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1.多个固体支持物，其包含：

第一群体的固体支持物，所述第一群体的固体支持物包含第一浓度的至少一种编码介

质；和

第二群体的固体支持物，所述第二群体的固体支持物包含第二浓度的所述至少一种编

码介质和至少一种另外的编码介质，

其中所述第二群体的固体支持物包含与所述至少一种另外的编码介质成比率的所述

至少一种编码介质；和

其中所述至少一种编码介质的荧光激发波长和发射波长分别与所述至少一种另外的

编码介质的荧光激发波长和发射波长重叠，并且

其中，与至少一种另外的编码介质相比，至少一种编码介质在响应于引起与至少一种

编码介质相关的编码信号发生物理和/或化学变化的限定事件时具有不同的稳定性，使得

在限定事件之后，用至少一种编码介质编码的固体支持物群体与用至少一种另外的编码介

质编码的固体支持物群体可区分，并且进一步地其中所述限定事件是热、光或化学事件。

2.权利要求1的多个固体支持物，其中响应于限定事件，所述至少一种编码介质是稳定

的并且所述至少一种另外的编码介质是不稳定的。

3.权利要求1的多个固体支持物，其还包含第三群体的固体支持物，并且所述第三群体

中的相应固体支持物包含编码介质，所述编码介质不具有与所述至少一种编码介质或所述

至少一种另外的编码介质重叠的荧光激发和发射波长。

4.权利要求1的多个固体支持物，其中所述至少一种编码介质和所述至少一种另外的

编码介质具有不同的光稳定性。

5.权利要求1的多个固体支持物，其中所述至少一种编码介质和/或所述至少一种另外

的编码介质包含染料、荧光蛋白或量子点。

6.权利要求1的多个固体支持物，其中所述限定事件是热事件。

7.权利要求1的多个固体支持物，其中所述至少一种另外的编码介质和所述至少一种

编码介质具有不同的光漂白动力学。

8.权利要求1的多个固体支持物，其中所述多个固体支持物包含至少20个不同编码的

固体支持物。

9.根据权利要求8所述的多个固体支持物，其中所述多个固体支持物编码至少1,000种

可检测的编码状态。

10.权利要求1所述的多个固体支持物，其中所述比率是至少一种编码介质:至少一种

另外的编码介质的比率为25:75、50:50或75:25。

11.权利要求1的多个固体支持物，其中所述多个固体支持物包含与第一群体的固体支

持物中的固体支持物和/或第二群体的固体支持物中的固体支持物偶联的引物或探针。

12.根据权利要求1所述的多个固体支持物，其中所述多个固体支持物包括与第一群体

的固体支持物中的固体支持物和/或第二群体的固体支持物中的固体支持物偶联的抗体，

其中所述至少一种编码介质附接于所述抗体。

13.根据权利要求1所述的多个固体支持物，其中所述多个固体支持物包括与第一群体

的固体支持物中的固体支持物和/或第二群体的固体支持物中的固体支持物偶联的肽或蛋

白质，其中所述至少一种编码介质附接于所述肽或蛋白质。

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 113640512 B

2



14.根据权利要求1所述的多个固体支持物，其中所述多个固体支持物包括与第一群体

的固体支持物中的固体支持物和/或第二群体的固体支持物中的固体支持物偶联的适体，

其中所述至少一种编码介质附接于所述适体。

15.根据权利要求1所述的多个固体支持物，其中所述多个固体支持物包括与第一群体

的固体支持物中的固体支持物和/或第二群体的固体支持物中的固体支持物偶联的寡核苷

酸，其中至少一种编码介质附接于所述寡核苷酸。

16.试剂盒，其包含权利要求1‑15中任一项的多个固体支持物。

17.根据权利要求16所述的试剂盒，其中所述试剂盒还包含微流体设备。
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用于多路测定的解码方法及相关流体设备、试剂盒和固体支

持物

[0001] 本申请是申请日为2016年10月5日、发明名称为“用于多路测定的解码方法及相关

流体设备、试剂盒和固体支持物”的中国专利申请No.201680058434.4的分案申请。

[0002] 联邦支持声明

[0003] 本发明利用政府支持在由美国国防部(DARPA)给予的津贴号HR0011‑12‑2‑0001下

进行。

发明领域

[0004] 本发明涉及样品分析并且可由其适用于使用流体设备进行的分析。

背景

[0005] 能够测量来自生物样品的低丰度分析物对于包括临床诊断在内的数个领域都是

非常重要的。参见，例如，Rissin等，Single‑molecule  enzyme‑linked  immunosorbent 

assay  detects  serum  proteins  at  subfemtomolar  concentrations.Nat.Biotechnol.

2010,28,595‑599.；Walt,D.R.,Optical  Methods  for  Single  Molecule  Detection  and 

Analysis ,Anal .Chem .(Washington ,DC ,U .S .)2013 ,85 ,1258‑1263；以及Witters等 ,

Digital  microfluidics‑enabled  single‑molecule  detection  by  printing  and 

sealing  single  magnetic  beads  in  femtoliter  droplets,Lab  Chip  2013,13,2047‑

2054。

[0006] 许多蛋白和核酸诊断生物标记物以低的内源浓度存在，这要求其分析方法具有非

常低的检测极限。日益增加地，进行此种灵敏测量的常见策略是利用生物识别元件进行功

能化的小珠(如抗体，寡核苷酸等)。参见，Rissin等,Simultaneous  Detection  of  Single 

Molecules  and  Singulated  Ensembles  of  Molecules  Enables  Immunoassays  with 

Broad  Dynamic  Range,Anal.Chem.(Washington,DC,U.S.)2011,83,2279‑2285；Song等,

Direct  Detection  of  Bacterial  Genomic  DNA  at  Sub‑Femtomolar  Concentrations 

Using  Single  Molecule  Arrays,Anal.Chem.(Washington,DC,U.S.)2013,85,1932‑1939；

Woolley等,Emerging  technologies  for  biomedical  analysis ,Analyst(Cambridge ,

U .K .)2014 ,139 ,2277‑2288；以及Culbertson等 ,Micro  Total  Analysis  Systems:

Fundamental  Advances  and  Biological  Applications ,Anal.Chem .(Washington ,DC,

U.S.)2014,86,95‑118。

[0007] 每个样品添加数千至数百万个微球体为靶标捕获提供高的表面积，由此有效且选

择性地从大的样品体积中预浓缩靶标分析物。参见，Chang等,Single  molecule  enzyme‑

linked  immunosorbent  assays:Theoretical  considerations ,J .Immunol .Methods 

2012,378,102‑115；和Walt,D.R,Protein  measurements  in  microwells,Lab  Chip  2014,

14,3195‑3200。

[0008] 虽然此种方法有利于测量多种个体分析物，此种基于小珠的方法的关键优势在于
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能够多路分析和量化来自单个样品的多个靶标。参见，Rissin等 ,Multiplexed  single 

molecule  immunoassays,Lab  Chip  2013,13,2902‑2911；和Kingsmore,S.F.,Multiplexed 

protein  measurement:technologies  and  applications  of  protein  and  antibody 

arrays,Nat.Rev.Drug  Discovery  2006,5,310‑320。这在生物测试应用(例如临床和重点

照护检验(POC)诊断)中是尤其有价值的，其中可以在单个测试中筛选一组疾病生物标记

物。参见，Nie等 ,An  automated  integrated  platform  for  rapid  and  sensitive 

multiplexed  protein  profiling  using  human  saliva  samples ,Lab  Chip  2014 ,14 ,

1087‑1098；Shen等 ,Multiplexed  Quantification  of  Nucleic  Acids  with  Large 

Dynamic  Range  Using  Multivolume  Digital  RT‑PCR  on  a  Rotational  SlipChip 

Tested  with  HIV  and  Hepatitis  C  Viral  Load ,Journal  of  the  American  Chemical 

Society  2011,133,17705‑17712；和Chin等Commercialization  of  microfluidic  point‑

of‑care  diagnostic  devices,Lab  Chip  2012,12,2118‑2134。

[0009] 典型的基于小珠的多路诊断方法用不同强度水平的染料的不同组合来编码多种

类型的亲和小珠。参见，Manesse等 ,Dynamic  microbead  arrays  for  biosensing 

applications.Lab  Chip  2013,13,2153‑2160；和Nie等,Multiplexed  Salivary  Protein 

Profiling  for  Patients  with  Respiratory  Diseases  Using  Fiber‑Optic  Bundles 

and  Fluorescent  Antibody‑Based  Microarrays .Anal .Chem .(Washington ,DC ,U .S.)

2013,85,9272‑9280。

[0010] 可以通过以适用于所用的各编码染料的激发/发射波长获取图像对小珠进行解

码。参见，Rissin等,Multiplexed  single  molecule  immunoassays.Lab  Chip  2013,13,

2902‑2911。然后基于预先确定的荧光发射强度阈值将小珠分配至一个群体。参见，例如，

Nie等,Multiplexed  Salivary  Protein  Profiling  for  Patients  with  Respiratory 

Diseases  Using  Fiber‑Optic  Bundles  and  Fluorescent  Antibody‑Based 

Microarrays,Anal.Chem.(Washington,DC,U.S.)2013,85,9272‑9280。虽然该方法可以产

生编码的小珠的若干群体，其可能需要不同编码染料的光谱性质和各强度水平被很好地分

辨以保证各小珠群体可以彼此区分。因此，在该方法的情况下，可以使用的多路水平的数目

具有实际的上限，即使在利用专门设备如流式细胞仪的情况下。仍然需要可以允许增加的

多路和/或检测速度的备选的编码/解码系统。

[0011] 本申请在以上背景部分中引用的文献的内容通过引用完整地结合于此。

[0012] 发明实施方案概述

[0013] 本发明的实施方案提供编码的设备的解码测量，其可以提供据信通过常规编码方

法无法实现的额外的多路水平。

[0014] 相对于仅使用单时间点编码测量(如常规解码测量通常所为的)，本申请的实施方

案提供的方法采用时间域以获得在不同时间取得的多个解码测量从而区分和/或鉴别(解

码)不同的群体。解码测量可以基于编码介质(例如，染料)，如，例如，具有相似光谱性质的

编码介质。

[0015] 编码介质可以具有相似的光谱性质以致其在第一图像中是不可区分的(例如，在

限定事件前)，并且可以包括稳定的编码介质(例如，在限定事件前后的不同时间点产生相

同的荧光强度)和响应于限定事件而在物理上和/或在化学上产生变化的编码介质(例如，
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与限定事件前的荧光强度相比在限定事件后在不同的时间点显示增加或减小的荧光强度

并且/或被选择性地激活)。

[0016] 编码介质可以包括稳定的，部分稳定的，相对稳定的和不稳定的介质。

[0017] 编码介质中的一些或全部可以包含相似的光谱性质以致其在第一图像中可以是

不可区分的并且不稳定的编码介质可以产生由于物理和/或化学变化所致的下降或增强的

荧光强度，所述变化可以是由暴露于限定事件(例如，热，光，化学，磁和/或电化学事件)引

起的。

[0018] 解码测量可以在不同时间点进行，包括在引起与相应固体支持物(可以是其中全

部或部分)相关的物理和/或化学变化的限定事件之前、期间和/或之后，所述变化可以导致

相应固体支持物(可以是其中全部或部分)的编码信号发生变化(例如，由具有至少一种编

码介质的各固体基质(可以是其中全部或部分)产生的发光强度可能变化)。在一些实施方

案中，可以测量发光强度，其可以包括荧光和/或磷光强度。固体支持物的其他解码测量包

括检测磁行为，pH，光散射，物理尺寸，形状，折射率，溶解度，光吸收和/或发射强度或最大

波长迁移，传导率，介电常数，粘度和放射性衰减事件的变化以及以上的组合。

[0019] 例如，在一些实施方案中，固体支持物如，但不限于，小珠，可以利用编码介质(例

如，染料或染料)来编码，并且在使用超过一种编码介质的情况下，编码介质可以具有相似

的光谱性质(例如，相似的初始光谱性质)，但是不同的稳定性。虽然提供常规解码方法是不

可区分的，本发明的方法可以允许分辨固体支持物的不同群体。在一些实施方案中，为了鉴

别至少两种不同的群体，可以使用至少两种不同的编码介质。备选地或此外，在一些实施方

案中，一种编码介质(例如相同的染料和/或活性部分)可用于鉴别至少两种不同的群体，但

是对于至少一个群体，所述编码介质，响应于限定事件，提供与其他不同的编码信号以致可

以鉴别所述群体，其可以例如是，编码介质包括在其他中不存在以及响应于限定事件而被

选择性地激活或改变的元件。例如，用于两个不同群体的编码介质可以包括相同的染料，但

是其可以不同方法连接至固体支持物并且一种连接方法可以包括被限定事件破坏的结合，

这改变编码介质或固体支持物的荧光强度。

[0020] 本发明的固体支持物可以产生比利用静态单时间点测量所能够实现的多得多的

不同编码状态。

[0021] 利用与固体支持物相关的物理和/或化学变化所提供的额外的编码信号，本发明

的方法可以鉴别增加的群体，所述变化可以导致相应固体支持物和/或其部分的编码信号

随时间变化，典型地基于限定事件，如，例如，导致编码介质和/或固体基质的化学和/或物

理性质变化的限定事件。

[0022] 增加的多路能力可以不需要额外的滤波器组或其他昂贵的光学仪器，这可以提供

低成本的、相对简单的分析平台。

[0023] 虽然存在许多方式来在固体基质(例如，小珠)中和/或上执行时间依赖性测量，光

稳定性和/或热稳定性可以是尤其适合开发以鉴别多路小珠的参数。

[0024] 在一些实施方案中，可以获得并分析相应固体支持物(可以是其中全部或部分)的

第一和第二编码信号以鉴别不同的群体。在一些实施方案中，第一编码信号可以基于和/或

获得自第一图像，其中不同的固体支持物在不同位置。第二编码信号可以基于和/或获得自

第二图像，其中不同的固体支持物在相应(相同)位置。在一些实施方案中，第一编码信号可
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以基于和/或获得自第一图像，其中编码的分子识别元件在固体支持物上的样品上和/或中

的不同位置，并且第二编码信号可以基于和/或获得自第二图像，其中不同的编码的分子识

别元件在相应(相同)位置。第一和第二图像中的不同的编码信号的实际数目可以是相同

的。然而，相应固体支持物的编码信号可以随时间变化(例如，从一个水平迁移至另一个水

平，如高至低，或反之亦然)，这可以增加可检测的编码状态的数目。

[0025] 例如，在一些实施方案中，分析系统可以被配置成检测在第一和第二图像之间的

相同数目的限定强度水平，如，例如，三个(3)强度水平(低，中，高)。然而，由于群体中的至

少一些的第一和第二图像之间强度水平的变化，可以基于保持不变的群体和变化的群体来

限定额外的群体(1.初始低强度并且保持在低强度，2.初始中等强度并且退至低强度，3.初

始中等强度并且保持在中等强度，4.初始高强度并且退至低强度，5.初始高强度并且退至

中等强度，6.初始高强度并且保持在高强度)。

[0026] 此外，利用在猝灭剂被消除或隔离的染料被释放时变得更亮的能力，分析系统可

以被配置成检测以上全部的1‑6，加上7.初始低强度增加至中等强度，8.初始低强度增加至

高强度，9.初始中等强度增加至高强度。即，仅由3个强度水平产生9个群体。如果使用第二

染料组(例如，编码介质)，则可以产生81个群体。

[0027] 可以使用其他编码信号，包括以下将进一步讨论的固体基质的物理和/或化学变

化。

[0028] 在一些实施方案中，提供解码固体支持物的方法，所述方法包括：检测多个固体支

持物(例如，多路小珠组)中的固体支持物的第一编码信号和第二编码信号；比较多个固体

支持物中的相应固体支持物的第一编码信号和第二编码信号，其中在与固体支持物相关的

至少一种化学和/或物理变化期间或之后检测相应固体支持物的第二编码信号并且相应固

体支持物的第一和第二编码信号是不同的；以及至少部分基于所述第一和第二编码信号的

比较解码多个固体支持物。

[0029] 在一些实施方案中，提供解码固体支持物的方法，所述方法包括提供多个分子识

别元件(如，例如，抗体，适体，和/或核酸探针)，其中多个分子识别元件中的至少一些包括

一种或多种编码介质；将多个分子识别元件中的至少部分结合至固体支持物上的样品中的

至少部分；检测多个分子识别元件中的分子识别元件的第一编码信号和第二编码信号；比

较多个分子识别元件中的相应分子识别元件的第一编码信号和第二编码信号，其中在与分

子识别元件相关的至少一种化学和/或物理变化期间或之后检测第二编码信号并且相应分

子识别元件的第一和第二编码信号是不同的；以及至少部分基于所述第一和第二编码信号

的比较解码多个分子识别元件。固体支持物可以是载有生物样品(如，例如，组织切片)的显

微镜载玻片。在一些实施方案中，固体支持物可以是直接或夹心型测定中涉及的载有蛋白

和/或核酸的阵列的玻璃，硅或塑料载玻片。

[0030] 一些实施方案包括解码样品的方法，所述方法包括检测多个编码的元件中的编码

的元件(例如，编码的固体支持物和/或编码的分子识别元件)的第一编码信号和第二编码

信号；比较多个编码的元件中的相应编码的元件的第一编码信号和第二编码信号，其中在

与编码的元件相关的至少一种化学和/或物理变化期间或之后检测相应编码的元件的第二

编码信号并且相应编码的元件的第一和第二编码信号是不同的；以及至少部分基于所述第

一和第二编码信号的比较解码多个编码的元件。
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[0031] 其他实施方案涉及分析系统。可以提供测定解码系统，其包括包含至少一个处理

