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1.一种方法，其包括使样品中的靶分子与检测偶联体接触，其中所述检测偶联体包含

第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中所述第一核酸的所

述靶识别区与所述靶分子的第一区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识别区与所述靶分

子的第二区域结合，并且其中所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二核酸的所述自身

杂交区进行杂交以形成双链核酸标记。

2.一种方法，其包括使样品中的靶分子与检测分子和反义寡聚体接触，其中所述检测

分子包含与所述靶分子结合的至少一个配体，其中所述至少一个配体与单链核酸连接，并

且其中所述单链核酸与所述反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双链核酸标记。

3.一种组合物，其包含：检测偶联体，其中所述检测偶联体包含第一核酸和第二核酸，

其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中所述第一核酸的所述靶识别区与靶分子的

所述区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识别区与所述靶分子的第二区结合，并且其中

所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二核酸的所述自身杂交区进行杂交以形成双链

核酸标记。

4.一种组合物，其包含：检测分子和反义寡聚体，其中所述检测分子包含与靶分子结合

的至少一个配体，其中所述至少一个配体与单链核酸连接，并且其中所述单链核酸与所述

反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双链核酸标记。

5.一种用于权利要求1或2所述的方法的试剂盒，所述试剂盒包含：检测偶联体，其中所

述检测偶联体包含第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中

所述第一核酸的所述靶识别区与靶分子的第一区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识别

区与所述靶分子的第二区域结合，并且其中所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二核

酸的所述自身杂交区进行杂交以形成双链核酸标记；以及用于当使所述检测偶联体与所述

靶分子接触时使用的第一试剂。

6.一种用于权利要求2所述的方法的试剂盒，所述试剂盒包含：检测分子和反义寡聚

体，其中所述检测分子包含与靶分子结合的至少一个配体，其中所述至少一个配体与单链

核酸连接，并且其中所述单链核酸与所述反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双链核酸标

记；以及由于当使所述检测偶联体与所述靶分子接触时使用的第一试剂。
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使用连接扩增的分子检测

[0001] 本申请是申请日为2017年12月15日、申请号为201780086781.2、发明名称为“使用

连接扩增的分子检测”的中国专利申请(其对应PCT申请的申请日为2017年12月15日、申请

号为(PCT/US2017/066841)的分案申请。

[0002] 交叉引用

[0003] 本申请要求于2016年12月16日提交的美国临时申请号62/435,424、于2017年3月

31日提交的美国临时申请号62/480 ,107和于2017年5月23日提交的美国临时申请号62/

509,995的权益，所述临时申请中的每一个通过引用以其全文并入本文。

[0004] 关于联邦政府资助研究的声明

[0005] 本发明是基于国立卫生研究授予的NINDS基金SBIR  1R43NS092180‑01在政府支持

下完成的。政府对本发明享有一定的权利。

背景技术

[0006] 传统第二抗体染色产生平均每个第一抗体大致约15个荧光团的信号，而获得与之

相当的信号水平可能具有挑战性。多重标记的反义寡聚体可以提供每个第一抗体大致几个

荧光团的信号，但是反义寡聚体的密集标记可能导致荧光团之间的猝灭。本文公开了连接

扩增方法以提供与第二抗体扩增相当的更高的信号强度。

发明内容

[0007] 本文公开了用于检测样品中的靶分子的组合物、试剂盒、方法和系统。在一个方

面，本文公开了方法，其包括使样品中的靶分子与检测偶联体接触，其中所述检测偶联体包

含第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中所述第一核酸的

所述靶识别区与所述靶分子的第一区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识别区与所述靶

分子的第二区域结合，并且其中所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二核酸的所述自

身杂交区进行杂交以形成双链核酸标记。

[0008] 在一些情况下，所述双链核酸标记具有至少两个连续碱基对，例如，至少2、至少3、

至少4、至少5、至少6、至少7、至少8、至少9、至少10、至少11、至少12、至少13、至少14、至少

15、至少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少45、至少50、至少100、至少150、至少200或

至少250个连续碱基对。

[0009] 在一些情况下，所述双链核酸标记具有突出端。在一些情况下，所述突出端具有至

少1个未配对核苷酸，例如，至少2、至少3、至少4、至少5、至少6、至少7、至少8、至少9、至少

10、至少11、至少12、至少13、至少14、至少15、至少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少

45、至少50、至少100、至少150、至少200或至少250个未配对核苷酸。

[0010] 在一些情况下，所述靶分子是RNA分子。在一些情况下，所述靶分子是mRNA分子。在

一些情况下，所述第一核酸和所述第二核酸是单链DNA。在一些情况下，所述靶分子的所述

第一区域和所述第二区域被2至15个核苷酸间隔开。在一些情况下，所述靶分子的所述第一

区域和所述第二区域被2至5个核苷酸间隔开。在一些情况下，所述靶分子的所述第一区域
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和所述第二区域被5至10个核苷酸间隔开。在一些情况下，所述靶分子的所述第一区域和所

述第二区域被10至15个核苷酸间隔开。在一些情况下，所述靶分子的所述第一区域和所述

第二区域被15至20个核苷酸间隔开。

[0011] 在一些情况下，所述方法进一步包括使用交联剂将所述检测偶联体固定至所述样

品。在一些情况下，所述第一核酸或所述第二核酸具有游离胺(‑NH2)修饰。在一些情况下，

固定所述检测偶联体包括使所述检测偶联体与胺特异性交联剂接触。

[0012] 在一些情况下，所述突出端包含一个核苷酸。在一些情况下，所述突出端包含多个

核苷酸。在一些情况下，所述突出端包含至少约2、3、4、5、10、15、20、25、30、40、50、60、70、

80、90、100、150、200、250、300、350、400、450或500个核苷酸。在一些情况下，所述方法进一

步包括使所述双链核酸标记与DNA连接酶接触。在一些情况下，所述方法进一步包括使所述

双链核酸标记与至少一个检测标记接触。在一些情况下，所述至少一个检测标记是具有与

所述双链核酸标记的所述突出端互补的突出端的双链核酸。在一些情况下，所述至少一个

检测标记是与所述双链核酸标记的所述突出端互补的单链核酸。在一些情况下，所述至少

一个检测标记包括多个检测标记。在一些情况下，使用DNA连接酶将所述双链核酸标记和所

述至少一个检测标记连接。在一些情况下，所述至少一个检测标记包括至少5、10、15、20、25

或30个检测标记。在一些情况下，所述至少一个检测标记包含可切割接头。在一些情况下，

所述至少一个检测标记不包含可切割接头。

[0013] 在一些情况下，所述至少一个检测标记包含检测标签。在一些情况下，所述至少一

个检测标记包含多个检测标签。在一些情况下，所述检测标签包括量子点。在一些情况下，

所述检测标签包括荧光团。在一些情况下，所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光素或

花菁。在一些情况下，所述方法包括检测所述检测标签，从而检测所述样品中所述靶分子的

存在。在一些情况下，所述方法包括使所述样品与多个检测偶联体接触。在一些情况下，所

述多个检测偶联体中的每一个与不同的靶分子结合。

[0014] 在一些情况下，所述样品是完整的组织样品。在一些情况下，所述方法包括将所述

完整的组织样品包埋到树脂中，使得所述完整的组织样品可以切成厚度在20至1000nm之间

的切片。在一些情况下，所述完整的组织样品是骨髓组织样品、胃肠道组织样品、肺组织样

品、肝组织样品、前列腺组织样品、神经系统组织样品、泌尿生殖系统组织样品、脑组织样

品、乳腺组织样品、肌肉组织样品或皮肤组织样品。在一些情况下，所述方法包括所述完整

的组织样品的脱水。在一些情况下，所述方法不包括所述完整的组织样品的脱水。在一些情

况下，所述方法包括诊断与所述样品中的所述靶分子的存在相关的病况或疾病。在一些情

况下，所述病况或疾病是肾病、感染性疾病、代谢疾病、癌前病况、癌性病况或脑病症。在一

些情况下，所述样品是石蜡包埋的组织样品。在一些情况下，所述样品是福尔马林固定石蜡

包埋的(FFPE)组织样品。

[0015] 在一些情况下，所述方法进一步包括使所述双链核酸标记与第三核酸接触，其中

所述第三核酸包含与所述第一核酸的序列、所述第二核酸的序列或两者互补的序列。在一

个实例中，所述第三核酸包含与所述第一核酸的序列互补的序列。在一个实例中，所述第三

核酸包含与所述第二核酸的序列互补的序列。在一个实例中，所述第三核酸包含与所述第

一核酸的序列和所述第二核酸的序列互补的序列。在一些情况下，所述第三核酸与所述第

一核酸的所述序列、所述第二核酸的所述序列或两者结合。在一个实例中，所述第三核酸与
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所述第一核酸的所述序列结合。在一个实例中，所述第三核酸与所述第二核酸的所述序列

