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本文提供了一种生物样品的整合测定，所述

整合测定包括原位测定模块和空间测定模块。所

述原位测定包括分析在所述生物样品的空间位

置处核酸探针与第一分析物的结合。所述方法还

包括提供允许带空间条形码的捕获剂捕获第二

分析物以在所述空间测定模块中进行分析的条

件。
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1.一种分析生物样品的方法，所述方法包括：

(a)使基底上的生物样品与一个或多个核酸探针接触，所述一个或多个核酸探针直接

或间接地与所述生物样品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交，

其中所述基底包含直接或间接地固定在其上的多种捕获剂，其中所述多种捕获剂中的

一种捕获剂包含(i)能够捕获核酸的捕获结构域和(ii)对应于所述捕获剂在所述基底上的

位置的空间条形码；

(b)在所述生物样品的空间位置处检测所述一个或多个核酸探针；

(c)提供允许所述捕获剂直接或间接地捕获第二靶核酸或其互补序列或扩增产物的条

件；以及

(d)产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含(i)所述第二靶核酸的序

列或其互补序列和(ii)所述空间条形码的序列或其互补序列。

2.一种分析生物样品的方法，所述方法包括：

(a)使第一基底上的生物样品与一个或多个核酸探针接触，所述一个或多个核酸探针

直接或间接地与所述生物样品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交；

(b)在所述生物样品的空间位置处检测所述一个或多个核酸探针；

(c)提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物的

条件，其中所述多种捕获剂中的一种捕获剂包含：

(i)能够捕获所述第二靶核酸的捕获结构域，和

(ii)空间条形码；以及

(d)产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含(i)所述第二靶核酸的序

列或其互补序列和(ii)所述空间条形码的序列或其互补序列。

3.如权利要求2所述的方法，其中所述多种捕获剂直接或间接地连结至所述第一基底

或第二基底。

4.如权利要求2或3所述的方法，其中所述空间条形码对应于所述捕获剂在所述第一基

底或在第二基底上的位置。

5.如权利要求2‑4中任一项所述的方法，所述方法还包括在步骤(c)之前，将包含所述

多种捕获剂的第二基底提供给所述生物样品。

6.一种分析生物样品中的靶核酸的方法，所述方法包括：

(a)使第一基底上的生物样品与一个或多个核酸探针接触，所述一个或多个核酸探针

直接或间接地与所述生物样品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交；

(b)在所述生物样品的空间位置处检测所述一个或多个核酸探针；

(c)提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物的

条件，其中所述多种捕获剂直接或间接地连结至所述第一基底或第二基底，并且其中所述

多种捕获剂中的一种捕获剂包含：

(i)能够捕获核酸的捕获结构域，和

(ii)对应于所述捕获剂在所述第一基底或在所述第二基底上的位置的空间条形码；以

及

(d)产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含(i)所述第二靶核酸的序

列或其互补序列和(ii)所述空间条形码的序列或其互补序列。
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7.如权利要求1‑6中任一项所述的方法，其中所述第一靶核酸和所述第二靶核酸包含

相同的核酸序列。

8.如权利要求1‑7中任一项所述的方法，其中所述第一靶核酸和所述第二靶核酸包含

不同的核酸序列。

9.如权利要求1‑8中任一项所述的方法，其中所述第一靶核酸和所述第二靶核酸是相

同的分子或不同的分子。

10.如权利要求1‑9中任一项所述的方法，其中所述第二靶核酸是或包含所述第一靶核

酸、其序列、其互补序列、其杂交产物、其连接产物、其延伸产物、其复制产物、其转录/逆转

录产物和/或其扩增产物。

11.如权利要求1‑10中任一项所述的方法，其中所述第二靶核酸是或包含所述一个或

多个核酸探针中的至少一个、所述核酸探针的互补序列、所述核酸探针的杂交产物、所述核

酸探针的连接产物、所述核酸探针的延伸产物、所述核酸探针的复制产物、所述核酸探针的

转录/逆转录产物和/或核酸探针的扩增产物。

12.如权利要求1‑11中任一项所述的方法，其中所述第一靶核酸和/或所述第二靶核酸

包含RNA序列，任选地其中所述第一靶核酸和/或所述第二靶核酸是mRNA分子。

13.如权利要求1‑12中任一项所述的方法，其中所述生物样品在步骤(a)之前或期间可

逆地交联。

14.如权利要求13所述的方法，其中步骤(c)中提供的所述条件包括使所述可逆交联的

生物样品去交联。

15.如权利要求1‑14中任一项所述的方法，其中在步骤(c)中提供的所述条件包括从所

述生物样品中释放所述第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物。

16.如权利要求1‑15中任一项所述的方法，其中在步骤(c)中提供的所述条件包括使所

述生物样品中的所述第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物与所述基底(或所述第一基

底)或所述第二基底的所述捕获剂接触。

17.如权利要求1‑14中任一项所述的方法，其中在步骤(c)中提供的所述条件包括从所

述基底(或所述第一基底)或从所述第二基底释放所述多种捕获剂，和/或将所述释放的多

种捕获剂朝向所述生物样品递送或驱动和/或递送或驱动到所述生物样品之中或之上。

18.如权利要求1‑17中任一项所述的方法，其中所述多种捕获剂包括可释放地偶联至

分析物捕获剂的捕获剂。

19.如权利要求1‑18中任一项所述的方法，其中对经加工或清除的生物样品进行步骤

(b)。

20.如权利要求1‑19中任一项所述的方法，其中所述生物样品包含组织样品。

21.如权利要求20所述的方法，其中所述组织样品是厚度介于约1μm与约50μm之间的组

织切片，任选地其中所述组织切片的厚度介于约5μm与约35μm之间。

22.如权利要求20或21所述的方法，其中所述组织样品被包埋在水凝胶中。

23.如权利要求1‑22中任一项所述的方法，其中所述第一靶核酸、其互补序列和/或其

扩增产物与基质例如水凝胶可逆地交联。

24.如权利要求1‑23中任一项所述的方法，其中所述一个或多个核酸探针中的至少一

个包含指示所述第一靶核酸中的序列或其互补序列的条形码序列。
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25.如权利要求1‑24中任一项所述的方法，其中检测所述一个或多个核酸探针包括对

所述生物样品进行成像。

26.如权利要求24或25所述的方法，其中在步骤(b)中，确定所述条形码序列的序列或

其互补序列或其经扩增序列。

27.如权利要求1‑26中任一项所述的方法，其中步骤(b)包括多个探针的原位测序和/

或顺序杂交。

28.如权利要求1‑27中任一项所述的方法，其中所述一个或多个核酸探针包括直接与

所述第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交的初级探针。

29.如权利要求28所述的方法，其中所述第一靶核酸是mRNA，所述互补序列是cDNA，和/

或所述扩增产物是滚环扩增(RCA)产物。

30.如权利要求28或29所述的方法，其中所述初级探针包括挂锁探针、环状探针或环化

探针。

31.如权利要求28‑30中任一项所述的方法，其中所述初级探针包含一个或多个条形码

序列，所述一个或多个条形码序列任选地对应于所述第一靶核酸的序列。

32.如权利要求28‑31中任一项所述的方法，其中步骤(b)包括使所述生物样品与能够

直接或间接地与所述初级探针(或其互补序列或扩增产物)杂交的一个或多个可检测标记

的探针接触，任选地其中所述一个或多个可检测标记的探针与所述初级探针(或其互补序

列或扩增产物)的一个或多个条形码序列杂交。

33.如权利要求28‑32中任一项所述的方法，其中步骤(b)包括使所述生物样品与能够

直接或间接地与所述初级探针(或其互补序列或扩增产物)杂交的一个或多个二级探针接

触，任选地其中所述一个或多个二级探针与所述初级探针(或其互补序列或扩增产物)的一

个或多个条形码序列杂交。

34.如权利要求33所述的方法，其中步骤(b)还包括使所述生物样品与能够直接或间接

地与所述一个或多个二级探针(或其互补序列或扩增产物)杂交的一个或多个可检测标记

的探针接触，任选地其中所述一个或多个可检测标记的探针与所述一个或多个二级探针

(或其互补序列或扩增产物)的一个或多个条形码序列杂交。

35.如权利要求31‑34中任一项所述的方法，所述方法包括对所述生物样品成像以对所

述初级探针(或其互补序列或扩增产物)的所述一个或多个条形码序列和/或所述一个或多

个二级探针(或其互补序列或扩增产物)的所述一个或多个条形码序列进行测序，任选地其

中所述测序包括连接法测序或杂交测序。

36.如权利要求24‑35中任一项所述的方法，所述方法还包括产生包含所述条形码序列

的序列或其互补序列的扩增产物。

37.如权利要求36所述的方法，其中所述扩增产物通过滚环扩增产生。

38.如权利要求36或37所述的方法，其中所述扩增产物包含一个或多个经修饰的核苷

酸。

39.如权利要求27‑38中任一项所述的方法，其中所述原位测序包括连接法测序。

40.如权利要求27‑39中任一项所述的方法，其中所述原位测序包括杂交测序。

41.如权利要求25‑40中任一项所述的方法，所述方法还包括在所述成像之后使所述基

底上的所述生物样品透化。
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42.如权利要求1‑41中任一项所述的方法，其中所述第二靶核酸是mRNA分子，并且所述

捕获剂包含捕获探针。

43.如权利要求42所述的方法，其中所述捕获探针包含游离3'端，使得所述捕获探针使

用所述第二靶核酸作为引物延伸的模板而用作逆转录酶(RT)引物。

44.如权利要求43所述的方法，其中所述游离3'端包含寡聚dT、随机序列或基因特异性

序列。

45.如权利要求43或44所述的方法，其中所述捕获探针还包含位于所述空间条形码5'

的通用结构域，其中所述通用结构域包含：

(i)扩增结构域；和/或

(ii)用于从所述基底的表面释放所述产生的空间标记的多核苷酸的裂解结构域。

46.如权利要求1‑45中任一项所述的方法，其中所述产生的空间标记的多核苷酸是

cDNA或其扩增产物。

47.如权利要求1‑46中任一项所述的方法，其中在步骤(c)之前，所述捕获结构域不捕

获所述第一靶核酸、其互补序列或其扩增产物。

48.如权利要求1‑46中任一项所述的方法，其中在使所述可逆交联的生物样品去交联

之前，所述捕获结构域不捕获所述第一靶核酸、其互补序列或其扩增产物。

49.如权利要求1‑48中任一项所述的方法，其中所述捕获剂通过杂交、通过连接或通过

杂交、然后连接例如通过夹板连接来捕获所述第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物。

50.如权利要求1‑49中任一项所述的方法，其中所述捕获剂捕获所述一个或多个核酸

探针或其互补序列或其扩增产物。

51.如权利要求1‑50中任一项所述的方法，其中所述捕获剂捕获与所述第一靶核酸杂

交的所述一个或多个核酸探针。

52.如权利要求51所述的方法，其中所述方法包括在步骤(c)之前释放与所述第一靶核

酸杂交的所述一个或多个核酸探针。

53.如权利要求51或权利要求52所述的方法，其中所述空间标记的多核苷酸包含(i)所

述一个或多个核酸探针的核酸探针的序列或其互补序列和(ii)所述空间条形码的序列或

其互补序列。

54.如权利要求1‑53中任一项所述的方法，其中所述空间标记的多核苷酸或其一部分

被释放(例如，从所述第一或第二基底)以用于分析。

55.如权利要求1‑54中任一项所述的方法，其中所述方法包括确定所述空间标记的多

核苷酸或其互补序列的至少一部分。

56.如55所述的方法，其中所述确定包括连接法测序、杂交测序、合成法测序和/或结合

测序。

57.如权利要求54‑56中任一项所述的方法，其中所述经释放的空间标记的多核苷酸通

过直接测序或间接测序进行分析，任选地在所述测序之前进行扩增。

58.如权利要求1‑57中任一项所述的方法，其中所述方法还包括将所述空间标记的多

核苷酸的所述空间条形码与所述一个或多个核酸探针的检测到的空间位置相关联。

59.一种分析生物样品的方法，所述方法包括：

(a)使所述生物样品与第一核酸探针和第二核酸探针接触，其中所述第一核酸探针和

权　利　要　求　书 4/6 页

5

CN 115698324 A

5



所述第二核酸探针未固定在人工基底上；

(b)在所述生物样品中原位产生滚环扩增(RCA)产物，所述RCA产物包含所述第一核酸

探针的序列或其互补序列；

(c)在第一基底上的所述生物样品的空间位置处检测与所述RCA产物相关的信号(例

如，荧光信号)；

(d)提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获所述第二核酸探针和/或其产物的条件，其

中所述多种捕获剂直接或间接地连结至所述第一基底或第二基底，并且其中所述多种捕获

剂中的一种捕获剂包含：

(i)能够捕获核酸的捕获结构域，和

(ii)对应于所述捕获剂在所述第一基底或在所述第二基底上的位置的空间条形码；以

及

(e)产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含(i)所述第二核酸探针的

序列和/或其产物和(ii)所述空间条形码的序列或其互补序列，

其中所述方法不包括检测所述第一基底上或所述第二基底上的所述空间标记的多核

苷酸。

60.如权利要求59所述的方法，其中所述第一核酸探针和所述第二核酸探针靶向相同

或不同的分析物和/或结合至所述生物样品中的相同或不同的分子。

61.如权利要求59或60所述的方法，其中所述方法不包括产生包含所述第二核酸探针

的序列或其互补序列的RCA产物。

62.如权利要求59‑61中任一项所述的方法，其中所述方法不包括在所述第一基底上或

所述第二基底上的空间位置处检测与所述第二核酸探针或其产物相关的信号(例如，荧光

信号)。

63.如权利要求59‑62中任一项所述的方法，所述方法还包括：

(f)从所述第一基底或所述第二基底除去所述空间标记的多核苷酸，其中在所述除去

步骤之后确定所述空间标记的多核苷酸的序列。

64.如权利要求59‑63中任一项所述的方法，其中所述第一核酸探针包含挂锁探针，所

述挂锁探针任选地包含一个或多个条形码序列。

65.如权利要求59‑64中任一项所述的方法，其中所述第二核酸探针包含与所述生物样

品中的RNA或DNA(例如，cDNA)分子杂交的两个或更多个探针，其中所述两个或更多个探针

任选地包含一个或多个条形码序列。

66.如权利要求65所述的方法，其中所述两个或更多个探针与所述生物样品中的mRNA

分子杂交，或者其中所述两个或更多个探针与所述第一核酸探针(例如，挂锁探针)或其产

物杂交。

67.如权利要求65或66所述的方法，其中所述方法还包括连接与所述RNA或DNA分子杂

交的所述两个或更多个探针以产生连接的第二核酸探针。

68.如权利要求67所述的方法，其中所述连接的第二核酸探针被所述捕获剂捕获，任选

地其中所述连接是RNA模板化或DNA模板化反应。

69.一种分析生物样品的方法，所述方法包括：

(a)使第一基底上的所述生物样品与第一核酸探针和第二核酸探针接触，其中所述第
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一探针和所述第二核酸探针未固定在人工基底上；

(b)在所述生物样品中原位产生滚环扩增(RCA)产物，所述RCA产物包含所述第一核酸

探针的序列或其互补序列；

(c)提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获所述第二核酸探针和/或其产物的条件，其

中所述多种捕获剂直接或间接地连结至所述第一基底或第二基底，并且其中所述多种捕获

剂中的一种捕获剂包含：

(i)能够捕获核酸的捕获结构域，和

(ii)对应于所述捕获剂在所述第一基底或在所述第二基底上的位置的空间条形码；以

及

(d)产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含(i)所述第二核酸探针的

序列和/或其产物和(ii)所述空间条形码的序列或其互补序列，

其中在所述第一基底上的所述生物样品的空间位置处检测与所述RCA产物相关的信号

(例如，荧光信号)，并且从所述第一基底或所述第二基底除去所述空间标记的多核苷酸以

确定所述空间标记的多核苷酸的序列。

70.如权利要求69所述的方法，所述方法还包括：

(e)在所述第一基底上的所述生物样品的所述空间位置处检测与所述RCA产物相关的

所述信号(例如，荧光信号)。

71.如权利要求69或70所述的方法，所述方法还包括：

(f)从所述第一基底或所述第二基底除去所述空间标记的多核苷酸以确定所述空间标

记的多核苷酸的序列。

72.如权利要求63或权利要求71所述的方法，所述方法还包括使用连接法测序、杂交测

序、合成法测序和/或结合测序来确定所述除去的空间标记的多核苷酸的所述序列或其互

补序列。

73.如权利要求67或权利要求68所述的方法，其中所述连接是RNA模板化或DNA模板化

反应。
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用于整合原位空间测定的方法和组合物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2020年2月21日提交的名称为“METHODS  FOR  DETERMINING  LOCATION 

OF  A  BIOLOGICAL  ANALYTE  IN  A  BIOLOGICAL  SAMPLE”的美国临时申请号62/980,078和

2020年11月9日提交的名称为“METHODS  AND  COMPOSITIONS  FOR  INTEGRATED  IN  SITU 

SPATIAL  ASSAY”的美国临时申请号63/111,518的优先权权益，所述申请的内容出于所有目

的以引用的方式整体并入本文。

技术领域

[0003] 本公开在一些方面涉及用于样品中的生物靶标的整合原位空间测定的方法和组

合物。

背景技术

[0004] 对样品中的生物靶标进行谱分析(Profiling)，如细胞的基因组学、转录组学或蛋

白质组学谱分析，对于许多目的都是必不可少的，如了解细胞身份的分子基础和开发用于

疾病的治疗。显微术成像(其可解析样品中的多种分析物)提供有价值的信息，如分析物丰

度和原位分析物的空间信息。目前的基于原位杂交和测序的方法效率低，但这种组织内分

析的潜在价值可能是巨大的。因此，需要新的和改进的原位分析方法。

发明内容

[0005] 在一些实施方案中，本文公开了一种用于分析生物样品中的靶核酸的方法，所述

方法包括使生物样品(例如，组织样品，如组织切片)与一个或多个探针(例如，核酸探针)接

触，所述一个或多个探针直接或间接地与所述生物样品中的第一靶核酸杂交。在一些实施

方案中，生物样品被提供在第一基底上。生物样品可包括细胞，例如，从活检物或细胞培养

物分离的细胞，所述细胞沉积在表面上。生物样品可例如在诸如聚合物基质或水凝胶的基

质中任选地可逆交联。在一些实施方案中，生物样品是经加工的或清除的组织样品。在一些

实施方案中，方法包括通过检测所述第一靶核酸和/或所述一个或多个探针或其产物来在

原位例如在所述生物样品中的空间位置处分析所述第一靶核酸，而所述第一靶核酸和/或

所述一种或多种探针或其产物不与直接或间接地固定在第二基底上的捕获剂结合。在一些

实施方案中，第二基底是在其上提供所述生物样品的第一基底。在一些实施方案中，第二基

底与所述第一基底分开，尽管基底的材料和/或其上的分子在所述第一基底与所述第二基

底之间可相同或不同。

[0006] 在一些实施方案中，第一基底和/或第二基底包含直接或间接地固定在其上的多

种捕获剂(例如，捕获探针)，并且多种捕获剂中的一者或多者(例如，一个或多个捕获探针，

如每个捕获探针)包含(i)能够捕获核酸的捕获结构域和(ii)对应于所述捕获探针在所述

基底上的位置的定位结构域(例如，包含核酸序列的空间条形码)。

[0007] 在一些实施方案中，方法包括对一种或多种分析物和/或其产物的原位分析，和/
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或对用于所述样品中的一种或多种分析物的一个或多个探针(和/或其产物)的原位分析。

在一些实施方案中，方法包括在所述生物样品的空间位置处检测用于所述一种或多种分析

物的一个或多个探针。在一些实施方案中，一个或多个探针中的至少一者包含指示所述第

一靶核酸中的序列(或其互补序列)的条形码序列。在一些实施方案中，生物样品在所述基

底上成像以例如通过原位分析如原位测序确定所述条形码序列的序列或其互补序列，所述

互补序列可位于所述至少一个探针或其产物中。在任何前述实施方案中，在原位分析之前

或期间，与所述分析物结合的分析物(和/或其产物)和/或探针(和/或其产物)不与固定在

人工阵列(例如，包含含有空间条形码的核酸探针的阵列)上的捕获剂结合，尽管所述分析

物和/或其产物和/或所述探针和/或其产物可例如通过核酸杂交或与所述生物样品中的其

它组分或与诸如聚合物基质或水凝胶的基质的可逆或不可逆交联固定在所述生物样品中。

[0008] 在一些实施方案中，方法还包括提供允许所述第一基底和/或所述第二基底上的

捕获剂捕获第二靶核酸或其互补序列或其产物(例如，扩增产物)的条件。在一些实施方案

中，方法包括使可逆交联的组织样品去交联，从而允许所述捕获剂捕获第二靶核酸或其互

补序列或其产物(例如，扩增产物)。

[0009] 在任何前述实施方案中，(分析物和/或用于所述分析物的探针)的所述产物可以

是杂交产物、连接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产

物和/或扩增产物，如滚环扩增产物。

[0010] 在一些实施方案中，第二靶核酸或其互补序列或其产物被固定在所述第二基底

(例如，包含固定化核酸分子的人工阵列)上的位置处的捕获剂捕获，并且所述捕获剂的定

位结构域(例如，空间条形码)对应于所述捕获探针在所述第二基底上的位置。在一些实施

方案中，经捕获的分子的产物例如使用与所述经捕获的分子杂交的一个或多个探针在所述

第二基底上的所述位置处产生。在一些实施方案中，经捕获的分子和/或其产物在它们存在

于所述位置时不进行检测或分析；相反，将所述经捕获的分子和/或其产物从所述第二基底

移除并随后例如通过对经移除分子库进行测序而进行检测或分析，所述经移除分子包括包

含所述第二靶核酸序列或其互补序列的分子和所述定位结构域(例如，空间条形码)的序列

那些。在一些实施方案中，经捕获的分子和/或其产物在它们保持在所述第二基底上的所述

位置时不与可检测标记的探针(例如，荧光标记的探针)接触。在一些实施方案中，经捕获的

分子的产物是引物延伸产物或逆转录产物。在一些实施方案中，经捕获的分子的产物不是

滚环扩增产物。在一些实施方案中，经捕获的分子的产物是滚环扩增(RCA)产物，但所述方

法不包括在所述第二基底上的所述位置处检测所述RCA产物。

[0011] 在本文公开的任何实施方案中，第一靶核酸和第二靶核酸可相同或不同。在本文

公开的任何实施方案中，第二靶核酸可包含所述第一靶核酸或其互补序列或其产物(例如，

杂交产物、连接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物

和/或扩增产物)中的一者或多者。在本文公开的任何实施方案中，第一靶核酸和第二靶核

酸可包含重叠序列，或者可在序列上不重叠。

[0012] 在一些实施方案中，方法还包括产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核

苷酸包含(i)所述第二靶核酸的序列或其互补序列和(ii)所述定位结构域(例如，空间条形

码)的序列或其互补序列。在一些实施方案中，空间标记的多核苷酸由经捕获的核酸产生，

其中使所述多核苷酸的全部或部分从所述基底释放用于分析。在一些实施方案中，本文公
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开的方法用于分析所述生物样品中所述第一靶核酸和第二靶核酸的存在/不存在、分布、位

置、量、水平、表达或活性。

[0013] 在任何前述实施方案中，捕获剂不需要被提供在所述生物样品所在的同一基底

上。换言之，所述生物样品可位于第一基底上用于原位分析，并且已经完成所述原位分析的

样品中的分子可与一个或多个第二基底接触。在多个第二基底的情况下，所述样品可顺序

地与每个第二基底接触，或者如果两个或更多个第二基底仅覆盖所述样品的子区域，则可

并行地接触。一个或多个所述第二基底可与一个或多个第三基底接触以制造所述第二基底

的复制品。

[0014] 在一些实施方案中，本文公开了一种用于分析生物样品中的靶核酸的方法，所述

方法包括使基底上的生物样品(例如，组织样品，如组织切片)与一个或多个探针(例如，核

酸探针)接触，所述一个或多个探针直接或间接地与所述生物样品中的第一靶核酸或其互

补序列或扩增产物杂交。所述基底可包含直接或间接地固定在其上的多种捕获剂，其中所

述多种捕获剂中的一种捕获剂包含(i)能够捕获核酸的捕获结构域和(ii)对应于所述捕获

剂在所述基底上的位置的空间条形码。在一些实施方案中，方法还包括在所述生物样品的

空间位置处检测所述一个或多个核酸探针，以及提供允许所述捕获剂直接或间接地捕获第

二靶核酸或其互补序列或扩增产物的条件。在一些实施方案中，方法产生空间标记的多核

苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含所述第二靶核酸的序列或其互补序列和所述空间条形

码的序列或其互补序列。在一些实施方案中，使所述生物样品与直接或间接地与所述生物

样品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交的一个或多个探针(例如，核酸探针)接

触，并且在允许所述捕获剂直接或间接地捕获第二靶核酸或其互补序列或扩增产物检测之

前检测所述探针。

[0015] 在另一个方面，本文公开了一种用于分析生物样品的方法，所述方法包括使第一

基底上的生物样品与一个或多个核酸探针接触，所述一个或多个核酸探针直接或间接地与

所述生物样品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交。在一些实施方案中，方法还

包括在所述生物样品的空间位置处检测所述一个或多个核酸探针，以及提供允许多种捕获

剂直接或间接地捕获第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物的条件，其中所述多种捕获剂

中的一种捕获剂包含能够捕获核酸的捕获结构域和空间条形码。在一些实施方案中，方法

还包括产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含所述第二靶核酸的序列或

其互补序列和所述空间条形码的序列或其互补序列。

[0016] 在某些实施方案中，多种捕获剂直接或间接地连结至所述第一基底或第二基底。

[0017] 在任一前述实施方案中，空间条形码对应于所述捕获剂在所述第一基底或第二基

底上的位置。

[0018] 在任一前述实施方案中，方法还包括在提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获第

二靶核酸或其互补序列或其扩增产物的条件之前，向所述生物样品提供包含所述多种捕获

剂的第二基底。

[0019] 在一些实施方案中，本文公开了一种分析生物样品的方法，所述方法包括使第一

基底上的生物样品与一个或多个核酸探针接触，所述一个或多个核酸探针直接或间接地与

所述生物样品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交。在一些实施方案中，方法还

包括在所述生物样品的空间位置处检测所述一个或多个核酸探针，以及提供允许多种捕获
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剂直接或间接地捕获第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物的条件，其中所述多种捕获剂

直接或间接地连结至所述第一基底或第二基底，并且其中所述多种捕获剂中的一种捕获剂

包含能够捕获核酸的捕获结构域和对应于所述捕获剂在所述第一基底上或所述第二基底

上的位置的空间条形码。在一些实施方案中，方法还包括产生空间标记的多核苷酸，所述空

间标记的多核苷酸包含(i)所述第二靶核酸的序列或其互补序列和(ii)所述空间条形码的

序列或其互补序列。

[0020] 在任何前述实施方案中，第一靶核酸和所述第二靶核酸可包含相同的核酸序列。

在任何前述实施方案中，第一靶核酸和所述第二靶核酸可包含不同的核酸序列。在任何前

述实施方案中，第一靶核酸和所述第二靶核酸可以是相同的分子。在任何前述实施方案中，

第一靶核酸和所述第二靶核酸可以是不同的分子。

[0021] 在任何前述实施方案中，第二靶核酸可以是或包含所述第一靶核酸、其互补序列、

其杂交产物、其连接产物、其延伸产物、其复制产物、其转录/逆转录产物和/或其扩增产物。

[0022] 在任何前述实施方案中，第二靶核酸可以是或包含所述一个或多个核酸探针中的

至少一个、所述核酸探针的互补序列、所述核酸探针的杂交产物、所述核酸探针的连接产

物、所述核酸探针的延伸产物、所述核酸探针的复制产物、所述核酸探针的转录/逆转录产

物和/或核酸探针的扩增产物。

[0023] 在任何前述实施方案中，第一靶核酸和/或所述第二靶核酸还可包含RNA序列。在

任何前述实施方案中，第一靶核酸和/或所述第二靶核酸可以是mRNA分子。

[0024] 在任何前述实施方案中，生物样品可在使第一基底上的生物样品与一个或多个核

酸探针接触之前或期间可逆地交联，所述一个或多个核酸探针直接或间接地与所述生物样

品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交。

[0025] 在任何前述实施方案中，方法可包括使所述可逆交联的生物样品去交联。

[0026] 在任何前述实施方案中，方法可包括从所述生物样品中释放所述第二靶核酸或其

互补序列或其扩增产物。

[0027] 在任何前述实施方案中，方法可包括使所述生物样品中的第二靶核酸或其互补序

列或其扩增产物与基底(或第一基底)或第二基底的捕获剂接触。在一些实施方案中，方法

可包括将所述生物样品中的第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物递送或驱动朝向所述

基底(或所述第一基底)或朝向所述第二基底。

[0028] 在任何前述实施方案中，方法可包括从所述基底(或所述第一基底)或从所述第二

基底释放所述多种捕获剂，和/或将所述释放的多种捕获剂朝向生物样品递送或驱动和/或

递送或驱动到所述生物样品之中或之上。

[0029] 在任何前述实施方案中，多种捕获剂可包括可释放地偶联至分析物捕获剂的捕获

剂。

[0030] 在任何前述实施方案中，在空间位置检测所述一个或多个核酸探针是在经加工或

清除的生物样品上进行。在任何前述实施方案中，生物样品可包括组织样品。在任何前述实

施方案中，组织样品可以是厚度介于约1μm与约50μm之间的组织切片。在任何前述实施方案

中，组织切片的厚度可介于约5μm与约35μm之间。在任何前述实施方案中，组织样品可被包

埋在水凝胶中。

[0031] 在任何前述实施方案中，第一靶核酸、其互补序列和/或其扩增产物可与基质例如
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水凝胶可逆地交联。

[0032] 在任何前述实施方案中，一个或多个核酸探针中的至少一个可包含指示所述第一

靶核酸中的序列(或其互补序列)的条形码序列。

[0033] 在任何前述实施方案中，检测所述一个或多个核酸探针可包括对所述生物样品成

像。

[0034] 在任何前述实施方案中，检测所述一个或多个核酸探针可确定所述条形码序列的

序列或其互补序列或其经扩增序列。

[0035] 在任何前述实施方案中，可在检测所述一个或多个核酸探针时进行原位测序。在

任何前述实施方案中，检测所述一个或多个核酸探针可包括多个探针的原位测序和/或顺

序杂交。

[0036] 在任何前述实施方案中，一个或多个核酸探针可包括直接与所述第一靶核酸或其

互补序列或扩增产物杂交的初级探针。

[0037] 在任何前述实施方案中，第一靶核酸可以是mRNA，所述互补序列可以是cDNA，和/

或所述扩增产物可以是滚环扩增(RCA)产物。

[0038] 在任一前述实施方案中，初级探针可包括挂锁探针、环状探针或环化探针。

[0039] 在任何前述实施方案中，初级探针可包含一个或多个条形码序列，所述一个或多

个条形码序列任选地对应于所述第一靶核酸的序列。

[0040] 在任一前述实施方案中，检测步骤可包括使所述生物样品与能够直接或间接地与

所述初级探针(或其互补序列或扩增产物)杂交的一个或多个可检测标记的探针接触，任选

地其中所述一个或多个可检测标记的探针与所述初级探针(或其互补序列或扩增产物)的

一个或多个条形码序列杂交。

[0041] 在任一前述实施方案中，检测步骤可包括使所述生物样品与能够直接或间接地与

所述初级探针(或其互补序列或扩增产物)杂交的一个或多个二级探针接触，任选地其中所

述一个或多个二级探针与所述初级探针(或其互补序列或扩增产物)的一个或多个条形码

序列杂交。

[0042] 在任一前述实施方案中，检测步骤可包括使所述生物样品与能够直接或间接地与

所述一个或多个二级探针(或其互补序列或扩增产物)杂交的一个或多个可检测标记的探

针接触，任选地其中所述一个或多个可检测标记的探针与所述一个或多个二级探针(或其

互补序列或扩增产物)的一个或多个条形码序列杂交。

[0043] 在任一前述实施方案中，方法可包括对所述生物样品成像以对所述初级探针(或

其互补序列或扩增产物)的一个或多个条形码序列和/或所述一个或多个二级探针(或其互

补序列或扩增产物)的一个或多个条形码序列进行测序，任选地其中所述测序包括连接法

测序或杂交测序。

[0044] 在任何前述实施方案中，方法还包括产生包含所述条形码序列的序列或其互补序

列的扩增产物。在任何前述实施方案中，扩增产物可通过滚环扩增产生。在任何前述实施方

案中，扩增产物可包含一个或多个经修饰的核苷酸。

[0045] 在任何前述实施方案中，原位测序可包括连接法测序。在任何前述实施方案中，原

位测序可包括杂交测序。

[0046] 在任何前述实施方案中，方法还包括在所述成像之后使所述基底上的生物样品透
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化。

[0047] 在任何前述实施方案中，第二靶核酸可以是mRNA分子，并且所述捕获剂包含捕获

探针。

[0048] 在任何前述实施方案中，捕获探针可包含游离3'端，使得所述捕获探针使用所述

第二靶核酸作为引物延伸的模板而用作逆转录酶(RT)引物。

[0049] 在任何前述实施方案中，游离3'端可包含寡聚dT、随机序列或基因特异性序列。

[0050] 在任何前述实施方案中，捕获探针还可包含位于所述空间条形码5'的通用结构

域，其中所述通用结构域包含扩增结构域；和/或用于从所述基底的表面释放产生的空间标

记的多核苷酸的裂解结构域。

[0051] 在任何前述实施方案中，产生的空间标记的多核苷酸可以是cDNA或其扩增产物。

[0052] 在任何前述实施方案中，在提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获第二靶核酸或

其互补序列或其扩增产物的条件之前，所述捕获结构域可能不捕获所述第一靶核酸、其互

补序列或其扩增产物。

[0053] 在任何前述实施方案中，在使所述可逆交联的生物样品去交联之前，所述捕获结

构域可能不捕获所述第一靶核酸、其互补序列或其扩增产物。

[0054] 在任何前述实施方案中，捕获探针可通过杂交、通过连接或通过杂交、然后连接

(例如通过夹板连接)捕获所述第二靶核酸或其互补序列或其扩增产物。

[0055] 在任何前述实施方案中，捕获剂可捕获所述一个或多个核酸探针或其互补序列或

其扩增产物。

[0056] 在任何前述实施方案中，捕获剂可捕获与所述第一靶核酸杂交的一个或多个核酸

探针。

[0057] 在任何前述实施方案中，方法还包括在提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获第

二靶核酸或其互补序列或其扩增产物的条件之前，释放与所述第一靶核酸杂交的一个或多

个核酸探针。

[0058] 在任何前述实施方案中，空间标记的多核苷酸可包含所述一个或多个核酸探针的

核酸探针的序列或其互补序列和所述空间条形码的序列或其互补序列。

[0059] 在任何前述实施方案中，空间标记的多核苷酸或其一部分可释放(例如，从所述第

一或第二基底)用于分析。

[0060] 在任何前述实施方案中，方法可还包括确定所述空间标记的多核苷酸或其互补序

列的至少一部分。

[0061] 在任何前述实施方案中，确定可包括连接法测序、杂交测序、合成法测序和/或结

合测序(sequencing  by  binding)。

[0062] 在任何前述实施方案中，经释放的空间标记的多核苷酸可通过直接测序或间接测

序进行分析，任选地在测序之前进行扩增。

[0063] 在任何前述实施方案中，方法可还包括将所述空间标记的多核苷酸的空间条形码

与所述一个或多个核酸探针的检测到的空间位置相关联。

[0064] 在另一个方面，本文公开了一种分析生物样品的方法，所述方法包括使所述生物

样品与第一核酸探针和第二核酸探针接触，其中所述第一核酸探针和第二核酸探针未固定

在人工基底上。在一些实施方案中，方法还包括在所述生物样品中原位产生滚环扩增(RCA)
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产物，所述RCA产物包含所述第一核酸探针的序列或其互补序列。在任何前述实施方案中，

方法可还包括在第一基底上的生物样品的空间位置处检测与所述RCA产物相关的信号(例

如，荧光信号)。在任何前述实施方案中，方法可还包括提供允许多种捕获剂直接或间接地

捕获所述第二核酸探针和/或其产物的条件，其中所述多种捕获剂直接或间接地连结至所

述第一基底或第二基底，并且其中所述多种捕获剂中的一种捕获剂包含：(i)能够捕获核酸

的捕获结构域，和(ii)对应于所述捕获剂在所述第一基底上或所述第二基底上的位置的空

间条形码。在任何前述实施方案中，方法可还包括产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记

的多核苷酸包含(i)所述第二核酸探针的序列和/或其产物和(ii)所述空间条形码的序列

或其互补序列。在一些实施方案中，方法不包括检测所述第一基底上或所述第二基底上的

空间标记的多核苷酸。

[0065] 在任何前述实施方案中，第一核酸探针和第二核酸探针可靶向相同或不同的分析

物和/或结合至所述生物样品中的相同或不同的分子。在一些实施方案中，方法不包括产生

包含所述第二核酸探针的序列或其互补序列的RCA产物。在一些实施方案中，方法不包括在

所述第一基底上或所述第二基底上的空间位置处检测与所述第二核酸探针或其产物相关

的信号(例如，荧光信号)。

[0066] 在任何前述实施方案中，方法可还包括从所述第一基底或所述第二基底除去所述

空间标记的多核苷酸，其中在除去步骤之后确定所述空间标记的多核苷酸的序列。在任何

前述实施方案中，方法可还包括使用连接法测序、杂交测序、合成法测序和/或结合测序来

确定所述除去的空间标记的多核苷酸的序列或其互补序列。

[0067] 在任何前述实施方案中，第一核酸探针可包含挂锁探针，所述挂锁探针任选地包

含一个或多个条形码序列。在任何前述实施方案中，第二核酸探针可包含与所述生物样品

中的RNA或DNA(例如，cDNA)分子杂交的两个或更多个探针，其中所述两个或更多个探针任

选地包含一个或多个条形码序列。在任何前述实施方案中，两个或更多个探针可与所述生

物样品中的mRNA分子杂交。在任何前述实施方案中，两个或更多个探针可与所述第一核酸

探针(例如，挂锁探针)或其产物杂交。在任何前述实施方案中，方法可还包括连接与所述

RNA或DNA分子杂交的两个或更多个探针以产生连接的第二核酸探针。在任何前述实施方案

中，连接可以是RNA模板化或DNA模板化反应。在任何前述实施方案中，连接的第二核酸探针

可被捕获剂捕获。

[0068] 在另一个方面，本文公开了一种分析生物样品的方法，所述方法包括使第一基底

上的生物样品与第一核酸探针和第二核酸探针接触，其中所述第一探针和第二核酸探针未

固定在人工基底上。在一些实施方案中，方法还包括在所述生物样品中原位产生滚环扩增

(RCA)产物，所述RCA产物包含所述第一核酸探针的序列或其互补序列。在任何前述实施方

案中，方法可还包括提供允许多种捕获剂直接或间接地捕获所述第二核酸探针和/或其产

物的条件，其中所述多种捕获剂直接或间接地连结至所述第一基底或第二基底，并且其中

所述多种捕获剂中的一种捕获剂包含：(i)能够捕获核酸的捕获结构域，和(ii)对应于所述

捕获剂在所述第一基底上或所述第二基底上的位置的空间条形码。在任何前述实施方案

中，方法可还包括产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含(i)所述第二核

酸探针的序列和/或其产物和(ii)所述空间条形码的序列或其互补序列。在任何前述实施

方案中，可在所述第一基底上的生物样品的空间位置处检测与所述RCA产物相关的信号(例
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如，荧光信号)。在任何前述实施方案中，可从所述第一基底或所述第二基底除去空间标记

的多核苷酸以确定所述空间标记的多核苷酸的序列。

[0069] 在任何前述实施方案中，方法可还包括在所述第一基底上的生物样品的空间位置

处检测与所述RCA产物相关的信号(例如，荧光信号)。在任何前述实施方案中，方法可还包

括从所述第一基底或所述第二基底除去所述空间标记的多核苷酸以确定所述空间标记的

多核苷酸的序列。在任何前述实施方案中，方法可还包括使用连接法测序、杂交测序、合成

法测序和/或结合测序来确定所述除去的空间标记的多核苷酸的序列或其互补序列。

附图说明

[0070] 图1示出包括原位测定模块和空间测定模块的本文所述的整合原位空间测定的示

例性工作流程。

[0071] 图2A‑2B示出本文公开的整合原位空间测定的示例性工作流程。

[0072] 图3示出本文公开的整合原位空间测定的示例性工作流程。

[0073] 图4A示出示例性原位测定工作流程，其中示例性初级探针组结合至RNA靶标，并且

示例性检测寡核苷酸与所述初级探针或其扩增产物(例如RCA产物)的条形码序列杂交。在

挂锁探针的情况下，挂锁可使用引物作为DNA夹板连接。

[0074] 图4B示出示例性原位测定工作流程，其中示例性初级探针组结合至RNA靶标，示例

性二级探针各自与所述初级探针或其扩增产物(例如RCA产物)的条形码序列杂交，并且检

测寡核苷酸与二级探针的条形码序列杂交。在挂锁探针的情况下，挂锁可使用引物作为DNA

夹板连接。

[0075] 图4C示出示例性原位测定工作流程。使RNA靶标逆转录以产生DNA分子，并且示例

性初级探针然后与所述DNA分子杂交。在挂锁探针的情况下，挂锁可使用从所述RNA产生的

DNA作为夹板连接。示例性桥接探针与所述初级探针或其扩增产物(例如RCA产物)的条形码

序列杂交，并且检测寡核苷酸与所述桥接探针杂交。

[0076] 图5示出示例性原位测定工作流程。各种初级探针可与RNA靶标杂交并使用RNA为

模板化连接和/或DNA模板化连接来连接以形成包含一个或多个条形码序列的环化探针。二

级探针或桥接探针可与所述环化探针或其扩增产物杂交(例如，如图4A‑4C所示)。检测寡核

苷酸可与所述环化探针或其扩增产物、二级探针或其扩增产物或桥接探针杂交(例如，如图

4A‑4C所示)。

[0077] 图6A‑6F示出使用本文公开的标记剂，例如用于非核酸分析物的示例性原位测定

工作流程。

[0078] 图7示出示例性空间测定工作流程。

[0079] 图8示出示例性空间测定工作流程。

[0080] 图9示出示例性空间测定工作流程。

[0081] 图10示出示例性空间测定工作流程。

[0082] 图11A‑11B示出示例性空间测定工作流程。

[0083] 图12是示出如本文所述的带条形码的捕获探针的实例的示意图。

[0084] 图13A‑13C示意性地说明分析靶核酸分子的方法。图13A示出靶核酸分子、第一探

针和第二探针，并且图13B示出具有与其杂交的第一探针和第二探针的靶核酸分子。图13C
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示出探针连接的核酸分子。

[0085] 图14是示例性标记剂(例如，分析物捕获剂)的示意图。

[0086] 图15是示例性标记剂(例如，分析物捕获剂)的示意图。

[0087] 图16是描绘特征固定化捕获探针与标记剂(例如，分析物捕获剂)与相关的报告基

因寡核苷酸之间的示例性相互作用的示意图。

[0088] 图17是示出阵列内的带条形码特征的布置的示意图。

[0089] 图18是说明防扩散介质例如盖的侧视图的示意图。

[0090] 图19A‑19B是示出被配置为将转录物分析物引导朝向带空间条形码的捕获探针阵

列的电泳转移系统的展开图(图19A)和侧视图(图19B)的示意图。

[0091] 图20是示出利用电泳转移系统的示例性工作流程的示意图。

具体实施方式

[0092] 在一些方面，本文提供了使用显微术读出(例如，直接或间接地结合至靶分析物的

探针的条形码序列的光学测序)和/或测序读出(例如，靶核酸序列本身和/或探针的条形码

序列的NGS测序)的整合原位空间测定，例如用于分析完整组织中的细胞。在一些实施方案

中，方法还包括对分析物如生物样品中的转录组或其子集进行空间谱分析。提供了用于这

些原位空间测定(包括空间基因组学和转录组学测定)的方法、组合物、试剂盒、装置和系

统。在一些实施方案中，所提供的方法是定量的并且保留组织样品内的空间信息，而无需物

理地分离细胞或使用匀浆。本文还提供了用于检测和/或定量细胞、组织、器官或生物体中

的核酸的组合物和方法。在一些实施方案中，本公开提供了用于对大量原位靶标，包括此类

靶标的空间信息，例如组织样品中的RNA转录物和/或DNA基因座进行高通量谱分析的方法。

[0093] 本申请中提及的所有出版物，包括专利文献、科学文章和数据库，出于所有目的以

引用的方式整体并入，其并入程度如同每个单独的出版物均以引用的方式单独并入一样。

如果本文中列出的定义与以引用的方式并入本文的专利、申请、公布的申请以及其它出版

物中提出的定义相反或以其它方式不一致，则本文提出的定义优先于以引用的方式并入本

文的定义。

[0094] 本文所用的章节标题仅出于组构目的，并且不应被解释为限制所描述的主题。

[0095] I.综述

[0096] 在一个方面，本文提供了一种方法，所述方法包括用于生物样品(例如组织样品)

中的一种或多种目标靶分析物的原位测定模块。在一些实施方案中，测定包括原位分析组

织样品中的分析物(例如，核酸分子)的存在/不存在、分布、位置、量、水平、表达或活性。靶

分析物可包括核酸分子和非核酸分子，如蛋白质和肽。靶核酸分子可源自任何特定类型的

细胞和/或特定亚细胞区域或在任何特定类型的细胞和/或特定亚细胞区域(例如来自细胞

溶质、来自细胞核、来自线粒体、来自微粒体，并且更一般地来自任何其它区室、细胞器或细

胞的部分)中进行分析。实例包括DNA分析物，如基因组DNA、甲基化DNA、特定甲基化DNA序

列、片段化DNA、线粒体DNA和RNA/DNA杂合体。靶核酸分子的实例还包括RNA分析物，如各种

类型的编码和非编码RNA。不同类型的RNA分析物的实例包括信使RNA(mRNA)、核糖体RNA

(rRNA)、转移RNA(tRNA)、微小RNA(miRNA)、前体mRNA和病毒RNA。RNA分析物可从细胞或细胞

区室(例如，细胞核)获得或在细胞或细胞区室(例如，细胞核)中进行分析。
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[0097] 在一些实施方案中，方法包括分析组织样品的转录组或基因组，例如全转录组或

基因组。在一些实施方案中，方法包括用于进行空间转录组学和/或空间基因组学的方法，

所述方法能够同时分析组织样品中表达或存在的基因或基因组基因座的表达模式和/或位

置/分布模式。

[0098] 在一些实施方案中，原位测定是靶向测定，例如，分析直接或间接地结合至目标靶

生物分析物(例如组织样品中的mRNA分子)的预先设计的探针的测定。在一些实施方案中，

原位测定包括提供与靶核酸(或其互补序列、扩增产物或衍生物)杂交的一个或多个核酸探

针并在所述生物样品的空间位置处检测所述一个或多个核酸探针。在一些实施方案中，预

先设计的探针包含一个或多个初级探针或探针组，例如，与靶分析物结合的探针；和/或一

个或多个二级探针或探针组，例如与初级探针或其互补序列或其产物(例如，杂交产物、连

接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产

物)结合的探针。在一些实施方案中，预先设计的探针包含一个或多个高阶探针或探针组，

例如与第n阶探针或其互补序列或其产物(例如杂交产物、连接产物、延伸产物(例如，通过

DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)结合的第(n+1)阶探针，其

中n是2或更大的整数。在一些实施方案中，预先设计的探针是带条形码的探针。在一些实施

方案中，第n阶探针包含条形码序列(第n阶条形码序列)，并且第(n+1)阶探针结合至所述第

n阶条形码序列且包含用于由另一个带条形码的探针或由可检测标记的探针(例如荧光标

记的检测寡核苷酸)结合的第(n+1)阶条形码序列，其中n是1或更大的整数。在本文公开的

任何实施方案中，探针与另一个探针或与靶分析物的结合可以是直接的(例如，通过核酸序

列的直接杂交或抗原‑抗体结合)或间接的(例如，通过一个或多个桥接寡核苷酸的间接杂

交或结合相互作用)。可使用显微术，例如高分辨率光学显微术来分析结合相互作用，以提

供靶分析物的存在/不存在、分布、位置、量、水平、表达或活性的读出。在一些实施方案中，

原位测定包括原位测序和/或原位杂交，如探针的顺序杂交。在一些实施方案中，原位测定

分析约20、约50、约100、约200、约500、约1,000、约2,000、约5,000或约10,000个基因，例如

来自组织样品中的基因的mRNA转录物。在一些实施方案中，来自组织样品中的约100与约1,

000个之间基因的mRNA转录物在原位进行分析。

[0099] 在另一个方面，本文公开的方法还包括空间测定模块，例如，对组织样品中的分析

物(例如，核酸分子)的存在/不存在、分布、位置、量、水平、表达或活性的定量和/或定性分

析，其中保留是组织样品内的分析物的存在/不存在、分布、位置、量、水平、表达或活性的空

间模式。在一些实施方案中，方法包括分析组织样品的转录组或基因组，例如全转录组或基

因组。在一些实施方案中，方法包括用于进行空间转录组学和/或空间基因组学的方法，所

述方法能够同时分析组织样品中表达或存在的基因或基因组基因座的表达模式和/或位

置/分布模式。在一些实施方案中，方法将基于阵列的核酸分子捕获与高通量核酸测序技术

相结合，这允许组织样品中的核酸分子(例如，RNA或DNA分子)被捕获并用定位标签(例如，

空间条形码)进行标记。在一些实施方案中，方法还包括合成核酸分子，对所述核酸分子进

行测序(例如使用核苷酸拆分)，并且进行分析以确定哪些基因在组织样品的任何和所有部

分中表达。在一些实施方案中，可同时获得组织样品中每个细胞的个别的、单独的和特异性

的转录组，从而提供来自组织样品内的单独细胞的高度平行的综合转录组特征，而不会丢

失所述研究的组织样品内的空间信息。
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[0100] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括以任何合适的顺序依次进行一个或多个

