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1.一种方法，包括

(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行测试的样品与一个或多个靶标特异性

结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连接至一个对接链，并且其中具有不同

特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接链，

(2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，

(3)使该样品与具有互补于对接链的核苷酸序列的经标记成像链接触，以产生稳定结

合到对接链的经标记成像链，

(4)任选地去除未结合的经标记成像链，

(5)将该样品成像以便检测稳定结合到对接链的经标记成像链的位置和数目，

(6)猝灭来自该结合的经标记成像链的信号，或通过酶促地切割、修饰或降解经标记成

像链从对接链除去结合的经标记成像链，并且

(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像链来说具有独特核苷

酸序列的经标记成像链。

2.如权利要求1所述的方法，其中该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结合配

偶体接触。

3.如权利要求1所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗体片段。

4.如权利要求1所述的方法，其中这些经标记成像链是被相同地标记的。

5.如权利要求1所述的方法，其中这些经标记成像链各自包含一个不同的标记。

6.如权利要求1所述的方法，其中这些经标记成像链是荧光标记的成像链。

7.如权利要求1所述的方法，其中该一个或多个靶标是蛋白质。

8.如权利要求1所述的方法，其中该样品是一种细胞或组织样品、细胞裂解物或组织裂

解物或体液。

9.如权利要求1所述的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在步骤(5)中将该

样品成像。

10.如权利要求1所述的方法，其中步骤(6)中的猝灭信号包括光漂白。

11.一种方法，包括

(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行测试的样品与一个或多个靶标特异性

结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连接至一个对接链，并且其中具有不同

特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接链，

(2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，

(3)使该样品与具有互补于对接链的核苷酸序列的经标记成像链接触，以产生稳定结

合到对接链的经标记成像链，

(4)任选地去除未结合的经标记成像链，

(5)将该样品成像以便检测稳定结合到对接链的经标记成像链的位置和数目，

(6)通过改变温度和/或缓冲条件将该结合的经标记成像链从该对接链去除，并且

(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像链来说具有独特核苷

酸序列的经标记成像链。

12.如权利要求11所述的方法，其中该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结合

配偶体接触。
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13.如权利要求11所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗体片段。

14.如权利要求11所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种天然或工程化的

配体。

15.如权利要求11所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种小分子。

16.如权利要求11所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种肽。

17.如权利要求11所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种寡核苷酸。

18.如权利要求11所述的方法，其中这些经标记成像链是被相同地标记的。

19.如权利要求11所述的方法，其中这些经标记成像链各自包含一个不同的标记。

20.如权利要求11所述的方法，其中这些经标记成像链是荧光标记的成像链。

21.如权利要求11所述的方法，其中该一个或多个靶标是蛋白质。

22.如权利要求11所述的方法，其中该样品是一种细胞、细胞裂解物或组织裂解物。

23.如权利要求11所述的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在步骤(5)中将

该样品成像。

24.如权利要求11所述的方法，其中这些经标记成像链是通过减小盐浓度、添加变性

剂、或提高温度从这些对接链去除的。

25.如权利要求24所述的方法，其中该盐是Mg2+。

26.如权利要求24所述的方法，其中该变性剂是甲酰胺、尿素或DMSO。

27.如权利要求11所述的方法，其中在一个竞争核酸的存在下，不通过链置换将这些经

标记成像链从这些对接链去除。

28.如权利要求1所述的方法，其中未结合的对接链是部分双链的。

29.如权利要求1所述的方法，其中未结合的成像链是部分双链的。

30.如权利要求1所述的方法，其中该成像链是一个分子信标。

31.如权利要求1所述的方法，其中该成像链包括一个发夹二级结构。

32.如权利要求1所述的方法，其中该成像链包括一个自淬灭的发夹二级结构。

33.如权利要求1所述的方法，其中该成像链是一个半双链体。

34.如权利要求33所述的方法，其中该半双链体是自淬灭的。

35.如权利要求1所述的方法，其中该对接链包括一个发夹二级结构。

36.如权利要求1所述的方法，其中该成像链是通过一个树枝状结构或一个聚合结构结

合到多个信号发射部分上。

37.一种方法，包括

(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行测试的样品与一个或多个靶标特异性

结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连接至一个对接链，并且其中具有不同

特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接链，

(2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，

(3)使该样品与具有互补于对接链的核苷酸序列的经标记成像链接触，以产生稳定结

合到对接链的经标记成像链，

(4)任选地去除未结合的经标记成像链，

(5)将该样品成像以便检测稳定结合到对接链的经标记成像链的位置和数目，

(6)通过去除或修饰它们的信号发射部分而不完全去除成像链来灭活这些结合的经标
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记成像链，并且

(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像链来说具有独特核苷

酸序列的经标记成像链。

38.如权利要求37所述的方法，其中该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结合

配偶体接触。

39.如权利要求37所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗体片段。

40.如权利要求37所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种天然或工程化的

配体。

41.如权利要求37所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种小分子。

42.如权利要求37所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种肽。

43.如权利要求37所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种寡核苷酸。

44.如权利要求37所述的方法，其中这些经标记成像链是被相同地标记的。

45.如权利要求37所述的方法，其中这些经标记成像链各自包含一个不同的标记。

46.如权利要求37所述的方法，其中这些经标记成像链是荧光标记的成像链。

47.如权利要求37所述的方法，其中该一个或多个靶标是蛋白质。

48.如权利要求37所述的方法，其中该样品是一种细胞、细胞裂解物或组织裂解物。

49.如权利要求37所述的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在步骤(5)中将

该样品成像。

50.如权利要求37所述的方法，其中未结合的对接链是部分双链的。

51.如权利要求37所述的方法，其中未结合的成像链是部分双链的。

52.如权利要求37所述的方法，其中该成像链是一个分子信标。

53.如权利要求37所述的方法，其中该成像链包括一个发夹二级结构。

54.如权利要求37所述的方法，其中该成像链包括一个自淬灭的发夹二级结构。

55.如权利要求37所述的方法，其中该成像链是一个半双链体。

56.如权利要求55所述的方法，其中该半双链体是自淬灭的。

57.如权利要求37所述的方法，其中该对接链包括一个发夹二级结构。

58.如权利要求37所述的方法，其中该成像链是通过一个树枝状结构或一个聚合结构

结合到多个信号发射部分上。

59.权利要求1的方法，其中猝灭步骤从结合的经标记成像链去除信号。

60.权利要求1的方法，其中猝灭步骤从结合的经标记成像链减少信号。

61.权利要求1的方法，其中检测包括检测结合的经标记成像链的数目。

62.权利要求1的方法，其中检测包括检测结合的经标记成像链的位置。

63.权利要求1的方法，其中经标记成像链以信号发射分子进行标记并且通过成像链与

对接链的结合募集多个拷贝的信号发射分子。

64.权利要求63的方法，其中成像链是支链的成像链。

65.权利要求1的方法，其中对接链可以是多链复合物的一部分。

66.权利要求1的方法，其中成像链和/或对接链包含二级结构。

67.权利要求1的方法，其中至少一个对接链稳定地结合至经标记成像链。

68.权利要求1的方法，其中所有的成像链以相同的荧光团标记。
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69.权利要求68的方法，其中所述荧光团是红色荧光团。

70.权利要求1的方法，其中成像链结合于多个信号发射分子。

71.权利要求1的方法，其中至少一些经标记成像链是被相同地标记的，并且至少一些

经标记成像链包含不同的标记物。

72.权利要求1的方法，其中步骤(1)包括将样品与连接于对接链的多个不同的靶标特

异性结合配偶体接触。

73.权利要求1的方法，其中成像链和对接链是互补的寡核苷酸。

74.权利要求1的方法，其中步骤(6)包括从对接链除去结合的经标记成像链，其中通过

酶促地切割、修饰或降解经标记成像链从对接链除去经标记成像链。

75.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少30分

钟。

76.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少35分

钟。

77.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少40分

钟。

78.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少45分

钟。

79.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少50分

钟。

80.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少55分

钟。

81.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少60分

钟。

82.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合至少2小

时。

83.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合30至60分

钟。

84.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合30至120

分钟。

85.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合40至50分

钟。

86.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合40至120

分钟。

87.权利要求1、11、37或74任一项的方法，其中成像链和对接链保持彼此结合60至120

分钟。

88.权利要求74的方法，其中酶促地除去经标记成像链。

89.权利要求88的方法，其中经标记成像链是标记的成像核酸链并且对接链是对接核

酸链，并且其中经标记成像核酸链和对接核酸链是彼此互补的核酸。

90.权利要求89的方法，其中通过核酸糖基化酶切割经标记成像链，并且其中所述核酸
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糖基化酶是尿嘧啶-DNA糖基化酶。

91.权利要求89的方法，其中通过至少一个切口酶或限制性内切酶除去经标记成像链。

92.权利要求89的方法，其中通过RNase在一个或多个核糖核苷酸处切割来除去经标记

成像链。

93.权利要求74的方法，其中经标记成像链包含通过UV暴露可被切割的光可切割部分。

94.权利要求89的方法，其中经标记成像链被竞争性核酸置换。

95.权利要求89的方法，其中通过在一个或多个脱氧尿苷碱基处切割而除去经标记成

像链。

96.权利要求95的方法，其中通过USER酶进行在一个或多个脱氧尿苷碱基处的切割。

97.权利要求96的方法，其中在步骤(1)中，样品与多于一个靶标特异性结合配偶体接

触。

98.权利要求96的方法，其中靶标特异性结合配偶体是抗体或抗体片段。

99.权利要求96的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种天然或工程化的配体。

100.权利要求96的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种小分子。

101.权利要求96的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种肽。

102.权利要求96的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种寡核苷酸。

103.权利要求96的方法，其中经标记成像链是被相同地标记的。

104.权利要求96的方法，其中经标记成像链包含不同的标记物。

105.权利要求96的方法，其中经标记成像链是荧光标记的成像链。

106.权利要求96的方法，其中一个或多个靶标是是蛋白质和/或样品是细胞或组织样

品、细胞裂解物或组织裂解物或体液。

107.权利要求96的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在步骤(5)中将样品

成像。

108.权利要求74的方法，其中经标记成像链和/或对接链具有立足点序列。

109.权利要求108的方法，其中成像链具有立足点序列。

110.权利要求109的方法，其中在步骤(1)中，样品与多于一个靶标特异性结合配偶体

接触。

111.权利要求109的方法，其中靶标特异性结合配偶体是抗体或抗体片段。

112.权利要求109的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种天然或工程化的配体。

113.权利要求109的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种小分子。

114.权利要求109的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种肽。

115.权利要求109的方法，其中靶标特异性结合配偶体是一种寡核苷酸。

116.权利要求109的方法，其中经标记成像链是彼此被相同地标记的。

117.权利要求109的方法，其中经标记成像链各自包含不同的标记物。

118.权利要求109的方法，其中经标记成像链是荧光标记的成像链。

119.权利要求109的方法，其中一个或多个靶标是蛋白质和/或样品是细胞或组织样

品、细胞裂解物或组织裂解物或体液。

120.权利要求109的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在步骤(5)中将样品

成像。
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121.权利要求1、11或37的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是适体。
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利用可编程核酸探针的高通量且高度多路复用的成像