器的回路；包含多个固体支持物(例如，多路小珠组)的流体分析芯片；和与多个固体支持物

连通的源，其中回路激活所述源以引起与多个固体支持物中的至少一些相关的至少一种可

检测的物理和/或化学变化并且比较多个固体支持物中的相应固体支持物的第一和第二编

码信号以解码多个固体支持物中的不同的群体的固体支持物。所述源可以包括与多个固体

支持物连通的热源或光源中的至少一个，其中回路激活热源或光源中的至少一个以引起与

多个固体支持物中的至少一些相关的至少一种可检测的物理和/或化学变化。

[0032] 在一些实施方案中，系统可以包括控制器，与控制器连通的检测器，具有被配置成

鉴别单个样品的不同时间点的具有反应孔的设备的反应孔的信号检测区段中存在的信号

的模块的图像处理器，以及动态解码模块。

[0033] 反应孔可以具有至少一个小珠保留区段。

[0034] 模块可以被配置成在反应后以及之后在至少一个限定事件前后鉴别阳性测定信

号。

[0035] 模块可以被配置成基于反应事件后和限定事件前后的鉴别的阳性测定信号进行

多路小珠解码。

[0036] 载有各小珠的小珠孔的中心线可以相隔以0.2至1000μm的距离。

[0037] 本发明的进一步的方面包括多个固体支持物(例如，多路小珠组)，所述多个固体

支持物包括第一群体的固体支持物，所述第一群体的固体支持物包括第一浓度和/或比率

的至少一种编码介质；以及，第二群体的固体支持物，所述第二群体的固体支持物包括第二

浓度和/或比率的所述至少一种编码介质和至少一种另外的编码介质，其中至少一种编码

介质和至少一种另外的编码介质的荧光激发和发射波长重叠，并且其中至少一种编码介质

的第一和第二浓度是不同的并且第一和第二群体中的相应固体支持物上的不同浓度和/或

比率的至少一种编码介质提供多种编码状态。

[0038] 本发明的另一方面包括多个编码的分子识别元件，其中多个编码的分子识别元件

包括第一群体的分子识别元件，所述第一群体的分子识别元件包含第一浓度和/或比率的

至少一种编码介质；以及第二群体的分子识别元件，所述第二群体的分子识别元件包含第

二浓度和/或比率的至少一种编码介质和至少一种另外的编码介质，其中至少一种编码介

质和至少一种另外的编码介质的荧光激发和发射波长重叠，并且其中至少一种编码介质的

第一和第二浓度是不同的并且第一和第二群体中的相应分子识别元件上的不同浓度和/或

比率的至少一种编码介质提供多种编码状态。

[0039] 在一些实施方案中，编码的分子识别元件包括两种以上(例如，2，3，4种以上)编码

介质。

[0040] 本发明的另一方面涉及包含如本文中所述的多个固体支持物的试剂盒。

[0041] 要注意的是，虽然没有对其进行专门描述，但关于一个实施方案所述的本发明的

方面可以结合在不同的实施方案中。即，所有实施方案和/或任何实施方案的特征可以任意

方式和/或组合结合。申请人保留改变任何原始递交的权利要求和/或递交任何新的权利要

求的权利，并且因此包括修改任何原始递交的权利要求以使其从属于任何其他的权利要求

和/或结合任何其他的权利要求的任意特征(虽然初始并未以所述方式主张)的权利。本发

明的这些及其他目标和/或方面在以下的说明书中被详细说明。本领域技术人员在阅读了
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随后的附图和优选实施方案详述(此种描述仅是对本发明的说明)之后将理解本发明的另

外的特征，优点和细节。

附图简述

[0042] 结合在申请文件中并且作为申请文件的部分的附图图示了本发明的实施方案并

且与说明书一起用于解释本发明的原理。

[0043] 图1A是根据本发明的实施方案的分析系统的示意图。

[0044] 图1B是根据本发明的实施方案的另一个分析系统的示意图。

[0045] 图1C是根据本发明的实施方案的获得图像的计时图的示意图，其显示为在限定事

件("DE")前在第一时间的图像I1和在限定事件(DE)后在第二时间T2的图像I2。

[0046] 图1D是根据本发明的实施方案的获得图像的计时图的另一个示意图，其显示为在

限定事件("DE")前在第一时间的图像I1和在限定事件(DE)后在第二时间T2的图像I2。

[0047] 图2A是根据本发明的实施方案的固体支持物随时间的温度的图，其显示关于至少

一个限定事件(DE)(涉及合适时间的光漂白)的可以获得第一，第二和第三图像I1，I2和I3的

时间点。

[0048] 图2B是根据本发明的实施方案的固体支持物随时间的温度的图，其显示关于至少

一个限定事件(DE)(涉及热猝灭)的可以获得第一，第二和第三图像I1，I2和I3的时间点。

[0049] 图3A‑C显示不同的编码的小珠群体的三个图像(即，图3A，3B和3C)，所述小珠群体

被加载到单个流体设备中并且通过作为限定事件的光漂白引起的荧光变化在获得的图像

中以电子方式/光学方式区分。图3A显示各小珠群体的初始荧光强度是相似的。图3B显示在

延长的光暴露后群体是容易分辨的。图3A和3B以相同的相机亮度/对比度设定显示。图3C图

示定位图，所述定位图描绘了阵列孔中个体藻红蛋白PE(实心)，量子点QD(小点)和混合物

(条纹)的位置和身份。

[0050] 图4是用PE，QD或PE和QD染料的混合物编码的小珠群体的光漂白特征曲线(归一化

的荧光相对于时间/秒)的图。描绘了加载有各小珠群体的五个重复微芯片。

[0051] 图5是光漂白后分选到直方图中的各小珠群体的频率(％)相对于端点归一化的荧

光强度的图。各小珠组(PE，QD和Mix)很好地区别于邻近的群体，这可以允许高的鉴别准确

度。

[0052] 图6是被加热至热限定事件的指定温度的流体设备的微孔阵列内密封的编码的小

珠的归一化的荧光(％)相对于温度(摄氏度)的图。升高的温度在80℃以上优先猝灭来自藻

红蛋白(PE)的荧光。

[0053] 图7是这样的图，其显示加热后各小珠群体的频率(％)相对于归一化的荧光强度。

热解码允许将具有相似初始荧光的不同的小珠群体彼此区分。

[0054] 图8是根据本发明的实施方案的具有示例的珠孔阵列的微流体设备的顶视图。

[0055] 图9A是具有常规珠孔阵列的微流体设备的顶视图。

[0056] 图9B是图9A中显示的常规小珠孔的侧透视图。

[0057] 图10A是根据本发明的实施方案的示例珠孔阵列的顶视图。

[0058] 图10B是图10A中显示的小珠孔的侧透视图。

[0059] 图11A是根据本发明的实施方案的另一个示例珠孔阵列的顶视图。
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[0060] 图11B是图11A中显示的小珠孔的侧透视图。

[0061] 图12A是根据本发明的实施方案的另一个珠孔阵列的顶视图。

[0062] 图12B是图12A中显示的小珠孔的侧透视图。

[0063] 图13A‑13C是根据本发明的实施方案的示例分析系统的示意图。

[0064] 图14A是根据本发明的实施方案的示例微流体芯片的顶视图。

[0065] 图14B和14C是根据本发明的实施方案的图14A中显示的微流体芯片的示例可连接

基底的顶视图。

[0066] 图14D是根据本发明的实施方案的显示任选的间隔的微流体芯片的剖面图。

[0067] 图14E是根据本发明的实施方案的显示相邻的反应孔之间的密封剂的使用的示例

微流体芯片的剖面图。

[0068] 图15是根据本发明的实施方案的分析系统的示意图。

[0069] 图16‑18是流程图，其表示本发明的实施方案的示例方法。

[0070] 图19显示根据本发明的实施方案的试剂盒的包装。

[0071] 图20是根据本发明的实施方案的实例流式细胞术系统的示意图。

[0072] 图21是根据本发明的实施方案的实例流式细胞术系统的另一个示意图。

[0073] 图22是各群体的随时间的平均荧光值的图，其中使用虚线对顶部和底部5％的荧

光值进行作图。

[0074] 图23是来自六个编码的小珠群体的随时间的原始荧光强度数据的图。初始荧光值

使“高”和“低”群体彼此区分，而光漂白确定使用的具体编码染料。

[0075] 发明实施方案详述

[0076] 现在在下文中将关于其中显示本发明的实施方案的附图和实施例来描述本发明。

然而，本发明可以多种不同形式实施并且不应当被视为受限于本文中所述的实施方案。相

反，提供这些实施方案以使本公开是充分和完全的，并且将向本领域技术人员全面地传达

本发明的范围。

[0077] 相似的数字始终是指相似的元件。在附图中，为了清楚，可以将某些线、层、组件、

元件或特征的厚度放大。在文字和附图中，针对“图”的缩写“FIG.”和“Fig .”可以可互换地

使用。

[0078] 仅出于描述具体实施方案的目的而在本文中使用的术语并非意在限制本发明。如

在本文中所使用的，单数形式“一个”、“一种”和“所述”也意在包括复数形式，除非上下文明

确地另外指出。要进一步理解的是，当在本说明书中使用时，术语“包含”和/或“包括”规定

所述的特征、步骤、操作、元件、和/或组件的存在，但是不排除存在或添加一个或多个其他

特征、步骤、操作、元件、组件、和/或它们的组。如在本文中所使用的，术语“和/或”包括一个

或多个相关列举项的任何一个和全部组合。如在本文中所使用的，短语如“在X至Y之间”和

“在约X至Y之间”应当被解释为包括X和Y。如在本文中所使用的，短语如“在约X至Y之间”意

指“在约X至约Y之间”。如在本文中所使用的，短语如“从约X至Y”意指“从约X至约Y”。

[0079] 除非另外定义，在本文中使用的全部术语(包括技术和科学术语)具有与本发明所

属领域的普通技术人员所通常理解的相同的含义。要进一步理解的是，术语，如在常用词典

中所定义的那些，应当被解释为具有与它们在说明书的上下文和相关领域中的含义一致的

含义，并且不应以理想化或过度正式的意义来解释，除非在本文中明确地那样定义。为了简
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洁和/或清楚，可以不对公知的功能或结构详细描述。

[0080] 应理解的是，当提到元件在另一个元件“上”、与另一个元件“附连”、与另一个元件

“连接”、与另一个元件“偶联”、与另一个元件“接触”等时，其可以直接在另一个元件上、与

另一个元件附连、与另一个元件连接、与另一个元件偶联或与另一个元件接触，或者也可以

存在介于中间的元件。相反，当例如提到元件“直接在”另一个元件“上”、与另一个元件“直

接附连”、与另一个元件“直接连接”、与另一个元件“直接偶联”或与另一个元件“直接接触”

时，不存在介于中间的元件。本领域技术人员还要理解的是，提及与另一个特征“相邻”设置

的结构或特征可以具有与所述相邻特征重叠或位于所述相邻特征以下的部分。

[0081] 为了方便描述可以在本文中使用空间相关术语如“在......以下”、“在......下

方”、“下部”、“在......之上”、“上部”等，以描述如在附图中所示的一个元件或特征与另外

一个或多个元件或一个或多个特征的关系。应理解的是，除了在附图中描绘的方向之外，空

间相关术语意在包括装置在使用或操作中的不同方向。例如，如果将在附图中的装置倒置，

则被描述为在其他元件或特征“以下”或“之下”的元件之后定向在另外的元件或特征“之

上”。因此，示例性的术语“在......以下”可以包括“在......之上”和“在......以下”的方

向二者。可以将装置另外定向(旋转90度或在其他取向上)并且相应地解释空间相关的描述

符。类似地，在本文中仅出于解释目的而使用术语“向上”、“向下”、“竖直”、“水平”等，除非

具体地另外指出。

[0082] 应理解的是，尽管可以在本文中使用术语“第一”、“第二”等以描述多种元件，这些

元件不应被这些术语限制。这些术语仅用于将一个元件与另一个元件进行区分。因此，以下

讨论的“第一”元件也可以被称为“第二”元件，而不违背本发明的教导。操作(或步骤)的顺

序不限于在权利要求或附图中给出的顺序，除非具体地另外指出。

[0083] 术语“微芯片”和“微流体芯片”可互换使用并且是指基本上平面的、薄的装置。微

流体芯片可以是刚性的、半刚性的或柔性的。术语“薄”是指10mm以下如在10mm至0 .1mm之

间、并且可以是约3mm、约2.5mm、约2mm、约1.5mm、约1mm、或约0.5mm的厚度尺寸。微芯片典型

具有小于约6英寸、更典型在约1英寸至6英寸之间的宽度和长度。微芯片可以具有小于长度

尺寸的宽度尺寸。在一些实施方案中，微流体芯片可以具有约2.13英寸(54mm)的宽度尺寸

和约3.4英寸(85.5mm)的长度尺寸。微芯片可以包括微米尺寸和/或纳米尺寸的流体通道。

[0084] 术语“基本尺寸”是指流体通道的宽度和/或深度尺寸。

[0085] 就流体通道而言，术语“微米尺寸”和“微流体”是指具有亚毫米或更小尺寸的宽度

和/或深度的流体流动通道(例如，术语包括微米和纳米尺寸通道)并且包括具有至少一个

宽度和/或深度在数百微米以下、典型小于900微米且大于1nm的尺寸范围内的区段的通道。

流体通道或其部分可以包括基本尺寸为1nm至约900nm，更典型地约10nm至500nm的纳米通

道。

[0086] 珠孔阵列的珠孔的通道可以具有侧壁和形成为一个或多个基底的底板，从而具有

开放的上表面和封闭的下表面以及在它们之间延伸的侧壁。可以使用一个或多个间隔体、

顶部基底、膜或盖。顶部基底、膜或覆盖可以密封、覆盖或封闭反应孔的一个或多个流体通

道和/或阵列的上表面。

[0087] 术语“约”是指可以在+/‑20％以下如+/‑10％或5％之间变化的参数。

[0088] 术语"固体支持物"包括一种或多种物体如，例如，微珠，芯片，平板，载玻片，针，平
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板孔，小珠，微球，纳米粒，微孔或其他可用于提供探针和/或引物的成员和/或可以与编码

介质(如，例如，荧光化合物，化学发光化合物，放射性元件，和/或酶)和/或动态元件连接或

用其标记的成员。编码介质和/或动态元件可以直接或间接连接至固体支持物，如，例如，通

过共价连接，非共价连接，和/或物理结合。在一些实施方案中，固体支持物可以是固体表面

上打印的阵列。在一些实施方案中，固体支持物可以是微球。在一些实施方案中，固体支持

物可以是固体表面，其上设置有样品，如，例如，化学和/或生物学组分(例如，组织样品)，并

且包含一种或多种编码介质的分子识别元件可以与样品的部分连接。分子识别元件可以包

含或可以是抗体，适体，DNA杂交探针，寡核苷酸，肽，蛋白，和/或其组合。在一些实施方案

中，固体支持物可以包含易变的试剂和/或支持结合，其中的每个都可以允许自固体支持物

分开。在一些实施方案中，一种或多种编码介质可以连接至固体支持物(例如，小珠或微球)