原位测定和一个或多个空间测定。第一分析物的原位分析可在空间测定中用捕获探针阵列

分析第二靶分析物之前、同时或之后进行。在一些实施方案中，本文公开的方法包括提供双

重读出，例如显微术读出和测序读出。在一些实施方案中，本文公开的方法包括分析用于原

位测定的显微术读出和用于空间测定的测序读出。在一些实施方案中，本文公开的方法包

括分析所述原位测定中的第一分析物和所述空间测定中的第二分析物。在一些实施方案

中，第一分析物和第二分析物是相同的分子。在一些实施方案中，第一分析物和第二分析物

是不同的分子。在一些实施方案中，第一分析物和第二分析物包含共同的核酸序列，或者一

者包含核酸序列且另一者包含互补序列或其产物(例如，杂交产物、连接产物、延伸产物(例

如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)中的一者或多者。

在一些实例中，第二分析物可包含第一分析物的核酸序列或用于所述第一分析物的标记剂

的核酸序列。在一些实例中，第二分析物可包含第一分析物的核酸序列的互补核酸序列或

用于所述第一分析物的标记剂的核酸序列。在一些实例中，第二分析物可以是第一分析物

或靶向所述第一分析物的探针(例如，用于原位测定中的探针)的产物(例如，杂交产物、连

接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产

物，例如RCA产物)。在一些实施方案中，第一分析物和第二分析物包含不同的核酸序列。

[0101] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括使基底(例如载玻片)上的生物样品与直

接或间接地与所述生物样品中的第一靶核酸或其互补序列或产物(例如，杂交产物、连接产

物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)。

在一些实施方案中，对基底上的生物样品进行原位分析，例如，样品中的第一靶核酸的原位

测序。在一些实施方案中，生物样品是组织样品，如新鲜分离或保存的组织切片。在一些实

施方案中，生物样品通过可逆交联固定。在一些实施方案中，加工所述生物样品，使得一个

或多个分析物分子(例如，RNA分子)被可逆地锁定在适当位置以保持所述组织样品中的分

析物和/或相对于所述组织样品中的一种或多种其它分析物的存在/不存在、分布、位置、

量、水平、表达或活性的空间模式。在一些实施方案中，生物样品被包埋在基质，如聚合物基

质中。在一些实施方案中，生物样品是水凝胶包埋的。在一些实施方案中，一个或多个分析

物分子(例如，RNA分子)被探针靶向并使用原位成像进行分析，例如带条形码的探针的连接

法测序、杂交测序、合成法测序、结合测序和/或顺序杂交，然后解码。在一些实施方案中，样

品中多种分析物的分子以高度多路复用的方法进行原位分析。

[0102] 在一些实施方案中，一旦记录了原位分析的图像，所述方法就还包括处理样品，使

得所述样品中的第二靶核酸或其互补序列或产物(例如，杂交产物、连接产物、延伸产物、复

制产物、转录/逆转录产物、衍生物和/或扩增产物)被释放。例如，方法可还包括使样品去交

联，使得所述样品中的第二靶核酸或其互补序列或产物(例如，杂交产物、连接产物、延伸产

物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)未锁定在适

当位置(例如锁定至水凝胶)。在一些实施方案中，允许第二靶核酸(例如，mRNA)或其互补序

列或其产物被多种捕获剂直接或间接地捕获。在一些实施方案中，在原位分析期间，多种捕

获剂被提供在支撑样品的基底(例如，薄载玻片)上。在一些实施方案中，用于原位成像的基

底是第一基底，并且多种捕获剂被提供在第二基底上，所述第二基底被提供给所述第一基

底上的样品。在一些实施方案中，多种捕获剂中的一种捕获剂包含(i)能够捕获核酸的捕获
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结构域和(ii)对应于所述捕获剂在所述第一基底和/或所述第二基底上的位置的空间条形

码。

[0103] 在一些实施方案中，第一靶核酸和第二靶核酸是相同的分子。在一些实施方案中，

第一靶核酸和第二靶核酸是不同的分子。在一些实施方案中，第一分析物和第二分析物包

含共同的核酸序列，或者一者包含核酸序列且另一者包含所述核酸序列的互补序列或其产

物(例如，杂交产物、连接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆

转录产物和/或扩增产物)序列。在一些实施方案中，第一靶核酸和第二靶核酸包含不同的

核酸序列。在一些实施方案中，第二靶核酸包含在原位分析中使用的探针，所述探针可在原

位分析之后从样品中释放。在一些实施方案中，第二靶核酸包含在原位分析期间产生的扩

增产物，所述扩增产物可在原位分析之后从样品中释放。在一些实施方案中，第二靶核酸包

含由一个或多个核酸探针靶向的核酸序列，所述核酸序列可在原位分析之后从样品中释

放。在一些实施方案中，第二靶核酸包含在原位分析期间(例如，经由连接或延伸)产生的核

酸，所述核酸可在原位分析之后从样品中释放。在一些实施方案中，第二靶核酸包含两种或

更多种类型的分析物。第二靶核酸可在进行第一分析物的原位分析之前、同时或之后产生

或加工。

[0104] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括例如通过裂解或透化去交联的组织样品

对样品进行加工，以允许样品中的一个或多个分子被捕获剂直接或间接地捕获。在一些实

施方案中，允许样品中的一个或多个分子迁移，例如迁移出样品的一个或多个细胞和/或迁

移出样品。在一些实施方案中，允许第一靶核酸或其互补序列或产物(例如，杂交产物、连接

产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)

迁移出样品的细胞，以被基底上的捕获剂捕获。在一些实施方案中，允许第二靶核酸或其互

补序列或产物(例如，杂交产物、连接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产

物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)迁移出样品的细胞，以被基底上的捕获剂捕获。

[0105] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括产生空间标记的多核苷酸，所述空间标

记的多核苷酸包含(i)第二靶核酸的序列或其互补序列和(ii)空间条形码的序列或其互补

序列。在一些实施方案中，第二靶核酸与在原位成像期间分析的第一靶核酸相同。在一些实

施方案中，第二靶核酸与在原位成像期间分析的第一靶核酸不同。在一些实施方案中，多种

第二靶核酸在空间测定中进行分析。在一些实施方案中，多种第二靶核酸是转录组或其子

集。

[0106] 在一些实施方案中，第二靶核酸包含mRNA序列，并且捕获剂包含捕获探针。在一些

实施方案中，捕获探针包含游离3'端，使得所述捕获探针用作逆转录酶(RT)引物，使用第二

靶核酸作为模板进行引物延伸。在一些实施方案中，第二靶核酸包含DNA(例如，cDNA)。在一

些实施方案中，使用mRNA模板(例如，逆转录)在原位测定之前或期间产生第二靶核酸。在一

些实施方案中，使样品经受逆转录反应，其中在本文公开的原位测定模块之前或期间，使所

述样品中的一种或多种RNA分子逆转录以产生DNA分子(例如，cDNA)。所产生的DNA分子可在

本文公开的整合方法的原位测定模块中和/或空间测定模块中进行分析。在一些实施方案

中，游离3'端包含寡聚dT、随机序列或基因特异性序列。在一些实施方案中，捕获探针还包

含位于空间条形码5'的通用结构域，其中所述通用结构域包含(i)扩增结构域；和/或(ii)

用于从基底的表面释放产生的空间标记的多核苷酸的裂解结构域。在一些实施方案中，所
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产生的空间标记的多核苷酸是cDNA或其扩增产物。

[0107] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括释放空间标记的多核苷酸或其部分或其

互补序列或产物(例如，杂交产物、连接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制

产物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)用于分析。在一些实施方案中，使空间标记的多核

苷酸或其部分、互补序列或产物从基底释放，例如从第一或第二基底释放。在一些实施方案

中，方法包括确定空间标记的多核苷酸或其部分、互补序列或产物的至少一部分的序列的

步骤。在一些实施方案中，确定步骤包括连接法测序、杂交测序、合成法测序和/或结合测

序。在一些实施方案中，通过直接测序分析所释放的空间标记的多核苷酸或其部分、互补序

列或产物。在一些实施方案中，通过间接测序分析所释放的空间标记的多核苷酸或其部分、

互补序列或产物。在一些实施方案中，方法包括在释放步骤之前、期间或之后扩增空间标记

的多核苷酸或其部分、互补序列或产物，例如扩增空间标记的多核苷酸或其部分、互补序列

或产物。在一些实施方案中，确定步骤包括在测序之前扩增所释放的空间标记的多核苷酸

或其部分、互补序列或产物。在一些实施方案中，方法包括将空间标记的多核苷酸的空间条

形码与一个或多个核酸探针的检测到的空间位置相关联。

[0108] 图1提供整合原位空间测定的示例性工作流程。原位测定通常采用靶向方法询问

一组例如介于约100与约1,000个基因之间的靶分析物和来自其的mRNA转录物，使用显微镜

和光学信号分析来确定序列。在一些实施方案中，原位测定包括对直接或间接地结合分析

物的探针的一个或多个条形码序列的原位测序。在一些实施方案中，原位测定包括检测指

示一种或多种检测寡核苷酸与直接或间接地与分析物的核酸部分杂交的探针的一个或多

个条形码序列的原位杂交的信号，并且来自顺序杂交的信号的空间和/或时间模式用于对

分析物进行分析。在一些实施方案中，与对同一样品的原位测定相比，本文公开的整合原位

空间测定从样品中获得分析物的更多空间信息。在一些实施方案中，原位探针(例如，挂锁

探针)结合至样品中的靶分析物(例如，核酸分子)以用于原位分析。原位探针可包含两个或

更多个探针，当结合至靶分子并连接两个或更多个探针(例如，通过诸如RNA模板化连接的

连接(例如，如图13A‑13C所示)和/或DNA模板化连接)时，所述两个或更多个探针组装形成

以更大的探针。原位探针或其产物可例如使用滚环扩增进行扩增，以产生可原位测序的扩

增产物，例如，如图1所示。在一些实施方案中，通过进行本文公开的整合原位空间测定，原

位测定和检测可涉及检测靶分析物(例如，同时避免光学拥挤)，所述原位空间测定补充有

可捕获同一样品上的额外信息(例如，与靶分析物和/或其它目标分析物相关的信息)的空

间测定。在一些实施方案中，在原位测定和检测中分析生物样品中的第一组靶分析物，而在

空间测定中分析同一生物样品中的第二组靶分析物。

[0109] 在一些实施方案中，除了原位探针之外，本文公开的一种或多种分析物标记和/或

捕获探针也在原位测定之前和/或期间与样品接触。在一些实施方案中，使靶向一种或多种

分析物的一组探针在原位测定之前和/或期间与样品接触，但不在原位分析中进行分析。相

反，靶向一种或多种分析物的探针可在如本文所述的空间分析(如基于空间阵列的测定)中

进行分析。在一些情况下，所述组探针用于捕获多种靶向分析物以在空间分析中进行分析。

在一些实施方案中，使靶向一种或多种分析物(例如，蛋白质或细胞特征)的标记剂或结合

剂在原位测定和/或空间测定之前或期间与样品接触。

[0110] 图1‑3提供整合原位空间测定的示例性工作流程。如图1所示，原位分析可以是非
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靶向的(例如，如在FISSEQ中)并且优选地是靶向的，例如对于约100与约1,000个之间的基

因和/或mRNA转录物。可使同一样品经受空间分析，例如本文公开的基于空间阵列的分析，

所述空间分析可以是靶向的和/或非靶向的。在一些方面，空间分析可提供靶向读出(例如，

对于靶分析物的预定组)或非靶向读出(例如，对于样品的转录组谱分析)。在一些方面，空

间分析使用用于一组预定mRNA转录物或原位探针(用于靶向读出)的具有基因特异性捕获

序列的捕获剂和用于非靶向转录组谱分析的具有poly‑T序列的捕获剂。在一些实施方案

中，分析物、原位探针和/或其产物和/或分析物捕获剂(例如，分析物捕获探针)迁移至包含

含有捕获探针的特征的基底。

[0111] 在图2A中，在201中，使样品与用于原位测定模块的探针(例如，挂锁探针)接触。用

于原位测定模块和/或空间测定模块的其它剂，如探针、标记剂、分析物捕获剂和/或捕获剂

可在样品与样品用于原位测定的探针接触之前、一起或之后与所述样品接触。任选地，分析

物、探针和/或其它试剂(包括用于原位测定模块和/或空间测定模块的那些)可在202中以

任何合适的顺序和组合延伸、连接、扩增、逆转录和/或以其它方式反应或加工。例如，样品

中的RNA分子可在原位检测之前逆转录成所产生的DNA分子，例如在201和/或202中。原位测

定模块的信号在203中进行检测并任选地进行分析。在任选的样品加工和/或透化之后，在

204中使用捕获探针捕获在原位测定模块之后来自样品的分析物。用于空间测定模块的剂，

如探针(例如，模板化连接探针)、标记剂、分析物捕获剂和/或捕获剂可在201、202、203和/

或204之前、一起或之后与样品接触。在205中，例如通过分析捕获探针和/或所捕获的分析

物来获得空间分辨的分析物信息。示例性工作流程的步骤可以任何合适的顺序进行。在一

些实施方案中，步骤201、202和203中的任何一个或多个在步骤204和205之前进行。原位测

定模块和/或空间测定模块中的分析物可包括一种或多种核酸分析物和/或一种或多种非

核酸分析物，如蛋白质分析物。

[0112] 在图2B中，使样品与206中用于空间测定模块的靶向分析物的探针(例如，模板化

连接探针)和/或与用于原位测定模块207的探针(例如，挂锁探针)接触。用于原位测定模块

和/或空间测定模块的其它剂，如探针、标记剂、分析物捕获剂和/或捕获剂可在步骤206和/

或207之前、一起或之后与样品接触。任选地，分析物、探针和/或其它试剂(包括用于原位测

定模块和/或空间测定模块的那些)可在208中以任何合适的顺序和组合延伸、连接、扩增、

逆转录和/或以其它方式反应或加工。例如，样品中的RNA分子可在原位检测之前逆转录成

所产生的DNA分子，例如在206、207和/或208期间或之前。在一些情况下，206可在步骤207之

前、一起或之后进行。原位测定模块的信号在209中进行检测并任选地进行分析。在任选的

样品加工和/或透化之后，在210中使用捕获探针捕获在原位测定模块之后来自样品的分析

物。用于空间测定模块的剂，如探针(例如，模板化连接探针)、标记剂、分析物捕获剂和/或

捕获剂可在207、208、209和/或210之前、一起或之后与样品接触。在211中，例如通过分析捕

获探针和/或所捕获的分析物来获得空间分辨的分析物信息。示例性工作流程的步骤可以

任何合适的顺序进行。在一些实施方案中，步骤206、207、208和209中的任何一个或多个在

步骤210和211之前进行。原位测定模块和/或空间测定模块中的分析物可包括一种或多种

核酸分析物和/或一种或多种非核酸分析物，如蛋白质分析物。

[0113] 图3示出另一示例性工作流程。样品包含各种核酸分子或与各种核酸分子接触，所

述各种核酸分子包括靶向核酸1的任选带条形码的探针；靶向核酸2的带条形码的可环化探
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针(例如，挂锁探针)和靶向相同或不同核酸的用于连接的带条形码的探针(例如，RNA模板

化连接探针)；靶向核酸3的带条形码的可环化探针(例如，挂锁探针)和使用可环化探针的

序列(例如，可环化探针的条形码序列)作为连接模板的带条形码的探针；可为标记剂，如报

告基因寡核苷酸的一部分(与识别样品中的分析物的抗体缀合的核酸4显示为实例)或样品

中的内源分子，如经历逆转录以原位产生cDNA的RNA(例如，mRNA分子)的核酸4。各种核酸分

子可存在于样品中或以任何合适的组合且以任何合适的时间顺序与样品接触。包括各种探

针的外源分子可同时与样品接触并在一锅结合/杂交反应中孵育。除非另有说明，否则各种

核酸分子(包括核酸1‑4和各种探针)中的任何一者或多者可以是DNA或RNA或其复合物、缀

合物或杂合体，并且可以是样品内源性地或外源性地添加至样品中。核酸分子，包括用于原

位测定模块和/或空间测定模块的那些可以任何合适的顺序和组合延伸、连接、扩增、逆转

录和/或以其它方式反应或加工。可检测并任选地分析原位测定模块的信号。例如，可使用

RCA扩增靶向核酸2的带条形码的可环化探针(例如，挂锁探针)，并且可使用检测探针(例

如，包括可检测标记的探针和/或中间体探针)原位检测RCA产物。用于连接的带条形码的探

针被连接并且可保持与核酸2杂交，但在一些情况下，在原位测定模块中未检测到。在核酸3

的实例中，用于连接的带条形码的探针与挂锁探针杂交，并使用条形码序列作为模板进行

连接。然而，在环化挂锁探针的滚环扩增过程中，连接的探针可从环化挂锁探针移位。移位

的连接探针可在核酸3的位置处可逆地交联(例如，与核酸3或RCA产物或样品中的一种或多

种其它分子或其中包埋样品的基质可逆地交联)。在任选的样品加工和/或透化之后，通过

空间阵列上的捕获剂捕获在原位测定模块之后来自样品的分析物。在从空间阵列移除捕获

的分子并收集所述捕获的分子和/或其产物以用于测序之后，例如，通过分析捕获探针和/

或所捕获的分析物来获得空间分辨的分析物信息。

[0114] 下文以举例的方式提供本公开的另外细节。

[0115] II.分析物

[0116] 本公开中描述的方法、组合物、设备和系统可用于检测和分析多种不同的分析物。

在一些方面，本文公开的分析物可包括任何待分析的生物物质、结构、部分或组分。在一些

方面，本文公开的靶标可类似地包括任何目标分析物。

[0117] 分析物可来源于特定类型的细胞和/或特定亚细胞区域。例如，分析物可来源于细

胞溶质、来自细胞核、来自线粒体、来自微粒体，并且更一般地，来自细胞的任何其它区室、

细胞器或部分。特异性地靶向某些细胞区室和细胞器的透化剂可用于选择性地从细胞释放

分析物以供分析，和/或允许一种或多种试剂(例如，用于原位分析的探针和/或用于空间分

析的探针)接近细胞或细胞区室或细胞器中的分析物。

[0118] 分析物可大致分类为两组中的一者：核酸分析物和非核酸分析物。本文公开的整

合原位空间测定可用于以任何合适的组合分析核酸分析物和/或非核酸分析物。在一些方

面，本文公开的方法的一个或多个原位测定模块可分析样品中的第一多种核酸分析物，并

且所述方法的一个或多个空间测定模块可分析所述样品中的第二多种核酸分析物，其中所

述第二多种任选地是比所述第一多种更大组的核酸分析物。在本文的任何实施方案中，本

文公开的方法的一个或多个原位测定和/或空间测定模块可分析多种非核酸分析物，如蛋

白质分析物。

[0119] 非核酸分析物的实例包括但不限于脂质、碳水化合物、肽、蛋白质、糖蛋白(N‑连接
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或O‑连接)、脂蛋白、磷蛋白、蛋白质的特定磷酸化或乙酰化变体、蛋白质的酰胺化变体、蛋

白质的羟基化变体、蛋白质的甲基化变体、蛋白质的泛素化变体、蛋白质的硫酸化变体、病

毒外壳蛋白、细胞外和细胞内蛋白质、抗体和抗原结合片段。在一些实施方案中，分析物在

细胞内部或细胞表面上，如跨膜分析物或附着于细胞膜的分析物。在一些实施方案中，分析

物可以是细胞器(例如，细胞核或线粒体)。在一些实施方案中，分析物是细胞外分析物，如

分泌的分析物。

[0120] 对应于分析物的细胞表面特征可包括但不限于受体、抗原、表面蛋白、跨膜蛋白、

分化簇蛋白、蛋白质通道、蛋白质泵、载体蛋白、磷脂、糖蛋白、糖脂、细胞‑细胞相互作用蛋

白复合物、抗原呈递复合物、主要组织相容性复合物、工程化的T细胞受体、T细胞受体、B细

胞受体、嵌合抗原受体、细胞外基质蛋白、细胞表面蛋白的翻译后修饰(例如磷酸化、糖基

化、泛素化、亚硝基化、甲基化、乙酰化或脂化)状态、间隙连接和粘附连接。

[0121] 核酸分析物的实例包括DNA分析物，如基因组DNA、甲基化DNA、特定甲基化DNA序

列、片段化DNA、线粒体DNA、原位合成的PCR产物和RNA/DNA杂合体。

[0122] 核酸分析物的实例还包括RNA分析物，如各种类型的编码和非编码RNA。不翻译成

蛋白质的非编码RNA(ncRNA)的实例包括转移RNA(tRNA)和核糖体RNA(rRNA)，以及小非编码

RNA，如微小RNA(miRNA)、小干扰RNA(siRNA)、Piwi相互作用RNA(piRNA)、小核仁RNA

(snoRNA)、小核RNA(snRNA)、细胞外RNA(exRNA)、小卡哈尔体特异性RNA(scaRNA)和长

ncRNA，如Xist和HOTAIR。不同类型的RNA分析物的实例包括信使RNA(mRNA)，包括新生RNA、

前体mRNA、初级转录物RNA和加工的RNA，如加帽mRNA(例如，具有5'7‑甲基鸟苷帽)、聚腺苷

酸化mRNA(3'端的poly‑A尾)和已除去一个或多个内含子的剪接mRNA。本文公开的分析物中

还包括非加帽mRNA、非聚腺苷酸化mRNA和非剪接mRNA。RNA分析物的其它实例包括rRNA、

tRNA、miRNA和病毒RNA。RNA可以是转录物(例如，存在于组织切片中)。RNA可以是小的(例

如，长度小于200个核酸碱基)或大的(例如，长度大于200个核酸碱基的RNA)。小RNA的实例

包括5.8S核糖体RNA(rRNA)、5S  rRNA、tRNA、miRNA、siRNA、snoRNA、piRNA、tRNA来源的小RNA

(tsRNA)和rDNA来源的小RNA(srRNA)。RNA可以是双链RNA或单链RNA。RNA可以是环状RNA。

RNA可以是细菌rRNA(例如，16s  rRNA或23srRNA)。

[0123] 在某些实施方案中，可从活细胞中提取分析物。可调整加工条件以确保生物样品

在分析期间保持活性，并且从样品的活细胞中提取(或释放)分析物。活细胞来源的分析物

只能从样品中获得一次，或者可每隔一段时间从继续保持存活状态的样品中获得。

[0124] 一般而言，系统、设备、方法和组合物可用于分析任何数量的分析物。例如，所分析

的分析物的数量可以是存在于样品的区域中或基底的单个特征内的至少约2、至少约3、至

少约4、至少约5、至少约6、至少约7、至少约8、至少约9、至少约10、至少约11、至少约12、至少

约13、至少约14、至少约15、至少约20、至少约25、至少约30、至少约40、至少约50、至少约

100、至少约1,000、至少约10,000、至少约100,000种或更多种不同的分析物。

[0125] III.样品和样品加工

[0126] A.生物样品

[0127] 在一些实施方案中，本文公开了用于分析生物样品的方法和组合物，所述生物样

品可获自受试者以用于使用包括但不限于活检、手术和激光捕获显微术(LCM)的多种技术

中的任一种进行分析，并且通常包括来自受试者的细胞和/或其它生物材料。除了上述受试
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者之外，生物样品也可获自原核生物，如细菌，例如大肠杆菌、葡萄球菌或肺炎支原体；古细

菌；病毒，如丙型肝炎病毒或人类免疫缺陷病毒；或类病毒。生物样品可获自非哺乳动物生

物体(例如，植物、昆虫、蜘蛛、线虫、真菌或两栖动物)。生物样品也可获自真核生物，如患者

来源的类器官(PDO)或患者来源的异种移植物(PDX)。可从其获得生物样品的受试者可以是

健康或无症状的个体、患有或疑似患有疾病的个体(例如，患有诸如癌症的疾病的患者)或

易患疾病的个体和/或需要治疗或疑似需要治疗个体。

[0128] 生物样品可包括任何数量的大分子，例如，细胞大分子和细胞器(例如，线粒体和

细胞核)。生物样品可以是核酸样品和/或蛋白质样品。生物样品可以是碳水化合物样品或

脂质样品。生物样品可作为组织样品获得，如组织切片、活组织检查、芯活组织检查、针抽吸

物或细针抽吸物。样品可以是流体样品，如血液样品、尿液样品或唾液样品。样品可以是皮

肤样品、结肠样品、面颊拭子、组织学样品、组织病理学样品、血浆或血清样品、肿瘤样品、活

细胞、培养的细胞、临床样品例如全血或血液来源的产品、血细胞或培养的组织或细胞，包

括细胞悬浮液。在一些实施方案中，生物样品可包括沉积在表面上的细胞。

[0129] 无细胞生物样品可包括细胞外多核苷酸。细胞外多核苷酸可从身体样品分离，所

述身体样品例如血液、血浆、血清、尿液、唾液、粘膜分泌物、痰液、粪便和泪液。

[0130] 生物样品可来源于本文提及的受试者或生物体的同质培养物或群体，或者可替代

地来自若干不同生物体的集合，例如，在群落或生态系统中。

[0131] 生物样品可包括一种或多种患病细胞。患病细胞可具有改变的代谢性质、基因表

达、蛋白质表达和/或形态特征。疾病的实例包括炎性病症、代谢病症、神经系统病症和癌

症。癌细胞可源自实体瘤、血液恶性肿瘤、细胞系，或作为循环肿瘤细胞获得。

[0132] 生物样品还可包括胎儿细胞。例如，可进行诸如羊膜穿刺术的程序以从母体循环

中获得胎儿细胞样品。胎儿细胞的测序可用于鉴定许多遗传病症中的任一种，包括例如非

整倍性如唐氏综合症、爱德华兹综合征和帕陶综合征(Patau  syndrome)。此外，胎儿细胞的

细胞表面特征可用于鉴定许多病症或疾病中的任一种。

[0133] 生物样品还可包括免疫细胞。对此类细胞的免疫组库，包括基因组、蛋白质组和细

胞表面特征的序列分析可提供丰富的信息，以促进了解免疫系统的状态和功能。例如，在自

体干细胞移植后确定多发性骨髓瘤(MM)患者中微小残留病(MRD)的状态(例如，阴性或阳

性)被认为是MM患者中MRD的预测因子(参见，例如，美国专利申请公布号2018/0156784，其

全部内容以引用的方式并入本文)。

[0134] 生物样品中的免疫细胞的实例包括但不限于B细胞、T细胞(例如，细胞毒性T细胞、

自然杀伤T细胞、调控性T细胞和T辅助细胞)、自然杀伤细胞、细胞因子诱导的杀伤(CIK)细

胞、骨髓细胞，如粒细胞(嗜碱性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜中性粒细胞/多叶核嗜中性粒细

胞)、单核细胞/巨噬细胞、肥大细胞、血小板/巨核细胞和树突细胞。

[0135] 如上所论述，生物样品可包括单一目标分析物，或多于一种目标分析物。提供了用

于进行多重测定以分析单个生物样品中的两种或更多种不同分析物的方法。

[0136] B.生物样品的加工

[0137] 可进行多个步骤来制备或加工用于分析和/或在分析期间的生物样品。除非另有

说明，否则下文所述的制备或加工步骤通常可以任何方式和以任何顺序组合，以适当地制

备或加工特定样品用于和/或分析。

说　明　书 17/99 页

24

CN 115698324 A

24



[0138] 在一些实施方案中，可用一种或多种可用于原位测定和/或空间测定的试剂处理

样品。在一些实施方案中，可用一种或多种酶处理样品。例如，可添加一种或多种核酸内切

酶以使DNA片段化、DNA聚合酶和用于扩增核酸的dNTP。也可添加到样品中的其它酶包括但

不限于聚合酶、转座酶、连接酶以及DNA酶和RNA酶。在一些实施方案中，可将逆转录酶添加

到样品中，包括具有末端转移酶活性的酶、引物和模板转换寡核苷酸。模板转换可用于增加

cDNA的长度，例如，通过将预定义的核酸序列附加到cDNA上。在一些实施方案中，可在空间

测定期间分析cDNA。

[0139] i.组织切片

[0140] 生物样品可从受试者收获(例如，通过手术活检、整个受试者切片)或在生长基底

或培养皿上作为细胞群在体外生长，并作为组织切片(tissue  slice)或组织切片(tissue 

section)制备以供分析。生长的样品可足够薄，无需进一步加工步骤即可进行分析。可替代

地，可使用机械切割设备(如振动刀片切片机)将生长样品和通过活检或切片获得的样品制

备为薄组织切片。作为另一替代方案，在一些实施方案中，可通过将生物样品的触摸印片

(touch  imprint)施加至合适的基底材料上来制备薄组织切片。

[0141] 组织切片的厚度可以是细胞的最大横截面尺寸的一部分(例如，小于0.9、0 .8、

0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2或0.1)。然而，也可使用厚度大于最大横截面细胞尺寸的组织切

片。例如，可使用低温恒温器切片，其可以是例如10‑20微米厚。

[0142] 更一般地，组织切片的厚度通常取决于用于制备切片的方法和组织的物理特性，

并且因此可制备和使用具有多种不同厚度的切片。例如，组织切片的厚度可以是至少0.1、

0.2、0.3、0.4、0.5、0.7、1.0、1.5、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、13、14、15、20、30、40或50微米。

如果需要或方便，也可使用更厚的切片，例如至少70、80、90或100微米或更大。通常，组织切

片的厚度介于1‑100微米、1‑50微米、1‑30微米、1‑25微米、1‑20微米、1‑15微米、1‑10微米、

2‑8微米、3‑7微米或4‑6微米之间，但如上所述，也可分析厚度大于或小于这些范围的切片。

[0143] 也可从单个生物样品获得多个切片。例如，通过使用切片刀片对活检样品进行连

续切片，可从手术活检样品获得多个组织切片。可以这种方式保存连续切片之间的空间信

息，并且可对切片进行连续分析以获得关于生物样品的三维信息。

[0144] ii.冷冻

[0145] 在一些实施方案中，可通过在适合维持或保持组织结构的完整性(例如，物理特

性)的温度下深度冷冻来制备生物样品(例如，如上所述的组织切片)。这样的温度可例如小

于‑20℃或小于‑25℃、‑30℃、‑40℃、‑50℃、‑60℃、‑70℃、‑80℃、‑90℃、‑100℃、‑110℃、‑

120℃、‑130℃、‑140℃、‑150℃、‑160℃、‑170℃、‑180℃、‑190℃或‑200℃。可使用许多合适

的方法将冷冻的组织样品切片(例如切成薄片)到基底表面上。例如，可使用设定在适合维

持组织样品的结构完整性和样品中核酸的化学性质的温度下的冷冻切片机(例如，低温恒

温器)来制备组织样品。这样的温度可例如低于‑15℃、低于‑20℃或低于‑25℃。

[0146] iii.福尔马林固定和石蜡包埋

[0147] 在一些实施方案中，可使用福尔马林固定和石蜡包埋(FFPE)来制备生物样品，其

是已建立的方法。在一些实施方案中，可使用福尔马林固定和石蜡包埋来制备细胞悬浮液

和其它非组织样品。在固定样品并包埋在石蜡或树脂块中之后，可如上所述对样品进行切

片。在分析之前，可通过将组织切片在适当的溶剂(例如二甲苯)中孵育、然后冲洗(例如，
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99.5％乙醇2分钟，96％乙醇2分钟和70％乙醇2分钟)来从组织切片中除去石蜡包埋材料

(例如，脱蜡)。

[0148] iv.固定

[0149] 作为上述福尔马林固定的替代方案，可将生物样品固定在多种其它固定剂中的任

一种中，以在分析之前保持样品的生物结构。例如，可通过浸入乙醇、甲醇、丙酮、多聚甲醛

(PFA)‑Triton以及它们的组合中来固定样品。

[0150] 在一些实施方案中，丙酮固定用于新鲜冷冻样品，所述新鲜冷冻样品可包括但不

限于皮层组织、小鼠嗅球、人脑肿瘤、人死后脑和乳腺癌样品。当进行丙酮固定时，可不进行

预透化步骤(如下所述)。可替代地，可结合透化步骤进行丙酮固定。

[0151] 在一些实施方案中，本文提供的方法包括一个或多个后固定(post‑fixing)(也称

为后固定(postfixation))步骤。在一些实施方案中，在使样品与本文公开的多核苷酸(例

如一个或多个探针，如环状或挂锁探针)接触后进行一个或多个后固定步骤。在一些实施方

案中，在样品中形成包含探针和靶标的杂交复合物之后进行一个或多个后固定步骤。在一

些实施方案中，在本文公开的连接反应(如用于使挂锁探针环化的连接)之前进行一个或多

个后固定步骤。

[0152] 在一些实施方案中，在使样品与用于非核酸分析物如蛋白质分析物的结合或标记

剂(例如，抗体或其抗原结合片段)接触之后进行一个或多个后固定步骤。标记剂可包含核

酸分子(例如，报告基因寡核苷酸)，所述核酸分子包含对应于标记剂并因此对应于(例如，

独特标识)分析物的序列。在一些实施方案中，标记剂可包含含有一个或多个条形码序列的

报告基因寡核苷酸。在一些实施方案中，使样品在原位测定和/或空间测定期间与标记剂接

触。

[0153] 可使用本文公开的任何合适的固定试剂，例如DEPC‑PBS中的3％(w/v)多聚甲醛进

行后固定步骤。

[0154] v.包埋

[0155] 作为上述石蜡包埋的替代方案，可将生物样品包埋在多种其它包埋材料中的任一

种中，以在切片和其它处理步骤之前向样品提供结构基底。一般而言，在分析从样品中获得

的组织切片之前除去包埋材料。合适的包埋材料包括但不限于蜡、树脂(例如甲基丙烯酸酯

树脂)、环氧树脂和琼脂。

[0156] 在一些实施方案中，生物样品可包埋在水凝胶基质中。以这种方式包埋样品通常

涉及使生物样品与水凝胶接触，使得生物样品被水凝胶包围。例如，可通过使样品与合适的

聚合物材料接触并激活聚合物材料以形成水凝胶来包埋样品。在一些实施方案中，形成水

凝胶，使得水凝胶在生物样品中内化。

[0157] 在一些实施方案中，经由形成水凝胶的聚合物材料的交联而使生物样品固定在水

凝胶中。交联可化学地和/或光化学地进行，或者可替代地通过本领域已知的任何其它水凝

胶形成方法进行。

[0158] 水凝胶基质的组成和对生物样品的施加通常取决于生物样品的性质和制备(例

如，切片、未切片、固定类型)。作为一个实例，在生物样品是组织切片的情况下，水凝胶基质

可包括单体溶液和过硫酸铵(APS)引发剂/四甲基乙二胺(TEMED)促进剂溶液。作为另一个

实例，在生物样品由细胞(例如，培养的细胞或从组织样品分离的细胞)组成的情况下，可将
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细胞与单体溶液和APS/TEMED溶液一起孵育。对于细胞，水凝胶基质凝胶在隔室中形成，所

述隔室包括但不限于用于培养、维持或运输细胞的装置。例如，水凝胶‑基质可用添加到隔

室至约0.1μm至约2mm深度的单体溶液加APS/TEMED形成。

[0159] 生物样品的水凝胶包埋的另外方法和方面例如在Chen等人,Science  347(6221):

543–548,2015中进行了描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0160] vi.染色

[0161] 为了便于可视化，可使用多种染色剂和染色技术对生物样品进行染色。在一些实

施方案中，例如，可使用许多染色剂对样品进行染色，所述染色剂包括但不限于吖啶橙、俾

斯麦棕、胭脂红、考马斯蓝、甲酚紫、DAPI、伊红、溴化乙锭、酸性品红、苏木精、赫斯特染色

剂、碘、甲基绿、亚甲基蓝、中性红、尼罗蓝、尼罗红、四氧化锇、碘化丙啶、罗丹明或番红。

[0162] 可使用苏木精和伊红(H&E)染色技术、使用巴氏染色(Papanicolaou  staining)技

术、马松三色(Masson’s  trichrome)染色技术、银染色技术、苏丹染色技术和/或使用高碘

酸希夫(PAS)染色技术对样品进行染色。PAS染色通常在福尔马林或丙酮固定后进行。在一

些实施方案中，可使用罗曼诺夫斯基氏染色剂(Romanowsky  stain)，包括瑞氏染色剂

(Wright’s  stain)、詹纳尔氏染色剂(Jenner’s  stain)、卡恩‑格林华染色剂(Can‑

Grunwald  stain)、利什曼染色剂(Leishman  stain)和吉姆萨染色剂(Giemsa  stain)对样

品进行染色。

[0163] 在一些实施方案中，可对生物样品进行脱色。使生物样品脱色或褪色的方法在本

领域中是已知的，并且通常取决于施加到样品上的染色剂的性质。例如，在一些实施方案

中，通过抗体偶联将一种或多种免疫荧光染色剂施加至样品。可使用诸如经由用还原剂处

理和洗涤剂洗涤、离液盐处理、用抗原修复溶液处理和用酸性甘氨酸缓冲液处理来裂解二

硫键联的技术除去此类染色剂。用于多重染色和脱色的方法例如在Bolognesi等人 ,

J.Histochem.Cytochem.2017；65(8):431‑444；Lin等人,Nat  Commun.2015；6:8390；Pirici

等人 ,J .H i s t o c h e m .C y t o c h e m .2 0 0 9 ；5 7 : 5 6 7 – 7 5以 及 G l a s s 等人 ,

J.Histochem.Cytochem.2009；57:899–905中进行了描述，所述文献各自的全部内容以引用

的方式并入本文。

[0164] vii.等距膨胀

[0165] 在一些实施方案中，包埋在水凝胶中的生物样品可等距膨胀。可使用的等距膨胀

方法包括水合作用，这是膨胀显微术中的制备步骤，如Chen等人,Science  347(6221):543–

548,2015中所描述。

[0166] 等距膨胀可通过将生物样品的一种或多种组分锚定至凝胶，然后形成凝胶、蛋白

水解和溶胀来进行。生物样品的等距膨胀可在将生物样品固定在基底上之前发生，或者在

将生物样品固定至基底之后发生。在一些实施方案中，等距膨胀的生物样品可在使基底与

本文公开的捕获探针接触之前从所述基底除去。

[0167] 一般而言，用于进行生物样品的等距膨胀的步骤可取决于样品的特性(例如，组织

切片的厚度、固定、交联)和/或目标分析物(例如，将RNA、DNA和蛋白质锚定至凝胶的不同条

件)。

[0168] 在一些实施方案中，将生物样品中的蛋白质锚定至可溶胀凝胶，如聚电解质凝胶。

抗体可在被锚定至可溶胀凝胶之前、之后或结合被引导至蛋白质。生物样品中的DNA和/或
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RNA也可通过合适的接头锚定至可溶胀凝胶。此类接头的实例包括但不限于6‑((丙烯酰基)

氨基)己酸(丙烯酰基‑X  SE)(可从ThermoFisher ,Waltham ,MA获得)、标记‑IT胺(可从

MirusBio,Madison,WI获得)和标记X(例如在Chen等人,Nat.Methods  13:679‑684,2016中

进行了描述，其全部内容以引用的方式并入本文)。

[0169] 样品的等距膨胀可提高样品的后续分析的空间分辨率。可通过将等距膨胀的样品

与尚未等距膨胀的样品进行比较来确定空间谱分析中增加的分辨率。

[0170] 在一些实施方案中，使生物样品等距膨胀至其未膨胀尺寸的至少2倍、2.1倍、2.2

倍、2.3倍、2.4倍、2.5倍、2.6倍、2.7倍、2.8倍、2.9倍、3倍、3.1倍、3.2倍、3.3倍、3.4倍、3.5

倍、3.6倍、3.7倍、3.8倍、3.9倍、4倍、4.1倍、4.2倍、4.3倍、4.4倍、4.5倍、4.6倍、4.7倍、4.8

倍或4.9倍的尺寸。在一些实施方案中，使样品等距膨胀至其未膨胀尺寸的至少2倍且小于

20倍。

[0171] viii.交联

[0172] 在一些实施方案中，使生物样品在原位测定模块之前或期间可逆地交联。在一些

方面，分析物或与其结合的探针的多核苷酸和/或扩增产物(例如，扩增子)可锚定至聚合物

基质。例如，聚合物基质可以是水凝胶。在一些实施方案中，多核苷酸探针和/或其扩增产物

(例如，扩增子)中的一者或多者可进行修饰以含有可用作锚定位点以将所述多核苷酸探针

和/或扩增产物附接至聚合物基质的官能团。在一些实施方案中，包含寡聚dT的经修饰探针

可用于结合目标mRNA分子，随后是所述mRNA分子的可逆交联。

[0173] 在一些实施方案中，随机靶向的带条形码的挂锁探针可用于结合目标核酸分子

(例如，DNA或RNA，如mRNA转录物)，然后用经修饰的核苷酸进行扩增(例如，滚环扩增)以将

扩增子锁定在适当位置。在一些方面，在扩增步骤期间，可将经修饰的核苷酸添加至反应以

将所述经修饰的核苷酸并入扩增产物中。经修饰的核苷酸的实例包括胺修饰的核苷酸。在

一些实施方案中，胺修饰的核苷酸包含丙烯酸N‑羟基琥珀酰亚胺部分修饰。其它胺修饰的

核苷酸的实例包括但不限于5‑氨基烯丙基‑dUTP部分修饰、5‑炔丙基氨基‑dCTP部分修饰、

N6‑6‑氨基己基‑dATP部分修饰或7‑脱氮‑7‑炔丙基氨基‑dATP部分修饰。

[0174] 在一些实施方案中，经由形成水凝胶的聚合物材料的交联而使生物样品固定在水

凝胶中。交联可化学地和/或光化学地进行，或者可替代地通过本领域已知的任何其它水凝

胶形成方法进行。

[0175] 当基底包含凝胶(例如，水凝胶或凝胶基质)时，凝胶内的寡核苷酸可附接至基底。

术语“水凝胶”和“水凝胶基质”在本文中可互换使用以指代包括网络的大分子聚合物凝胶。

在网络中，一些聚合物链可任选地交联，尽管交联并不总是发生。

[0176] 在一些实施方案中，水凝胶可包括水凝胶亚基。“水凝胶亚基”是亲水性单体、分子

前体或可聚合(例如，交联)以形成三维(3D)水凝胶网络的聚合物。水凝胶亚基可包括任何

方便的水凝胶亚基，如但不限于丙烯酰胺、双丙烯酰胺、聚丙烯酰胺及其衍生物、聚(乙二

醇)及其衍生物(例如PEG‑丙烯酸酯(PEG‑DA)、PEG‑RGD)、明胶‑甲基丙烯酰基(GelMA)、甲基

丙烯酸化透明质酸(MeHA)、聚脂肪族聚氨酯、聚醚聚氨酯、聚酯聚氨酯、聚乙烯共聚物、聚酰

胺、聚乙烯醇、聚丙二醇、聚四亚甲基氧化物、聚乙烯吡咯烷酮、聚丙烯酰胺、聚(丙烯酸羟乙

酯)和聚(甲基丙烯酸羟乙酯)、胶原蛋白、透明质酸、壳聚糖、葡聚糖、琼脂糖、明胶、藻酸盐、

蛋白质聚合物、甲基纤维素等，以及它们的组合。
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[0177] 在一些实施方案中，水凝胶包括混杂材料，例如，水凝胶材料包括合成和天然聚合

物的要素。合适的水凝胶的实例描述于例如美国专利号6,391,937、9,512,422和9,889,422

以及美国专利申请公布号2017/0253918、2018/0052081和2010/0055733中，所述专利各自

的全部内容以引用的方式并入本文。

[0178] 在一些实施方案中，将交联剂和/或引发剂添加至水凝胶亚基中。交联剂的实例包

括但不限于双丙烯酰胺和双吖丙啶。引发剂的实例包括但不限于偶氮二异丁腈(AIBN)、核

黄素和L‑精氨酸。包含交联剂和/或引发剂可导致在稍后的聚合步骤中相互作用的生物大

分子之间的共价键合增加。

[0179] 在一些实施方案中，水凝胶可具有胶体结构，如琼脂糖，或聚合物网状结构，如明

胶。

[0180] 在一些实施方案中，一些水凝胶亚基共价聚合(例如，经历“形成”)或物理地交联，

以形成水凝胶网络。例如，水凝胶亚基可通过任何方法聚合，所述方法包括但不限于热交

联、化学交联、物理交联、离子交联、光交联、照射交联(例如，X射线、电子束)以及它们的组

合。诸如光刻光聚合的技术也可用于形成水凝胶。

[0181] 可选择水凝胶亚基的聚合方法以形成具有不同性质(例如，水凝胶的孔径、溶胀性

质、生物降解性、传导性、透明度和/或渗透性)的水凝胶。例如，水凝胶可包括尺寸足以允许

大分子(例如，核酸、蛋白质、染色质、代谢物、gRNA、抗体、碳水化合物、肽、代谢物和/或小分

子)进入样品(例如，组织切片)中的孔。已知孔径通常随着水凝胶亚基浓度的增加而减小，

并且通常随着水凝胶亚基与交联剂的比率增加而增加。因此，可制备固定剂/水凝胶组合

物，所述组合物包含允许此类生物大分子通过的浓度的水凝胶亚基。

[0182] 在一些实施方案中，水凝胶可形成基底。在一些实施方案中，基底包括水凝胶和一

种或多种第二材料。在一些实施方案中，水凝胶被置于一种或多种第二材料的顶部。例如，

水凝胶可预先形成，然后置于一种或多种第二材料的顶部、底部或与一种或多种第二材料

呈任何其它构型。在一些实施方案中，水凝胶形成在基底形成期间接触一种或多种第二材

料之后发生。水凝胶形成也可在位于基底上的结构(例如，孔、脊、突起和/或标记)内发生。

[0183] 在一些实施方案中，基底上的水凝胶形成在特征附接至基底之前、同时或之后发

生。例如，当捕获探针附接(例如，直接或间接地)至基底时，可在已经含有捕获探针的基底

上进行水凝胶形成。

[0184] 在一些实施方案中，水凝胶形成在生物样品内发生。在一些实施方案中，将生物样

品(例如，组织切片)包埋在水凝胶中。在一些实施方案中，将水凝胶亚基输注至生物样品

中，并且水凝胶的聚合由外部或内部刺激引发。

[0185] 在其中在生物样品内形成水凝胶的实施方案中，可使用官能化化学。在一些实施

方案中，官能化化学包括水凝胶‑组织化学(HTC)。适用于HTC的任何水凝胶‑组织主链(例

如，合成的或天然的)都可用于锚定生物大分子和调节官能化。使用HTC主链变体的方法的

非限制性实例包括CLARITY、PACT、ExM、SWITCH和ePACT。在一些实施方案中，生物样品内的

水凝胶形成是永久性的。例如，生物大分子可永久粘附至水凝胶，从而允许进行多轮询问。

在一些实施方案中，生物样品内的水凝胶形成是可逆的。

[0186] 在一些实施方案中，在聚合之前、同时和/或之后将额外的试剂添加至水凝胶亚

基。例如，另外的试剂可包括但不限于寡核苷酸(例如，捕获探针)、使DNA片段化的核酸内切
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酶、用于DNA的片段化缓冲液、DNA聚合酶、用于扩增核酸并将条形码附接至经扩增片段的

dNTP。可使用其它酶，包括但不限于RNA聚合酶、转座酶、连接酶、蛋白酶K和DNA酶。另外的试

剂还可包括逆转录酶，包括具有末端转移酶活性的酶、引物和模板转换寡核苷酸。在一些实

施方案中，在聚合之前、同时和/或之后将光学标记添加至水凝胶亚基。

[0187] 在一些实施方案中，在聚合之前、同时和/或之后将HTC试剂添加至水凝胶。在一些

实施方案中，在聚合之前、同时和/或之后将细胞标记剂添加至水凝胶。在一些实施方案中，

在聚合之前、同时和/或之后将细胞穿透剂添加至水凝胶。

[0188] 可使用任何合适的方法清除包埋在生物样品中的水凝胶。例如，电泳组织清除方

法可用于从水凝胶包埋的样品中除去生物大分子。在一些实施方案中，将水凝胶包埋的样

品在水凝胶清除之前或之后储存在介质(例如，封固剂、甲基纤维素或其它半固体介质)中。

[0189] “条件性可除去涂层”是可在施加释放剂后从基底表面除去的涂层。在一些实施方

案中，条件性可除去涂层包括如本文所述的水凝胶，例如，包含基于多肽的材料的水凝胶。

以基于多肽的材料为特征的水凝胶的非限制性实例包括基于合成肽的材料，其特征在于蜘

蛛丝和人肌肉L型钙通道(例如， )的跨膜区段的组合；含有重复精氨酸‑丙氨

酸 ‑天冬氨酸 ‑丙氨酸序列的两亲性1 6残基肽 (R A D A R A D A  R A D A R A D A) (例如

)；EAK16(AEAEAKAKAEAE  AKAK)；KLD12(KLDLKLDLKLDL)和PGMATRIXTM。

[0190] 在一些实施方案中，条件性可除去涂层中的水凝胶是刺激响应性水凝胶。刺激响

应性水凝胶可在施加一种或多种外部触发剂(例如，释放剂)时经历凝胶至溶液和/或凝胶

至固体转变。参见例如，Willner,Acc.Chem.Res.50:657‑658,2017，其以引用的方式整体并

入本文。刺激响应性水凝胶的非限制性实例包括热响应性水凝胶、pH响应性水凝胶、光响应

性水凝胶、氧化还原响应性水凝胶、分析物响应性水凝胶或它们的组合。在一些实施方案

中，刺激响应性水凝胶可以是多刺激响应性水凝胶。

[0191] “释放剂”或“外部触发剂”是当释放剂被施加至条件性可除去涂层时允许从基底

除去条件性可除去涂层的剂。外部触发剂或释放剂可包括物理触发剂，如热、磁、超声、电化

学和/或光刺激；以及化学触发剂，如pH、氧化还原反应、超分子复合物和/或生物催化驱动

反应。参见例如，Echeverria等人,Gels(2018) ,4,54；doi:10.3390/gels4020054，其以引用

的方式整体并入本文。“释放剂”或“外部触发剂”的类型可取决于条件性可除去涂层的类

型。例如，可在施加包括还原剂如二硫苏糖醇(DTT)的释放剂时除去特征在于氧化还原响应

性水凝胶的条件性可除去涂层。作为另一个实例，可在施加改变pH的释放剂后除去pH响应

性水凝胶。

[0192] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括使可逆交联的生物样品去交联。在一些

实施方案中，去交联在空间测定之前进行。去交联不需要是完全的。在一些实施方案中，可

逆交联的生物样品中仅一部分交联分子被去交联并允许迁移。

[0193] ix.细胞的解聚

[0194] 在一些实施方案中，生物样品对应于细胞(例如，源自细胞培养物、组织样品或沉

积在表面上的细胞)。在具有多个细胞的细胞样品中，单个细胞可以是天然未聚集的。例如，

细胞可源自细胞悬浮液和/或来自组织或组织切片的解离或解聚的细胞。

[0195] 可替代地，样品中的细胞可聚集，并且可使用例如酶促或机械技术解聚成单个细

胞。用于酶解聚的酶的实例包括但不限于分散酶、胶原酶、胰蛋白酶以及它们的组合。可例

说　明　书 23/99 页

30

CN 115698324 A

30



如使用组织匀浆器进行机械解聚。生物样品可包含沉积在表面上并经受本文公开的原位测

定和空间测定的解聚细胞(例如，非粘附细胞或悬浮细胞)。

[0196] x.组织透化和处理

[0197] 在一些实施方案中，生物样品可被透化以促进分析物转移出样品，和/或促进物质

(如捕获探针)转移到样品中。如果样品未充分透化，则从样品中捕获的分析物的量可能太

低而无法进行充分分析。相反，如果组织样品的渗透性太强，则组织样品内的分析物的相对

空间关系可能丢失。因此，在使组织样品足够透化以获得良好信号强度同时仍保持样品中

分析物分布的空间分辨率之间的平衡是令人希望的。

[0198] 通常，可通过使样品暴露于一种或多种透化剂来使生物样品透化。用于此目的的

合适剂包括但不限于有机溶剂(例如，丙酮、乙醇和甲醇)、交联剂(例如，多聚甲醛)、洗涤剂

(例如，皂苷、Triton  X‑100TM或Tween‑20TM)和酶(例如，胰蛋白酶、蛋白酶)。在一些实施方

案中，生物样品可与细胞透化剂一起孵育以促进样品的透化。用于样品透化的另外方法例

如在Jamur等人,Method  Mol.Biol.588:63‑66,2010中进行了描述，所述文献的全部内容以

引用的方式并入本文。用于样品透化的任何合适的方法通常可与本文所述的样品结合使

用。

[0199] 在一些实施方案中，当在分析程序期间使用防扩散介质来限制分析物或其它物质

的迁移时，所述防扩散介质可包括至少一种透化试剂。例如，防扩散介质可包括含有透化缓

冲液或试剂的孔(例如，微孔、纳米孔或微微孔)。在一些实施方案中，当防扩散介质是水凝

胶时，所述水凝胶可包括透化缓冲液。在一些实施方案中，在使水凝胶与样品接触之前，将

水凝胶浸泡在透化缓冲液中。在一些实施方案中，水凝胶或其它防扩散介质可含有干燥试

剂或单体，以在将防扩散介质施加至生物样品时递送透化试剂。在一些实施方案中，防扩散

介质(即水凝胶)共价附接至固体基底(即丙烯酸化载玻片)。在一些实施方案中，水凝胶可

进行修饰以含有捕获探针并递送透化试剂。例如，水凝胶膜可进行修饰以包括带空间条形

码的捕获探针。然后将带空间条形码的水凝胶薄膜浸泡在透化缓冲液中，然后使所述带空

间条形码的水凝胶薄膜与样品接触。因此，带空间条形码的水凝胶膜将透化试剂递送至与

带空间条形码的水凝胶接触的样品表面，从而增强分析物迁移和捕获。在一些实施方案中，

将带空间条形码的水凝胶施加至样品并置于透化本体溶液中。在一些实施方案中，浸泡在

透化试剂中的水凝胶薄膜夹在样品与带空间条形码的阵列之间。在一些实施方案中，靶分

析物能够扩散通过透化试剂浸泡的水凝胶并杂交或结合在水凝胶另一侧的捕获探针。在一

些实施方案中，水凝胶的厚度与分辨率损失成比例。在一些实施方案中，孔(例如，微孔、纳

米孔或微微孔)可含有带空间条形码的捕获探针和透化试剂和/或缓冲液。在一些实施方案

中，带空间条形码的捕获探针和透化试剂固持在间隔物之间。在一些实施方案中，将样品冲

孔、切割或转移到孔中，其中靶分析物扩散通过透化试剂/缓冲液并且扩散至带空间条形码

的捕获探针。在一些实施方案中，分辨率损失可与间隙厚度(例如样品与捕获探针之间的透

化缓冲液的量)成比例。在一些实施方案中，防扩散介质(例如水凝胶)的厚度介于大约50‑

500微米之间，包括500、450、400、350、300、250、200、150、100或50微米厚，或50与500微米以

内的任何厚度。

[0200] 在一些实施方案中，可通过多孔膜将透化溶液递送至样品。在一些实施方案中，多

孔膜用于限制扩散分析物损失，同时允许透化试剂到达样品。可控制膜化学性质和孔径，以
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使分析物损失最小化。在一些实施方案中，多孔膜可由玻璃、硅、纸、水凝胶、聚合物整料或