[0001] 相关申请

[0002] 本申请要求2014年3月11日提交的美国临时申请号61/951 ,461的权益，其全部内

容通过引用结合在此。

发明领域

[0003] 本发明总体上涉及检测和量化分析物(例如，靶标)的领域。

[0004] 发明背景

[0005] 荧光显微镜检术是一种用于探索在例如生物系统中的分子的有力工具。然而，可

以被区别地且同时地可视化的不同物种的数目(即多路复用能力)受到荧光团之间的光谱

重叠的限制。

[0006] 发明概述

[0007] 本发明尤其提供了用于检测、成像并且/或者量化感兴趣的靶标(例如，生物分子)

的方法和组合物。在此提供的方法中的一些包括(1)使一个有待分析的样品(例如，一个疑

似含有一个或多个感兴趣的靶标的样品)与特异性结合这些靶标的部分(每个部分是一个

给定靶标的结合配偶体)接触，其中每个部分偶联至一个核酸(在此称为对接链)并且其中

具有不同特异性的结合配偶体偶联至不同对接链，(2)任选地去除未结合的结合配偶体，

(3)使该样品与经标记的(例如，荧光标记的)核酸接触，这些核酸具有互补于并且因此特异

于一个对接链的核苷酸序列(此类标记核酸在此称为经标记的成像链)，(4)任选地去除未

结合的成像链，(5)将样品整体或部分成像以便检测经结合的成像链的位置和数目，(6)猝

灭来自样品的经标记成像链的信号(例如，通过漂白，包括光漂白)，并且(7)重复步骤(3)-

(6)，每次使用一个相对于本方法中所用的全部其他成像链来说具有独特核苷酸序列的成

像链。

[0008] 成像链可以被相同地标记，包括被相同地进行荧光标记。在其他实施例中，具有一

个相同序列的成像链可以被相同地标记。第一种方法可能是更方便的，因为它需要单一的

激发波长和检测器。

[0009] 用这样的方式，可以检测、成像并且/或者量化一个样品中的两个或更多个靶标，

无论它们在该样品中的位置如何，包括无论它们在样品中的位置是否非常接近，以致于如

果同时观察来自这两个或更多个靶标的信号则是不能区别的。因此，两个或更多个靶标之

间的距离可小于用于检测靶标的成像系统的分辨距离，并且仍然使用在此提供的方法，可

以将两个或更多个靶标彼此区别开，由此促进对此类靶标的更准确且稳健的检测和量化。

在一些情况下，该分辨距离可以为约50nm，作为一个实例。

[0010] 应当理解，在进行该方法之前，一个样品的“靶标内容”可能是已知或怀疑的、或未

知和不受怀疑的。接触样品的结合配偶体可结合或不可结合到该样品上，这取决于靶标是

否存在(例如，当靶标存在时，该结合配偶体可结合到该样品上)。接触样品的成像链可结合

或不可结合到该样品上，这取决于靶标是否存在(例如，当靶标存在时，该成像链可结合一

个结合到靶标上的相应的对接链)。“结合到样品上”意指结合配偶体或成像链被结合到其
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对应的靶标或对接链上。

[0011] 结合配偶体可以是天然存在的蛋白质，诸如抗体或抗体片段。在结合配偶体是一

种抗体或抗体片段的情况下，对接链可以在一个恒定区偶联到其上。结合配偶体可以是一

种诸如单克隆抗体的抗体，或者它可以是抗原结合抗体片段，诸如来自单克隆抗体的抗原

结合片段。在一些实施例中，结合配偶体是一种受体。

[0012] 结合配偶体可以通过一个中间接头连接至对接链。在一些实施例中，一个中间接

头包含生物素和/或链霉抗生物素蛋白。

[0013] 可以对成像链进行荧光标记(即，将它们偶联至一个荧光团)。偶联至具有不同核

苷酸序列的成像链的荧光团可以是彼此相同的，或者它们可具有与其他荧光团重叠或不重

叠的发射分布图。荧光标记的成像链可包括至少一个荧光团。

[0014] 在一些情况下，诸如成像链的荧光标记的成像核酸可包括1、2、3、或更多个荧光

团。

[0015] 该样品可以是细胞、细胞群、或者来自细胞或细胞群的细胞裂解物。该靶标可以是

蛋白质。

[0016] 因此将了解到，本发明提供一种用于检测分析物的方法，该方法是通过将分析物

结合到其对应的结合配偶体上并且顺序地确定此类结合配偶体的存在，通过重复地结合、

检测并且猝灭(例如，漂白，诸如光漂白)任选地被相同地标记(例如，相同地荧光标记)的成

像链。

[0017] 因此，本披露提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行

测试的样品与一个或多个靶标特异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连

接至一个对接链，并且其中具有不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接链，

(2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，(3)使该样品与具有互补于一个对接链的

核苷酸序列的经标记成像链接触，(4)任选地去除未结合的成像链，(5)将该样品成像以便

检测结合的经标记成像链的位置和数目，(6)猝灭来自结合的经标记成像链的信号，并且

(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像链来说具有独特核苷酸序

列的经标记成像链。

[0018] 在一些实施例中，该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结合配偶体接触。

[0019] 在一些实施例中，该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗体片段。

[0020] 在一些实施例中，这些经标记成像链被相同地标记。在一些实施例中，这些经标记

成像链各自包括一个不同的标记。在一些实施例中，这些经标记成像链是荧光标记的成像

链。

[0021] 在一些实施例中，该一个或多个靶标是蛋白质。在一些实施例中，该样品是细胞、

细胞裂解物或组织裂解物。

[0022] 在一些实施例中，使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在步骤(5)中将该样品成像。

[0023] 在一些实施例中，步骤(6)中的猝灭信号包括光漂白。

[0024] 本披露进一步提供一种包含结合到多于一个的靶标识别部分(诸如靶标特异性结

合配偶体)上的样品的组合物，每个靶标识别部分结合到一个对接核酸(诸如对接链)上，并

且至少一个对接核酸稳定地结合到经标记成像核酸(诸如成像链)上。

[0025] 本披露进一步提供一种组合物，该组合物包含结合到多于一个的靶标特异性结合
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配偶体上的一个样品，每个结合配偶体结合到一个对接链上；以及至少一个稳定地结合到

经标记成像链上的对接链。

[0026] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标识别部分(诸如靶标特异性结合配偶体)接触，其中每个靶

标识别部分连接至一个对接核酸(诸如对接链)，并且其中具有不同特异性的靶标识别部分

连接至不同对接核酸，(2)任选地去除未结合的靶标识别部分，(3)使该样品与具有互补于

一个对接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸(诸如成像链)接触，(4)任选地去除未结合

的经标记成像核酸，(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)通

过改变温度和/或缓冲条件将结合的经标记成像核酸从对接核酸去除，并且(7)重复步骤

(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像核酸来说具有独特核苷酸序列的经标

记成像核酸。在此类条件下，该成像核酸自发地从对接核酸解离。

[0027] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标特异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体

连接至一个对接核酸，并且其中具有不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接

核酸，(2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，(3)使该样品与具有互补于一个对

接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸接触，(4)任选地去除未结合的经标记成像核酸，

(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)通过改变温度和/或缓

冲条件将结合的经标记成像核酸从对接核酸去除，并且(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一

个相对于全部其他经标记成像核酸来说具有独特核苷酸序列的经标记成像核酸。在此类条

件下，该成像核酸自发地从对接核酸解离。

[0028] 在一些实施例中，通过减小盐浓度、添加变性剂、或提高温度将经标记成像核酸从

对接核酸去除。在一些实施例中，该盐是Mg++。在一些实施例中，该变性剂是甲酰胺、尿素或

DMSO。

[0029] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标识别部分(诸如靶标特异性结合配偶体)接触，其中每个靶

标识别部分连接至一个对接核酸(诸如对接链)，并且其中具有不同特异性的靶标识别部分

连接至不同对接核酸，(2)任选地去除未结合的靶标识别部分，(3)使该样品与具有互补于

一个对接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸(诸如成像链)接触，(4)任选地去除未结合

的经标记成像核酸，(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)将

结合的经标记成像核酸从对接核酸去除，并且(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于

全部其他经标记成像核酸来说具有独特核苷酸序列的经标记成像核酸。

[0030] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标特异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体

连接至一个对接核酸，并且其中具有不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接

核酸，(2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，(3)使该样品与具有互补于一个对

接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸接触，(4)任选地去除未结合的经标记成像核酸，

(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)将结合的经标记成像核

酸从对接核酸去除，并且(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像

核酸来说具有独特核苷酸序列的经标记成像核酸。
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[0031] 在一些实施例中，在步骤(6)中，在一个竞争核酸的存在下，不通过链置换将经标

记成像核酸从对接核酸去除。

[0032] 在一些实施例中，在步骤(6)中，通过化学法、光化学法或酶促法裂解、修饰或降解

经标记成像核酸，将经标记成像核酸从对接核酸去除。

[0033] 在一些实施例中，当经标记成像核酸结合到其对应的对接核酸上时，在成像核酸

或对接核酸上不存在单链区。在一些实施例中，该对接核酸不具有立足点序列(toehold 

sequence)。在一些实施例中，该成像核酸不具有立足点序列。

[0034] 在一些实施例中，该经标记成像核酸不是自淬灭的。

[0035] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标识别部分(诸如靶标特异性结合配偶体)接触，其中每个靶

标识别部分连接至一个对接核酸(诸如对接链)，并且其中具有不同特异性的靶标识别部分

连接至不同对接核酸，(2)任选地去除未结合的靶标识别部分，(3)使该样品与具有互补于

一个对接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸(诸如成像链)接触，(4)任选地去除未结合

的经标记成像核酸，(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)通

过去除或修饰它们的信号发射部分而不完全去除成像核酸来灭活结合的经标记成像核酸，

并且(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像核酸来说具有独特核

苷酸序列的经标记成像核酸。

[0036] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标特异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体

连接至一个对接核酸，并且其中具有不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接

核酸，(2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，(3)使该样品与具有互补于一个对

接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸接触，(4)任选地去除未结合的经标记成像核酸，

(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)通过去除或修饰它们的

信号发射部分而不完全去除成像核酸来灭活结合的经标记成像核酸，并且(7)重复步骤

(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像核酸来说具有独特核苷酸序列的经标

记成像核酸。

[0037] 不同实施例同样适用于前述方法。这些实施例如下：

[0038] 在一些实施例中，该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结合配偶体接触。

在一些实施例中，该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗体片段。在一些实施例中，该靶

标特异性结合配偶体是天然或工程化的配体、小分子、适体、肽、或寡核苷酸。

[0039] 在一些实施例中，这些经标记成像核酸被相同地标记。在一些实施例中，这些经标

记成像核酸各自包括一个不同的标记。在一些实施例中，这些经标记成像核酸是荧光标记

的成像核酸。

[0040] 在一些实施例中，该一个或多个靶标是蛋白质。在一些实施例中，该样品是细胞、

细胞裂解物或组织裂解物。

[0041] 在一些实施例中，使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在步骤(5)中将该样品成像。

[0042] 在一些实施例中，该未结合的对接核酸是部分双链的。在一些实施例中，该未结合

的成像核酸是部分双链的。

[0043] 在一些实施例中，该成像核酸是一个分子信标或者包括一个发夹二级结构。在一
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些实施例中，该成像核酸是一个分子信标或者包括一个自淬灭的发夹二级结构。在一些实

