  misc_feature

[0067] <222>  (71) ..(78)

[0068] <223>  n是条形码1

[0069] <220>

[0070] <221>  misc_feature

[0071] <222>  (101) ..(114)

[0072] <223>  n是条形码2

[0073] <400>  6

[0074] cgatgacgta  atacgactca  ctatagggat  accaccatgg  ctctttccct  acacgacgct  60

[0075] cttccgatct  nnnnnnnnaa  ggcgtcacaa  gcaatcactc  nnnnnnnnnn  nnnntttttt  120

[0076] tttttttttt  tttv  134

[0077] <210>  7
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[0078] <211>  64

[0079] <212>  DNA

[0080] <213> 人工序列

[0081] <220>

[0082] <223> 合成的多核苷酸

[0083] <400>  7

[0084] cgatgacgta  atacgactca  ctatagggat  accaccatgg  ctctttccct  acacgacgct  60

[0085] cttc  64

[0086] <210>  8

[0087] <211>  63

[0088] <212>  DNA

[0089] <213> 人工序列

[0090] <220>

[0091] <223> 合成的多核苷酸

[0092] <220>

[0093] <221>  misc_feature

[0094] <222>  (23) ..(33)

[0095] <223>  n是条形码1

[0096] <400>  8

[0097] aaggcgtcac  aagcaatcac  tcnnnnnnnn  nnnagatcgg  aagagcgtcg  tgtagggaaa  60

[0098] gag  63

[0099] <210>  9

[0100] <211>  56

[0101] <212>  DNA

[0102] <213> 人工序列

[0103] <220>

[0104] <223> 合成的多核苷酸

[0105] <220>

[0106] <221>  misc_feature

[0107] <222>  (21) ..(34)

[0108] <223>  n是条形码2

[0109] <400>  9

[0110] baaaaaaaaa  aaaaaaaaaa  nnnnnnnnnn  nnnnaaggcg  tcacaagcaa  tcactc  56

[0111] <210>  10

[0112] <211>  30

[0113] <212>  DNA

[0114] <213> 人工序列

[0115] <220>

[0116] <223> 合成的多核苷酸
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[0117] <400>  10

[0118] agatcggaag  agcgtcgtgt  agggaaagag  30

[0119] <210>  11

[0120] <211>  22

[0121] <212>  DNA

[0122] <213> 人工序列

[0123] <220>

[0124] <223> 合成的多核苷酸

[0125] <400>  11

[0126] aaggcgtcac  aagcaatcac  tc  22

[0127] <210>  12

[0128] <211>  20

[0129] <212>  DNA

[0130] <213> 人工序列

[0131] <220>

[0132] <223> 合成的多核苷酸

[0133] <400>  12

[0134] aaaaaaaaaa  aaaaaaaaaa  20

[0135] <210>  13

[0136] <211>  136

[0137] <212>  DNA

[0138] <213> 人工序列

[0139] <220>

[0140] <223> 合成的多核苷酸

[0141] <220>

[0142] <221>  misc_feature

[0143] <222>  (71) ..(80)

[0144] <223>  n是条形码1

[0145] <220>

[0146] <221>  misc_feature

[0147] <222>  (103) ..(110)

[0148] <223>  n是条形码2

[0149] <220>

[0150] <221>  misc_feature

[0151] <222>  (111) ..(116)

[0152] <223>  n是a,  c,  g, 或t

[0153] <400>  13

[0154] cgatgacgta  atacgactca  ctatagggat  accaccatgg  ctctttccct  acacgacgct  60

[0155] cttccgatct  nnnnnnnnnn  gagtgattgc  ttgtgacgcc  ttnnnnnnnn  nnnnnntttt  120
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[0156] tttttttttt  tttttv  136

[0157] <210>  14

[0158] <211>  30

[0159] <212>  DNA

[0160] <213> 人工序列

[0161] <220>

[0162] <223> 合成的多核苷酸

[0163] <400>  14

[0164] agatcggaag  agcggttcag  caggaatgcc  30

[0165] <210>  15

[0166] <211>  21

[0167] <212>  DNA

[0168] <213> 人工序列

[0169] <220>

[0170] <223> 合成的多核苷酸

[0171] <400>  15

[0172] gtctcggcat  tcctgctgaa  c  21

[0173] <210>  16

[0174] <211>  44

[0175] <212>  DNA

[0176] <213> 人工序列

[0177] <220>

[0178] <223> 合成的多核苷酸

[0179] <400>  16

[0180] aatgatacgg  cgaccaccga  gatctacact  ctttccctac  acga  44

[0181] <210>  17

[0182] <211>  47

[0183] <212>  DNA

[0184] <213> 人工序列

[0185] <220>

[0186] <223> 合成的多核苷酸

[0187] <400>  17

[0188] caagcagaag  acggcatacg  agatcggtct  cggcattcct  gctgaac  47
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