其它材料制成。在一些实施方案中，材料可以是天然多孔的。在一些实施方案中，材料可具

有蚀刻到固体材料中的孔隙或孔。在一些实施方案中，透化试剂流动通过多孔膜上方的微

流体室或通道。在一些实施方案中，流动控制样品对透化试剂的接近。在一些实施方案中，

多孔膜夹在带空间条形码的阵列与样品之间，其中透化溶液施加在多孔膜上。透化试剂扩

散通过膜的孔隙并且扩散到组织中。

[0201] 在一些实施方案中，可通过向样品添加一种或多种裂解试剂来使生物样品透化。

合适的裂解剂的实例包括但不限于生物活性试剂，如用于裂解不同细胞类型(例如革兰氏

阳性或阴性细菌、植物、酵母、哺乳动物)的裂解酶，如溶菌酶、无色肽酶、溶葡球菌酶、唇形

酶(labiase)、立枯丝核菌裂解酶(kitalase)、溶细胞酶和多种其它市售裂解酶。

[0202] 其它裂解剂可额外地或替代地添加至生物样品以促进透化。例如，基于表面活性

剂的裂解溶液可用于裂解样品细胞。裂解溶液可包括离子型表面活性剂，例如肌氨酰和十

二烷基硫酸钠(SDS)。更一般地，化学裂解剂可包括但不限于有机溶剂、螯合剂、洗涤剂、表

面活性剂和离液剂。

[0203] 在一些实施方案中，生物样品可通过非化学透化方法透化。非化学透化方法是本

领域已知的。例如，可使用的非化学透化方法包括但不限于物理裂解技术，如电穿孔、机械

透化方法(例如，使用匀浆器和研磨球以机械方式破坏样品组织结构的珠磨(bead 

beating))、声学透化(例如，超声处理)和热裂解技术，如加热以诱导样品的热透化。

[0204] 在分析样品之前，可将额外的试剂添加至生物样品以进行各种功能。在一些实施

方案中，可将DNA酶和RNA酶灭活剂或抑制剂如蛋白酶K和/或螯合剂如EDTA添加至样品中。

例如，本文公开的方法可包括增加用于结合的核酸的可接近性的步骤，例如打开细胞中的

DNA以供探针杂交的变性步骤。例如，蛋白酶K处理可用于释放DNA和与其结合的蛋白质。

[0205] xi.RNA种类的选择性富集

[0206] 在一些实施方案中，当RNA是分析物时，可选择性地富集一种或多种目标RNA分析

物种类。例如，可通过向样品添加一种或多种寡核苷酸来选择一种或多种目标RNA种类。在

一些实施方案中，额外的寡核苷酸是用于通过酶(例如，聚合酶)引发反应的序列。例如，与

一种或多种目标RNA具有序列互补性的一个或多个引物序列可用于扩增一种或多种目标

RNA，从而选择性富集这些RNA。

[0207] 在一些实施方案中，一个或多个核酸探针可用于与靶核酸(例如，cDNA或RNA分子，

如mRNA)杂交并在模板化连接反应(例如，RNA模板化连接(RTL)或DNA模板化连接(例如，在

cDNA上))中连接以产生用于分析的产物。在一些方面，当分析两种或更多种分析物时，使用

对每种RNA或cDNA分析物具有特异性(例如，特异地杂交)的第一和第二探针。例如，在本文

提供的方法的一些实施方案中，模板化连接用于检测生物样品中的基因表达。可靶向由标

记剂或结合剂(例如，抗体或其表位结合片段)结合的目标分析物(如蛋白质)以供分析，其

中所述结合剂与包含鉴定所述结合剂的报告基因序列的报告基因寡核苷酸缀合或以其它

方式结合。探针可与报告基因寡核苷酸杂交并在模板化连接反应中连接以产生用于分析的

产物。在一些实施方案中，探针寡核苷酸之间的间隙可首先在连接之前填充，例如使用Mu聚

合酶、DNA聚合酶、RNA聚合酶、逆转录酶、VENT聚合酶、Taq聚合酶和/或它们的任何组合、衍

生物和变体(例如，工程化突变体)。在一些实施方案中，测定可还包括模板化连接产物的扩
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增(例如，通过多重PCR)。

[0208] 在一些实施方案中，与捕获的RNA(例如，cDNA)的互补链具有序列互补性的寡核苷

酸可结合至cDNA。例如，具有与一种或多种目标cDNA互补的序列的生物素化寡核苷酸结合

至cDNA，并且可使用本领域已知的多种方法中的任一种(例如，链霉亲和素珠)，使用生物素

化‑链霉亲和素亲和性进行选择。

[0209] 可替代地，可使用多种方法中的任一种来缩小选择(例如，除去)一种或多种RNA。

例如，可将探针施用于选择性地与核糖体RNA(rRNA)杂交的样品，从而减少样品中rRNA的库

和浓度。由于样品中存在的非特异性RNA的减少，将捕获探针随后施加至样品可导致其它类

型的RNA的捕获得到改善。另外地和可替代地，双链体特异性核酸酶(DSN)处理可除去rRNA

(参见例如，Archer等人 ,Selective  and  flexible  depletion  of  problematic 

sequences  from  RNA‑seq  libraries  at  the  cDNA  stage ,BMC  Genomics ,15  401 ,

(2014)，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文)。此外，羟基磷灰石色谱法可除去丰

富的种类(例如，rRNA) (参见例如，Vandernoot ,V .A .,cDNA  normalization  by 

hydroxyapatite  chromatography  to  enrich  transcriptome  diversity  in  RNA‑seq 

applications,Biotechniques,53(6)373‑80,(2012)，所述文献的全部内容以引用的方式

并入本文)。

[0210] IV.原位测定模块

[0211] 在一些方面，本文提供了包括使用显微术作为读出的原位测定的方法，例如核酸

测序、杂交或涉及光学读出的其它检测或确定方法。在一些方面，检测或确定靶核酸的一

个、两个、三个、四个、五个或更多个核苷酸的序列在完整组织中的细胞中原位进行。在一些

实施方案中，测定包括检测扩增产物(例如，RCA产物)的存在或不存在。在一些实施方案中，

本公开提供了用于大量靶标(如转录物和/或DNA基因座)的原位高通量谱分析的方法，所述

方法例如用于检测和/或定量细胞、组织、器官或生物体中的核酸和/或蛋白质。在一些实施

方案中，探针与样品的杂交和/或原位测定期间的检测步骤在样品中未被捕获探针或捕获

剂捕获的分析物上进行。

[0212] A.原位分析

[0213] 在一些方面，本文提供了包括基于包含核酸序列的探针的原位杂交分析生物靶标

的方法。在一些实施方案中，方法包括可检测标记的寡核苷酸与直接或间接地结合至样品

中的生物靶标的带条形码的探针的顺序杂交。在一些实施方案中，可检测标记的寡核苷酸

直接结合至一个或多个带条形码的探针。在一些实施方案中，可检测标记的寡核苷酸间接

地结合至一个或多个带条形码的探针，例如，经由一种或多种桥接核酸分子。

[0214] 在一些方面，基于原位杂交的测定用于定位和分析天然生物样品(例如，组织或单

个细胞的一部分或切片)内的核酸序列(例如，包含一个或多个特定目标序列的DNA或RNA分

子)。在一些实施方案中，原位测定用于分析生物样品中mRNA转录物(例如，转录组或其子

集，或目标mRNA分子)的存在、不存在、量或水平，同时保留空间背景。在一些实施方案中，本

公开提供了用于原位杂交的组合物和方法，所述方法使用直接或间接标记的分子(例如，互

补DNA或RNA或经修饰的核酸)作为与目标生物样品内的靶核酸结合或杂交的探针。

[0215] 在一些实例中，核酸探针可用放射性同位素、表位、半抗原、生物素或荧光团标记，

以能够检测染色体上或组织中特定核酸序列的位置。在一些实施方案中，探针是基因座特
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异性的(例如，基因特异性的)并且结合或偶联至染色体的特定区域。在替代实施方案中，探

针是结合或偶联至每个染色体内的重复序列的类α或着丝粒重复探针。探针也可以是结合

或偶联至沿着整个染色体的序列的全染色体探针(例如，多个较小探针)。

[0216] 在一些实施方案中，本文提供了一种包括DNA原位杂交以测量和定位DNA的方法。

在一些实施方案中，本文提供了一种包括RNA原位杂交以测量和定位生物样品(例如，固定

的组织样品)内的RNA(例如，mRNA、lncRNA和miRNA)的方法。在一些实施方案中，RNA原位杂

交涉及单分子RNA荧光原位杂交(FISH)。在一些实施方案中，荧光标记的核酸探针与预定

RNA靶杂交，以可视化生物样品中的基因表达。在一些实施方案中，FISH方法包括使用对每

个靶标具有特异性的单个核酸探针，例如单分子FISH(smFISH)。smFISH的使用可产生荧光

信号，所述荧光信号允许对RNA转录物的定量测量。在一些实施方案中，smFISH包含一组长

度为约50个碱基对的核酸探针，其中每个探针与一组荧光团偶联。例如，所述组核酸探针可

包括五个探针，其中每个探针与五个荧光团偶联。在一些实施方案中，所述核酸探针各自与

一个荧光团偶联。例如，smFISH方案可使用一组约40个长度约20个碱基对的核酸探针，每个

核酸探针与单个荧光团偶联。在一些实施方案中，核酸探针的长度变化，包括10至100个碱

基对，如30至60个碱基对。可替代地，可使用靶向同一RNA转录物的不同区域的多个核酸探

针。本领域技术人员将理解，可改变核酸探针的类型、核酸探针的数量、与所述探针偶联的

荧光团的数量以及所述探针的长度，以适合单个测定的规格。

[0217] 在其它实施方案中，smFISH被应用于多路复用工作流程，其中使用连续/顺序杂交

(例如，如在seqFISH或seqFISH+中)以在靶转录物上赋予时间条形码。连续几轮荧光原位杂

交可伴随着成像和探针剥离，检测目标生物样品(例如，组织样品、单细胞或提取的RNA)中

的单独转录物(例如，RNA转录物)。在一些实施方案中，每轮杂交包含靶向独特RNA转录物的

预定义探针组(例如，约10与约50个探针之间，如24至32个探针)。在一些实例中，预定义探

针组是多色的。任选地，将多个核酸探针附接到样品上，其中每个探针包含用于扩增的起始

序列，从而允许降低的自发荧光(例如，如在单分子杂交链反应(smHCR)中)。在一些实施方

案中，本文所述的多路复用smFISH方法可多路复用10至超过10,000个mRNA，任选地伴随成

像，以有效地且准确地分析整个转录组。原位杂交方法可还包括使用两个探针来结合靶转

录物(例如，RNA转录物)，所述靶转录物用作扩增引物的结合靶标。在一些实施方案中，此过

程导致信号扩增(例如，如在RNAscope中)。在一些实施方案中，原位杂交方法可采用金属标

签而不是荧光团(例如，成像质谱流式细胞术)。金属缀合的抗体可偶联至与生物样品上的

转录物杂交的金属标签。在一些实施方案中，质谱流式细胞术可用于定量金属丰度，从而允

许同时评估生物样品内的RNA和蛋白质。

[0218] 在一些实施方案中，本文所述的方法包括误差稳健的多路复用FISH方案(例如，

MERFISH)。在一些实施方案中，所述方案包括非读出核酸探针(例如，初级探针)，所述非读

出核酸探针包含与一个或多个侧翼区偶联的结合区(例如，与诸如RNA转录物的靶标结合的

区域)。在一些实施方案中，每个非读出核酸探针与两个侧翼区偶联。非读出核酸探针可与

生物样品(例如，组织样品或单个细胞)内的转录物(例如，RNA转录物)杂交，使得荧光读出

核酸探针可随后与非读出核酸探针的侧翼区连续杂交。在一些实施方案中，每轮杂交包括

连续成像和探针剥离以淬灭来自前几轮的读出核酸探针的信号。RNA可通过FISH成像，并且

检测和/或校正在多个成像轮次中累积的误差(例如，不完美杂交)。在一些实施方案中，采
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用膨胀显微术来增加检测到的RNA靶标的数量而无信号重叠。在类似的实施方案中，非读出

核酸探针在成像之前与靶转录物交联。可通过本领域已知的任何方法进行交联。在优选的

实施方案中，使用水凝胶组织包埋进行交联。在所述交联步骤之后，可进行条形编码，包括

使用与预定颜色偶联的读出探针进行顺序杂交以产生独特条形码(例如，从连续杂交产生

假色)。

[0219] 在一些实施方案中，探针的一个或多个条形码被可检测标记的检测寡核苷酸(如

荧光标记的寡核苷酸)靶向。在一些实施方案中，一种或多种解码方案用于解码信号(如荧

光)以用于序列确定。在本文的任何实施方案中，条形码(例如，初级和/或二级条形码序列)

可使用任何合适的方法或技术进行分析，所述方法或技术包括本文所述的那些，如靶标的

RNA顺序探测(RNA  SPOT)、顺序荧光原位杂交(seqFISH或seqFISH+)、单分子荧光原位杂交

(smFISH)或多重误差文件的荧光原位杂交(MERFISH)。在一些实施方案中，本文提供的方法

包括通过顺序杂交和用多个标记的探针(例如，检测寡核苷酸)检测来分析条形码。示例性

解码方案在Eng等人,“Transcriptome‑scale  Super‑Resolved  Imaging  in  Tissues  by 

RNA  SeqFISH+ ,”Nature  568(7751):235‑239(2019)；Chen等人,“Spatially  resolved ,

highly  multiplexed  RNA  profiling  in  single  cells,”Science；348(6233):aaa6090

(2015)；US10,457,980B2；US  2016/0369329  A1；WO  2018/026873  A1；和US2017/0220733A1

中进行了描述，所述文献全部以引用的方式整体并入。在一些实施方案中，这些测定能够同

时实现信号扩增、组合解码和纠错方案。

[0220] 使用FISH技术的变型的原位杂交的类似策略也可被本文所述的方法采用。在一些

实施方案中，方法包括非条形编码多路复用FISH方案(例如，衔尾蛇sm‑FISH(osmFISH))。非

条形编码方法可限于检测特定数量的靶标，由所进行的杂交轮次的数量限定。在一些实施

方案中，在每个杂交轮次之后进行成像，其中在成像后剥离探针，从而允许后续杂交和成像

轮次。

[0221] 本公开的另外实施方案可包括使用不依赖于从预定位置探针捕获转录物的原位

杂交方案。在一些实施方案中，可使用生物样品中转录物的无光学空间制图(例如，化学编

码的显微术系统)。在一些实施方案中，首先用独特的核苷酸标签(例如，独特分子标识符)

原位标记转录物。此第一反应之后可以是第二原位扩增反应，由一组新的独特核苷酸标签

(例如，独特事件标识符)标记。在一些实施方案中，RNA或DNA测序可用于鉴定每个分子链序

列(例如，多联体)。在其它实施方案中，可使用算法来评估序列的接近性并与序列信息组合

产生目标转录物的图像。

[0222] 在一些实施方案中，本文提供了一种方法，所述方法包括将内源环境内靶标的测

序信息和空间信息联系起来。例如，核酸序列的分析可直接在目标完整生物样品内的DNA或

RNA上进行，例如通过原位测序。在一些实施方案中，除了所述转录物的空间分辨率之外，本

公开允许同时鉴定和定量多个靶标，如100、1000或更多个转录物(例如，mRNA转录物)。在一

些方面，转录物的空间分辨率可以是亚细胞的。任选地，可使用本文所述的信号扩增策略来

增加空间分辨率。

[0223] 在一些实施方案中，荧光染料用于靶向核酸碱基，并且挂锁探针用于原位靶向靶

RNA。在一些实施方案中，将mRNA逆转录成cDNA，并且挂锁探针能够结合或偶联至cDNA。在一

些实施方案中，挂锁探针包含末端与靶序列(例如，靶cDNA转录物)互补的寡核苷酸。在挂锁
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探针与靶序列杂交后，酶可用于连接挂锁探针的末端，并催化环化DNA的形成。

[0224] 在一些实施方案中，挂锁探针的末端在与靶RNA或cDNA杂交后紧密接近，以允许挂

锁探针的连接和环化。挂锁探针可另外包含一个或多个条形码序列。在替代实施方案中，在

与靶RNA或cDNA杂交后，在挂锁探针的末端之间可存在间隙，所述间隙在连接挂锁探针的末

端和环化之前必须用核酸填充(例如，通过DNA聚合)。在一些实施方案中，挂锁探针的末端

之间的间隙具有可变长度，例如至多四个碱基对，并且可允许读出实际RNA或cDNA序列。在

一些实施方案中，DNA聚合酶具有链置换活性。在一些实施方案中，DNA聚合酶可能不具有链

置换活性，如在条形码原位靶测序(BaristaSeq)中使用的聚合酶，其使用间隙填充挂锁探

针方法提供至多15个碱基的读取长度。参见例如，Chen等人,Nucleic  Acids  Res.2018,46,

e22，其以引用的方式整体并入本文。

[0225] 本文所述的方法可包括在挂锁探针位置处的DNA环化和扩增(例如滚环扩增)。在

一些实施方案中，扩增导致挂锁探针序列的多个重复。扩增的挂锁探针的测序和/或解码可

使用连接法测序进行。在替代方法中，使用杂交测序或合成法测序。在一些实施方案中，在

测序过程中通过本文所述的交联来使扩增子稳定。在一些实施方案中，本公开中呈现的原

位测序方法可在微流体平台上自动化。

[0226] 本领域技术人员将理解原位测序的另外方法。例如，在一些实施方案中，带条形码

的挂锁探针可能不被逆转录。相反，第二引物直接结合(例如，连接)至与挂锁探针相邻的

RNA序列。在一些实施方案中，进行扩增(例如滚环扩增)，其中扩增产物通过本领域已知的

任何合适的方法(例如水凝胶‑组织化学)包埋在水凝胶中，然后清除掉未结合的蛋白质和

脂质.包埋的扩增产物可例如使用连接法测序方法的变型进行测序，以确定每个挂锁探针

的条形码序列。在一些实施方案中，本文所述的化学和测序的组合可用于分析靶转录物在

3D中的空间取向。

[0227] 在一些实施方案中，本公开中描述的原位测序方法可以是非靶向的。在一些实施

方案中，非靶向原位测序可包括对目标生物样品内的基因表达的全基因组/转录组谱分析，

例如，如在荧光原位RNA测序(FISSEQ)中。在一些实施方案中，RNA种类被捕获并转化为交联

的cDNA扩增子(例如，与样品的细胞蛋白基质交联的cDNA)。在一些实施方案中，使用经修饰

的胺碱基进行cDNA合成以促进交联过程。交联的cDNA扩增子的合成之后可以是如本文其它

地方所述的扩增(例如滚环扩增)。在一些实施方案中，连接法测序可用于对扩增产物进行

测序。在一些实施方案中，测序步骤包括分区测序以选择性地对扩增产物的亚群进行测序。

在一些实施方案中，本文所述的策略允许串联检测RNA、DNA和/或蛋白质。在一些实施方案

中，原位测序可与非原位测序组合，例如，如在原位转录组可接近性测序(INSTA‑Seq)中。

[0228] 在一些实施方案中，原位测序涉及以顺序的、模板依赖性的方式并入标记的核苷

酸(例如，荧光标记的单核苷酸或二核苷酸)或标记的引物(例如，标记的随机六聚体)与核

酸模板的杂交，使得可确定所并入的核苷酸或标记的引物延伸产物的身份(即核苷酸序

列)，并且由此确定相应模板核酸的核苷酸序列。原位测序的方面在例如Mitra等人,(2003)

Anal.Biochem.320,55‑65和Lee等人,(2014)Science,343(6177) ,1360‑1363中进行了描

述。此外，用于进行原位测序的方法和系统的实例描述于WO2014/163886、WO2018/045181、

WO2018/045186和US  10,138,509以及US.10,179,932中。用于原位测序的示例性技术包括

但不限于STARmap(例如描述于Wang等人,(2018)Science,361(6499)5691中)、MERFISH(例
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如描述于Moffitt,(2016)Methods  in  Enzymology,572,1‑49中)和FISSEQ(例如描述于US 

2019/0032121)中。

[0229] i.探针和探针杂交

[0230] 在一些方面，本文公开的方法涉及使用与靶核酸(如RNA分子)杂交的一个或多个

探针或探针组。示例性探针或探针组可基于挂锁探针、间隙挂锁探针、SNAIL(夹板核苷酸辅

助分子内连接)探针组、PLAYR(用于RNA的邻位连接测定)探针组、PLISH(邻位连接原位杂

交)探针组和RNA模板化连接探针。特定探针或探针组设计可有所不同。在一些实施方案中，

初级探针(例如，直接结合至RNA靶标的DNA探针)通过滚环扩增进行扩增，例如，使用来自挂

锁连接的环状探针或环化探针作为模板。在一些实施方案中，初级探针，如挂锁探针或包含

挂锁探针的探针组含有一个或多个条形码。在一些实施方案中，一个或多个条形码指示靶

核酸中的序列，如目标单个核苷酸(例如，SNP或点突变)、二核苷酸序列、长度约5个核苷酸

的短序列或任何合适长度的序列。

[0231] 在一些实施方案中，本文提供了能够进行DNA模板化连接的探针或探针组，如来自

cDNA分子。参见例如，美国专利8,551,710，其特此以引用的方式整体并入。在一些实施方案

中，本文提供了能够进行RNA模板化连接的探针或探针组参见例如，公布为WO2019068880的

PCT申请PCT/EP2018/077161，其特此以引用的方式整体并入。在一些实施方案中，探针组是

SNAIL探针组。参见例如，美国专利公布20190055594，其特此以引用的方式整体并入。在一

些实施方案中，本文提供了能够进行邻位连接的探针或探针组，例如用于RNA(例如，PLAYR)

探针组的邻位连接测定。参见例如，美国专利公布20160108458，其特此以引用的方式整体

并入。

[0232] 在一些实施方案中，环状探针可间接地与靶核酸杂交。在一些实施方案中，环状构

建体由能够进行邻位连接的探针组，例如邻位连接原位杂交(PLISH)探针组形成。参见例如

公布为WO2018175779的PCT申请PCT/US2018/023846，其特此以引用的方式整体并入。

[0233] 示例性探针组和杂交复合物示于图4A中，其中挂锁或环状探针直接地与RNA转录

物杂交。夹板引物可用于促进DNA模板化挂锁连接。挂锁或环状探针可包含靶向(例如，靶标

杂交)序列和一个或多个靶条形码区域，如图4A中所示的初级条形码序列BC1和BC2。在探针

杂交和/或任何环化步骤以提供环状探针后，在一些实施方案中，环状探针例如在RCA反应

中进行扩增，以产生包含初级/靶条形码(例如，BC1)或其互补序列的经扩增分子。在一些实

施方案中，在扩增后，所述方法还包括使用能够与一个或多个条形码序列(例如，BC1或BC2)

或其互补序列杂交的可检测标记的寡核苷酸(如荧光标记的检测寡核苷酸)来检测扩增产

物。

[0234] 另一个示例性探针组和杂交复合物示于图4B中，其中挂锁或环状探针直接地与

RNA转录物杂交。夹板引物可用于促进DNA模板化挂锁连接。挂锁或环状探针可包含靶向(例

如，靶标杂交)序列和一个或多个靶条形码区域，如图4B中所示的初级条形码序列BC1和

BC2。在探针杂交和/或任何环化步骤以提供环状探针后，在一些实施方案中，环状探针例如

在RCA反应中进行扩增，以产生包含初级/靶条形码(例如，BC1)或其互补序列的经扩增分

子。在一些实施方案中，在扩增后，所述方法还包括使用检测探针(例如，二级探针)，所述检

测探针包含(1)直接或间接地与靶向探针的初级/靶条形码区域杂交的条形码结合区域，和

(2)各自与可检测标记的寡核苷酸杂交的两个或更多个检测条形码区域(例如，SBC11和
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SBC12)。例如，图4B示出两个检测探针，二级探针1和二级探针2。二级探针1包含直接或间接

地与靶向探针的BC1杂交的条形码结合区域，以及四个检测条形码区域，二级条形码(SBC)

11、SBC12、SBC13和SBC14。SBC11、SBC12、SBC13和SBC14中的每一个都能够与可检测标记的

寡核苷酸，如荧光标记的检测寡核苷酸杂交。同样，二级探针2包含直接或间接地与靶向探

针的BC2杂交的条形码结合区域，以及四个检测条形码区域，二级条形码(SBC)21、SBC22、

SBC23和SBC24，所述二级条形码中的每一个都能够与可检测标记的寡核苷酸，如荧光标记

的检测寡核苷酸杂交。在一些实施方案中，两个或更多个二级条形码彼此不同。例如，与同

一初级探针结合的二级探针的所有二级条形码可能不同，例如，每个二级条形码可特异性

地与检测寡核苷酸杂交并由检测寡核苷酸序列独特标识。

[0235] 虽然为了便于说明，图4B示出与初级探针杂交的二级探针，但应当理解，在一些实

施方案中，初级探针或包含初级探针的探针组首先与RNA靶标杂交，然后扩增在靶标杂交

(例如使用RCA)后为环状或环化的初级探针。图4B示出初级探针的RCA产物，其中初级条形

码BC1和BC2序列或其互补序列被扩增。因此，RCA产物能够与多个二级探针1以及多个二级

探针2杂交。

[0236] 在本文公开的任何实施方案中，本文公开了多重测定，其中用多个初级探针(例

如，挂锁初级探针)探测多种靶核酸(例如，基因或RNA转录物)，并且任选地与所述初级条形

码(或其互补序列)杂交的多个二级探针全部立刻杂交，然后是顺序二级条形码检测和信号

解码。

[0237] 图4C提供另一个示例性原位测定工作流程。使RNA靶标逆转录以产生DNA分子，并

且初级探针然后与所述DNA分子杂交。在挂锁探针的情况下，挂锁可使用从所述RNA产生的

DNA作为夹板连接。代替使用图4B中的二级带条形码的探针，图4C示出能够与初级探针或其

扩增产物(例如，RCA产物)的条形码序列杂交的桥接探针。桥接探针可包含不与初级探针的

条形码序列(或其互补序列)杂交、但能够与一种或多种可检测标记的检测寡核苷酸杂交的

序列。通过杂交测序化学在条形编码系统中使用检测寡核苷酸用于RNA转录物的空间检测

的示例性方法可在Gyllborg等人,“Hybridization‑based  In  Situ  Sequencing(HybISS):

spatial  transcriptomic  detection  in  human  and  mouse  brain  tissue ,”bioRxiv 

2020.02.03.931618找到，所述文献以引用的方式整体并入本文。

[0238] 图5提供另一示例性原位测定工作流程。各种初级探针可与RNA靶标杂交并使用

RNA为模板化连接和/或DNA模板化连接来连接以形成包含一个或多个条形码序列的环化探

针。二级探针或桥接探针可与所述环化探针或其扩增产物杂交(例如，如图4A‑4C所示)。检

测寡核苷酸可与所述环化探针或其扩增产物、二级探针或其扩增产物或桥接探针杂交(例

如，如图4A‑4C所示)。例如，挂锁探针可使用RNA模板化连接进行环化，参见例如图5中的第

一和第三挂锁探针。RNA模板化连接酶可用于闭合线性DNA探针的环以使挂锁环化，并且可

通过将核糖核苷酸并入DNA挂锁探针中来提高连接效率。参见例如，PCT/EP2018/077161，其

以引用的方式整体并入本文。在一些实施方案中，可通过使用DNA夹板寡核苷酸来提高挂锁

探针连接效率，如图5中的第二和第四挂锁探针中所示。在一些实施方案中，两个半部(例

如，如在连接之前图5中的第四挂锁探针中所示)可充当彼此的DNA夹板以用于连接。任何合

适的RNA模板化连接或DNA模板化连接方法都可用于原位测定中并且涵盖于本公开中。

[0239] 图6A示出包含报告基因寡核苷酸的示例性结合剂或标记剂(例如，抗体或其抗原

说　明　书 31/99 页

38

CN 115698324 A

38



结合片段)。在一些实施方案中，本文公开的方法包括将来自生物样品的一种或多种分析物

转移至基底上的特征阵列，所述特征中的每一者与阵列上的独特空间位置相关。在一些实

施方案中，标记剂可包含含有一个或多个条形码序列的报告基因寡核苷酸。因此，报告基因

寡核苷酸可以是本文公开的核酸分析物，并且可使用本文公开的任何方法进行分析。例如，

如图6A所示，可使用诸如挂锁探针的探针来分析报告基因寡核苷酸。在一些实例中，可使用

原位杂交(例如，顺序杂交)和/或原位测序(例如，使用挂锁探针和连接的挂锁探针的滚环

扩增)来分析特异性地识别蛋白质的标记剂的报告基因寡核苷酸。此外，标记剂和/或其互

补序列和/或其产物(例如，杂交产物、连接产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复

制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产物)可被本文公开的捕获剂捕获并使用空间测定进

行分析。

[0240] 在一些实施方案中，分析物(核酸分析物或非核酸分析物)可被一种或多种报告基

因寡核苷酸(例如抗体)特异性地结合，所述报告基因寡核苷酸各自附接至报告基因寡核苷

酸。在一些实施方案中，分析物(核酸分析物或非核酸分析物)可被两种标记剂(例如抗体)

特异性地结合，所述标记剂各自附接至可参与连接、复制和序列解码反应的报告基因寡核

苷酸(例如，DNA)，例如使用探针或探针组(例如，如图6B中所示的挂锁探针、如图6C中所示

的SNAIL探针组、如图6D中所示的环状探针或如图6E中所示的挂锁探针和连接子

(connector))。在一些实施方案中，探针组可包含两种或更多种探针寡核苷酸，所述探针寡

核苷酸各自包含彼此互补的区域。例如，邻位连接反应可包括附接至抗体对的报告基因寡

核苷酸，如果抗体已经彼此接近，例如通过结合同一靶蛋白(复合物)则所述抗体可通过连

接而连结，并且所形成的DNA连接然后用于模板PCR扩增，如例如 等人,Methods.

(2008) ,45(3):227‑32中所描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。在一些实施

方案中，邻位连接反应可包括附接至抗体的报告基因寡核苷酸，所述抗体各自结合至结合

对或复合物的一个成员，例如用于分析结合对或复合物的成员之间的结合。对于使用邻近

的寡核苷酸检测分析物，参见例如美国专利申请公布号2002/0051986，其全部内容以引用

的方式并入本文。在一些实施方案中，邻近的两种分析物可被两种标记剂(例如抗体)特异

性地结合，所述标记剂各自附接至报告基因寡核苷酸(例如DNA)，所述报告基因寡核苷酸当

邻近时当结合至它们各自的靶标时可参与连接、复制和/或序列解码反应。

[0241] 在一些实施方案中，两种分析物(或分析物的两个区域)可被两种不同的标记剂

(例如，抗体)特异性地结合，所述标记剂各自附接至报告基因寡核苷酸(例如，DNA)，如果两

种标记剂足够接近以允许报告基因寡核苷酸通过连接而连结，则所述报告基因寡核苷酸可

连接。在一些情况下，一旦发生连接，连接的产物(例如，连接的报告基因寡核苷酸)或其产

物或衍生物就可被捕获剂捕获并进行分析。

[0242] 在一些实施方案中，两种分析物(或分析物的两个区域)可被两种标记剂(例如，抗

体)特异性地结合，所述标记剂各自附接至报告基因寡核苷酸(例如，DNA)，并且将包含用于

与两种报告基因寡核苷酸中的一者杂交的第一区域和用于与另一报告基因寡核苷酸杂交

的第二区域的探针添加至样品。在一些实施方案中，探针是任选地包含可与标记剂相关的

条形码的挂锁探针。在一些方面，可通过使用于连接的两个或更多个探针与探针的序列(例

如挂锁探针)杂交来检测探针。在一些情况下，用于连接的两个或更多个探针中的一者使用

挂锁探针作为模板进行连接，并且连接的产物可被捕获剂捕获并进行分析。在一些情况下，
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可连接探针(例如，挂锁探针)并用于下游分析或检测。例如，连接的探针可用于RCA，并且可

使用任何合适的方法检测RCA产物。在一些实施方案中，来自标记剂的信息可用于表征细胞

(例如，通过用所述标记剂靶向细胞标志物和/或蛋白质)。在一些情况下，可将来自标记剂

的信息与来自章节IV中提供的原位测定的信息相关联。

[0243] 在图6A、6B和6E中，一种或多种报告基因寡核苷酸(和任选地一种或多种其它核酸

分子，如图6E中所示的连接子)有助于探针的连接。连接后，探针可形成环化探针。在一些实

施方案中，可使用并连接一个或多个合适的探针，其中所述一个或多个探针包含与一种或

多种报告基因寡核苷酸(或其部分)互补的序列。探针可包含一个或多个条形码序列。在一

些实施方案中，一种或多种报告基因寡核苷酸可充当用于环化探针的滚环扩增(RCA)的引

物。在一些实施方案中，除一种或多种报告基因寡核苷酸以外的核酸用作用于环化探针的

滚环扩增(RCA)的引物。例如，能够在除与一种或多种报告基因寡核苷酸杂交的序列以外的

序列处与环化探针杂交的核酸可用作RCA的引物。在其它实施方案中，SNAIL探针组(例如，

如图6C所示)中的引物用作RCA的引物。

[0244] 在图6F中，一种或多种分析物可被两种第一抗体特异性地结合，所述第一抗体各

自进而被各自附接至报告基因寡核苷酸(例如，DNA)的第二抗体识别。与报告基因寡核苷

酸、探针和探针组、连接子和/或引物附接的第二抗体可包括图6A‑6E中所示的那些中的任

一者。每个核酸分子可帮助连接探针以形成环化探针。在一些情况下，探针可包含一个或多

个条形码序列。此外，报告基因寡核苷酸可充当用于环化探针的滚环扩增的引物。核酸分

子、环化探针和RCA产物可使用本文公开的用于原位分析以及空间分析的任何合适的方法

进行分析。

[0245] 在一些实施方案中，使直接或间接地靶向一种或多种分析物(例如，核酸、蛋白质

或细胞特征)的一个或多个探针在原位测定模块之前或期间与样品接触。一个或多个探针

可包括标记剂(例如，包含报告基因寡核苷酸的抗体)、挂锁探针或探针组、模板化连接探

针、分析物捕获剂或它们的任何组合。在一些实施方案中，使直接或间接地靶向一种或多种

分析物(例如，核酸、蛋白质或细胞特征)的一个或多个探针在原位测定模块之后但在空间

测定模块之前或期间与样品接触，其中所述一个或多个探针可包括标记剂(例如，包含报告

基因寡核苷酸的抗体)、模板化连接探针、分析物捕获剂、捕获探针或它们的任何组合。

[0246] ii.连接

[0247] 在一些实施方案中，所提供的方法涉及连接一种或多种多核苷酸，所述一种或多

种多核苷酸是包含用于原位分析的靶核酸的杂交复合物的一部分。在一些实施方案中，连

接涉及化学连接。在一些实施方案中，连接涉及模板依赖性连接。在一些实施方案中，连接

涉及模板非依赖性连接。在一些实施方案中，连接涉及酶促连接。

[0248] 在一些实施方案中，酶促连接涉及使用连接酶。在一些方面，本文使用的连接酶包

含通常用于将多核苷酸连结在一起或连结单个多核苷酸的末端的酶。RNA连接酶、DNA连接

酶或另一种类的连接酶可用于将两个核苷酸序列连接在一起。连接酶包括ATP依赖性双链

多核苷酸连接酶、NAD‑i依赖性双链DNA或RNA连接酶和单链多核苷酸连接酶，例如EC 

6.5.1.1(ATP依赖性连接酶)、EC  6.5.1.2(NAD+依赖性连接酶)、EC  6.5.1.3(RNA连接酶)中

描述的任何连接酶。连接酶的具体实例包括细菌连接酶，如大肠杆菌DNA连接酶、Tth  DNA连

接酶、热球菌属(菌株9°N)DNA连接酶(9°NTMDNA连接酶，New  England  Biolabs)、Taq  DNA连

说　明　书 33/99 页

40

CN 115698324 A

40



接酶、AmpligaseTM(Epicentre  Biotechnologies)以及噬菌体连接酶，如T3  DNA连接酶、T4 

DNA连接酶和T7  DNA连接酶及以及其突变体。在一些实施方案中，连接酶是T4  RNA连接酶。

在一些实施方案中，连接酶是splintR连接酶。在一些实施方案中，连接酶是单链DNA连接

酶。在一些实施方案中，连接酶是T4  DNA连接酶。在一些实施方案中，连接酶是具有DNA‑夹

板DNA连接酶活性的连接酶。在一些实施方案中，连接酶是具有RNA‑夹板DNA连接酶活性的

连接酶。

[0249] 在一些实施方案中，本文的连接是直接连接。在一些实施方案中，本文的连接是间

接连接。“直接连接”是指多核苷酸的末端彼此紧邻杂交以形成连接酶的底物，从而导致它

们彼此连接(分子内连接)。可替代地，“间接”是指多核苷酸的末端彼此不相邻地杂交，即被

一个或多个插入核苷酸或“间隙”隔开。在一些实施方案中，所述末端不直接彼此连接，而是

通过一种或多种插入(所谓的“间隙”或“间隙填充”(寡)核苷酸)的中间性或通过探针的3'

端延伸以“填充”对应于所述插入核苷酸的“间隙”发送(分子间连接)。在一些情况下，多核

苷酸的杂交末端之间的一种或多种核苷酸的间隙可被与夹板、挂锁探针或靶核酸互补的一

种或多种“间隙”(寡)核苷酸“填充”。所述间隙可以是1至60个核苷酸的间隙或1至40个核苷

酸的间隙或3至40个核苷酸的间隙。在具体实施方案中，间隙可以是约1、2、3、4、5、6、7、8、9

或10个或更多个核苷酸，或所指示值之间的任何整数(或整数范围)的核苷酸的间隙。在一

些实施方案中，所述末端区域之间的间隙可由间隙寡核苷酸或通过延伸多核苷酸的3'端来

填充。在一些情况下，连接包括将探针的末端连接到至少一个间隙(寡)核苷酸，使得间隙

(寡)核苷酸并入所得多核苷酸中。在一些实施方案中，本文的连接之前是间隙填充。在其它

实施方案中，本文的连接不需要间隙填充。

[0250] 在一些实施方案中，多核苷酸的连接产生解链温度高于未连接的多核苷酸的解链

温度的多核苷酸。因此，在一些方面，在包括扩增和检测的后续步骤之前，连接使含有连接

的多核苷酸的杂交复合物稳定。

[0251] 在一些方面，使用高保真连接酶，如热稳定的DNA连接酶(例如，Taq  DNA连接酶)。

热稳定的DNA连接酶在升高的温度下具有活性，从而允许通过在接近DNA链的解链温度(Tm)

的温度下孵育连接来进一步区分。与退火的完全碱基配对的底物相比，这选择性地降低退

火的错配底物的浓度(预期在错配周围具有略低的Tm)。因此，可通过连接酶活性位点的内

在选择性与平衡条件的组合来实现高保真连接，以减少退火的错配dsDNA的发生率。

[0252] iii.扩增

[0253] 在一些实施方案中，本发明的方法包括扩增一种或多种多核苷酸，例如挂锁探针

或由挂锁探针形成的环状探针的步骤。在一些实施方案中，扩增是通过进行滚环扩增(RCA)

而实现。在其它实施方案中，添加与挂锁探针杂交的引物并照此用于扩增。

[0254] 在一些实施方案中，进行除去步骤以除去未与靶核酸和/或环状探针特异性地杂

交的分子。在一些实施方案中，进行除去步骤以除去未连接的探针。在一些实施方案中，除

去步骤在连接之后和扩增之前进行。

[0255] 在一些实施方案中，扩增在介于或介于约20℃与约60℃之间的温度下进行。在一

些实施方案中，扩增在介于或介于约30℃与约40℃之间的温度下进行。在一些方面，扩增步

骤，如滚环扩增(RCA)在介于处于或约25℃与处于或约50℃之间，如处于或约25℃、27℃、29

℃、31℃、33℃、35℃、37℃、39℃、41℃、43℃、45℃、47℃或49℃的温度下进行。
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[0256] 在一些实施方案中，在存在适当的dNTP前体和其它辅因子的情况下添加DNA聚合

酶后，使引物延伸以产生环状模板的多个拷贝。此扩增步骤可利用等温扩增或非等温扩增。

在一些实施方案中，在杂交复合物形成和扩增探针缔合后，使杂交复合物滚环扩增以产生

含有cDNA的多个拷贝的cDNA纳米球(即，扩增子)。用于滚环扩增(RCA)的技术在本领域中是

已知的，如线性RCA、分支RCA、树突状RCA或它们的任何组合。(参见例如，Baner等人,

Nucleic  Acids  Research,26:5073‑5078,1998；Lizardi等人,Nature  Genetics  19:226,

1998；Mohsen等人,Acc  Chem  Res.2016年11月15日；49(11):2540–2550；Schweitzer等人

Proc.Natl  Acad .Sci.USA  97:101  13‑1  19,2000；Faruqi等人,BMC  Genomics  2:4,2000；

Nallur等人,Nucl .Acids  Res .29:el  18 ,2001；Dean等人Genome  Res .1  1:l095‑1099 ,

2001；Schweitzer等人,Nature  Biotech.20:359‑365,2002；美国专利号6,054,274、6,291,

187、6,323 ,009、6,344 ,329和6,368 ,801)。用于RCA的示例性聚合酶包括DNA聚合酶，如

phi29 聚合酶、Klenow片段、嗜热脂肪芽孢杆菌DNA聚合酶(BST)、T4  DNA聚合酶、T7 

DNA聚合酶或DNA聚合酶I。在一些方面，可采用已进行工程化或突变以具有所需特征的DNA

聚合酶。在一些实施方案中，聚合酶是phi29  DNA聚合酶。

[0257] 在一些方面，在扩增步骤期间，可将经修饰的核苷酸添加至反应以将所述经修饰

的核苷酸并入扩增产物(例如，纳米球)中。经修饰的核苷酸的实例包括胺修饰的核苷酸。在

方法的一些方面，例如，用于将产生的扩增产物(例如，纳米球)锚定或交联至支架、细胞结

构和/或其它扩增产物(例如，其它纳米球)。在一些方面，扩增产物包含经修饰的核苷酸，如

胺修饰的核苷酸。在一些实施方案中，胺修饰的核苷酸包含丙烯酸N‑羟基琥珀酰亚胺部分

修饰。其它胺修饰的核苷酸的实例包括但不限于5‑氨基烯丙基‑dUTP部分修饰、5‑炔丙基氨

基‑dCTP部分修饰、N6‑6‑氨基己基‑dATP部分修饰或7‑脱氮‑7‑炔丙基氨基‑dATP部分修饰。

[0258] 在一些方面，多核苷酸和/或扩增产物(例如，扩增子)可锚定至聚合物基质。例如，

聚合物基质可以是水凝胶。在一些实施方案中，一个或多个多核苷酸探针可进行修饰以含

有可用作锚定位点以将所述多核苷酸探针和/或扩增产物附接至聚合物基质的官能团。

[0259] 可根据所提供的实施方案使用的示例性修饰和聚合物基质包括例如在WO  2014/

163886、WO  2017/079406、US  2016/0024555、US  2018/0251833和WO2014/025392中描述的

那些。在一些实例中，支架还含有可与探针组或扩增产物的修饰或官能团反应或并入探针

组或扩增产物的修饰或官能团的修饰或官能团。在一些实例中，支架可包含寡核苷酸、聚合

物或化学基团，以提供基质和/或支撑结构。

[0260] 扩增产物通常可固定在基质内被扩增的核酸的位置，从而产生扩增子的局部集

落。扩增产物可通过空间因子固定在基质内。扩增产物也可通过共价或非共价键合而固定

在基质中。以这种方式，可认为扩增产物附接至基质。通过固定至基质，如通过共价键合或

交联，原始扩增子的大小和空间关系得以保持。通过固定至基质，如通过共价键合或交联，

扩增产物在机械应力下抵抗运动或解开。

[0261] 在一些方面，扩增产物与周围基质共聚和/或共价附接，从而保留它们的空间关系

和其固有的任何信息。例如，如果扩增产物是由包埋在基质中的细胞内的DNA或RNA产生的

扩增产物，则所述扩增产物也可进行官能化以形成与基质的共价附接，从而保留它们在细

胞内的空间信息，由此提供亚细胞定位分布模式。在一些实施方案中，所提供的方法包括在

存在水凝胶亚基的情况下包埋一种或多种多核苷酸探针组和/或扩增产物以形成一种或多
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种水凝胶包埋的扩增产物。在一些实施方案中，所描述的水凝胶‑组织化学包括将核酸共价