施例中，该成像核酸是一个半双链体(hemiduplex)。在一些实施例中，该半双链体是自淬灭

的。在一些实施例中，该成像核酸通过一个树枝状结构或一个聚合结构结合到多个信号发

射部分上。该成像核酸可以是直链或支链的。

[0044] 在一些实施例中，该对接核酸包括一个发夹二级结构。

[0045] 这些和其他实施例将在此更详细地进行说明。

[0046] 附图简述

[0047] 图1是在本披露中提供的一种高通量和本质上可缩放的多路复用成像方法的一个

实施例的示意图。在探针杂交后将细胞成像并且然后在随后轮次的成像之前进行光漂白。

[0048] 图2是一种基于缓冲液更换的高通量和本质上可缩放的多路复用成像方法的一个

实施例的示意图，该缓冲液更换使用具有轻微变性特征的溶液，诸如减小的盐浓度、增加的

甲酰胺浓度、或更高的温度。

[0049] 图3是通过使用在本披露中提供的方法去除成像链来灭活该成像链的一个实施例

的示意图。

[0050] 图4是通过灭活荧光团而不去除成像链的核酸部分来灭活该成像链的一个实施例

的示意图。

[0051] 图5是一个分子信标样的自淬灭成像链的一个实施例的示意图。

[0052] 图6是一个半双链体自淬灭成像链的一个实施例的示意图。

[0053] 图7是一个非单链对接链的一个实施例的示意图。

[0054] 图8是一个成像链的一个实施例的示意图，该成像链募集多个信号发射部分拷贝

至对接链。

[0055] 图9是一个非单链成像链的一个实施例的示意图。

[0056] 图10是示出在3种不同条件下具有对应的反向互补链的10个不同寡核苷酸的预测

解离常数的图。序列a1：5’-CATCTAAAGCC-3’(SEQ  ID  NO:1)；序列a2：5’-GAATTTCCTCG-3’

(SEQ  ID  NO:2)；序列a3：5’-GTTTAATTGCG-3’(SEQ  ID  NO:3)；序列a4：5’-ACAATTCTTCG-3’

(SEQ  ID  NO:4)；序列a5：5’-TTTCTTGCTTC-3’(SEQ  ID  NO:5)；序列a6：5’-GCATTGTTACT-3’

(SEQ  ID  NO:6)；序列a7：5’-ATATACAAGCG-3’(SEQ  ID  NO:7)；序列a8：5’-GCTGTCTATTG-3’

(SEQ  ID  NO:8)；序列a9：5’-TCTTTATGCTG-3’(SEQ  ID  NO:9)；序列a10：5’-CAATCTCATCC-3’

(SEQ  ID  NO:10)。

[0057] 发明说明

[0058] 本发明尤其提供了例如，在使用基于核酸的成像探针(例如，基于DNA的成像探针)

的细胞环境中用于多路复用荧光成像的组合物和方法。在此提供的方法是部分地基于核酸

对接链和成像链的可编程性。也就是说，例如，对接链和成像链可以被设计，从而使得它们

在某些条件下彼此结合一定的时间。这种可编程性允许成像链稳定结合到对接链，如在此

提供的。总体上，在此提供的方法涉及鉴定一个特定样品(例如，生物样品)中的一个或多个

靶标(例如，诸如蛋白质或核酸的一个或多个生物分子)。在一些情况下，一个或多个靶标是

否存在于样品中是未知的。因此，本披露的方法可用于确定在一个疑似含有一个或多个靶

标的样品中是否存在该一个或多个靶标。在在此提供的方面和实施例的任一个中，一个样

品可含有或可疑似含有一个或多个靶标。
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[0059] 因此，本发明提供用于基于可编程核酸(例如，DNA)探针进行高通量且高度多路复

用的成像以及分析物/靶标检测的方法。这些方法依赖于一种采用正交成像链的顺序成像

方法，这些正交成像链可以稳定地附接至一个固定在结合配偶体(诸如抗体)上的互补对接

链(图1)。在与一个成像链杂交且成像后，进行一个猝灭步骤(诸如一个光漂白步骤)以便消

除和/或减少来自杂交(结合)的成像链的荧光。

[0060] 在另一个实施例中，这些方法利用对接链与成像链之间的较弱结合以便去除信

号。例如，杂交条件可改变，这样使得在对接链或成像链之间形成的双链体的熔点略高于室

温(例如，25℃)或成像温度。如上所述地进行标记步骤(即，其中成像链结合到其对应的对

接链上的步骤)和成像步骤。作为一个实例，在对第一个靶标进行成像后，使该样品经受一

个变性条件。可使用一种具有例如较低盐浓度，存在或增加变性剂(诸如甲酰胺)的浓度，或

增加的温度的溶液，在缓冲液更换步骤中提供该变性条件(图2)。该样品可以可替代地或另

外地暴露于增加的温度。上述的增加或减小是相对于在标记步骤中存在的条件(即，当成像

链结合到对接链上时)。在缓冲液更换的情况下，可洗涤该样品，可重复该缓冲液更换，可再

次洗涤该样品，并且然后将下一个成像链添加到该样品。

[0061] 对于多路复用，在例如用于猝灭信号的光漂白或其他方法或者成像链灭活或去除

的每个步骤之后顺序地向相同样品施用正交成像链的不同储库，以便潜在地成像无限数目

的靶标。不同于传统的成像方法中多路复用受到颜色通道之间的光谱重叠限制，在此提供

的方法仅受到(对接链或可替代地成像链的)可能的正交核苷酸序列数目的限制。由于可以

容易地设计较大量的正交核苷酸序列，此方法具有仅通过使用单个荧光团就达到的本质上

可缩放的多路复用能力。此方法可以容易地与标准显微镜检术设置(例如，共聚焦或落射荧

光显微镜检术)整合，从而允许高通量地分析该样品。

[0062] 这些方法具有在例如高通量筛选测定(诸如药物筛选测定)中的适用性。此成像方

法允许在使用标准共聚焦或落射荧光显微镜检术成像的同时，以一种超多路复用格式分析

大的细胞群(～1,000-10,000)或组织样品。以一种高通量的方式从相同样品中筛选大量靶

标(诸如蛋白质)将提供关于新药或调节剂的信息，同时提供细胞异质性信息。具有高通量

且超多路复用的成像能力的组织样品的大规模筛选将适用于病理学分析，例如，在医院或

其他服务提供商设置中。

[0063] 在此提供的方法还可以用于鉴定一个单一靶标(例如，诸如例如，一种特定的蛋白

质)的绝对量，或一个单一靶标相对于一个或多个其他靶标而言的量。

[0064] 另外，在此提供的方法可用于鉴定一个靶标在一个样品中或相对于样品中的其他

靶标的位置。

[0065] 因此，本披露提供一种方法，包括(1)使一个样品同时与多个序列标记的靶标识别

部分接触，(2)引入成像核酸(诸如成像链)，这些成像核酸通过序列互补性识别序列标记的

靶标识别部分中的对接核酸(诸如对接链)亚组，(3)去除或灭活成像核酸或者猝灭来自成

像核酸的信号，并且(4)至少一次重复步骤(2)和任选地步骤(3)以便成像并且检测一个或

多个另外的对接核酸。

[0066] 该方法可任选地包括用对接核酸(诸如对接链)来标记多个靶标识别部分以便形

成序列标记的靶标识别部分。

[0067] 本披露提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行测试
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的样品与一个或多个靶标特异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连接至

一个对接链，并且其中具有不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接链，(2)任

选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，(3)使该样品与具有互补于一个对接链的核苷

酸序列的经标记成像链接触，(4)任选地去除未结合的成像链，(5)将该样品成像以便检测

结合的经标记成像链的位置和数目，(6)猝灭来自结合的经标记成像链的信号，并且(7)重

复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像链来说具有独特核苷酸序列的

经标记成像链。

[0068] 步骤(3)-(6)可重复一次或多次。例如，步骤(3)-(6)可重复1-10次或更多次。在一

些实施例中，步骤(3)-(6)重复1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次。

[0069] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标识别部分(诸如靶标特异性结合配偶体)接触，其中每个靶

标识别部分连接至一个对接核酸，并且其中具有不同特异性的靶标识别部分连接至不同对

接核酸，(2)任选地去除未结合的靶标识别部分，(3)使该样品与具有互补于一个对接核酸

的核苷酸序列的经标记成像核酸(诸如成像链)接触，(4)任选地去除未结合的经标记成像

核酸，(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)将结合的经标记

成像核酸从对接核酸去除，并且(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标

记成像核酸来说具有独特核苷酸序列的经标记成像核酸。

[0070] 步骤(3)-(6)可重复一次或多次。例如，步骤(3)-(6)可重复1-10次或更多次。在一

些实施例中，步骤(3)-(6)重复1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次。

[0071] 本披露进一步提供一种方法，包括(1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进

行测试的样品与一个或多个靶标识别部分(诸如靶标特异性结合配偶体)接触，其中每个靶

标识别部分连接至一个对接核酸(诸如对接链)，并且其中具有不同特异性的靶标识别部分

连接至不同对接核酸，(2)任选地去除未结合的靶标识别部分，(3)使该样品与具有互补于

一个对接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸(诸如成像链)接触，(4)任选地去除未结合

的经标记成像核酸，(5)将样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，(6)通

过去除或修饰它们的信号发射部分而不完全去除成像核酸来灭活结合的经标记成像核酸，

并且(7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像核酸来说具有独特核

苷酸序列的经标记成像核酸。

[0072] 步骤(3)-(6)可重复一次或多次。例如，步骤(3)-(6)可重复1-10次或更多次。在一

些实施例中，步骤(3)-(6)重复1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次。

[0073] 在一些实施例中，在此提供的方法包括一个以下步骤：使用一种除了链置换之外

的方法来去除结合到对接核酸(诸如对接链)上的成像核酸(诸如成像链)。

[0074] 在一些实施例中，在此提供的方法包括一个去除结合到对接核酸(诸如对接链)上

的成像核酸(诸如成像链)的步骤，其中该成像核酸在结合到对接核酸上之前发射信号(即，

这种信号未淬灭)。

[0075] 在一些实施例中，在此提供的方法包括一个去除结合到对接核酸(诸如对接链)上

的成像核酸(诸如成像链)的步骤，其中使用不包含淬灭剂的核酸去除该成像核酸。

[0076] 在每个前述方法中，对接核酸(包括对接链)可以是单链对接核酸或对接链，或者

它可以是双链对接核酸或对接链，或者它可以是部分双链对接核酸或对接链(例如，含有一
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个单链和一个双链区)。

[0077] 在一些实施例中，在使用多个靶标识别部分(包括多个结合配偶体)的情况下，该

多个可同时与样品接触并且因此与感兴趣的靶标接触。靶标识别部分(诸如结合配偶体)不

需要顺序地与样品接触，虽然它们是可以的。

[0078] 这些不同方法促进用旋转盘共聚焦显微镜进行高通量成像。据估计，一次一种颜

色的全细胞3D成像过程将平均需要约30秒。此方法允许用兼容的10X或20X物镜对大面积

(例如，高达mm规模)进行成像。可实现约30-50微米的成像深度。在此提供的方法已被用于

染色肌动蛋白、Ki-67、网格蛋白、细胞角蛋白等等(数据未示出)。

[0079] 结合配偶体

[0080] 这些方法采用偶联至核酸(例如，对接核酸(诸如对接链))的结合配偶体。这些可

以在此称为结合配偶体-核酸偶联物(“BP-NA偶联物”)。它们还可被称为序列标记的靶标识

别部分。如在此所使用的，“结合配偶体-核酸偶联物，”或“BP-NA偶联物，”是指一种连接(例

如，通过一种N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)接头)至一个单链核酸(例如，DNA)对接链的分子。