以提供编码的固体支持物(例如，编码的小珠或编码的微球)。在一些实施方案中，一种或多

种编码介质可以连接至分子识别元件(例如，抗体)以提供编码的分子识别元件(例如，编码

的抗体)。在一些实施方案中，编码的分子识别元件可以被连接至颗粒和/或可以连接颗粒，

如，例如，纳米粒。在一些实施方案中，编码的分子识别元件可以连接至固体表面，所述固体

表面上设置有样品，这是由于编码的分子识别元件与固体表面上的样品中和/或上的元件

样品的结合亲和力所致。因此，在一些实施方案中，编码介质可以不连接至固体支持物直至

测定开始或完成或除非编码的分子识别元件结合至固体支持物上的样品上和/或中的元

件。因此，本发明的方法可以包括在固体支持物上提供或结合一种或多种编码介质。在一些

实施方案中，本发明的方法包括提供多个编码的分子识别元件并且使至少部分的编码的分

子识别元件结合至固体支持物上的样品。在一些实施方案中，本发明的方法可以用于荧光

显微术应用，包括例如组织，细胞和/或受体的免疫荧光定位和/或荧光原位杂交(FISH)。

[0089] 术语"小珠"或"珠"是指固相元件如颗粒，细粒或微球，典型地是磁性微球，其可以

是多孔的，表面多孔的或非多孔的材料，如例如聚合物，塑料，玻璃，二氧化硅，金属或半金

属氧化物(包括但不限于氧化铝，氧化钛，氧化锆或其他氧化物)，量子点，金属颗粒等等，其

可以适合于在反应孔中使用。在一些实施方案中，可以提供包含多个小珠(例如，微球)的多

路小珠组，所述小珠被独特地编码以使小珠群体彼此区分。

[0090] 术语"回路"是指完全的硬件实施方案或将软件和硬件相结合的实施方案。

[0091] 样品中的分析物可以是来自样品的任何目标分析物，包括，例如，包含合成和/或

生物大分子，纳米粒，小分子，DNA，核酸/聚核酸，肽，蛋白等的多种混合物。分析物可以是一

种或多种分析物分子。样品或样品的分析物可以包括一种或多种极性代谢物，如，例如，氨

基酸和/或带电荷的分子，肽和/或蛋白。样品和/或分析物还可以或备选地包括提取自生物

液体，血液，血清，尿液，干血，细胞生长培养基，裂解的细胞，饮料和/或食品的分子。样品还

可以或备选地包括环境样品如水，空气和/或土壤。

[0092] 术语"寡核苷酸"是指至少约五个核苷酸至约500个核苷酸(例如，5，6，7，8，9，10，

12，15，18，20，21，22，25，30，35，40，45，50，55，60，65，70，75，80，85，90，100，125，150，175，

200，250，300，350，400，450或500个核苷酸)的核酸序列。在一些实施方案中，例如，寡核苷

酸可以为约15个核苷酸至约50个核苷酸，或约20个核苷酸至约25个核苷酸，其可以例如用

作聚合酶链反应(PCR)扩增测定中的引物和/或杂交测定或微阵列中的探针。本发明的寡核

苷酸可以是天然的或合成的，例如，DNA，RNA，PNA，LNA，修饰的主链等，或其任意组合，如本
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领域中已知的。

[0093] 探针和引物(包括用于扩增和/或检测的那些)可以包含寡核苷酸(包括天然存在

的寡核苷酸如DNA和合成的和/或修饰的寡核苷酸)，所述寡核苷酸具有任意合适的长度，但

是典型地为5，6或8个核苷酸的长度至40，50或60个核苷酸的长度，或更长。

[0094] 探针和/或引物可以被固定或连接至固体支持物如，例如，小珠，芯片，针或微量滴

定板孔，和/或与编码介质如，例如，荧光化合物，化学发光化合物，放射性元件，和/或酶连

接或用其标记。

[0095] 术语"编码介质"是指与固体支持物和/或固体支持物的材料和/或与固体支持物

接触的材料相结合(例如，被应用于其上，附着至其上，与其结合，与其化合，用于制造或产

生其等)的一种或多种介质(例如，化学品，蛋白等)，所述介质提供和/或将产生相应固体支

持物(可以是其中全部或部分)的编码信号。在一些实施方案中，一种或多种编码介质提供

和/或产生可检测的编码信号，其允许区分固体支持物(例如，小珠)群体或亚群。例如，在一

些实施方案中，一种或多种编码介质可以提供和/或产生与一种或多种编码介质连接的个

体固体支持物(例如，小珠)的可检测的编码信号和/或一种或多种编码介质可以提供和/或

产生与一种或多种编码介质连接的固体支持物的特定部分(例如，与包含一种或多种编码

介质的分子识别元件结合的固体支持物的部分)的可检测的编码信号。

[0096] 可以通过与固体支持物结合的一种或多种编码介质和/或通过固体支持物自身

和/或与固体支持物结合的材料(例如，化合物)来提供和/或产生编码信号。在一些实施方

案中，编码信号是由与固体支持物相结合(例如，被应用于其上，附着至其上，与其结合，与

其化合，用于制造或产生其等)的一种或多种编码介质(例如，化学品，蛋白等)或由固体支

持物产生的信号(例如，光信号和/或电信号)。可检测的编码信号可以是光学和/或电学可

检测的，其可以利用人眼进行肉眼观察和/或被电子读取，检测和/或获得。可检测的编码信

号可以包含强度，典型地处于限定的阈值或在限定的阈值之上，颜色(例如，颜色色调，颜色

强度，和/或颜色值)，颜色和强度，和/或尺寸，形状和/或放射性的变化。在一些实施方案

中，可检测的编码信号包含发光强度，其可以包括荧光，磷光和/或化学发光强度。

[0097] 相应固体支持物(可以是其中全部或部分)的编码信号可以是可检测的(例如，光

可检测的，电子可检测的，电化学可检测的，静电可检测的，磁可检测的等)或可以不是可检

测的。在一些实施方案中，相应固体支持物(可以是其中全部或部分)的编码信号可以变化。

例如，相应固体支持物的编码信号可以由可检测的变化为不可检测的，由不可检测的变为

可检测的，由更大的值变为更低的值(例如，由更大的信号振幅，荧光强度值，直径等)，和/

或由更低的值变为更高的值。相应固体支持物的编码信号的变化可以随时间发生和/或可

以由于与固体支持物相关的至少一种化学和/或物理变化而发生。在一些实施方案中，固体

基质的编码信号可以变化和/或可以由固体支持物存在于其中的环境的变化(例如，固体支

持物和/或编码介质接触的溶液的变化)提供和/或产生。例如，固体支持物的编码信号可以

变化和/或可以由磁行为，pH，光散射，物理尺寸(增加或减小)，形状，折射率，溶解度，光吸

收和/或发射强度或最大波长迁移，传导率，介电常数，粘度，和来自同位素衰减的放射发

射，及以上的组合的变化提供和/或产生。

[0098] "编码状态"是指多个固体支持物中的相应固体支持物的编码信号(可检测的或不

可检测的)的特定组合，如，例如在两个以上时间点的特定固体支持物的两个以上编码信
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号，和/或固体支持物的特定部分的编码信号(可检测的或不可检测的)的特定组合(例如，

固体支持物上的样品的特定区域或部分提供编码信号的特定组合)。对于相应固体支持物，

两个以上时间点的特定编码信号可以允许分别和/或鉴别特定群体或亚群体(例如，特定固

体支持物(例如，小珠)群体或亚群)。在一些实施方案中，相应固体支持物在两个以上时间

点的特定编码信号可以相同的和/或可以是不同的。各编码状态可以是彼此独特的和/或是

彼此可检测的(例如，光和/或电可检测)和可区分的以提供可区分的群体。然而，各群体在

第一时间点的编码信号可以与不同的群体在第一时间点的编码信号相同，而在第二时间点

两个群体的编码信号可以是不同的，以致两个群体可以被区分和/或鉴别。在一些实施方案

中，第一群体和第二群体的编码信号可以不同水平开始(例如，具有不同的信号振幅或值)

但以相同水平结束。

[0099] 术语"解码"是指至少部分基于来自编码的固体支持物和/或编码的分子识别元件

的编码信号(典型地电子/程序)鉴别各样品(包括例如，固体支持物的样品和/或包含多个

编码的分子识别元件的样品)的不同的群体。在一些实施方案中，解码至少部分基于比较与

相应固体支持物相关的至少一种化学和/或物理变化之前、期间和/或之后的相应固体支持

物(可以是其中全部或部分)的两个以上编码信号和/或是通过比较不同时间点的两个以上

编码信号。在一些实施方案中，解码至少部分基于比较与个体固体支持物相关的至少一种

化学和/或物理变化之前、期间和/或之后的个体固体支持物的两个以上编码信号和/或是

通过比较个体固体支持物在不同时间点的两个以上编码信号。例如，包含多个固体支持物

的样品可以包含6个不同的群体，并且因此包含6种不同的编码状态。检测和/或鉴别一个或

多个编码信号可以允许解码样品以确定特定固体支持物群体的身份。在一些实施方案中，

解码至少部分基于比较与固体支持物的特定部分(例如，固体支持物上的样品的特定区域

或部分)相关的至少一种化学和/或物理变化之前、期间和/或之后的固体支持物的所述部

分的两个以上编码信号和/或是通过比较固体支持物的所述部分在不同时间点的两个以上

编码信号。不同的编码的分子识别元件可以提供多种编码状态并且检测和/或鉴别一个或

多个编码信号可以允许解码样品以确定特定群体的身份和/或位置，如，例如，结合特定群

体的编码的分子识别元件的元件的身份和/或位置。

[0100] 在本文中被可互换地提及的术语"动态解码"或"时间域编码"是指基于多个(例

如，2个以上)测量(典型地来自图像)(典型地自动)分析样品(包括例如，固体支持物和/或

编码的分子识别元件的的样品)的编码信号以获得固体支持物随时间的编码信号。样品中

的不同的群体(例如，固体支持物或分子识别元件的群体)可以具有可以随时间变化的各编

码信号。所述变化可用于鉴别群体。例如，在一些实施方案中，时间域编码可以结合光漂白

动力学以解码不同的群体。通过结合时间域，时间域编码可以解锁通过常规解码方法不可

获得的额外的多路水平。

[0101] 可以进行两个以上测量(例如，2，3，4，5，6等)以获得包含多个固体支持物的样品

中的相应固体支持物和/或其中至少一部分的固体支持物提供两个以上编码信号的相应固

体支持物的两个以上编码信号(例如，2，3，4，5，6等)。在一些实施方案中，第一编码信号测

量可以在第一时间点进行并且第二编码信号测量可以在第二时间点进行。第一编码信号测

量可以基于在第一时间点(例如，在进行测定之前、期间或之后，例如，在杂交反应之后)取

得的第一图像和/或基于检测在第一时间点获得的光学或电信号。第二编码信号测量可以
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在第一时间点之后或晚于第一时间点获得。在一些实施方案中，第二编码信号测量以及一

个或多个随后的测量可以在与固体支持物结合的化合物(例如，编码介质)的任何退出状态

寿命之后和/或在之前的测量后立即在大于1ms(例如，10ms，100ms，或1，2，3，4，5秒)的时间

进行。第二编码信号测量可以基于在第二时间点取得的第二图像和/或基于检测在第二时

间点获得的光学或电信号。可以进行和/或获得两个以上编码信号测量以检测固体支持物

的样品中的特定固体支持物的特定时间点(例如，第一和第二时间点)的编码信号。

[0102] 在一些实施方案中，可以在限定事件之前、之后和/或期间进行和/或获得编码信

号测量。术语"限定事件"表示可以引起或导致与固体支持物相关的物理和/或化学变化的

计划的事件。限定事件可以是被动的或动态的。在一些实施方案中，限定事件可以引起或导

致动态元件的物理和/或化学变化。在一些实施方案中，限定事件可以引起或导致编码介质

(例如染料，蛋白等)和/或固体支持物(例如，微球)的物理和/或化学变化。

[0103] 如本文中使用的，"动态元件"是指响应于限定事件提供或显示物理和/或化学变

化的化学和/或生物学化合物。物理和/或化学变化可以使相应固体支持物(可以是其中全

部或部分)在一个时间点的编码信号相比于不同(例如，较早的)时间点的编码信号改变并

且可以是可检测的(例如，光和/或电可检测的)。"动态元件"可以包括编码介质(例如染料，

蛋白等)和/或固体支持物(例如，微球)。物理和/或化学变化可以是影响固体支持物的物理

和/或化学变化(例如，所述变化可以是固体支持物的电荷和/或颜色的变化和/或可以是固

体支持物的尺寸和/或形状的变化)。因此，动态元件可以是固体支持物和/或与固体支持物

连接和/或结合的化合物。在一些实施方案中，物理和/或化学变化是影响与固体支持物结

合的编码介质的物理和/或化学变化(例如，所述变化可以在于将编码介质结合至固体支持

物的接头的稳定性，编码介质的溶剂可及性，和/或猝灭剂的存在和/或不存在)。因此，动态

元件可以是编码介质和/或与编码介质(例如，猝灭剂)连接和/或结合的化合物。物理和/或

化学变化可以是可逆的或不可逆的。在一些实施方案中，动态元件可以是编码介质。在一些

实施方案中，限定事件可以选择性地激活编码介质或使其失活。实例限定事件提供在表1

中。

[0104] 表1.实例限定事件.

[0105]

[0106]
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[0107] 可以使用一个或多个限定事件来解码一个固体支持物和/或多个固体支持物，并

且相应固体支持物(可以是其中全部或部分)的编码信号可以也可以不响应于一个或多个

限定事件中的每个而变化。限定事件可以不是在使用固体支持物的测定和/或分析中典型

地发生的事件。在一些实施方案中，限定事件是在使用固体支持物的测定期间发生的事件

(例如，加热或光暴露)。限定事件可以导致部分的固体支持物(例如，任选地，与固体支持物

连接和/或结合的编码介质)的化学和/或物理变化，其可以导致与特定编码状态相关的所

述部分的固体支持物的编码信号的变化。实例静态编码信号和时间域编码信号提供在表2

中。在一些实施方案中，除了一个或多个时间域编码信号以外，还可以使用静态编码信号来

解码样品中的至少一个群体。

[0108] 表2.实例静态编码信号和时间域编码信号.

[0109]

[0110]

[0111] 不要将编码信号与测定染料信号(如果存在)弄混，并且动态元件，编码介质，和限

定事件应当被配置和/或选择以致其不干扰测定。在一些实施方案中，如果染料被用于使用

动态解码的测定，则测定染料可以是与用于动态解码的一种或多种动态元件和/或编码介

质可区分的。例如，测定染料信号可以在光谱上距与动态元件的信号和/或编码介质的信号

相关的信号有位移和/或测定染料可以使用与编码介质和/或动态元件不同的可检测的参

数。备选地，编码介质和/或动态元件可以与测定染料在光谱上相似和/或具有与测定染料

相同的幅度和/或强度；然而，在此情形中，限定事件可以引起编码介质信号和/或动态元件

信号的变化以致其不再与测定染料在光谱上相似和/或具有与测定染料相同的幅度和/或

强度并且因此与测定染料是可区分的和/或不再干扰测定。

[0112] 相同设备(例如，流体设备，典型地相同的小珠，其可以在相同的反应孔或虚拟阵

列中)中的相同固体支持物可以用于第一和第二图像或用于检测第一和第二光和/或电信

号。不同的图像的编码介质和/或动态元件可以具有相似的光谱性质。
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[0113] 限定事件可以引起和/或导致与固体支持物相关的一种或多种物理和/或化学变