附接至原位合成的水凝胶以用于组织清除、酶扩散和多循环测序，而现有的水凝胶‑组织化

学方法则不能。在一些实施方案中，为了使扩增产物能够包埋在组织‑水凝胶环境中，将胺

修饰的核苷酸在扩增步骤(例如，RCA)中包含，使用丙烯酸N‑羟基琥珀酰亚胺酯用丙烯酰胺

部分官能化，并与丙烯酰胺单体共聚形成水凝胶。

[0262] iv.检测和分析

[0263] 在一些实施方案中，可通过合成法测序(SBS)进行测序。在一些实施方案中，测序

引物与一个或多个条形码处或附近的序列互补。在此类实施方案中，合成法测序可包括逆

转录和/或扩增以产生模板序列，引物序列可从所述模板序列结合。示例性SBS方法包括描

述的那些，例如但不限于US  2007/0166705、US  2006/0188901、US  7 ,057 ,026、US  2006/

0240439、US  2006/0281109、WO  05/065814、US  2005/0100900、WO  06/064199、WO07/010,

251、US  2012/0270305、US  2013/0260372和US  2013/0079232。

[0264] 在一些实施方案中，可通过顺序荧光杂交(例如，杂交测序)进行测序。顺序荧光杂

交可涉及包含寡核苷酸和可检测标记的检测探针的顺序杂交。

[0265] 在一些实施方案中，可使用单分子连接法测序来进行测序。此类技术利用DNA连接

酶来并入寡核苷酸并鉴定此类寡核苷酸的并入。寡核苷酸通常具有与寡核苷酸所杂交的序

列中特定核苷酸的身份相关的不同标记。参与连接法测序的方面和特征例如在Shendure等

人Science(2005) ,309:1728‑1732以及US  5,599,675；US  5,750,341；US  6,969,488；US  6,

172,218；和US  6,306,597中进行了描述。

[0266] 在一些实施方案中，检测探针的条形码被可检测标记的检测寡核苷酸(如荧光标

记的寡核苷酸)靶向。在一些实施方案中，一种或多种解码方案用于解码信号(如荧光)以用

于序列确定。在本文的任何实施方案中，条形码(例如，初级和/或二级条形码序列)可使用

任何合适的方法或技术进行分析(例如，检测或测序)，所述方法或技术包括本文所述的那

些，如靶标的RNA顺序探测(RNA  SPOT)、顺序荧光原位杂交(seqFISH)、单分子荧光原位杂交

(smFISH)、多重误差稳健的荧光原位杂交(MERFISH)、基于杂交的原位测序(HybISS)、原位

测序、靶向原位测序、荧光原位测序(FISSEQ)或空间分辨的转录物扩增子读出映射

(STARmap)。在一些实施方案中，本文提供的方法包括通过顺序杂交和用多个标记的探针

(例如，检测寡核苷酸)检测来分析条形码。示例性解码方案在Eng等人,“Transcriptome‑

scale  Super‑Resolved  Imaging  in  Tissues  by  RNA  SeqFISH+ ,”Nature  568(7751):

235‑239(2019)；Chen等人,“Spatially  resolved ,highly  multiplexed  RNA  profiling 

in  single  cells ,”Science；348(6233):aaa6090(2015)；US  10 ,457 ,980B2；US  2016/

0369329  A1；WO  2018/026873  A1；和US  2017/022073  3A1中进行了描述，所述文献全部以

引用的方式整体并入。在一些实施方案中，这些测定能够同时实现信号扩增、组合解码和纠

错方案。

[0267] 在一些实施方案中，核酸杂交可用于测序。这些方法利用与条形码序列的至少一

部分互补的标记的核酸解码器探针。多重解码可使用具有可区分标记的许多不同探针的库

来进行。核酸杂交测序的非限制性实例描述于例如US  8,460,865和Gunderson等人,Genome 

Research  14:870‑877(2004)中。

[0268] 在一些实施方案中，可在测序期间使用DNA聚合酶活性的实时监测。例如，可通过
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荧光共振能量转移(FRET)检测核苷酸并入，如例如在Levene等人,Science(2003) ,299 ,

682‑686；Lundquist等人,Opt .Lett .(2008) ,33 ,1026‑1028和term"perfectly等人,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA(2008) ,105,1176‑1181中所描述。

[0269] 在一些方面，可在室温下进行分析和/或序列确定，以在低背景噪声和误差减少的

情况下最佳保留组织形态。在一些实施方案中，分析和/或序列确定包括在测序进行时消除

误差累积。

[0270] 在一些实施方案中，分析和/或序列确定涉及洗涤以除去未结合的多核苷酸，然后

展现荧光产物以用于成像。

[0271] 在一些方面，检测(包括成像)使用多种不同类型的显微术中的任一种进行，例如

共聚焦显微术、双光子显微术、光场显微术、完整组织膨胀显微术和/或CLARITYTM‑优化的单

层光显微术(COLM)。

[0272] 在一些实施方案中，荧光显微术用于检测探针的检测和成像。在一些方面，荧光显

微镜是代替或除反射和吸收之外使用荧光和磷光来研究有机或无机物质的性质的光学显

微镜。在荧光显微术中，用激发样品中的荧光的波长的光照射样品。然后通过显微镜物镜对

通常波长比照明更长的荧光光进行成像。在这种技术中可使用两个滤光片；照明(或激发)

滤光片，其确保照明接近单色且处于正确波长；以及第二发射(或屏障)滤光片，其确保没有

任何激发光源到达检测器。可替代地，这些功能均可通过单个双色向滤光片来完成。“荧光

显微镜”包括任何使用荧光来生成图像的显微镜，无论是更简单的设置，如落射荧光显微

镜；还是更复杂的设计，如共聚焦显微镜，其使用光学切片来获得荧光图像的更好分辨率。

[0273] 在一些实施方案中，共聚焦显微术用于检测探针的检测和成像。共聚焦显微镜在

检测器前面的光学共轭平面中使用点照明和针孔来消除离焦信号。由于只能检测到由非常

接近焦平面的荧光产生的光，因此图像的光学分辨率(特别是在样品深度方向上)比宽场显

微镜要好得多。然而，由于来自样品荧光的大部分光在针孔处被阻挡，这种提高的分辨率是

以降低的信号强度为代价——因此通常需要长时间曝光。由于一次仅照明样品中的一个

点，因此2D或3D成像需要在试样中的规则光栅(即平行扫描线的矩形图案)上进行扫描。焦

平面的可实现厚度主要由所用光的波长除以物镜的数值孔径限定，但也由试样的光学性质

决定。薄光学切片可能使这些类型的显微镜特别擅长样品的3D成像和表面谱分析。

CLARITYTM优化的单层光显微术(COLM)提供了用于大型澄清样品的快速3D成像的替代显微

术。COLM询问大型免疫染色组织，允许提高采集速度并产生更高质量的生成数据。

[0274] 可采用的其它类型的显微术包括亮视野显微术、斜射照明显微术、暗视野显微术、

相差显微术、差分干涉对比(DIC)显微术、干涉反射显微术(也称为反射干涉对比，或RIC)、

单平面照明显微术(SPIM)、超分辨率显微术、激光显微术、电子显微术(EM)、透射电子显微

术(TEM)、扫描电子显微术(SEM)、反射电子显微术(REM)、扫描透射电子显微术(STEM)和低‑

电压电子显微术(LVEM)、扫描探针显微术(SPM)、原子力显微术(ATM)、弹道电子发射显微术

(BEEM)、化学力显微术(CFM)、导电原子力显微术(C‑AFM)、电化学扫描隧道显微术(ECSTM)、

静电力显微术(EFM)、流体力显微术(FluidFM)、力调制显微术(FMM)、面向特征的扫描探针

显微术(FOSPM)、开尔文探针力显微术(KPFM)、磁力显微术(MFM)、磁共振力显微术(MRFM)、

近场扫描光学显微术(NSOM)(或SNOM，扫描近场光学显微术，SNOM)、压电响应力显微术

(PFM)、PSTM光子扫描隧道显微术(PSTM)、PTMS光热显微分光术/显微术(PTMS)、SCM扫描电
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容显微术(SCM)、SECM扫描电化学显微术(SECM)、SGM扫描门显微术(SGM)、SHPM扫描霍尔探

针显微术(SHPM)、SICM扫描离子电导显微术(SICM)、SPSM自旋极化扫描隧道显微术(SPSM)、

SSRM扫描扩散电阻显微术(SSRM)、SThM扫描热显微术(SThM)、STM扫描隧道显微术(STM)、

STP扫描隧道电位测定法(STP)、SVM扫描电压显微术(SVM)和同步X射线扫描隧道显微术

(SXSTM)以及完整组织膨胀显微术(exM)。

[0275] V.空间测定模块

[0276] 在一些方面，本文公开的整合原位空间测定包括一个或多个空间测定模块。在整

合原位空间测定的一些实施方案中，在样品中进行一个或多个原位测定模块。例如，可仅对

样品进行一个原位测定模块，如顺序荧光原位杂交测定或原位测序测定。在一些实施方案

中，在使同一样品经受一个或多个空间测定模块之前，可使样品经受两个或更多个原位测

定模块，如顺序荧光原位杂交测定，然后是原位测序测定。

[0277] 在一个方面，本文提供了用于生物样品的空间分析(例如基于空间阵列的分析)的

方法、组合物、设备和系统。空间分析方法的非限制性方面在美国专利公布号10,308,982；

美国专利公布号9,879,313；美国专利公布号9,868,979；Liu等人,bioRxiv  788992,2020；

美国专利公布号10,774,372；美国专利公布号10,774,374；WO  2018/091676；美国专利公布

号10,030 ,261；美国专利公布号9,593 ,365；美国专利号10,002 ,316；美国专利号9,727 ,

810；美国专利公布号10,640,816；Rodriques等人,Science  363(6434):1463‑1467,2019；

WO  2018/045186；Lee等人,Nat.Protoc .10(3):442‑458,2015；美国专利公布号10,179,

932；WO  2018/045181；美国专利公布号10 ,138 ,509；Trejo等人,PLoS  ONE  14(2):

e0212031 ,2019；美国专利申请公布号2018/0245142；Chen等人,Science  348(6233):

aaa6090 ,2015；Gao等人,BMC  Biol .15:50 ,2017；WO  2017/144338；WO  2018/107054；WO 

2017/222453；WO  2019/068880；WO  2011/094669；美国专利号7,709,198；美国专利号8,

604,182；美国专利号8,951,726；美国专利号9,783,841；美国专利号10,041,949；WO  2016/

057552；WO  2017/147483；美国专利公布号10,370,698；WO  2016/166128；美国专利公布号

10,364,457；美国专利公布号10,317,321；WO  2018/136856；WO  2019/075091；美国专利号

10,059,990；WO  2018/057999；WO  2015/161173；以及Gupta等人,Nature  Biotechnol.36:

1197‑1202,2018中进行了描述，并且可在本文中以任何组合使用。本文描述了空间分析方

法的其它非限制性方面。

[0278] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括将来自生物样品的一种或多种分析物转

移至基底上的特征阵列，所述特征中的每一者与阵列上的独特空间位置相关。每个特征可

包含能够捕获一个或多个核酸分子的多种捕获剂，并且同一特征的每种捕获剂可包含对应

于所述特征在阵列上的独特空间位置的空间条形码。转移的分析物的后续分析包括确定分

析物的身份和样品内每种分析物的空间位置。样品内每种分析物的空间位置是基于阵列中

每种分析物所结合的特征以及所述特征在阵列内的相对空间位置来确定的。

[0279] 在一些实施方案中，进行空间测定以分析一种或多种分析物(例如，第二靶核酸)。

在一些实施方案中，第二靶核酸是或包含第一靶核酸(例如，DNA或RNA)、其序列、其互补序

列、其杂交产物、其连接产物、其延伸产物、其复制产物、其转录/逆转录产物和/或其扩增产

物(例如，滚环扩增(RCA)产物)。例如，在原位测定之前或期间使用第一靶核酸作为模板产

生的逆转录产物(例如，在章节IV中所描述)可在空间测定中进行测定。在一些情况下，在原
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位测定之前或期间产生的连接产物可在空间测定中进行测定。在一些实施方案中，第二靶

核酸是或包含一个或多个核酸探针中的至少一个、所述核酸探针的互补序列、所述核酸探

针的杂交产物、所述核酸探针的连接产物、所述核酸探针的延伸产物、所述核酸探针的复制

产物、所述核酸探针的转录/逆转录产物和/或核酸探针的扩增产物。例如，在原位测定之前

或期间提供的探针或其条形码(例如，在章节IV中所描述)可在空间测定中进行测定。

[0280] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括将空间条形码与一种或多种分析物，例

如一种或多种细胞(如相邻细胞)中的分子相关联，使得空间条形码将一种或多种分析物

和/或一种或多种细胞的内容物鉴定为与特定空间位置相关联。

[0281] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括将靶分析物驱动出细胞并朝向带空间条

形码的阵列。图7描绘示例性实施方案，其中在步骤701中使填充有捕获探针(如本文进一步

描述)的带空间条形码的阵列与样品接触，并且使样品透化，从而允许靶分析物远离样品并

朝向样品迁移。在步骤702中，靶分析物与带空间条形码的阵列上的捕获探针相互作用。一

旦靶分析物与捕获探针结合(例如，杂交)，则任选地从阵列中除去样品并分析捕获探针以

便在步骤703中获得空间分辨的分析物信息。

[0282] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括将带空间条形码的核酸分子(例如，地址

标签或捕获探针)朝向样品递送或驱动和/或递送或驱动到样品之中或之上。在一些实施方

案中，本文公开的方法包括从阵列裂解带空间条形码的核酸分子(例如，地址标签或捕获探

针)并将裂解的核酸分子朝向样品驱动和/或驱动到样品之中或之上。图8描绘示例性实施

方案，其中填充有捕获探针(如本文进一步描述)的带空间条形码的阵列可在步骤801中与

样品接触。在步骤802中，带空间条形码的捕获探针被裂解且然后与所提供的样品内的细胞

相互作用。相互作用可以是共价或非共价相互作用，如细胞‑表面相互作用。相互作用可以

是由递送系统或细胞穿透肽促进的细胞内相互作用。可替代地，可使样品透化和固定/交联

以限制一种或多种靶分析物的迁移，同时允许带空间条形码的捕获探针朝向样品迁移和/

或迁移到样品之中或之上。一旦带空间条形码的捕获探针与特定分析物(例如，一个或多个

细胞中的分析物)缔合，就可任选地除去样品用于分析。样品可在分析之前任选地解离。一

旦标记的分析物或细胞与带空间条形码的捕获探针缔合，就可在步骤803分析捕获探针以

获得关于标记的分析物或细胞的空间分辨信息。

[0283] 图9示出包括在步骤901中在带空间条形码的阵列上制备样品的示例性工作流程。

样品制备可包括将样品置于载玻片上、加工样品(例如，固定和/或透化样品)和/或使样品

与一种或多种试剂(例如，用于染色的一种或多种探针和/或抗体)接触以用于成像。然后在

步骤902中使用明视野(以对样品苏木精和伊红染色成像)和荧光(以对特征成像)模式，任

选地在阵列上对样品进行成像。在一些实施方案中，然后从样品中释放靶分析物，并且在步

骤903中形成带空间条形码的阵列的捕获探针杂交或结合所释放的靶分析物。然后在步骤

904中从阵列中除去样品，并且在步骤905中从阵列裂解捕获探针。然后在加工分析物(例

如，通过逆转录以将RNA分析物如mRNA转录物转化为cDNA)的同时在步骤905B中以两种模式

对样品和阵列进行任选的第二次成像，并且扩增子文库在906中制备并在907中进行测序。

在一些实施方案中，在908中使两组图像在空间上重叠，以便相关联空间上鉴定的样品信

息。当样品和阵列未在905B中进行第二次成像时，可提供斑点坐标文件来代替第二成像步

骤。在一些实施方案中，扩增子文库制备906可用PCR衔接子(例如，独特的PCR衔接子)进行
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并在907中进行测序。

[0284] 图10示出利用基底上的空间标记阵列的另一个示例性工作流程，其中用空间条形

码标记的捕获探针簇集在基底上的区域(例如，特征)处。空间标记的捕获探针可包括捕获

结构域、空间条形码和任选的裂解结构域、一个或多个功能序列和/或独特分子标识符。空

间标记的捕获探针还可包括5'端修饰以用于可逆地附接至基底。例如，在1001中使带空间

条形码的阵列与样品接触，并且在1002中通过施加透化试剂使样品透化。在一些实施方案

中，在原位测定模块之前或期间进行透化步骤，并且生物样品不需要为空间测定模块再次

透化。可通过将阵列/样品组件置于本体溶液中来施用透化试剂。可替代地，可通过防扩散

介质和/或诸如盖的物理屏障将透化试剂施用于样品，其中样品夹在防扩散介质和/或屏障

与含阵列的基底之间。使用本文公开的多种技术使分析物迁移朝向带空间条形码的捕获阵

列。例如，可使用防扩散介质盖和被动迁移发生分析物迁移。作为另一个实例，分析物迁移

可以是主动迁移，例如使用电泳转移系统。一旦分析物与带空间条形码的捕获探针紧密接

近，在1003中捕获探针就可杂交或以其它方式结合靶分析物。在1004中可任选地从阵列中

除去样品。在1005中捕获探针可任选地地从阵列裂解，并且可通过进行逆转录酶第一链

cDNA反应对捕获的分析物进行空间标记。可任选地使用模板转换寡核苷酸进行第一链cDNA

反应。例如，模板转换寡核苷酸可与通过逆转录酶添加至cDNA的3'端的poly(C)尾杂交。然

后可使原始mRNA模板和模板转换寡核苷酸从cDNA变性，并且带条形码的捕获探针然后可与

cDNA杂交，并且可产生cDNA的互补序列。然后可纯化并收集第一链cDNA用于下游扩增步骤。

在1006中可使用PCR扩增第一链cDNA，其中正向和反向引物位于空间条形码的侧翼并靶向

目标分析物区域，从而产生与特定空间条形码相关的文库。在一些实施方案中，cDNA包含合

成法测序(SBS)引物序列。对文库扩增子进行测序和分析，以在1007和1008中解码空间信

息。

[0285] 图11A‑11B描绘示例性工作流程，其中将样品从带空间条形码的阵列中除去并且

将带空间条形码的捕获探针从阵列中除去以用于带条形码的分析物扩增和文库制备。在一

些实施方案中，本文公开的方法包括在不裂解捕获探针的情况下在带空间条形码的阵列上

进行第一链合成，例如使用模板转换寡核苷酸。

[0286] 在一些实施方案中，待在空间测定模块中分析的第二分析物包含RNA，如mRNA转录

物。在一些实施方案中，本文公开的方法包括样品制备1101(例如，包括去交联步骤)和任选

的样品透化1102，两者均可如本文别处所述进行，例如，结合原位测定模块和/或空间测定

模块。如图11A所示，一旦捕获探针捕获RNA靶标(例如，来自已在本文公开的原位测定模块

中进行分析的样品的mRNA转录物)，就在1104中使在1103中通过模板转换和逆转录酶产生

的第一链cDNA变性且然后使第二链延伸。然后使第二链cDNA从第一链cDNA变性，中和，并在

1105中转移至管中。可使用本文论述的标准技术进行cDNA定量和扩增。然后可在1106中对

cDNA进行文库制备并在1107中进行索引，包括片段化、末端修复、A加尾和/或索引PCR步骤，

然后在1108中进行任选的文库QC步骤。

[0287] 在一些实施方案中，待在空间测定模块中进行分析的第二分析物包含DNA(如在原

位测定模块中产生的mRNA的cDNA)、与原位测定模块中的mRNA或cDNA杂交的探针、原位测定

模块中的探针的连接产物(例如，使用DNA模板化连接或RNA模板化连接，例如，如图13所示)

和/或原位测定模块中的mRNA、cDNA或探针的扩增产物。在一些实施方案中，第二分析物(例
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如，第二核酸分析物)包含来自连接在原位测定模块中使用的挂锁探针和/或所述探针的

RCA产物的环状探针或环化探针。在一些实施方案中，本文公开的方法包括样品制备1109

(例如，包括去交联步骤以使来自原位测定模块的mRNA、cDNA、探针、连接产物和/或RCA产物

去交联)和任选的样品透化1110，两者均可如本文别处所述进行，例如，结合原位测定模块

和/或空间测定模块。如图11B所示，一旦第二分析物接近带空间条形码的捕获探针，所述捕

获探针就可杂交或以其它方式结合第二核酸分析物(例如，来自原位测定模块的cDNA、探

针、连接产物和/或RCA产物)。可任选地从阵列中除去样品。在1111中可使用捕获的第二核

酸分析物的序列作为模板通过聚合酶延伸捕获探针。在1112中可使由延伸的捕获探针和捕

获的第二核酸分析物形成的双链体变性且然后使用与延伸的捕获探针杂交的第二链引物

延伸第二链。在1113中然后使第二链从延伸的捕获探针变性、中和并转移至管中。可使用本

文论述的标准技术进行第二链的DNA定量和扩增。然后可在1114中对DNA进行文库制备并在

1115中进行索引，包括片段化、末端修复、A加尾和/或索引PCR步骤，然后在1116中进行任选

的文库QC步骤。

[0288] 用于样品制备、透化、DNA产生(例如，第一链cDNA产生和第二链产生)、DNA扩增(例

如，cDNA扩增)和质量控制以及空间基因表达文库构建的示例性步骤例如在WO  2020/

047002、WO  2020/047004、WO  2020/047005、WO  2020/047007和WO  2020/047010中公开，其

全部以引用的方式整体并入本文。

[0289] A.靶向分析物

[0290] 在一些实施方案中，本文公开的空间测定包括捕获靶向分析物。在一些情况下，本

文公开的空间测定包括使用原位分析来分析第一靶分析物和使用捕获探针阵列来分析第

二靶分析物。第一分析物的原位分析可在用捕获探针阵列分析第二靶分析物之前、同时或

之后进行。在一些实施方案中，在原位测定期间在探针与样品的杂交和检测步骤完成之后，

通过捕获探针或捕获剂捕获分析物(或其衍生物)。在一些实施方案中，第二靶核酸被与第

二靶核酸(例如，RNA，如福尔马林固定的RNA，或由RNA分子产生的cDNA分子)互补的一个或

多个核酸探针靶向，其中所述一个或多个探针或由所述一个或多个探针产生的产物从样品

中释放以与捕获探针阵列相互作用(例如，在原位分析之后)。例如，在本文提供的方法的一

些实施方案中，模板化连接用于检测生物样品中的(例如，第二靶分析物的)基因表达。在一

些方面，模板化连接的步骤包括探针对(例如，DNA探针)与组织切片内的第二靶核酸分子

(例如，RNA，如福尔马林固定的RNA，或由RNA分子产生的cDNA分子)的杂交。在一些实施方案

中，相邻退火的探针对可原位连接。在一些实施方案中，样品可用一种或多种试剂(如RNA酶

H或蛋白酶K以从组织中释放RNA模板化连接产物(例如，释放到溶液中))进行处理以用于下

游分析(例如，杂交或以其它方式捕获到捕获探针阵列上)。在一些实施方案中，测定可还包

括模板化连接产物的扩增(例如，通过多重PCR)。

[0291] 在一些方面，模板化连接(例如，DNA或RNA模板化连接)可包括DNA连接酶。在一些

方面，模板化连接(例如，RNA模板化连接)可包括RNA连接酶。在一些方面，模板化连接可包

括T4  RNA连接酶。在一些方面，模板化连接用于检测RNA、确定RNA序列同一性和/或表达监

测和转录物分析。在一些方面，模板化连接允许核酸中的特定变化(例如，突变、添加、缺失

或单核苷酸多态性(SNP))的检测，特定核酸的检测或表达，或(例如，在相似细胞途径中或

在特定病理学中表达的)一组特定核酸的检测或表达。在一些实施方案中，包括模板化连接
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的方法用于例如通过基因分型、DNA拷贝数或RNA转录物的定量、样品内特定转录物的定位

等分析核酸。在一些方面，本文提供的包括模板化连接的系统和方法鉴定单核苷酸多态性

(SNP)。在一些方面，此类系统和方法利用模板化连接来鉴定突变。在一些方面，此类系统和

方法利用模板化连接来鉴定RNA同种型或剪接变体。在一些方面，使用模板化连接(例如，

RNA模板化连接(RTL)或DNA模板化连接(例如，在cDNA上))分析两种或更多种RNA分析物。

[0292] 在一些方面，当分析两种或更多种分析物时，使用对每种RNA或cDNA分析物具有特

异性(例如，特异地杂交)的第一和第二探针。在一些情况下，使用模板化连接分析蛋白质分

析物。例如，在一些实施方案中，使样品与对目标分析物(如蛋白质)具有特异性的结合剂

(例如，抗体或其表位结合片段)接触，其中所述结合剂与包含鉴定所述结合剂的报告基因

序列的报告基因寡核苷酸缀合或以其它方式缔合。探针然后可与报告基因寡核苷酸杂交并

在模板化连接反应中连接以产生用于进一步分析的产物(例如，使用捕获探针阵列)。

[0293] 在一些实施方案中，一对探针被设计成与靶序列杂交，使得所述探针彼此相邻地

杂交，以使得两个相邻探针的5'和3'端可连接。在一些实施方案中，可通过确定两个探针是

否在连接酶存在下连接来确定生物样品中靶序列的存在或不存在。图13示意性地示出分析

核酸分子(例如，cDNA或RNA，如mRNA)的代表性方法。在图13中尽管示出具有3'poly‑A尾的

核酸分子，但应当理解可分析任何合适的核酸分子，并且连接可包括RNA模板化连接(RTL)

和/或DNA模板化连接(例如，在cDNA上)。图13A示出包含靶区域1302和1304的核酸分子

1300。在一些情况下，靶区域1302和1304彼此相邻。探针1306包含探针序列1308、结合序列

1310和反应性部分1312。探针1314包含探针序列1316、衔接子序列1348和反应性部分1318。

探针1306的探针序列1308与靶区域1302互补。类似地，探针1314的探针序列1316与靶区域

1304互补。图13B示出与靶区域1302杂交的探针1306的探针序列1308和与靶区域1304杂交

的探针1314的探针序列1316。在一些情况下，探针1306的反应性部分1312和探针1314的反

应性部分1318彼此相邻。图13C示出通过反应性部分1312和1318的反应产生的连接部分

1320。在一些情况下，部分1312和1318化学地连接(例如，点击化学)，并且在其它情况下，酶

促连接(例如，连接酶，如splintR、KOD连接酶或T4连接酶)。连接的探针1306和1314包含探

针连接的核酸分子1330，其包含序列1310、1308、1316和1348。在一些情况下，探针连接的核

酸分子(例如，1230)可包含捕获探针结合结构域，所述捕获探针结合结构域包含与捕获探

针1202的捕获结构域1207互补的序列。在一些情况下，探针(例如，1306和或1314)可包含捕

获探针结合结构域，所述捕获探针结合结构域包含与捕获探针中存在的特定捕获结构域

(例如，捕获探针1202的1207)互补的序列。在一些实施方案中，本文的连接之前是间隙填充

(例如，如果探针1306和探针1314彼此不相邻)。在一些情况下，靶区域1302和1304彼此不相

邻并且可相隔1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个核苷酸。

[0294] 在一些方面，三个或更多个探针用于本文提供的模板化连接方法中。在一些实施

方案中，三个或更多个探针被设计成与靶序列杂交，使得所述三个或更多个探针彼此相邻

地杂交，以使得相邻探针的5'和3'端可连接。在一些实施方案中，可通过确定三个或更多个

探针是否在连接酶存在下连接来确定生物样品中靶序列的存在或不存在。

[0295] 在一些方面，探针是DNA探针。在一些方面，使用一对DNA探针。在一些实施方案中，

探针是双链探针或部分双链探针。在一些情况下，探针是嵌合DNA/RNA探针。在一些方面，探

针是核糖核苷酸修饰的DNA探针。关于示例性探针和核糖核苷酸修饰的DNA探针，参见例如，
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Zhang等人,Chem  Commun  2013年11月4日；49(85):10013‑5；美国专利号9,371,598；美国专

利申请公布号2019/0367997和2018/0237864。

[0296] 在一些方面，RNA模板花连接方法利用T4  RNA连接酶2来有效地连结在固定RNA靶

序列上原位杂交的相邻嵌合RNA‑DNA探针对。任选的后续处理(例如，用蛋白酶K或用RNA酶

H)释放模板化连接产物以用于下游分析(例如，捕获和在阵列结合的捕获探针上进行分

析)。

[0297] 本文提供了包括第一探针寡核苷酸和第二探针寡核苷酸(例如，模板化连接，如

RTL探针)的靶向核酸(例如，由其产生的RNA或cDNA分子)分析方法。第一和第二探针寡核苷

酸各自包含与目标分析物的序列互补的序列。在一些实施方案中，第一和第二探针寡核苷

酸结合至彼此相邻或在同一转录物上的互补序列。在一些实施方案中，第一探针寡核苷酸

和第二探针寡核苷酸所结合的互补序列彼此相距1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、约15、约20、约

25、约30、约35、约40、约45、约50、约55、约60、约65、约70、约75、约80、约85、约90、约95、约

100、约125、约150、约175、约200、约250、约300、约350、约400、约450、约500、约600、约700、

约800、约900或约1000个核苷酸。探针寡核苷酸之间的间隙可首先在连接之前填充，例如使

用Mu聚合酶、DNA聚合酶、RNA聚合酶、逆转录酶、VENT聚合酶、Taq聚合酶和/或它们的任何组

合、衍生物和变体(例如，工程化突变体)。在一些实施方案中，当第一和第二探针寡核苷酸

彼此相隔一个或多个核苷酸时，核糖核苷酸连接在所述第一与第二探针寡核苷酸之间。在

一些实施方案中，当第一和第二探针寡核苷酸彼此相隔一个或多个核苷酸时，脱氧核糖核

苷酸连接在所述第一与第二探针寡核苷酸之间。关于示例性探针和连接介导的反应和分

析，参见例如，美国专利申请公布号20200239874。

[0298] 在一些方面，本文公开了检测RNA表达的方法，所述方法包括使第一探针、第二探

针和连接酶(例如，T4  RNA连接酶)接触。在一些实施方案中，第一探针和第二探针被设计成

与靶序列杂交，使得第一探针的5'端和第二探针的3'端相邻并且可连接，其中第一探针的

至少5'‑末端核苷酸和第二探针的至少3'‑末端核苷酸是脱氧核糖核苷酸(DNA)，并且其中

靶序列是RNA分子(如mRNA分子)。在一些实施方案中，一个或多个探针可包含一种或多种核

糖核苷酸。杂交后，如果靶样品中存在靶序列，则连接酶(例如，T4  RNA连接酶)连接第一探

针和第二探针，但如果靶样品中不存在靶序列，则不连接第一探针和第二探针。可通过使用

例如本文别处描述的阵列结合的捕获剂分析连接的探针产物来确定生物样品中靶序列的

存在或不存在和空间定位。可使用多种方法中的任一种来确定第一和第二探针是否在连接

酶存在下连接，所述方法包括但不限于，对连接产物进行测序；使连接产物与检测探针杂

交，所述检测探针仅在所述第一和第二探针在连接酶存在下连接时杂交；限制酶分析；和本

领域已知的其它方法。

[0299] 在一些实施方案中，本文公开的第一和/或第二探针包含以下中的一者或多者：在

3'端的一个或多个核糖核酸碱基(例如，在3'端的至少两个核糖核酸碱基)；一个或多个功

能序列；在5'端的磷酸化核苷酸；和/或捕获探针结合结构域。在一些实施方案中，功能序列

是引物序列或引物结合序列。在一些实施方案中，功能序列包括可用于后续加工中的一个

或多个功能序列。在一些情况下，捕获探针结合结构域是与捕获探针中存在的特定捕获结

构域互补的序列。例如，如图13所示，结合序列1310可与图12中的捕获探针1202的捕获结构

域1207互补。在一些实施方案中，捕获探针结合结构域包含poly(A)序列。在一些实施方案

说　明　书 43/99 页

50

CN 115698324 A

50



中，捕获探针结合结构域包含聚尿苷序列、聚胸苷序列或两者。在一些实施方案中，捕获探

针结合结构域包含随机序列(例如，随机六聚体或八聚体)。在一些实施方案中，捕获探针结

合结构域与检测特定目标靶标的捕获探针中的捕获结构域互补。在一些实施方案中，提供

了与捕获探针结合结构域相互作用的捕获探针结合结构域阻断部分。在一些实施方案中，

捕获探针结合结构域阻断部分包含与捕获探针结合结构域互补或基本互补的序列。在一些

实施方案中，捕获探针结合结构域阻断部分防止捕获探针结合结构域在存在时结合捕获探

针。在一些实施方案中，在将捕获探针结合结构域(例如，存在于连接的探针中)与捕获探针

结合之前除去捕获探针结合结构域阻断部分。在一些实施方案中，捕获探针结合结构域阻

断部分包含聚尿苷序列、聚胸苷序列或两者。

[0300] 在一些实施方案中，第一探针寡核苷酸与分析物杂交。在一些实施方案中，第二探

针寡核苷酸与分析物杂交。在一些实施方案中，第一探针寡核苷酸和第二探针寡核苷酸两

者均与分析物杂交。杂交可在具有与探针寡核苷酸100％互补的序列的靶标处发生。在一些

实施方案中，杂交可在具有与探针寡核苷酸至少(例如至少约)80％、至少(例如至少约)

85％、至少(例如至少约)90％、至少(例如至少约)95％、至少(例如至少约)96％、至少(例如

至少约)97％、至少(例如至少约)98％或至少(例如至少约)99％互补的序列的靶标处发生。

在杂交后，在一些实施方案中，使第一探针寡核苷酸延伸。在杂交后，在一些实施方案中，使

第二探针寡核苷酸延伸。

[0301] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括在使第一和第二探针寡核苷酸杂交后的

洗涤步骤。洗涤步骤除去任何未结合的寡核苷酸并且可使用本领域已知的任何技术进行。

在一些实施方案中，预Hyb缓冲液用于洗涤样品。在一些实施方案中，使用磷酸盐缓冲液。在

一些实施方案中，进行多个洗涤步骤以除去未结合的寡核苷酸。

[0302] 在一些实施方案中，在探针寡核苷酸(例如，第一和第二探针寡核苷酸)与分析物

杂交后，将探针寡核苷酸(例如，第一探针寡核苷酸和第二探针寡核苷酸)连接在一起，从而

产生与分析物互补单个连接的探针。如本文所述，连接可以酶促或化学方式进行。

[0303] 在一些情况下，第一和第二探针寡核苷酸与分析物的第一和第二靶区域杂交，并

且使探针寡核苷酸经受核酸反应以将它们连接在一起。例如，可使用连接酶(例如，T4  RNA

连接酶(Rnl2)、splintR连接酶、单链DNA连接酶或T4  DNA连接酶)使探针经受酶促连接反

应。关于使用连接原位杂交(LISH)的分析，参见例如，Credle等人 ,Nucleic  Acids 

Research ,2017 ,第45卷,第14期e128；关于KOD连接酶的描述，参见例如Zhang  L .等人；

Archaeal  RNA  ligase  from  thermoccocus  kodakarensis  for  template  dependent 

ligation  RNA  Biol.2017；14(1):36–44。在酶促连接反应之后，第一和第二探针寡核苷酸

可被认为连接。

[0304] 在一些实施方案中，探针寡核苷酸(例如，第一探针寡核苷酸和第二探针寡核苷

酸)可各自包含反应性部分，使得在与靶标杂交并暴露于适当的连接条件后，所述探针寡核

苷酸可彼此连接。在一些实施方案中，包含反应性部分的探针寡核苷酸化学地连接。例如，

能够与核酸分子的第一靶区域杂交的探针寡核苷酸可包含第一反应性部分，并且能够与核

酸分子的第二靶区域杂交的探针寡核苷酸可包含第二反应性部分。当第一和第二探针寡核

苷酸与核酸分子的第一和第二靶区域杂交时，第一和第二反应性部分可彼此相邻。探针的

反应性部分可选自由以下组成的非限制性组：叠氮化物、炔烃、硝酮(例如，1,3‑硝酮)、应变
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烯烃(例如，反式环烯烃，如环辛烯或氧杂降冰片二烯)、四嗪、四唑、碘化物、硫代酸酯(例

如，硫代磷酸酯)、酸、胺和磷酸酯。例如，第一探针寡核苷酸的第一反应性部分可包含叠氮

化物部分，并且第二探针寡核苷酸的第二反应性部分可包含炔烃部分。第一和第二反应性

部分可反应形成连接部分。第一和第二反应性部分之间的反应可以是例如环加成反应，如

应变促进的叠氮化物‑炔烃环加成、铜催化的叠氮化物‑炔烃环加成、应变促进的炔烃‑硝酮

环加成、狄尔斯‑阿尔德(Diels‑Alder)反应、[3+2]环加成、[4+2]环加成或[4+1]环加成；硫

醇‑烯反应；亲核取代反应；或另一种反应。在一些情况下，第一和第二反应性部分之间的反

应可产生三唑部分或异噁唑啉部分。第一和第二反应性部分之间的反应可包括使反应性部

分经受合适的条件，如合适的温度、pH或压力，并提供用于所述反应的一种或多种试剂或催

化剂。例如，第一和第二反应性部分之间的反应可由铜催化剂、钌催化剂或诸如二氟辛炔、

二苄基环辛炔或二芳基氮杂环辛酮的应变物质催化。与核酸分子的第一靶区域杂交的第一

探针寡核苷酸的第一反应性部分和与核酸分子的第二靶区域杂交的第三探针寡核苷酸的

第二反应性部分之间的反应可连接第一探针寡核苷酸和第二探针寡核苷酸以提供连接的

探针。在连接后，第一和第二探针寡核苷酸可被认为连接。因此，第一和第二反应性部分的

反应可包括化学连接反应，如铜催化的5'叠氮化物与3'炔烃“点击”化学反应以在两种探针

寡核苷酸之间形成三唑键联。在其它非限制性实例中，碘化物部分可化学连接至硫代磷酸

酯部分以形成硫代磷酸酯键，酸可连接至胺以形成酰胺键，和/或磷酸酯和胺可连接以形成

氨基磷酸酯键。

[0305] 在一些实施方案中，使两个RTL探针(左手(LHS)和右手(RHS))与分析物(例如，靶

mRNA)接触并杂交。在使用连接酶(例如，Rnl2)连接两个RTL探针后，可使用RNA酶H酶促消化

靶RNA。在一些实施方案中，在章节IV中描述的原位测定之前或期间提供RTL探针。在一些实

施方案中，可进行透化步骤，可释放RTL探针并将其捕获在空间阵列上。在一些方面，RTL探

针的捕获序列与捕获探针杂交。杂交后，RTL探针在3'端延伸，从而产生RTL探针，所述探针

也具有空间条形码序列。扩增和测序鉴定RTL探针序列及其位置(例如，使用空间条形码序

列)。

[0306] B.捕获剂(例如，捕获探针)

[0307] 本文的捕获探针或捕获剂可包含能够捕获(直接或间接地)和/或标记生物样品中

的目标分析物(例如，第二靶核酸)的任何分子。在一些实施方案中，捕获探针是核酸或多

肽。在一些实施方案中，捕获探针是缀合物(例如，寡核苷酸‑抗体缀合物)。在一些实施方案

中，捕获探针包含条形码(例如，空间条形码和/或独特分子标识符(UMI))和捕获结构域。

[0308] 在一些实施方案中，生物样品中的分析物可在与捕获探针相互作用之前进行预加

工。例如，在与捕获探针相互作用之前，由聚合酶(例如，DNA聚合酶或逆转录酶)催化的聚合

反应在生物样品中进行。在一些实施方案中，用于聚合反应的引物包含增强与捕获探针的

杂交的官能团。捕获探针可包含适当的捕获结构域以捕获目标生物分析物(例如，poly(dT)

序列以捕获poly(A)mRNA)。

[0309] 在一些实施方案中，逆转录酶(RT)催化反应在一个或多个核酸探针与用于原位测

定模块的生物样品中的第一核酸靶标杂交期间发生。在一些实施方案中，RT反应将生物样

品中的一种或多种RNA分析物转化为用于原位测定模块和/或空间测定模块的DNA。在一些

实施方案中，一个或多个核酸探针包括与另一种探针连接或与其自身连接的探针。例如，使
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用RNA模板化和/或DNA模板化连接来连接挂锁探针。

[0310] 在一些实施方案中，逆转录酶(RT)催化的反应在核酸探针与另一探针或自身连接

后发生，其中所述核酸探针与用于原位测定模块的生物样品中的第一核酸靶杂交。在一些

实施方案中，RT反应将生物样品中的一种或多种RNA分析物转化为用于原位测定模块和/或

空间测定模块的DNA。

[0311] 在一些实施方案中，对生物分析物进行预加工以通过下一代测序产生文库。例如，

可通过添加修饰(例如，允许与捕获探针相互作用的序列的连接)来对分析物进行预加工。

在一些实施方案中，使用片段化技术(例如，使用转座酶和/或片段化缓冲液)使分析物(例

如，DNA或RNA)片段化。

[0312] 片段化之后可以是分析物的修饰。例如，修饰可以是通过连接允许与捕获探针杂

交的衔接子序列添加。在目标分析物为RNA的一些实施方案中，进行poly(A)加尾。向不含

poly(A)尾的RNA添加poly(A)尾可促进与捕获探针的杂交，所述捕获探针包含具有功能量

的poly(dT)序列的捕获结构域。

[0313] 在一些实施方案中，在与捕获探针相互作用之前，在生物样品中进行由连接酶催

化的连接反应。在一些实施方案中，连接可通过化学连接进行。在一些实施方案中，连接可

使用如下文进一步描述的点击化学进行。在一些实施方案中，捕获结构域包含与RNA分子具

有互补性的DNA序列，其中所述RNA分子与第二DNA序列具有互补性，并且其中RNA‑DNA序列

互补性用于将第二DNA序列与捕获结构域中的DNA序列连接。在这些实施方案中，RNA分子的

直接检测是可能的。

[0314] 在一些实施方案中，在与捕获探针相互作用之前，在生物样品中进行靶标特异性

反应。靶标特异性反应的实例包括但不限于靶标特异性衔接子、探针和/或其它寡核苷酸的

连接，使用对一种或多种分析物具有特异性的引物进行靶标特异性扩增，以及使用原位杂

交、DNA显微术进行靶标特异性检测，和/或抗体检测。在一些实施方案中，捕获探针包含靶

向靶标特异性产物(例如，扩增或连接)的捕获结构域。

[0315] 图12是示出如本文所述的捕获探针的实例的示意图。如所示，捕获探针1202任选

地通过裂解结构域1203(如二硫化物接头)偶联至特征1201。所述捕获探针可包含适用于后

续加工的功能序列，如功能序列1204，其可包含测序仪特异性流动池附接序列，例如P5序

列；以及功能序列1206，其可包含测序引物序列，例如R1引物结合位点。在一些实施方案中，

序列1204包含P7序列，并且序列1206包含R2引物结合位点。空间条形码1205可包含在捕获

探针中，以用于对靶分析物进行条形编码。通常可选择功能序列以与多种不同测序系统中

的任一种及其要求相容。可使用合适的功能序列的此类测序系统和技术的实例包括(但不

限于)Roche  454测序、Ion  Torrent  Proton或PGM测序、Illumina  X10测序、PacBio  SMRT测

序、Oxford  Nanopore测序和基于CMOS基的探测器(互补金属氧化物半导体)的测序。此外，

在一些实施方案中，可选择功能序列以与其它测序系统相容，包括非商业化测序系统，例如

基于合成法测序、杂交测序、连接法测序和/或结合测序的系统。

[0316] 在一些实施方案中，空间条形码1205、功能序列1204(例如，流动池附接序列)和

1206(例如，测序引物序列)对于附接至给定特征的所有探针可以是共同的。空间条形码还

可包含捕获结构域1207以促进靶分析物的捕获。

[0317] 在一些实施方案中，捕获探针可包含一个或多个可裂解捕获探针，其中裂解的捕
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获探针可进入非透化细胞中并结合至样品内的靶分析物。捕获探针可含有裂解结构域、细

胞穿透肽、报告分子和二硫键(‑S‑S‑)。在一些情况下，捕获探针还可包含空间条形码和捕

获结构域。

[0318] i.捕获结构域

[0319] 在一些实施方案中，每种捕获剂(例如，捕获探针)包含至少一个捕获结构域，所述

捕获结构域可包含特异性地结合至所需分析物的寡核苷酸、多肽、小分子或它们的任何组

合。在一些实施方案中，捕获结构域可用于捕获或检测所需的分析物，如核酸分子。

[0320] 在一些实施方案中，捕获结构域包含被配置成与一种或多种分析物，如一种或多

种不同类型的核酸(例如，RNA分子和DNA分子)相互作用的功能性核酸序列。在一些实施方

案中，功能性核酸序列可包括N‑聚体序列(例如，随机N‑聚体序列)，所述N‑聚体序列被配置

为与多种核酸分子(包括RNA和/或DNA分子)相互作用。在一些实施方案中，功能性序列可包

括poly(T)序列，所述poly(T)序列被配置为通过mRNA转录物的poly(A)尾与信使RNA(mRNA)

分子相互作用。在一些实施方案中，功能性核酸序列包含蛋白质(例如，转录因子、DNA结合

蛋白或RNA结合蛋白)的结合靶标，其中目标分析物包含蛋白质。在一些实施方案中，诸如蛋

白质分析物的非核酸分析物直接或间接地缀合至能够与捕获剂的捕获结构域相互作用的

核酸分子。

[0321] 捕获探针可包含核糖核苷酸和/或脱氧核糖核苷酸以及能够参与沃森‑克里克类

型或类似碱基对相互作用的合成核苷酸残基。在一些实施方案中，捕获结构域能够引发逆

转录反应以产生与捕获的RNA分子互补的cDNA。在一些实施方案中，捕获探针的捕获结构域

能够引发DNA延伸(聚合酶)反应以产生与捕获的DNA分子互补的DNA。在一些实施方案中，捕

获结构域可模板化捕获的DNA分子与直接或间接地固定在基底上的表面探针之间的连接反

应。在一些实施方案中，捕获结构域可连接至捕获的DNA分子的一条链。例如，splintR连接

酶连同RNA或DNA序列(例如，简并RNA)可用于将单链DNA或RNA连接至捕获结构域。在一些实

施方案中，具有RNA模板化连接酶活性的连接酶，例如splintR连接酶、T4  RNA连接酶2或KOD

连接酶，可用于将单链DNA或RNA连接至捕获结构域。在一些实施方案中，捕获结构域包含夹

板寡核苷酸。在一些实施方案中，捕获结构域捕获夹板寡核苷酸。

[0322] 在一些实施方案中，捕获结构域位于捕获探针的3'端并且包含可例如通过模板依

赖性聚合而延伸的游离3'端，以形成如本文所述的延伸的捕获探针。在一些实施方案中，捕

获结构域包含能够与存在于与阵列接触的组织样品的细胞中的核酸(例如RNA或其它分析

物)杂交的核苷酸序列。在一些实施方案中，可选择或设计捕获结构域以选择性地或特异性

地结合至靶核酸。例如，可选择或设计捕获结构域以通过与mRNA  poly(A)尾杂交来捕获

mRNA。因此，在一些实施方案中，捕获结构域包含poly(T)DNA寡核苷酸，即通过磷酸二酯键

连接的一系列连续脱氧胸苷残基，其能够与mRNA的poly(A)尾杂交。在一些实施方案中，捕

获结构域可包含在功能上或结构上类似于poly(T)尾的核苷酸。例如，poly(U)寡核苷酸或

包括脱氧胸苷类似物的寡核苷酸。在一些实施方案中，捕获结构域包含至少10、11、12、13、

14、15、16、17、18、19或20个核苷酸。在一些实施方案中，捕获结构域包含至少25、30或35个

核苷酸。

[0323] 在一些实施方案中，随机序列(例如随机六聚体或类似序列)可用于形成捕获结构

域的全部或部分。例如，随机序列可与poly(T)(或poly(T)类似物)序列结合使用。因此，当
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捕获结构域包含poly(T)(或“poly(T)样”)寡核苷酸时，它还可包含随机寡核苷酸序列(例