结合。在一个实例中，所述第三核酸与所述第一核酸的所述序列和所述第二核酸的所述序

列结合。

[0016] 在一些情况下，所述双链核酸标记中的所述第一核酸和所述第二核酸各自具有至

少一个未配对核苷酸。在一些情况下，所述双链核酸标记中的所述第一核酸和所述第二核

酸各自具有至少1个未配对核苷酸，例如，至少2、至少3、至少4、至少5、至少6、至少7、至少8、

至少9、至少10、至少11、至少12、至少13、至少14、至少15、至少20、至少25、至少30、至少35、

至少40、至少45、至少50、至少100、至少150、至少200或至少250个未配对核苷酸。在一些情

况下，所述第三核酸包含与所述第一核酸的未配对序列、所述第二核酸的未配对序列或两

者互补的序列。在一些情况下，所述第三核酸包含与所述第一核酸的全部未配对序列互补

的序列。在一些情况下，所述第三核酸包含与所述第二核酸的全部未配对序列互补的序列。

在一些情况下，所述第三核酸包含与所述第一核酸的全部未配对序列互补的第一序列以及

与所述第二核酸的全部未配对序列互补的第二序列。

[0017] 在一些情况下，所述第三核酸与所述第一核酸的所述序列和所述第二核酸的所述

序列结合，从而产生多路分支。在一些情况下，所述多路分支是n路分支，其中所述n路分支

包含n个单链核酸，其连接在一起以形成核酸结构。所述核酸结构可具有n个末端和/或n个

突出端。例如，所述多路分支可以是三路分支，其中所述三路分支包含三个单链核酸，其连

接在一起以形成具有三个末端和/或三个突出端的核酸结构(参见例如，图17A‑图17C和图

16C)。在一些情况下，所述三路分支包含至少两个突出端。在一些情况下，所述至少两个突

出端中的至少两个包含相同序列或独特序列。在一些情况下，所述至少两个突出端中的至

少两个包含互补序列。

[0018] 在一些情况下，所述方法进一步包括使所述第三核酸与第四核酸接触，其中所述

第四核酸包含与所述第一核酸的序列、所述第二核酸的序列、所述第三核酸的序列或其任

何组合互补的序列。在一些情况下，所述第四核酸与所述第三核酸的所述序列以及所述第

一或第二核酸的所述序列结合，从而产生四路分支(参见例如，图16C)。在一些情况下，所述

四路分支包含四个单链核酸，其连接在一起以形成具有四个末端和/或四个突出端的核酸

结构。在一些情况下，所述四路分支包含至少三个突出端。在一些情况下，所述至少三个突

出端中的至少两个包含相同序列或独特序列。在一些情况下，所述至少三个突出端中的至

少两个包含互补序列。

[0019] 在一些情况下，所述方法进一步包括使所述突出端中的至少一个与检测标记接

触。在一些情况下，所述方法进一步包括使所述第三核酸与检测标记接触。在一些情况下，

所述方法进一步包括使所述第四核酸与检测标记接触。在一些情况下，所述检测标记包含

多路分支。在一些情况下，所述多路分支是三路分支或四路分支。在一些情况下，所述检测

标记包含与所述突出端中的至少一个互补的突出端。在一些情况下，所述检测标记通过直

接杂交、酶促连接或化学连接与所述突出端中的至少一个连接。

[0020] 在另一个方面，本文公开了方法，包括使样品中的靶分子与检测分子和反义寡聚

体接触，其中所述检测分子包含与所述靶分子结合的至少一个配体，其中所述至少一个配

体与单链核酸连接，并且其中所述单链核酸与所述反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双

链核酸标记。在一些情况下，所述检测分子或反义物包含至少3个核苷酸，例如至少5、至少
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10、至少15、至少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少45、至少50、至少60、至少70、至少

80、至少90、至少100、至少150、至少200、至少250、至少300、至少350、至少400、至少450或至

少500个核苷酸。在一些情况下，所述检测分子或所述反义物包含不超过500个核苷酸，例如

不超过5、不超过10、不超过15、不超过20、不超过25、不超过30、不超过35、不超过40、不超过

45、不超过50、不超过60、不超过70、不超过80、不超过90、不超过100、不超过150、不超过

200、不超过250、不超过300、不超过350、不超过400、不超过450或不超过500个核苷酸。在一

些情况下，所述检测分子或所述反义物包含约3‑500个核苷酸，例如，约3‑500、约3‑400、约

3‑300、约3‑200、约3‑100、约3‑50、约3‑20、约3‑10、约10‑500、约10‑400、约10‑300、约10‑

200、约10‑100、约10‑50、约10‑20、约20‑500、约20‑400、约20‑300、约20‑200、约20‑100、约

20‑50、约50‑500、约50‑400、约50‑300、约50‑200、约50‑100、约100‑500、约100‑400、约100‑

300、约100‑200、约200‑500、约200‑400、约200‑300、约300‑500、约300‑400或约400‑500个

核苷酸。例如，所述检测分子或反义物可包含约3‑150个核苷酸。

[0021] 在一些情况下，所述配体是抗体。在一些情况下，所述靶分子是蛋白质。在一些情

况下，所述突出端包含一个核苷酸。在一些情况下，所述突出端包含多个核苷酸。在一些情

况下，所述方法进一步包括使所述双链核酸标记与DNA连接酶接触。在一些情况下，所述方

法进一步包括使所述双链核酸标记与至少一个检测标记接触。在一些情况下，所述至少一

个检测标记是具有与所述双链核酸标记的所述突出端互补的突出端的双链核酸。在一些情

况下，所述至少一个检测标记是多个检测标记。在一些情况下，所述至少一个检测标记是与

所述双链核酸标记的所述突出端互补的单链核酸。在一些情况下，所述至少一个检测标记

包括多个检测标记。在一些情况下，所述至少一个检测标记包括至少5、10、15、20、25或30个

检测标记。在一些情况下，所述至少一个检测标记包含可切割接头。在一些情况下，所述至

少一个检测标记不包含可切割接头。

[0022] 在一些情况下，所述至少一个检测标记包含检测标签。在一些情况下，所述至少一

个检测标记包含多个检测标签。在一些情况下，所述检测标签包括量子点。在一些情况下，

所述检测标签包括荧光团。在一些情况下，所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光素或

花菁。在一些情况下，所述方法包括检测所述检测标签，从而检测所述样品中靶分子的存

在。在一些情况下，所述方法包括使所述样品与多个检测分子接触。在一些情况下，所述多

个检测分子中的每一个与不同的靶分子结合。

[0023] 在一些情况下，所述检测标记包含至少3个核苷酸，例如至少5、至少10、至少15、至

少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少45、至少50、至少60、至少70、至少80、至少90、至

少100、至少150、至少200、至少250、至少300、至少350、至少400、至少450或至少500个核苷

酸。在一些情况下，所述检测标记包含不超过500个核苷酸，例如不超过5、不超过10、不超过

15、不超过20、不超过25、不超过30、不超过35、不超过40、不超过45、不超过50、不超过60、不

超过70、不超过80、不超过90、不超过100、不超过150、不超过200、不超过250、不超过300、不

超过350、不超过400、不超过450或不超过500个核苷酸。在一些情况下，所述检测标记包含

约3‑500个核苷酸，例如，约3‑500、约3‑400、约3‑300、约3‑200、约3‑100、约3‑50、约3‑20、约

3‑10、约10‑500、约10‑400、约10‑300、约10‑200、约10‑100、约10‑50、约10‑20、约20‑500、约

20‑400、约20‑300、约20‑200、约20‑100、约20‑50、约50‑500、约50‑400、约50‑300、约50‑

200、约50‑100、约100‑500、约100‑400、约100‑300、约100‑200、约200‑500、约200‑400、约
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200‑300、约300‑500、约300‑400或约400‑500个核苷酸。例如，所述检测标记可包含约3‑150

个核苷酸。

[0024] 在一些情况下，所述样品是完整的组织样品。在一些情况下，所述方法包括将所述

完整的组织样品包埋到树脂中，使得所述完整的组织样品可以切成厚度在20至1000nm之间

的切片。在一些情况下，所述完整的组织样品是骨髓组织样品、胃肠道组织样品、肺组织样

品、肝组织样品、前列腺组织样品、神经系统组织样品、泌尿生殖系统组织样品、脑组织样

品、乳腺组织样品、肌肉组织样品或皮肤组织样品。在一些情况下，所述方法包括所述完整

的组织样品的脱水。在一些情况下，所述方法不包括所述完整的组织样品的脱水。在一些情

况下，所述方法包括诊断与所述样品中靶分子的存在相关的病况或疾病。在一些情况下，所

述病况或疾病是肾病、感染性疾病、代谢疾病、癌前病况、癌性病况或脑病症。

[0025] 在一些情况下，所述靶分子包括基因编辑测定中的组分。在一些情况下，所述基因

编辑测定是CRISPR测定。在一些情况下，所述基因编辑测定是CRISPR/Cas测定。在一些情况

下，所述基因编辑测定是NgAgo测定。在一些情况下，所述组分包括Cas核酸酶、靶DNA、靶向

DNA的RNA、反式激活crRNA(tracrRNA)、供体修复模板或其任何组合。在一些情况下，所述组

分包括Cas核酸酶。在一些情况下，所述组分包括Cas9核酸酶。在一些情况下，所述靶分子包

括细胞分子。在一些情况下，所述靶分子包括细胞表面分子。在一些情况下，所述靶分子包

括碳水化合物、脂质、蛋白质或核酸。在一些情况下，所述靶分子包括蛋白质。在一些情况

下，所述蛋白质包括细胞骨架蛋白、细胞外基质蛋白、血浆蛋白、凝血因子、急性期蛋白、血

红素蛋白、细胞粘附、跨膜转运蛋白、离子通道、同向转运/反向转运蛋白、激素、生长因子、

受体、DNA结合蛋白、RNA结合蛋白、转录调节蛋白、免疫系统蛋白、营养储存或转运蛋白、伴

侣蛋白、酶或其任何组合。在一些情况下，所述靶分子包括核酸。在一些情况下，所述核酸包

括mRNA、tRNA、rRNA、snRNA、非编码RNA分子或其任何组合。

[0026] 在一些情况下，所述方法进一步包括使所述双链核酸标记与检测标记接触。在一

些情况下，所述检测标记包含多路分支。在一些情况下，所述多路分支是三路分支或四路分

支。在一些情况下，所述检测标记包含与所述双链核酸标记的所述突出端互补的突出端。在

一些情况下，所述检测标记通过直接杂交、酶促连接或化学连接与所述双链核酸标记的所

述突出端连接。

[0027] 在一些情况下，所述方法进一步包括使所述检测标记与第二检测标记接触。在一

些情况下，所述第二检测标记包含多路分支。在一些情况下，所述多路分支是三路分支或四

路分支。在一些情况下，所述第二检测标记包含与所述检测标记的所述突出端互补的突出

端。

[0028] 在另一个方面，本文公开了组合物，其包含：检测偶联体，其中所述检测偶联体包

含第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中所述第一核酸的

所述靶识别区与靶分子的第一区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识别区与所述靶分子

的第二区域结合，并且其中所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二核酸的所述自身杂

交区进行杂交以形成双链核酸标记。在一些情况下，所述双链核酸标记具有至少两个连续

碱基对，例如，至少2、至少3、至少4、至少5、至少6、至少7、至少8、至少9、至少10、至少11、至

少12、至少13、至少14或至少15个连续碱基对。在一些情况下，所述双链核酸标记具有突出

端。在一些情况下，所述突出端包含一个核苷酸。在一些情况下，所述突出端包含多个核苷
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酸。在一些情况下，所述突出端包含至少5、10、15、20、25或30个核苷酸。在一些情况下，所述