化。在一些实施方案中，限定事件可以引起和/或导致固体支持物的环境的变化，其又可以

引起或诱发动态元件(例如，编码介质和/或固体支持物)的物理和/或化学变化以提供固体

支持物的编码信号的变化(例如，多个固体支持物中的特定固体支持物的编码信号的变化

或固体支持物的特定部分的编码信号的变化，所述固体支持物在所述固体支持物的不同部

分包含多个编码信号)，所述变化可以是视觉和/或电子可检测的(如果之后，检测可以经由

光学或电检测器)。

[0114] 时间域编码可以包括将在特定时间点(例如，在限定事件之前)的相应固体支持物

的编码信号与在不同的时间点(例如，在限定事件之后)的相应固体支持物的编码信号比较

以鉴别编码信号和/或固体支持物所属的特定群体。在一些实施方案中，相应固体支持物的

第一编码信号在限定事件之前或期间的第一读取(reading)(例如，检测光学或电信号)和/

或第一图像中获得并且至少一个第二读取和/或第二图像在第一图像之后获得从而获得相

应固体支持物的第二编码信号。第一和/或第二读取和/或图像可以包含多个不同的编码信

号，其对应于不连续的固体支持物或固体支持物上的样品上和/或中的不连续的位置和/或

实体。不同的编码信号测量和/或图像可以获得自普通的检测器，例如，当在样品分析期间

流体设备和/或流体设备的固体支持物被保持在相同温度并且检测器以相同波长运行时。

不同的编码信号测量和/或图像可以彼此在约1微秒至约50小时内获得，并且在一些实施方

案中，彼此在约1ms至约10分钟内获得(例如，彼此在1秒至1分钟或1秒至约10分钟内获得)。

[0115] 可以在一种或多种限定事件和/或与固体支持物相关的一种或多种物理和/或化

学变化之前，期间和/或之后获得两个以上(例如，2，3，4，5，6等)编码信号测量和/或图像。

编码信号测量和/或图像可以使用一种或多种波长带(例如，1，2，3，4，5等)获得。在一些实

施方案中，两个以上编码信号测量和/或图像可以在限定事件和/或与固体支持物相关的至

少一种物理和/或化学变化之前获得。例如，第一图像可以在蓝色激发波长带中获得，第二

图像可以在绿色激发波长带中获得，并且第三图像可以在红色激发波长带中获得，第一，第

二和第三图像中的每个在限定事件和/或与固体支持物相关的至少一种物理和/或化学变

化之前获得。在一些实施方案中，可以在限定事件和/或与固体支持物相关的至少一种物理

和/或化学变化期间和/或之后获得两个以上编码信号测量和/或图像。例如，图像可以在各

个以下中获得：蓝色激发波长带，绿色激发波长带，和红色激发波长带，三个图像中的每个

在限定事件和/或与固体支持物相关的至少一种物理和/或化学变化期间和/或之后获得。

因此，本发明的实施方案可以包括获得多个编码信号测量和/或图像，其可以在多个波长带

中获得。在一些实施方案中，两个以上编码信号测量和/或图像可以在两种以上限定事件

和/或与固体支持物相关的两种以上物理和/或化学变化之前，期间和/或之后获得。例如，

第一图像可以在第一限定事件和/或与固体支持物相关的第一物理和/或化学变化之前取

得，第二图像可以在第一限定事件和/或与固体支持物相关的第一物理和/或化学变化之后

取得，并且第三图像可以在第二图像后并且在第二限定事件和/或与固体支持物相关的第

二物理和/或化学变化(任选地相同或不同的固体支持物)之后取得。

[0116] 限定事件可以提供动态元件的物理和/或化学变化，所述变化是，例如，热诱导的

变化(其也可以用于测定)，压力诱导的变化，光诱导的变化，自然放射性同位素衰减，化学

诱导的变化，或任意以上的组合。时间域编码可以开发各编码介质的限定的稳定的，部分稳
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定的，选择性激活的，和/或不稳定的性质(例如，有机蛋白染料的变性和/或由于例如pH，热

或光敏易变结合所致的化学结构的改变)以导致编码信号(如，例如，与各编码介质连接的

固体支持物的编码信号或与各编码介质连接的分子识别元件的编码信号)的变化。例如，当

编码信号是强度值时，物理和/或化学变化可以导致强度值在第一和第二图像和/或读取之

间增加或减小例如至少0.01％，更典型地在第一和第二图像和/或读取之间增加或减小至

少1‑20％。增加或减小可以足以使强度水平例如从高到低，从低到高，从中等到低，从低到

中等，从高至中等或从中等到高，从零到低，从高或中等或高，低或中等到零。术语高，中等

和低分别是指第一，第二和第三水平，其中第一大于第二和第三，第二介于第一和第三，第

三小于第一和第二。在一些实施方案中，在高低水平之间可以设置两种以上不同的水平

(即，在高低水平之间存在超过一种水平)。

[0117] 编码介质可以包含封装的染料，所述染料是光敏性的并且在足量的光暴露后被选

择性地激活从而增加强度。

[0118] 当在本文中使用时，术语"相似的光谱性质"或"在光谱上相似"是指这样的编码介

质(例如，染料)和/或动态元件，其具有相似的激发和/或发射波长并且响应于以单个波长

或单个波长范围或通带运行的光源产生可检测的荧光强度以致其在图像和/或读取中是不

可区分的。

[0119] 术语"猝灭"是指通过外部环境影响(如猝灭剂)分子间地或通过非放射性方法通

过取代分子内地使激发的分子实体(例如，编码介质)失活。猝灭剂是这样的分子实体，其使

编码介质的激发态失活(猝灭)，通过能量传递，电子传递或通过化学机制。

[0120] 至少一种编码介质和/或动态元件的荧光强度可以在作为限定事件的猝灭事件后

减小。备选地，至少一种编码介质和/或动态元件的荧光强度可以在限定事件后增加。

[0121] 术语"漂白"是指吸收或发射强度的损失。

[0122] 聚合酶链式反应(PCR)可以根据已知技术进行。参见，例如，美国专利号4 ,683 ,

195；4,683,202；4,800,159；和4,965,188。通常，PCR包括，首先，将核酸样品(例如，在热稳

定DNA聚合酶的存在下)与针对待检测的特定序列的每条链的一个寡核苷酸引物在杂交条

件下进行处理，从而合成与每个核酸链互补的每个引物的延伸产物，并且引物与特定序列

的每条链充分互补以与其杂交，从而由每个引物合成的延伸产物当与其互补序列分离时可

以充当用于另一个引物的延伸产物的合成的模板，并且之后这些变性条件下处理样品以在

存在待检测的一个或多个序列的情况下将引物延伸产物与其模板分离。循环重复这些步骤

直到得到所需的扩增程度。通过向反应产物中加入能够与反应产物杂交的寡核苷酸探针

(例如，本发明的寡核苷酸探针)，所述探针携带可检测标记物，并且之后根据已知技术检测

标记物，或者通过在凝胶上的直接可视化，可以进行扩增的序列的检测。也可以通过将嵌入

染料加入至反应混合物中并且监测将会与双链DNA的总质量成比例的荧光信号强度来检测

扩增的序列。尽管针对PCR反应或核酸和蛋白ELISA描述了根据本发明的实施方案，但应理

解的是，可以使用其他核酸扩增方法，如逆转录PCR(RT‑PCR)，包括等温扩增技术如滚环扩

增或环介导的等温扩增(LAMP)。

[0123] DNA扩增技术，如前述的，可以包括使用探针、一对探针、或两对探针，所述探针与

含有目标多态性或突变的DNA特异性结合，但是在相同杂交条件下不与不含有目标多态性

的DNA结合，并且所述探针充当用于在扩增反应中的DNA或其一部分的扩增的一个或多个引
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物。这样的探针在本文中有时被称为扩增探针或引物。

[0124] 术语“试剂”是指加入至系统中从而产生化学反应或者加入以查看是否发生反应

的任何物质或化合物，包括引物、核酸模板和扩增酶。扩增试剂是指除了引物、核酸模板和

扩增酶之外的通常用于扩增的那些试剂(脱氧核糖核苷三磷酸、缓冲液等)。通常，扩增试剂

连同其他反应组分一起放置并且容纳在反应容器(试管、微孔等)中。

[0125] 如在本文中所使用的术语“磁性”包括铁磁性、顺磁性和超级顺磁性性质。

[0126] 通常，用于检测含有目标多态性或突变的DNA的寡核苷酸探针是与编码所述突变

或多态性的DNA结合、但是在相同杂交条件下不与不含有突变或多态性的DNA结合的寡核苷

酸探针。寡核苷酸探针用适合的可检测基团如以下给出的那些可检测基团标记。这样的探

针在本文中有时被称为检测探针或引物。

[0127] 图1A是流体分析系统100的示意图，流体分析系统100具有包含控制器12的控制回

路100c，具有至少一个光学滤镜组18的检测器150和解码模块40，解码模块40被配置成分析

与使用微流体设备20的测定相关的来自固体支持物10的编码信号。图1B是另一个流体分析

系统100的示例实施方案，所述流体分析系统100具有包含控制器12的控制回路100c，具有

至少一个光学滤镜组18的检测器150和解码模块40，其中检测器150可以产生限定事件(例

如，光学激发，光漂白等)。该实施方案显示相对于其他实施方案与常规测定系统相比不需

要额外的硬件组件。至少一个光学滤镜组18可以被配置成以所需发射波长运行，如，但不限

于，单个不连续的波长和/或通带范围，如约10nm至1000nm用于激发和成像，并且在特定实

施方案中对于激发约545/30nm并且对于成像约620/60nm。在一些实施方案中，光学滤镜组

18可以被配置成以在紫外(UV)范围中(例如，以在400nm至10nm的范围中的波长)，在红外

(IR)范围中(例如，以在700nm至1mm的范围中的波长)，和/或在可见光范围中(例如，以在

390nm至700nm的范围中的波长)和/或任何范围和/或其中的个体值的波长运行。在一些实

施方案中，光学滤镜组18可以不是基于荧光的并且可以是光学的，如，例如，偏振滤镜，用以

检测光散射的变化。如果变化是基于尺寸的，则可以不需要滤镜，而是需要成像和测量尺寸

的能力。

[0128] 微流体设备20可以具有珠孔阵列30，珠孔阵列30布置有容纳各小珠25的小珠孔

10。控制器12也与能够产生限定事件的至少一个设备125(例如，热源和/或光源)连通，所述

限定事件可以改变小珠孔10中的小珠25的环境以用于动态解码和/或可以引起动态元件的

物理和/或化学变化。

[0129] 解码模块40可以包括与限定的小珠群体的不同的编码介质相关的不同的群体的

相关表和/或数据库或与其连通。

[0130] 设备125可以包括光源和/或热源和/或液体源用以改变孔环境等，所述光源被配

置成发射限定波长的光达限定的时间以选择性地激活，光猝灭和/或光漂白具有响应于所

述光源的一种或多种动态元件(例如，编码介质)的小珠25，所述热源被配置成使小珠25升

至临界温度，所述液体源与小珠孔10中的小珠25液体连通。系统100可以被配置成评估光漂

白后至少一种可检测的参数的恢复。此恢复对于在不同环境中的不同材料/荧光团可以是

不同的并且差异可被开发用于解码。

[0131] 如图1C所示，限定事件(DE)可以在通过检测器150获得第一图像I1后并且在获得

第二图像I2前发生。备选地，如图1D所示，获取第一图像I1的动作可以处于限定事件中并且
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自身是限定事件，所述限定事件导致可测量的变化以用于在第一图像I1后获得第二图像I2。

[0132] 在一些实施方案中，限定事件DE可以使珠孔阵列30产生限定的环境变化，在珠孔

阵列30中产生限定的环境变化和/或产生关于珠孔阵列30的限定的环境变化，如至少一个

主动引起或施加的热变化T(其可以是温度上升或下降，虽然通常是上升并且，例如，开发动

态元件(例如，编码介质)在限定的温度的热不稳定性)，化学变化C，(例如，可以多种方式引

入的pH变化)，和/或光学变化O，如引入光，任选地以限定的光波长和/或强度，例如，用于充

分暴露以提供猝灭作用从而开发光不稳定性。第二图像I2可以在限定事件DE后获得。系统

100可以比较来自第一和第二图像I1、I2的强度值32s以鉴别固体支持物(例如，小珠)群体/

亚群。如所示，第二图像I2可以包括稳定的(基本不变的编码信号32ss)和变化的强度值32sc
并且该"指纹"或编码信号可用于使测定多路化。第一图像I1，第二图像I2和/或随后响应于

另一限定事件DE获得的另外的图像可用于多路分析以鉴别各单个样品的靶标。另外的限定

事件可以是相同类型的，例如，如果是温度，则可以使用比第一限定事件时的温度更高的温

度。另外的限定事件可以是与第一或之前的限定事件不同类型的限定事件，例如光漂白后

的温度变化。另外的限定事件可以引起与之前的限定事件相同性质的变化，例如导致一些

群体荧光强度下降的温度变化可以跟着导致相同和/或不同群体的固体支持物的荧光强度

下降的光漂白事件。备选地或此外，另外的限定事件可以引起与之前的限定事件不同的固

体支持物性质的变化，例如通过膨胀或溶解导致一些群体的固体支持物尺寸改变的温度变

化可以跟着导致相同和/或不同群体的固体支持物的荧光强度下降的光漂白事件。

[0133] 在一些实施方案中，量子点(QD)和荧光有机染料和/或荧光蛋白之间的光稳定性

差异可用于编码固体支持物，例如，小珠，特别是如果二者具有相似的光谱性质。例如，光漂

白动力学可用于解码固体支持物。有机染料可以产生高荧光强度但是在延长的光暴露后可

能易于发生光漂白。然而，量子点在额外的光暴露后通常不发生光漂白而是倾向于保持或

增加荧光发射。参见，例如，Bouzigues等 ,Biological  Applications  of  Rare‑Earth 

Based  Nanoparticles .ACS  Nano  2011 ,5 ,8488‑8505；和Wang等 ,Luminescent 

nanomaterials  for  biological  labelling.Nanotechnology  2006,17,R1‑R13。这些文献

的内容通过引用完整地结合于此。

[0134] 如本领域技术人员已知的，量子点是半导体材料的纳米级别的颗粒，其可用于多

种实验目的，如在常规使用中标记蛋白。在一些实施方案中，限定波长(例如，约605nm)的QD

可与有机染料(OD)和/或荧光蛋白(FP)一起用作编码介质。有机染料(OD)可以是小分子。

QD，有机染料和/或荧光蛋白可以具有不同的热稳定性。QD，OD和/或FP可以具有相似的荧光

激发/发射波长。激发/发射波长的非限制性实例包括545/30nm和620/60nm并且可以利用单

个滤镜组成像。本发明的实施方案预期任何可用于发光(例如，荧光)或其他用于时间域编

码的可检测参数的量子点，荧光蛋白和/或有机染料。可用于本发明的方法的量子点的实例

包括但不限于，包含镉，铟，铅，硫，硒，碲，锌和/或磷的那些，如，例如，CdS，CdSe，CdTe，InP，

PbS，PbSe和ZnS。可用于本发明的方法的有机染料的实例包括，但不限于，荧光素，Cy3

(Cy3.18)，TAMRA，Texas  Red(sulforhod‑amine  101)，Nile  Red，Cy5(Cy5.18)，Atto740，

Cy7，Alexa  Fluor  750，IR125(ICG)。参见，例如，http://www.fluorophores.tugraz.at/

substance。荧光蛋白(FP)的实例包括，但不限于，藻红蛋白，别藻蓝蛋白和绿色荧光蛋白

(GFP)。
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[0135] 小珠或其他固体支持物可以用有机染料，荧光蛋白(或蛋白染料)，QD或两种以上

相同或不同类型的混合物(Mix)编码以产生可比较的初始荧光信号。然后可以将小珠或其

他固体支持物用于测定，如，例如，小珠可以被加载到微流体微孔阵列设备中，用油封以将

个体小珠孔与其相邻孔分离，并且在限定事件之前，之后和/或期间成功地成像。例如，参见

图2A，固体支持物(例如，小珠)的温度可以被保持在限定的温度，并且第一图像I1可以在限

定事件DE1前(例如，在1微秒‑50小时光漂白(典型地约1秒至约3分钟光漂白)之前)取得并

且第二和第三图像I2和I3可以在限定事件后，如，例如，在DE1和/或DE2后取得。光漂白可以

基于光能，所述光能可以在任何相关或实际时间尺度上递送，这取决于测定。

[0136] 图2B显示示例热猝灭和成像顺序的另一个实施方案，其中固体支持物(例如，小

珠)的温度至少一次增加至限定事件的限定阈(临界温度)值，并且第一图像I1可以在限定

事件(例如，温度的第一次提高)之前取得而第二图像I2可以在温度回到设定值后取得(从

而具有对于检测器的相同的相关运行参数)。术语"临界温度"是指动态元件(例如，编码介

质)发生物理和/或化学变化的温度。图2B也显示更高阈值温度的第二限定事件，其后可以

获得第三图像I3。在一些实施方案中，限定事件可以包括光暴露(例如，光漂白)编码的固体

支持物达指定的时间，如，例如，1微秒以上，典型地约1秒至10分钟，如5秒以上，如，例如，1，

5，10，15，20，25，30，35，40，45秒或1，2，3，4，5分钟以上。

[0137] 在一些实施方案中，获得第一图像，读出，和/或可以包括第一图像I1的固体支持

物(例如，多个固体支持物)的光学或电信号的检测，可以在测定之前取得并且测定本身可

以产生限定事件(例如，测定期间的热和/或光暴露)。在一些实施方案中，第一图像，读出，

和/或检测固体支持物的光学或电信号可以在测定完成后并且在限定事件前取得，并且所

述图像，读出和/或检测可用于确定初始荧光强度和/或充当数据归一化的参比。比较限定

事件之前(包括参比图像)和之后的图像，读出和/或信号可以显示在限定事件后是否发生

了与固体支持物相关的化学和/或物理变化(图3A‑C)。

[0138] 如图3A中所示，在光暴露之前，在图像中，用FP，QD或两者的混合物编码的小珠产

生相当的初始荧光信号，所述初始荧光信号是不可区分的，因为其具有相似的光谱性质。相

比之下，如图3B中所示，在光暴露后，用FP编码的小珠在3min的过程里经历显著的漂白而QD

编码的小珠不受延长的光照影响，如其在相同时间里稳定的荧光所证明的。图3B还显示用

两种染料的混合物标记的小珠显示中等的漂白，不如FP编码的群体的范围大。因此，两种染

料的不同混合物可以提供显示不同水平漂白的小珠从而提供多种不同的荧光编码状态，其

可用于鉴别各小珠群体(图3C)。将荧光衰减特征曲线作图显示各小珠组彼此很好区分(图

4)。考虑到在各小珠群体(n＝各自5个重复微芯片，总计>50k小珠)内观察到的相似的漂白

率，还证明此种动态解码方法的精度是高的。

[0139] 当在本文中关于编码介质，动态元件和/或信号(例如，荧光信号)使用时，"不可区

分"是指在对于给定测量系统的支持物群体的标准偏差，置信区间，和/或标准误差内的信

号和/或参数(例如，颜色，尺寸，和/或在给定波长的强度值(例如，荧光强度值))。因此，当

两种编码介质和/或动态元件不可区分(例如，两种编码介质和/或动态元件的荧光信号是

不可区分的)时，两种编码介质和/或动态元件的信号或参数(例如，荧光信号的强度值)不

可用于鉴别和/或分别信号或参数对应于哪个编码介质和/或动态元件。因此，无法确定信

号(例如，荧光信号)是来自两种编码介质和/或动态元件中的哪一个。可以存在一个分布范
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围，特定群体中的编码的元件(例如，编码的小珠或编码的分子识别元件)的编码信号可以