如，“poly(T)‑随机序列”探针)。例如，这可位于poly(T)序列的5'或3'，例如在捕获结构域

的3'端。poly(T)‑随机序列探针可促进mRNA  poly(A)尾的捕获。在一些实施方案中，捕获结

构域可以是完全随机的序列。在一些实施方案中，可使用简并捕获结构域。

[0324] 在一些实施方案中，两个或更多个捕获探针的库形成混合物，其中一个或多个捕

获探针的捕获结构域包含poly(T)序列，并且一个或多个捕获探针的捕获结构域包含随机

序列。在一些实施方案中，两个或更多个捕获探针的库形成混合物，其中一个或多个捕获探

针的捕获结构域包含poly(T)样序列，并且一个或多个捕获探针的捕获结构域包含随机序

列。在一些实施方案中，两个或更多个捕获探针的库形成混合物，其中一个或多个捕获探针

的捕获结构域包含poly(T)‑随机序列，并且一个或多个捕获探针的捕获结构域包含随机序

列。在一些实施方案中，可将具有简并捕获结构域的探针添加至本文列出的任何前述组合

中。在一些实施方案中，具有简并捕获结构域的探针可取代本文所述的每一对中的探针之

一。

[0325] 捕获结构域可基于其被设计为捕获的特定基因序列或特定基序序列或共同/保守

序列(即，序列特异性捕获结构域)。因此，在一些实施方案中，捕获结构域能够选择性地结

合至所需的核酸亚型或亚群，例如特定类型的RNA，如mRNA、rRNA、tRNA、SRP  RNA、tmRNA、

snRNA、snoRNA、SmY  RNA、scaRNA、gRNA、RNA酶P、RNA酶MRP、TERC、SL  RNA、aRNA、顺式‑NAT、

crRNA、lncRNA、miRNA、piRNA、siRNA、shRNA、tasiRNA、rasiRNA、7SK、eRNA、ncRNA或其它类型

的RNA。在一个非限制性实例中，捕获结构域能够选择性地结合至所需的核糖核酸亚群，例

如微生物组RNA，如16SrRNA。

[0326] 在一些实施方案中，捕获结构域包含“锚”或“锚定序列”，其是被设计用于确保捕

获结构域与预期生物分析物杂交的核苷酸序列。在一些实施方案中，锚定序列包括核苷酸

序列，包括1‑聚体、2‑聚体、3‑聚体或更长的序列。在一些实施方案中，短序列是随机的。例

如，包含poly(T)序列的捕获结构域可被设计用于捕获mRNA。在此类实施方案中，锚定序列

可包括有助于确保poly(T)捕获结构域与mRNA杂交的随机3‑聚体(例如，GGG)。在一些实施

方案中，锚定序列可以是VN、N或NN。可替代地，可使用特定核苷酸序列来设计序列。在一些

实施方案中，锚定序列位于捕获结构域的3'端。在一些实施方案中，锚定序列位于捕获结构

域的5'端。

[0327] 在一些实施方案中，捕获探针的捕获结构域在使生物样品与阵列接触之前被封

闭，并且当生物样品中的核酸在其被捕获在阵列上之前进行修饰时使用封闭探针。在一些

实施方案中，封闭探针用于封闭或修饰捕获结构域的游离3'端。在一些实施方案中，封闭探

针可与捕获探针杂交以掩蔽捕获结构域的游离3'端，例如发夹探针或部分双链探针。在一

些实施方案中，捕获结构域的游离3'端可通过化学修饰进行封闭，例如添加叠氮甲基作为

化学可逆加帽部分，使得捕获探针不包含游离3'端。在使生物样品与阵列接触之前封闭或

修饰捕获探针，特别是在捕获结构域的游离3'端，防止对捕获探针的修饰，例如，防止将

poly(A)尾添加至捕获探针的游离3'端。

[0328] 3'修饰的非限制性实例包括双脱氧C‑3'(3'‑ddC)、3'反向dT、3'C3间隔区、3'氨基

和3'磷酸化。在一些实施方案中，生物样品中的核酸可进行修饰，使得它可被捕获结构域捕

获。例如，可将衔接子序列(包含能够与捕获探针的捕获结构域结合的结合结构域)添加至
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核酸，例如片段化基因组DNA的末端。在一些实施方案中，这通过衔接子序列的连接或核酸

的延伸来实现。在一些实施方案中，使用酶在核酸序列的末端并入额外的核苷酸，例如poly

(A)尾。在一些实施方案中，捕获探针可进行可逆地掩蔽或修饰，使得捕获探针的捕获结构

域不包含游离3'端。在一些实施方案中，3'端被除去、修饰或使其不可接近，使得捕获结构

域对用于修饰生物样品的核酸的过程(例如连接或延伸)不敏感。

[0329] 在一些实施方案中，对捕获探针的捕获结构域进行修饰以允许除去在生物样品的

核酸分子的修饰期间发生的对捕获探针的任何修饰。在一些实施方案中，捕获探针可包含

捕获结构域下游(即捕获结构域的3')的额外序列，即阻断结构域。

[0330] 在一些实施方案中，捕获探针的捕获结构域可以是非核酸结构域。不完全基于核

酸的合适捕获结构域的实例包括但不限于模拟本文所述的任何捕获结构域的功能的蛋白

质、肽、适体、抗原、抗体和分子类似物。

[0331] ii.裂解结构域

[0332] 每个捕获探针可任选地包含至少一个裂解结构域。裂解结构域代表用于将探针可

逆地附接至阵列特征的探针的部分，如下文将进一步描述的。此外，捕获探针的一个或多个

区段或区域可任选地通过裂解结构域的裂解而从阵列特征释放。作为实例，空间条形码和/

或通用分子标识符(UMI)可通过裂解结构域的裂解而释放。

[0333] 在一些实施方案中，将捕获探针连接至特征的裂解结构域是二硫键。可添加还原

剂以使二硫键断裂，从而导致捕获探针从特征释放。作为另一个实例，加热也可导致裂解结

构域的降解和附接的捕获探针从阵列特征的释放。在一些实施方案中，激光辐射用于加热

和降解特定位置的捕获探针的裂解结构域。在一些实施方案中，裂解结构域是光敏化学键

(即，当暴露于光如紫外光时解离的化学键)。

[0334] 裂解结构域的其它实例包括不稳定的化学键，如但不限于酯键联(例如，可用酸、

碱或羟胺裂解)、邻位二醇键联(例如，可经由高碘酸钠裂解)、狄尔斯‑阿尔德(Diels‑

Alder)键联(例如，可经由热裂解)、砜键联(例如，可经由碱裂解)、甲硅烷基醚键联(例如，

可经由酸裂解)、糖苷键联(例如，可经由淀粉酶裂解)、肽键联(例如，可经由蛋白酶裂解)或

磷酸二酯键联(例如，可经由核酸酶(例如，DNA酶)裂解)。

[0335] 在一些实施方案中，裂解结构域包含由能够裂解核酸分子，例如能够破坏两个或

更多个核苷酸之间的磷酸二酯键联的一种或多种酶识别的序列。键可通过其它核酸分子靶

向酶，如限制酶(例如，限制性核酸内切酶)裂解。例如，裂解结构域可包含限制性核酸内切

酶(限制酶)识别序列。限制酶在称为限制性位点的特定识别核苷酸序列处切割双链或单链

DNA。在一些实施方案中，稀有切割限制酶，即具有长识别位点(长度至少8个碱基对)的酶用

于降低在捕获探针中的其它地方裂解的可能性。

[0336] 在一些实施方案中，裂解结构域包含poly(U)序列，其可被尿嘧啶DNA糖基化酶

(UDG)和DNA糖基化酶‑裂解酶核酸内切酶VIII的混合物(商业上称为USERTM酶)裂解。可释放

的捕获探针一旦释放就可用于反应。因此，例如，可激活捕获探针可通过从特征释放捕获探

针来激活。

[0337] 在捕获探针例如通过表面探针间接地附接至基底的一些实施方案中，裂解结构域

包含一个或多个错配核苷酸，使得表面探针和捕获探针的互补部分不是100％互补(例如，

错配碱基对的数量可以是一个、两个或三个碱基对)。这种错配例如通过MutY和T7核酸内切
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酶I识别，这导致核酸分子在错配位置处裂解。

[0338] 在捕获探针例如通过表面探针间接地附接至特征的一些实施方案中，裂解结构域

包含切口酶识别位点或序列。切口酶是仅裂解DNA双链体的单链的核酸内切酶。因此，裂解

结构域可包含靠近表面探针的5'端(和/或捕获探针的5'端)的切口酶识别位点，使得表面

探针或捕获探针的裂解使所述表面探针与捕获探针之间的双链体不稳定，从而从特征释放

捕获探针。

[0339] 在捕获探针直接附接至特征的一些实施方案中，也可使用切口酶。例如，可使基底

与杂交至捕获探针的裂解结构域的核酸分子接触以提供或重构切口酶识别位点，例如裂解

辅助探针。因此，与切口酶接触将导致裂解结构域的裂解，从而从特征释放捕获探针。此类

裂解辅助探针也可用于提供或重构用于其它裂解酶，例如限制酶的裂解识别位点。

[0340] 一些切口酶通过结合至并识别特定核苷酸识别序列而仅在DNA分子上的特定位点

引入单链切口。已经发现了许多天然存在的切口酶，目前已经确定了其中至少四者的序列

识别性质。切口酶在美国专利号6,867,028中进行了描述，所述专利以引用的方式整体并入

本文。一般而言，任何合适的切口酶可用于结合至裂解结构域的互补切口酶识别位点。使用

后，切口酶可从测定中除去或在释放捕获探针后失活，以防止捕获探针的不希望的裂解。

[0341] 不完全基于核酸的合适捕获结构域的实例包括但不限于模拟本文所述的任何捕

获结构域的功能的蛋白质、肽、适体、抗原、抗体和分子类似物。

[0342] 在一些实施方案中，捕获探针不存在裂解结构域。具有缺少裂解结构域的附接捕

获探针的底物的实例例如在Macosko  et  al.,(2015)Cell  161,1202–1214中进行了描述，

所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0343] 在一些实施方案中，对应于裂解结构域的捕获探针的区域可用于一些其它功能。

例如，可包含用于核酸延伸或扩增的额外区域，裂解结构域将通常位于所述额外区域中。在

此类实施方案中，区域可补充功能结构域或甚至作为额外功能结构域存在。在一些实施方

案中，存在裂解结构域，但其使用是任选的。

[0344] iii.功能结构域

[0345] 每个捕获探针可任选地包含至少一个功能结构域。每个功能结构域通常包含用于

整个分析程序中的下游分析步骤的功能性核苷酸序列。

[0346] 在一些情况下，核酸分子可包含一个或多个功能序列。例如，功能序列可包含用于

附接至测序流动池的序列，例如用于 测序的P5序列。在一些情况下，核酸分子或

其衍生物(例如，从核酸分子产生的寡核苷酸或多核苷酸)可包含另一个功能序列，例如，用

于附接至测序流动池以进行Illumina测序的P7序列。在一些情况下，功能序列可包含一个

条形码序列或多个条形码序列。在一些情况下，功能序列可包含独特分子标识符(UMI)。在

一些情况下，功能序列可包含引物序列(例如，用于Illumina测序的R1引物序列、用于

Illumina测序的R2引物序列等)。在一些情况下，功能序列可包含部分序列，如部分条形码

序列、部分锚定序列、部分测序引物序列(例如，部分R1序列、部分R2序列等)、被配置为附接

至测序仪的流动池的部分序列(例如，部分P5序列、部分P7序列等)，或本文别处描述的任何

其它类型序列的部分序列。例如，部分序列可含有全序列的连续或连续部分或区段，但不是

全部。在一些情况下，下游程序可使部分序列或其衍生物延伸，以实现部分序列或其衍生物

的全序列。此类捕获探针及其用途的实例在美国专利公布号2014/0378345和2015/0376609
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中进行了描述，所述专利各自的全部内容以引用的方式并入本文。可选择功能结构域以与

各种不同的测序系统，例如454测序、Ion  Torrent  Proton或PGM、Illumina  X10等，或来自

Illumina、BGI、Qiagen、Thermo‑Fisher、PacBio和Roche的其它平台及其要求相容。

[0347] iv.空间条形码

[0348] 如上所论述，捕获探针可包含一个或多个空间条形码(例如，两个或更多个、三个

或更多个、四个或更多个、五个或更多个)空间条形码。“空间条形码”是充当传达或能够传

达空间信息的标签或标识符的连续核酸区段或两个或更多个非连续核酸区段。在一些实施

方案中，捕获探针包含具有空间方面的空间条形码，其中所述条形码与阵列内的特定位置

或基底上的特定位置相关联。示例性空间条形码在美国专利号10,030,261中进行了描述，

所述专利以引用的方式并入本文。

[0349] 空间条形码可以是分析物的一部分，或独立于分析物(即，捕获探针的一部分)。空

间条形码可以是附接至分析物(例如，核酸分子)的标签或除分析物的内源性特征(例如，分

析物或末端序列的大小)以外的标签的组合。空间条形码可以是独特的。在空间条形码是独

特的一些实施方案中，空间条形码用作与一个特定捕获探针相关联的空间条形码和独特分

子标识符(UMI)两者。

[0350] 空间条形码可具有多种不同的格式。例如，空间条形码可包括：多核苷酸空间条形

码；随机核酸和/或氨基酸序列；和合成核酸和/或氨基酸序列。在一些实施方案中，空间条

形码以可逆或不可逆的方式附接至分析物。在一些实施方案中，在样品的测序之前、期间

和/或之后，将空间条形码添加至例如DNA或RNA样品的片段。在一些实施方案中，空间条形

码允许鉴定和/或定量单独测序读数。在一些实施方案中，空间条形码用作荧光条形码，荧

光标记的寡核苷酸探针与所述空间条形码杂交。

[0351] 在一些实施方案中，空间条形码是基本上不与生物样品中的分析物核酸分子杂交

的核酸序列。在一些实施方案中，空间条形码与生物样品中的核酸分子的实质部分(例如，

80％或更多)中的核酸序列具有小于80％序列同一性(例如，小于70％、60％、50％或小于

40％序列同一性)。

[0352] 空间条形码序列可在捕获探针的序列内包含约6至约20个或更多个核苷酸。在一

些实施方案中，空间条形码序列的长度可以是约6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20个核苷酸或更长。在一些实施方案中，空间条形码序列的长度可以是至少约6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20个核苷酸或更长。在一些实施方案中，空间条形码序

列的长度是至多约6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20个核苷酸或更短。

[0353] 这些核苷酸可以是完全连续的，即在相邻核苷酸的单段中，或者它们可分成两个

或更多个被1个或多个核苷酸分开的单独子序列。在一些情况下，分开的空间条形码子序列

的长度可以是约4至约16个核苷酸。在一些实施方案中，空间条形码子序列可以是约4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13、14、15、16个核苷酸或更长。在一些实施方案中，空间条形码子序列可

以是至少约4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16个核苷酸或更长。在一些实施方案中，空

间条形码子序列可以是至多约4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16个核苷酸或更短。

[0354] 对于附接至共同阵列特征的多个捕获探针，所述多个捕获探针中的一个或多个空

间条形码序列可包括对于偶联至所述特征的所有捕获探针都相同的序列，和/或在偶联至

所述特征的所有捕获探针之间不同的序列。在一些实施方案中，附接至共同阵列特征的多
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个捕获探针可具有相同空间条形码，但具有不同的捕获结构域，所述捕获结构域被设计为

将特征的空间条形码与多于一种靶分析物相关联。例如，特征可与两种、三种、四种、五种、

六种、七种、八种、九种、十种或更多种不同类型的带空间条形码的捕获探针偶联，每种类型

的带空间条形码的捕获探针都具有空间条形码。在一些方面，捕获‑探针带条形码构建体可

被定制用于分析与核酸相关并且能够与这种构建体结合的任何给定分析物。在一些实施方

案中，分析物是能够与本文公开的带空间条形码的捕获探针结合的核酸分析物。在一些实

施方案中，分析物是共价或非共价连接至能够与本文公开的带空间条形码的捕获探针结合

的核酸的非核酸分析物(例如，蛋白质分析物)。例如，本文公开的方法可包括同时分析多种

分析物，包括但不限于：DNA、RNA(例如，mRNA和/或非编码RNA)、细胞表面或细胞内蛋白质和

代谢物、条形码标记剂或它们的任何组合。

[0355] 附接至单个阵列特征的捕获探针可包含相同(或共同)的空间条形码序列、不同的

空间条形码序列或两者的组合。附接至特征的捕获探针可包含多组捕获探针。给定组的捕

获探针可包含相同的空间条形码序列。相同的空间条形码序列可不同于另一组的捕获探针

的空间条形码序列。

[0356] 多个捕获探针可包含与空间阵列上的特定位置相关联的空间条形码序列(例如，

核酸条形码序列)。例如，第一多个捕获探针可基于第一区域内的捕获探针共有的空间条形

码序列而与第一区域相关联，并且第二多个捕获探针可基于第二区域内的捕获探针共有的

空间条形码序列而与第二区域相关联。第二区域可以或可以不与第一区域相关联。额外的

多个捕获探针可与其它区域内的捕获探针共有的空间条形码序列相关联。在一些实施方案

中，空间条形码序列在多个捕获探针分子中可以是相同的。

[0357] 在一些实施方案中，多个不同的空间条形码并入单个阵列捕获探针中。例如，一组

混合但已知的空间条形码序列可通过提供位置身份的重复或独立确认来向给定斑点或位

置提供空间条形码的更强寻址或归属。在一些实施方案中，多个空间条形码代表特定阵列

点位置的增加特异性。

[0358] v.独特分子标识符

[0359] 捕获探针可包含一个或多个(例如，两个或更多个、三个或更多个、四个或更多个、

五个或更多个)独特分子标识符(UMI)。独特分子标识符是用作特定分析物或结合特定分析

物(例如，通过捕获结构域)的捕获探针的标记或标识符的连续核酸区段或两个或更多个非

连续核酸区段。

[0360] UMI可以是独特的。UMI可包含一个或多个特异性多核苷酸序列、一个或多个随机

核酸和/或氨基酸序列和/或一个或多个合成核酸和/或氨基酸序列。

[0361] 在一些实施方案中，UMI是基本上不与生物样品中的分析物核酸分子杂交的核酸

序列。在一些实施方案中，UMI与生物样品中的核酸分子的实质部分(例如，80％或更多)中

的核酸序列具有小于80％序列同一性(例如，小于70％、60％、50％或小于40％序列同一

性)。

[0362] UMI可在捕获探针的序列内包含约6至约20个或更多个核苷酸。在一些实施方案

中，UMI序列的长度可以是约6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20个核苷酸或更

长。在一些实施方案中，UMI序列的长度可以是至少约约6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20个核苷酸或更长。在一些实施方案中，UMI序列的长度是至多约6、7、8、9、10、
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11、12、13、14、15、16、17、18、19、20个核苷酸或更短。

[0363] 这些核苷酸可以是完全连续的，即在相邻核苷酸的单段中，或者它们可分成两个

或更多个被1个或多个核苷酸分开的单独子序列。在一些情况下，UMI子序列的长度可以是

约4至约16个核苷酸。在一些实施方案中，UMI子序列可以是约4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14、15、16个核苷酸或更长。在一些实施方案中，UMI子序列可以是至少约4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16个核苷酸或更长。在一些实施方案中，UMI子序列可以是至多约4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13、14、15、16个核苷酸或更短。

[0364] 在一些实施方案中，UMI以可逆或不可逆的方式附接至分析物。在一些实施方案

中，在分析物的测序之前、期间和/或之后，将UMI添加至例如DNA或RNA样品的片段。在一些

实施方案中，UMI允许鉴定和/或定量单独测序读数。在一些实施方案中，UMI用作荧光条形

码，荧光标记的寡核苷酸探针与所述UMI杂交。

[0365] vi.捕获探针的其它方面

[0366] 对于附接至阵列特征的捕获探针，单个阵列特征可包括一个或多个捕获探针。在

一些实施方案中，单个阵列特征包括数百或数千个捕获探针。在一些实施方案中，捕获探针

与特定单个特征相关联，其中单个特征含有捕获探针，所述捕获探针包含对阵列上的限定

区域或位置而言独特的空间条形码。

[0367] 在一些实施方案中，特定特征可含有捕获探针，所述捕获探针多于一个空间条形

码(例如，特定特征处的一个捕获探针可包含与同一特定特征处的另一个捕获探针中包含

的空间条形码不同的空间条形码，同时两个捕获探针均包含第二共同空间条形码)，其中每

个空间条形码对应于阵列上的特定限定区域或位置。例如，与阵列上的一个特定特征相关

联的多个空间条形码序列可通过提供位置的重复或独立确认来向给定位置提供更强寻址

或归属。在一些实施方案中，多个空间条形码代表特定阵列点位置的增加特异性。在非限制

性实例中，特定阵列点可用两个不同的空间条形码编码，其中每个空间条形码标识阵列内

的特定限定区域，并且具有两个空间条形码的阵列点标识其中两个限定区域重叠的子区

域，例如，如维恩图的重叠部分。

[0368] 在另一个非限制性实例中，特定阵列点可用三个不同的空间条形码编码，其中第

一空间条形码标识阵列内的第一区域，第二空间条形码标识第二区域，其中第二区域是完

全在所述第一区域内的子区域，并且第三空间条形码标识第三区域，其中所述第三区域是

完全在所述第一和第二子区域内的子区域。

[0369] 在一些实施方案中，附接至阵列特征的捕获探针从阵列特征释放以用于测序。可

替代地，在一些实施方案中，捕获探针保持附接至阵列特征，并且在保持附接至阵列特征的

同时对探针进行测序。捕获探针的测序的其它方面在本公开的后续章节中描述。

[0370] 在一些实施方案中，阵列特征可包括附接至所述特征的不同类型的捕获探针。例

如，阵列特征可包括具有被设计为与一种类型的分析物结合的捕获结构域的第一类型的捕

获探针，以及具有被设计为与第二类型的分析物结合的捕获结构域的第二类型的捕获探

针。一般而言，阵列特征可包括附接至单个阵列特征的一种或多种(例如，两种或更多种、三

种或更多种、四种或更多种、五种或更多种、六种或更多种、八种或更多种、十种或更多种、

12种或更多种、15种或更多种、20种或更多种、30种或更多种、50种或更多种)不同类型的捕

获探针。
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[0371] 在一些实施方案中，捕获探针是核酸。在一些实施方案中，捕获探针通过其5'端附

接至阵列特征。在一些实施方案中，捕获探针从5'至3'端包含：一个或多个条形码(例如，空

间条形码和/或UMI)和一个或多个捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针从5'至3'端包

含：一个条形码(例如，空间条形码或UMI)和一个捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针

从5'至3'端包含：可裂解结构域、功能结构域、一个或多个条形码(例如，空间条形码和/或

UMI)和捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针从5'至3'端包含：可裂解结构域、功能结

构域、一个或多个条形码(例如，空间条形码和/或UMI)、第二功能结构域和捕获结构域。在

一些实施方案中，捕获探针从5'至3'端包含：可裂解结构域、功能结构域、空间条形码、UMI

和捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针不包含空间条形码。在一些实施方案中，捕获

探针不包含UMI。在一些实施方案中，捕获探针包含用于起始测序反应的序列。

[0372] 在一些实施方案中，捕获探针通过其3'端固定在特征上。在一些情况下，捕获探针

包含：衔接子序列‑条形码(例如，空间条形码)‑任选的独特分子标识符(UMI)序列‑捕获结

构域。在一些实施方案中，捕获探针从3'至5'端包含：一个或多个条形码(例如，空间条形码

和/或UMI)和一个或多个捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针从3'至5'端包含：一个

条形码(例如，空间条形码或UMI)和一个捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针从3'至

5'端包含：可裂解结构域、功能结构域、一个或多个条形码(例如，空间条形码和/或UMI)和

捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针从3'至5'端包含：可裂解结构域、功能结构域、空

间条形码、UMI和捕获结构域。

[0373] 在一些实施方案中，捕获探针包含原位合成的寡核苷酸。在一些实施方案中，原位

合成的寡核苷酸包含一个或多个恒定序列，其中一者或多者充当引发序列(例如，用于扩增

靶核酸的引物)。在一些实施方案中，恒定序列是可裂解序列。在一些实施方案中，原位合成

的寡核苷酸包含条形码序列，例如可变条形码序列。在一些实施方案中，原位合成的寡核苷

酸附接至阵列的特征。

[0374] 在一些实施方案中，捕获探针是两个或更多个寡核苷酸序列，例如连接在一起的

两个或更多个寡核苷酸序列的产物。在一些实施方案中，寡核苷酸序列中的一者是原位合

成的寡核苷酸。

[0375] 在一些实施方案中，捕获探针包含夹板寡核苷酸。可使用夹板寡核苷酸和本领域

已知的或本文描述的任何种类的连接酶(例如，splintR连接酶)将两个或更多个寡核苷酸

连接在一起。

[0376] 在一些实施方案中，寡核苷酸中的一者包含：恒定序列(例如，与夹板寡核苷酸的

一部分互补的序列)、简并序列和捕获结构域(例如，如本文所述)。在一些实施方案中，通过

使酶在寡核苷酸序列的末端添加多核苷酸来产生捕获探针。捕获探针可包含简并序列，所

述简并序列可充当独特分子标识符。

[0377] 捕获探针可包含简并序列，所述简并序列是其中核苷酸序列的一些位置含有许多

可能的碱基的序列。简并序列可以是包含约或至少5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20、25、30、35、40、45或50个核苷酸的简并核苷酸序列。在一些实施方案中，核苷酸序

列在核苷酸序列内含有1、2、3、4、5、6、7、8、9、0、10、15、20、25个或更多个简并位置。在一些

实施方案中，简并序列用作UMI。

[0378] 在一些实施方案中，捕获探针包含限制性核酸内切酶识别序列或可通过特定酶活
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性裂解的核苷酸序列。例如，尿嘧啶序列可通过特定酶活性裂解。作为另一个实例，其它经

修饰的碱基(例如，通过甲基化修饰的)可被特定核酸内切酶识别并裂解。可使捕获探针经

受酶促裂解，所述酶促裂解除去封闭结构域和在修饰过程中添加至捕获探针的3'端的任何

额外核苷酸。封闭结构域的除去展示和/或恢复捕获探针的捕获结构域的游离3'端。在一些

实施方案中，可除去额外的核苷酸以展示和/或恢复捕获探针的捕获结构域的3'端。

[0379] 在一些实施方案中，封闭结构域可在其合成时或在其合成之后并入捕获探针中。

捕获结构域的末端核苷酸是可逆终止子核苷酸(例如，3'‑O‑封闭的可逆终止子和3'‑未封

闭的可逆终止子)，并且可在探针合成期间或之后包含在捕获探针中。

[0380] vii.延伸的捕获探针

[0381] “延伸的捕获探针”是具有扩大的核酸序列的捕获探针。例如，在捕获探针包含核

酸的情况下，“延伸的3'端”指示向捕获探针的最3'核苷酸添加另外的核苷酸以延伸捕获探

针的长度，例如，通过用于延伸核酸分子的标准聚合反应，包括由聚合酶(例如，DNA聚合酶

或逆转录酶)催化的模板化聚合。

[0382] 在一些实施方案中，延伸捕获探针包括从捕获的(杂交的)RNA产生cDNA。此过程涉

及杂交的核酸的互补链的合成，例如基于捕获的RNA模板(与捕获探针的捕获结构域杂交的

RNA)产生cDNA。因此，在延伸捕获探针(例如cDNA产生)的初始步骤中，捕获的(杂交的)核酸

(例如RNA)充当延伸(例如逆转录)步骤的模板。

[0383] 在一些实施方案中，使用逆转录延伸捕获探针。例如，逆转录包括使用逆转录酶从

RNA，例如(信使RNA)合成cDNA(互补或拷贝DNA)。在一些实施方案中，当组织仍在适当位置

时进行逆转录，从而产生分析物文库，其中所述分析物文库包括来自相邻捕获探针的空间

条形码。在一些实施方案中，使用一种或多种DNA聚合酶延伸捕获探针。

[0384] 在一些实施方案中，捕获探针的捕获结构域包含用于产生与捕获探针杂交的核酸

的互补链的引物，例如用于DNA聚合酶和/或逆转录的引物。通过延伸反应产生的核酸(例

如，DNA和/或cDNA)分子并入捕获探针的序列。捕获探针的延伸，例如DNA聚合酶和/或逆转

录反应可使用多种合适的酶和方案进行。

[0385] 在一些实施方案中，产生全长DNA(例如cDNA)分子。在一些实施方案中，“全长”DNA

分子是指整个捕获的核酸分子。然而，如果核酸(例如RNA)在组织样品中部分降解，则捕获

的核酸分子的长度将与组织样品中的初始RNA不同。在一些实施方案中，对延伸的探针(例

如第一链cDNA分子)的3'端进行修饰。例如，可将接头或衔接子连接至延伸的探针的3'端。

这可使用单链连接酶，如T4  RNA连接酶或CircligaseTM(可从Epicentre  Biotechnologies,

Madison,WI获得)来实现。在一些实施方案中，模板转换寡核苷酸用于延伸cDNA以产生全长

cDNA(或尽可能接近全长cDNA)。在一些实施方案中，第二链合成辅助探针(能够与延伸的捕

获探针的3'端杂交的部分双链DNA分子)可使用双链连接酶，如T4  DNA连接酶连接至延伸的

探针(例如第一链cDNA)分子的3'端。适用于连接步骤的其它酶是本领域已知的，并且包括

例如Tth  DNA连接酶、Taq  DNA连接酶、热球菌属(菌株9°N)DNA连接酶(9°NTM  DNA连接酶，New 

England  Biolabs)、AmpligaseTM(可从Epicentre  Biotechnologies,Madison,WI获得)和

splintR(可从New  England  Biolabs ,Ipswich,MA获得)。在一些实施方案中，多核苷酸尾

(例如poly(A)尾)并入延伸的探针分子的3'端。在一些实施方案中，使用末端转移酶活性酶

并入多核苷酸尾。
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[0386] 在一些实施方案中，在扩增和/或分析，例如序列分析之前，处理双链延伸的捕获

探针以除去任何未延伸的捕获探针。这可通过多种方法来实现，例如使用酶，来如核酸外切

酶或纯化柱降解未延伸的探针。

[0387] 在一些实施方案中，扩增延伸的捕获探针以产生足以用于例如通过DNA测序进行

分析的量。在一些实施方案中，延伸的捕获探针(例如，DNA和/或cDNA分子)的第一链充当扩

增反应(例如，聚合酶链反应)的模板。

[0388] 在一些实施方案中，扩增反应使用包含亲和基团的引物将亲和基团并入延伸的捕

获探针(例如，RNA‑cDNA杂合体)上。在一些实施方案中，引物包含亲和基团，并且延伸的捕

获探针包含亲和基团。亲和基团可对应于先前描述的任何亲和基团。

[0389] 在一些实施方案中，包含亲和基团的延伸的捕获探针可偶联至对亲和基团具有特

异性的阵列特征。在一些实施方案中，基底可包括抗体或抗体片段。在一些实施方案中，阵

列特征包含抗生物素蛋白或链霉抗生物素蛋白，并且亲和基团包含生物素。在一些实施方

案中，阵列特征包含麦芽糖，并且亲和基团包含麦芽糖结合蛋白。在一些实施方案中，阵列

特征包含麦芽糖结合蛋白，并且亲和基团包含麦芽糖。在一些实施方案中，扩增延伸的捕获

探针可起到从阵列特征释放延伸的探针的作用，只要延伸的探针的拷贝不附接至所述阵列

特征。

[0390] 在一些实施方案中，延伸的捕获探针或其互补序列或扩增子从阵列特征释放。从

阵列特征释放延伸的捕获探针或其互补序列或扩增子的步骤可以多种方式实现。在一些实

施方案中，延伸的捕获探针或其互补序列通过核酸裂解和/或通过变性(例如通过加热使双

链分子变性)而从特征释放。

[0391] VI.标记剂

[0392] 在一些实施方案中，本文提供了用于使用分析物捕获剂对生物分析物(例如，RNA、

DNA和细胞表面或细胞内蛋白质和/或代谢物)进行空间谱分析的方法、组合物、装置和试剂

盒。在一些实施方案中，分析物捕获剂(有时也称为“标记剂”)可包括与分析物(例如，样品

中的分析物)和捕获剂(例如附接至基底的捕获探针)相互作用以鉴定分析物的剂。在一些

实施方案中，可在本文提供的原位测定和/或空间测定之前、期间或之后使样品与一种或多

种标记剂接触。在一些实施方案中，方法包括在使样品与一种或多种标记剂接触之后的一

个或多个后固定(post‑fixing)(也称为后固定(post‑fixation))步骤。在一些实施方案

中，分析物捕获剂包含分析物结合部分和捕获剂条形码结构域。

[0393] 在本文所述的方法和系统中，能够与一种或多种特征结合或以其它方式偶联的一

种或多种标记剂可用于表征分析物、细胞和/或细胞特征。在一些情况下，细胞特征包括细

胞表面特征。分析物可包括但不限于蛋白质、受体、抗原、表面蛋白、跨膜蛋白、分化簇蛋白、

蛋白质通道、蛋白质泵、载体蛋白、磷脂、糖蛋白、糖脂、细胞‑细胞相互作用蛋白复合物、抗

原呈递复合物、主要组织相容性复合物、工程化的T细胞受体、T细胞受体、B细胞受体、嵌合

抗原受体、间隙连接、粘附连接或它们的任何组合。在一些情况下，细胞特征可包括细胞内

分析物，如蛋白质、蛋白质修饰(例如，磷酸化状态或其它翻译后修饰)、核蛋白、核膜蛋白或

它们的任何组合。

[0394] 标记剂可包括但不限于蛋白质、肽、抗体(或其表位结合片段)、亲脂性部分(如胆

固醇)、细胞表面受体结合分子、受体配体、小分子、双特异性抗体、双特异性T细胞衔接器、T
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细胞受体衔接器、B细胞受体衔接器、前抗体(pro‑body)、适体、单域抗体、affimer、darpin

和蛋白质支架或它们的任何组合。标记剂可包括(例如附接至)报告基因寡核苷酸，所述报

告基因寡核苷酸指示结合基团所结合的细胞表面特征。例如，报告基因寡核苷酸可包含允

许鉴定标记剂的条形码序列。例如，对一种类型的细胞特征(例如，第一细胞表面特征)具有

特异性的标记剂可具有与其偶联的第一报告基因寡核苷酸，而对不同细胞特征(例如，第二

细胞表面特征)具有特异性的标记剂可具有与其偶联的不同报告基因寡核苷酸。对于示例

性标记剂、报告基因寡核苷酸和使用方法的描述，参见例如美国专利号10,550,429；美国专

利公布20190177800；和美国专利公布20190367969，所述专利各自以引用的方式整体并入

本文。

[0395] 在其它情况下，例如为了促进样品多路复用，对特定细胞特征具有特异性的标记

剂可具有与第一报告基因寡核苷酸偶联的第一多个标记剂(例如，抗体或亲脂性部分)和与

第二报告基因寡核苷酸偶联的第二多个标记剂。

[0396] 在一些方面，这些报告基因寡核苷酸可包含核酸条形码序列，所述核酸条形码序

列允许鉴定报告基因寡核苷酸所偶联至的标记剂。选择寡核苷酸作为报告基因可提供以下

优点：能够在序列方面产生显著多样性，同时还容易地可附接至大多数生物分子，例如抗体

等，以及容易地例如使用测序或阵列技术检测。

[0397] 报告基因寡核苷酸与标记剂的附接(偶联)可通过多种直接或间接、共价或非共价

缔合或附接中的任一种来实现。例如，可使用化学缀合技术(例如，可从Inno va 

Biosciences获得的 抗体标记试剂盒)以及其它非共价附接机制，例如，

使用生物素化抗体和寡核苷酸(或与寡核苷酸偶联的包含一个或多个生物素化接头的珠

粒)与抗生物素蛋白或链霉抗生物素蛋白接头将寡核苷酸共价附接至标记剂(如蛋白质，例

如抗体或抗体片段)的一部分。可获得抗体和寡核苷酸生物素化技术。参见例如，Fang等人,

“Fluoride‑Cleavable  Biotinylation  Phosphoramidite  for  5′‑end‑Labelling  and 

Affinity  Purification  of  Synthetic  Oligonucleotides,”Nucleic  Acids  Res.2003年

1月15日；31(2):708‑715，所述文献出于所有目的以引用的方式完全并入本文。同样，已经

开发出并且容易获得蛋白质和肽生物素化技术。参见例如，美国专利号6,265,552，所述专

利出于所有目的以引用的方式完全并入本文。此外，点击反应化学如甲基四嗪‑PEG5‑NHS酯

反应、TCO‑PEG4‑NHS酯反应等可用于将报告基因寡核苷酸偶联至标记剂。可商购的试剂盒

(如来自Thunderlink和Abcam的试剂盒)以及本领域常用的技术可用于在适当情况下将报

告基因寡核苷酸偶联至标记剂。在另一个实例中，标记剂间接地(例如，通过杂交)偶联至包

含鉴定标记剂的条形码序列的报告基因寡核苷酸。例如，标记剂可直接偶联(例如，共价结

合)至杂交寡核苷酸，所述杂交寡核苷酸包含与报告基因寡核苷酸的序列杂交的序列。杂交

寡核苷酸与报告基因寡核苷酸的杂交使标记剂与报告基因寡核苷酸偶联。在一些实施方案

中，如在施加刺激后，报告基因寡核苷酸可从标记剂释放。例如，如本文其它地方针对从支

撑物释放分子总体描述的，报告基因寡核苷酸可通过不稳定键(例如，化学不稳定的、光不

稳定的、热不稳定的等)附接至标记剂。在一些情况下，本文所述的报告基因寡核苷酸可包

含可用于后续加工中的一个或多个功能序列，如衔接子序列、独特分子标识符(UMI)序列、

测序仪特异性流动池附接序列(如P5、P7或部分P5或P7序列)、引物或引物结合序列、测序引

物或引物结合序列(如R1、R2或部分R1或R2序列)。
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[0398] 在一些情况下，标记剂可包含报告基因寡核苷酸和标记。标记可以是荧光团、放射

性同位素、能够进行比色反应的分子、磁性粒子或能够检测的任何其它合适的分子或化合

物。标记可直接或间接地缀合至标记剂(或报告基因寡核苷酸)(例如，标记可与可结合至标

记剂或报告基因寡核苷酸的分子缀合)。在一些情况下，标记缀合至与报告基因寡核苷酸的

序列互补(例如杂交)的第一寡核苷酸。

[0399] 图14是包含分析物结合部分1404和报告基因1408的示例性标记剂(例如，分析物

捕获剂)1402的示意图。标记剂1402通过分析物结合部分1404能够结合至分析物1406。标记

剂(例如，分析物捕获剂)也能够与带空间条形码的捕获探针相互作用。分析物结合部分可

以高亲和力和/或高特异性结合至分析物1406。报告基因1408可包含核酸(例如，报告基因

寡核苷酸)，所述核酸可以与捕获剂(例如，捕获探针)的捕获结构域的至少一部分或全部杂

交。分析物结合部分1404可包含多肽和/或适体(例如，结合至特定靶分析物的寡核苷酸或

肽分子)。分析物结合部分1404可包含抗体或抗体片段(例如，抗原结合片段)。

[0400] 图15是包含分析物结合部分1504和报告基因寡核苷酸1508的另一种示例性标记

剂(例如，分析物捕获剂)1502的示意图。分析物结合部分1504可包含特异性地结合至分析

物1506的抗体或其抗原结合片段。可捕获分析物的标记剂(例如，分析物捕获剂)也能够与

带空间条形码的捕获探针相互作用。例如，报告基因寡核苷酸1508可包含一个或多个条形

码结构域1510和能够与捕获探针的捕获结构域结合的序列1512。报告基因寡核苷酸1508可

任选地包含一个或多个功能序列。

[0401] 图16是描绘特征固定化捕获探针1624与标记剂(例如，分析物捕获剂)1626之间的

示例性相互作用的示意图。特征固定化捕获探针1624可附接至特征1602(任选地通过可裂

解的接头1604)并且包含空间条形码1608以及一个或多个功能序列1606和1610，如本文别

处所描述。捕获探针还可包含捕获结构域1612，所述捕获结构域能够结合至标记剂(例如，

分析物捕获剂)1626。标记剂(例如，分析物捕获剂)1626可包含一个或多个功能序列1618、

一个或多个捕获剂条形码结构域1616以及能够结合至捕获探针1624的捕获结构域1612的

分析物捕获序列1614。标记剂(例如，分析物捕获剂)还可包含接头1620，所述接头允许剂条

形码结构域1616与分析物结合部分1622偶联。特征固定化捕获探针1624和标记剂(例如，分

析物捕获剂)1626一起形成捕获剂，所述捕获剂包含可释放地偶联至捕获探针的标记剂(例

如，分析物捕获剂)。在一些实例中，图14中的报告基因1408和/或图15中的报告基因寡核苷

酸包含分析物捕获序列1614、一个或多个捕获剂条形码结构域1616和一个或多个功能序列

1618。

[0402] 在一些实施方案中，分析物结合部分可包含能够结合至分析物(例如，生物分析

物，例如，大分子成分)的任何分子或部分。在本文所述的任何空间谱分析方法的一些实施

方案中，分析物捕获剂的与生物分析物结合的分析物结合部分可包括但不限于抗体或其表

位结合片段、细胞表面受体结合分子、受体配体、小分子、双特异性抗体、双特异性T细胞衔

接器、T细胞受体衔接器、B细胞受体衔接器、前抗体、适体、单域抗体、affimer、darpin以及

蛋白支架或它们的任何组合。分析物结合部分可以高亲和力和/或高特异性结合至大分子

成分(例如，分析物)。分析物结合部分可包含核苷酸序列(例如，寡核苷酸)，所述核苷酸序

列可对应于分析物结合部分的至少一部分或全部。分析物结合部分可包含多肽和/或适体

(例如，结合至特定靶分子，例如分析物的多肽和/或适体)。分析物结合部分可包含结合至
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特定分析物(例如，多肽)的抗体或抗体片段。

[0403] 在一些实施方案中，分析物捕获剂能够结合至细胞内存在的分析物。在一些实施

方案中，分析物捕获剂能够结合至细胞表面分析物，所述细胞表面分析物可包括但不限于

受体、抗原、表面蛋白、跨膜蛋白、分化簇蛋白、蛋白质通道、蛋白质泵、载体蛋白、磷脂、糖蛋

白、糖脂、细胞‑细胞相互作用蛋白复合物、抗原呈递复合物、主要组织相容性复合物、工程

化的T细胞受体、T细胞受体、B细胞受体、嵌合抗原受体、细胞外基质蛋白、细胞表面蛋白的

翻译后修饰(例如磷酸化、糖基化、泛素化、亚硝基化、甲基化、乙酰化或脂化)状态、间隙连

接和粘附连接。在一些实施方案中，分析物捕获剂能够结合至翻译后修饰的细胞表面分析

物。在此类实施方案中，分析物捕获剂可基于给定翻译后修饰状态(例如磷酸化、糖基化、泛

素化、亚硝基化、甲基化、乙酰化或脂化)对细胞表面分析物具有特异性，使得细胞表面分析

物谱可包括一种或多种分析物的翻译后修饰信息。

[0404] 在一些实施方案中，分析物捕获剂包含与分析物结合部分缀合或以其它方式附接

的捕获剂条形码结构域。在一些实施方案中，捕获剂条形码结构域与分析物结合部分共价

连接。在一些实施方案中，捕获剂条形码结构域是核酸序列。在一些实施方案中，捕获剂条

形码结构域包含分析物结合部分条形码和分析物捕获序列。

[0405] 如本文所用，术语“分析物结合部分条形码”是指与分析物结合部分相关或以其它

方式鉴定分析物结合部分的条形码。在一些实施方案中，通过鉴定其相关的分析物结合部

分条形码来鉴定分析物结合部分，也可鉴定分析物结合部分所结合的分析物。分析物结合

部分条形码可以是给定长度的核酸序列和/或与分析物结合部分相关的序列。分析物结合

部分条形码通常可包括本文所述的条形码的多个方面中的任一个。例如，对一种类型的分

析物具有特异性的分析物捕获剂可具有与其偶联的第一捕获剂条形码结构域(例如，其包

含第一分析物结合部分条形码)，而对不同分析物具有特异性的分析物捕获剂可具有与其

偶联的不同捕获剂条形码结构域(例如，其包含第二条形码分析物结合部分条形码)。在一

些方面，这样的捕获剂条形码结构域可包含分析物结合部分条形码，所述分析物结合部分

条形码允许鉴定捕获剂条形码结构域所偶联至的分析物结合部分。捕获剂条形码结构域的

选择可允许序列方面的显著多样性，同时还容易地可附接至大多数分析物结合部分(例如，

抗体)以及容易地检测(例如，使用测序或阵列技术)。在一些实施方案中，分析物捕获剂可

包含分析物结合部分，捕获剂条形码结构域附接至所述分析物结合部分。例如，分析物捕获

剂可包含第一分析物结合部分(例如，与分析物结合的抗体，例如第一细胞表面特征)，所述

第一分析物结合部分具有与其相关的捕获剂条形码结构域，所述捕获剂条形码结构域包含

第一分析物结合部分条形码。

[0406] 在一些实施方案中，分析物捕获剂的捕获剂条形码结构域包含分析物捕获序列。

如本文所用，术语“分析物捕获序列”是指被配置为与捕获探针的捕获结构域杂交、结合、偶

联或以其它方式相互作用的区域或部分。在一些实施方案中，分析物捕获序列包含与捕获

探针的捕获结构域互补或基本互补的核酸序列，使得分析物捕获序列与捕获探针的捕获结

构域杂交。在一些实施方案中，分析物捕获序列包含与包含poly(T)核酸序列的捕获结构域

杂交的poly(A)核酸序列。在一些实施方案中，分析物捕获序列包含与包含poly(A)核酸序

列的捕获结构域杂交的poly(T)核酸序列。在一些实施方案中，分析物捕获序列包含与捕获

结构域杂交的非同聚核酸序列，所述捕获结构域包含与分析物捕获区域的非同聚核酸序列
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互补(或基本上互补)的非同聚核酸序列。

[0407] 在本文所述的采用分析物捕获剂的任何空间分析方法的一些实施方案中，捕获剂

条形码结构域可直接偶联至分析物结合部分，或者它们可附接至珠粒、分子晶格(例如线

性、球状、交联的)或其它聚合物或与分析物结合部分附接或以其它方式缔合的其它框架，

其允许将多个捕获剂条形码结构域附接至单个分析物结合部分。捕获剂条形码结构域与分

析物结合部分的附接(偶联)可通过多种直接或间接、共价或非共价缔合或附接中的任一种

来实现。例如，在捕获剂条形码结构域与包含抗体或抗原结合片段的分析物结合部分偶联

的情况下，此类捕获剂条形码结构域可使用化学方法缀合技术(例如，可从Innova 

Biosciences获得的 抗体标记试剂盒)共价附接至抗体或抗原结合片段

的一部分。在一些实施方案中，捕获剂条形码结构域可使用非共价附接机制(例如，使用与

寡核苷酸偶联的包含一个或多个生物素化接头的生物素化抗体和寡核苷酸或珠粒与抗生

物素蛋白或链霉抗生物素蛋白接头)偶联至抗体或抗原结合片段。可使用抗体和寡核苷酸

生物素化技术，并且例如在Fang等人,Nucleic  Acids  Res.(2003) ,31(2):708‑715中进行

了描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。同样，蛋白质和肽生物素化技术已开

发并且可使用，并且例如在美国专利号6,265,552中进行了描述，所述专利的全部内容以引

用的方式并入本文。此外，点击反应化学如甲基四嗪‑PEG5‑NHS酯反应、TCO‑PEG4‑NHS酯反

应等可用于将捕获剂条形码结构域偶联至分析物结合部分。分析物结合部分上的反应性部

分还可包括用于靶向醛的胺、用于靶向马来酰亚胺(例如，游离硫醇)的胺、用于靶向点击化

学化合物(例如，炔烃)的叠氮化物、用于靶向链霉抗生物素蛋白的生物素、用于靶向EDC的

磷酸酯，其进而靶向活性酯(例如，NH2)。分析物结合部分上的反应性部分可以是与分析物

结合部分上的反应性部分结合的化学化合物或基团。将分析物结合部分与捕获剂条形码结

构域缀合的示例性策略包括使用商业试剂盒(例如，Solulink、Thunder  link)、轻度还原铰

链区和马来酰亚胺标记的缀合、标记的酰胺的染色促进的点击化学反应(例如，不含铜)以

及糖链的高碘酸盐氧化和胺缀合的缀合。在分析物结合部分是抗体的情况下，可在缀合寡

核苷酸之前或同时对抗体进行修饰。例如，可用β‑1,4‑半乳糖基转移酶的底物允许突变体、

GalT(Y289L)和带有叠氮化物的尿苷二磷酸‑N‑乙酰半乳糖胺类似物尿苷二磷酸‑GalNAz对

抗体进行糖基化。经修饰的抗体可与具有二苯并环辛炔‑PEG4‑NHS基团的寡核苷酸缀合。在

一些实施方案中，可避免某些步骤(例如，COOH激活(例如，EDC)和同双功能交联剂)以防止

分析物结合部分与它们自身缀合。在本文所述的任何空间谱分析方法的一些实施方案中，

分析物捕获剂(例如，与寡核苷酸偶联的分析物结合部分)可例如通过转染(例如，使用转染

胺、阳离子聚合物、磷酸钙或电穿孔)、通过转导(例如，使用噬菌体或重组病毒载体)、通过

机械递送(例如，磁珠)、通过脂质(例如，1,2‑二油酰基‑sn‑甘油基‑3‑磷酸胆碱(DOPC))或

通过转运蛋白递送至细胞中。可使用外泌体将分析物捕获剂递送至细胞中。例如，可产生释

放包含分析物捕获剂的外泌体的第一细胞。分析物捕获剂可附接至外泌体膜上。分析物捕

获剂可包含在外泌体的细胞溶质内。可收获所释放的外泌体并将其提供给第二细胞，从而

将分析物捕获剂递送至第二细胞中。分析物捕获剂可在递送至细胞中之前、期间或之后从

外泌体膜释放。在一些实施方案中，使细胞透化以允许分析物捕获剂与细胞内细胞成分(如

但不限于细胞内蛋白、代谢物和核膜蛋白)偶联。在细胞内递送之后，分析物捕获剂可用于

分析如本文所述的细胞内成分。
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[0408] 在本文所述的任何空间谱分析方法的一些实施方案中，与分析物捕获剂偶联的捕