突出端具有至少1个未配对核苷酸，例如，至少2、至少3、至少4、至少5、至少6、至少7、至少8、

至少9、至少10、至少11、至少12、至少13、至少14或至少15个未配对核苷酸。在一些情况下，

所述靶分子是mRNA分子。在一些情况下，所述第一核酸和所述第二核酸是单链DNA。在一些

情况下，所述第一核酸和所述第二核酸中的每一个具有游离胺(‑NH2)修饰。在一些情况下，

所述组合物进一步包含DNA连接酶。在一些情况下，所述组合物进一步包含至少一个检测标

记。在一些情况下，所述至少一个检测标记是具有与所述双链核酸标记的所述突出端互补

的突出端的双链核酸。在一些情况下，所述至少一个检测标记是与所述双链核酸标记的所

述突出端互补的单链核酸。在一些情况下，所述至少一个检测标记包括多个检测标记。在一

些情况下，所述至少一个检测标记包括至少5、10、15、20、25或30个检测标记。在一些情况

下，所述至少一个检测标记不包含可切割接头。在一些情况下，所述至少一个检测标记包含

可切割接头。在一些情况下，所述至少一个检测标记包含检测标签。在一些情况下，所述至

少一个检测标记包含多个检测标签。在一些情况下，所述检测标签包括量子点。在一些情况

下，所述检测标签包括荧光团。在一些情况下，所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光

素或花菁。在一些情况下，所述组合物包含多个检测偶联体。在一些情况下，所述多个检测

偶联体中的每一个与不同的靶分子结合。

[0029] 在另一个方面，所述组合物进一步包含第三核酸，其中所述第三核酸包含与所述

第一核酸的序列、所述第二核酸的序列或两者互补的序列。在一些情况下，所述第三核酸包

含与所述第一核酸的序列互补的序列。在一些情况下，所述第三核酸包含与所述第二核酸

的序列互补的序列。在一些情况下，所述第三核酸包含与所述第一核酸的序列和所述第二

核酸的序列互补的序列。在一些情况下，所述第三核酸与所述第一核酸的所述序列和所述

第二核酸的所述序列结合，从而产生多路分支。在一些情况下，所述多路分支是三路分支。

在一些情况下，所述三路分支包含至少两个突出端。

[0030] 在一些情况下，所述组合物进一步包含第四核酸，其中所述第四核酸包含与所述

第一核酸的序列、所述第二核酸的序列、所述第三核酸的序列或其任何组合互补的序列。在

一些情况下，所述第四核酸与所述第三核酸的所述序列以及所述第一或第二核酸的所述序

列结合，从而产生四路分支。在一些情况下，所述四路分支包含至少三个突出端。在一些情

况下，所述突出端中的至少两个包含相同序列或独特序列。在一些情况下，所述突出端中的

至少两个包含互补序列。

[0031] 在一些情况下，所述组合物进一步包含检测标记。在一些情况下，所述检测标记包

含多路分支。在一些情况下，所述多路分支是三路分支或四路分支。在一些情况下，所述检

测标记包含与所述突出端中的至少一个互补的突出端。

[0032] 在另一个方面，本文公开了组合物，其包含：检测分子和反义寡聚体，其中所述检

测分子包含与靶分子结合的至少一个配体，其中所述至少一个配体与单链核酸连接，并且

其中所述单链核酸与所述反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双链核酸标记。在一些情况

下，所述配体是抗体。在一些情况下，所述靶分子是蛋白质。在一些情况下，所述突出端包含

一个核苷酸。在一些情况下，所述突出端包含多个核苷酸。在一些情况下，所述突出端包含

至少5、10、15、20、25或30个核苷酸。在一些情况下，所述组合物进一步包含DNA连接酶。在一

些情况下，所述组合物进一步包含至少一个检测标记。在一些情况下，所述至少一个检测标
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记是具有与所述双链核酸标记的所述突出端互补的突出端的双链核酸。在一些情况下，所

述至少一个检测标记是与所述双链核酸标记的所述突出端互补的单链核酸。在一些情况

下，所述至少一个检测标记包括至少5、10、15、20、25或30个检测标记。在一些情况下，所述

至少一个检测标记包含可切割接头。在一些情况下，所述至少一个检测标记不包含可切割

接头。在一些情况下，所述至少一个检测标记包含检测标签。在一些情况下，所述至少一个

检测标记包含多个检测标签。在一些情况下，所述检测标签包括量子点。在一些情况下，所

述检测标签包括荧光团。在一些情况下，所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光素或花

菁。在一些情况下，所述组合物包含多个检测分子。在一些情况下，所述多个检测分子中的

每一个与不同的靶分子结合。

[0033] 在一些情况下，所述靶分子包括基因编辑测定中的组分。在一些情况下，所述基因

编辑测定是CRISPR测定。在一些情况下，所述基因编辑测定是CRISPR/Cas测定。在一些情况

下，所述基因编辑测定是NgAgo测定。在一些情况下，所述组分包括Cas核酸酶、靶DNA、靶向

DNA的RNA、反式激活crRNA(tracrRNA)、供体修复模板或其任何组合。在一些情况下，所述组

分包括Cas核酸酶。在一些情况下，所述组分包括Cas9核酸酶。在一些情况下，所述靶分子包

括细胞分子。在一些情况下，所述靶分子包括细胞表面分子。在一些情况下，所述靶分子包

括碳水化合物、脂质、蛋白质或核酸。在一些情况下，所述靶分子包括蛋白质。在一些情况

下，所述蛋白质包括细胞骨架蛋白、细胞外基质蛋白、血浆蛋白、凝血因子、急性期蛋白、血

红素蛋白、细胞粘附、跨膜转运蛋白、离子通道、同向转运/反向转运蛋白、激素、生长因子、

受体、DNA结合蛋白、RNA结合蛋白、转录调节蛋白、免疫系统蛋白、营养储存或转运蛋白、伴

侣蛋白、酶或其任何组合。在一些情况下，所述靶分子包括核酸。在一些情况下，所述核酸包

括mRNA、tRNA、rRNA、snRNA、非编码RNA分子或其任何组合。

[0034] 在一些情况下，所述至少一个检测标记包含与所述双链核酸标记的所述突出端互

补的突出端。在一些情况下，所述至少一个检测标记包含多路分支。在一些情况下，所述多

路分支是三路分支或四路分支。在一些情况下，所述至少一个检测标记通过直接杂交、酶促

连接或化学连接与所述双链核酸标记的所述突出端连接。

[0035] 在一些情况下，所述组合物进一步包含第二检测标记。在一些情况下，所述第二检

测标记包含与所述至少一个检测标记的所述突出端互补的突出端。在一些情况下，所述第

二检测标记包含多路分支。在一些情况下，所述多路分支是三路分支或四路分支。

[0036] 在另一个方面，本文公开了可用于上述方法的试剂盒，其包含：检测偶联体，其中

所述检测偶联体包含第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其

中所述第一核酸的所述靶识别区与靶分子的第一区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识

别区与所述靶分子的第二区域结合，并且其中所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二

核酸的所述自身杂交区进行杂交以形成双链核酸标记；以及用于当使所述检测偶联体与所

述靶分子接触时使用的第一试剂。在一些情况下，所述双链核酸标记具有突出端。在一些情

况下，所述试剂盒包含一种或多种上述组合物。

[0037] 在另一个方面，本文公开了可用于上述方法的试剂盒，其包含：检测分子和反义寡

聚体，其中所述检测分子包含与靶分子结合的至少一个配体，其中所述至少一个配体与单

链核酸连接，并且其中所述单链核酸与所述反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双链核酸

标记；以及用于当使所述检测偶联体与所述靶分子接触时使用的第一试剂。
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[0038] 在一些情况下，所述试剂盒进一步包含用于检测所述靶分子的第二试剂。