[0081] 偶联物的结合配偶体可以是对于一个感兴趣的靶标(诸如，生物分子(例如，蛋白

质或核酸))具有亲和力的任何部分(例如，抗体或适体)。在一些实施例中，结合配偶体是一

种蛋白质。包含一种连接至对接链的蛋白质(或肽)的BP-NA-偶联物可以在此称为“蛋白质-

核酸偶联物”或“蛋白质-NA偶联物。”用于本发明偶联物的蛋白质的实例包括但不限于：抗

体(例如，单克隆抗体)、抗原结合抗体片段(例如，Fab片段)、受体、肽以及肽适体。其他结合

配偶体可根据本发明进行使用。例如，在此设想通过静电(例如，静电颗粒)、疏水性或磁性

(例如，磁性颗粒)相互作用结合到靶标上的结合配偶体。

[0082] 如在此所使用的，“抗体”包括全长抗体和它的任何抗原结合片段(例如，“抗原结

合部分”)或单链。术语“抗体”包括但不限于一种包含通过二硫键相互连接的至少两个重

(H)链和两个轻(L)链的糖蛋白，或其抗原结合部分。抗体可以是多克隆或单克隆的；异种

(xenogeneic)、同种异体(allogeneic)、或同基因的(syngeneic)；或其修饰形式(例如，人

源化的、嵌合的)。

[0083] 如在此所使用的，一个抗体的“抗原结合部分”是指抗体的保留特异性结合到抗原

上的能力的一个或多个片段。抗体的抗原结合功能可以由全长抗体的片段执行。涵盖于术

语抗体的“抗原结合部分”中的结合片段的实例包括(i)Fab片段，一种由VH、VL、CL以及CH1结

构域组成的单价片段；(ii)F(ab')2片段，一种包含通过二硫桥在铰链区处连接的两个Fab

片段的二价片段；(iii)一种由VH和CH1结构域组成的Fd片段；(iv)一种由抗体的单臂的VH和

VL结构域组成的Fv片段，(v)一种由VH结构域组成的dAb片段(沃德(Ward)等人，自然

(Nature)341:544  546,1989)；以及(vi)一个分离的互补性决定区(CDR)，或(vii)可任选地

通过合成接头连接的两个或更多个分离的CDR的一个组合。此外，虽然Fv片段的两个结构域

VH和VL是通过独立的基因编码的，但是这两个结构域可以使用重组方法通过合成接头接合，

该合成接头能够使其制成其中VH和VL区配对以形成单价分子的单蛋白质链(称为单链Fv

(scFv)；参见，例如伯德(Bird)等人，科学(Science)242:423  426,1988；和休斯顿(Huston)

等人，美国国家科学院院刊(Proc.Natl.Acad .Sci.USA)85:5879-5883,1988)。这类单链抗

体也涵盖于术语抗体的“抗原结合部分”范围内。使用本领域技术人员已知的常规技术，获

得这些抗体片段，并且按照与完整抗体相同的方式筛选所述片段的有用性。
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[0084] 如在此所使用的，“受体”是指结合到配体(诸如，例如，肽或小分子(例如，低分子

量(<900道尔顿)的有机或无机化合物))上的细胞来源的分子(例如，蛋白质)。

[0085] 如在此所使用的，“肽适体”是指一种具有插入恒定支架蛋白质的可变肽序列的分

子(参见例如，贝恩斯(Baines)IC等人，今日药物发现(Drug  Discov.Today)11:334–341 ,

2006)。

[0086] 在一些实施例中，BP-NA偶联物的分子是一种核酸(诸如，例如，一种核酸适体)。如

在此所使用的，“核酸适体”是指一种可以形成能够特异性结合到蛋白质或其他细胞靶标上

的二级和三级结构的小RNA或DNA分子(参见例如，倪(Ni)X等人，当今医药化学(Curr  Med 

Chem)18(27):4206–4214,2011)。因此，在一些实施例中，BP-NA偶联物可以是一种适体-核

酸偶联物。

[0087] 本发明的一些实施例使用靶标识别部分来鉴定和标记靶标。靶标识别部分是特异

性识别样品中感兴趣的靶标的试剂。靶标识别部分的实例包括诸如在此列举的那些的结合

配偶体。靶标识别部分包括抗体、抗体片段以及诸如单链抗体、单链Fv结构域、Fab结构域、

纳米抗体等的抗体衍生物、肽、适体、以及寡核苷酸(例如，以便在诸如荧光原位杂交或FISH

的过程中检测感兴趣的核酸)。

[0088] 诸如对接链的对接核酸

[0089] 本发明的某些实施例可涉及对接核酸。对接核酸包括如在此描述的对接链。对接

核酸是能够结合到具有互补序列的核酸(诸如，成像核酸)上的线性核酸。对接核酸可包含

或可由DNA、RNA或具有其他磷酸酯-糖主链(例如2’-O-甲基RNA、2’-氟(2’-fluoral)RNA、

LNA、XNA)或包含非磷酸酯-糖部分的主链(例如，肽核酸和吗啉代)的核酸样结构构成。核碱

基可包括天然发生的核碱基，诸如腺嘌呤、胸腺嘧啶、鸟嘌呤、胞嘧啶、肌苷以及它们的衍生

物，以及非天然发生的核碱基，诸如isoC、isoG、dP以及dZ。当未结合到它的互补成像核酸上

时，对接核酸可以是单链而没有稳定的二级结构。可替代地，对接核酸可包括诸如发夹环的

二级结构(图7，顶部)。对接核酸可以是多链复合物的一部分(图7，底部)。

[0090] 如在此所使用的，“对接链”是指一种能够稳定地结合到它的互补成像链上的单链

核酸(例如，DNA)。稳定的结合可以是对接链(以及相反的成像链)的长度的结果，或者它可

以是在其下发生杂交的具体条件(例如，盐浓度、温度等)的结果。在一些实施例中，对接链

的长度为约20至60个，或更多个核苷酸。对接链可以能够结合到(具有相同序列和相同地标

记的)一个或多个相同的成像链上。

[0091] 诸如成像链的成像核酸

[0092] 本发明的某些实施例可涉及成像核酸。成像核酸包括如在此描述的成像链。成像

核酸是可以(1)经由序列特异的互补性与对接核酸相互作用，并且(2)通过共价或非共价相

互作用募集一个信号发射部分或多个信号发射部分拷贝的核酸。如在此说明的，成像核酸

可以是直链或支链的。一个成像核酸可经由一个聚合结构(图8，顶部)或树枝状结构(图8，

底部)募集多个信号发射部分拷贝。例如，可以使用诸如在纳泽米(Nazemi)A.等人，生物偶

联物的化学：合成、表征与生物医学应用(Chemistry  of  Bioconjugates:Synthesis ,

Characterization,and  Biomedical  Applications)，在线发布：2014年2月13日)中讨论的

方法以及其中提供的参考来化学合成聚合或树枝状结构。可替代地，可以通过如例如在德

克斯(Dirks)R .等人，美国国家科学院院刊，2004；1010(43):15275-78；以及在乌姆(Um)

说　明　书 9/22 页

16

CN 105980855 B

16



S.H.等人，自然研究步骤(Nat.Protocols)2006；1:995-1000(所述参考各自通过引用结合

在此)中示出的DNA杂交来形成聚合或树枝状结构。

[0093] 成像核酸可包含或可由DNA、RNA或具有其他磷酸酯-糖主链(例如2’-O-甲基RNA、

2’-氟(2’-fluoral)RNA、LNA、XNA)或包含非磷酸酯-糖部分的主链(例如，肽核酸和吗啉代)

的核酸样结构构成。核碱基可包括天然发生的核碱基，诸如腺嘌呤、胸腺嘧啶、鸟嘌呤、胞嘧

啶、肌苷以及它们的衍生物，以及非天然发生的核碱基，诸如isoC、isoG、dP以及dZ。

[0094] 在一些实施例中，成像核酸的长度为约30至约60个，或更多个核苷酸，包括30、35、

40、45、50、55或60核苷酸的长度。在一些实施例中，成像核酸的长度为30至40、30至50、40至

50、40至60、或50至60个核苷酸。

[0095] 当未结合到它的互补对接核酸上时，成像核酸可以是单链而没有稳定的二级结

构。可替代地，成像核酸可包括诸如发夹环的二级结构(图9，顶部)。成像核酸可以是多链复

合物的一部分(图9，底部)。

[0096] 在一些实施例中，成像链可以是自淬灭的，这表明未结合的成像核酸可携带与信

号发射部分(诸如，荧光团)极为接近的淬灭剂部分。为了实现这个目的，成像核酸可以被设

计为采取一个分子信标样的结构(图5)或一个半双链体的结构(图6)。

[0097] 这种自淬灭变化可以用于简化背景并且/或者避免洗涤步骤。另外地或可替代地，

结合与成像缓冲液可含有常规用于FISH、RNA印迹法以及DNA印迹法中的添加剂(例如，带负

电荷的聚合物(诸如葡聚糖硫酸盐和肝素))以便减少非特异性结合。

[0098] 如在此所使用的“信号发射部分”是一个在某些条件下发射可检测信号(诸如光

子、辐射、正电子、电磁波、以及磁核共振)的部分。

[0099] 如在此所使用的，“成像链”是一种长度为约30至约60个，或更多个核苷酸的单链

核酸(例如，DNA)。本发明的成像链互补于对接链并且稳定地结合到对接链上。稳定的结合

表明，成像链和对接链在测定的时长内、或者至少30分钟、或至少60分钟、或至少2小时、或

更久保持彼此结合。这种结合可以是或不是可逆的或不可逆的。

[0100] 在一些实施例中，如果核酸保持彼此结合(或至少)30、35、40、45、50、55或60分钟

(min)，则认为对接核酸稳定地结合到成像核酸(诸如成像链)上。在一些实施例中，如果核

酸保持彼此结合(或至少)30至60min、30至120min、40至60min、40至120min、或60至120min，

则认为对接核酸稳定地结合到成像核酸上。这种结合可以是或不是可逆的，或者可以是或

不是不可逆的。

[0101] 如在此所使用的，“结合”是指至少两个分子之间归因于例如静电、疏水性、离子

和/或氢键相互作用，任选地在生理条件下的一种缔合。

[0102] 如果两个核酸或核酸结构域彼此碱基配对或结合以便经由沃森-克里克(Watson-

Crick)相互作用形成一种双链核酸，则它们是彼此“互补的”。

[0103] 在一些实施例中，本发明的核酸(诸如对接核酸和成像核酸)以“完美互补”彼此结

合，“完美互补”指的是100％互补(例如，5’–ATTCGC–3’完美互补于5’GCGAAT–3’)。

[0104] 本发明的成像链可用一种可检测的标记(例如，一个荧光标记，并且因此被认为是

“荧光标记的”)来进行标记。例如，在一些实施例中，成像链可包含至少一个(即，一个或多

个)荧光团。根据本发明使用的荧光团的实例包括但不限于：呫吨衍生物(例如，荧光黄素、

罗丹明、俄勒冈绿、伊红以及得克萨斯红)、花青衍生物(例如，花青、吲哚碳菁、氧杂碳菁、硫
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杂碳菁以及部花青)、萘衍生物(例如，丹磺酰和普罗丹(prodan)衍生物)、香豆素衍生物、噁