落在所述分布范围内。只要另一编码的元件的分布范围不与另一群体的分布范围重叠或落

在其内，则可以确定两个群体的编码状态以致其可以被区分。在一些实施方案中，由于单个

群体中的编码的元件的测量的变化，每种编码状态可以由一个范围的值来限定。该范围可

以不是单个编码的元件的测量的标准偏差。

[0140] 在一些实施方案中，在包含多个固体支持物的样品中，部分的固体支持物可以具

有不可区分的初始强度而另一部分的固体支持物可以具有可区分的初始强度。在一些实施

方案中，即使两个固体支持物可以具有可区分的强度，如果强度值落在固体支持物群体内，

则固体支持物可以编码相同的固体支持物群体。一些实施方案包括两种以上不同的群体，

其中亚群体具有不连续且可区分的不同的强度水平，但是这些亚群体可以含有仅在限定事

件后可区分的另外的亚群体。

[0141] 可以测量各个体小珠群体的终点荧光衰减值。例如，测量用FP，OD，QD或试剂混合

物编码的小珠的终点荧光衰减值，并且然后将这些值对初始小珠强度进行归一化并且分选

到直方图中。图5显示小珠类型的强度分布。在该实例中测量的三个不同的群体彼此被很好

地区分，产生>99.98％的鉴别准确度。此种高分辨率将允许在被加载到阵列中并被动态解

码后容易地明确地鉴别在单个样品中合并在一起的小珠。

[0142] 在一些实施方案中，固体支持物和/或分子识别元件可以包括一种、两种或更多种

编码介质以便提供两种以上，典型地约2至约10,000种(或更多)代表可以使用一种以上限

定事件区分和/或鉴别的不同群体(例如，约2，3，4，5，6，7，8，9，10，20，50，100，200，500，1,

000，2,000，3,000，4,000，5,000，6,000，7,000，8,000，9,000，10,000或更多)的不同编码信

号。一些实施方案包括使用一种以上限定事件相对于彼此处于或能够产生不同荧光水平的

不同群体(例如，不同的固体支持物群体和/或不同的分子识别元件群体)。例如，固体支持

物可以包括对应于第一群体的第一编码介质和对应于第二群体的第二编码介质，第一和第

二编码介质可以相同或不同并且各自可以具有初始荧光强度水平。在一些实施方案中，第

一和第二编码介质的初始荧光强度水平相同或基本相同。在其他实施方案中，第一编码介

质的初始荧光强度水平不同于第二编码介质的初始荧光强度水平。不需要所有的固体基质

都具有编码介质或者一些群体可以具有单一染料。染料可以是稳定的并且对于一些固体基

质群体可以不产生和/或显示物理和/或化学变化。

[0143] 第一和第二群体中的每个可以包括一种以上的亚群，如以上所述，其中各亚群体

可以具有相同或基本相同初始荧光强度水平。认识到不同的系统将以不同的分辨率和能力

运行，在一些特定实施方案中，关于荧光强度水平的术语"相同或基本相同"在一些实施方

案中可以是指归一化的荧光强度值和/或一个值的±0.15以下(例如，±0.1或0.05)的变化

以致其保留在限定水平(例如，高，中，低)的限定范围内。例如(并且不受限制)，具有编码介

质的小珠可以具有0.7的归一化的荧光强度值并且具有相同或基本相同荧光强度水平的小

珠可以具有0.55至0.85的归一化的荧光强度值。

[0144] 如上所述，使用用FP或QD或混合物编码的小珠，产生彼此基本相似(不能可靠或准

确地区分)但是不同于图3A中所示初始荧光强度水平(亮度/强度较低)的初始荧光强度水

平。据显示，这些小珠相似地光漂白成较亮的小珠，产生三个更加漂白可区分的亚群体或编

码状态，与图3A‑C中所示的那些类似。这最终提供额外的多路能力，其中单个波长鉴别三种
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可区分的强度变化(FP，QD和混合物)。

[0145] 因此，将时间域结合到解码和/或多路测定(例如，基于多路小珠的生物测定)中可

以极大地提高不同多路编码状态的数量。利用常规方法仅可以实现两种编码水平，而动态

解码方法产生至少两个可分辨的群体或编码状态。这些益处可以显著增强基于小珠的POC

测定的多路能力同时还使所需的分析仪器的成本和复杂性最小化。

[0146] 在一些实施方案中，可以提供在单一初始荧光强度水平的另外的固体支持物(例

如，小珠)群体。在一些实施方案中，通过对编码的小珠进行预分选可以提供在单一初始荧

光强度水平的更多的小珠群体。在一些实施方案中，所述方法可以在不使用用于所述分析

的单一、共有的检测波长的情况下推广至其他波长(例如，1，2，3，4，5，6，7，8，9，10或更多不

同的波长或光谱带或范围)以增加可以实现的多路水平的量。

[0147] 将时间域结合到固体支持物解码策略中可以使用不同于不同编码染料的光稳定

性差异的策略进行。在一些实施方案中，备选的或另外的动态编码策略是利用编码介质的

热稳定性。例如，蛋白和/或有机染料可以在升高的温度对热变性敏感。然而，QD是在升高的

温度稳定的半导体材料。这些染料的这些性质可用于动态解码实施方案中。

[0148] 用FP或QD标记微球以致各群体显示不可区分的初始荧光。然后将各小珠群体加载

到微芯片用于成像，如前所述。图像首先在25℃获取以确定初始荧光强度并且还充当数据

归一化的参比。然后将芯片加热至升高的温度以使FP变性，然后冷却回25℃并且再次成像。

加热前和加热后的图像之间的荧光强度的损失允许确定小珠群体的身份。图6显示在加热

小珠后归一化的荧光信号的减小。由于在≥70℃的温度破坏了链霉亲和素‑生物素结合，随

温度增加观察到信号减小。FP和QD都经由链霉亲和素‑生物素化学缀合至小珠。然而，在更

高的温度，FP开始变性并且其荧光显著下降。该差异性猝灭可用于以良好的分辨率鉴别不

同编码的小珠(图7)。

[0149] 如图6和7所示，结合动态元件(即，在温度随时间变化时变性的荧光蛋白(FP))允

许在不使成像系统复杂化的情况下获得之前无法获得的多路编码水平。在一些实施方案

中，在时间域中结合温度变化可用于基于PCR的测定，其中加热元件已经就位以用于热循

环，因此不需要额外的组件用于热分辨多路化。在一些实施方案中，可以改变固体支持物

(例如，小珠)和/或缓冲剂组合物上的染料的浓度以增强和/或增加固体支持物群体之间的

分辨率和/或允许产生并鉴别额外的可区分的群体。

[0150] 根据一些实施方案，时间域测量可用于解码编码的固体支持物(例如，小珠组)，其

中一种以上化合物(例如，动态元件如编码介质)已被添加至部分的固体支持物(例如，小珠

的亚组)。所述一种以上化合物可以是响应于限定事件提供物理和/或化学变化的动态元

件。在一些实施方案中，所述物理和/或化学变化可以是可观察的变化。例如，在一些实施方

案中，所述一种以上化合物可以提供在由一种以上的化合物(例如，编码染料)的量子效率

的变化引起的温度变化期间观察到的荧光信号变化。在一些实施方案中，在激活后向一个

或多个部分的固体支持物添加热易变的或光激活的化合物(例如光激活的酸如三芳基锍/

六氟锑酸盐)可以导致固体支持物的化学性质(例如pH)的变化，所述化学性质的变化影响

编码介质(例如荧光素)的荧光性质的变化。备选地，具有或构成对pH或传导率变化敏感的

传感器或电极或电极阵 列的反应孔 (例如Ion  To rren t  pla tf o rm，h ttps ://

www.thermofisher.com/us/en/home/brands/ion‑torrent.html)中所含的固体支持物可
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以直接测量这些变化。

[0151] 在一些实施方案中，部分的多个固体支持物可以包括易变的针对一种以上动态元

件的连接化学，其在激活(例如，温度变化，pH变化，溶剂添加/去除等)后提供物理和/或化

学变化，所述变化在一种以上编码化合物消失于周围溶液时产生结果(例如FITC‑生物素，

在加热后自链霉亲和素包被的小珠释放，并且在测定孔内含有的液体中被检测)。在一些实

施方案中，可以使用易变的和非易变的(分别例如热易变的或可光分解的链霉亲和素‑生物

素结合以及稳定的共价化学结合)编码介质的混合物。

[0152] 一些实施方案包括使用编码介质(例如，染料)作为对猝灭剂(氧，dabsyl，Black 

Hole  Quenchers，Iowa  Black等)具有变化的敏感程度的动态元件以致在添加或去除所述

猝灭剂后，可以鉴别不同的群体(例如，小珠群体)。在一些实施方案中，动态元件可以包括

猝灭剂并且可以保护一种以上化合物避免猝灭剂作用(例如，通过囊封，与蛋白结合等)并

且这可用于增强染料间的差异并且允许鉴别不同的群体。在一些实施方案中，这可以流式

细胞术形式实现，通过在初始读数后在系统的上游在护套流(sheath  flow)液中添加猝灭

剂。实例流式细胞术系统显示在图20中，其中描绘了光漂白前后的测量。另一个实例流式细

胞术系统显示在图21中，其中描绘了pH转变前后的测量。备选地，可以通过添加护套流来改

变pH，有机溶剂强度，离子强度或其他此种性质从而实现固体支持物的编码性质的可检测

的变化。

[0153] 在一些实施方案中，用于动态解码固体支持物群体的方法可以在化学和/或生物

化学测定中采用时间域。实例测定包括，但不限于，免疫测定，核酸杂交阵列，PCR，RT‑PCR，

RT‑qPCR等。

[0154] 本发明的方法可以与固体支持物(如，例如，小珠和非小珠的基质，如固体表面上

打印的阵 列)一起使用。在一些实施方案中，本发明的方法可以包括光致抗蚀剂

(photoresist)或“打印的”条形码试剂，其中各颗粒的条带或截面可以变化并且因此产生

不同的群体。可用于本发明的方法的化合物包括，但不限于，荧光团，发色团，可光分解的或

光激活的化合物，热激活的或可热分解的化合物或官能团，和/或结合放射性同位素或磁性

或导电元件的化合物。固体支持物也可以被改变成响应于限定事件而改变构象，形状，和/

或其他物理性质，通过方法如，但不限于，使用具有不同的物理和热性质或针对特定群体的

聚合物链间变化的交联程度的不同聚合物。

[0155] 在一些实施方案中，本发明的方法被用于在PCR后检测两个以上不同的核酸群体。

PCR具有很多应用，例如检测痕量核酸以确定致病生物，基因表达，基因型，遗传改造或修饰

的存在，以及法医科学应用。PCR扩增在大的分析物浓度范围内提供出色的靶标鉴定和量

化。然而，通过PCR同时和量化分析多种分析物被证明是有挑战性的。基于插入染料荧光的

检测仅能够确定总dsDNA浓度并且因此使用该检测方法同时分析单个反应容器中的多个模

板是不可能的。荧光探针技术(例如，Taqman，分子信标或其他化学)可用于反应的低水平多

路化，因为可以使用不同颜色荧光探针作为信号报告物来扩增各靶标。探针也是序列特异

性的，这减少来自引物二聚体形成或非特异性扩增的假阳性。利用常规微量滴定板或微流

体实时PCR(rt‑PCR)的典型多路化方法是使用少量的反应孔，所述反应孔各自含三种不同

的颜色探针。然而，通常认为设计多路引物和探针组是有挑战性的，引物其需要额外水平的

细心设计和优化以保证彼此的相容性。通过该方法进行多路化最终受限于仪器使用和染料
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间的光谱重叠，受限于四色检测，其中一种颜色典型地被保留为内标染料。然而，本发明可

以提供增加测定多路化的方法。

[0156] 图8显示根据本发明的实施方案的具有珠孔阵列30的微流体设备20。设备20可以

包括冻融阀22，冻融阀22具有与珠孔阵列30流体连通的微流体通道20ch。

[0157] 参见图9A，9B，10A，10B，11A，11B，12A和12B，显示具有用于改进的信号检测的几何

结构的小珠孔10的实例。如图9A和9B中所示，固体基质25可以结合有具有圆形周长的常规

小珠孔10(典型地圆柱形或圆锥形孔)，所述孔被配置成容纳小珠。在其他实施方案中，如图

10A，10B，11A，11B，12A和12B中所示，例如，根据本发明的实施方案的小珠孔10具有这样的

几何结构，其中小珠保留区段11和与其相邻的信号检测区段15流体连通。

[0158] 小珠孔10可以被设置在相对密集的阵列30中，所述阵列具有紧密隔开的小珠孔

10。小珠孔10可以被布置在行和列中或彼此偏移。可以规律重复图样，不规律重复图样或以

其他图样设置小珠孔10。术语"密集"表示流体分析设备的足迹可以具有约100‑6000个孔

10/mm2和/或10,000至5,000,000个孔10/cm2，典型地约6,000至约2,000,000个孔10/cm2，更

典型地约500,000至约2,000,000个孔10/cm2。

[0159] 相邻的孔10中的一些或全部可以具有以下间隔距离：0.11‑1,000μm如约1μm，2μm，
3μm，4μm，5μm，6μm，7μm，8μm，9μm，10μm，11μm，12μm，13μm，14μm，15μm，16μm，17μm，18μm，19μ
m，20μm，100μm，200μm，300μm，400μm，500μm，600μm，700μm，800μm，900μm，1000μm或其间的任

何分数(以相邻的小珠保留区段11的中线至中线测量)。

[0160] 孔10中的一些或全部可以都是结合有扩增试剂的反应孔10。孔10中的一些或全部

可以处理亚pL反应体积。

[0161] 信号检测区段15可以任选地包含短的和/或长的流体通道15ch，所述流体通道将

信号检测区段的末端15e与小珠保留区段11相连。信号检测区段15可以包括与小珠保留区

段11以距离"L"隔开的末端15e，典型地L为靶标小珠直径的30％至约10 ,000％(.3X至约

100X)，更典型地为靶标小珠直径的约.3X至约10X。在一些实施方案中，L可以为靶标小珠直

径的1X至5X。例如，对于3.2μm直径小珠，长度L可以为约1至约320μm，更典型地为1至32μm，
并且在特定实施方案中可以为约3.2至16μm。为了清楚，带有字母"X"的数目是指乘数，一倍

(1X)，十倍(10X)等。

[0162] 在一些实施方案中，L可以为约1μm至约100μm，更典型地为1至20μm，如约1μm，约2μ
m，约3μm，约4μm，约5μm，约6μm，约7μm，约8μm，约9μm，约10μm，约11μm，约12μm，约13μm，约14μ
m，约15μm，约16μm，约17μm，约18μm，约19μm，和约20μm。长度L可以从小珠保留区段11的中线

开始测量或从在将小珠保留区段11与信号检测区段的末端15e相连的通道15c上绘制的使

小珠保留区段的直径完整的线开始测量。

[0163] 图10A和10B显示信号检测区段15可以任选地被配置成窄的通道或"细缝"，典型地

具有比小珠保留区段11的宽度小25％‑75％的宽度。

[0164] 图11A和11B显示信号检测区段15可以具有弧形末端部分15a，其具有小于小珠保

留区段11的曲率半径的曲率半径。小珠保留区段中线至弧形末端15e的距离"d"可以与上述

长度"L"相同。

[0165] 图12A和12B显示信号检测区段15可以具有末端，所述末端具有包围着内部向上突

出元件19的环形通道17。突出元件19具有的高度可以足以延伸高于信号检测区段15的环形
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通道17中的液体。此结构可以限定包含具有环形形状的部分的可检测信号。