[0039] 在一些情况下，所述靶分子包括基因编辑测定中的组分。在一些情况下，所述基因

编辑测定是CRISPR测定。在一些情况下，所述基因编辑测定是CRISPR/Cas测定。在一些情况

下，所述基因编辑测定是NgAgo测定。在一些情况下，所述组分包括Cas核酸酶、靶DNA、靶向

DNA的RNA、反式激活crRNA(tracrRNA)、供体修复模板或其任何组合。在一些情况下，所述组

分包括Cas核酸酶。在一些情况下，所述组分包括Cas9核酸酶。在一些情况下，所述靶分子包

括细胞分子。在一些情况下，所述靶分子包括细胞表面分子。在一些情况下，所述靶分子包

括碳水化合物、脂质、蛋白质或核酸。在一些情况下，所述靶分子包括蛋白质。在一些情况

下，所述蛋白质包括细胞骨架蛋白、细胞外基质蛋白、血浆蛋白、凝血因子、急性期蛋白、血

红素蛋白、细胞粘附、跨膜转运蛋白、离子通道、同向转运/反向转运蛋白、激素、生长因子、

受体、DNA结合蛋白、RNA结合蛋白、转录调节蛋白、免疫系统蛋白、营养储存或转运蛋白、伴

侣蛋白、酶或其任何组合。在一些情况下，所述靶分子包括核酸。在一些情况下，所述核酸包

括mRNA、tRNA、rRNA、snRNA、非编码RNA分子或其任何组合。

[0040] 在一些情况下，所述试剂盒包含任何本文公开的组合物。

[0041] 根据以下在其中仅示出和描述了本公开内容的说明性实施方案的详细描述，本公

开内容的另外的方面和优点对于本领域技术人员将变得显而易见。如将认识到的，本公开

内容能够具有其他和不同的实施方案，并且其若干细节能够在各种明显的方面进行修改，

所有这些都不脱离本公开内容。因此，附图和描述本质上将被认为是说明性而非限制性的。

[0042] 援引并入

[0043] 本说明书中提及的所有出版物、专利和专利申请均通过引用并入，其程度如同特

别地且单独地指出每个单独的出版物、专利或专利申请通过引用而并入。

附图说明

[0044] 本发明的新颖特征在所附权利要求中具体阐述。通过参考以下对利用本发明的原

理的说明性实施方案加以阐述的详细描述以及附图(本文也称为“图”)，将获得对本发明的

特征和优点的更好理解，在这些附图中：

[0045] 图1图示了使用本文所述的组合物、试剂盒、方法和系统的示例性过程。

[0046] 图2A图示了用于检测组织样品中的靶分子的示例性连接寡聚化方法。

[0047] 图2B图示了用于检测组织样品中的靶分子的示例性模板化寡聚化方法。

[0048] 图3图示了与具有单个鸟嘌呤(G)突出端的双链核酸(例如，DNA)标记连接的抗体。

[0049] 图4A图示了检测偶联体，包括第一核酸和第二核酸，其中每个核酸可具有识别区

(例如，RNA识别区)、自身杂交区和可固定末端。图4B图示，第一核酸和第二核酸的自身杂交

区可以杂交以形成具有突出端的双链核酸标记。

[0050] 图5图示，检测分子的双链核酸标记可以用具有相同序列的四个双链检测标记通

过连接反应进行扩增。

[0051] 图6示意性地图示了实施本公开内容的方法的示例性控制系统。

[0052] 图7A‑图7J图示了来自10个(70nm)切片的DNA标记的乙酰化微管蛋白的最大投影。

图7A图示了经由连接寡聚化可视化的DNA标记的第一抗体。图7B图示了在相同组织切片中

通过传统的荧光第二抗体可视化的相同DNA‑第一抗体。图7C图示了在与图4A和图4B相同的
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组织中用荧光标记的反义寡聚体可视化的DNA标记的第一抗体。图7D‑图7F图示了图7A‑图

7C的特写视图(由黄色框突出显示)。图7D图示了细胞核的脱靶连接可视化的点，其在图7E

(白色箭头)中不存在。图7F图示了同样引起脱靶信号的反义检测，尽管细胞核具有较少的

标记。图7G‑图7I图示在不同组织中，DNA标记的突触蛋白抗体可在磷酸酶和超声处理DNA封

闭物后可视化。图7G图示了细胞核标记的显著减少，使得脱靶标记(白色箭头)与第二抗体

检测图7H(白色箭头)具有同等水平。图7I图示，超声处理的DNA封闭物也改善了反义检测噪

声。图7J图示了每种方法在对数刻度下的叠加的强度直方图。

[0053] 图8图示了包含27个皮质切片的投影的组。

[0054] 图9图示了使用9种抗体对相同结构(皮质突触)的同时靶向。

[0055] 图10A‑图10D图示了使用标签测序快速检测多重抗原的实例。图10A图示了寡聚体

模块的顺序检测的循环1，然后通过限制性内切核酸酶切割来去除荧光标记的寡聚体。图

10B图示了寡聚体模块的顺序检测的循环2，然后通过限制性内切核酸酶切割来去除荧光标

记的寡聚体。图10C图示了寡聚体模块的顺序检测的循环3，然后通过限制性内切核酸酶切

割来去除荧光标记的寡聚体。图10D图示，使用在成像循环中生成的颜色组合，可以重建每

种抗原的最终图像。

[0056] 图11A图示了围绕GFP标记的神经元的突触蛋白标记。图11B图示了使用荧光DNA寡

聚体进行的突触蛋白的通道一检测。图11C图示了使用荧光DNA寡聚体进行的突触蛋白的通

道二检测。图11D图示了使用第二抗体进行的突触蛋白的通道三检测。图11E图示了所有三

个通道的合成。

[0057] 图12A图示了使用在10um石蜡切片(例如，福尔马林固定石蜡包埋的(FFPE)组织)

上获得的DNA缀合的抗ac微管蛋白抗体可视化的乙酰化微管蛋白。图12B图示了在内切核酸

酶溶液中处理30分钟去除乙酰化微管蛋白信号后的相同切片。图12C图示了使用第二抗体

复染的相同的组织。图12D图示了来自图12A和图12C的黄色框中的乙酰化微管蛋白结构的

特写视图。图12E图示了具有神经胶质瘤的皮质组织中的乙酰化微管蛋白染色。

[0058] 图13A‑图13B比较了两种连接影响方法。图13A图示了通过连接寡聚化方法的荧光

扩增。通过特异性识别粘性末端，将具有荧光团的小DNA双链体依次连接到生长的链上，导

致荧光信号的扩增。图13B图示了通过模板寡聚化的荧光扩增。通过顺序杂交和单链小DNA

与荧光团的连接产生荧光扩增，导致荧光信号的扩增。

[0059] 图14A‑图14F图示了用于档案成像的DNA‑抗体档案免疫组织化学。图14A图示了抗

原上的DNA缀合的第一抗体。图14B图示了缀合物的反义检测。图14C图示了组织的模板化连

接检测和成像。图14D图示了使用内切核酸酶去除所有检测DNA。图14E‑图14F图示，组织可

以脱水并以双链(图14E)或单链形式(图14F)储存。图14E图示，组织可以脱水并以双链或单

链形式储存。可以通过变性或酶消化去除反义物。图14F图示在去除反义物后，具有DNA缀合

的第一抗体的染色组织恢复到原始抗体染色状态，从而准备进行新鲜荧光检测。

[0060] 图15A‑图15F图示了信号扩增和检测的实例。图15A示出，标记的靶标可以被单个

探针识别，该探针与标签上的互补区碱基配对。图15B示出，长探针可以对接n个检测标记

(例如检测物……第n个检测物)。图15C示出，长的第一检测物标记(例如，第一检测物)可以

与短探针杂交。图15D示出，可以使用单标记或多标记的双链体检测物代替单链寡核苷酸的

添加。图15E示出，可以使用n分支检测物代替线性双链体检测物来构建延伸的标记结构。图
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15F示出，在n分支结构的延伸中，线性和分支检测物可以混合。

[0061] 图16A‑图16E图示了线性和分支双链体连接寡聚化的实例。图16A示出了具有独特

互补末端[α和α’]及[β和β’]的标记双链体核酸单元。图16B示出了使用交替的α/β和α’/β’
标记的双链体单元的线性扩增。图16C示出了示例性的3路和4路分支结构。图16D示出了通

过3路分支的循环生成的结构。图16E示出了通过4路分支的循环生成的结构。

[0062] 图17A‑图17C图示了原位核酸检测中的分支扩增的实例。图17A示出，两个相邻的

核酸探针可以生成茎发夹结构，第二探针可与之杂交。图17B示出，两个核酸邻接探针可以

生成3路分支结构。图17C示出，探针的杂交生成3路分支结构，其可直接用于分支扩增。

[0063] 图18A‑图18I图示，分支寡聚化极大地放大了福尔马林固定石蜡包埋的(FFPE)组

织中的信号。图18A示出了具有alexa‑594标记的第二抗体的图像。图18B示出了使用分支

“T”和alexa‑594标记的线性检测物经过两个循环的图像。图18C示出了使用分支“T”和

alexa‑594标记的线性检测物经过四个循环的图像。图18D示出了使用分支“T”和alexa‑594

标记的线性检测物经过六个循环的图像。图18E示出了使用分支“T”和alexa‑594标记的线

性检测物经过八个循环的图像。图18F示出了使用分支“T”和alexa‑594标记的线性检测物

经过十个循环的图像。图18G示出了叠加有细胞体掩模的6个循环的扩增的实例。图18H示出

了图18G中使用的细胞体掩模。图18I示出了第二抗体(菱形)和2‑10个循环的分支寡聚化

(圆形)的细胞体掩模内的像素的平均像素强度。

[0064] 图19A‑图19F图示了用DNA标记的抗乙酰化微管蛋白第一抗体标记的小鼠大脑皮

质切片的70nm厚的示例性图像，在油浸下以63x/1.4NA成像。图19A示出了具有alexa‑594标

记的第二抗体的图像。图19B示出了使用分支“T”和alexa‑594标记的线性检测物经过两个

循环的图像。图19C示出了使用分支“T”和alexa‑594标记的线性检测物经过四个循环的图

像。图19D示出了使用分支“T”和alexa‑594标记的线性检测物经过六个循环的图像。图19E

示出了使用分支“T”和alexa‑594标记的线性检测物经过八个循环的图像。图19F示出了第

二抗体(菱形)和2‑8个循环的分支寡聚化(圆形)的平均图像强度(来自16位图像的灰度

值)。

具体实施方式

[0065] 除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本公开内容所属领域

的普通技术人员通常理解的含义相同的含义。尽管与本文描述的那些方法和材料类似或等

同的任何方法和材料都可用于本文的制剂或单位剂量的实践或测试，但现在描述一些方法

和材料。除非另有说明，否则本文采用或考虑的技术是标准方法。材料、方法和实例仅是说

明性而非限制性的。

[0066] 在本文的附图、权利要求和说明书中阐述了一个或多个发明实施方案的细节。除

非明确排除，否则本文公开和考虑的发明实施方案的其他特征、目的和优点可以与任何其

他实施方案组合。

[0067] 如本文所用，除非另有说明，否则诸如“含有”、“包括”等术语意指“包含”。

[0068] 如本文所用，除非另有说明，否则任何实施方案均可与任何其他实施方案组合。

[0069] 如本文所用，除非另有说明，否则本文的一些发明实施方案考虑了数值范围。当存

在范围时，范围包括该范围端点。此外，范围内的每个子范围和值均如同明确写出一样存
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在。