二唑衍生物(例如，吡啶基噁唑、硝基苯并噁二唑以及苯并噁二唑)、芘衍生物(例如，瀑布

蓝)、噁嗪衍生物(例如，尼罗红、尼罗蓝、甲酚紫以及噁嗪170)、吖啶衍生物(例如，原黄素、

吖啶橙以及吖啶黄)、芳基次甲基(arylmethine)衍生物(例如，金胺、结晶紫以及孔雀绿)、

以及四吡咯衍生物(例如，卟吩、酞菁以及胆红素)。

[0105] 可用诸如在此列举或本领域已知的那些的一种可检测标记来共价地标记包括成

像链的成像核酸。在一些情况下，包括成像链的成像核酸可包括2、3、4、或更多个可检测的

标记(诸如荧光团)。

[0106] 包括成像链的正交成像核酸可包含一个不同的标记(例如，红色荧光团、蓝色荧光

团、或绿色荧光团)，或者它们可以全部包含相同的标记(例如，红色荧光团)，即使它们的核

苷酸序列不同。

[0107] 诸如结合配偶体和对接链偶联物的序列标记的靶标识别部分

[0108] 在一些实施例中，本发明的BP-NA偶联物(例如，蛋白质-核酸偶联物)可包含一个

(例如，共价或非共价)将结合配偶体连接至对接链的中间接头。该中间接头可包含生物素

和/或链霉抗生物素蛋白。例如，在一些实施例中，一个抗体和一个对接链可各自被生物素

化(即，连接至少一个生物素分子)并且通过生物素结合至一个中间链霉抗生物素蛋白分子

来彼此连接。其他中间接头可根据本发明进行使用。在一些实施例中，诸如其中分子是核酸

的那些实施例中，可能不需要中间接头。例如，BP-NA偶联物的对接链可以是一个核酸分子

(诸如，例如，一个核酸适体)的延伸(例如，5′或3′延伸)。类似的方法可用于产生如在此提

供的序列标记的靶标识别部分。

[0109] 在此提供多个BP-NA偶联物(例如，蛋白质-核酸偶联物)和成像链。多个可以是相

同物种或不同物种的一个群体。相同物种的多个BP-NA偶联物可包括全部结合到相同靶标

(例如，生物分子)(例如，相同表位或区域/结构域)上的偶联物。相反地，不同物种的多个

BP-NA偶联物可包括偶联物、或偶联物的亚组，每个偶联物或偶联物的亚组结合到相同靶标

上的不同表位上或结合到不同靶标上。相同物种的多个成像链可包括具有相同核苷酸序列

和相同荧光标记(例如，Cy2、Cy3或Cy4)的成像链。相反地，不同物种的多个成像链可包括具

有不同核苷酸序列(例如，DNA序列)和不同荧光标记(例如，Cy2、Cy3或Cy4)，或者具有不同

核苷酸序列和相同荧光标记(例如，都是Cy2)的成像链。在一个给定的多个BP-NA偶联物中

的不同物种的数目受到结合配偶体(例如，抗体)的数目和具有不同核苷酸序列的对接链

(并且因此互补成像链)的数目的限制。在一些实施例中，多个BP-NA偶联物(例如，蛋白质-

核酸偶联物)包含至少10、50、100、500、1000、2000、3000、4000、5000、104、50000、105、105、

106、107、108、109、1010、1011个BP-NA偶联物。类似地，在一些实施例中，多个荧光标记的成像

链包含至少10、50、100、500、1000、2000、3000、4000、5000、104、50000、105、105、106、107、108、

109、1010、1011个荧光标记的成像链。在一些实施例中，多个可含有1至约200个或更多个不同

物种的BP-NA偶联物和/或成像链。例如，多个可以含有至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、

25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、125、150、175、200或更多个不同

的物种。在一些实施例中，多个可含有少于约5至约200个不同物种的BP-NA偶联物和/或成

像链。例如，多个可以含有小于5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、

75、80、85、90、95、100、125、150、175或200个不同的物种。这些实施例适用于如在此提供的
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序列标记的靶标识别部分。

[0110] 信号或成像核酸灭活

[0111] 为了在在此提供的方法的一些中实现成像核酸灭活，可通过诸如但不限于升高温

度；减小反离子(例如，游离Mg++)的浓度；引入或增大变性剂(例如甲酰胺、尿素、DMSO等)的

浓度；以及化学地、光化学地或酶促地裂解、修饰或降解成像链，或它们的任意组合的手段，

来将成像核酸(包括成像链)从靶标识别部分(包括结合配偶体)中去除(图3)。

[0112] 为了在在此提供的方法的一些中实现成像核酸灭活，可通过去除并且/或者修饰

该信号发射部分而不将成像核酸的全部核酸部分从对接链去除来灭活这些成像核酸(包括

成像链)。(图4.)

[0113] 作为一个实例，可通过将成像链裂解成多个部分来促进成像核酸的去除。在一些

实施例中，成像核酸包含一个化学可裂解部分，该化学可裂解部分可以通过引入作用于这

种可裂解部分上的化合物而裂解。此类化学可裂解部分的实例包括但不限于可以由某些基

于Pd的试剂裂解的烯丙基基团(周(Ju)J .等人，美国科学院院报，2006年12月26日；103

(52):19635-40，该参考通过引用结合在此)；可以由某些基于磷的试剂(诸如TCEP)裂解的

叠氮基基团，(郭(Guo)J等人，美国科学院院报，2008年7月8日；105(27):9145-50，该参考通

过引用结合在此)；可以由基于银的试剂裂解的桥接硫代磷酸酯(玛格(Mag)M.等人，核酸研

究(Nucleic  Acids  Res)，1991年4月11日；19(7):1437-41，该参考通过引用结合在此)；可

由诸如DTT和TCEP的还原剂裂解的二硫键；以及可由诸如氢氧化物和咪唑的各种亲核试剂

裂解的核糖。

[0114] 在一些实施例中，该成像核酸包含一种可以光化学地(例如，通过UV暴露)裂解的

可光裂解接头。在一些实施例中，该成像核酸含有一个可以由一种酶裂解的部分。此类酶促

可裂解部分的实例包括但不限于可以由各种核糖核酸酶裂解的核糖核苷酸；可以由诸如

USER(新英格兰生物实验室(New  England  Biolabs))的酶组合裂解的脱氧尿苷；以及可以

由序列特异性切口酶或限制性内切酶裂解的限制性酶切位点。在一些实施例中，该限制性

内切酶可裂解成像核酸和对接核酸两者。在仍然其他实施例中，可通过将成像核酸修饰成

一种使对接核酸结合以便形成一个具有降低的稳定性(或降低的溶解温度)的双链体的形

式来促进成像核酸的去除。

[0115] 作为一个实例，该成像核酸包含可以光异构化的偶氮苯，其中不同异构体不同地

影响成像核酸对于对接核酸的结合强度(浅沼(Asanuma)H .等人，应用化学英语国际版

(Angew  Chem  Int  Ed  Engl)，2001年7月16日；40(14):2671-2673，该参考通过引用结合在

此)。在一些实施例中，该成像核酸包含一种脱氧尿苷，其中尿嘧啶基团可由尿嘧啶-DNA糖

基化酶裂解。在去除尿嘧啶后，成像链的结合强度减弱。

[0116] 可替代地，可以通过将成像核酸与信号发射部分之间的接头(如果存在这样的接

头)裂解来实现信号发射部分的去除。在此描述的化学物质也可以用于此目的。

[0117] 可以通过化学地或光化学地修饰信号发射部分来实现该信号发射部分的灭活。例

如，当该信号发射部分是一个荧光团时，可以通过化学试剂(诸如例如过氧化氢，格迪斯

(Gerdes)M.等人，美国科学院院报2013年7月16日；110(29):11982-87，该参考通过引用结

合在此)来将其漂白或对其进行光漂白(例如，使用如在舒伯特(Schubert)W.等人，自然生

物技术(Nat.Biotech.)2006；24:1270-78中描述的软多波长激发，该参考通过引用结合在
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此)。

[0118] 如在本领域中将理解的，“光漂白”是指一个染料或荧光团分子的光化学改变，从

而使得它不能发出荧光。这是由荧光团与周围分子之间的共价键裂解或非特异性反应而导

致的。在一些实施例中，可以通过降低曝光的强度或时间间隔，通过增大荧光团的浓度，通

过降低输入光的频率并因此降低其光子能量，或者通过采用不太容易漂白的更加牢固的荧

光团(例如Alexa  Fluors或DyLight  Fluors)，来控制由光漂白导致的活性损失。参见，例

如，Ghauharali  R.等人，显微镜学杂志(Journal  of  Microscopy)2001；198:88-100；和格

林(Eggeling)C.等人，分析化学(Analytical  Chemistry)1998；70:2651-59。

[0119] 因此，光漂白可用于去除、修饰或在一些情况下消灭来自信号发射部分的信号。可

通过将荧光团暴露于具有适合波长、能量和持续时间的光的波长来进行光漂白，以便永久

且不可逆地消灭荧光团进一步发射信号的能力。光漂白技术是本领域中已知的。

[0120] 还发现，与通常能够在低于生理温度的宽范围温度(即，0℃至37℃)下结合到它们

的靶标上并且可以忍受盐浓度的轻微变化(即，从10mM至1M的单价阳离子浓度；从0至10mM

的二价阳离子浓度)的抗体不同，短核酸杂交的亲和力取决于温度和盐浓度。例如，在23℃

下，在具有500mM[Na+]和10mM[Mg++]浓度下，ssDNA  5’-CATCTAAAGCC-3’与它的反向互补链

5’-GGCTTTAGATG-3’之间的预测解离常数(使用参考PMID  15139820概述的参数集)是～

90pM。换句话说，在此条件下，该结合是非常强的。在37℃下，在具有150mM[Na+]和0mM[Mg+

+]下，此ssDNA对的预测解离常数高达～500nM。换句话说，在此条件下，该结合是相当弱的。

这两种条件的解离常数改变近4个数量级，尽管预期大多数抗体在两种条件下都强力地结

合到它们的靶标上。针对其他DNA序列观察到类似的趋势(图10)。作为一个另外的实例，成

像条件可以是23℃、具有500mM[Na+]和10mM[Mg++]，并且染料灭活条件可以是37℃、具有

150mM[Na+]和0mM[Mg++]。

[0121] 在一些实施例中，被分析的样品是培养的细胞、组织切片、或来自活生物体的其他

样品。

[0122] 在一些实施例中，该样品是固定(包括单独固定)在一个固体表面(例如，玻璃载片

或盖玻片)上的解离细胞。例如，样品可以是血液中的细胞。例如，样品可含有在血液中循环

的癌细胞(也称为循环肿瘤细胞，或CTC)。样品可以是在悬浮液中生长的细胞。样品可以是

从一个固体组织散播的细胞。

[0123] 样品

[0124] “样品”可包括细胞(或一个细胞)、组织、或诸如血液(血清和/或血浆)、尿液、精

液、淋巴液、脑脊髓液或羊水的体液。样品可得自(或来源于)任何来源，包括但不限于人类、

动物、细菌、病毒、微生物以及植物。在一些实施例中，样品是细胞裂解物或组织裂解物。样

品还可含有来自一个来源或不同来源的材料的混合物。样品可以是一个空间区域或体积

(例如，一个阵列上的网格、或一个板或盘中的孔)。在一些实施例中，样品包括一个或多个

靶标、一个或多个BP-NA偶联物、以及一个或多个成像链。这些细胞可以是散播的(或解离

的)细胞。

[0125] 靶标

[0126] “靶标”是希望观察或量化并且存在其结合配偶体的任何部分。在一些实施例中，

靶标可以是非天然存在的。在一些实施例中，靶标可以是一种生物分子。如在此所使用的，
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“生物分子”是可由一个活生物体产生的任何分子，包括大的大分子，诸如蛋白质、多糖、脂