[0166] 据信，小珠孔10的新的几何结构改善了基于微珠阵列的技术中的检测。这些孔几

何结构可以被配置成使得孔11的一个区域是用于磁性加载和小珠保留，而孔15的另一个区

域可以用于(主要或仅仅)检测信号。在一些实施方案中，在将小珠25(在图10A，11A和12A中

的每个中，示例性地显示为一个孔中的实心圆)加载到孔10的小珠区域11中后，可以使用如

本领域技术人员已知的方法如不互溶流体密封或对着另一个表面如衬垫或其他基质按压

在孔10中分离小体积的试剂液。

[0167] 虽然一些示例实施方案显示在图10A，10B，11A，11B，12A和12B中，其他实施方案可

以包括其他几何结构，典型地配置成使得小珠保留区11具有口袋或容器，所述口袋或容器

具有的开口直径为小珠25的直径的约101‑195％，并且在一些实施方案中可以为约105％至

150％。小珠保留区11中的孔的深度可以为小珠直径的约50％至185％。

[0168] 信号检测区15中的一些或全部处的孔10的深度可以与小珠保留区段11处的孔相

同，比其更深或比其更浅。深度可以随通道15ch远离小珠保留区段11延伸而减小。深度可以

随通道15ch远离小珠保留区段11并向信号检测区段15的末端延伸而增加。孔10的壁可以是

在进入孔10的方向上向外或向内渐细的。

[0169] 不同的孔10可以具有不同的体积容量，几何形状样式和/或尺寸。

[0170] 在一些实施方案中，信号检测区段或区域15可以具有靶标小珠在物理上无法进入

的通道15ch如口袋或细缝或其他几何形状。区域11，15都是流体连接的以致由小珠25释放

的试剂和/或分析物可以扩散或以其他方式混合到孔10的整个共同溶液体积中。通过在空

间上将小珠25与检测区11分离，可以降低或消除小珠荧光对信号的贡献，提高信噪比。

[0171] 孔10的几何结构可以允许反应孔10的高的单次占用加载同时增加相应的反应体

积，从而可能提高反应效率。

[0172] 图13A显示分析系统100，分析系统100具有限定事件设备125，限定事件设备125包

含至少一个加热器输入125h作为动态事件应用器。加热器125h可以是位于阵列30的之下

和/或之上的加热元件，烘箱或热枪或其他合适的加热器。热限定事件输入可以被配置成将

温度升高至高于环境温度，典型地升高至比25℃至少高1度，典型地约35℃至200℃。加热器

125h可以将临界温度施用至阵列30达1微秒‑50小时，典型地在一些实施方案中为约1秒至

约5分钟。固体支持物10可以回到环境温度或室温和/或约25℃或其他温度，典型地回到与

用于在限定事件前在检测器150取得限定事件后图像前取得的解码图像的温度大致相同的

温度。在除去热输入后，可以使用强制冷却或被动冷却。

[0173] 图13B显示分析系统100，其具有包含至少一个光源125l作为动态事件应用器的限

定事件设备125。光源125l可以是以限定的波长或波长范围发射光的单个发射器或可以包

含多个不同波长、波长范围的发射器或多个相同波长或波长范围的发射器以例如覆盖更大

的面积。限定事件输入125l可以被配置成主动将光发射至固体支持物10达合适的时间，如

约1微秒至50小时，典型地1秒至5分钟，如上所述。

[0174] 图13C显示具有回路100c的分析系统100，其中检测器150是限定事件设备，其包括

如本领域技术人员已知的相关的光发射源。

[0175] 如图14A‑14E中所示，微流体设备20可以包括具有多个孔10的孔阵列30。孔10可以

将小珠25保持在小珠保留区段11中。小珠25可以任选地包含与其连接的引物并且可以任选
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地被预加载到孔10的小珠保留区段11中。设备20可以包含连接在一起的上部和下部基质

50u，50b(图14B，14C)。上部基质50u可以与下部基质50b相同或不同。基质50u中的一个或两

者可以是刚性的并且包括例如玻璃，石英，硅或合适的金属。基质50b中的一个或两者可以

是聚合物的，如硅酮或其他聚合材料(尤其如PMMA，COC，COP，PDMS，PP，PE，PTFE或Kapton(聚

酰胺))，并且其可以提供小珠孔10的阵列。上部或下部基质50u可以具有与孔10流体连通的

至少一个端口50p。在试剂填充和/或油封期间，反应孔10可以任选地与通过具有孔阵列30

的阵列室的流垂直，例如：然而，可以使用其他排列结构。

[0176] 图14A显示微流体芯片20可以被配置成使得小珠孔阵列30用密集的阵列孔占据足

迹"F"(典型地1mm至10cm)。流体微芯片20可以包括可以与阵列30流体连通的用于样品和试

剂或其他化学添加的运输通道，如本领域技术人员已知的。

[0177] 图14D显示任选的间隔物50s，其可以位于上部和下部基质50u，50b之间。间隔物

50s可以限定各孔10中的一些或全部的侧壁。间隔物50s可以包含用作衬垫和间隔物两者的

光致抗蚀剂。

[0178] 图14E显示密封剂75如密封油可以将相邻的具有小珠25的孔10分开，如本领域技

术人员已知的。也可以或可以备选地使用疏水膜。密封剂75(例如，油)可以在底部基质50b

的顶部上延伸。密封剂75可以具有与间隔物/衬垫50s相关的厚度或深度。密封剂75和可以

覆盖所有除了小珠/反应孔10。密封剂75可以包含矿物，硅酮，烃或基于碳氟化合物的油和/

或蜡。反应溶液23，例如，水溶液，通常不接触顶部基质50u。

[0179] 该技术对于涉及在模拟或数字检测模式中使用荧光信号读出的扩增方法如聚合

酶链反应(PCR)或酶联免疫吸附测定(ELISA)的基于小珠的测定可以是尤其有利的。在这些

测定中，零，一个或多个分析物分子被固体支持物捕获，固体支持物可以任选地包含小珠如

磁珠。固体支持物然后可以被加载到微孔阵列30中，微孔阵列30的几何结构将固体支持物

25的加载限制为一个或零个/孔10。小体积的扩增试剂可以被密封在具有固体支持物25的

各反应孔10中，并且可以进行化学反应以产生荧光信号(如果存在分析物分子)。然后测定

荧光信号可以被测量，处理并用于确定样品中的分析物浓度。

[0180] 致密阵列中的单路反应(SiRCA)是利用微珠‑阵列形式的大规模平行扩增和检测

方法，其可能同时进行多种不同靶标序列的数百，数千，数百万或数十亿个分离的单路rt‑

PCR反应。参见，例如，美国专利申请序号14/402,565，其描述了，例如，用于在多路空间内

(multiplexed‑in‑space)微流体设备上的平行测定的试剂的基于小珠的递送；该文献的内

容通过引用完整地结合于此。

[0181] 进行低分析物浓度的单拷贝数字量化和高分析物浓度的多拷贝模拟rt‑PCR量化

的能力在aM  LOD的情况下给出大的动态范围。在一些实施方案中，阵列30可以与连接至染

料编码的，链霉亲和素标记的，磁性微球或小珠的生物素化的引物的个体组一起使用。可以

制备含多至数十至数百种小珠类型的小珠组文库，其各自具有针对不同靶序列的不同的引

物组，并且可以随意将新的小珠组添加至小珠混合物。当将小珠混合物与分析物DNA或RNA

一起孵育时，连接至小珠的引物充当杂交探针，捕获并纯化对所述小珠特异的核酸序列。通

过对小珠进行磁性分离和洗涤可以除去样品矩阵干扰物(外源DNA，RNA，细胞膜成分等)。在

清除后，添加聚合酶，dNTP和嵌入染料，并将小珠加载到个体孔10中并使用不可混溶的油或

疏水膜彼此密封。将个体编码的引物小珠随机加载到分开的微反应孔中可以在数秒至数分
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钟内完成，不同于手工移液或试剂打印。将小珠磁力加载到优化的几何结构中可以比通过

稀释到不含被设计成用于小珠捕获的区域和/或用于孔10的单独的检测区的小滴或反应孔

中的随机分离更有效。链霉亲和素/生物素相互作用在低于50℃的温度是非常稳定的；然

而，PCR期间用于变性的升高的温度可以允许随后在开始扩增靶DNA的第一个rt‑PCT循环期

间释放引物。

[0182] 为了评估SiRCA在亚pL反应中的表现，在通过在硅中的深度反应性离子蚀刻

(DRIE)制备的硅流体芯片中在没有小珠的情况下进行使用引物和gDNA的初步测试，所述硅

流体芯片具有孔(直径3.7μm，深度5μm(圆柱形，体积≈50fL)，中心‑中心间隔为10μm)的阵

列。因此，在具有在溶液中游离的引物和gDNA而没有小珠的≈50fL圆柱形反应孔中进行rt‑

PCR。芯片用在庚烷中的辛基三氯甲硅烷预处理以使表面疏水。将芯片用乙醇弄湿，然后用

水弄湿，然后用上样缓冲液(20mM  Trizma，50mM  KCl，2.5mM  MgCl2，1％BSA，和0.1％Tween 

20)封闭。将主混合物(1xPlatinum  Quantitative  PCR  SuperMix‑UDG，具有0.0625单位/μL
额外的Platinum  Taq  DNA聚合酶，0 .5％BSA，2 .7μM引物，来自S .mutans的gDNA，以及3x 

SYBR  Green)添加至芯片然后将Krytox  GPL104全氟化的油拖拉通过芯片以使反应体积彼

此密封。

[0183] 本发明的实施方案包含反应孔10，反应孔10具有的几何结构被配置成含有超过一

个小珠以使得释放自一个以上小珠并且在溶液中或在一个以上小珠的表面上或其任意组

合反应的的试剂间的反应可以在如所示的指定的检测区或备选地在小珠表面上研究。珠孔

阵列30可以包括变化，其中在单个基质或流体设备上或在单独的基质或设备上，一些孔10

容纳一个小珠25，一些孔10容纳两个小珠25，并且一些孔10容纳超过两个小珠25。当孔10包

括超过一个小珠保留区段11时，多个(典型地每个)小珠保留区段11可以经由信号检测区段

如流体通道15ch彼此流体连通。可用于进行本发明的方法的试剂盒通常可以包含一组以上

的具有编码介质的小珠和任选的与其连接的用于进行如上所述的方法的试剂，如限制性

酶，任选地与用于进行所述方法的使用说明一起包装。所述试剂盒还可以包含用于容纳包

含在其中的元件的容器。此种容器包括，但不限于小瓶，具有珠孔阵列和盒(cartridge)的

微流体芯片，包括预加载的小珠设备。图19显示具有适合于动态解码方案的编码的小珠25

的试剂盒500的包装。试剂盒500可以包括一个类型/群体的编码的小珠25(即，都具有相同

编码信号或"指纹"的小珠)或可以包括两种以上不同的类型/群体的编码的小珠25(即，至

少两种不同的小珠群体，一个具有第一编码信号，一个具有不同于第一编码信号的第二编

码信号)。当试剂盒500包括两种以上不同类型的编码的小珠25时，试剂盒500可以在单个包

装中包括作为混合物的编码的小珠25或可以单独地包装各编码的小珠群体(例如，单独地

包装具有第一编码信号的小珠群体并且单独地包装具有第二编码信号的小珠群体)。

[0184] 在一些实施方案中，小珠25可以具有与其连接的引物。引物可以是生物素化的引

物对，并且小珠25可以是链霉亲和素标记的以致发生生物素化的引物与小珠的结合。在一

些实施方案中，小珠25可以包括标志物，如光学标志物，其可以在分析期间使用以鉴别锚定

至各小珠25的引物。例如，可以标记具有相同或不同尺寸的不同的编码的小珠以用于在分

析期间鉴定不同的连接的引物组。可以使用多种预编码方法以在小珠25上提供标志物，包

括预限定的尺寸，形状，磁性质和/或荧光掺杂，其可以单独使用也可以与其他编码方法组

合使用。定制序列生物素化的引物和链霉亲和素标记的顺磁性磁珠都可以容易地购买自商
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业卖家或在具有合适设备的实验室中以合适的量制备。

[0185] 如上所述，虽然本文中也关于PCR反应描述了根据本发明的实施方案，应当理解的

是，本文中所述的微流体设备，小珠和反应方法可以用于多种其他反应，例如，当试剂与小

珠分离进入孔以参与反应时。例如，任何核酸转录和/或扩增相关反应都在本发明的范围

内，包括但不限于PCR反应，实时PCR(rt‑PCR)，数字PCR(dPCR)，RNA反转录成cDNA(RT)，来自

之前的RT步骤(RT‑PCR)的cDNA的PCR，使用实时或数字量化的RT‑PCR，免疫‑PCR(iPCR)及其

变体，环介导的等温扩增(LAMP)，滚动循环复制，和/或非酶促核酸扩增方法(例如，"DNA回

路")。包括在本发明范围内的其他反应包括但不限于酶联免疫吸附测定(ELISA)，单分子阵

列(SiMoA)或数字ELISA，其中在某些点荧光底物与待分解的支持物表面结合以用于随后的

反应的ELISA，其中将多个小珠用于递送不同试剂以用于组合化学的反应，其中小珠递送催

化试剂的反应，和/或其中以随机小珠载量确定的化学计量递送“点击(click)”化学试剂的

反应。

[0186] 图15是分析系统100的示意图。系统100可以包括与信号检测器150如照相机或其

他成像设备连通的至少一个控制器12(典型地包括至少一个处理器)。信号检测器150可以

被配置成检测具有孔阵列30的各微流体芯片20的珠孔阵列30中的固体基质如小珠25的信

号(例如，测定信号和/或编码信号)。控制器12可以与输入设备125连通。虽然显示为单独的

设备，但输入设备125可以作为系统设备的部分存在。例如，输入设备125可以是光学系统，

成像设备，热设备等和/或是其部分。控制器12可以与图像处理器211连通，图像处理器211

具有利用分析模块221(例如，计算机程序)和解码模块40的信号检测，分析模块221被配置

成鉴别在反应孔的信号检测区段中是否存在测定信号，解码模块40被配置成获得编码信

号。图像处理器模块211可以全部或部分是机载的或可以远离控制器和/或信号检测器150。

图像处理器模块211可以被配置成合并孔的多个测定后图像以评估孔是否具有正读出。图

像处理器模块211可以去除来自各孔的小珠保留区段的背景噪音。模块211可以被配置成鉴

别来自各孔的检测区段的信号的存在从而基于测定读出222鉴别是否发生阳性测定反应。

检测器150也可以使用解码读出40R检测编码信号。

[0187] 图16是可用于进行根据本发明的实施方案的分析方法的实例运行的流程图。提供

具有小珠孔的流体设备(框250)。在小珠被保持在小珠孔中的同时自孔获得编码信号，其可

以包括获得被保持在小珠孔中的小珠的第一图像(框260)。然后至少一些小珠发生物理和/

或化学变化(框272)。然后获得第二图像(框274)。通过在第一和第二图像中比较来自各小

珠的编码信号来区别不同的小珠群体(框276)。

[0188] 在这些和/或其他实施方案中，编码信号可以读取自含小珠的区段(即直接自小珠

读取)以确定小珠可以含有何种试剂和/或分析物。以此方式，可以将阵列解码以确定正或

负测定信号的含义。可以通过本领域技术人员已知的方式给小珠编码，包括通过一种以上

强度水平的一种以上染料的荧光染料染色，小珠直径，小珠形状，或限定的和/或可观察的

或可检测的性质的任意组合。还可以通过本文中所述的任何方法给小珠编码。

[0189] 小珠孔可以被布置成限定反应孔的小珠孔的致密阵列(框252)。小珠孔可以具有

小珠保留区段可以具有几何结构和等于或大于小珠直径的直径，并且信号检测区段，在使

用时，具有的几何结构的宽度小于小珠直径(框254)。

[0190] 信号检测区段可以包含窄于小珠直径的细长的通道并且珠孔几何结构可以被配
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置成具有以下中的一种以上：(a)细缝，(b)由细长的通道隔开的不对称圆形周长，(c)牛眼