[0070] 与参考数值相关的术语“约”可包括该值加上或减去10％的值的范围。例如，“约

10”的量包括9至11的量，其包括参考数目9、10和11。与参考数值相关的术语“约”还可以包

括该值加上或减去10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或1％的值的范围。

[0071] 除非上下文另有明确规定，否则本文使用的单数形式“一个”、“一种”和“该”包括

复数指代物。

[0072] 替代物(例如，“或”)的使用应理解为意指替代物的一个、两个或其任何组合。

[0073] 如本文所用的术语“核酸”通常是指任何长度的聚合形式的核苷酸。核酸可包括核

糖核苷酸、脱氧核糖核苷酸或肽核酸(PNA)，其包含嘌呤和嘧啶碱基，或其他天然的、化学或

生物化学修饰的、非天然的或衍生的核苷酸碱基。核酸可以是单链或双链的。多核苷酸的骨

架可包含糖和磷酸基团，如通常可见于RNA或DNA的，或经修饰或取代的糖或磷酸基团。多核

苷酸可包含修饰核苷酸，如甲基化核苷酸和核苷酸类似物。核苷酸序列可被非核苷酸组分

中断。因此，术语核苷、核苷酸、脱氧核糖核苷和脱氧核糖核苷酸通常包括诸如本文所述的

那些类似物。这些类似物是具有与天然存在的核苷或核苷酸相同的一些结构特征的那些分

子，使得当这些类似物掺入核酸或寡核苷酸序列时，它们允许与溶液中的天然存在的核酸

序列杂交。通常，这些类似物通过替代和/或修饰碱基、核糖或磷酸二酯部分而衍生自天然

存在的核苷和核苷酸。可根据需要调整变化以稳定或破坏杂交体形成或者增强与互补核酸

序列的杂交的特异性。核酸分子可以是DNA分子。核酸分子可以是RNA分子。核酸分子可以是

合成分子。核酸分子可以是与DNA或RNA配对的合成分子。

[0074] 如本文所用，术语“IHC”或“免疫组织化学”是指在组织切片的细胞中选择性地对

抗原(例如，蛋白质或核酸)成像的过程。该方法可以使用与生物组织中的特定抗原结合的

抗体。检测信号(例如，荧光)可以通过如本文提供的连接扩增方法进行扩增。在一些实施方

案中，经由连接寡聚化扩增检测信号。在一些实施方案中，经由模板化寡聚化扩增检测信

号。

[0075] 实施本发明利用了分子生物学领域的常规技术。公开用于本发明的一般方法的基

本文献包括Sambrook和Russell ,Molecular  Cloning ,A  Laboratory  Manual(第3版，

2001)；Kriegler,Gene  Transfer  and  Expression:A  Laboratory  Manual(1990)；以及

Current  Protocols  in  Molecular  Biology(Ausubel等人编著，1994)。

[0076] 概述

[0077] 本文公开了用于检测样品中的靶分子的组合物、试剂盒、方法和系统。图1图示了

使用本文所述的组合物、试剂盒、方法和系统的示例性过程。首先，检测分子可用于接触样

品(例如，整个组织样品)。可以通过成像指令(例如，显微镜)检测检测分子的存在。然后，计

算机系统可用于鉴定一种或多种组织类型、样品中的一种或多种靶分子和/或一种或多种

情况。结果可以传达给医生或医师，以鉴定或诊断疾病或病况。

[0078] 在一些实施方案中，本文提供的连接扩增方法可包括：使样品中的靶分子与具有

突出端的检测分子(例如，检测偶联体)接触；使检测分子与具有互补突出端的一个或多个

双链核酸接触；以及使用DNA连接酶将一个或多个双链核酸连接到检测分子上(例如，以扩

增检测信号)。该方法在本文中也可称为连接寡聚化。

[0079] 在另一个实施方案中，本文提供的连接扩增方法可包括：使样品中的靶分子与具
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有突出端的检测分子(例如，检测偶联体)接触；使检测分子和与该检测分子的突出端序列

互补的一个或多个单链核酸接触；以及使用DNA连接酶将一种或多种单链核酸连接到检测

分子上(例如，以扩增检测信号)。该方法在本文中也可称为模板化寡聚化。术语“模板化寡

聚化”和“受控寡聚化”在本文中可互换使用，是指这样的连接扩增方法，其包括和与检测偶

联体突出端互补的至少一个单链检测标记接触。包括连接寡聚化或模板化寡聚化以检测组

织样品201中的靶分子的示例性方法图示于图2A、图2B和图13中。图2A图示了用于检测组织

样品201中的靶分子的示例性连接寡聚化方法。在一些情况下，靶分子可以是mRNA分子202。

该方法可包括使靶分子与检测偶联体接触，其中所述检测偶联体包含第一核酸203和第二

核酸204。第一核酸203和第二核酸204可各自具有靶识别区205A和205B，以及自身杂交区

206A和206B。第一核酸的靶识别区205A可与靶分子的第一区域结合，第二核酸的靶识别区

205B可与靶分子的第二区域结合。可使第一核酸的自身杂交区206A和第二核酸的自身杂交

区206B杂交以形成双链核酸标记206A和206B。双链核酸标记206A和206B可具有至少三个连

续碱基对。双链核酸标记206A和206B可具有突出端207。该方法可进一步包括使双链核酸标

记206A和206B与检测标记208接触，其中所述检测标记208是具有与双链核酸标记206的突

出端207互补的突出端209的双链核酸。检测标记208可包含检测标签(例如，荧光团)。该方

法可进一步包括使检测标记与DNA连接酶210接触，其中所述DNA连接酶210可使检测标记

208与双链核酸标记206A和206B连接。

[0080] 本文提供的连接寡聚化方法可进一步包括DNA连接酶210多次重复连接过程，并将

多个双链检测标记208添加至双链核酸标记206A和206B，从而扩增检测信号以供成像应用。

[0081] 图2B图示了用于检测组织样品201中的靶分子的示例性模板化寡聚化方法。例如，

本文提供的模板化寡聚化方法可进一步包括检测偶联体，其中所述检测偶联体包含第一核

酸203和第二核酸204。第一核酸203和第二核酸204可各自具有靶识别区205A和205B，以及

自身杂交区206A和205B。在模板化寡聚化的一些实施方案中，该方法可进一步包括使双链

核酸标记206A和206B与检测标记208接触，其中所述检测标记208是具有与双链核酸标记

206的突出端207互补的突出端209的双链核酸。检测标记208可包含检测标签(例如，荧光

团)。该方法可进一步包括使检测标记与DNA连接酶210接触，其中所述DNA连接酶210可使检

测标记208与双链核酸标记206A和206B连接。该方法可进一步包括将突出端211合成到链

213上。在模板化寡聚化的另一个实施方案中，检测偶联体可进一步包括包含多个核苷酸的

突出端211，例如1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20个核苷酸，其

中所述突出端与多个单链核酸检测标记212互补。检测标记212可包含检测标签(例如，荧光

团)。模板化寡聚化方法可进一步包括使多个检测标记212与DNA连接酶210接触，其中所述

DNA连接酶210可使多个检测标记212与突出端211连接。在一些情况下，至少两个检测标记

的序列是相同的，例如，至少2、至少3、至少4、至少5、至少6、至少7、至少8、至少9、至少10、至

少11、至少12、至少13、至少14、或至少15、或至少16、或至少17、或至少18、或至少19、或至少

20个检测标记的序列是相同的。在一些实施方案中，至少第一检测标记的序列与至少第二

检测标记的序列不同。在一些实施方案中，多个检测标记可包含至少2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19或20个检测标记212，其中第一检测标记的序列与突出端211

的至少前两个连续核苷酸互补，第二检测标记的序列与突出端211的至少第3‑4个连续核苷

酸互补，第三检测标记的序列与突出端211的至少第5‑6个连续核苷酸互补，等等。本文提供
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的方法可扩增检测信号以供成像应用。

[0082] 在一些实施方案中，荧光检测信号通过连接寡聚化扩增，如图13A中所示。在一些

实施方案中，荧光检测信号通过模板寡聚化扩增，其中通过单链小DNA与荧光团的顺序杂交

和连接产生荧光扩增，如图13B中所示。

[0083] 本文公开的方法可包括使样品或检测分子与至少一个检测标记(例如，双链DNA)

接触，其中所述至少一个检测标记具有与双链核酸标记的突出端互补的突出端。本文公开

的方法可包括使样品或检测分子与至少一个检测标记(例如，单链DNA)接触，其中所述至少

一个检测标记与检测偶联体的第一链或第二链的突出端互补。至少一个检测标记可以是核

酸分子，如单链DNA、单链RNA或双链DNA。例如，如果双链核酸标记具有突出端序列：5’‑TAG‑

3’，则检测标记可具有互补的突出端序列：3’‑ATC‑5’。例如，如果单链核酸标记的序列是

5’‑GGTA‑3’，则突出端序列包含3’‑CCAT‑5’。检测标记的突出端序列可与特定双链核酸标

记的突出端独特地互补。检测标记的突出端序列可与多个双链核酸标记，例如1、2、3、4、5、

6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19至20个双链核酸标记的突出端互补。类似地，双

链核酸标记的突出端序列可与特定检测标记的突出端独特地互补。双链核酸标记的突出端

序列可与多个检测标记，例如1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19至20

个检测标记的突出端互补。

[0084] 本文公开的方法可包括使样品或检测分子与至少一种DNA连接酶接触。DNA连接酶

可通过催化磷酸二酯键的形成来促进DNA链连接在一起。例如，DNA连接酶可包括大肠杆菌

(E.coli)DNA连接酶、T4  DNA连接酶或者哺乳动物DNA连接酶I、II、III或IV。

[0085] 可将双链核酸标记连接至第一检测标记以形成扩增的双链核酸标记，例如，使用

DNA连接酶。扩增的双链核酸标记可连接至第二检测标记以形成另一个扩增的双链核酸标

记。该过程可重复多次以形成包含多个检测标记的扩增的双链核酸标记。在一些情况下，第

一检测标记可具有与第二检测标记相同的序列。如图5中所示，检测分子520的双链核酸标

记510可以用具有相同序列的四个双链检测标记530通过连接反应进行扩增。在一些情况

下，第一检测标记可具有与第二检测标记不同的序列。在一些情况下，检测分子520可以用

具有相同序列的四个单链检测标记通过如图2B中所示的模板化寡聚化连接反应进行扩增。

在一些情况下，检测分子520可以用一个双链核酸分子510和具有相同序列的三个单链检测

标记通过如图2B中所示的模板化寡聚化连接反应进行扩增。

[0086] 使用检测分子检测靶分子

[0087] 本文公开了用于检测样品中的靶分子的组合物、试剂盒、方法和系统。靶分子可以

是样品中任何感兴趣的分子。靶分子可以是碳水化合物、脂质、蛋白质或核酸(例如，DNA或

RNA)。靶分子可以是RNA分子，例如mRNA、tRNA、rRNA、snRNA或非编码RNA分子。

[0088] 本方法可包括使样品和与靶分子结合的检测分子接触。检测分子可包含至少一种

配体(例如，抗体)、珠子或核酸。配体可以是与单链核酸连接的抗体。单链核酸可以与反义

寡聚体杂交，该反义寡聚体具有与该单链核酸互补的序列，以形成双链核酸标记，其中所述

双链核酸标记具有突出端。可以在配体与靶分子结合后进行单链核酸和反义寡聚体的杂

交。可以在配体与靶分子结合之前进行单链核酸和反义寡聚体的杂交。在一些情况下，配体

可以是与双链核酸标记连接的抗体，其中该双链核酸标记具有突出端。

[0089] 突出端
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[0090] 如本文所用，术语“突出端”是指核酸(例如，DNA)分子末端的一段未配对核苷酸。