质以及核酸(例如，DNA和RNA(诸如mRNA))，以及小分子，诸如初级代谢产物、次级代谢产物、

以及天然产物。生物分子的实例包括但不限于：DNA、RNA、cDNA、或经受逆转录的RNA的DNA产

物、A23187(卡西霉素、钙离子载体)、阿维菌素、松香酸、醋酸、乙酰胆碱、肌动蛋白、放线菌

素D、腺苷、腺苷二磷酸(ADP)、腺苷一磷酸(AMP)、腺苷三磷酸(ATP)、腺苷酸环化酶、侧金盏

花醇、肾上腺素(Adrenaline)、肾上腺素(epinephrine)、促肾上腺皮质激素(ACTH)、水母发

光蛋白(Aequorin)、黄曲霉毒素、琼脂、丙甲菌素、丙氨酸、白蛋白、醛固酮、糊粉

(Aleurone)、α-毒蕈环肽、尿囊素、丙烯菊酯、α-鹅膏蕈碱(α-Amanatin)、氨基酸、淀粉酶、促

蛋白合成类固醇(Anabolic  steroid)、茴香脑、血管紧张素原、茴香霉素、抗利尿素(ADH)、

阿拉伯糖、精氨酸、子囊霉素、抗坏血酸(维生素C)、天冬酰胺、天冬氨酸、不对称二甲基精氨

酸、心房钠尿肽(ANP)、生长素、抗生物素蛋白、印楝素A–C35H44O16、细菌素、白僵菌素、荷苞

牡丹碱、胆红素、生物聚合物、生物素(维生素H)、布雷菲德菌素A、布拉西诺内酯、马钱子碱、

尸胺、咖啡因、钙化醇(维生素D)、降钙素、钙调蛋白、钙调蛋白、钙网蛋白、樟脑-(C10H16O)、

大麻酚、辣椒素、糖酶、碳水化合物、肉毒碱、角叉菜胶、酪蛋白、半胱天冬酶、纤维素酶、纤维

素-(C6H10O5)、浅蓝菌素、西曲溴铵(Cetrimide)-C19H42BrN、白屈菜赤碱、色霉素A3、伴侣

蛋白、甲壳质、α-氯醛糖、叶绿素、缩胆囊素(CCK)、胆固醇、胆碱、硫酸软骨素、肉桂醛、柠檬

醛、柠檬酸、橘霉素、香茅醛、香茅醇、瓜氨酸、钴胺素(维生素B12)、辅酶、辅酶Q、秋水仙碱、

胶原质、毒芹碱、皮质类固醇、皮质酮、促肾上腺皮质素释放激素(CRH)、皮质醇、肌酸、肌酸

激酶、晶状体蛋白、α-环糊精、环糊精糖基转移酶、环巴胺、环匹阿尼酸、半胱氨酸、胱氨酸、

胞啶、细胞松弛素、细胞松弛素E、细胞色素、细胞色素C、细胞色素c氧化酶、细胞色素c过氧

化物酶、细胞因子、胞嘧啶–C4H5N3O、脱氧胆酸、DON(脱氧雪腐镰刀菌烯醇)、脱氧呋喃核糖、

脱氧核糖、脱氧核糖核酸(DNA)、右旋糖酐、糊精、DNA、多巴胺、酶、麻黄素、肾上腺素–

C9H13NO3、芥酸–CH3(CH2)7CH＝CH(CH2)11COOH、赤藓糖醇、促红细胞生成素(EPO)、雌二醇、

丁子香酚、脂肪酸、纤维蛋白、纤连蛋白、叶酸(维生素M)、促卵泡激素(FSH)、甲醛、甲酸、

Formnoci、果糖、伏马菌素B1、丙种球蛋白、半乳糖、丙种球蛋白、γ-氨基丁酸、γ-丁内酯、

γ-羟基丁酸酯(GHB)、胃泌素、明胶、香叶醇、球蛋白、胰高血糖素、葡萄糖胺、葡萄糖–

C6H12O6、葡糖氧化酶、谷蛋白、谷氨酸、谷氨酰胺、谷胱甘肽、谷蛋白、甘油(丙三醇)、甘氨

酸、糖原、乙醇酸、糖蛋白、促性腺激素释放激素(GnRH)、粒酶、绿色荧光蛋白质、生长激素、

生长激素释放激素(GHRH)、GTP酶、鸟嘌呤、鸟苷、鸟苷三磷酸(+GTP)、触珠蛋白、苏木精、血

红素、蚯蚓血红蛋白、血蓝蛋白、血红蛋白、血红素蛋白、硫酸乙酰肝素、高密度脂蛋白、HDL、

组胺、组氨酸、组蛋白、组蛋白甲基转移酶、HLA抗原、高半胱氨酸、激素、绒毛膜促性腺激素

(hCG)、人类生长激素、透明质酸盐、透明质酸酶、过氧化氢、5-羟甲基胞嘧啶、羟基脯氨酸、

5-羟色胺、靛蓝染料、吲哚、肌苷、肌醇、胰岛素、胰岛素样生长因子、膜内在蛋白、整合酶、整

合蛋白、内含肽、干扰素、菊粉、离子霉素、紫罗酮、异亮氨酸、铁硫簇、K252a、K252b、KT5720、

KT5823、角蛋白、激酶、乳糖酶、乳酸、乳糖、羊毛脂、月桂酸、瘦素、来普霉素B、亮氨酸、木质

素、柠檬烯、芳樟醇、亚油酸、亚麻酸、脂肪酶、脂质、脂质锚定蛋白、硫辛酰胺、脂蛋白、低密

度脂蛋白LDL、促黄体生成素(LH)、番茄红素、赖氨酸、溶菌酶、苹果酸、麦芽糖、褪黑激素、膜

蛋白、金属蛋白、金属硫蛋白、蛋氨酸、含羞草氨酸、光神霉素A、丝裂霉素C、单体、霉酚酸、肌

红蛋白、肌球蛋白、天然酚类、核酸、赭曲霉毒素A、雌激素、寡肽、寡霉素、地衣酚、阿立新素、
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鸟氨酸、草酸、氧化酶、催产素、p53、PABA、紫杉醇、棕榈酸、泛酸(维生素B5)、甲状旁腺激素

(PTH)、副蛋白、摩西鱼毒肽、小白菊内酯、展青霉素、蕈青霉素、青霉酸、盘尼西林、青霉震颤

素A、肽酶、胃蛋白酶、肽、表霉素、外周膜蛋白、Perosamine、苯乙胺、苯丙氨酸、磷酸肌酸、磷

酸酶、磷脂、苯丙氨酸、植酸、植物激素、多肽、多酚、多糖、卟啉、朊病毒、黄体酮、促乳素

(PRL)、脯氨酸、丙酸、鱼精蛋白、蛋白酶、蛋白质、类蛋白、腐胺、除虫菊酯、吡哆醇或吡哆胺

(维生素B6)、吡咯赖氨酸、丙酮酸、醌、根赤壳菌素、棉子糖、肾素、视黄醛、视黄醇(维生素

A)、视紫红(视紫红质)、核黄素(维生素B2)、呋喃核糖、核糖、核酶、蓖麻毒蛋白、RNA-核糖核

酸、RuBisCO、黄樟素、水杨醛、水杨酸、丹酚-A(Salvinorin-A)–C23H28O8、皂苷、分泌素、硒

代半胱氨酸、硒代蛋氨酸、含硒蛋白质、丝氨酸、丝氨酸激酶、血清素、粪臭素、信号识别颗

粒、生长抑素、山梨酸、角鲨烯、星形孢菌素、硬脂酸、杂色曲霉素、甾醇、番木鳖碱

(Strychnine)、蔗糖(糖)、糖类(一般来说)、超氧化物、T2毒素、鞣酸、丹宁酸、酒石酸、牛磺

酸、河豚毒素、奇甜蛋白、拓扑异构酶、酪氨酸激酶、牛磺酸、睾酮、四氢大麻酚(THC)、河豚毒

素、毒胡萝卜素、奇甜蛋白、硫胺素(维生素B1)–C12H17ClN4OS·HCl、苏氨酸、促血小板生成

素、胸苷、胸腺嘧啶、三氮菌素C、促甲状腺激素(TSH)、促甲状腺素释放激素(TRH)、甲状腺素

(T4)、生育酚(维生素E)、拓扑异构酶、三碘甲腺原氨酸(T3)、跨膜受体、曲古抑菌素A、促激

素、胰蛋白酶、色氨酸、微管蛋白、衣霉素、酪氨酸、泛激素、尿嘧啶、尿素、脲酶、尿酸–

C5H4N4O3、尿苷、缬氨酸、缬氨霉素、钒绑定蛋白(Vanabins)、加压素、震颤真菌毒素

(Verruculogen)、维生素(一般来说)、维生素A(视黄醇)、维生素B、维生素B1(硫胺素)、维生

素B2(核黄素)、维生素B3(烟酸或尼克酸)、维生素B4(腺嘌呤)、维生素B5(泛酸)、维生素B6

(吡哆醇或吡哆胺)、维生素B12(钴胺素)、维生素C(抗坏血酸)、维生素D(钙化醇)、维生素E

(生育酚)、维生素F、维生素H(生物素)、维生素K(萘醌)、维生素M(叶酸)、渥曼青霉素以及木

糖。

[0127] 在一些实施例中，一个靶标可以是一个蛋白质靶标，诸如例如，一种细胞环境的蛋

白质(例如，细胞内的或膜蛋白)。蛋白质的实例包括但不限于：纤维状蛋白质，诸如细胞支

架蛋白质(例如，肌动蛋白、arp2/3、冠蛋白、肌养蛋白、FtsZ、角蛋白、肌球蛋白、伴肌动蛋

白、血影蛋白、tau蛋白、肌联蛋白、原肌球蛋白、微管蛋白以及胶原质)，以及细胞外基质蛋

白(例如，胶原质、弹性蛋白、底板反应蛋白(f-spondin)、皮卡丘素(pikachurin)、以及纤连

蛋白)；球状蛋白质，诸如血浆蛋白质(例如，血清淀粉样蛋白P成分和血清白蛋白)、凝血因

子(例如，补体蛋白质、C1-抑制剂以及C3-转化酶、因子VIII、因子XIII、纤维蛋白、蛋白质C、

蛋白质S、蛋白质Z、蛋白质Z相关蛋白酶抑制剂、凝血酶、血管假性血友病因子)，以及急性期

蛋白质，诸如C反应蛋白质；血红素蛋白；细胞粘附蛋白(例如，钙粘蛋白、室管膜蛋白

(ependymin)、整合蛋白、Ncam以及选择蛋白)；跨膜运输蛋白质(例如，CFTR、血型糖蛋白D和

混杂酶(scramblase))，诸如离子通道(例如，配体门控离子通道，诸如烟碱型乙酰胆碱受体

和GABAa受体，以及电压门控离子通道，诸如钾、钙和钠通道)，同向运输/反向运输蛋白质

(例如，葡萄糖转运蛋白)；激素和生长因子(例如，表皮生长因子(EGF)、成纤维细胞生长因

子(FGF)、血管内皮生长因子(VEGF)、肽类激素(诸如胰岛素、胰岛素样生长因子以及催产

素)以及类固醇激素(诸如雄激素、雌激素和黄体酮)；受体，诸如跨膜受体(例如，G蛋白偶联

受体、视紫红)和细胞内受体(例如，雌激素受体)；DNA结合蛋白质(例如，组蛋白、鱼精蛋白、

CI蛋白)；转录调节物(例如，c-myc、FOXP2、FOXP3、MyoD以及P53)；免疫系统蛋白质(例如，免
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疫球蛋白、主要组织相容性抗原以及T细胞受体)；营养物储存/转运蛋白质(例如，铁蛋白)；