形式(即，并入环形通道中的细长的通道)，(d)通过在其间延伸的至少一个细长的通道合在

一起的多个隔开的圆形和/或曲线周长(框256)。

[0191] 小珠保留区段可以被定尺寸和配置成仅容纳单个磁珠(框257)。

[0192] 小珠孔可以含有一种以上扩增试剂(框258)。

[0193] 小珠孔可以具有检测区段可以与相应的小珠保留区段隔开距离L，距离L为靶小珠

直径的.3X至100X，例如，1至1000μm(框259)。

[0194] 如果存在分析物分子，信号可以包括荧光信号(具有尾部)(框261)。

[0195] 图17是制备根据本发明的实施方案的示例设备的方法的流程图。孔阵列在基质中

布置(例如，形成)；孔具有的体积容量为1aL至100μL，更典型地为1fL至1μL，并且具有在限

定的足迹中的一种以上限定的几何结构，其中线尺寸为1mm至10cm，所述限定的几何结构包

括与在空间上与小珠保留区段隔开的信号检测区段流体连通的小珠保留区段(框300)。

[0196] 孔阵列可以通过在基质中蚀刻形成(框302)。

[0197] 孔阵列可以被塑造在基质中(框304)。预期其他制备方法，例如，影印石版术，FIB

研磨，压纹，冲压等。

[0198] 小珠孔具有的小珠保留区段的直径可以为约10nm至5,000μm，典型地并入通道中

约3.1‑3300μm，其宽度为约2‑3μm，长度L为靶标小珠直径的.3X和100X，例如，1‑100μm和/或

1‑10μm，在一些实施方案中，形成任选的信号检测区段(框306)。

[0199] 将基质灭菌并提供在用于利用与孔结合的磁珠对靶分析物进行流体分析的包装

和/或试剂盒中(框308)。

[0200] 所述孔可以是具有一种以上扩增试剂的反应孔。

[0201] 孔阵列可以6000/mm2至约10,000/mm2，典型地约6,000/mm2的密度布置(框312)。

[0202] 可以6,000/cm2至约5,000,000/cm2，更典型地6,000/cm2至约2,000,000/cm2的密

度提供孔阵列(框314)。

[0203] 小珠保留区段具有的周长的宽度可以与靶标(例如，磁性)小珠的直径相同或在所

述直径的约195％内，例如，靶标小珠直径的101％至195％或150％(框316)。

[0204] 在小珠体积为20fL的情况下，所述孔具有的反应体积可以为100‑150fL(框318)。

[0205] 图18是根据本发明的实施方案的评估测定的方法的流程图。测定信号由多个具有

小珠的反应孔电子检测(框350)。术语"电子"是指所有形式的基于机器的检测(非人眼)如

照相机，例如，CCD照相机，CMOS照相机，电极阵列，SEM等。信号可以是强度增加，荧光，一种

以上限定的颜色，限定的像素参数等，包括光散射性质(透明度)的变化，透射或吸收的变

化，化学发光或不同参数的组合。在测定之前，期间和/或完成之后，获得多个图像，包括第

一图像，并且在限定事件后获得随后的图像以鉴别编码信号以解码所述测定从而鉴别测定

样品中的小珠群体(框370)。

[0206] 反应孔可以任选地具有信号读出区段，并且在反应已经发生后所述方法可以电子

检测来自小珠孔的阵列的测定信号以鉴别阳性，所述小珠孔各自具有在空间上与小珠保留

区段隔开的信号读出区段(框352)。

[0207] 信号读出区段包含细长的通道，所述通道的宽度和/或深度小于小珠保留区段的

直径(框354)。
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[0208] 信号读出区段包含与小珠保留区段流体连通的环形流体通道(框356)。

[0209] 测定信号是基于PCR或ELISA的测定的(框358)。

[0210] 可以使用相同尺寸小珠或不同尺寸小珠相对于彼此或相对于不同的参比基因组

筛选多个引物组，至少两个小珠由具有两个(任选地不同尺寸)小珠保留区段和至少一个单

独的读出区段的单个反应孔容纳(框360)。这些小珠可以通过任何本文中或本文参考的那

些来源中列出的方法编码。

[0211] 测定信号可以是使用限定的小珠组的临床或实验室样品的核酸表征的(框362)。

[0212] 预示例1‑10

[0213] 关于可以使用本发明的方法解码以鉴别不同的小珠群体的多个小珠来描述以下

预示例实施方案。然而，可以使用其他类型的固体支持物。此外，以下各预示例实施方案可

以与利用关于相同和/或不同限定事件的时间域的一个以上实施方案组合。例如，多个小珠

可以包括一个以上的小珠群体，所述一个以上的小珠群体可以使用编码介质鉴定，所述编

码介质响应于特定波长的光暴露而在物理上和/或在化学上产生变化，并且多个小珠可以

包括一个以上的小珠群体，所述一个以上的小珠群体可以使用编码介质鉴定，所述编码介

质响应于相同和/或不同波长的光暴露而在物理上和/或在化学上产生变化和/或响应于温

度和/或化学环境而产生变化。例如，在物理和/或化学变化之前各小珠的由编码介质产生

的编码信号可以不同于在物理和/或化学变化之后各小珠的由编码介质产生的编码信号。

[0214] 在实施例1‑10的每个中，可以提供多个编码的小珠，所述多个编码的小珠包括不

同的小珠群体/亚组，所述不同的小珠群体/亚组可以通过比较在限定事件之前的第一时间

点和在限定事件期间和/或之后的另外的时间点来自与各小珠连接的第一和/或第二编码

介质的荧光强度来鉴定。第一小珠群体可以包括与其连接的第一编码介质(例如，FP，有机

染料和/或量子点)并且第二小珠群体可以包括与其连接的第二编码介质(例如，FP，有机染

料和/或量子点)。另外的小珠群体可以不同比率包括与其连接的第一和第二编码介质两者

(例如，第一编码介质:第二编码介质之比为25:75，50:50，或75:25)。例如，第三群体可以具

有30:70的比率，第四群体可以50:50的比率等。第一和第二编码介质可以具有相同和/或相

似的荧光激发/发射性质和/或强度以致第一，第二和另外的小珠群体在限定事件前的第一

时间点是不可区分的。然而，编码介质中的至少一种相对于限定事件可以不是稳定的。因

此，在暴露于限定事件期间和/或之后，第一和第二编码介质可以显示不同的荧光强度，这

允许区分两种编码介质。因此，可以通过比较限定事件之前的荧光强度和限定事件期间和/

或之后的荧光强度来鉴别第一和第二小珠群体。也可以通过限定事件后的荧光强度或荧光

强度的变化来鉴别另外的小珠群体，因为所述比率提供在第一和第二编码介质的强度之间

的不同的荧光强度水平或梯度。可以提供的另外的小珠群体的数目可以取决于在限定事件

期间和/或之后的时间点可以鉴别的(即，可区分的)另外的荧光强度的数目。

[0215] 在这些实例中，应当注意的是，有利的是具有可以基于其性质的初始读数或测量

而被区分的多个基质群体，但是在各初始可区分的群体内存在初始不可鉴别的不同亚群

体。在限定事件(或一系列限定事件或多个同时发生的限定事件)后，通过比较不同的亚群

体的初始信号测量和限定事件之后和/或期间发生的信号测量，不同的亚群体将是可区分

和可鉴别的。以此方式，通过解码使所有多路群体彼此区分。虽然在下文中可以将群体描述

为是不可区分的，应当理解，其可以描述可以具有一些允许初始分类的可区分的性质的较
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大基质组的初始不可区分的亚群体。虽然在下文中可以将限定事件描述为引起针对给定的

亚群体产生不同的强度水平的物理和/或化学变化，应当理解，这些所得的强度水平与在限

定事件前针对所述特定亚群体测量的强度水平相比是“不同的”，并且在某些情况中可以对

应于与在限定事件之前，之后或期间通过另一种可区分的性质与给定的亚群体相区别的其

他亚群体的初始强度水平或最终强度水平相似或相同的强度水平。因此，比较特定小珠在

不同时间点(其可以包括在限定事件之前，之后或期间的时间点)的编码信号可用于将小珠

彼此区分。

[0216] 实施例1

[0217] 有机染料在时间域中的光稳定性可用于解码多个编码的小珠。第一小珠群体可以

包括与其连接的第一有机染料并且第二小珠群体可以包括与其连接的第二有机染料。另外

的小珠群体可以不同比率包括与其连接的第一和第二有机染料两者，如上所述。第一和第

二有机染料可以具有相同和/或相似的荧光激发/发射性质和/或强度以致第一，第二和另

外的小珠群体在限定事件前的第一时间点是不可区分的。在暴露于光达限定的时间，典型

地约30秒至5分钟，如约1分钟，约2分钟，约3分钟或更长后，第一和第二有机染料可以易感

于不同水平的光漂白。因此，在光漂白达限定的时间(例如，至少一微秒)后，不同的小珠群

体具有不同的荧光强度。例如，相比于第二有机染料(即，动态元件)，第一有机染料可以较

不易感于光漂白(即，更稳定)，并且第一有机染料的荧光强度在1分钟后可以仅减小10％，

而第二有机染料的荧光强度在1分钟后可以减小90％。因此，可以通过限定事件(即，光漂

白)后的荧光强度来鉴别第一和第二小珠群体。也可以通过限定事件后的荧光强度来鉴别

另外的小珠群体，因为所述比率提供在第一和第二有机染料的强度之间的荧光强度的不同

水平或梯度。

[0218] 实施例2

[0219] 有机染料和量子点在时间域中的光稳定性可用于解码多个编码的小珠。第一小珠

群体可以包括与其连接的有机染料并且第二小珠群体可以包括与其连接的量子点。另外的

小珠群体可以不同比率包括与其连接的第一有机染料和有机点两者，如上所述。第一有机

染料和量子点可以具有相同和/或相似的荧光激发/发射性质和/或强度以致第一，第二和

另外的小珠群体在限定事件前的第一时间点是不可区分的。第一有机染料(即，动态元件)

在暴露于光达1分钟以上后可以易感于光漂白，而量子点不易感于光漂白。因此，在光漂白

达至少一分钟后，不同的小珠群体具有不同的荧光强度。例如，仅具有第一有机染料的小珠

的荧光强度在限定时间(例如，1分钟)后可以显著减小，而仅具有量子点的小珠的荧光强度

在1分钟后可以不减小。因此，通过限定事件(即，光漂白)后的荧光强度可以鉴别第一和第

二小珠群体。也可以通过限定事件后的荧光强度来鉴别另外的小珠群体，因为所述比率提

供在第一有机染料和量子点的强度之间的荧光强度的不同水平或梯度。

[0220] 实施例3

[0221] 编码介质的热稳定性可用于解码多个编码的小珠，这是通过比较在热限定事件前

的第一时间点和在热限定事件期间和/或之后的另外的时间点来自与各小珠连接的第一

和/或第二编码介质的荧光强度。第一小珠群体可以包括与其连接的第一编码介质(例如，

有机染料和/或量子点)并且第二小珠群体可以包括与其连接的第二编码介质(例如，有机

染料和/或量子点)。另外的小珠群体可以不同比率包括与其连接的第一和第二编码介质两
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者，如上所述。编码介质中的至少一种对于温度的增加或下降可以不是稳定的。例如，编码

介质(即，动态元件)响应于限定的热事件可以发生结构和/或电荷变化，这可以提供编码介

质的荧光强度的变化。在一些实施方案中，热限定事件可以引起与编码介质和/或小珠相关

的变化和/或破坏与编码介质和/或小珠相关的化学键，如，例如，将编码介质与小珠连接的

结合对(例如，链霉亲和素‑生物素)的化学键。因此，在暴露于温度变化期间和/或之后，第

一和第二编码介质可以显示不同的荧光强度，这允许区分两种编码介质。因此，可以通过限

定事件(即，温度的升高或下降)后的荧光强度来鉴别第一和第二小珠群体。也可以通过限

定事件后的荧光强度来鉴别另外的小珠群体，因为所述比率提供在第一和第二编码介质的

强度之间的荧光强度的不同的水平或梯度。

[0222] 实施例4

[0223] 热限定事件可以激活影响至少一种编码介质(即，动态元件)的荧光强度的试剂

(例如，猝灭剂)或使其失活。例如，温度上升的热限定事件可以激活热易变的化合物。所述

试剂响应于热限定事件可以与编码介质相互作用，不再与编码介质相互作用，和/或可以影

响编码介质存在于其中的环境的化学性质(例如，改变pH)，这可以提供编码介质的荧光强

度的变化。因此，在暴露于热限定事件期间和/或之后，第一和第二编码介质可以显示不同

的荧光强度，这允许区分两种编码介质。因此，通过限定事件(即，温度的升高或下降)后的

荧光强度可以鉴别第一和第二小珠群体。也可以通过限定事件后的荧光强度来鉴别另外的

小珠群体，因为所述比率提供在第一和第二编码介质的强度之间的荧光强度的不同的水平

或梯度。

[0224] 实施例5

[0225] 光学限定事件可以激活影响至少一种编码介质(即，动态元件)的荧光强度的试剂

(例如，猝灭剂)或使其失活。例如，光激活的化合物可以与编码的小珠一起存在并且可以被

将编码的小珠和试剂暴露于光的光学限定事件激活。所述试剂响应于所述限定事件可以与

编码介质相互作用，不再与编码介质相互作用，和/或可以影响编码介质存在于其中的环境

的化学性质(例如，改变pH)，这可以提供编码介质的荧光强度的变化。因此，在暴露于光学

限定事件期间和/或之后，第一和第二编码介质可以显示不同的荧光强度，这允许区别两种

编码介质。因此，可以通过限定的光学事件(例如，暴露于给定波长和/或波长范围的光)后

的荧光强度来鉴别第一和第二小珠群体。也可以通过限定事件后的荧光强度来鉴别另外的

小珠群体，因为所述比率提供在第一和第二编码介质的强度之间的荧光强度的不同的水平

或梯度。

[0226] 实施例6

[0227] 化学限定事件可用于鉴别不同的小珠群体/亚组。化学环境的变化可以引起至少

一种编码介质的荧光强度的变化。例如，化学限定事件可以引起和/或提供小珠环境的pH的

变化，改变组成(例如，去除和/或添加化学品/成分和/或改变溶剂)，激活影响至少一种编

码介质的荧光强度的试剂(例如，猝灭剂)或使其失活，和/或改变结合复合物的稳定性(其

可以引起编码介质的荧光强度的变化)。因此，在限定事件期间和/或之后，第一和第二编码

介质可以显示不同的荧光强度，这允许区分两种编码介质。因此，可以通过限定事件后的荧

光强度来鉴别第一和第二小珠群体。也可以通过限定事件后的荧光强度来鉴别另外的小珠

群体，因为所述比率提供在第一和第二编码介质的强度之间的荧光强度的不同的水平或梯
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度。

[0228] 实施例7

[0229] 在一些实施方案中，如果限定事件提供在限定事件前不存在的在限定事件后显示

的并且不同于其他小珠群体的荧光强度的荧光强度，则对于以上实施例1‑6中所述的那些

可以鉴别另外的群体(例如，第三群体)。例如，第三小珠群体可以包括在限定事件前的第一

时间点不显示荧光的编码介质。因此，第一，第二和第三小珠群体在第一时间点使用荧光强

度是不可区分的。然而，所述限定事件可以激活编码介质的荧光以致在限定事件后，通过与

第一和第二小珠群体的荧光强度不同的第三荧光强度。

[0230] 实施例8

[0231] 表3显示常规荧光编码方案，其中将两种不同的颜色染料(红色和蓝色)的三种强

度水平(低，中，高)用于编码九个群体的固体支持物。

[0232] 表3.

[0233]   低蓝(LB) 中蓝(MB) 高蓝(HB)

低红(LR) LR(LB) LR(MB) LR(HB)

中红(MR) MR(LB) MR(MB) MR(HB)

高红(HR) HR(LB) HR(MB) HR(HB)

[0234] 表4显示利用四种染料(红色稳定，红色不稳定，蓝色稳定，蓝色不稳定，即总共仅

两种颜色)使用获得各颜色的6种不同的动态性质(低的保持低，中等的保持中等，中等的漂

白至低，高的保持高，高的漂白至中等，高的漂白至低)的混合物的编码如何导致36个可以

使用限定事件之前和之后的仅两种颜色(红色和蓝色)和三种强度(低，中，高)的测量来区

分的不同群体。

[0235] 表4.

[0236]
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[0237]

[0238] 实施例9

[0239] 表5显示常规编码方案，其中将两种颜色(红和蓝)，三种强度(低，中，高)和两种尺

寸(小和大)用于编码18个基质群体。应当注意的是，表5中的群体与表3中的那些相似，但是

通过加入具有两个水平(小和大)的小珠尺寸维度，可获得的常规编码水平由9种翻倍为18

种。

[0240] 表5.

[0241]

[0242] 表6显示如何通过加入两个与小珠尺寸相关的动态维度(膨胀导致尺寸增加或溶

解导致尺寸减小)使本文中所述的动态解码方法可用于进一步增加可区分群体或编码状态

的数目。这导致可以基于在限定事件后观察到(或未观察到发生)的变化区分的54个不同的

群体。此种潜在多路化的增加可通过仅测量处于三种强度(低，中，高)的两种颜色(红和蓝)

和四种尺寸(大，更大，小，溶解/未检测到)实现。该编码方案可以通过结合本文中所述的任

何其他方法进一步扩展。

[0243] 表6.