这些未配对核苷酸可以在任一链中，产生3’或5’突出端。突出端可包含单个核苷酸。例如，

在图3中，检测分子是与具有单个鸟嘌呤(G)突出端320的双链核酸(例如，DNA)标记连接的

抗体310。在另一个实例中，具有以下序列的双链DNA分子可以形成单个核苷酸突出端：

[0091] 5’‑ATCTGACTA‑3’

[0092] 3’‑TAGACTGA‑5’

[0093] 突出端可包含单个核苷酸或多个核苷酸，例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19或20个核苷酸。在一些情况下，突出端可包含至少约1、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16、至少约17、至少约18、至少约19或至少约20

个核苷酸。在一些情况下，突出端可包含约1至约20个核苷酸，例如，约1至约2、约1至约3、约

1至约4、约1至约5、约1至约10、约1至约15、约1至约20、约2至约3、约2至约4、约2至约5、约2

至约10、约2至约15、约2至约20、约3至约4、约3至约5、约3至约10、约3至约15、约3至约20、约

4至约5、约4至约10、约4至约15、约4至约20、约5至约10、约5至约15、约5至约20、约10至约

15、约10至约20或约15至约20个核苷酸。例如，突出端序列可以是TAG、CAT、ACA、CAT或AAT。

在另一个实例中，具有以下序列的双链DNA分子可以形成三核苷酸突出端：

[0094] 5’‑ATCTGACTACA‑3’

[0095] 3’‑TAGACTGA‑5’

[0096] 检测偶联体

[0097] 检测分子可包含与靶分子结合的多个核苷酸。例如，检测分子可以是检测偶联体，

其包含第一核酸和第二核酸。该第一和第二核酸可以是单链DNA。

[0098] 第一和/或第二核酸的长度可包含多个核苷酸，例如，至少约10、至少约15、至少约

20、至少约25、至少约30、至少约35、至少约40、至少约45、至少约50、至少约55、至少约60、至

少约65、至少约70、至少约75、至少约80、至少约85、至少约90、至少约95或至少约100个核苷

酸。第一和/或第二核酸的长度可包含约5‑150个核苷酸，例如，约5‑150、约5‑130、约5‑110、

约5‑90、约5‑70、约5‑50、约5‑30、约5‑10、约10‑150、约10‑130、约10‑110、约10‑90、约10‑

70、约10‑50、约10‑30、约30‑150、约30‑130、约30‑110、约30‑90、约30‑70、约30‑50、约50‑

150、约50‑130、约50‑110、约50‑90、约50‑70、约70‑150、约70‑130、约70‑110、约70‑90、约

90‑150、约90‑130、约90‑110、约110‑150、约110‑130或约130‑150个核苷酸。

[0099] 识别区

[0100] 如图4A的实例中所示，第一核酸具有与第一靶分子(例如，mRNA)结合的第一识别

区205A(例如，RNA识别区)。类似地，第二核酸具有与第二靶分子(例如，mRNA)结合的第二识

别区205A(例如，RNA识别区)。在一些情况下，第一和第二靶分子可以是相同的分子。在一些

情况下，第一靶分子和第二靶分子可以是不同的分子。第一和/或第二核酸的识别区通过和

与识别区的序列互补的靶分子序列杂交而与靶分子结合。

[0101] 识别区可包含单个核苷酸或多个核苷酸，例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19或20个核苷酸。在一些情况下，识别区可包含至少约1、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16、至少约17、至少约18、至少约19或至少约20
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个核苷酸。在一些情况下，识别区可包含约1至约20个核苷酸，例如，约1至约2、约1至约3、约

1至约4、约1至约5、约1至约10、约1至约15、约1至约20、约2至约3、约2至约4、约2至约5、约2

至约10、约2至约15、约2至约20、约3至约4、约3至约5、约3至约10、约3至约15、约3至约20、约

4至约5、约4至约10、约4至约15、约4至约20、约5至约10、约5至约15、约5至约20、约10至约

15、约10至约20或约15至约20个核苷酸。

[0102] 第一识别区和第二识别区可识别被至少约1、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16、至少约17、至少约18、至少约19或至少约20个核苷酸间隔开的靶分

子的两个序列。第一识别区和第二识别区可识别被约1至约20个核苷酸间隔开的靶分子的

两个序列，例如，约1至约2、约1至约3、约1至约4、约1至约5、约1至约10、约1至约15、约1至约

20、约2至约3、约2至约4、约2至约5、约2至约10、约2至约15、约2至约20、约3至约4、约3至约

5、约3至约10、约3至约15、约3至约20、约4至约5、约4至约10、约4至约15、约4至约20、约5至

约10、约5至约15、约5至约20、约10至约15、约10至约20或约15至约20个核苷酸。例如，在图

4B中，第一识别区和第二识别区可以识别被3个核苷酸(图4B上的“UCA”和“CCU”)间隔开的

靶mRNA分子的两个序列。

[0103] 自身杂交区

[0104] 第一核酸可包含第一自身杂交区206A(图4A)。类似地，第二核酸可包含第二自身

杂交区206B。第一和第二自身杂交区的序列可以是互补的。第一和第二自身杂交区可以通

过有义‑反义杂交进行杂交以形成双链核酸标记。双链核酸标记可以是部分双链的和部分

单链的。

[0105] 自身杂交区可包含单个核苷酸或多个核苷酸，例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14、15、16、17、18、19或20个核苷酸。在一些情况下，自身杂交区可包含至少约1、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16、至少约17、至少约18、至少约19或

至少约20个核苷酸。在一些情况下，自身杂交区可包含约1至约20个核苷酸，例如，约1至约

2、约1至约3、约1至约4、约1至约5、约1至约10、约1至约15、约1至约20、约2至约3、约2至约4、

约2至约5、约2至约10、约2至约15、约2至约20、约3至约4、约3至约5、约3至约10、约3至约15、

约3至约20、约4至约5、约4至约10、约4至约15、约4至约20、约5至约10、约5至约15、约5至约

20、约10至约15、约10至约20或约15至约20个核苷酸。

[0106] 本文的方法可包括使第一核酸和第二核酸的自身杂交区杂交以形成具有本文所

述的突出端207的双链核酸标记(实例在图4A和图4B中示出)。

[0107] 将检测分子固定至样品

[0108] 检测偶联体可包含3’和/或5’修饰，其可以用于将检测偶联体固定至样品(例如，

组织)。将检测偶联体固定至组织可以允许各种处理而不会不利地影响靶分子(例如，mRNA)

的可检测性。

[0109] 包括第一和第二核酸的检测偶联体可具有3’或5’修饰，诸如游离胺(‑NH2)修饰

(在图4A中示出)。本文公开的方法可包括接触胺反应性交联剂，诸如NHS酯交联剂、亚氨酸

酯交联剂或二氟交联剂。NHS酯交联剂可以是二琥珀酰亚胺戊二酸酯(DSG)、二琥珀酰亚胺

辛二酸酯(DSS)、双(磺基琥珀酰亚胺基)辛二酸酯(BS3)、三‑(琥珀酰亚胺基)氨基三乙酸酯
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(TSAT)、聚乙二醇化双(磺基琥珀酰亚胺基)辛二酸酯(BS(PEG)5、BS(PEG)9)、二硫双(琥珀

酰亚胺丙酸酯)(DSP)、3,3'‑二硫双(磺基琥珀酰亚胺丙酸酯)(DTSSP)、二琥珀酰亚胺酒石

酸酯(DST)、双(2‑(琥珀酰亚胺氧基羰基氧基)乙基)砜(BSOCOES)、乙二醇双(琥珀酰亚胺琥

珀酸酯)(EGS)或磺基‑EGS。亚氨酸酯交联剂可以是己二亚氨酸二甲酯(DMA)、庚二亚氨酸二

甲酯(DMP)、辛二亚氨酸二甲酯(DMS)或Wang  and  Richard 's试剂(DTBP)。二氟交联剂可以

是1,5‑二氟‑2,4‑二硝基苯(DFDNB)。

[0110] 检测标记和连接扩增

[0111] 本文公开的方法可以包括使样品或检测分子与至少一个检测标记(例如，双链

DNA)接触，其中所述至少一个检测标记具有与双链核酸标记的突出端互补的突出端。该至

少一个检测标记可以是核酸分子，诸如单链DNA、单链RNA或双链DNA。例如，如果双链核酸标

记具有突出端序列：5’‑TAG‑3’，则检测标记可具有互补的突出端序列：3’‑ATC‑5’。检测标

记的突出端序列可以与特定双链核酸标记的突出端唯一互补。检测标记的突出端序列可以

与多个双链核酸标记的突出端互补，例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19至20个双链核酸标记。类似地，双链核酸标记的突出端序列可以与特定检测标记