伴侣蛋白；以及酶。

[0128] 在一些实施例中，靶标可以是一种核酸靶标，诸如，例如，细胞环境的核酸。如关于

靶标、对接链、以及成像链在此使用的，“核酸”是指具有任何长度的核苷酸的聚合物形式，

诸如脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸，或它们的类似物。例如，核酸可以是DNA、RNA、或经受逆

转录的RNA的DNA产物。核酸的非限制性实例包括：基因或基因片段的编码或非编码区、由连

锁分析限定的基因座、外显子、内含子、信使RNA(mRNA)、转移RNA、核糖体RNA、核酶、cDNA、重

组核酸、支化核酸、质粒、载体、具有任何序列的分离DNA、具有任何序列的分离RNA、核酸探

针、以及引物。核酸的其他实例包括但不限于：cDNA、适体、肽核酸(“PNA”)、2'-5'DNA(一种

具有缩短主链的合成材料，该主链具有匹配DNA的A构象的碱基间隔；2'-5'DNA通常将不会

与为B形式的DNA杂交，但它将容易地与RNA杂交)、锁核酸(“LNA”)、以及具有修饰主链的核

酸(例如，天然存在的核酸的碱基修饰或糖修饰形式)。核酸可包含修饰的核苷酸，诸如甲基

化的核苷酸和核苷酸类似物(嘌呤和嘧啶的“类似”形式在本领域中是熟知的)。如果存在对

核苷酸结构的修饰，那么在组装聚合物之前或之后进行。核酸可以是一种单链、双链、部分

单链、或部分双链的DNA或RNA。

[0129] 在一些实施例中，核酸(例如，核酸靶标)是天然存在的。如在此所使用的，“天然存

在”是指一种在没有人为干预的情况下，存在于在自然界中存在的生物体或病毒中的核酸。

在一些实施例中，核酸天然存在于一种生物体或病毒中。在一些实施例中，核酸是基因组

DNA、信使RNA、核糖体RNA、微小RNA、前微小RNA(pre-micro-RNA)、原微小RNA(pro-micro-

RNA)、病毒DNA、病毒RNA或piwi-RNA。在一些实施例中，核酸靶标不是一种合成DNA纳米结构

(例如，包含通过沃森-克里克相互作用彼此杂交以形成2-D或3-D纳米结构的两个或更多个

核酸的二维(2-D)或三维(3-D)DNA纳米结构)。

[0130] 在此描述的核酸对接链和成像链可以是以上描述的核酸(例如，DNA、RNA、修饰核

酸、核酸类似物、天然存在的核酸、合成核酸)中的任意一种。

[0131] 组合物

[0132] 在此提供的组合物包含至少一个或至少两个(例如，多个)本发明的BP-NA偶联物

(例如，蛋白质-核酸偶联物)。BP-NA偶联物可结合到一个感兴趣的靶标(例如，生物分子)上

并且/或者稳定结合到一个互补的荧光标记的成像链上。组合物可包含多个相同物种或不

同物种的BP-NA偶联物。在一些实施例中，一种组合物可包含至少10、50、100、500、1000、

2000、3000、4000、5000、104、50000、105、105、106、107、108、109、1010、1011个BP-NA偶联物。在一

些实施例中，一种组合物可包含至少10、50、100、500、1000、2000、3000、4000、5000、104、

50000、105、105、106、107、108、109、1010、1011个互补的荧光标记的成像链。在一些实施例中，

一种组合物可含有1至约200个或更多个不同物种的BP-NA偶联物和/或成像链。例如，一种

组合物可以含有至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、

75、80、85、90、95、100、125、150、175、200或更多个不同的物种。在一些实施例中，一种组合

物可含有少于约5至约200个不同物种的BP-NA偶联物和/或成像链。例如，一种组合物可以

含有小于5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、

125、150、175或200个不同的物种。

[0133] 应当理解，组合物中的互补的荧光标记的成像链的数目可小于、等于或大于组合
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物中BP-NA偶联物的数目。

[0134] 试剂盒

[0135] 本发明进一步提供包括一种或多种本发明组分的试剂盒。试剂盒可包括，例如，

BP-NA偶联物和/或荧光标记的成像链。试剂盒还可包括用于产生BP-NA偶联物或用于标记

成像链的组分。例如，试剂盒可包括结合配偶体(例如，抗体)、对接链和中间接头(诸如，例

如，生物素和链霉抗生物素蛋白分子)、和/或成像链。试剂盒可以用于本领域技术人员明显

知晓的目的，包括以上描述的那些。

[0136] 试剂盒可包括其他试剂，以及例如，用于进行杂交反应的缓冲液。试剂盒还可包括

用于使用试剂盒组分、和/或用于制作和/或使用BP-NA偶联物和/或经标记成像链的说明

书。

[0137] 应用

[0138] 本发明的BP-NA偶联物(例如，蛋白质-核酸偶联物或抗体-核酸偶联物)可以尤其

在其中使用现有的靶标检测技术的任何测定中使用。

[0139] 典型地，测定包括以下检测测定：包括诊断测定、预后测定、患者监测测定、筛选测

定、生物战测定、法医分析测定、产前基因诊断测定等。该测定可以是一种体外测定或一种

体内测定。本发明提供以下优势：可以使用本发明的方法从一个单一样品同时分析许多不

同的靶标，即使是当其中此类靶标使用现有技术成像方法在空间上不可分辨(并且因此空

间上难辨认的)时。这允许例如在一个样品上进行几个诊断试验。

[0140] BP-NA偶联物还可以用于简单地观察一个区域或区。

[0141] 可将本发明的方法应用于分析得自或来源于患者的样品，以便确定一个病变的细

胞类型是否存在于该样品中并且/或者对该疾病进行分期。例如，可以根据在此描述的任何

方法来测定一个血液样品，以便确定样品中一个癌变细胞类型的标记物的存在和/或量，由

此对该癌症进行诊断或分期。

[0142] 可替代地，在此描述的这些方法可以用于通过分别确定样品中细菌或病毒的标记

物的存在和/或量来诊断病原体感染，例如，由细胞内细菌和病毒引起的感染。因此，使用本

发明的组合物和方法检测的靶标可以是患者标记物(诸如一种癌症标记物)或被一种外部

试剂感染的标记物，诸如细菌或病毒标记物。

[0143] 本发明的定量成像方法可用于例如，量化其丰度指示生理状态或疾病病状的靶标

(例如，靶标生物分子)(例如，被上调或下调作为一种疾病状态的结果的血液标记物)。

[0144] 另外，本发明的组合物和方法可用于提供有助于确定患者疗程的预后信息。例如，

可以从来自患者的甚至一个小的样品来准确地量化用于肿瘤的一个具体标记物的量。对于

某些疾病(像乳腺癌)，某些蛋白质(诸如Her2-neu)的过量表达表明将需要一种更加积极的

疗程。

[0145] 本发明的方法还可以用于确定扰动(包括化合物、突变、温度改变、生长激素、生长

因子、疾病、或培养条件的改变)对于不同靶标的影响，由此鉴定其存在、缺乏或水平指示具

体生物学状态的靶标。在一些实施例中，本发明用于阐明和发现疾病状态的组分和通路。例

如，存在于一个疾病组织与“正常”组织中的靶标的量的比较允许说明涉及疾病的重要靶

标，由此鉴定用于发现/筛选可以用于治疗疾病的新型药物候选物的靶标。

[0146] 所分析的样品可以是一个生物样品，诸如血液、唾液、淋巴、粘液、粪便、尿液等。该

说　明　书 17/22 页

24

CN 105980855 B

24



样品可以是一种环境样品，诸如水样品、空气样品、食物样品等。可以使用结合反应的被固

定的一种或多种组分进行该测定。因此，靶标或BP-NA偶联物可以是固定的。可以使用结合

反应的非固定的一种或多种组分进行该测定。鉴于由本发明的BP-NA偶联物和荧光标记的

成像链所提供的多路复用潜力，这些测定可涉及基本上同时检测一个样品中的多个靶标。

作为一个实例，一种测定可用于检测一种具体细胞类型(例如，基于一种特定的细胞表面受

体)和在该具体细胞类型中的一种具体基因突变。以此方式，作为一个实例，最终用户可以

能够确定一种具体类型的多少细胞携带感兴趣的突变。

[0147] 不同实施例

[0148] 本披露提供包括但不限于以下编号实施例的多个实施例：

[0149] 1.一种方法，包括

[0150] (1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行测试的样品与一个或多个靶标特

异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连接至一个对接链，并且其中具有

不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接核链，

[0151] (2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，

[0152] (3)使该样品与具有互补于一个对接链的核苷酸序列的经标记成像链接触，

[0153] (4)任选地去除未结合的经标记成像链，

[0154] (5)将该样品成像以便检测结合的经标记成像链的位置和数目，

[0155] (6)猝灭来自结合的经标记成像链的信号，以及

[0156] (7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像链来说具有独特

核苷酸序列的经标记成像链。

[0157] 2.如实施例1所述的方法，其中该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结合

配偶体接触。

[0158] 3.如实施例1或2所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗体片

段。

[0159] 4.如实施例1-3中任一项所述的方法，其中这些经标记成像链是被相同地标记的。

[0160] 5.如实施例1-3中任一项所述的方法，其中这些经标记成像链各自包含一个不同

的标记。

[0161] 6.如实施例1-5中任一项所述的方法，其中这些经标记成像链是荧光标记的成像

链。

[0162] 7.如实施例1-6中任一项所述的方法，其中该一个或多个靶标是蛋白质。

[0163] 8.如实施例1-7中任一项所述的方法，其中该样品是细胞、细胞裂解物或组织裂解

物。

[0164] 9.如实施例1-8中任一项所述的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术在

步骤(5)中将该样品成像。

[0165] 10.如实施例1-9中任一项所述的方法，其中步骤(6)中的猝灭信号包括光漂白。

[0166] 11.一种组合物，包含：

[0167] 结合到多于一个的靶标特异性结合配偶体上的一个样品，每个结合配偶体结合到

一个对接链上，以及

[0168] 至少一个稳定地结合到一个经标记成像链上的对接链。
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[0169] 12.一种方法，包括

[0170] (1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行测试的样品与一个或多个靶标特

异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连接至一个对接核酸，并且其中具

有不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接核酸，

[0171] (2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，

[0172] (3)使该样品与具有互补于一个对接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸接触，