获剂条形码结构域可包含使其不能被聚合酶延伸的修饰。在一些实施方案中，当结合至样

品中的捕获探针的捕获结构域或核酸用于引物延伸反应时，捕获剂条形码结构域可充当模

板，而不是引物。当捕获剂条形码结构域还包含条形码(例如，分析物结合部分条形码)时，

这样的设计可通过增加捕获剂条形码结构域与未条形编码的样品核酸之间的亲和力来增

加分子条形编码的效率，并消除衔接子伪影的潜在形成。在一些实施方案中，捕获剂条形码

结构域可包含随机N‑聚体序列，所述序列用使其不能被聚合酶延伸的修饰加帽。在一些情

况下，可设计随机N‑聚体序列的组成以最大化与游离未条形编码的ssDNA分子的结合效率。

所述设计可包括具有较高GC含量的随机序列组成、在特定位置具有固定G或C的部分随机序

列、鸟苷的使用、锁核酸的使用或它们的任何组合。

[0409] 用于通过聚合酶阻断引物延伸的修饰可以是不同长度的碳间隔基团或双脱氧核

苷酸。在一些实施方案中，修饰可以是具有脱嘌呤或脱嘧啶结构的无碱基位点、碱基类似物

或磷酸主链的类似物，如通过酰胺键连接的N‑(2‑氨基乙基)‑甘氨酸的主链、四氢呋喃或

1’,2’‑双脱氧核糖。修饰还可以是尿嘧啶碱基、2'OMe修饰的RNA、C3‑18间隔区(例如，具有

3‑18个连续碳原子的结构，如C3间隔区)、乙二醇多聚体间隔区(例如，间隔区18(六乙二醇

间隔区)、生物素、二脱氧核苷酸三磷酸、乙二醇、胺或磷酸酯。

[0410] 在本文所述的任何空间谱分析方法的一些实施方案中，与分析物结合部分偶联的

捕获剂条形码结构域包含可裂解结构域。例如，在分析物捕获剂结合至分析物(例如，细胞

表面分析物)后，可裂解并收集捕获剂条形码结构域，以用于根据如本文所述的方法进行下

游分析。在一些实施方案中，捕获剂条形码结构域的可裂解结构域包含允许物质从珠粒释

放的U‑切除元件。在一些实施方案，U切除元件可包含含有至少一个尿嘧啶的单链DNA

(ssDNA)序列。所述物质可经由ssDNA序列附接至珠粒。所述物质可通过尿嘧啶‑DNA糖基化

酶(例如，以除去尿嘧啶)和核酸内切酶(例如，以诱导ssDNA断裂)的组合释放。如果核酸内

切酶从裂解产生5'磷酸基团，则可在下游加工中包括额外的酶处理以消除磷酸基团，例如，

在连接额外的测序柄元件之前，例如，Illumina完整P5序列、部分P5序列、完整R1序列和/或

部分R1序列。

[0411] 在一些实施方案中，分析物捕获剂的分析物结合部分包含一种或多种抗体或其抗

原结合片段。包含分析物结合部分的抗体或抗原结合片段可特异性结合至靶分析物。在一

些实施方案中，分析物是蛋白质(例如，生物样品(例如，细胞)表面上的蛋白质或细胞内蛋

白质)。在一些实施方案中，包含多个分析物结合部分的多种分析物捕获剂结合存在于生物

样品中的多种分析物。在一些实施方案中，多种分析物包括单一种类的分析物(例如，单一

种类的多肽)。在多种分析物包括单一种类的分析物的一些实施方案中，多种分析物捕获剂

的分析物结合部分是相同的。在多种分析物包括单一种类的分析物的一些实施方案中，多

种分析物捕获剂的分析物结合部分是不同的(例如，多种分析物捕获剂的成员可具有两种

或更多种种类的分析物结合部分，其中两种或更多种种类的分析物结合部分中的每一者结

合单一种类的分析物，例如在不同的结合位点)。在一些实施方案中，多种分析物包括多种

不同种类的分析物(例如，多种不同种类的多肽)。

[0412] 在一些实施方案中，来自生物样品的多种不同种类的分析物(例如，多肽)可随后

与生物样品的一种或多种物理性质相关。例如，多种不同种类的分析物可与生物样品中分
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析物的位置相关。这种信息(例如，当分析物结合部分识别多肽时的蛋白质组信息)可与其

它空间信息(例如，来自生物样品的遗传信息，如DNA序列信息、转录组信息(即，转录物序

列)或两者)结合使用。例如，细胞的细胞表面蛋白可与细胞的一种或多种物理性质(例如，

细胞的形状、大小、活性或类型)相关。可通过对细胞成像来表征一种或多种物理性质。细胞

可被分析物捕获剂结合，所述分析物捕获剂包含与细胞表面蛋白结合的分析物结合部分和

鉴定所述分析物结合部分的分析物结合部分条形码，并且可对细胞进行空间分析(例如，本

文描述的各种空间分析方法中的任一种)。例如，与细胞表面蛋白结合的分析物捕获剂可与

捕获探针(例如，阵列上的捕获探针)结合，所述捕获探针包含与分析物捕获剂的捕获剂条

形码结构域上存在的分析物捕获序列相互作用的捕获结构域。捕获剂条形码结构域的全部

或部分(包括分析物结合部分条形码)可使用捕获结构域的3'端作为引发位点用聚合酶复

制，从而产生包含捕获探针的全部或部分(包括捕获探针上存在的空间条形码)和分析物结

合部分条形码的拷贝的延伸的捕获探针。在一些实施方案中，可使具有延伸的捕获探针的

空间阵列与样品接触，其中与空间阵列相关的分析物捕获剂捕获靶分析物。然后可将含有

延伸的捕获探针的分析物捕获剂从空间阵列的捕获探针变性，所述延伸的捕获探针包含捕

获探针的空间条形码和分析物结合部分条形码。这允许重复使用空间阵列。可将样品解离

成非聚集细胞(例如单细胞)并通过本文所述的单细胞/液滴方法进行分析。可对延伸的捕

获探针进行测序以获得核酸序列，其中捕获探针的空间条形码与分析物捕获剂的分析物结

合部分条形码相关。延伸的捕获探针的核酸序列因此可与分析物(例如，细胞表面蛋白)相

关，且进而与细胞的一种或多种物理性质(例如，形状或细胞类型)相关。在一些实施方案

中，延伸的捕获探针的核酸序列可与附近细胞的细胞内分析物相关，其中使用本文所述的

任何细胞透化或分析物迁移技术释放细胞内分析物。

[0413] 在本文所述的任何空间谱分析方法的一些实施方案中，从分析物捕获剂释放的捕

获剂条形码结构域然后可进行序列分析以鉴定哪些分析物捕获剂与分析物结合。基于与空

间阵列上的特征(例如，特定位置的特征)相关的捕获剂条形码结构域和分析物结合部分条

形码序列的存在，可产生生物样品的分析物谱。可将单独细胞或细胞群体的谱与来自其它

细胞(例如“正常”细胞)的谱进行比较，以鉴定分析物的变化，其可提供诊断相关的信息。在

一些实施方案中，这些谱可用于诊断以细胞表面受体的变化为特征的多种病症，如癌症和

其它病症。

[0414] VII.基底和阵列

[0415] 在一些实施方案中，本文的基底(例如，本文的第一基底和/或第二基底)可以是不

溶于水性液体并且允许支撑物上的生物样品、分析物、特征和/或试剂(例如，探针，如捕获

探针)的定位的任何支撑物。在一些实施方案中，生物样品可附接至基底。取决于样品的性

质和分析方法中的后续步骤，生物样品的附接可以是不可逆的或可逆的。在某些实施方案

中，可通过将合适的聚合物涂层施加至基底并使样品与聚合物涂层接触而使样品可逆地附

接至基底。然后可例如使用至少部分地溶解聚合物涂层的有机溶剂而使样品与基底脱离。

水凝胶是适用于此目的的聚合物的实例。

[0416] 在一些实施方案中，基底可用一种或多种物质涂覆或官能化以促进样品与基底的

附接。可用于涂覆或官能化基底的合适物质包括但不限于凝集素、聚赖氨酸、抗体和多糖。

[0417] 通常，基底用作将捕获探针直接或间接附接至阵列特征的支撑物。此外，在一些实

说　明　书 62/99 页

69

CN 115698324 A

69



施方案中，基底(例如，相同基底或不同基底)可用于为生物样品，特别是例如薄组织切片提

供支撑。因此，“基底”是不溶于水性液体并且允许基底上的生物样品、分析物、特征和/或捕

获探针的定位的支撑物。

[0418] 多种不同的基底可用于上述目的。通常，基底可以是任何合适的支持材料。示例性

基底包括但不限于玻璃、改性和/或官能化玻璃、水凝胶、薄膜、膜、塑料(包括例如，丙烯酸

树脂、聚苯乙烯、苯乙烯和其它材料的共聚物、聚丙烯、聚乙烯、聚丁烯、聚氨酯、TeflonTM、环

状烯烃、聚酰亚胺等)、尼龙、陶瓷、树脂、Zeonor、二氧化硅或基于二氧化硅的材料(包括硅

和改性硅)、碳、金属、无机玻璃、光纤束和聚合物，如聚苯乙烯、环状烯烃共聚物(COC)、环状

烯烃聚合物(COP)、聚丙烯、聚乙烯和聚碳酸酯。

[0419] 基底也可对应于流动池。流动池可由任何前述材料形成，并且可包括允许试剂、溶

剂、特征和分子通过所述池的通道。

[0420] 在上文论述的基底材料的实例中，聚苯乙烯是适合结合带负电荷的大分子的疏水

性材料，因为它通常含有较少亲水性基团。对于固定在载玻片上的核酸，通过增加玻璃表面

的疏水性，可增加核酸固定。这种增强可允许形成相对更致密的堆积形成(例如，提供改进

的特异性和分辨率)。

[0421] 在一些实施方案中，基底涂覆有表面处理，如聚(L)‑赖氨酸。另外地或可替代地，

可通过硅烷化(例如用环氧‑硅烷、氨基‑硅烷)和/或通过用聚丙烯酰胺处理来处理基底。

[0422] 基底通常可具有任何合适的形式或格式。例如，基底可以是平坦的、弯曲的，例如

朝向发生生物样品(例如组织样品)与基底之间的相互作用的区域凸形或凹形弯曲。在一些

实施方案中，基底是平面的，例如平面、芯片或载玻片。基底可在基底内含有一个或多个图

案化表面(例如，通道、孔、突出部、脊、凹部等)。

[0423] 基底可具有任何所需的形状。例如，基底通常可以是薄的、平坦的形状(例如，正方

形或矩形)。在一些实施方案中，基底结构具有圆角(例如，为了提高安全性或稳健性)。在一

些实施方案中，基底结构具有一个或多个截止角(例如，用于与滑动夹或十字工作台一起使

用)。在一些实施方案中，当基底结构为平坦时，基底结构可以是具有平坦表面的任何适当

类型的支撑物(例如，芯片或载玻片如显微镜载玻片)。

[0424] 基底可任选地包括各种结构，如但不限于突出部、脊和通道。基底可被微图案化以

限制径向扩散(例如，以防止空间条形码的重叠)。可对用此类结构修饰的基底进行修饰，以

允许单独位点处的分析物、特征或探针的关联。例如，用各种结构修饰基底的位点可与其它

位点邻接或不邻接。

[0425] 在一些实施方案中，可修饰基底的表面，使得形成可仅具有或容纳单个特征的离

散位点。在一些实施方案中，可修饰基底的表面，使得特征粘附至随机位点。

[0426] 在一些实施方案中，使用诸如(但不限于)压印技术、微蚀刻技术和模制技术的技

术来修饰基底的表面以含有一个或多个孔。在基底包括一个或多个孔的一些实施方案中，

基底可以是凹载玻片或凹穴玻片。例如，孔可由基底表面上的一个或多个浅凹陷形成。在基

底包括一个或多个孔的一些实施方案中，孔可通过将盒(例如，含有一个或多个室的盒)附

接至基底结构的表面来形成。

[0427] 在一些实施方案中，基底的结构(例如，孔)可各自带有不同的捕获探针。可根据结

构在基底表面之中或之上的位置来鉴定附接至每个结构的不同捕获探针。示例性基底包括
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其中分离结构位于基底上的阵列，包括例如具有容纳特征的孔的那些。

[0428] 在一些实施方案中，基底包括在基底表面上的一个或多个标记，例如以提供用于

将空间信息与目标分析物的表征相关联的指导。例如，可用网格线标记基底(例如，以允许

容易地估计在放大率下观察到的物体的大小和/或提供用于计数物体的参考区域)。在一些

实施方案中，基准标记物可包括在基底上。可使用包括但不限于印刷、喷砂和沉积在表面上

的技术来制作此类标记。

[0429] 在修饰基底以含有一种或多种结构(包括但不限于孔、突出部、脊或标记)的一些

实施方案中，所述结构可包括物理改变的位点。例如，用各种结构修饰的基底可包括物理性

质，包括但不限于物理构型、磁力或压缩力、化学官能化位点、化学改变位点和/或静电改变

位点。

[0430] 在修饰基底以含有各种结构(包括但不限于孔、突出部、脊或标记)的一些实施方

案中，所述结构以图案形式应用。可替代地，所述结构可以是随机分布的。

[0431] 在一些实施方案中，处理基底以最小化或减少特征内或特征之间的非特异性分析

物杂交。例如，处理可包括用对非特异性杂交产生物理屏障的水凝胶、薄膜和/或膜涂覆基

底。可使用任何合适的水凝胶。例如，可使用根据美国专利号6,391 ,937、9,512 ,422和9,

889,422以及美国专利申请公布号U.S.2017/0253918和U.S.2018/0052081中所述的方法制

备的水凝胶基质。前述文献中的每一个的全部内容以引用的方式并入本文。

[0432] 处理可包括添加反应性或能够被激活的官能团，使得其在接受刺激后变为反应性

(例如，光反应性)。处理可包括用具有一种或多种物理性质(例如，机械、电、磁和/或热)的

聚合物处理，所述物理性质使非特异性结合最小化(例如，在某些位置激活基底以允许在那

些位置进行分析物杂交)。

[0433] 基底(例如，阵列上的特征)可包括数十至数十万或数百万个单独寡核苷酸分子

(例如，至少约10,000、50,000、100,000、500,000、1,000,000、10,000,000、100,000,000、1,

000,000,000或10,000,000,000个寡核苷酸分子)。

[0434] 在一些实施方案中，基底的表面涂覆有细胞允许涂层以允许活细胞粘附。“细胞允

许涂层”是允许或帮助细胞在基底上维持细胞活力(例如，保持存活)的涂层。例如，细胞允

许涂层可增强细胞附着、细胞生长和/或细胞分化，例如，细胞允许涂层可为活细胞提供营

养物。细胞允许涂层可包括生物材料和/或合成材料。细胞允许涂层的非限制性实例包括以

一种或多种细胞外基质(ECM)成分(例如，蛋白聚糖和纤维蛋白，如胶原蛋白、弹性蛋白、纤

连蛋白和层粘连蛋白)、聚赖氨酸、聚(L) ‑鸟氨酸和/或生物相容性硅酮(例如，

)为特征的涂层。例如，包含一种或多种细胞外基质组分的细胞允许涂层可

包含I型胶原蛋白、II型胶原蛋白、IV型胶原蛋白、弹性蛋白、纤连蛋白、层粘连蛋白和/或玻

连蛋白。在一些实施方案中，细胞允许涂层包含从Engelbreth‑Holm‑Swarm(EHS)小鼠肉瘤

提取的溶解的基底膜制剂(例如， )。在一些实施方案中，细胞允许涂层包含

胶原蛋白。细胞允许涂层可用于在带空间条形码的阵列上培养贴壁细胞，或在与带空间条

形码的阵列接触时保持组织样品或切片的细胞活力。

[0435] A.用于原位测定模块的基底

[0436] 在一些实施方案中，生物样品提供在用于本文公开的整合测定的一个或多个原位

测定模块的第一基底上。在一些实施方案中，使第一基底上的生物样品与用于一个或多个
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原位测定模块的一个或多个核酸探针接触。一个或多个核酸探针可直接或间接地与生物样

品中的第一靶核酸或其互补序列或扩增产物杂交。在一些实施方案中，第一基底包含固定

在其上的多种捕获剂，并且所述捕获剂能够直接或间接地捕获第二靶核酸或其互补序列或

其扩增产物。

[0437] 多种不同的基底可用于原位测定模块，只要基底与样品和样品加工、原位试剂和

反应以及原位信号检测(例如，光学成像，如荧光显微术)相容。基底可以是任何合适的支撑

材料并且通常是透明的。例如，可使用诸如盖玻片的载玻片。第一基底可包括但不限于玻

璃、改性和/或官能化玻璃、水凝胶、薄膜、膜、塑料、尼龙、陶瓷、树脂、Zeonor、二氧化硅或基

于二氧化硅的材料(包括硅和改性硅)、碳、金属、无机玻璃、光纤束和聚合物，如聚苯乙烯、

环状烯烃共聚物(COC)、环状烯烃聚合物(COP)、聚丙烯、聚乙烯和聚碳酸酯。第一基底也可

对应于流动池。

[0438] 在一些实施方案中，第一基底的厚度介于约0.01mm与约5mm之间，例如，介于约

0.05mm与约3mm之间、介于约0.1mm与约2.5mm之间、介于约0.2mm与约2mm之间、介于约0.5mm

与约1.5mm之间，或约1mm。在一些实施方案中，第一基底的厚度是或是约0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9或2.0mm，或介于前述

值中的任一者之间的厚度。

[0439] B.用于空间测定模块的基底

[0440] 在一些实施方案中，第一基底和第二基底是相同的。在一些实施方案中，同一基底

可用于本文公开的一个或多个原位测定模块以及一个或多个空间测定模块。例如，生物样

品在原位测定模块之前附着至基底，并在原位成像和空间分析期间保持附着至同一基底，

包括例如通过由同一基底提供的捕获剂捕获分析物。在一些实施方案中，同一基底包含固

定在其上的多种捕获剂。在一些实施方案中，多种捕获剂在原位测定和空间测定期间保持

固定在基底上，并且生物样品中的分子被释放、递送和/或驱动朝向基底以供捕获剂捕获所

述分子。在一些实施方案中，多种捕获剂在原位测定期间保持固定在基底上，但被释放、递

送和/或驱动朝向生物样品和/或其中和/或其上的分子以用于空间测定。

[0441] 在一些实施方案中，第一基底和第二基底是不同的。在一些实施方案中，第一基底

和第二基底是分开的基底。例如，附着有用于原位测定的样品的第一基底可不包含固定在

第一基底上的多种捕获剂。相反，捕获剂提供在一个或多个第二基底上，所述一个或多个第

二基底在原位测定模块期间或之后提供给生物样品。例如，第一基底、生物样品和第二基底

可形成夹层以促进样品和基底之间的分子相互作用和/或材料转移。在一些实施方案中，多

种捕获剂在空间测定期间保持固定在第二基底上，并且生物样品中的分子被释放、递送和/

或驱动朝向第二基底以供捕获剂捕获所述分子。在一些实施方案中，多种捕获剂从第二基

底释放。在一些实施方案中，来自第二基底的多种捕获剂被递送和/或驱动朝向生物样品

和/或其中和/或其上的分子。

[0442] 在一些实施方案中，在样品在第一基底上原位成像之后，将包含多种捕获剂的第

二基底提供给样品。多种捕获剂可从第二基底释放并被递送和/或驱动朝向第一基底上的

生物样品和/或其中和/或其上的分子，并且分子相互作用(例如，分析物捕获)和空间测定

模块的后续步骤(例如，捕获的mRNA分子的逆转录)在第一基底上进行。

[0443] 在其它实施方案中，在原位测定模块之后，使生物样品接近用于空间测定模块的
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第二基底。在一些实施方案中，第一基底不从生物样品移除，并且由样品和基底形成的夹层

用于空间测定模块中。在其它实施方案中，可除去第一基底。在一些实施方案中，在第一基

底上的原位测定模块之后，将生物样品转移到第二基底上，所述第二基底包含能够捕获样

品中或样品上的分析物的多种捕获剂，以便对捕获的分析物进行空间条形编码。可使用装

置来促进样品在基底之间的转移，例如，从普通显微镜载玻片至包含固定在其上的多种捕

获剂(例如，捕获探针的覆层)的基底。

[0444] 在任何前述实施方案中，捕获剂不需要被提供在所述生物样品所在的同一基底

上。换言之，生物样品可位于第一基底上用于原位分析，并且已经完成所述原位分析的样品

中的分子可与一个或多个第二基底接触和/或转移至一个或多个第二基底上。在多个第二

基底的情况下，所述样品可顺序地与每个第二基底接触，或者如果两个或更多个第二基底

仅覆盖所述样品的子区域，则可并行地接触。一个或多个所述第二基底可与一个或多个第

三基底接触以制造所述第二基底的复制品。

[0445] 多种不同的基底可用于空间测定模块，只要基底与样品和样品加工、空间测定试

剂和反应以及用于空间读出的测序文库的制备相容。基底可以是任何合适的支撑材料。用

于空间测定模块的基底可以但不需要是透明的，如果它不也用于原位测定模块的话。例如，

可使用诸如盖玻片的载玻片。用于空间测定模块的基底(例如，第一基底或第二基底)可包

括但不限于玻璃、改性和/或官能化玻璃、水凝胶、薄膜、膜、塑料、尼龙、陶瓷、树脂、Zeonor、

二氧化硅或基于二氧化硅的材料(包括硅和改性硅)、碳、金属、无机玻璃、光纤束和聚合物，

如聚苯乙烯、环状烯烃共聚物(COC)、环状烯烃聚合物(COP)、聚丙烯、聚乙烯和聚碳酸酯。用

于空间测定模块的基底(例如，第一或第二基底)也可对应于流动池。

[0446] 在一些实施方案中，用于空间测定模块的基底(例如，第一或第二基底)的厚度介

于约0.01mm与约5mm之间，例如，介于约0.05mm与约3mm之间、介于约0.1mm与约2.5mm之间、

介于约0.2mm与约2mm之间、介于约0.5mm与约1.5mm之间，或约1mm。在一些实施方案中，用于

空间测定模块的基底的厚度是或是约0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.1、

1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9或2.0mm，或介于前述值中的任一者之间的厚度。

[0447] 在本文描述的许多方法中，特征(如下文进一步描述)共同定位在基底上。“阵列”

是不规则或形成规则图案的多个特征的特定排列。阵列中的单独特征基于它们的相对空间

位置而彼此不同。一般而言，阵列中的多个特征中的至少两个包括不同的捕获探针(例如，

本文所述的捕获探针的任何实例)。

[0448] 阵列可用于同时测量大量分析物。在一些实施方案中，至少部分地使用寡核苷酸

来产生阵列。例如，单一种类的寡核苷酸(例如，捕获探针)的一个或多个拷贝可对应于或直

接或间接地附接至阵列中的给定特征。在一些实施方案中，阵列中的给定特征包括两种或

更多种种类的寡核苷酸(例如，捕获探针)。在一些实施方案中，直接或间接地附接至阵列上

的给定特征的两种或更多种种类的寡核苷酸(例如，捕获探针)包括共同的(例如，相同的)

空间条形码。

[0449] “特征”是充当样品分析中使用的各种分子实体的支撑物或储库的实体。特征的实

例包括但不限于珠粒、任何二维或三维几何形状的点(例如，喷墨点、掩蔽点、网格上的正方

形)、孔和水凝胶垫。在一些实施方案中，特征直接或间接地附接或固定至基底。在一些实施

方案中，特征不直接或间接地附接或固定至基底，而是例如设置在封闭或部分封闭的三维
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空间(例如，孔或凹部)内。

[0450] 除了上述那些之外，可使用多种其它特征来形成本文所述的阵列。例如，在一些实

施方案中，由喷射印刷、丝网印刷或静电沉积在基底上的聚合物和/或生物聚合物形成的特

征可用于形成阵列。生物聚合物的喷射印刷例如在PCT专利申请公布号WO  2014/085725中

进行了描述。聚合物的喷射印刷例如在de  Gans等人,Adv  Mater.16(3):203‑213(2004)中

进行了描述。用于聚合物和生物聚合物的静电沉积的方法例如在Hoyer等人,Anal.Chem.68

(21):3840‑3844(1996)中进行了描述。前述参考文献中的每一个的全部内容以引用的方式

并入本文。

[0451] 作为另一个实例，在一些实施方案中，特征由金属微米或纳米粒子形成。用于沉积

此类粒子以形成阵列的合适方法例如在Lee等人,Beilstein  J.Nanotechnol.8:1049‑1055

(2017)中进行了描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0452] 作为另一实例，在一些实施方案中，特征由组装在基底上的磁性粒子形成。用于组

装阵列的此类粒子和方法的实例在Ye等人,Scientific  Reports  6:23145(2016)中进行了

描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0453] 作为另一个实例，在一些实施方案中，特征对应于其中一个或多个光学标记已被

并入和/或已通过诸如永久光漂白的工艺改变的基底区域。以这种方式实现特征的合适基

底包括例如多种聚合物。用于形成此类特征的方法例如在Moshref zad e h等人 ,

Appl.Phys .Lett.62:16(1993)中进行了描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本

文。

[0454] 作为又一个实例，在一些实施方案中，特征可对应于组装(例如，通过自组装)以形

成阵列的胶体颗粒。合适的胶体颗粒例如在Sharma,Resonance  23(3):263‑275(2018)中进

行了描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0455] 作为另一实例，在一些实施方案中，可通过单体溶液在基底上的点阵列光聚合来

形成特征。特别地，双光子和三光子聚合可用于制造尺寸相对较小(例如，亚微米)的特征。

用于以这种方式在基底上制备特征的合适方法例如在Nguyen等人,Materials  Today  20

(6):314‑322(2017)中进行了描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0456] 在一些实施方案中，特征直接或间接地附接或固定至液体可渗透的基底。在一些

实施方案中，特征直接或间接地附接或固定至生物相容的基底。在一些实施方案中，特征直

接或间接地附接或固定至为水凝胶的基底。

[0457] 图17描绘阵列内的带条形码特征的示例性布置。从左到右，图17示出(L)包括六个

带空间条形码的阵列的载玻片；(C)六个带空间条形码的阵列之一的放大示意图，其示出与

生物样品相关的带条形码特征网格；和(R)阵列的一个截面的放大示意图，其示出阵列内多

个特征的特定标识(标记为ID578、ID579、ID560等)。

[0458] 在一些实施方案中，可在珠粒阵列的珠粒上形成特征。如本文所用，术语“珠粒阵

列”是指包括多个珠粒作为阵列中的特征的阵列。在一些实施方案中，珠粒附接至基底。例

如，珠粒可任选地附接至诸如显微镜载玻片的基底并且靠近生物样品(例如，包括细胞的组

织切片)。珠粒也可悬浮在溶液中并沉积在表面(例如，膜、组织切片或基底(例如，显微镜载

玻片))上。基底之上或之内的珠粒阵列的实例包括位于孔中的珠粒，如BeadChip阵列(可从

llumina  Inc.,San  Diego,CA获得)、来自454LifeSciences(Roche,Basel,Switzerland的
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子公司)的测序平台中使用的阵列以及来自Ion  Torrent(Life  Technologies,Carlsbad ,

CA的子公司)的测序平台中使用的阵列。珠粒阵列的实例描述于例如美国专利号6,266 ,

459；6,355,431；6,770,441；6,859,570；6,210,891；6,258,568；和6,274,320；美国专利申

请公布号2009/0026082；2009/0127589；2010/0137143；和2010/0282617；以及PCT专利申请

公布号WO  00/063437和WO  2016/162309中，所述专利各自的全部内容以引用的方式并入本

文。

[0459] “柔性阵列”包括附接至或包埋于置于生物样品上的柔性基底(例如膜或胶带)中

的多个带空间条形码特征。在一些实施方案中，柔性阵列包括包埋在水凝胶基质中的多个

带空间条形码特征。为了形成这样的阵列，将微阵列的特征复制到水凝胶中，并通过除去水

来减小水凝胶的尺寸。这些步骤可进行多次。例如，在一些实施方案中，用于制备高密度带

空间条形码的阵列的方法可包括将多个特征从微阵列复制到第一水凝胶中，其中使所述第

一水凝胶与所述微阵列接触；通过除去水来减小包括所复制特征的第一水凝胶的尺寸，从

而形成包括所述复制特征的第一收缩水凝胶；将所述第一收缩水凝胶中的特征复制到第二

水凝胶中，其中使所述第二水凝胶与所述第一水凝胶接触；通过除去水来减小包括所复制

特征的第二水凝胶的尺寸，从而形成包括所复制特征的第二收缩水凝胶，从而产生高密度

带空间条形码的阵列。结果是包含带空间条形码特征的高密度柔性阵列。

[0460] 在一些实施方案中，可将带空间条形码的珠粒负载到基底(例如，水凝胶)上以产

生高密度自组装珠粒阵列。

[0461] 柔性阵列可预先平衡，与功能浓度的反应缓冲液和酶组合(例如，逆转录混合物)。

在一些实施方案中，柔性珠粒阵列可储存延长的时间段(例如，数天)或冷冻直到准备好使

用。在一些实施方案中，生物样品(例如，组织切片)的透化可通过在与柔性阵列接触之前添

加酶/洗涤剂来进行。柔性阵列可直接置于样品上，或放置成与生物样品间接接触(例如，在

生物样品与柔性珠粒阵列之间具有插入层或物质)。在一些实施方案中，一旦将柔性阵列施

加至样品，就可在固体微球或第一尺寸的环形珠粒和第二尺寸的环形珠粒上进行分析物的

逆转录和靶向捕获。

[0462] “微毛细管阵列”是通过微毛细管分配的一系列阵列特征。“微毛细管通道”是由微

毛细管创建的单独分区。例如，微毛细管通道可与其它微毛细管通道流体隔离，使得阵列中

一个微毛细管通道中的流体或其它内容物与阵列中相邻微毛细管通道中的流体或其它内

容物分离。微毛细管的密度和顺序可以是离散位点的任何合适的密度或顺序。

[0463] 在一些实施方案中，对微毛细管阵列进行处理以产生有助于负载的条件。一个实

例是使用电晕棒(BD‑20AC，Electro  Technic  Products)来产生亲水性表面。在一些实施方

案中，将特征(例如，附接有捕获探针的珠粒)负载到微毛细管阵列上，使得所述特征在阵列

内的确切位置是已知的。例如，可将含有空间条形码的捕获探针放置到微毛细管通道中，使

得所述空间条形码能够实现带条形码的核酸分子的条形码序列所来源的位置的鉴定。

[0464] 在一些实施方案中，当使用随机分布来分布特征时，可进行经验测试以产生有助

于每个微毛细管单个特征的负载/分布条件。在一些实施方案中，可能希望实现仅促进每个

微毛细管通道单个特征(例如，珠粒)的分布条件。在一些实施方案中，可能希望通过使特征

流动通过微毛细管通道来实现促进每个微毛细管通道多于一个特征(例如，珠粒)的分布条

件。
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[0465] 在一些实施方案中，阵列中的一些或所有特征包括捕获探针。在一些实施方案中，

阵列可包括直接或间接地附接至基底的捕获探针。

[0466] 捕获探针包括可特异性地结合(例如，杂交)至样品内的靶分析物(例如，mRNA、DNA

或蛋白质)的捕获结构域(例如，核苷酸序列)。在一些实施方案中，捕获探针与靶标的结合

(例如，杂交)可通过检测视觉信号，例如已并入靶标中的荧光团、重金属(例如，银离子)或

化学发光标记来进行检测和定量。在一些实施方案中，视觉信号的强度与生物样品中每种

分析物的相对丰度相关。由于阵列可含有数千个或数百万个(或更多个)捕获探针，因此具

有捕获探针的特征阵列可并行询问许多分析物。

[0467] 在一些实施方案中，基底包括被设计为捕获来自一种或多种生物体的分析物的一

个或多个捕获探针。在一个非限制性实例中，基底可含有被设计用于捕获来自一种生物体

(例如，人)的mRNA的一个或多个捕获探针和被设计用于捕获来自第二生物体(例如，细菌)

的DNA的一个或多个捕获探针。

[0468] 可使用多种技术将捕获探针附接至基底或特征。在一些实施方案中，捕获探针直

接附接至固定在阵列上的特征。在一些实施方案中，捕获探针通过化学固定被固定至基底。

例如，化学固定可在基底上的官能团和与捕获探针上的相应功能元件之间发生。捕获探针

中的示例性相应功能元件可以是捕获探针的固有化学基团，例如羟基，或者可将功能元件

引入到捕获探针上。基底上的官能团的实例是胺基团。在一些实施方案中，待固定的捕获探

针包括官能胺基团或经化学修饰以包含官能胺基团。用于这种化学修饰的手段和方法在本

领域中是众所周知的。

[0469] 在一些实施方案中，捕获探针是核酸。在一些实施方案中，捕获探针通过其5'端固

定在特征或基底上。在一些实施方案中，捕获探针通过其5'端固定在特征或基底上并且从

5'至3'端包含：一个或多个条形码(例如，空间条形码和/或UMI)和一个或多个捕获结构域。

在一些实施方案中，捕获探针通过其5'端固定在特征上并且从5'至3'端包含：一个条形码

(例如，空间条形码或UMI)和一个捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针通过其5'端固

定在特征或基底上并且从5'至3'端包含：可裂解结构域、功能结构域、一个或多个条形码

(例如，空间条形码和/或UMI)和捕获结构域。

[0470] 在一些实施方案中，捕获探针通过其5'端固定在特征或基底上并且从5'至3'端包

含：可裂解结构域、功能结构域、一个或多个条形码(例如，空间条形码和/或UMI)、第二功能

结构域和捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针通过其5'端固定在特征或基底上并且

从5'至3'端包含：可裂解结构域、功能结构域、空间条形码、UMI和捕获结构域。在一些实施

方案中，捕获探针通过其5'端固定在特征或基底上并且不包含空间条形码。在一些实施方

案中，捕获探针通过其5'端固定在特征或基底上并且不包含UMI。在一些实施方案中，捕获

探针包含用于起始测序反应的序列。

[0471] 在一些实施方案中，捕获探针通过其3'端固定在特征或基底上。在一些实施方案

中，捕获探针通过其3'端固定在特征或基底上并且从3'至5'端包含：一个或多个条形码(例

如，空间条形码和/或UMI)和一个或多个捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针通过其

3'端固定在特征或基底上并且从3'至5'端包含：一个条形码(例如，空间条形码或UMI)和一

个捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针通过其3'端固定在特征或基底上并且从3'至

5'端包含：可裂解结构域、功能结构域、一个或多个条形码(例如，空间条形码和/或UMI)和
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捕获结构域。在一些实施方案中，捕获探针通过其3'端固定在特征或基底上并且从3'至5'

端包含：可裂解结构域、功能结构域、空间条形码、UMI和捕获结构域。

[0472] 待固定的捕获探针内官能团的定位可用于控制和塑造捕获探针的结合行为和/或

取向，例如官能团可置于捕获探针的5'或3'端或捕获探针的序列内。在一些实施方案中，捕

获探针可还包括基底(例如，附接至捕获探针的支撑物、附接质特征的支撑物或附接至基底

的支撑物)。用于待固定的捕获探针的典型基底包括能够与此类捕获探针结合，例如与胺官

能化的核酸结合的部分。此类基底的实例是羧基、醛或环氧支撑物。

[0473] 在一些实施方案中，可将捕获探针固定在其上的基底可例如通过激活基底上可用

的官能团而化学激活。术语“激活的基底”涉及其中相互作用或反应性化学官能团通过化学

修饰程序建立或启用的材料。例如，可在使用前激活包括羧基的基底。此外，某些基底含有

可与捕获探针中已经存在的特定部分反应的官能团。

[0474] 在一些实施方案中，使用共价键联将捕获探针直接偶联至底物。在一些实施方案

中，通过使捕获探针的“第一”核苷酸与基底分离的接头(即化学接头)将捕获探针间接偶联

至基底。在一些实施方案中，捕获探针不直接结合至阵列，而是间接地相互作用，例如通过

结合至自身直接或间接地结合至阵列的分子。在一些实施方案中，捕获探针间接地附接至

基底(例如，通过包含聚合物的溶液)。

[0475] 在捕获探针例如通过与能够结合捕获探针的表面探针杂交而间接地固定在阵列

的特征上的一些实施方案中，所述捕获探针可还包含能够与表面探针的5'端杂交的上游序

列(与组织样品的核酸，例如RNA杂交的序列的5')。单独地，捕获探针的捕获结构域可被视

为捕获结构域寡核苷酸，在捕获探针间接地固定在阵列上的实施方案中，所述捕获结构域

寡核苷酸可用于捕获探针的合成。

[0476] 在一些实施方案中，基底由惰性材料或基质(例如，载玻片)组成，所述惰性材料或

基质已通过例如用包含能够固定捕获探针的反应性基团的材料处理而被官能化。参见例

如，WO  2017/019456，其全部内容以引用的方式并入本文。非限制性实例包括负载在惰性基

底上的聚丙烯酰胺水凝胶(例如，载玻片；参见WO  2005/065814和美国专利申请号2008/

0280773，其全部内容以引用的方式并入本文)。

[0477] 在一些实施方案中，使用共价方法将官能化生物分子(例如，捕获探针)固定在官

能化基底上。用于共价附接的方法包括，例如，胺和激活的羧酸酯(例如，N‑羟基琥珀酰亚胺

酯)的缩合；在还原性胺化条件下胺和醛的缩合；和环加成反应，如狄尔斯‑阿尔德[4+2]反

应、1,3‑偶极环加成反应和[2+2]环加成反应。用于共价附接的方法还包括例如，点击化学

反应，包括[3+2]环加成反应(例如，胡伊斯根(Huisgen)1,3‑偶极环加成反应和铜(I)催化

的叠氮化物‑炔烃环加成(CuAAC))；硫醇‑烯反应；狄尔斯‑阿尔德反应和反电子需求狄尔

斯‑阿尔德反应；异腈和四嗪的[4+1]环加成；以及小碳环的亲核开环(例如，用氨基寡核苷

酸打开环氧化物)。用于共价附接的方法还包括，例如，马来酰亚胺和硫醇；和对硝基苯酯官

能化的寡核苷酸和聚赖氨酸官能化的底物。用于共价附接的方法还包括，例如，二硫化物反

应；自由基反应(参见例如，美国专利号5,919,626，其全部内容以引用的方式并入本文)；和

酰肼官能化基底(例如，其中酰肼官能团直接或间接地附接至基底)和醛官能化寡核苷酸

(参见例如，Yershov等人(1996)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  93,4913–4918，其全部内容以引

用的方式并入本文)。
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[0478] 在一些实施方案中，使用光化学共价方法将官能化生物分子(例如，捕获探针)固

定在官能化基底上。用于光化学共价附接的方法包括，例如，蒽醌缀合的寡核苷酸的固定

(参见例如，Koch等人(2000)Bioconjugate  Chem.11,474‑483，其全部内容以引用的方式并

入本文)。

[0479] 在一些实施方案中，使用非共价方法将官能化生物分子(例如，捕获探针)固定在

官能化基底上。用于非共价附接的方法包括，例如，生物素官能化的寡核苷酸和链霉抗生物

素蛋白处理的基底(参见例如， 等人(1993)Analytical  Biochemistry  209,

278–283和Gilles等人(1999)Nature  Biotechnology  17,365–370，其全部内容以引用的方

式并入本文)。

[0480] 在一些实施方案中，寡核苷酸(例如，捕获探针)可根据以下中阐述的方法附接至

基底或特征：美国专利号6,737,236、7,259,258、7,375,234、7,427,678、5,610,287、5,807,

522、5,837,860和5,472,881；美国专利申请公布号2008/0280773和2011/0059865；Shalon

等人(1996)Genome  Research ,639–645；Rogers等人(1999)Analytical  Biochemistry 

266,23–30；Stimpson等人(1995)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  92,6379–6383；Beattie等人

(1995)Clin.Chem.45,700–706；Lamture等人(1994)Nucleic  Acids  Research  22,2121–

2125；Beier等人(1999)Nucleic  Acids  Research  27 ,1970–1977；Joos等人(1997)

Analytical  Biochemistry  247,96–101；Nikiforov等人(1995)Analytical  Biochemistry 

227,201–209；Timofeev等人(1996)Nucleic  Acids  Research  24,3142–3148；Chrisey等人

(1996)Nucleic  Acids  Research  24,3031–3039；Guo等人(1994)Nucleic  Acids  Research 

22 ,5456–5465；Running和Urdea(1990)BioTechniques  8 ,276–279；Fahy等人(1993)

Nucleic  Acids  Research  21,1819–1826；Zhang等人(1991)19,3929–3933；以及Rogers等

人(1997)Gene  Therapy  4,1387–1392。前述文献中的每一个的全部内容以引用的方式并入

本文。

[0481] 可通过各种方法制备阵列。在一些实施方案中，通过在阵列上合成(例如，原位合

成)寡核苷酸或通过喷射印刷或光刻来制备阵列。例如，高密度DNA寡核苷酸的光引导合成

可通过光刻或固相DNA合成来实现。为了实施光刻合成，可将用光化学保护基团修饰的合成

接头附接至基底，并且可使用光刻掩模(施加至基板的特定区域)和光来修饰光化学保护基

团，从而产生具有局部光脱保护的阵列。许多这些方法在本领域中是已知的，并且例如在

Miller等人,“Basic  concepts  of  microarrays  and  potential  applications  in 

clinical  microbiology .”Clinical  microbiology  reviews  22 .4(2009):611‑633；

US201314111482A；US9593365B2；US2019203275；和WO2018091676中进行了描述，所述文献

以引用的方式整体并入本文。

[0482] 在一些实施方案中，将阵列用寡核苷酸“点样”或“印刷”，然后将这些寡核苷酸(例

如，捕获探针)附接至基底。寡核苷酸可通过非接触或接触印刷施加。非接触式打印机可使

用与计算机打印机相同的方法(例如，气泡喷射或喷墨)以将探针溶液的小液滴排出到基底

上。专门的喷墨样打印机可将纳升至皮升体积的寡核苷酸溶液液滴(而不是墨水)排出到基

底上。在接触印刷中，每个打印针直接将寡核苷酸溶液施加至表面上的特定位置。可通过

DNA的磷酸主链的负电荷与基底表面的正电荷涂层的静电相互作用或通过DNA中的胸苷碱

基与经处理的基底表面上的胺基团之间的UV交联共价键来将寡核苷酸附接至基底表面。在
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一些实施方案中，基底是载玻片。在一些实施方案中，寡核苷酸(例如，捕获探针)通过与化

学基质(例如环氧‑硅烷、氨基‑硅烷、赖氨酸、聚丙烯酰胺等)的共价键附接至基底。

[0483] 阵列也可通过原位合成来制备。在一些实施方案中，可使用光刻法制备这些阵列。

所述方法通常依赖于基底上的UV掩蔽和光引导组合化学合成来直接在阵列表面上选择性

地合成探针，每个点一次一个核苷酸，同时用于多个点。在一些实施方案中，基底含有在游

离端上具有可通过光除去的保护基团的共价接头分子。UV光被引导通过光刻掩模，以用羟

基脱保护和激活选定位点，所述羟基起始与附接至激活位点的引入受保护核苷酸的偶联。

掩模以可选择暴露位点的方式设计，并且因此指定阵列上可附接每个核苷酸的坐标。可重

复所述过程，施加新的掩模，激活不同的位点组并偶联不同的碱基，从而允许在每个位点构

建任意寡核苷酸。此过程可用于合成成千上万的不同寡核苷酸。在一些实施方案中，可使用

无掩模阵列合成器技术。它使用可编程微镜阵列来创建数字掩模，以反射所需的UV光图案，

以使特征脱保护。

[0484] 在一些实施方案中，喷墨点样工艺也可用于原位寡核苷酸合成。不同的核苷酸前

体加催化剂可印刷在基底上，然后与偶联和脱保护步骤组合。这种方法依赖于在重复轮次

的逐碱基印刷中在阵列表面上印刷皮升体积的核苷酸，从而延长阵列上寡核苷酸探针的长

度。

[0485] 也可通过电场的主动杂交来制备阵列，以控制核酸转运。当将正电流施加至阵列

上的一个或多个测试位点时，可将带负电荷的核酸转运至特定位点或特征。阵列的表面可

含有结合分子(例如链霉抗生物素蛋白)，一旦电子寻址的生物素化探针到达它们的靶向位

置，所述结合分子就允许形成键(例如，链霉抗生物素蛋白‑生物素键)。然后从有源特征中

除去正电流，并且可通过靶向施加正电流来激活新的测试位点。重复所述过程，直到阵列上

的所有位点都被覆盖。

[0486] 用于空间分析的阵列可通过如本文所述的各种方法生成。在一些实施方案中，阵

列具有多个包含空间条形码的捕获探针。可确定这些空间条形码及其与阵列上的位置的关

系。在一些情况下，此类信息容易获得，因为寡核苷酸以预定模式在阵列上点样、印刷或合

成。在一些情况下，可通过本文所述的方法，例如通过原位测序、通过与空间条形码相关的

各种标记等使空间条形码解码。在一些实施方案中，可使用阵列作为模板来生成子阵列。因

此，空间条形码可转移至具有已知模式的子阵列。

[0487] 在一些实施方案中，可通过连接多个寡核苷酸而生成包含带条形码的探针的阵

列。在一些情况下，多个寡核苷酸含有条形码的一部分，并且在连接多个寡核苷酸时生成完

整条形码。例如，可将含有条形码的第一部分的第一寡核苷酸附接至基底(例如，使用本文

所述的将寡核苷酸附接至基底的任何方法)，并且然后可将含有所述条形码的第二部分的

第二寡核苷酸连接到第一寡核苷酸上以生成完整条形码。条形码的第一、第二和任何额外

部分的不同组合可用于增加条形码的多样性。在第二寡核苷酸在连接之前也附接至基底的

情况下，第一和/或第二寡核苷酸可通过含有裂解位点的表面接头附接至基底。连接后，连

接的寡核苷酸通过在裂解位点处裂解而线性化。

[0488] 为了增加条形码的多样性，可将包含两个或更多个不同条形码序列的多个第二寡

核苷酸连接至包含相同条形码序列的多个第一寡核苷酸上，从而生成两个或更多个不同种

类的条形码。为了实现选择性连接，附接至含有条形码的第一部分的基底的第一寡核苷酸
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最初可用保护基团(例如，光可裂解保护基团)保护，并且可在第一和第二寡核苷酸之间的

连接之前除去所述保护基团。在阵列上的条形码探针通过连接两个或多个寡核苷酸产生的

情况下，寡核苷酸的浓度梯度可施加至基底，使得寡核苷酸的不同组合根据其在基底上的

位置并入带条形码的探针中。

[0489] 阵列上的带条形码的探针也可通过将单个核苷酸添加值阵列上的现有寡核苷酸

来产生，例如使用以模板非依赖性方式起作用的聚合酶。可将单个核苷酸以浓度梯度添加

至现有寡核苷酸，从而取决于探针在阵列上的位置而产生具有不同长度的探针。

[0490] 还可通过修饰现有阵列，例如通过修饰附接至阵列的寡核苷酸来制备阵列。例如，

可在包含寡核苷酸的阵列上产生探针，所述寡核苷酸在3'端附接至阵列并且具有游离5'

端。寡核苷酸可以是原位合成的寡核苷酸，并且可包含条形码。寡核苷酸的长度可小于50个

核苷酸(nt)(例如，小于45、40、35、30、25、20、15或10nt)。为了使用这些寡核苷酸产生探针，

与寡核苷酸的一部分互补的引物(例如，寡核苷酸所共有的恒定序列)可用于与寡核苷酸杂

交并延伸(使用寡核苷酸作为模板)以形成双链体并产生3'突出端。因此，3'突出端允许将

额外的核苷酸或寡核苷酸添加到双链体上。可通过例如将一个或多个寡核苷酸添加至3'突

出端的末端(例如，通过夹板寡核苷酸介导的连接)来产生捕获探针，其中添加的寡核苷酸

可包含捕获结构域的序列或序列的一部分。

[0491] 在现有阵列上的寡核苷酸包含可与夹板寡核苷酸杂交的识别序列的情况下，也可

通过经由夹板寡核苷酸将额外的寡核苷酸直接连接至现有寡核苷酸上来产生探针。识别序

列可在现有阵列上寡核苷酸的游离5'端或游离3'端。可用于本公开的方法的识别序列可不

含限制酶识别位点或二级结构(例如，发夹)，并且可包含高含量的鸟嘌呤和胞嘧啶核苷酸，

并且因此具有高稳定性。

[0492] 可通过以规则图案或不规则排列将珠粒(例如，带条形码的珠粒)附接至基底来产

生珠粒阵列。可通过例如选择性地激活基底上的区域以允许珠粒的附接而将珠粒附接至基

底上的选择性区域。激活基底上的选择性区域可包括激活施加在基底上的涂层(例如，光可

裂解涂层)或聚合物。珠粒可反复地附接，例如，珠粒的子集可一次附接，并且可重复相同过

程来附接剩余的珠粒。可替代地，珠粒可在一个步骤中全部附接至基底。

[0493] 可通过首先在基底上制备多个带条形码的探针、将多个珠粒沉积在基底上并使用

基底上的探针作为模板产生附接至珠粒的探针来产生带条形码的珠粒或包含多个带条形

码的探针的珠粒。

[0494] 大规模商业制造方法允许将数百万个寡核苷酸连接至阵列。可商购的阵列包括来

自Roche  NimbleGen,Inc.,(Wisconsin)和Affymetrix(ThermoFisher  Scientific)的阵

列。

[0495] 在一些实施方案中，可根据WO  2012/140224、WO  2014/060483、WO  2016/162309、

WO  2017/019456、WO  2018/091676和WO  2012/140224以及美国专利申请号2018/0245142中

所述的方法制备阵列。前述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0496] C.捕获用于空间分析的分析物

[0497] 在本章节中，描述了用于捕获分析物的方法和系统的一般方面。单独的方法步骤

和系统特征可组合存在于许多不同的实施方案中；本文所述的具体组合不以任何方式限制

步骤和特征的其它组合。
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[0498] 一般而言，当使生物样品与例如包含捕获探针或剂的基底(例如，具有包埋、点样、