的突出端唯一互补。双链核酸标记的突出端序列可以与多个检测标记的突出端互补，例如，

1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19至20个检测标记。检测标记可包含

一个或多个检测标签。检测标签可具有至少一个突出端，其可适于手动组装和/或自组装。

在一些情况下，检测标记可适于手动组装，并且可以连续应用单个单元以构建较大复合物

(例如，信号传导复合物)。在一些情况下，检测标记可适于自组装，并且可以同时应用所有

组分以构建较大复合物(例如，信号传导复合物)。

[0112] 本文公开的方法可包括使样品或检测分子与至少一种DNA连接酶接触。DNA连接酶

可以通过催化磷酸二酯键的形成来促进DNA链连接在一起。例如，DNA连接酶可包括大肠杆

菌DNA连接酶、T4DNA连接酶或者哺乳动物DNA连接酶I、II、III或IV。

[0113] 可将双链核酸标记连接至第一检测标记以形成扩增的双链核酸标记，例如，使用

DNA连接酶。扩增的双链核酸标记可连接至第二检测标记以形成另一个扩增的双链核酸标

记。该过程可重复多次以形成包含多个检测标记的扩增的双链核酸标记。在一些情况下，第

一检测标记可具有与第二检测标记相同的序列。如图5中所示，检测分子520的双链核酸标

记510可以用具有相同序列的四个双链检测标记530通过连接反应进行扩增。在一些情况

下，第一检测标记可具有与第二检测标记不同的序列。在一些情况下，检测分子520可以用

具有相同序列的四个单链检测标记通过如图2B中所示的模板化寡聚化连接反应进行扩增。

在一些情况下，检测分子520可以用一个双链核酸分子510和具有相同序列的三个单链检测

标记通过如图2B中所示的模板化寡聚化连接反应进行扩增。

[0114] 天然和合成的核酸可以通过直接杂交、酶促连接或化学连接来进行连接。在一些

情况下，直接杂交包括仅通过碱基配对连接核酸。直接杂交可以是非共价的，并且连接的结

构的稳定性可以是对环境因素如盐浓度和温度敏感的。酶促连接可提供核酸的直接共价连

接，但可能需要蛋白质连接酶。化学连接可提供共价连接两个核酸的便利方法。化学连接形

式可包括：使用醛将具有3’和5’氨基基团的核酸交联以直接连接到链；氧化3’和5’巯基基

团以产生二硫连接的核酸链；以及可以共价连接相邻核酸链的3’和5’末端的生物正交“点

击”化学，例如，3’标记的叠氮化物和5’标记的炔烃可以经由Cu(I)催化的环加成作用进行
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连接以形成三唑共价键而不是正常的磷酸键(El‑Sagheer,A.H.和Brown,T.Click  Nucleic 

Acid  Ligation:Applications  in  Biology  and  Nanotechnology .Acc .Chem .Res .45 ,

1258–1267(2012))。连接可以通过酶促连接、化学交联(例如醛或巯基交联)或生物正交“点

击”化学(如炔‑叠氮化物环加成作用)。

[0115] 分支寡聚化

[0116] 用于生成较大复合物的检测标记可以是线性的或分支的。仅由线性检测标记构成

的结构可以将信号线性扩增至线性模块的数目。由分支的检测标记或线性和分支的检测标

记的组合构成的结构可提供可以指数扩增至分支检测标记的数目的信号。分支寡聚化的结

构和效果在实施例11至14中示出。

[0117] 在一些情况下，多路分支是n路分支，其中所述n路分支包含n个单链核酸，其连接

在一起以形成核酸结构。核酸结构可具有n个末端和/或n个突出端。例如，多路分支可以是

三路分支，其中所述三路分支包含三个单链核酸，其连接在一起以形成具有三个末端和/或

三个突出端的核酸结构(参见例如，图17A‑图17C和图16C)。在另一个实例中，多路分支可以

是四路分支。四路分支可包含四个单链核酸，其连接在一起以形成具有四个末端和/或四个

突出端的核酸结构。

[0118] 检测标签

[0119] 检测标记可包含至少一个检测标签。在一些情况下，检测标记还可包含多个检测

标签。在一些情况下，检测标记可包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19至20个检测标签。在一些情况下，多个检测标签可以是相同类型的检测标签。在一些情况

下，多个检测标签可包含多于一种类型的检测标签。在一些情况下，多个检测标签可包含多

于一种类型的具有相同颜色的检测标签。在一些情况下，多个检测标签可包含多于一种类

型的具有不同颜色的检测标签。在一些情况下，多个检测标签可包含多于一种颜色。

[0120] 至少一个检测标签可以通过接头附接至检测标记，例如，可切割或不可切割的接

头。在一些情况下，多个检测标签附接至检测标记，各个检测标签彼此间隔7至10个碱基。在

一些情况下，附接多个检测标签，使得各个标签间隔2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14至

15个碱基。在一些情况下，多个检测标签可包括2至10个检测标签。在一些情况下，多个检测

标签可包括1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19至20个检测标签。

[0121] 在一些情况下，检测标签可以是量子点(QD)。在一些情况下，检测标签可以是荧光

团。本领域技术人员已知的任何荧光团和/或QD可用于本文所述的方法和系统中。在一些示

例性实例中，荧光团可包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光素或花菁。在一些情况下，可以优化

检测标签的放置和数目以增强检测的空间分辨率。

[0122] 在一些情况下，检测标签可以是半抗原。半抗原可包括苯胺、苯胺衍生物(邻‑、间‑

或对‑氨基苯甲酸)、漆酚、肼屈嗪(hydralazine)、荧光素、生物素、洋地黄毒苷或二硝基苯

酚。例如，半抗原可以是洋地黄毒苷。半抗原(例如，洋地黄毒苷)可以被酶标记的抗体(例

如，HRP、AP)识别，其可以催化吸收或荧光分子的生成。

[0123] 检测标签与核酸标记的杂交可以包括施加电场。在一些情况下，电场可以施加约

1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、15、20、25、30、35、40、45、50、55或60秒。在一些情况下，电场可

以施加0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5至5分钟。在一些情况下，电场可以施加至多5、10、

15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85或90分钟。在一些情况下，电场可以施
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加1至60分钟。

[0124] 本文公开的方法可包括使样品和/或检测分子与磷酸酶和/或另一种双链DNA接

触，诸如超声处理的鲑精。由于DNA(染色质)和DNA结合蛋白的存在，磷酸酶和/或另一种双

链DNA(例如，超声处理的鲑精)可用于减少细胞核和/或细胞质中不期望的信号。

[0125] 还提供了适合于实施本文所述方法的系统，以及用于与这样的系统一起使用的试

剂盒。

[0126] 通过测序的检测

[0127] 本文所述的方法可以包括检测步骤，其包括确定每个核酸标记的序列。通常，可以

原位进行的任何测序方法可用于对本文的核酸标记进行测序。这些包括例如本领域技术人

员已知的其他方法中的通过合成的测序、通过连接的测序、通过杂交的测序。可以优化可商

购的核酸测序试剂盒，以供与本文描述的方法和系统一起使用。

[0128] 在一些情况下，每个核酸标记的序列可借助通过合成的测序来确定。在一些情况

下，每个核酸标记的序列可借助通过杂交的测序来确定。通过杂交的测序可涉及使用以下

实例中所述的标签杂交方法。

[0129] 标签测序是使用标签的直接测序的变体，该标签是由4个约15聚体的单元组成的

约60个碱基对(bp)，如以下实例中所述。在一些情况下，每个寡聚体的长度为9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19或20个核酸。在一些情况下，通过杂交的标签“测序”与QD标记的寡

聚体一起使用。使用QD可以实现合理的高速STORM样成像。此外，量子点不需要光活化，耐光

漂白，并且需要单色进行激发。在一些情况下，标签测序与可切割的荧光标记一起使用。

[0130] 还提供了适合于实施本文所述的方法的系统，以及用于与这样的系统一起使用的

试剂盒。

[0131] 阵列断层成像

[0132] 本文还公开了用于对完整组织进行阵列断层成像(AT)以促进组织中多种蛋白质

的空间分辨识别的组合物、试剂盒、方法和系统。在一些情况下，方法可以对神经回路结构

如脑组织进行成像。

[0133] 可以注意到，当前实践的AT过程的一种形式包括类似于用于电子显微镜术的组织

处理，包括化学固定、脱水和包埋在树脂中。使用金刚石刀在超薄切片机上切割组织块。接

触胶结剂，施加至块侧面，确保连续的切片粘在一起形成长带。这些被收集在涂覆的盖玻片

上，涂层被工程化以紧密粘附至包埋的组织切片，使它们保持平坦以便可靠地自动对焦并

保持它们通过多次染色循环。使用抗体、凝集素或其他试剂对阵列进行染色，并通过自动荧

光显微术检测，通常在衍射极限下进行检测。可以剥离抗体，并且将染色和成像重复多次以

从给定的组织体积建立高维数据集。阵列还可以用重金属染色并通过场发射扫描电子显微

术(SEM)成像。对图像进行拼接、对齐，并且每个光(和SEM)循环合并到包括所有通道的3D体

积中。例如，可以分析体积以评估各种标志物之间的空间关系，提供突触、细胞类型和其他

感兴趣特征的鉴定和表征。

[0134] 完整组织

[0135] 本文所述的方法和系统可用于对完整组织样品进行阵列断层成像。如本文所述的

完整组织包括在一个维度上切片并在另外两个维度上连续的组织。这些组织的特征在于最

小的解离。完整组织样品是在切片后，样品保留组织结构和通常在整个组织中发现的其他
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细胞的组织样品。固定用于本文所述的方法和系统的完整组织的示例性方法在以下实施例