[0173] (4)任选地去除未结合的经标记成像核酸，

[0174] (5)将该样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，

[0175] (6)将结合的经标记成像核酸从对接核酸去除，并且

[0176] (7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像核酸来说具有独

特核苷酸序列的经标记成像核酸。

[0177] 13.如实施例12所述的方法，其中该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结

合配偶体接触。

[0178] 14.如实施例12或13所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗

体片段。

[0179] 15.如实施例12或13所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是天然或工程化

的配体、小分子、适体、肽或寡核苷酸。

[0180] 16.如实施例12-15中任一项所述的方法，其中这些经标记成像核酸是被相同地标

记的。

[0181] 17.如实施例12-15中任一项所述的方法，其中这些经标记成像核酸各自包含一个

不同的标记。

[0182] 18.如实施例12-17中任一项所述的方法，其中这些经标记成像核酸是荧光标记的

成像核酸。

[0183] 19.如实施例12-18中任一项所述的方法，其中该一个或多个靶标是蛋白质。

[0184] 20.如实施例12-19中任一项所述的方法，其中该样品是细胞、细胞裂解物或组织

裂解物。

[0185] 21.如实施例12-20中任一项所述的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术

在步骤(5)中将该样品成像。

[0186] 22.如实施例12-21中任一项所述的方法，其中这些经标记成像核酸是通过减小盐

浓度、添加变性剂、或提高温度从对接核酸去除的。

[0187] 23.如实施例22所述的方法，其中该盐是Mg++。

[0188] 24.如实施例22所述的方法，其中该变性剂是甲酰胺、尿素或DMSO。

[0189] 25.如实施例12-21中任一项所述的方法，其中在一个竞争核酸的存在下，不通过

链置换将经标记成像核酸从对接核酸去除。

[0190] 26.如实施例12-21中任一项所述的方法，其中通过化学法、光化学法或酶促法裂

解、修饰或降解经标记成像核酸，将经标记成像核酸从对接核酸去除。

[0191] 27.如实施例12-21中任一项所述的方法，其中当经标记成像核酸结合到其对应的

对接核酸上时，在成像核酸或对接核酸上不存在单链区。

[0192] 28.如实施例12-21中任一项所述的方法，其中该经标记成像核酸不是自淬灭的。
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[0193] 29 .如实施例12-28中任一项所述的方法，其中该未结合的对接核酸是部分双链

的。

[0194] 30 .如实施例12-28中任一项所述的方法，其中该未结合的成像核酸是部分双链

的。

[0195] 31.如实施例12-28中任一项所述的方法，其中该成像核酸是一个分子信标或者包

括一个发夹二级结构。

[0196] 32.如实施例12-27和29-31中任一项所述的方法，其中该成像核酸是一个分子信

标或者包括一个自淬灭的发夹二级结构。

[0197] 33.如实施例12-28中任一项所述的方法，其中该成像核酸是一个半双链体。

[0198] 34.如实施例33所述的方法，其中该半双链体是自淬灭的。

[0199] 35 .如实施例12-34中任一项所述的方法，其中该对接核酸包括一个发夹二级结

构。

[0200] 36.如实施例12-35中任一项所述的方法，其中该成像核酸是通过一个树枝状结构

或一个聚合结构结合到多个信号发射部分上。

[0201] 34.一种方法，包括

[0202] (1)使一个有待针对一个或多个靶标的存在进行测试的样品与一个或多个靶标特

异性结合配偶体接触，其中每个靶标特异性结合配偶体连接至一个对接核酸，并且其中具

有不同特异性的靶标特异性结合配偶体连接至不同对接核酸，

[0203] (2)任选地去除未结合的靶标特异性结合配偶体，

[0204] (3)使该样品与具有互补于一个对接核酸的核苷酸序列的经标记成像核酸接触，

[0205] (4)任选地去除未结合的经标记成像核酸，

[0206] (5)将该样品成像以便检测结合的经标记成像核酸的位置和数目，

[0207] (6)通过去除或修饰它们的信号发射部分而不完全去除成像核酸来灭活结合的经

标记成像核酸，并且

[0208] (7)重复步骤(3)-(6)，每次使用一个相对于全部其他经标记成像核酸来说具有独

特核苷酸序列的经标记成像核酸。

[0209] 35.如实施例34所述的方法，其中该样品在步骤(1)中与多于一个的靶标特异性结

合配偶体接触。

[0210] 36.如实施例34或35所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是一种抗体或抗

体片段。

[0211] 37.如实施例34或35所述的方法，其中该靶标特异性结合配偶体是天然或工程化

的配体、小分子、适体、肽或寡核苷酸。

[0212] 38.如实施例34-37中任一项所述的方法，其中这些经标记成像核酸是被相同地标

记的。

[0213] 39.如实施例34-37中任一项所述的方法，其中这些经标记成像核酸各自包含一个

不同的标记。

[0214] 40.如实施例34-39中任一项所述的方法，其中这些经标记成像核酸是荧光标记的

成像核酸。

[0215] 41.如实施例34-40中任一项所述的方法，其中该一个或多个靶标是蛋白质。
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[0216] 42.如权利要求34-41中任一项所述的方法，其中该样品是细胞、细胞裂解物或组

织裂解物。

[0217] 43.如实施例34-42中任一项所述的方法，其中使用共聚焦或落射荧光显微镜检术

在步骤(5)中将该样品成像。

[0218] 44 .如实施例34-43中任一项所述的方法，其中该未结合的对接核酸是部分双链

的。

[0219] 45 .如实施例34-43中任一项所述的方法，其中该未结合的成像核酸是部分双链

的。

[0220] 46.如实施例34-45中任一项所述的方法，其中该成像核酸是一个分子信标或者包

括一个发夹二级结构。

[0221] 47.如实施例34-45中任一项所述的方法，其中该成像核酸是一个分子信标或者包

括一个自淬灭的发夹二级结构。

[0222] 48.如实施例34-45中任一项所述的方法，其中该成像核酸是一个半双链体。

[0223] 49.如实施例48所述的方法，其中该半双链体是自淬灭的。

[0224] 50 .如实施例34-49中任一项所述的方法，其中该对接核酸包括一个发夹二级结

构。

[0225] 51.如实施例34-50中任一项所述的方法，其中该成像核酸是通过一个树枝状结构

或一个聚合结构结合到多个信号发射部分上。

[0226] 等效形式

[0227] 尽管已经在此描述并展示几个发明实施例，但本领域普通技术人员将容易想象用

于执行功能和/或获得结果和/或在此描述的优点中的一个或多个的多种其他装置和/或结

构，并且此类变型和/或修改中的每一个被视为是在在此描述的发明实施例的范围内。更一

般地说，本领域的技术人员将容易理解，在此描述的所有参数、尺寸、材料以及配置意味着

为示例性的，并且实际参数、尺寸、材料和/或配置将取决于发明传授内容所用于的一种或

多种具体应用。本领域的技术人员仅仅使用常规实验将认识到或能够确认在此描述的具体

发明实施例的许多等效物。因此，应了解，前述实施方案是仅藉助于实例来呈现，并且在所

附权利要求书和其相等形式的范围内，发明实施例可以按与具体地描述和要求不同的方式

实践。本披露的发明实施例涉及在此描述的每个单独特征、系统、物品、材料、套件和/或方

法。此外，如果此类特征、系统、物品、材料、套件和/或方法并不相互矛盾，两个或更多个此

类特征、系统、物品、材料、套件和/或方法的任意组合包括在本披露的发明范围内。在此限

定并使用的所有定义应当被理解成凌驾于所限定术语的字典定义、通过引用而结合的文件

中的定义、和/或一般含义。

[0228] 在此披露的所有参考文献、专利和专利申请都相对于每个被引用的主题通过引用

而结合，这在某些情况下可以包括文件的全部内容。

[0229] 除非清楚地作相反指示，否则在说明书中和在权利要求中，如在此使用的不定冠

词“一个/种)”(a/an)应当理解为意思指“至少一个(种)”。

[0230] 在说明书中和在权利要求中，如在此使用的短语“和/或”应当理解为意思指如此

联在一起的要素中的“任何一个或两个”，即，要素在一些情形中联合地存在并且在其他情

形中分离性地存在。用“和/或”列出的多个元素应当以相同的方式来解释，即，这样结合的
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元素中的“一个或多个”。除了由“和/或”从句具体识别的元素，其他元素可以任选地存在，

无论是与具体识别的那些元素相关还是不相关。因此，作为非限制性实例，当结合开放式语

言诸如“包括”使用时，对“A和/或B”的提及可以在一个实施例中仅指A(任选地包括除了B的

元素)；在另一个实施例中，仅指B(任选地包括除了A的元素)；在又一个实施例中，指A和B

(任选地包括其他元素)；等等。

[0231] 在说明书中和在权利要求中，如在此使用的“或”应理解为具有与如以上所定义的

“和/或”相同的含义。例如，当分隔一个清单中的项目时，“或”或“和/或”应当解释为包容性

的，即，包括多个元素或元素清单中的至少一个，而且包括其中的多于一个，以及任选地，另

外的未列出的项目。仅相反地清楚指示的术语，诸如“……中的仅一个”或“……中的恰好一

个”，或者当用于权利要求中时，“由……组成”将指恰好包括一些或一列元素中的一个元

素。总体而言，如在此使用的术语“或”当前面加有排他性的术语，诸如“任何一个”、“……中

一个”、“……中仅一个”或“……中只有一个”时，应当仅解释为指示排他性的替代形式(即，

“一个或另一个，但非两者”)。“主要由……组成”当用于权利要求中时，应具有如在专利法

领域中所用的其普通含义。

[0232] 在说明书中和在权利要求中，如在此所使用，关于具有一个或多个要素的清单的

短语“至少一个”应理解为意思指选自该要素清单中的任一个或多个要素的至少一个要素，

但未必包括在该要素清单内具体地列出的每一个要素中的至少一个，并且不排除该要素清

单中多个要素的任何组合。这一定义还允许，可以任选地存在除该短语“至少一个”所指元

素清单内具体地鉴别出的元素外的元素，无论是与具体地鉴别出的那些元素相关还是不相

关。因此，作为非限制性实例，“A和B中的至少一个”(或等效地，“A或B中的至少一个”，或等

效地“A和/或B中的至少一个”)在一个实施例中可以是指至少一个、任选地包括多于一个A，

而不存在B(并且任选地包括除了B的元素)；在另一个实施例中，可以是指至少一个、任选地

包括多于一个B，而不存在A(并且任选地包括除了A的元素)；在又一个实施例中，可以是指

至少一个、任选地包括多于一个A，以及至少一个、任选地包括多于一个B(并且任选地包括

其他元素)；等等。

[0233] 还应当理解，除非明确指出相反，在包括多于一个步骤或动作的在此所要求保护

的任何方法中，方法的步骤或动作的顺序不一定限于其中方法的步骤或动作被列举的顺

序。

[0234] 在权利要求中，以及在以上说明书中，所有过渡性短语，如“包含”、“包括”、“携

带”、“具有”、“含”、“涉及”、“持有”、“由……构成”等应理解为开放性的，即，意思指包括但

不限于。只有过渡性短语“由……组成”和“主要由……组成”应当各自地为封闭或半封闭式

过渡性短语，如美国专利局专利审查程序手册(United  States  Patent  Office  Manual  of 

Patent  Examining  Procedures)，第2111.03节中所述。
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