印刷在基底上的捕获探针的基底或具有包含捕获探针的特征(例如，珠粒、孔)的基底)接触

时，可捕获分析物。

[0499] 如本文所用，使生物样品与包含特征的基底“接触(co n ta c t)”、“接触

(contacted)”和/或“接触(contacting)”可指任何接触(例如，直接或间接)，使得捕获探针

可与来自生物样品的分析物相互作用(例如，捕获)。例如，基底可在没有直接物理接触的情

况下靠近或邻近生物样品，但能够捕获来自所述生物样品的分析物。在一些实施方案中，使

生物样品与基底直接物理接触。在一些方面，使分析物释放并且与捕获剂接近或接触。在一

些实施方案中，使生物样品与基底间接物理接触。例如，液体层可位于生物样品与基底之

间。在一些实施方案中，分析物扩散通过液体层。在一些实施方案中，捕获探针扩散通过液

体层。在一些实施方案中，试剂可通过生物样品与基底之间的液体层递送。在一些实施方案

中，间接物理接触可以是在生物样品与包括具有捕获探针的特征的第一基底之间存在第二

基底(例如，水凝胶、薄膜、多孔膜)。在一些实施方案中，试剂可通过第二基底递送至生物样

品。

[0500] i.防扩散介质/盖

[0501] 为了通过促进分析物朝向空间标记的捕获探针扩散来提高效率，可使用防扩散介

质。通常，生物分析物的分子扩散在所有方向上发生，包括朝向捕获探针(即朝向带空间条

形码的阵列)和远离捕获探针(即进入本体溶液中)。增加朝向带空间条形码的阵列的扩散

可减少分析物扩散远离带空间条形码的阵列，并提高捕获探针的捕获效率。

[0502] 在一些实施方案中，将生物样品置于带空间条形码基底的顶部，并且将防扩散介

质置于生物样品的顶部。例如，可将防扩散介质置于已经放置成与生物样品接触的阵列上。

在一些实施方案中，防扩散介质和空间标记阵列是同一部件。例如，防扩散介质可在防扩散

介质(例如，盖玻片、载玻片、水凝胶或膜)之内或之上含有空间标记的捕获探针。在一些实

施方案中，将样品置于基底上，并且将防扩散介质置于生物样品的顶部。此外，可将带空间

条形码的捕获探针阵列紧密靠近地放置在防扩散介质上方。例如，可将防扩散介质夹在空

间标记的阵列与基底上的样品之间。在一些实施方案中，将防扩散介质布置或点样到样品

上。在其它实施方案中，将防扩散介质放置成与样品紧密靠近。

[0503] 通常，防扩散介质可以是已知限制生物分析物的扩散性的任何材料。例如，防扩散

介质可以是实心盖(例如，盖玻片或载玻片)。在一些实施方案中，防扩散介质可由玻璃、硅、

纸、水凝胶聚合物整料或其它材料制成。在一些实施方案中，玻璃面可以是丙烯酸化载玻

片。在一些实施方案中，防扩散介质是多孔膜。在一些实施方案中，材料可以是天然多孔的。

在一些实施方案中，材料可具有蚀刻到固体材料中的孔隙或孔。在一些实施方案中，可操纵

孔径以使靶分析物的损失最小化。在一些实施方案中，可操纵膜化学以使靶分析物的损失

最小化。在一些实施方案中，防扩散介质(即水凝胶)共价附接至基底(即载玻片)。在一些实

施方案中，防扩散介质可以是已知限制poly(A)转录物的扩散性的任何材料。在一些实施方

案中，防扩散介质可以是已知限制蛋白质的扩散性的任何材料。在一些实施方案中，防扩散

介质可以是已知限制大分子成分的扩散性的任何材料。

[0504] 在一些实施方案中，防扩散介质包括一种或多种防扩散介质。例如，一种或多种防

扩散介质可在使介质与生物样品接触之前以多种方式组合，包括但不限于涂覆、分层或点
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样。作为另一个实例，可将水凝胶放置到生物样品上，然后将盖(例如，载玻片)放置在水凝

胶的顶部。

[0505] 在一些实施方案中，施加力(例如，流体动力压力、超声振动、溶质对比、微波辐射、

血管循环或其它电、机械、磁、离心和/或热力)以控制扩散并增强分析物捕获。在一些实施

方案中，一种或多种力和一种或多种防扩散介质用于控制扩散并增强捕获。例如，离心力和

载玻片可同时使用。可使用力和防扩散介质的多种组合中的任一种来控制或减轻扩散并增

强分析物捕获。

[0506] 在一些实施方案中，将防扩散介质连同带空间条形码的阵列和样品一起浸没在本

体溶液中。在一些实施方案中，本体溶液包含透化试剂。在一些实施方案中，防扩散介质包

含至少一种透化试剂。在一些实施方案中，在使防扩散介质与样品接触之前，将防扩散介质

(即水凝胶)浸泡在透化试剂中。在一些实施方案中，防扩散介质可包括含有透化缓冲液或

试剂的孔(例如，微孔、纳米孔或微微孔)。在一些实施方案中，防扩散介质可包含透化试剂。

在一些实施方案中，防扩散介质可含有干燥试剂或单体，以在将防扩散介质施加至生物样

品时递送透化试剂。在一些实施方案中，在将组件浸没在本体溶液中之前，将防扩散介质添

加至带空间条形码的阵列和样品组件中。在一些实施方案中，在样品已经暴露于透化试剂

之后，将防扩散介质添加至带空间条形码的阵列和样品组件中。在一些实施方案中，使透化

试剂流动通过防扩散介质上方的微流体室或通道。在一些实施方案中，流动控制样品对透

化试剂的接近。在一些实施方案中，靶分析物从样品中扩散出来并朝向本体溶液扩散，并且

包埋在包埋空间标记的捕获探针的防扩散介质中。在一些实施方案中，游离溶液夹在生物

样品与防扩散介质之间。

[0507] 图18是防扩散介质的示例性使用的图示。可使防扩散介质1802与样品1803接触。

在图18中，载玻片1804填充有带空间条形码的捕获探针1806，并且使样品1803、1805与阵列

1804、1806接触。可将防扩散介质1802施加至样品1803，其中样品1803夹在防扩散介质1802

与捕获探针涂覆的载玻片1804之间。当将透化溶液1801施加至样品时，使用防扩散介质/盖

1802通过减少分析物向外扩散到介质中来引导分析物1805向捕获探针1806迁移。可替代

地，盖可含有透化试剂。

[0508] ii.用于捕获的条件

[0509] 基底上(或基底上的特征上)的捕获探针通过在别处描述的捕获结构域与释放的

分析物相互作用，以捕获分析物。在一些实施方案中，进行某些步骤以增强阵列的捕获探针

对分析物的转移或捕获。此类修改的实例包括但不限于调整用于使基底与生物样品接触的

条件(例如，时间、温度、取向、pH水平、生物样品的预处理等)，使用力来运输分析物(例如，

电泳、离心、机械等)，进行扩增反应以增加生物分析物的量(例如，PCR扩增、原位扩增、克隆

扩增)，和/或使用标记的探针用于检测扩增子和条形码。

[0510] 在一些实施方案中，通过用透化试剂处理生物样品来促进对分析物的捕获。如果

生物样品未充分透化，则捕获在基底上的分析物的量可能太低而不能进行充分分析。相反，

如果生物样品的渗透性太强，则分析物可能远离其在生物样品中的来源扩散，使得生物样

品内分析物的相对空间关系丧失。因此，在使生物样品足够透化以获得良好信号强度同时

仍保持生物样品中分析物分布的空间分辨率之间的平衡是所需的。制备生物样品以促进的

方法在本领域中是已知的并且可根据生物样品和生物样品的制备方式(例如，新鲜冷冻、
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FFPE等)进行修改。

[0511] iii.被动捕获方法

[0512] 在一些实施方案中，分析物可从样品迁移至基底。用于促进迁移的方法可以是被

动的(例如，扩散)和/或主动的(例如，核酸的电泳迁移)。被动迁移的非限制性实例可包括

由脱水物体再水化产生的简单扩散和渗透压。

[0513] 通过扩散被动迁移使用浓度梯度。扩散是不受束缚的物体朝向平衡的移动。因此，

当存在高物体浓度的区域和低物体浓度的区域时，物体(捕获探针、分析物等)移动至浓度

较低的区域。在一些实施方案中，不受束缚的分析物沿浓度梯度向下移动。

[0514] 在一些实施方案中，可将不同的试剂添加至生物样品，使得生物样品再水合，同时

提高分析物的捕获。在一些实施方案中，可用透化试剂使生物样品再水合。在一些实施方案

中，可用染色溶液(例如苏木精和伊红染色剂)使生物样品再水合。

[0515] iv.主动捕获方法

[0516] 在本文所述的任何方法的一些实例中，可使细胞或生物样品中的分析物转运(例

如，被动地或主动地)至捕获探针(例如，固定至固体表面的捕获探针)。

[0517] 例如，可使用电场(例如，使用电泳)、压力梯度、流体流动、化学浓度梯度、温度梯

度和/或磁场使细胞或生物样品中的分析物转运至捕获探针(例如，固定化捕获探针)。例

如，可通过例如凝胶(例如，水凝胶基质)、流体或透化细胞使分析物转运至捕获探针(例如，

固定化捕获探针)。

[0518] 在一些实例中，可将电泳场施加至分析物以促进分析物朝向捕获探针迁移。在一

些实施方案中，样品接触基底和固定在基底(例如，载玻片、盖玻片或珠粒)上的捕获探针，

并且施加电流以促进带电分析物朝向固定在基底上的捕获探针的定向迁移。电泳组件可用

于施加电流，其中使细胞或生物样品与阴极和捕获探针(例如，固定在基底上的捕获探针)

接触，并且其中使捕获探针(例如，固定在基底上的捕获探针)与细胞或生物样品和阳极接

触。

[0519] 分析物的电泳转移可在保持样品中分析物的相对空间排列的同时进行。因此，由

捕获探针(例如，固定在基底上的捕获探针)捕获的分析物保留细胞或生物样品的空间信

息。向分析物施加电泳场还可导致温度升高(例如，热量)。在一些实施方案中，升高的温度

(例如，热量)可促进分析物朝向捕获探针迁移。

[0520] 在一些实例中，空间可寻址微电极阵列用于通过捕获探针对至少一种目标带电分

析物进行空间受限的捕获。微电极阵列可被配置为包括高密度的离散位点，所述位点具有

用于施加电场以促进目标带电分析物的迁移的小面积。例如，可使用空间可寻址微电极阵

列在目标区域上进行电泳捕获。

[0521] 微电极阵列上的高密度离散位点可用于小型装置。表面可包括任何合适密度的离

散位点(例如，适合于在给定量的时间内加工导电基底上的样品的密度)。在一个实施方案

中，表面具有大于或等于约500个位点/1mm2的离散位点密度。在一些实施方案中，表面具有

约100、约200、约300、约400、约500、约600、约700、约800、约900、约1,000、约2,000、约3,

000、约4,000、约5,000、约6,000、约7,000、约8,000、约9,000、约10,000、约20,000、约40,

000、约60,000、约80,000、约100,000或约500,000个位点/1mm2的离散位点密度。在一些实

施方案中，表面具有至少约200、至少约300、至少约400、至少约500、至少约600、至少约700、
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至少约800、至少约900、至少约1,000、至少约2,000、至少约3,000、至少约4,000、至少约5,

000、至少约6,000、至少约7,000、至少约8,000、至少约9,000、至少约10,000、至少约20,

000、至少约40,000、至少约60,000、至少约80,000、至少约100,000或至少约500,000个位

点/1mm2的离散位点密度。

[0522] 示出被配置为将转录物分析物引导朝向带空间条形码的捕获探针阵列的电泳转

移系统的示意图在图19A和图19B中示出。在电泳系统的这种示例性配置中，样品1902夹在

阴极1901与带空间条形码的捕获探针阵列1904、1905之间，并且带空间条形码的捕获探针

阵列1904、1905夹在样品1902与阳极1903之间，使得样品1902、1906与带空间条形码的捕获

探针1907接触。当向电泳转移系统施加电场时，带负电荷的mRNA分析物1906将被拉向带正

电荷的阳极1903并进入含有带空间条形码的捕获探针1907的带空间条形码的阵列1904、

1905中。带空间条形码的捕获探针1907然后与mRNA靶分析物1906相互作用/杂交/固定所述

靶分析物，从而使分析物捕获更有效。电泳系统设置可取决于靶分析物而改变。例如，蛋白

质可以是阳性、阴性、中性或极性的，这取决于蛋白质以及其它因素(例如等电点、溶解度

等)。熟练的从业人员具有布置电泳转移系统以促进特定靶分析物的捕获的知识和经验。

[0523] 图20是示出利用电泳转移系统的示例性工作流程方案的说明。在实例中，图A描绘

与样品接触的柔性带空间条形码特征阵列。样品可以是柔性阵列，其中阵列被固定在水凝

胶、膜或其它柔性基底上。图B描绘阵列与样品的接触以及阵列‑样品组件的成像。样品/阵

列组件的图像可用于验证样品放置、选择目标区域或如本文所述对阵列上的样品进行成像

的任何其它原因。图C描绘使用电泳转移系统施加电场以帮助有效捕获靶分析物。在此，带

负电荷的mRNA靶分析物朝向带正电荷的阳极迁移。图D描绘逆转录试剂的施加和捕获的靶

分析物的第一链cDNA合成。图E描绘用于文库构建(图F)和下一代测序(图G)的阵列移除和

制备。

[0524] D.目标区域

[0525] 生物样品可具有显示可能表明疾病的存在或疾病表型的发展的形态特征的区域。

例如，肿瘤活检样品内特定位点的形态学特征可指示受试者中癌症的侵袭性、治疗抗性、转

移潜力、迁移、分期、诊断和/或预后。肿瘤活检样品中特定位点的形态学特征的变化通常与

特定位点内细胞中的分析物的水平或表达的变化相关，其进而可用于提供有关受试者中癌

症的侵袭性、治疗抗性、转移潜力、迁移、分期、诊断和/或预后的信息。选择用于特定分析的

生物样品内的区或区域(例如，生物样品中具有目标形态特征的区域)通常被描述为“目标

区域”。可在本文所述的原位测定和/或空间测定之前、同时和/或之后鉴定、检测、观察、分

析目标区域。在一些情况下，可进行行一个或多个显微术步骤以在本文所述的原位测定和/

或空间测定之前、期间和/或之后对生物样品进行可视化或成像。例如，任何合适的成像如

明场和/或荧光成像可用于使染色或未染色的生物样品(例如苏木精、伊红、DAPI等)可视

化。

[0526] 生物样品中的目标区域可用于分析生物样品内的特定目标区域，并且由此将实验

和数据收集集中至生物样品的特定区域(而不是整个生物样品)。这导致生物样品的分析的

时间效率提高。

[0527] 可使用多种不同的技术鉴定生物样品中的目标区域，所述技术例如膨胀显微术、

明场显微术、暗场显微术、相差显微术、电子显微术、荧光显微术、反射显微术、干涉显微术、
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共聚焦显微术和视觉鉴定(例如，通过眼睛)以及它们的组合。例如，可进行生物样品的染色

和成像以鉴定目标区域。在一些实例中，目标区域可对应于细胞结构的特定结构。在一些实

施方案中，可在可视化之前对生物样品进行染色以提供生物样品的不同区域之间的对比。

可根据生物样品的类型和待染色的细胞区域来选择染色的类型。在一些实施方案中，可使

用多于一种染色剂来可视化生物样品的不同方面，例如样品的不同区域、特定细胞结构(例

如，细胞器)或不同细胞类型。在其它实施方案中，可在不染色生物样品的情况下对生物样

品进行可视化或成像。

[0528] 在一些实施方案中，可使用一个或多个基准标记物(即，在所产生的图像中出现的

放置在成像系统的视野中的物体)来进行成像。基准标记物通常用作参考点或测量标尺。基

准标记物可包括但不限于可检测标记，如荧光、放射性、化学发光和比色标记。使用基准标

记物来稳定和定向生物样品例如在Carter等人,Applied  Optics  46:421‑427,2007)进行

了中描述，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。在一些实施方案中，基准标记物可

以是物理粒子(例如，纳米粒子、微球、纳米球、珠粒或本文所述或本领域已知的任何其它示

例性物理粒子)。

[0529] 在一些实施方案中，基准标记物可存在于基底上以提供生物样品的定向。在一些

实施方案中，微球可与基底偶联以有助于生物样品的定向。在一些实施方案中，与基底偶联

的微球可产生光学信号(例如，荧光)。在另一个实例中，微球可以特定图案或设计(例如，六

边形设计)附接至阵列的一部分(例如，角落)，以有助于生物样品在基底上的特征阵列上的

定向。在一些实施方案中，量子点可偶联至基底以有助于生物样品的定向。在一些实例中，

与基底偶联的量子点可产生光学信号。

[0530] 在一些实施方案中，基准标记物可以是固定化分子，可检测信号分子可与所述固

定的分子相互作用以产生信号。例如，标记物核酸可连接或偶联至当经受特定波长(或波长

范围)的光时能够发荧光的化学部分。这种标记物核酸分子可在对组织样品染色以使组织

切片可视化或成像之前、同时或之后与阵列接触。尽管不是必需的，但是使用可使用用于检

测标记的cDNA的相同条件(例如，成像条件)来检测的标记物可能是有利的。

[0531] 在一些实施方案中，包括基准标记物以有助于组织样品或其图像相对于基底上的

固定化捕获探针的定向。可使用任何数量的用于标记阵列的方法，使得仅在对组织切片进

行成像时才可检测到标记物。例如，分子(例如产生信号的荧光分子)可直接或间接地固定

在基底的表面上。可以图案(例如，边缘、一个或多个行、一条或多条线等)在基底上提供标

记物。

[0532] 在一些实施方案中，基准标记物可随机放置在视野中。例如，可将含有荧光团的寡

核苷酸在基底上的随机位置处随机印刷、压印、合成或附接至基底(例如载玻片)。可使组织

切片与基底接触，使得含有荧光团的寡核苷酸接触或接近来自组织切片的细胞或细胞的组

分(例如，mRNA或DNA分子)。可获得基底和组织切片的图像，并且可确定荧光团在组织切片

图像内的位置(例如，通过查看覆盖有荧光团检测的组织切片的光学图像)。在一些实施方

案中，基准标记物可精确地放置在视场中(例如，在基底上的已知位置处)。在这种情况下，

基准标记物可在基底上压印、附接或合成并与生物样品接触。通常，拍摄样品和基准标记物

的图像，并且可通过查看图像来确认基准标记物在基底上的位置。

[0533] 在一些实施方案中，基准标记物可以是附接至基底的固定化分子(例如，物理粒
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子)。例如，基准标记物可以是纳米粒子，例如纳米棒、纳米线、纳米立方体、纳米锥体或球形

纳米粒子。在一些实例中，纳米粒子可由重金属(例如，金)制成。在一些实施方案中，纳米粒

子可由金刚石制成。在一些实施方案中，基准标记物可以是肉眼可见的。示例性基准标记物

及其用途(例如，用于空间分析)例如在WO  2020/047002、WO  2020/047004、WO  2020/

047005、WO  2020/047007、WO  2020/047010和WO2020/123320中公开，其全部以引用的方式

整体并入本文。

[0534] 在一些实施方案中，原位测定模块可提供用于本文公开的整合方法的空间测定模

块的一种或多种基准标记物，例如，如章节VIII中所述。在一些实施方案中，在原位分析中

提供探针靶向的第一分析物可提供用于随后空间测定模块中的一种或多种分析物的分子

基准标记物。例如，第一核酸、互补序列、与原位测定模块中的第一核酸直接或间接杂交的

探针、所述探针的连接产物和/或所述探针的扩增产物(例如，RCA产物)可首先在原位测定

模块中进行分析，然后捕获在基底上进行空间分析。捕获的分子与原位信号相关，并且可充

当空间参考，以提供有关待在空间测定模块中进行分析、但尚未通过一个或多个探针靶向

和/或在原位测定模块中进行分析的一种或多种其它分析物(例如，核酸分子)的信息。

[0535] 在一些实施方案中，在使生物样品与空间阵列接触之前对生物样品进行染色和成

像以选择用于空间分析的样品。在一些实施方案中，染色包括施加如上所述的基准标记物，

包括荧光、放射性、化学发光或比色可检测标记物。在一些实施方案中，生物样品的染色和

成像允许用户鉴定用户所希望评估的特定样品(或目标区域)。

[0536] 在一些实施方案中，处理基底以最小化或减少特征内或特征之间的非特异性分析

物杂交。例如，处理可包括用对非特异性杂交产生物理屏障的水凝胶、薄膜和/或膜涂覆基

底。可使用任何合适的水凝胶。例如，可使用根据美国专利号6,391 ,937、9,512 ,422和9,

889,422以及美国专利申请公布号U.S.2017/0253918和U.S.2018/0052081中所述的方法制

备的水凝胶基质。前述文献中的每一个的全部内容以引用的方式并入本文。

[0537] 处理可包括添加反应性或能够被激活的官能团，使得其在接受刺激后变为反应性

(例如，光反应性)。处理可包括用具有一种或多种物理性质(例如，机械、电、磁和/或热)的

聚合物处理，所述物理性质使非特异性结合最小化(例如，在某些位置激活基底以允许在那

些位置进行分析物杂交)。

[0538] 在一些实例中，阵列(例如，本文所述的任何示例性阵列)可仅与生物样品(例如，

细胞、特征或目标区域)的一部分接触。在一些实例中，生物样品仅与阵列(例如，本文所述

的任何示例性阵列)的一部分接触。在一些实施方案中，可使阵列的一部分去激活，以使其

不与生物样品中的分析物相互作用(例如，阵列中捕获探针的光学去激活、化学去激活、热

去激活或封闭(例如，使用封闭探针))。在一些实例中，可从生物样品中除去目标区域，然后

可使目标区域与阵列(例如，本文所述的任何阵列)接触。可使用显微外科手术、激光捕获显

微切割、分块、切片机、切丁、胰蛋白酶消化、标记和/或荧光辅助细胞分选来从生物样品中

除去目标区域。在一些实施方案中，目标区域的分析物或其衍生物(例如，与分析物相关的

带条形码分子)可从样品中除去并进行分析。

[0539] VIII.标记的和/或捕获的分析物的分析

[0540] 在来自样品的分析物已经与捕获探针、分析物捕获剂或其它带条形码的寡核苷酸

序列杂交或以其它方式缔合后，根据上文结合一般基于空间细胞的分析方法描述的任何方
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法，通过测序对由杂交/缔合产生的带条形码的构建体进行分析以鉴定分析物。

[0541] 在样品通过与同细胞表面杂交、结合或缔合或引入细胞中的捕获探针或分析物捕

获剂杂交而直接进行空间条形编码的一些实施方案中，如上所述，可对完整样品进行测序。

[0542] 多种不同的测序方法可用于分析带条形码的分析物构建体。一般而言，所测序的

多核苷酸可以是例如核酸分子，如脱氧核糖核酸(DNA)或核糖核酸(RNA)，包括其变体或衍

生物(例如，单链DNA或DNA/RNA杂合体，以及具有核苷酸类似物的核酸分子)。

[0543] 多核苷酸的测序可通过各种商业系统进行。更一般地，可使用核酸扩增、聚合酶链

反应(PCR)(例如，数字PCR和微滴数字PCR(ddPCR)、定量PCR、实时PCR、多重PCR、基于PCR的

单重法、乳液PCR)和/或等温扩增进行测序。

[0544] 用于对遗传物质进行测序的方法的其它实例包括但不限于DNA杂交方法(例如，

DNA印迹)、限制酶消化方法、桑格测序方法、下一代测序方法(例如，单分子实时测序、纳米

孔测序和聚合酶克隆测序(Polony  sequencing))、连接方法和微阵列方法。可使用的测序

方法的另外实例包括靶向测序、单分子实时测序、外显子测序、基于电子显微术的测序、

panel测序、晶体管介导的测序、直接测序、随机鸟枪法测序、桑格双脱氧终止测序、全基因

组测序、杂交测序、焦磷酸测序、毛细管电泳、凝胶电泳、双重测序、循环测序、单碱基延伸测

序、固相测序、高通量测序、大规模平行签名测序、低变性温度共扩增‑PCR(COLD‑PCR)、通过

可逆染料终止子测序、双末端测序、近期测序、核酸外切酶测序、连接法测序、短读长测序、

单分子测序、合成法测序、实时测序、反向终止子测序、纳米孔测序、454测序、Solexa基因组

分析仪测序、SOLiDTM测序、MS‑PET测序以及它们的任何组合。

[0545] 核酸分子(包括带条形码的核酸分子或其衍生物)的序列分析可以是直接的或间

接的。因此，序列分析底物(其可被视为经受序列分析步骤或过程的分子)可直接是带条形

码的核酸分子，或者它可以是源自其的分子(例如，其互补序列)。因此，例如，在测序反应的

序列分析步骤中，测序模板可以是带条形码的核酸分子，或者它可以是源自其的分子。例

如，第一和/或第二链DNA分子可直接进行序列分析(例如测序)，即可直接参与序列分析反

应或过程(例如测序反应或测序过程，或者是已进行测序或以其它方式鉴定的分子)。可替

代地，带条形码的核酸分子可在序列分析(例如测序或通过另一种技术鉴定)之前进行第二

链合成或扩增的步骤。序列分析底物(例如，模板)因此可以是扩增子或带条形码的核酸分

子的第二链。

[0546] 在一些实施方案中，可对双链分子的两条链进行序列分析(例如，测序)。在一些实

施方案中，可对单链分子(例如带条形码的核酸分子)进行分析(例如测序)。为了进行单分

子测序，可在3'端对核酸链进行修饰。

[0547] 如上所述，大规模平行测序技术可用于对核酸进行测序。在一个实施方案中，大规

模平行测序技术可基于可逆染料终止子。作为一个实例，首先将DNA分子附接至例如玻璃或

硅基底上的引物，并且扩增，使得形成局部克隆集落(桥式扩增)。添加了四种类型的ddNTP，

并且未并入的核苷酸被洗掉。与焦磷酸测序不同，由于封闭基团(例如，ddNTP的糖部分上存

在的3'封闭基团)，DNA一次仅延伸一个核苷酸。检测器获取荧光标记核苷酸的图像，然后将

染料与末端3'封闭基团一起从DNA中化学除去，作为后续循环的前体。可重复此过程，直到

获得所需的序列数据。

[0548] 作为另一个实例，大规模平行焦磷酸测序技术还可用于对核酸进行测序。在焦磷
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酸测序中，使核酸在油溶液中的水滴内扩增(乳液PCR)，其中每个微滴含有附接至然后形成

克隆集落的单一引物包被的珠粒的单个核酸模板。测序系统含有许多皮升体积的孔，每个

孔含有单个珠粒和测序酶。焦磷酸测序使用荧光素酶来产生光以检测添加至新生核酸中的

单独核苷酸，并且组合数据用于生成序列读数。

[0549] 作为焦磷酸测序的另一种示例性应用，可通过经由ATP硫酸化酶立即转化为腺苷

三磷酸(ATP)来检测所释放的PPi，并且所产生的ATP的水平可通过荧光素酶产生的光子来

检测，如Ronaghi等人,Anal.Biochem.242(1) ,84‑9(1996)；Ronaghi,Genome  Res.11(1) ,3‑

11(2001)；Ronaghi等人Science  281(5375) ,363(1998)；和美国专利号6,210,891、6,258,

568和6,274,320中所描述，所述文献各自的全部内容以引用的方式并入本文。

[0550] 在一些实施方案中，通过检测在DNA聚合期间释放的氢离子来进行测序。含有待测

序的模板DNA链的微孔可充满单一类型的核苷酸。如果引入的核苷酸与前导模板核苷酸互

补，则将其并入生长互补链中。这导致释放氢离子，所述氢离子触发超灵敏离子传感器，这

表明已经发生了反应。如果模板序列中存在均聚物重复，则将在单个循环中并入多个核苷

酸。这导致相应数量的释放的氢离子和比例更高的电子信号。

[0551] 在捕获探针不包空间条形码的一些实施方案中，可在捕获探针捕获来自生物样品

的分析物之后和分析物的分析之前添加空间条形码。当捕获分析物后添加空间条形码时，

可在扩增分析物后添加条形码。在一些实施方案中，在分析物中核酸(例如，DNA或RNA)序列

扩增后添加空间条形码，并且分析物可包括样品中的内源性核酸(例如，DNA或RNA)分子(例

如，在原位测定模块之前存在于样品中的DNA或RNA分子)、在原位测定模块期间添加至样品

的DNA或RNA分子(例如，直接或间接地杂交/结合至分析物的探针或标记剂)、在原位测定模

块中产生的DNA或RNA分子(例如，逆转录产物、聚合酶延伸产物、连接产物如模板化连接产

物和/或扩增产物如RCA产物品)。在一些实施方案中，在RNA的逆转录和cDNA的聚合酶扩增

之后添加空间条形码)。在一些实施方案中，分析物分析使用一种或多种捕获的分析物的直

接测序，如样品中的内源性核酸(例如，DNA或RNA)分子(例如，在原位测定模块之前存在于

样品中的DNA或RNA分子)、在原位测定模块期间添加至样品的DNA或RNA分子(例如，直接或

间接地杂交/结合至分析物的探针或标记剂)、在原位测定模块中产生的DNA或RNA分子(例

如，逆转录产物、聚合酶延伸产物、连接产物如模板化连接产物和/或扩增产物如RCA产物

品)的直接测序。在一些实施方案中，在捕获的RNA的逆转录之后进行直接测序。在一些实施

方案中，在捕获的RNA的逆转录的扩增之后进行直接测序。

[0552] 在一些实施方案中，通过合成法测序(SBS)进行一种或多种捕获的分析物的直接

测序。在一些实施方案中，测序引物与捕获探针的一个或多个结构域(例如，功能结构域)中

的序列互补。在此类实施方案中，合成法测序可包括逆转录和/或扩增以产生模板序列(例

如，功能结构域)，引物序列可从所述模板序列结合。

[0553] SBS可涉及将适当的引物(有时称为测序引物)与待测序的核酸模板杂交，延伸引

物，并检测用于使引物延伸的核苷酸。优选地，用于使引物延伸的核酸在另一核苷酸被添加

至生长核酸链之前检测，从而允许逐碱基原位核酸测序。通过在引物延伸反应中包括一个

或多个标记的核苷酸来促进并入核苷酸的检测。为了允许适当的测序引物与待测序的核酸

模板杂交，核酸模板通常应呈单链形式。如果构成核酸点的核酸模板以双链形式存在，则可

使用本领域众所周知的方法，例如通过变性、裂解等，对这些进行加工以提供单链核酸模
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板。与核酸模板杂交并用于引物延伸的测序引物优选地是短寡核苷酸，例如长度为15至25

个核苷酸。测序引物可以溶液或以固定化形式提供。一旦通过使核酸模板和测序引物经受

适当的条件而已使测序引物与待测序的核酸模板退火，就进行引物延伸，例如使用核酸聚

合酶和核苷酸供应，其中的至少一些以标记的形式提供，并且如果提供了合适的核苷酸，则

适用于引物延伸的条件。

[0554] 优选地，在每个引物延伸步骤之后，包括洗涤步骤以除去可能干扰后续步骤的未

并入的核苷酸。一旦进行了引物延伸步骤，就监测核酸集落以确定标记的核苷酸是否已并

入延伸的引物中。然后可重复引物延伸步骤以确定并入延伸的引物中的下一个和后续核苷

酸。如果所确定的序列是未知的，则施加至给定集落的核苷酸通常以选定顺序施加，然后在

整个分析过程中重复，例如dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

[0555] 描述了可使用的SBS技术，例如但不限于美国专利申请公布号2007/0166705、美国

专利申请公布号2006/0188901、美国专利7,057,026、美国专利申请公布号2006/0240439、

美国专利申请公布号2006/0281109、PCT专利申请公布号WO  05/065814、美国专利申请公布

号2005/0100900、PCT专利申请公布号WO  06/064199、PCT专利申请公布号WO07/010,251、美

国专利申请公布号2012/0270305、美国专利申请公布号2013/0260372和美国专利申请公布

号2013/0079232中的那些，所述文献各自的全部内容以引用的方式并入本文。

[0556] 在一些实施方案中，通过顺序荧光杂交(例如，杂交测序)进行捕获的RNA的直接测

序。在一些实施方案中，RNA与捕获探针杂交的杂交反应在原位进行。在一些实施方案中，捕

获的RNA在与测序探针杂交之前不进行扩增。在一些实施方案中，RNA在与测序探针杂交之

前进行扩增(例如，逆转录成cDNA和扩增cDNA)。在一些实施方案中，使用单分子杂交链式反

应进行扩增。在一些实施方案中，使用滚环扩增进行扩增。

[0557] 顺序荧光杂交可涉及包含简并引物序列和可检测标记的探针的顺序杂交。简并引

物序列是能够与任何核酸片段杂交的短寡核苷酸序列，而与所述核酸片段的序列无关。例

如，这种方法可包括以下步骤：(a)提供包含四个探针的混合物，所述探针各自在5'‑末端包

含A、C、G或T，还包含长度为5至11个核苷酸的简并核苷酸序列，并且还包含功能结构域(例

如，荧光分子)，所述功能结构域对于在5'‑末端具有A、C、G或T的探针是不同的；(b)将步骤

(a)的探针与靶多核苷酸序列相关联，其序列需求将通过此方法确定；(c)测量四个功能结

构域的活性并记录活性的相对空间位置；(d)从靶多核苷酸序列中除去来自步骤(a)‑(b)的

试剂；并且重复步骤(a)‑(d)持续n个循环，直到确定每个珠粒的空间结构域的核苷酸序列，

修改为步骤(a)中使用的寡核苷酸与靶多核苷酸序列的部分互补，并且位置1至n位于序列

部分的两侧。因为条形码序列不同，所以在一些实施方案中，这些额外的侧翼序列是简并序

列。来自阵列上每个点的循环1至n的荧光信号可用于确定靶多核苷酸序列的序列。

[0558] 在一些实施方案中，使用顺序荧光杂交对捕获的RNA的直接测序在体外进行。在一

些实施方案中，捕获的RNA在与测序探针杂交之前进行扩增(例如，逆转录成cDNA和扩增

cDNA)。在一些实施方案中，将含有捕获的RNA的捕获探针暴露于靶向RNA的编码区的测序探

针。在一些实施方案中，使一个或多个测序探针靶向每个编码区。在一些实施方案中，测序

探针被设计成与测序试剂(例如，染料标记的读出寡核苷酸)杂交。测序探针然后可与测序

试剂杂交。在一些实施方案中，对来自测序反应的输出进行成像。在一些实施方案中，特定

cDNA序列从测序反应的图像中分辨。在一些实施方案中，捕获的RNA的逆转录在与测序探针
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杂交之前进行。在一些实施方案中，测序探针被设计成靶向RNA的编码区的互补序列(例如，

靶向cDNA)。

[0559] 在一些实施方案中，使用基于纳米孔的方法对捕获的RNA进行直接测序。在一些实

施方案中，使用纳米孔直接RNA测序进行直接测序，其中捕获的RNA易位通过纳米孔。可记录

纳米孔电流并将其转换为碱基序列。在一些实施方案中，捕获的RNA在纳米孔测序期间保持

附接至基底。在一些实施方案中，捕获的RNA在纳米孔测序之前从基底释放。在目标分析物

为蛋白质的一些实施方案中，可使用基于纳米孔的方法进行蛋白质的直接测序。可使用的

基于纳米孔的测序方法的实例在Deamer等人,Trends  Biotechnol.18,14  7‑151(2000)；

Deamer等人,Acc.Chem .Res .35:817‑825(2002)；Li等人,Nat.Mater.2:611‑615(2003)；

Soni等人,Clin .Chem .53 ,1996‑2001(2007)；Healy等人,Nanomed .2 ,459‑481(2007)；

Cockroft等人,J.Am.Chem.Soc.130,818‑820(2008)；以及美国专利7,001,792中进行了描

述。前述参考文献中的每一个的全部内容以引用的方式并入本文。

[0560] 在一些实施方案中，使用单分子连接法测序进行捕获的RNA的直接测序。此类技术

利用DNA连接酶来并入寡核苷酸并鉴定此类寡核苷酸的并入。寡核苷酸通常具有与寡核苷

酸所杂交的序列中特定核苷酸的身份相关的不同标记。连接法测序中涉及的方面和特征在

例如Shendure等人Science(2005) ,309:1728‑1732和美国专利号5,599,675；5,750,341；6,

969,488；6,172,218；和6,306,597中进行了描述，所述参考文献各自的全部内容以引用的

方式并入本文。

[0561] 在一些实施方案中，核酸杂交可用于测序。这些方法利用与条形码序列的至少一

部分互补的标记的核酸解码器探针。多重解码可使用具有可区分标记的许多不同探针的库

来进行。核酸杂交测序的非限制性实例在例如美国专利号8,460 ,865和Gunderson等人,

Genome  Research  14:870‑877(2004)中进行了描述，所述参考文献各自的全部内容以引用

的方式并入本文。

[0562] 在一些实施方案中，商业高通量数字测序技术可用于分析条形码序列，其中制备

DNA模板用于测序不是一次一个，而是在批量过程中，并且其中优选并行读出许多序列，或

者可替代地使用本身可并行化的超高通量串行过程。此类技术的实例包括 测序

(例如，基于流动池的测序技术)、使用经修饰核苷酸的合成法测序(如由Illumina ,Inc.,

San  Diego ,CA以TruSeqTM和HiSeqTM技术商业化)、Helicos  Biosciences  Corporation ,

Cambridge,MA的HeliScopeTM和Pacific  Biosciences  of  California,Inc.,Menlo  Park,

CA)的PacBio  RS、通过离子检测技术测序(Ion  Torrent,Inc.,South  San  Francisco,CA)

和DNA纳米球的测序(Complete  Genomics,Inc.,Mountain  View,CA)。

[0563] 在一些实施方案中，检测在将核苷酸并入延伸产物时释放的质子可用于本文所述

的方法中。例如，美国专利申请公布号2009/0026082、2009/0127589、2010/0137143和2010/

0282617中描述的测序方法和系统可用于对条形码进行直接测序。

[0564] 在一些实施方案中，可在测序期间使用DNA聚合酶活性的实时监测。例如，可通过

荧光共振能量转移(FRET)检测核苷酸并入，如例如在Levene等人,Science(2003) ,299 ,

682‑686；Lundquist等人 ,Opt .Lett .(2008) ,33 ,1026‑1028和Korlach等人 ,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA(2008) ,105,1176‑1181中所描述。前述参考文献中的每一个的全

部内容以引用的方式并入本文。
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[0565] 在一些实施方案中，本文所述的方法可用于评估随时间推移细胞或生物样品中的

分析物水平和/或表达(例如，在用剂处理之前或之后或不同分化阶段)。在一些实例中，本

文所述的方法可对在不同时间点(例如，在用剂处理之前或之后、不同分化阶段、不同疾病

进展阶段、不同受试者年龄，或在对剂发展耐药性之前或之后)从受试者获得的多个相似的

生物样品或细胞进行。

[0566] 在一些实施方案中，查找表(LUT)可用于将特征的一种性质与另一中性质相关联。

这些性质包括例如位置、条形码(例如，核酸条形码分子)、空间条形码、光学标签、分子标签

和其它性质。

[0567] 在一些实施方案中，查找表可将多个核酸条形码分子与特征相关联。在一些实施

方案中，特征的光学标记可允许将所述特征与生物粒子(例如，细胞或细胞核)相关联。特征

与生物粒子的关联可进一步允许将生物粒子的核酸分子的核酸序列与生物粒子的一种或

多种物理性质(例如，细胞的类型或细胞的位置)相关联。例如，基于条形码与光学标记之间

的关系，光学标记可用于确定特征的位置，从而将特征的位置与特征的条形码序列相关联。

后续分析(例如，测序)可将条形码序列与来自样品的分析物相关联。因此，基于位置与条形

码序列之间的关系，可确定生物分析物的位置(例如，在特定类型的细胞中，在生物样品的

特定位置的细胞中)。

[0568] 在一些实施方案中，特征可具有附接至其的多个核酸条形码分子。多个核酸条形

码分子可包含条形码序列。附接至给定特征的多个核酸分子可具有相同的条形码序列或两

个或更多个不同的条形码序列。不同的条形码序列可用于提供改进的空间定位精度。

[0569] 如上所述，可进一步加工从样品获得的分析物，如RNA、DNA、肽、脂质和蛋白质。特

别地，来自样品的单独细胞的内容物可提供有独特空间条形码序列，使得在对分析物进行

表征时，可将分析物归结为源自同一细胞。更一般地，空间条形码可用于将分析物归属于样

品中的相应空间位置。例如，多个空间条形码的分层空间定位可用于鉴定和表征样品的特

定空间区域上的分析物。在一些实施方案中，空间区域对应于先前鉴定的特定目标空间区

域，例如先前鉴定的细胞结构的特定结构。在一些实施方案中，空间区域对应于肉眼不能看

到的小结构或细胞群。在一些实施方案中，独特分子标识符可用于在单个细胞水平上鉴定

和表征分析物。

[0570] 分析物可包括核酸分子，所述核酸分子可用核酸条形码分子的条形码序列进行条

形编码。在一些实施方案中，可对带条形码的分析物进行测序以获得核酸序列。在一些实施

方案中，核酸序列可包括与样品相关的遗传信息。核酸序列可包括条形码序列或其互补序

列。可使用LUT将核酸序列的条形码序列或其互补序列与分析物的性质(例如颜色和/或强

度)电子关联，以鉴定阵列中的相关特征。

[0571] 在一些实施方案中，生物样品中存在的一种或多种分析物的二维或三维空间谱分

析可使用邻位捕获反应进行，所述反应是检测在空间上彼此接近和/或彼此相互作用的两

种分析物的反应。例如，邻位捕获反应可用于检测空间上彼此接近的DNA序列，例如，DNA序

列可在同一染色体内，但相隔约700bp或更小。作为另一个实例，邻位捕获反应可用于检测

蛋白质缔合，例如，两种彼此相互作用的蛋白质。可原位进行邻位捕获反应以检测在空间上

彼此靠近和/或在细胞内彼此相互作用的两种分析物。邻位捕获反应的非限制性实例包括

DNA纳米显微技术(nanoscopy)、DNA显微术和染色体构象捕获方法。染色体构象捕获(3C)和
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衍生实验程序可用于估计不同基因组元件之间的空间接近性。染色质捕获方法的非限制性

实例包括染色体构象捕获(3‑C)、构象芯片上捕获(4‑C)、5‑C、ChIA‑PET、Hi‑C、靶向染色质

捕获(T2C)。此类方法的实例在Miele等人,Methods  Mol  Biol.(2009) ,464；Simonis等人,

Nat.Genet.(2006) ,38(11):1348‑54、Raab等人,Embo.J.(2012) ,31(2):330–350和Eagen等

人,Trends  Biochem.Sci.(2018)43(6):469‑478中进行了描述，所述文献各自的全部内容

以引用的方式并入本文。

[0572] 在一些实施方案中，邻位捕获反应包括邻位连接。在一些实施方案中，邻位连接可

包括使用具有可参与连接、复制和序列解码反应的附接DNA链的抗体。例如，邻位连接反应

可包括连接至抗体对的寡核苷酸，如果抗体已经与每个寡核苷酸接近，例如通过结合同一

靶蛋白(复合物)则所述抗体可通过连接而连结，并且所形成的DNA连接然后用于模板PCR扩

增，如例如 等人,Methods.(2008) ,45(3):227‑32中所描述，所述文献的全部内

容以引用的方式并入本文。在一些实施方案中，邻位连接可包括染色体构象捕获方法。

[0573] 在一些实施方案中，邻位捕获反应对彼此约400nm距离(例如，约300nm、约200nm、

约150nm、约100nm、约50nm、约25nm、约10nm或约5nm)内的分析物进行。通常，邻位捕获反应

可以是可逆的或不可逆的。

[0574] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括将原位测定的结果与空间测定的结果相

相关、比较和/或整合。在一些实施方案中，本文公开的方法包括将来自原位测定的第一分

析物(例如，第一核酸或蛋白质分析物)的存在/不存在、分布、位置、量、水平、表达或活性与

来自空间测定的第二分析物(例如，第二核酸或蛋白质分析物)的存在/不存在、分布、位置、

量、水平、表达或活性相关联、比较和/或整合。

[0575] 在一些实施方案中，本文公开了一种分析生物样品的方法，所述方法包括使第一

基底上的生物样品与一个或多个探针接触，所述一个或多个探针包含直接或间接地与所述

生物样品中的第一靶标(其为核酸)(或其互补序列或扩增产物)杂交的核酸分子。第一靶标

可以是RNA分子。在一些实施方案中，方法还包括在所述生物样品的空间位置处检测所述一

个或多个核酸探针，以及提供允许多种捕获剂捕获第二靶标(其可以是蛋白质靶标)的条

件。在一些实施方案中，蛋白质靶标被包含对应于结合剂和/或蛋白质靶标的核酸标记的结

合剂结合，并且捕获剂可捕获核酸标记，从而捕获蛋白质靶标。可在空间测定中分析捕获的

核酸标记(对应于结合剂和/或蛋白质靶标)或其互补序列或其扩增产物。例如，多种捕获剂

可直接或间接地连结至第一基底或第二基底，并且多种捕获剂中的一种捕获剂包含能够捕

获核酸(例如，核酸标记)的捕获结构域，和对应于捕获剂在第一基底或第二基底上的位置

的空间条形码。在一些实施方案中，方法还包括产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的

多核苷酸包含(i)核酸标记(对应于结合剂和/或蛋白质靶标)的序列或其互补序列和(ii)

空间条形码的序列或其互补序列。在本文的任何实施方案中，可在检测样品的空间位置处

的一个或多个探针之前、期间或之后使生物样品与用于蛋白质分析物的结合剂接触。在本

文的任何实施方案中，可在针对为核酸的第一靶标对样品进行原位测序模块之前、期间或

之后使生物样品与用于蛋白质分析物的结合剂接触。在一些实施方案中，蛋白质分析物或

其亚基或多肽序列可由核酸分析物的序列编码。

[0576] 在一些实施方案中，本文公开了一种分析生物样品的方法，所述方法包括使第一

基底上的生物样品与一个或多个探针接触，所述探针包含直接或间接地与结合剂的核酸标
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记物(或其互补序列或扩增产物)杂交的核酸分子，所述结合剂结合第一靶标，所述第一靶

标是生物样品中的非核酸靶标。第一靶标可以是蛋白质。核酸标记可对应于结合剂和/或蛋

白质靶标。在一些实施方案中，方法还包括在所述生物样品的空间位置处检测所述一个或

多个核酸探针，以及提供允许多种捕获剂捕获第二靶标(其为核酸靶标如mRNA)的条件。可

在空间测定中分析捕获的核酸靶标或其互补序列或其扩增产物。例如，多种捕获剂可直接

或间接地连结至第一基底或第二基底，并且多种捕获剂中的一种捕获剂包含能够捕获核酸

(例如，核酸靶标如mRNA)的捕获结构域，和对应于捕获剂在第一基底或第二基底上的位置

的空间条形码。在一些实施方案中，方法还包括产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的

多核苷酸包含(i)核酸靶标如mRNA的序列或其互补序列和(ii)空间条形码的序列或其互补

序列。在本文的任何实施方案中，蛋白质分析物或其亚基或多肽序列可由核酸分析物的序

列编码。

[0577] 在一些实施方案中，本文公开的方法在原位将来自样品中的第一多种分析物的完

整组织特征与能够进行同一样品中的第二多种分析物的全转录组、核苷酸分辨率(例如，全

RNA序列)分析的测定步骤整合。在一些实施方案中，第一和第二多种分析物包含目标核酸

序列。在一些实施方案中，第一和第二多种分析物是mRNA转录物。在一些实施方案中，第一

多种分析物是第二多种分析物的子集，例如，第一多种是用于靶向分析的一组mRNA转录物，

并且第二多种是用于非靶向分析的全转录组或其子集。在一些实施方案中，第一多种分析

物包含蛋白质分析物，并且第二多种分析物包含对应于至少一些蛋白质分析物的核酸分子

(例如，mRNA转录物)。

[0578] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括对空间完整组织环境中的第一多种分析

物的原位分析和第二多种分析物的空间分析，其中所述空间分析可以是对所述原位分析的

确认或补充。在一些实施方案中，原位分析包括生物样品，例如从生物体分离的组织切片或

基底上的组织培养物的2D分析。在一些实施方案中，原位分析包括生物样品，例如从生物体

分离的组织切片或呈3D形式的组织培养物如类器官培养物的3D分析。

[0579] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括对第一多种核酸或蛋白质分析物的原位

分析，例如用于通过使用核酸或蛋白质分析物作为生物标志物进行组织样品中的细胞表

型；以及对第二多种核酸分析物的空间分析，例如用于以发现模式对许多其它核酸分子(例

如，mRNA)进行更深入测序，例如以鉴定与一种或多种特定细胞表型相关的核酸分子。

[0580] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括使用来自样品的原位分析的结果来验证

来自同一样品的空间测定的结果。例如，多种核酸或蛋白质分析物的原位测序结果可用于

验证对应于原位分析的蛋白质分析物的相同或相关核酸分析物或核酸分子(来自空间基因

组学分析的DNA序列或来自空间转录组学分析的RNA转录物序列)。在另一个实例中，多种核

酸分析物的空间分析结果可用于例如通过关于组织中的组织形态学和/或其它分子提供核

酸分析物的组织形态学和/或空间关系的信息验证相同或相关核酸分析物的原位分析。

[0581] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括样品中的一种或多种蛋白质分析物的原

位分析和同一样品中的一种或多种核酸分析物(例如mRNA)的空间分析。在一些实施方案

中，原位分析包括使样品与一个或多个探针接触，其中探针包含结合蛋白质分析物或其一

部分(例如表位)的分析物结合部分(例如抗体)和对应于所述分析物结合部分和/或所述蛋

白质分析物或其部分的核酸条形码序列。在一些实施方案中，原位分析还包括例如通过光
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学成像对一个或多个探针进行分析。例如，一个或多个探针可以是包含一个或多个核酸条