[0244]
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[0245]

[0246] 实施例10

[0247] 图20和21显示并非基于阵列而是利用流式细胞仪来进行限定事件之前或之后的

小珠测量的设备的实例。在图20中，在光照光漂白一种或多种编码介质之前和之后测量固

体支持物。图21显示这样的实施例，其中在将护套流或另外的试剂流混合到含小珠的流中

之前和之后测量固体支持物。该流可以含有试剂如(但不限于)不同pH的缓冲剂，溶剂或配

体，其影响至少一种编码介质或固体支持物结构以引起物理和/或化学变化。限定事件之前

和之后的固体支持物的光学性质的比较可用于使群体或亚群体彼此区分。

[0248] 实施例11

[0249] 基于多路小珠的生物测定典型地需要各种类型的微球被唯一地编码以使类型彼

此区别。典型地使用具有不同光谱性质和变化的浓度的荧光染料来编码微球。然而，关于可
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在光谱上分辨的染料的数目或每种染料的可区分的强度水平存在实际限制。为了扩大编码

水平的数目，开发了这样的方法，所述方法将光漂白动力学结合到小珠解码中，从而解锁了

通过常规解码方法无法获得的额外的多路水平。为了证明该技术，将小珠用具有重叠的荧

光激发和发射波长和不同的光稳定性的两种染料编码。所有小珠开始都显示相似的荧光强

度；然而，在适当的光暴露后，光稳定性较低的染料由于光漂白而具有减小的发射强度。通

过将原来的荧光发射强度与在光漂白后获得的荧光强度比较，能够可靠地鉴别多个不同的

群体。仅使用单一激发/发射带，优化了两种不同的初始强度水平从而产生六个可唯一鉴定

的小珠群体，而利用常规解码方法仅能够获得两个。将该编码策略结合到基于小珠的微孔

阵列测定中显著增加了可用于多路测定的编码水平的数目而不增加成像设备的复杂性。

[0250] 所述方法将动态元件结合到解码方法中。不同于使用单一时间点编码测量，本文

中所述的方法采用光漂白动力学以区分小珠群体。将具有重叠的光谱性质和不同的光稳定

性的两种染料用于编码小珠，之后可以基于简单的光漂白率测量来区分所述小珠。此处报

道的方法监测光漂白，对于这些实验，光漂白以秒为时间尺度发生，从而显著增加了基于小

珠的测定的多路容量而不增加分析平台的复杂性。

[0251] 材料和方法

[0252] 小珠编码方法

[0253] 直径通常为3μm的链霉亲和素功能化的ProMag磁性微球购自Bangs  Laboratories

(Fishers，IN)。R‑藻红蛋白(PE)生物素缀合物和605Qdot(QD)生物素缀合物(Life 

Technologies；Carlsbad，CA)用作该研究中的编码染料。“高”水平小珠被标记以5nM  PE，

250nM  QD，或18nM  PE/22nM  QD混合物。“低”水平小珠被标记以0.6nM  PE，4nM  QD，或0.45nM 

PE/2nM  QD混合物。该编码方法中使用的缓冲剂由以下组成：1x  Tris缓冲盐水，pH  7 .2

(Thermo  Scientific；Waltham，MA)和0.1％Tween  20(Sigma  Aldrich；St.Louis，MO)。

[0254] 10μL等分部分的小珠储液(2.6％固体)被用于各标记反应。首先将小珠用100μL等
分部分的缓冲液洗涤3x，磁力收集，然后重悬在10μL中。通过将15μL染料溶液添加至小珠并

在环境温度孵育1h来进行编码。使染料标记小珠溶液避光并且置于旋转器(Labnet 

International；Edison，NJ)中以保证在标记反应期间小珠保持悬浮。在功能化后，将小珠

洗涤3x然后重悬在20μL缓冲液中并存储在4℃。

[0255] 微孔阵列制备

[0256] 使用硅和玻璃来制备用于这些研究的微孔阵列芯片。硅晶片购自University 

Wafer(South  Boston，MA)并通过NanoFilm(Westlake  Village，CA)涂覆以铬和阳性光致抗

蚀剂。使用Heidelberg  Instruments  DWL  FS66激光打字机(Heidelberg，Germany)在晶片

上光刻形成含3 .5μm直径小珠孔的阵列。在光致抗蚀剂显影并且去除暴露的铬后，在

Alcatel  AMS  100深度反应离子蚀刻机中将晶片蚀刻至≈5μm的深度。23在蚀刻后，从晶片

上去除剩余的光致抗蚀剂和铬。然后使SU‑8  2050(MicroChem；Westborough，MA)在晶片上

成形以形成设备的外部流体边界。为了完成微芯片，将用于流体的含玻璃基质的小瓶和小

珠入口在硅阵列上对齐并且用环氧树脂胶(Loctite  120HP)粘在适当位置。在粘合后，将芯

片用在庚烷(Fisher  Scientific；Pittsburgh，PA)中的1％三氯(辛基)甲硅烷(Sigma 

Aldrich)处理以使表面疏水。

[0257] 编码实验
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[0258] 将微芯片用含20mM  Tris，pH  8 .0(Life  Technologies)，50mM  KCl(Life 

Technologies)，2 .5mM  MgCl2(Fluka；St .Louis，MO)，0 .1％Tween  20，和1％胎牛血清

(Thermo  Scientific)的缓冲液处理。将小珠移液至小瓶中并且通过磁力置于阵列上，其中

在整个芯片上实现均匀的加载。在加载后，将芯片用Krytox油(DuPont；Wilmington，DE)密

封以使个体孔彼此分离。将密封的芯片保持在黑暗中直至用于成像。

[0259] 这些实验中使用的成像系统由以下组成：Nikon  AZ100荧光显微镜(Melville，

NY)，Prior  Scientific  Lumen  200Pro荧光照明系统(Rockland，MA)和Hamamatsu 

ORCAFlash  4 .0CMOS照相机(Middlesex，NJ)。将加载的芯片置于显微镜平台上并且使用

Micro‑Manager软件每2.5s获得2s曝光。激发源快门仅在曝光期间完全打开。该图稿中随后

的数据点显示实时的x轴时间点(即2.5s/图像)而非曝光时间(即2s/图像)。使用单一滤镜

组(545/30nm激发，620/60nm发射)获得PE编码的和QD编码的小珠的图像。

[0260] 为了评估漂白表现，用单一小珠类型加载重复芯片并且重复成像。这对所有小珠

群体进行。将所得的图像用FIJI软件处理。26在确定了各小珠在阵列孔中的位置后，确定整

组图像的荧光信号。将荧光强度作为光学发光暴露时间的函数作图以比较群体衰减特征曲

线。对于直方图分析，将来自在给定时间点终止的最后三个图像的归一化的强度值(例如当

评估90s的曝光时，使用t＝80s，85s，90s图像)平均以最小化信号波动并减少噪声。然后将

这些终点衰减值分选以确定对各小珠群体特异的适当的直方图箱(bin)范围。

[0261] 结果和讨论

[0262] 光漂白率

[0263] 当其具有充分重叠的激发或发射最大值时，量子点和有机染料的光稳定性的差异

为编码微球提供了吸引人的机会。荧光蛋白藻红蛋白具有高的荧光量子产率但是在延长的

光暴露后易感于光漂白。相对地，量子点通常耐受光漂白并且在额外的曝光后保持(或甚至

增加)其观察到的发射。通过用PE编码一个小珠组并用QD编码另一个小珠组，假定的是两个

群体之间的初始荧光将显示相同，但是其在延长的曝光后可以被区分。将光漂白动力学引

入到此种编码测量中将因此使得能够实现通过常规的单一图像解码方法所不能获得的额

外的编码水平以用于增加的多路化。

[0264] 将用PE，QD或两种染料的混合物编码的小珠组加载到微孔阵列芯片中并重复成

像。检查所得的图像显示在延长的成像后小珠经历不同的变化(参见，例如，图3A，3B和3C)。

如预测的，在将染料漂白3min的时间时，用PE编码的小珠经历荧光信号的显著减弱，而相同

时间的光暴露基本上不影响来自QD编码的小珠的荧光信号。用两种染料的混合物标记的小

珠显示荧光信号的中等下降，其不如PE编码的群体严重。荧光衰减特征曲线图显示各小珠

组之间良好的分辨率。在各小珠群体内观察到非常相似的漂白率，说明该动态解码方法具

有高的准确度。

[0265] 漂白持续时间和群体重叠

[0266] 虽然各小珠组的平均荧光衰减特征曲线彼此相当不同，各群体显示光漂白的变

化。因此，检查各群体的边界以检验其彼此不重叠以避免小珠错误识别。图22显示来自各群

体中的顶部和底部5％的小珠的光漂白特征曲线。这些迹线显示不仅各小珠群体的平均衰

减可以彼此很好地区分，而且各组内的范围也可以被区分。图22还暗示在这些条件下的

3min的光漂白是有些过多的，因为各群体表现为可在更短的时间内被鉴别。
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[0267] 已知生物测定的通量和表现都将受益于解码时间的减少，在我们的实验设定的参

数内寻求获得可接受的群体间分辨率所需的最小光漂白持续时间。在不同长度的光漂白后

将个体小珠的终点荧光值放入直方图中，其中漂白被表征为“快速”(PE小珠)，“中等”(混合

小珠)，和“缓慢”(QD小珠)(表7)。在数据组中各群体具有>50k小珠(n＝5芯片)以提供足够

大的样品尺寸以准确表示群体分布。解码数据显示，不同的小珠组在30s内被相当好的分

辨，虽然在混合小珠和其他群体之间仍然观察到些许重叠。漂白30s后的最大错误识别为

1.7％，发生在PE和混合小珠之间。虽然该误差对于可忍受少量错误识别的某些应用是可接

受的，其对于许多数字的低LOD测定来说是过高的。通常，小珠错误识别的百分比应当小于

生物测定的噪声以保证其不显著影响测量精度。此外，此种短的漂白时间需要从数据组中

排除2.5％的PE和混合小珠，因为其显示在邻近的小珠群体之间的重叠区域中的荧光。发现

去除此相当小的百分比的小珠显著提高鉴定准确度并且从分析中去除了模糊性。

[0268] 延长光漂白持续时间提高小珠群体之间的分辨率(表7)。在1.5min的漂白后，鉴定

准确度增加至>99.9％，其中<0.8％的小珠由于模糊性被排除。然而，当进一步延长漂白时

间时观察到递减回报。3min漂白后的鉴定准确度为>99.98％而排除率为<0.3％。额外的分

辨率虽然更好但是被认为对于非特异性结合引起0.1‑1％的背景信号的大多数生物测定来

说是多余的。7由于将高编码准确度，低排除率和更快的通量结合，1.5min的光暴露时间被

认为是在这些实验参数下对于小珠解码最优的。具有更高强度灯，更宽的带通滤镜组等的

其他系统可用于进一步减少该时间。

[0269] 表7：基于终点荧光衰减分选到三个光漂白组(“快速”，“中等”，“缓慢”)中的各群

体中的小珠的百分比。随着漂白时间增加错误识别的小珠的百分比减小。显示的衰减值在

群体间的模糊的重叠区域中的小珠被从数据组中省略(“排除”)。

[0270]

[0271] 另外的编码状态

[0272] 为了利用该动态解码技术进一步增加编码状态的数目，利用较低的染料浓度开发

处于较低的初始强度水平的新的小珠组(“低”小珠)。优化各染料的量以使获得的三种漂白

可区分的小珠类型(PE，QD和混合物，如前所述)的初始荧光值相似，同时还保证其进行可分

辨程度的光漂白衰减。在优化染料浓度后，测量三个群体的漂白特征曲线。各小珠群体以高

的精度显示与之前的部分中描述的“高”强度小珠相应的特征曲线)相似的归一化的光漂

白。构建直方图以测量在漂白后这些“低”强度小珠群体之间的重叠。三个小珠组之间的重

叠指示“低”强度水平小珠的表现与“高”强度小珠一样好，并且两者都可以被容易地执行到

多路小珠测定中。

[0273] 在优化染料浓度的同时，要注意保证“低”强度群体的初始强度不与“高”编码群体
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重叠。这是重要的，因为归一化的衰减无法用于区分用相同染料编码的小珠。将数据分选到

直方图中确认了“高”和“低”强度水平显示无重叠。还可见的是，“高”群体的荧光值的宽的

范围使得难以实现中间的编码水平(在常规小珠编码方法的情况下妨碍高的多路化程度的

常见限制)。然而，在结合时间域的情况下，获得多个额外的编码水平，尽管初始强度的差异

大。

[0274] 最后，将具有两种强度水平(“高”和“低”)(各自具有三个可区分的亚群体(PE，QD

和混合)的小珠组合，使得能够利用单一波长检测实现总计六种不同的编码状态。首先基于

t＝0荧光将个体小珠分配至“高”或“低”组，然后重复成像以鉴别使用的特殊编码染料(图

23)。与常规编码方法相比，该方法被证明显著增加基于小珠的POC测定的多路容量同时还

使测定光学系统的成本和复杂性最小化。

[0275] 理论考量

[0276] 标准编码典型地基于波长和强度的单一时间点观察。可获得的编码状态的数目由

各激发/发射带的可区分群体的数目确定并且对于三个带可以根据以下等式表示：

[0277] Tconventional＝(ni+1)*(ni+1)*(nk+1)

[0278] 其中Tconventional是编码状态的总数，ni，nj和nk分别是激发/发射带I，J和K中编码的

强度水平的数目。荧光的最低水平是水平0，或无编码，其中无法检测编码染料的存在。

[0279] 将具有相似的光谱性质和不同的稳定性的两种以上染料混合在可区分的荧光强

度水平内提供额外的编码状态。图S3显示以不同比率将两种光谱相似的染料混合在一起以

实现0‑5编码水平的方法的图。最低水平(0)不使用染料。下个水平，1，可以使用一当量的稳

定的或易变的染料。水平2可以使用两个当量的任一染料或一个当量的各染料的混合物。可

以观察到的是，对于带I，对于各强度水平i，存在i+1种染料组合，其对光暴露的反应不同。

可获得的编码状态的总数(Tdynmnic)可以表示为可区分的荧光水平的数目的函数：

[0280]

[0281] 其中i，j和k表示激发/发射带I，J和K中的强度水平。对于五种不同的编码水平和

三个激发/发射带，常规的单一时间点测量将产生216种独特的编码状态。使用时间域方法

在五个不同强度水平的情况下产生21种不同类型的具有唯一编码的小珠并且对于三个激

发/发射带的唯一编码状态的理论数目为9,261。

[0282] 预示例12

[0283] 有机染料在时间域中的光稳定性可用于解码生物学样品。第一抗体可以包括与其

连接的第一有机染料并且第二抗体可以包括与其连接的第二有机染料。第三抗体可以不同

比率包括与其连接的第一和第二有机染料两者，如上所述。第一和第二有机染料可以具有

相同和/或相似的荧光激发/发射性质和/或强度以致第一，第二和另外的抗体在限定事件

前的第一时间点是不可区分的。第一和第二有机染料可以在暴露于光达限定时间(典型地

约30秒至五分钟，如约1分钟，约2分钟，约3分钟以上)后易感于不同水平的光漂白。因此，在

限定时间(例如，至少一微秒)的光漂白后，不同的抗体具有不同的荧光强度。例如，与第二

有机染料(即，动态元件)相比，第一有机染料可以不易感于光漂白(即，更稳定)并且第一有

机染料的荧光强度在1分钟后可以仅减小10％，而第二有机染料的荧光强度在1分钟后可以

减小90％。因此，通过限定事件(即，光漂白)后的荧光强度可以鉴别第一和第二抗体群体。
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也可以通过限定事件后的荧光强度来鉴别第三抗体群体，因为所述比率提供在第一和第二

有机染料的强度之间的荧光强度的不同水平或梯度。可以将生物学样品(例如，组织)与第

一，第二和第三抗体接触。各编码的抗体可以结合部分的样品。可以在不同时间点比较样品

上不同位置处的荧光强度以鉴别各抗体在样品中和/或上的位置，并且可用于鉴别样品中

存在哪种元件和/或在样品中元件在哪里。

[0284] 前述是说明本发明而不应被解释为对其进行限制。尽管已经描述了本发明的一些

示例性实施方案，但是本领域技术人员将会容易理解的是，在本质上不背离本发明的新的

教导和优点的情况下，在示例性的实施方案中许多修改是可行的。因此，所有这样的修改均

意图包括在如在权利要求中所限定的本发明的范围内。因此，应该理解的是，前述是说明本

发明而不应被解释为限于所公开的具体实施方案，并且对公开的实施方案的修改以及其他

实施方案均意图包括在所附权利要求的范围内。本发明由以下权利要求以及包括在其中的

权利要求的等同物限定。
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