形码序列的带条形码的探针，其可直接或间接地被可检测标记的检测探针结合。可分析可

检测信号或一系列信号，如包括空间模式和/或时间模式的荧光，以揭示样品中的一种或多

种蛋白质分析物的存在/不存在、分布、位置、量、水平、表达或活性。在一些实施方案中，一

种或多种蛋白质分析物在组织样品中原位进行分析(例如，通过成像)，而无需迁移出组织

样品的细胞。在一些实施方案中，一种或多种蛋白质分析物在组织样品中原位进行分析(例

如，通过成像)，而无需迁移出组织样品，例如迁移到基底上。在一些实施方案中，探针包含

分析物结合部分(例如抗体)，并且核酸条形码序列在原位分析期间不被裂解。例如，对于原

位分析，核酸条形码序列不从与蛋白质分析物结合的探针的分析物结合部分(例如抗体)释

放或被基底上的捕获剂捕获；然而，在原位分析之后，核酸条形码序列可与从样品释放的其

它核酸分子(例如，mRNA转录物)一起被释放并被用于空间分析的捕获剂捕获。

[0582] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括样品中的一种或多种非聚腺苷酸化分析

物(例如，非聚腺苷酸化mRNA转录物)的原位分析，以及同一样品中的一种或多种聚腺苷酸

化分析物(例如，具有poly‑A尾的mRNA转录物)的空间分析。

[0583] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括组织样品的第一区域的原位分析和同一

组织样品中的第二区域的空间分析。在一些实施方案中，第一和第二区域不重叠。在一些实

施方案中，第一和第二区域重叠。所述区域可相同，或者一个区域可完全位于另一个区域

内。在一个实例中，例如使用超分辨率显微镜将样品中的细胞的一部分针对第一多种分析

物(例如，一组目标mRNA转录物)进行原文分析，并且使包含细胞的区域(例如，1cm×1cm组

织切片)针对第二多种分析物(例如用于非靶向转录组分析的所有mRNA转录物)进行本文公

开的空间测定。

[0584] 在一些实施方案中，本文公开的方法包括使用多个探针对第一多种分析物(例如，

目标核酸分析物)的原位分析。多个探针可包括初级探针、二级探针和/或甚至更高阶探针，

其中任何一者或多者可包含核酸条形码序列。探针与分析物或另一探针的结合可以是直接

的(例如，直接杂交)或间接的(例如，通过夹板或桥接探针)。在一些实施方案中，本文公开

的方法包括使用一个或多个探针对核酸分析物(例如，DNA或mRNA)的原位分析，所述一个或

多个探针直接或间接地结合至所述核酸分析物或其互补序列或产物(例如，杂交产物、连接

产物、延伸产物(例如，通过DNA或RNA聚合酶)、复制产物、转录/逆转录产物和/或扩增产

物)。在一些实施方案中，方法还包括本文公开的空间分析，其中提供允许捕获剂直接或间

接地不仅捕获核酸分析物(例如，DNA或mRNA)、而且捕获一个或多个探针中的至少一个的条

件。在一些实施方案中，方法还包括产生第一空间标记的多核苷酸，所述第一空间标记的多

核苷酸包含(i)核酸分析物的序列或其互补序列和(ii)本文公开的捕获剂的空间条形码的

序列或其互补序列，其中所述空间条形码对应于捕获剂在基底(例如，本文公开的第一基底

或第二基底)上的位置。在一些实施方案中，方法还包括产生第二空间标记的多核苷酸，所

述第二空间标记的多核苷酸包含(i)一个或多个探针中的一个的序列或其互补序列和(ii)

本文公开的捕获剂的空间条形码的序列或其互补序列。在一些实施方案中，方法包括分析

第一空间标记的多核苷酸(用于分析核酸分析物)和第二空间标记的多核苷酸(用于分析直

接或间接地结合核酸分析物的探针)，并且一者的分析可用于验证或补充另一个。

[0585] 在一些实施方案中，方法包括将核酸分析物(例如，DNA或mRNA)和一个或多个探针
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中的至少一个捕获在基底上相同位置处的不同捕获剂分子上。在一些实施方案中，方法包

括将核酸分析物(例如，DNA或mRNA)和一个或多个探针中的至少一个捕获具有相同空间条

形码序列的不同捕获剂分子上。在一些实施方案中，方法包括将核酸分析物(例如，DNA或

mRNA)和一个或多个探针中的至少一个捕获在同一捕获剂上。在一些实施方案中，方法包括

产生空间标记的多核苷酸，所述空间标记的多核苷酸包含(i)核酸分析物的序列或其互补

序列，(ii)一个或多个探针中的至少一个的序列或其互补序列和(iii)本文公开的捕获剂

的空间条形码的序列或其互补序列。

[0586] 在一些实施方案中，捕获在基底上的探针可充当空间参考以提供关于在原位分析

中未被一个或多个探针靶向的一种或多种其它分析物(例如，内源性核酸分子)的信息。

[0587] 在一些实施方案中，原位测定模块用作空间测定模块的基准标记物。例如，包含靶

向1号基因的第一分析物mRNA1的探针P1的探针组可用于原位分析脑组织切片。已知mRNA1

在脑中表达，并且在原位成像期间在组织样品中的位置X检测到这种转录物。探针P1和包含

1号基因的mRNA1的转录物被基底上的捕获剂捕获，通过空间条形码(包括对应于位置X的空

间条形码)标记，并进行测序。来自位置X的测序读数不仅包括包含对应于P1的序列的那些

和包含对应于mRNA1的序列的那些(作为原位读出的验证)，而且包括包含对应于mRNA2的序

列的测序读数。mRNA2可以是不同于1号基因的2号基因的转录物，或者是来自1号基因的

mRNA1的变体(例如，剪接变体)。mRNA2可以或可以不被原位探针组中的探针(例如，探针P1)

靶向。不管怎样，包含对应于mRNA2的序列和对应于位置X的空间条形码或其互补序列的测

序读数表明mRNA2在位置X也存在和/或表达，尽管mRNA2不由原位分析中的探针代表。在此

实例中，在基底上捕获的探针(例如P1)充当基底上的位置(例如位置X)处的空间参考，并且

对包含对应于所述位置的空间条形码的序列或其互补序列的空间标记的多核苷酸的分析

可提供关于未被原位分析中的探针代表或靶向的分析物(例如mRNA2)的存在/不存在、分

布、位置、量、水平、表达或活性的信息。

[0588] IX.组合物和试剂盒

[0589] 本文还提供试剂盒，所述试剂盒例如包括本文公开的一种或多种多核苷酸以及用

于进行本文提供的方法的试剂，例如包括如本文所述的杂交、连接、扩增、检测、测序、阵列

制备、分析物捕获和/或样品制备的一个或多个步骤所需的试剂。在一些实施方案中，试剂

盒包括一个或多个基底(例如，第一基底和/或第二基底)。在一些实例中，基底可包括直接

或间接地固定在其上的多种捕获剂(例如，捕获探针)。在一些实施方案中，试剂盒还包括靶

核酸。在一些实施方案中，任何或所有多核苷酸都是DNA分子。在一些实施方案中，靶核酸是

信使RNA分子。

[0590] 试剂盒的各种组分可存在于单独容器或某些相容组分可预组合于单一容器中。在

一些实施方案中，试剂盒还含有用于使用所述试剂盒的组分来实施所提供的方法的说明

书。

[0591] 在一些实施方案中，试剂盒可含有进行所提供方法的一个或多个步骤所需的试剂

和/或消耗品。在一些实施方案中，试剂盒含有用于固定、包埋和/或透化生物样品的试剂。

在一些实施方案中，试剂盒含有试剂，如用于连接和/或扩增的酶和缓冲液，如连接酶和/或

聚合酶。在一些方面，试剂盒还可包括本文所述的任何试剂，例如洗涤缓冲液和连接缓冲

液。在一些实施方案中，试剂盒含有用于检测和/或测序的试剂，如条形码检测探针或可检
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测标记。在一些实施方案中，试剂盒任选地含有其它组分，例如核酸引物、酶和试剂、缓冲

液、核苷酸、经修饰的核苷酸、用于另外测定的试剂。

[0592] X.术语

[0593] 在整个本公开中使用特定术语来解释所描述的设备、系统、方法和组合物的各个

方面。

[0594] 已描述本发明的一些说明性实施方案，应为本领域技术人员显而易知的是前述事

项仅是说明性而非限制性的，已仅通过举例方式加以呈现。众多修改和其它说明性实施方

案在本领域普通技术人员的能力范围内，并且预期属于本发明的范围。具体来说，尽管本文

呈现的许多实例涉及方法动作或系统要素的特定组合，但应了解那些动作和那些要素可以

其它方式组合以达成相同目标。

[0595] 除非上下文另外清楚地指示，否则如本文所用，单数形式“一个/种(a/an)”和“所

述”包括复数个指示物。例如，“一个/种(a/an)”表示“至少一个/种”或“一个或多个(一种或

多种)”。

[0596] 如本文所用的术语“约”是指本技术领域的技术人员容易知道的相应值的通常误

差范围。本文中对“约”某一个值或参数的提及包括(以及描述)针对所述值或参数本身的实

施方案。

[0597] 贯穿本公开内容，所要求保护的主题的各个方面以范围形式呈现。应该理解的是，

范围形式的描述仅仅是为了方便以及简洁，不应该被理解为对要求保护的主题范围的不灵

活的限制。因此，范围的描述应当被认为是具有确切披露的所有可能的子范围以及该范围

内的单独数值。例如，在提供数值范围的情况下，应当理解，在该范围的上限和下限之间的

每个中间值以及在该规定范围内的任何其它规定值或中间值都涵盖在要求保护的主题内。

这些较小范围的上下限可独立地包含于较小范围中，并且也涵盖于所要求保护的主题中，

受所述范围内任何具体排除的限值的约束。在指定范围包括界限中的一个或两个的情况

下，排除那些包括的界限中的一个或两个的范围也包含在本发明内。无论范围的宽度如何，

这都适用。

[0598] 在权利要求中使用顺序术语，如“第一”、“第二”、“第三”等来修饰权利要求要素本

身并不意味一个权利要求要素超过另一个的任何优先、居先或次序或进行方法的动作所依

的时序，而是仅用作区分具有某一名称的一个权利要求要素与(如果不使用顺序术语，那么

将)具有相同名称的另一要素以区分所述权利要求要素的标记。类似地，使用a)、b)等或i)、

ii)等本身并不意味权利要求书中的步骤的任何优先、居先或次序。类似地，在说明书中使

用这些术语本身并不意味任何需要的优先、居先或次序。

[0599] (i)条形码

[0600] “条形码”是传达或能够传达信息(例如，关于样品、珠粒和/或捕获探针中的分析

物的信息)的标签或标识符。条形码可以是分析物的一部分，与分析物无关。条形码可附接

至分析物。特定条形码相对于其它条形码可以是独特的。

[0601] 条形码可具有多种不同的格式。例如，条形码可包括：多核苷酸条形码；随机核酸

和/或氨基酸序列；和合成的核酸和/或氨基酸序列。条形码可以可逆或不可逆的方式附接

至分析物或附接至另一个部分或结构。在样品的测序之前或期间，可将条形码添加至例如

脱氧核糖核酸(DNA)或核糖核酸(RNA)样品的片段。条形码可允许鉴定和/或定量单独测序
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读数(例如，条形码可以是或可包括独特分子标识符或“UMI”)。

[0602] 条形码可例如以单细胞分辨率空间分辨生物样品中存在的分子组分(例如，条形

码可以是或可包括“空间条形码”)。在一些实施方案中，条形码包括UMI和空间条形码两者。

在一些实施方案中，条形码包括一起用作单一条形码的两个或更多个子条形码。例如，多核

苷酸条形码可包括由一个或多个非条形码序列隔开的两个或更多个多核苷酸序列(例如，

子条形码)。

[0603] (ii)核酸和核苷酸

[0604] 术语“核酸”和“核苷酸”旨在与它们在本领域中的使用一致并且包括天然存在的

物种或其功能类似物。核酸的特别有用的功能类似物能够以序列特异性方式与核酸杂交

(例如，能够与两种核酸杂交，使得可在两种杂交的核酸之间发生连接)或能够用作用作特

定核苷酸序列的复制的模板。天然存在的核酸通常具有含磷酸二酯键的主链。类似结构可

具有替代主链键联，包括本领域已知的那些中的任一种。天然存在的核酸通常具有脱氧核

糖(例如，在脱氧核糖核酸(DNA)中发现)或核糖(例如在核糖核酸(RNA)中发现)。

[0605] 核酸可含有具有本领域中已知的这些糖部分的多种类似物中的任一种的核苷酸。

核酸可包含天然或非天然核苷酸。在这点上，天然脱氧核糖核酸可具有选自由以下组成的

组的一个或多个碱基：腺嘌呤(A)、胸腺嘧啶(T)、胞嘧啶(C)或鸟嘌呤(G)，并且核糖核酸可

具有选自由以下组成的组的一个或多个碱基：尿嘧啶(U)、腺嘌呤(A)、胞嘧啶(C)或鸟嘌呤

(G)。可包含在核酸或核苷酸中的有用的非天然碱基是本领域已知的。

[0606] (iii)探针和靶标

[0607] “探针”或“靶标”在用于提及核酸或核酸序列时，旨在作为方法或组合物上下文中

核酸或序列的语义标识符，并且不限制超出明确指示的核酸或序列的结构或功能。

[0608] (iv)寡核苷酸和多核苷酸

[0609] 术语“寡核苷酸”和“多核苷酸”可互换使用来指长度为约2至约500个核苷酸的单

链核苷酸多聚体。寡核苷酸可以是合成的、酶促制备的(例如，通过聚合)或使用“分裂库”方

法。寡核苷酸可包含核糖核苷酸单体(即，可以是寡核糖核苷酸)和/或脱氧核糖核苷酸单体

(即，寡脱氧核糖核苷酸)。在一些实例中，寡核苷酸可在寡核苷酸中包含脱氧核糖核苷酸单

体和核糖核苷酸单体的组合(例如，脱氧核糖核苷酸单体和核糖核苷酸单体的随机或有序

组合)。例如，寡核苷酸的长度可以是4至10、10至20、21至30、31至40、41至50、51至60、61至

70、71至80、80至100、100至150、150至200、200至250、250至300、300至350、350至400或400‑

500个核苷酸。寡核苷酸可包含附接(例如，共价或非共价)至多聚体结构的一个或多个功能

部分。例如，寡核苷酸可包含一种或多种可检测标记(例如，放射性同位素或荧光团)。

[0610] (v)受试者

[0611] “受试者”是动物，如哺乳动物(例如，人或非人猿)，或禽类(例如，鸟)，或其它生物

体，如植物。受试者的实例包括但不限于哺乳动物，如啮齿动物、小鼠、大鼠、兔、豚鼠、有蹄

类动物、马、绵羊、猪、山羊、牛、猫、狗、灵长类动物(即人或非人灵长类动物)；植物，如拟南

芥、玉米、高粱、燕麦、小麦、大米、油菜或大豆；藻类，如莱茵衣藻；线虫，如秀丽隐杆线虫；昆

虫，如黑腹果蝇、蚊、果蝇或蜜蜂；蛛形纲动物，如蜘蛛；鱼，如斑马鱼；爬行动物；两栖动物，

如蛙或非洲爪蟾；盘基网柄菌；真菌，如卡氏肺孢子虫、红鳍东方鲀、酵母、酿酒酵母或粟酒

裂殖酵母；或恶性疟原虫。
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[0612] (vi)夹板寡核苷酸

[0613] “夹板寡核苷酸”是当与其它多核苷酸杂交时充当“夹板”以使多核苷酸彼此相邻

定位、使得它们可连接在一起的寡核苷酸。在一些实施方案中，夹板寡核苷酸是DNA或RNA。

夹板寡核苷酸可包含与来自两个或更多个不同寡核苷酸的核苷酸序列部分互补的核苷酸

序列。在一些实施方案中，夹板寡核苷酸有助于连接“供体”寡核苷酸和“受体”寡核苷酸。一

般而言，RNA连接酶、DNA连接酶或另一其它种类的连接酶用于将两个核苷酸序列连接在一

起。

[0614] 在一些实施方案中，夹板寡核苷酸的长度介于10与50个寡核苷酸之间，例如，介于

10与45间、10与40、10与35、10与30、10与25或10与20个寡核苷酸之间。在一些实施方案中，

夹板寡核苷酸的长度介于15与50、15与45、15与40、15与35、15与30、15与30或15与25个寡核

苷酸之间。

[0615] (vii)衔接子(Adaptor)、衔接子(Adapter)和标签

[0616] “衔接子(adaptor)”、“衔接子(adapter)”和“标签”是在本公开中可互换使用的术

语，并且是指可使用许多不同技术中的任一种，包括(但不限于)连接、杂交和标签化偶联至

多核苷酸序列(在称为“标记”的过程中)。衔接子也可以是添加功能的核酸序列，例如，间隔

区序列、引物序列/位点、条形码序列、独特分子标识符序列。

[0617] (viii)杂交(Hybridizing)、杂交(Hybridize)、退火(Annealing)和退火(Anneal)

[0618] 术语“杂交(Hybridizing)”、“杂交(Hybridize)”、“退火(Annealing)”和“退火

(Anneal)”在本公开中可互换使用，并且是指两个不同分子内基本上互补或互补的核酸序

列的配对。配对可通过其中核酸序列与基本上或完全互补的序列通过碱基配对连结以形成

杂交复合物的任何过程来实现。出于杂交的目的，如果两个核酸序列的至少60％(例如，至

少70％、至少80％或至少90％)的单独碱基彼此互补，则两个核酸序列是“基本上互补的”。

[0619] (ix)引物

[0620] “引物”是具有3'端的单链核酸序列，其可用作核酸延伸反应中的核酸聚合酶的底

物。RNA引物由RNA核苷酸形成且用于RNA合成，而DNA引物由DNA核苷酸形成且用于DNA合成。

引物还可包括RNA核苷酸和DNA核苷酸(例如，以随机或设计的模式)。引物还可包括本文所

述的可具有额外功能的其它天然或合成核苷酸。在一些实例中，DNA引物可用于引发RNA合

成，反之亦然(例如，RNA引物可用于引发DNA合成)。引物的长度可不同。例如，引物可以是约

6个碱基至约120个碱基。例如，引物可包括至多约25个碱基。在一些情况下，引物可指引物

结合序列。

[0621] (x)引物延伸

[0622] “引物延伸”是指其中两个核酸序列(例如，来自两个不同捕获探针中的每一个的

恒定区)通过它们各自的末端互补核酸序列(即，例如，3'末端)的重叠而变得连接(例如，杂

交)。这种连接之后可以是一个或两个末端的核酸延伸(例如，酶促延伸)，使用另一个核酸

序列作为延伸的模板。酶促延伸可通过酶进行，所述酶包括但不限于聚合酶和/或逆转录

酶。

[0623] (xi)邻位连接

[0624] “邻位连接”是通过酶促手段(例如，连接酶)连接彼此接近的两个(或更多个)核酸

序列的方法。在一些实施方案中，邻位连接可包括“间隙填充”步骤，所述步骤涉及基于模板
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核酸分子的核酸序列通过聚合酶并入一种或多种核酸，从而跨越两个目标核酸分子之间的

距离(参见例如美国专利号7,264,929，其全部内容以引用的方式并入本文)。

[0625] 多种不同的方法可用于邻位连接核酸分子，包括(但不限于)“粘性末端”和“平末

端”连接。此外，单链连接可用于对单链核酸分子进行邻位连接。粘性末端邻位连接涉及在

连接事件本身之前，在两个待连接的核酸分子之间的互补单链序列的杂交。平末端邻位连

接通常不包括来自每个核酸分子的互补区域的杂交，因为两个核酸分子在连接位点均缺乏

单链突出端。

[0626] (xii)核酸延伸

[0627] “核酸延伸”通常涉及以模板依赖性方式将一种或多种核酸(例如A、G、C、T、U、核苷

酸类似物或其衍生物)并入分子(如但不限于核酸序列)中，使得通过酶(如聚合酶或逆转录

酶)并入连续核酸，从而产生新合成的核酸分子。例如，与互补核酸序列杂交的引物可用于

通过使用互补核酸序列作为核酸合成的模板来合成新的核酸分子。类似地，与poly(dT)序

列(例如，捕获结构域)杂交的mRNA转录物的3'聚腺苷酸化尾可用作相应cDNA分子的单链合

成的模板。

[0628] (xiii)PCR扩增

[0629] “PCR扩增”是指使用聚合酶链反应(PCR)来产生遗传物质的拷贝，包括DNA和RNA序

列。用于实施PCR的合适试剂和条件描述于例如美国专利4,683 ,202、4,683 ,195、4,800 ,

159、4,965,188和5,512,462中，所述专利各自的全部内容以引用的方式并入本文。在典型

PCR扩增中，反应混合物包含待扩增的遗传物质、酶、用于引物延伸反应的一种或多种引物

以及用于反应的试剂。寡核苷酸引物的长度足以在退火条件下提供与互补遗传物质的杂

交。引物的长度通常取决于扩增结构域的长度，但通常将是至少4个碱基、至少5个碱基、至

少6个碱基、至少8个碱基、至少9个碱基、至少10个碱基对(bp)、至少11bp、至少12bp、至少

13bp、至少14bp、至少15bp、至少16bp、至少17bp、至少18bp、至少19bp、至少20bp、至少25bp、

至少30bp、至少35bp，并且可长达40bp或更长，其中引物的长度通常将在18至50bp的范围

内。遗传物质可与单个引物或一组两个引物(正向引物和反向引物)接触，这取决于是需要

遗传物质的引物延伸、线性还是指数扩增。

[0630] 在一些实施方案中，PCR扩增过程使用DNA聚合酶。DNA聚合酶活性可由一种或多种

不同的DNA聚合酶提供。在某些实施方案中，DNA聚合酶来自细菌，例如，DNA聚合酶是细菌

DNA聚合酶。例如，DNA聚合酶可来自埃希氏菌属、芽孢杆菌属、嗜热菌属或热球菌属的细菌。

[0631] 可使用的DNA聚合酶的合适实例包括但不限于：大肠杆菌DNA聚合酶I、Bsu  DNA聚

合酶、Bst  DNA聚合酶、Taq  DNA聚合酶、VENTTMDNA聚合酶、DEEPVENTTMDNA聚合酶、

Taq  DNA聚合酶、 热启动Taq  DNA聚合酶、Crimson

T a q  D N A 聚 合 酶 、C r i m s o n  T a q  D N A 聚 合 酶 、 D N A 聚 合 酶 、

DNA聚合酶、Hemo DNA聚合酶、 DNA聚合

酶、 DNA聚合酶、 高保真DNA聚合酶、铂Pfx  DNA聚合酶、AccuPrime 

Pfx  DNA聚合酶、Phi29  DNA聚合酶、Klenow片段、Pwo  DNA聚合酶、Pfu  DNA聚合酶、T4  DNA聚

合酶和T7  DNA聚合酶。

[0632] 术语“DNA聚合酶”不仅包括天然存在的酶，而且包括其所有经修饰的衍生物，还包
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括天然存在的DNA聚合酶的衍生物。例如，在一些实施方案中，DNA聚合酶可能已经进行修饰

以除去5'‑3'核酸外切酶活性。可使用的DNA聚合酶的序列修饰衍生物或突变体包括但不限

于保留野生型序列的至少一些功能(例如DNA聚合酶)活性的突变体。在不同反应条件(例如

温度、模板浓度、引物浓度等)下，突变可影响酶的活性谱，例如增强或降低聚合速率。突变

或序列修饰也可影响酶的核酸外切酶活性和/或热稳定性。

[0633] 在一些实施方案中，PCR扩增可包括反应，如但不限于链置换扩增反应、滚环扩增

反应、连接酶链反应、转录介导的扩增反应、等温扩增反应和/或环介导的扩增反应。

[0634] 在一些实施方案中，PCR扩增使用与靶DNA片段的3'标签互补的单一引物。在一些

实施方案中，PCR扩增使用第一和第二引物，其中第一引物的至少3'端部分与靶核酸片段的

3'标签的至少一部分互补，并且其中第二引物的至少3'端部分表现出靶核酸片段的5'标签

的至少一部分的序列。在一些实施方案中，第一引物的5'端部分与靶核酸片段的3'标签不

互补，并且第二引物的5'端部分未表现出靶核酸片段的5'标签的至少一部分的序列。在一

些实施方案中，第一引物包括第一通用序列和/或第二引物包括第二通用序列。

[0635] 在一些实施方案中(例如，当PCR扩增使捕获的DNA扩增时)，可使用DNA连接酶将

PCR扩增产物连接至另外的序列。DNA连接酶活性可由一种或多种不同的DNA连接酶提供。在

一些实施方案中，DNA连接酶来自细菌，例如，DNA连接酶是细菌DNA连接酶。在一些实施方案

中，DNA连接酶来自病毒(例如，噬菌体)。例如，DNA连接酶可以是T4  DNA连接酶。适用于连接

步骤的其它酶包括但不限于Tth  DNA连接酶、Taq  DNA连接酶、热球菌属(菌株9oN)DNA连接

酶(9oNTM  DNA连接酶，可从New  England  Biolabs,Ipswich,MA获得)和AmpligaseTM(可从

Epicentre  Biotechnologies ,Madison,WI获得)。也可使用衍生物，例如序列修饰的衍生

物，和/或其突变体。

[0636] 在一些实施方案中，通过逆转录聚合酶链反应(RT‑PCR)扩增遗传物质。所需的逆

转录酶活性可由一种或多种不同的逆转录酶提供，所述逆转录酶的合适实例包括但不限

于：M‑MLV、MuLV、AMV、HIV、ArrayScriptTM、MultiScribeTM、ThermoScriptTM和

I、II、III和IV酶。“逆转录酶”不仅包括天然存在的酶，而且包括其所有此类经修饰的衍生

物，还包括天然存在的逆转录酶的衍生物。

[0637] 此外，可使用M‑MLV、MuLV、AMV和HIV逆转录酶的序列修饰衍生物或突变体进行逆

转录，包括保留野生型序列的至少一些功能(例如逆转录酶)活性的突变体。逆转录酶可作

为组合物的一部分提供，所述组合物包含其它组分，例如增强或改善逆转录酶活性的稳定

化组分，如RNA酶抑制剂；DNA依赖性DNA合成的抑制剂，例如放线菌素D。逆转录酶的许多序

列修饰衍生物或突变体(例如M‑MLV)以及包含未修饰的和修饰的酶的组合物是可商购的，

例如ArrayScriptTM、MultiScribeTM、ThermoScriptTM和 I、II、III以及IV酶。

[0638] 某些逆转录酶(例如禽成髓细胞瘤病毒(AMV)逆转录酶和莫洛尼鼠白血病病毒(M‑

MuLV，MMLV)逆转录酶)可使用RNA(cDNA合成)和单链DNA(ssDNA)两者作为模板合成互补DNA

链。因此，在一些实施方案中，逆转录反应可使用能够使用RNA和ssDNA两者作为延伸反应的

模板的酶(逆转录酶)，例如AMV或MMLV逆转录酶。

[0639] 在一些实施方案中，RNA和/或DNA的定量使用本领域众所周知的技术通过实时PCR

(也称为定量PCR或qPCR)进行，所述技术如但不限于“TAQMANTM”或 或在毛细管

说　明　书 93/99 页

100

CN 115698324 A

100



上(“ Capillaries”)进行。在一些实施方案中，遗传物质的定量通过光学吸

光度和实时PCR确定。在一些实施方案中，遗传物质的定量通过数字PCR确定。在一些实施方

案中，可将所分析的基因与对应于表达(mRNA)和数量(DNA)的参考核酸提取物(DNA和RNA)

进行比较，以便比较靶核酸的表达水平。

[0640] (xiv)抗体

[0641] “抗体”是识别并结合至互补靶抗原的多肽分子。抗体通常具有类似于Y形的分子

结构形状。天然存在的抗体(称为免疫球蛋白)属于免疫球蛋白类别IgG、IgM、IgA、IgD和IgE

中的一者。抗体也可合成生产。例如，作为单克隆抗体的重组抗体可使用合成基因通过从源

细胞中回收抗体基因、扩增到适当的载体中并将所述载体引入宿主以使宿主表达所述重组

抗体来合成。一般而言，可使用合适的寡核苷酸引物和/或杂交探针从任何种类的产生抗体

的动物克隆重组抗体。重组技术可用于产生抗体和抗体片段，包括非内源性种类。

[0642] 合成抗体可来源于非免疫球蛋白来源。例如，可从核酸(例如适体)和其中插入高

变环以形成抗原结合位点的非免疫球蛋白蛋白质支架(如肽适体)产生抗体。基于核酸或肽

结构的合成抗体可比免疫球蛋白来源的抗体更小，从而导致更大的组织渗透。

[0643] 抗体还可包括affimer蛋白，所述蛋白是通常具有约12‑14kDa的分子量的亲和试

剂。Affimer蛋白通常以高亲和力和特异性结合至靶标(例如，靶蛋白)。此类靶标的实例包

括但不限于泛素链、免疫球蛋白和C反应蛋白。在一些实施方案中，affimer蛋白源自半胱氨

酸蛋白酶抑制剂，并且包含肽环和提供结合位点的可变N‑末端序列。

[0644] 抗体还可指“表位结合片段”或“抗体片段”，如本文所用，其通常是指能够与完整

抗体结合相同表位的完整抗体的一部分，尽管不一定达到相同的程度。尽管多种类型的表

位结合片段是可能的，但表位结合片段通常包含(例如，通过二硫键)保持在一起的至少一

对重链和轻链可变区(分别VH和VL)以保留抗原结合位点，并且不包含Fc区的全部或一部

分。抗体的表位结合片段可通过任何合适的技术(例如，重组DNA技术或完整抗体的酶或化

学裂解)从给定抗体获得，并且通常可以筛选完整抗体相同的方式筛选特异性。在一些实施

方案中，表位结合片段包含F(ab’)2片段、Fab'片段、Fab片段、Fd片段或Fv片段。在一些实施

方案中，术语“抗体”包括抗体来源的多肽，如单链可变片段(scFv)、双抗体或其它多聚体

scFv、重链抗体、单结构域抗体或包含抗体的足够部分(例如，一个或多个互补决定区

(CDR))的其它多肽以赋予多肽特异性抗原结合能力。

[0645] (xv)亲和基团

[0646] “亲和基团”是对与另一特异性或特定分子或部分缔合或结合具有高亲和力或偏

好的分子或分子部分。与另一特异性或特定分子或部分的缔合或结合可通过非共价相互作

用，如氢键合、离子力和范德华相互作用进行。亲和基团可以是例如生物素，其对与蛋白质

抗生物素蛋白或链霉抗生物素蛋白缔合或结合具有高亲和力或偏好。例如，亲和基团也可

指对生物素具有亲和力的抗生物素蛋白或链霉抗生物素蛋白。亲和基团和与其结合或缔合

的特异性或特定分子或部分的其它实例包括但不限于抗体或抗体片段和它们各自的抗原，

如地高辛和抗地高辛抗体、凝集素和碳水化合物(例如，糖、单糖、二糖或多糖)，以及受体和

受体配体。

[0647] 任何一对亲和基团及与其结合或缔合的特异性或特定分子或部分可具有相反的

作用，例如，使得在第一分子与第二分子之间，在第一种情况下，第一分子被表征为第二分
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子的亲和基团，并且在第二种情况下，第二分子被表征为第一分子的亲和基团。

[0648] (xvi)标记、可检测标记和光学标记

[0649] 术语“可检测标记”、“光学标记”和“标记”在本文中可互换使用来指与待检测的分

子缔合(例如，缀合)的直接或间接可检测部分，例如用于原位测定的探针、捕获探针或分析

物。可检测标记本身可直接检测(例如，放射性同位素标记或荧光标记)，或者在酶标记的情

况下可间接检测，例如通过催化底物化合物或组合物的化学改变，所述底物化合物或组合

可直接检测。可检测标记可适用于小规模检测和/或适合于高通量筛选。因此，合适的可检

测标记包括但不限于放射性同位素、荧光团、化学发光化合物、生物发光化合物和染料。

[0650] 可检测标记可定性地检测(例如，光学或光谱)，或者它可被定量。定性检测通常包

括确认可检测标记的存在或存在的检测方法，而可定量检测通常包括具有可定量(例如，数

字可报告)值如强度、持续时间、极化和/或其它性质的检测方法。在一些实施方案中，可检

测标记与特征或与特征相关的捕获探针结合。例如，可检测标记的特征可包括附接至珠粒

的荧光、比色或化学发光标记(参见例如，Rajeswari等人,J.Microbiol  Methods  139:22‑

28,2017和Forcucci等人,J.Biomed  Opt.10:105010,2015，所述文献各自的全部内容以引

用的方式并入本文)。

[0651] 在一些实施方案中，可将多个可检测标记附接至待检测的特征、捕获探针或组合

物。例如，可检测标记可在核酸聚合或扩增过程中并入(例如， 标记的核苷酸，如

‑dCTP)。可使用任何合适的可检测标记。在一些实施方案中，可检测标记是荧光团。

例如，荧光团可来自包括以下的基团：7‑AAD(7‑氨基放线菌素D)、吖啶橙(+DNA)、吖啶橙(+

RNA)、Alexa 350、Alexa 430、Alex  a 488、Alexa 532、Alexa

546、Alexa 555、Alexa 568、Alexa 594、Alexa

633、Alexa 647、Alexa 660、Alexa 680、Alexa 700、Alexa

750、别藻蓝蛋白(APC)、AMCA/AMC  A‑X、7‑氨基放线菌素D(7‑AAD)、7‑氨基‑4‑甲基

香豆素、6‑氨基喹啉、苯胺蓝、ANS、APC‑Cy7、ATTO‑TAGTMCBQCA、ATTO‑TAGTMFQ、金胺O‑

Feulgen、BCECF(高pH)、BFP(蓝色荧光蛋白)、BFP/GFP  FRET、BOBOTM‑1/BO‑PROTM‑1、BOBOTM‑

3/BO‑PR  OTM
‑3、 FL、 TMR、 TR‑X、 530/

550、 558/568、 564/570、 581/591、 630/

650‑X、 650‑665‑X、BTC、钙黄绿素、钙黄绿素蓝、Calcium  CrimsonTM、Calcium 

Green‑1TM、Cal  cium  OrangeTM、 白、5‑羧基荧光素(5‑FAM)、5‑羧基萘并荧光

素、6‑羧基罗丹明6G、5‑羧基四甲基罗丹明(5‑TAMRA)、羧基‑X‑罗丹明(5‑ROX)、Cascade

Cascade  YellowTM、CCF2(Gen  eBLAzerTM)、CFP(青色荧光蛋白)、CFP/YFP  FRET、色

霉素 A 3 、C l ‑ N E R F (低 p H ) 、C P M 、6 ‑ C R  6 G 、C T C甲 臜、

细胞色素(PE‑Cy5)、丹磺酰胺、丹磺酰尸胺、丹磺酰

氯、DAPI、Dapoxyl、DCFH、DHR、DiA(4‑Di‑16‑ASP)、DiD(DilC18(5))、DIDS、Dil(DilC18(3))、

DiO(DiOC18(3))、DiR(DilC18(7))、Di‑4  ANEPPS、Di‑8  ANEPPS、DM‑NERF(4 .5‑6 .5pH)、

DsRed(红色荧光蛋白)、EBFP、ECFP、EGFP、 ‑97醇、伊红、赤藓红、溴化乙锭、乙锭同二
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聚体‑1(EthD‑1)、氯化铕(III)、5‑FAM(5‑羧基荧光素)、快蓝、荧光素‑dT亚磷酰胺、FITC、

Fluo‑3、Fluo‑4、 Fluoro‑GoldTM(高pH)、Fluoro‑GoldTM(低pH)、Fluoro‑Jade、

1‑43、Fura‑2(高钙)、Fura‑2/BCECF、Fura  RedTM(高钙)、Fura  RedTM/Fluo‑3、

GeneBLAzerTM(CCF2)、GFP红移(rsGFP)、GFP野生型、GFP/BFP  FRET、GFP/DsRed  FRET、赫斯特

33342和33258、7‑羟基‑4‑甲基香豆素(pH  9)、1,5IAEDANS、Indo‑1(高钙)、Indo‑1(低钙)、

吲哚二碳菁、吲哚三碳菁、JC‑1、6‑JOE、JOJOTM‑1/JO‑PROTM‑1、LDS  751(+DNA)、LDS  751(+

RNA)、LOLOTM
‑1/LO‑PROTM

‑1、荧光黄、LysoSensorTM蓝(pH  5)、LysoSensorTM绿(pH  5)、

LysoSensorTM黄/蓝(pH  4 .2)、 绿、 红、

黄、Mag‑Fura‑2、Mag‑Indo‑1、Magnesium  GreenTM、Marina 4‑甲基伞形酮、光神霉

素、 绿、 橙、 红、NBD(胺)、尼罗红、Oregon

488、Oregon 500、Oregon 514、太平洋蓝、PBF1、PE(R‑藻红蛋白)、

PE‑Cy5、PE‑Cy7、PE‑德克萨斯红、PerCP(多甲藻素叶绿素蛋白)、PerCP‑Cy5 .5(TruRed)、

PharRed(APC‑Cy7)、C‑藻蓝蛋白、R‑藻蓝蛋白、R‑藻红蛋白(PE)、PI(碘化丙啶)、PKH26、

PKH67、POPOTM‑1/PO‑PROTM‑1、POPOTM‑3/PO‑PROTM‑3、碘化丙啶(PI)、PyMPO、芘、派洛宁Y、

Quantam红(PE‑Cy5)、喹吖因氮芥、R670(PE‑Cy5)、红613(PE‑德克萨斯红)、红色荧光蛋白

(DsRed)、试卤灵、RH  414、Rhod‑2、罗丹明B、Rhodamine  GreenTM、Rhodamine  RedTM、罗丹明

鬼笔环肽、罗丹明110、罗丹明123、5‑ROX(羧基‑X‑罗丹明)、S65A、S65C、S65L、S65T、SBFI、

SITS、 (高pH)、 (高pH)、 (低pH)、

Sodium  GreenTM、 #1、 #2、

1 1 、 1 3 、 1 7 、

45、 蓝、 绿、 橙、5‑TAMRA(5‑羧基四甲基罗丹

明)、四甲基罗丹明(TRITC)、Texas /Texas Texas (NHS酯)、硫杂

二碳花菁、噻唑橙、

三色(PE‑Cy5)、TRITC(四甲基罗丹明)、

TruRed(PerCP‑Cy5.5)、WW  781、X‑罗丹明(XRITC)、Y66F、Y66H、Y66W、YFP(黄色荧光蛋白)、

6‑FAM(荧光素)、6‑FAM

(NHS酯)、6‑FAM(叠氮化物)、HEX、TAMRA(NHS酯)、雅吉玛黄、MAX、TET、TEX615、ATTO  488、

ATTO  532、ATTO  550、ATTO  565、ATTO  Rho101、ATTO  590、ATTO  633、ATTO  647N、TYE  563、

TYE  665、TYE  705、5’ 700、5’ 800、5’ 800CW(NHS酯)、WellRED 

D4染料、WellRED  D3染料、Well  RED  D2染料、 640(NHS酯)和Dy  750(NHS酯)。

[0652] 如上所述，在一些实施方案中，可检测标记是或包括发光或化学发光部分。常见的

发光/化学发光部分包括但不限于过氧化物酶，如辣根过氧化物酶(HRP)、大豆过氧化物酶

(SP)、碱性磷酸酶和荧光素酶。给定适当的底物(例如，氧化试剂加化学发光化合物)，这些

蛋白质部分可催化化学发光反应。已知许多化合物家族在各种条件下提供化学发光。化学

发光化合物家族的非限制性实例包括2,3‑二氢‑l,4‑酞嗪二酮鲁米诺、5‑氨基‑6,7,8‑三甲
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氧基‑和二甲氨基[ca]苯并类似物。这些化合物可在碱性过氧化氢或次氯酸钙和碱存在下

发光。化学发光化合物家族的其它实例包括例如2,4,5‑三苯基咪唑、对二甲氨基和‑甲氧基

取代基、草酸盐如草酰活性酯、对硝基苯基、N‑烷基吖啶酯、荧光素、亮光素(lucigenin)或

吖啶鎓酯。在一些实施方案中，可检测标记是或包括基于金属或基于质量的标记。例如，小

簇金属离子、金属或半导体可充当质量代码。在一些实例中，金属可选自元素周期表的第3‑

15族，例如Y、La、Ag、Au、Pt、Ni、Pd、Rh、Ir、Co、Cu、Bi或它们的组合。

[0653] (xvii)模板转换寡核苷酸

[0654] “模板转换寡核苷酸”是在逆转录期间与通过逆转录酶(例如，具有末端转移酶活

性的酶)添加的非模板核苷酸杂交的寡核苷酸。在一些实施方案中，模板转换寡核苷酸与通

过逆转录酶添加的未模板化poly(C)核苷酸杂交。在一些实施方案中，模板转换寡核苷酸将

共同的5'序列添加至用于cDNA扩增的全长cDNA。

[0655] 在一些实施方案中，模板转换寡核苷酸将共同序列添加到被逆转录的RNA的5'端。

例如，模板转换寡核苷酸可与添加到cDNA分子末端上的未模板化poly(C)核苷酸杂交，并为

逆转录酶提供模板以继续复制至模板转换寡核苷酸的5'端，从而产生准备用于进一步扩增

的全长cDNA。在一些实施方案中，一旦产生了全长cDNA分子，模板转换寡核苷酸就可充当

cDNA扩增反应中的引物。

[0656] 在一些实施方案中，在逆转录或其它基于末端转移酶的反应之前、同时或之后添

加模板转换寡核苷酸。在一些实施方案中，模板转换寡核苷酸包含于捕获探针中。在某些实

施方案中，使用模板转换寡核苷酸的样品分析方法可涉及从组织样品的分析物产生核酸产

物，然后用模板转换寡核苷酸进一步加工所述核酸产物。

[0657] 模板转换寡核苷酸可包含杂交区和模板区。杂交区可包含能够与靶标杂交的任何

序列。在一些实施方案中，杂交区可例如包含一系列G碱基以补充cDNA分子3'端的突出C碱

基。系列G碱基可包含1个G碱基、2个G碱基、3个G碱基、4个G碱基、5个G碱基或多于5个G碱基。

模板序列可包含待并入cDNA中的任何序列。在其它实施方案中，杂交区可包含除至少一个G

碱基之外的至少一个碱基。在其它实施方案中，杂交可包含不是G碱基的碱基。在一些实施

方案中，模板区包含至少1个(例如，至少2、3、4、5个或更多个)标签序列和/或功能序列。在

一些实施方案中，模板区和杂交区通过间隔区分开。

[0658] 在一些实施方案中，模板区包含条形码序列。条形码序列可充当空间条形码和/或

充当独特分子标识符。模板转换寡核苷酸可包括脱氧核糖核酸；核糖核酸；经修饰的核酸，

包括2‑氨基嘌呤、2,6‑二氨基嘌呤(2‑氨基‑dA)、反向dT、5‑甲基dC、2'‑脱氧肌苷、Super  T

(5‑羟基丁炔基‑2'‑脱氧尿苷)、Super  G(8‑氮杂‑7‑脱氮杂鸟苷)、锁核酸(LNA)、解锁核酸

(UNA，例如UNA‑A、UNA‑U、UNA‑C、UNA‑G)、Iso‑dG、Iso‑dC、2'氟碱基(例如，氟C、氟U、氟A和氟

G)或前述的任何组合。

[0659] 在一些实施方案中，模板转换寡核苷酸的长度可以是至少约1、2、10、20、50、75、

100、150、200或250个核苷酸或更长。在一些实施方案中，模板转换寡核苷酸的长度可以是

至多约2、10、20、50、100、150、200或250个核苷酸或更长。

[0660] 实施例

[0661] 包括下列实施例仅出于说明性目的，并且不旨在限制本公开的范围。

[0662] 实施例1：使用用于原位测序的SNAIL探针、然后基于空间阵列的分析分析样品。
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[0663] 此实施例说明通过使用原位测序(例如，使用荧光显微术作为读出)生成靶核酸分

子的序列和空间信息、然后进行同一样品的基于空间阵列的分析(例如，使用阵列上捕获的

分子的NGS测序)(图1)来分析生物样品的方法。

[0664] 将生物样品(例如，组织样品)放置在薄阵列载玻片，如具有足够强度的盖玻片上。

可使用本领域已知的各种技术固定组织。例如，可使用多聚甲醛(PFA，聚合甲醛)和可逆交

联剂固定组织。在一些情况下，可通过将样品包埋在水凝胶中并使核酸分子与水凝胶交联

来将样品中的核酸分子(例如，RNA)锁定在适当位置。组织样品可首先用胃蛋白酶和HCl透

化，然后固定。可在透化步骤和/或用可逆交联剂处理之前和/或之后固定组织。

[0665] 在组织固定后，通过探针靶向mRNA并在典型高度多重原位成像方法，例如探针杂

交、连接、滚环扩增、然后连接法测序或杂交测序之后在原位进行分析，具有显微术读出。例

如，可将原位初级探针(例如SNAIL探针)、热稳定逆转录酶(RT)(例如，在40℃或更高的杂交

温度下工作良好的任何RT酶)、dNTP、模板转换寡核苷酸和其它组分与合适的缓冲液一起添

加到组织中。因此，在此实施例中，cDNA是在示例性工作流程早期的逆转录过程中产生的

(例如，原位探针杂交过程中的RT)。

[0666] 在一些情况下，可添加去交联催化剂以将mRNA捕获到载玻片上，或者如果使用可

逆交联剂则可恢复交联。RT过程产生稳定的cDNA，所述cDNA在原位方案的其余部分中保留

下来。SNAIL探针的3'OH可用于滚环扩增(RCA)，但不可用于RT(例如，因为引物的3'端与挂

锁杂交，而不与RNA靶标杂交)，因此来自未连接的挂锁探针的RNA的不需要的RT不会发生。

[0667] 在一些情况下，可使用PFA或其它交联剂进行后固定步骤。为了在原位方案过程中

保留内源性转录组，可使用各种抑制剂，包括核糖核酸酶(RNA酶)抑制剂和随机引物，以保

护DNA‑RNA杂合体中RNA免受RNA酶A和/或RNA酶H降解。

[0668] 一旦原位方案完成，就任选地用蛋白酶K(ProK)渗透组织和/或可任选地进行去交

联步骤，使得诸如mRNA、cDNA、探针、连接产物和/或扩增产物的分子不再锁定在适当位置

(例如，水凝胶)。在一些情况下，探针(例如，SNAIL探针)迁移到包含带空间条形码的捕获探

针的阵列上。在一些情况下，SNAIL探针组的挂锁探针包含可被阵列载玻片捕获的序列。裂

解组织并将转录组(例如，所产生的cDNA)捕获到阵列载玻片上。然后进行文库制备和测序。

[0669] 在一些情况下，为了直接分析mRNA，可使用各种方法将mRNA锁定在阵列载玻片上

的适当位置。例如，可进行mRNA的经修饰的探针(例如寡聚(dT)探针)捕捞((例如，寡聚‑dT 

FISH)，然后交联，并使用随机靶向的带条形码的挂锁探针，从而允许RCA具有经修饰的核苷

酸，以将扩增子锁定在适当位置。在这种方法中，可原位分析数百个RNA，而剩余的RNA通过

捕获在空间阵列上和测序进行分析。

[0670] 实施例2：使用用于原位测序的挂锁探针和桥接探针、然后基于空间阵列的分析来

分析样品。

[0671] 此实施例说明分析样品中的靶核酸、产生空间和测序信息的替代方法(图1)。

[0672] 将生物样品(例如，组织样品)固定在载玻片上并任选地如实施例1中所述透化。在

组织固定后，通过包含挂锁探针的原位初级探针靶向mRNA，每个挂锁探针包含锚定序列和

条形码序列，例如，如Gyllborg等人,“Hybridization‑based  In  Situ  Sequencing

(HybISS):spatial  transcriptomic  detection  in  human  and  mouse  brain  tissue,”

bioRxiv  2020.02.03.931618中所描述。使初级探针(挂锁探针)与组织样品杂交，并且将未
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结合的探针从样品中洗掉。挂锁探针与对应于目标基因的RNA杂交，并使用RNA模板化连接

进行连接，使得挂锁探针的3'OH不再可用于RT。在示例性工作流程中，在挂锁探针连接之后

进行RT。

[0673] 然后在RCA反应中通过DNA聚合酶扩增闭合环。RT过程产生稳定的cDNA，所述稳定

的cDNA在原位方案的其余部分中保留下来。

[0674] 在一些情况下，可使用PFA或其它交联剂进行后固定步骤。为了在原位方案过程中

保留内源性转录组，可使用各种抑制剂，包括核糖核酸酶(RNA酶)抑制剂和随机引物，以保

护DNA‑RNA杂合体中RNA免受RNA酶A和/或RNA酶H降解。

[0675] 一旦原位方案完成，就任选地用蛋白酶K(ProK)渗透组织和/或可任选地进行去交

联步骤，使得诸如mRNA、cDNA、探针、连接产物和/或扩增产物的分子不再锁定在适当位置

(例如，水凝胶)。在一些情况下，探针迁移到包含带空间条形码的捕获探针的阵列上。在一

些情况下，挂锁探针包含可被阵列捕获的序列。裂解组织并将转录组(例如，所产生的cDNA)

捕获到阵列载玻片上。然后进行文库制备和转录组的测序。这种方法可捕获具有核苷酸分

辨率的阵列上的完整转录，同时进行全面测序读出。

[0676] 本发明在范围上不意图限制于具体公开的实施方案，例如提供这些实施方案来说

明本发明的各个方面。根据本文的描述和教导，对所述组合物和方法的各种修改将变得显

而易见。此类变化可在不脱离本公开的真实范围和精神的情况下实施并且意图落入本公开

的范围内。
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