1中提供。另外，本领域技术人员已知的分离和固定完整组织样品的方法可用于本文所述的

方法和系统。在本文所述的一些方法中，将完整组织可包埋到树脂中，使得该组织可以切成

厚度在20至1000nm之间的切片。在一些情况下，样品是石蜡包埋的组织样品。在一些情况

下，样品是福尔马林固定石蜡包埋的(FFPE)组织样品。在一些方法中，切片的厚度可为25、

30、35、40、45、50、55、60、70、80、90、100、150、200、250、300、350、400、450、500、550、600、

650、700、750、800、850、900、950或1000nm。在一些方法中，切片的厚度可为约100、150、200、

250、300、350、400、450、500、600、700、800、900或1000nm。在一些情况下，该方法可以不包括

完整组织的脱水。在一些情况下，组织不进行脱水和树脂包埋。在一些情况下，使用切片收

集器自动收集在超薄切片机上产生的带并将它们放置在涂覆的精密盖玻片的预定区域上，

该盖玻片的大小范围为显微镜载玻片到微量滴定板。可通过该方法研究的完整组织样品可

以包括例如用于检测一种或多种病况的活检组织。

[0136] 组织中脱靶背景信号的封闭和洗涤

[0137] 组织异质性可以呈现复杂的化学环境，其可以导致掩盖特定生物信号的非特异性

背景信号。为了减少不需要的脱靶信号，可以使用封闭溶液，其包含未标记的单链或双链核

酸的混合物，酶如碱性磷酸酶、聚合酶、连接酶和核酸酶，带电聚合物如PEG，带电多糖如肝

素，以及蛋白质如BSA和酪蛋白。可以在程序期间将封闭液添加至用于标记、染色、检测或洗

涤组织的任何溶液。盐和pH水平也可用于减少或去除不期望的脱靶背景。溶液中的盐和pH

水平可用于改善特异性和/或信号强度。盐和pH水平也可用于去除不需要的背景；例如，使

用离液序列高的盐如高氯酸盐、胍盐、脲盐或在Hofmeister序列中较高的离子盐，以破坏蛋

白质的稳定性。在标记、染色、检测或洗涤过程中还可以使用能使核酸杂交不稳定的化学物

质，诸如甲酰胺、尿素或甲醛，以防止或去除脱靶信号。

[0138] 完整组织的阵列断层成像

[0139] 本文提供了这样的方法，其包括：使完整组织样品与至少一种与特定蛋白质结合

的抗体接触，其中所述抗体与核酸连接；以及检测所述核酸，从而检测组织样品中所述蛋白

质的存在。在一个方面，所述方法可包括使完整组织与多种抗体接触，其中与特定蛋白质结

合的每种抗体与独特的核酸连接。在一些情况下，多种抗体中的每种抗体可与不同的蛋白

质结合。抗体可以是相同或不同的同种型，并且核酸可包括DNA和/或RNA。在一些情况下，与

不同蛋白质结合的抗体可以是相同或不同的同种型。在一些方法中，至少一种抗体可以与

组织交联。在一些情况下，本文所述的方法可包括使完整组织与多种抗体接触，其中与特定

蛋白质结合的每种抗体与独特的核酸连接。

[0140] 本文还提供了这样的方法，其包括使样品中的靶分子与检测偶联体接触，其中所

述检测偶联体包含第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中

所述第一核酸的靶识别区与靶分子的第一区结合，其中所述第二核酸的靶识别区与靶分子

的第二区结合，并且其中所述第一核酸的自身杂交区和所述第二核酸的自身杂交区进行杂

交以形成双链核酸标记。在一些情况下，双链核酸标记具有突出端。在一些情况下，所述方

法进一步包括使双链核酸标记与DNA连接酶接触。在一些情况下，所述方法进一步包括使双

链核酸标记与至少一个检测标记接触。在一些情况下，至少一个检测标记是具有与双链核

酸标记的突出端互补的突出端的双链核酸。在一些情况下，使用DNA连接酶将双链核酸标记
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和至少一个检测标记连接。

[0141] 在本文所述的一些方法中，可以空间分辨多种抗体的检测。本文所述的一些方法

和系统包括使用微流体室。一些方法可以完全自动化。

[0142] 本文所述的一些方法可用于鉴定组织样品的蛋白质组成，和/或诊断生理状况或

疾病，如上文所述。一些方法可用于鉴定特定完整组织的组织类别。

[0143] 在本文所述的一些方法中，使组织与抗体接触可包括施加电场。在一些情况下，电

场可以施加约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、15、20、25、30、35、40、45、50、55或60秒。在一些情

况下，电场可以施加0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5或5分钟。在一些情况下，电场可以施加

至多5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85或90分钟。在一些情况下，电

场可以施加1至60分钟。

[0144] 还提供了适合于实施本文所述方法的系统，以及用于与这样的系统一起使用的试

剂盒。

[0145] 多重检测测定

[0146] 本文公开的组合物、试剂盒、方法和系统也可用于检测测定(例如，多重检测测

定)。在一些情况下，检测测定可用于DNA微阵列(例如，用于基因表达或SNP检测)。在一些情

况下，检测测定可用于基因表达的系列分析(SAGE)(例如，用于基因表达)。在一些情况下，

检测测定可用于高通量测序(例如，平行产生数百万个短DNA序列)。在一些情况下，检测测

定可用于多重聚合酶链反应(PCR)(例如，用于需要DNA或RNA的扩增或测序的应用)。在一些

情况下，检测测定可用于多重连接依赖性探针扩增(MLPA)。在一些情况下，检测测定可用于

通过连接进行DNA测序。在一些情况下，检测测定可用于荧光微珠阵列。

[0147] 在一些情况下，检测测定可用于蛋白质微阵列(例如，用于测量蛋白质‑蛋白质相

互作用或小分子结合)。在一些情况下，检测测定可用于抗体微阵列(例如，其中抗体被阵列

化的蛋白质阵列类型)。在一些情况下，检测测定可用于噬菌体展示(例如，用于筛选针对相

互作用的蛋白质或其他分子的大型蛋白质文库)。在一些情况下，检测测定可用于抗体谱分

析(例如，针对一组器官供体群体的多重HLA抗体鉴定或反应性预测)。在一些情况下，检测

测定可用于基于Luminex/XMAP原理的多重化。在一些情况下，检测测定可用于结合抗体多

重测定(BAMA)(例如，用于多种抗体同种型和/或亚类的谱分析)。

[0148] 在一些情况下，检测测定可用于组织微阵列(例如，用于分析多个组织样品)。在一

些情况下，检测测定可用于细胞微阵列(例如，用于观察针对一组物质的细胞应答)。在一些

情况下，检测测定可用于化学化合物微阵列(例如，用于测定多种化学化合物的特定活性)。

在一些情况下，检测测定可用于蛋白质印迹的多重检测(例如，用于在蛋白质印迹上同时检

测两个或更多个靶标)。在一些情况下，检测测定可用于多重生物标志物分析(例如，用于分

析尿液)。在一些情况下，检测测定可用于酶联免疫吸附测定(ELISA)(例如，用于使用微量

滴定板的平行处理)。在一些情况下，检测测定可用于流式细胞术。

[0149] 在一些情况下，检测测定可以使用检测测定同时检测样品中的多个靶标。在一些

情况下，检测测定可以同时检测样品中的至少两个靶标，例如，至少1、至少2、至少3、至少4、

至少5、至少6、至少7、至少8、至少9、至少10、至少15、至少20、至少25、至少30、至少35、至少

40、至少45、至少50、至少55、至少60、至少65、至少70、至少75、至少80、至少85、至少90、至少

95、至少100、至少150、至少200、至少250、至少300、至少350、至少400、至少450或至少500个
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靶标。在一些情况下，检测测定可以同时检测样品中的2至500个靶标，例如，2至5、2至10、2

至100、2至500、5至10、5至100、5至500、10至100、10至500或100至50个靶标。

[0150] 在一些情况下，检测测定可检测细胞。在一些情况下，细胞可以是特定类型的细

胞。在一些情况下，细胞可具有特定起源(例如，来自特定器官)。在一些情况下，细胞可具有

特定状态(例如，健康细胞、癌细胞)。在一些情况下，检测测定可检测样品中的多个靶标。在

一些情况下，多个靶标是多个细胞。在一些情况下，多种细胞是不同类型的细胞。在一些情

况下，多个细胞具有不同起源(例如，来自不同器官)。在一些情况下，多个细胞具有不同状

态(例如，健康细胞、癌细胞)。

[0151] 在一些情况下，检测测定可检测靶分子。靶分子可以是样品中任何感兴趣的分子。

靶分子可以是碳水化合物、脂质、蛋白质或核酸(例如，DNA或RNA)。靶分子可以是RNA分子，

例如mRNA、tRNA、rRNA、snRNA或非编码RNA分子。

[0152] 在一些情况下，靶分子可以是细胞分子。在一些情况下，细胞分子可以是细胞膜内

的分子，细胞膜将所有细胞的内部与外部环境分隔开。在一些情况下，细胞分子可以是碳水

化合物、脂质、蛋白质或核酸(例如，DNA或RNA)。

[0153] 在一些情况下，靶分子可以是细胞表面分子。在一些情况下，细胞表面分子可以是

细胞膜上的分子，细胞膜将所有细胞的内部与外部环境分隔开。在一些情况下，细胞表面分

子可以是碳水化合物、脂质、蛋白质或核酸(例如，DNA或RNA)。

[0154] 在一些情况下，检测测定可以检测蛋白质。在一些情况下，检测测定可以检测多种

蛋白质。在一些情况下，蛋白质可以是细胞骨架蛋白，诸如肌动蛋白、Arp2/3、成蛋白、冠蛋

白、肌养蛋白、FtsZ、角蛋白、肌球蛋白和微管蛋白。在一些情况下，蛋白质可以是细胞外基

质蛋白，诸如胶原蛋白、弹性蛋白、底板反应蛋白、皮卡丘素(Pikachurin)和纤连蛋白。在一

些情况下，蛋白质可以是血浆蛋白质，诸如血清淀粉样P成分和血清白蛋白。在一些情况下，

蛋白质可以是凝血因子，诸如补体蛋白(例如，C1‑抑制剂、C3‑转化酶)、因子VIII、因子

XIII、蛋白C、蛋白S、蛋白Z、蛋白Z相关的蛋白酶抑制剂、凝血酶和Von  Willebrand因子。在

一些情况下，蛋白质可以是急性期蛋白质(例如，C反应蛋白质)。在一些情况下，蛋白质可以

是血红素蛋白，诸如血红蛋白(例如，氧合血红蛋白、脱氧血红蛋白)。在一些情况下，蛋白质

可以是细胞粘附，诸如钙粘着蛋白、室管膜蛋白、整联蛋白、NCAM和选择蛋白。在一些情况

下，蛋白质可以是跨膜转运蛋白，诸如CFTR、血型糖蛋白D和混杂酶(Scramblase)。在一些情

况下，蛋白质可以是离子通道。在一些情况下，蛋白质可以是配体门控离子通道，诸如烟碱

性乙酰胆碱受体和GABAa受体。在一些情况下，蛋白质可以是电压门控离子通道，诸如钾通

道、钙通道和钠通道。在一些情况下，蛋白质可以是同向转运/反向转运蛋白，诸如葡萄糖转

运蛋白。在一些情况下，蛋白质可以是激素或生长因子。在一些情况下，蛋白质可以是生长

因子，诸如集落刺激因子(CSF)、表皮生长因子(EGF)、成纤维细胞生长因子(FGF)、血小板衍

生生长因子(PDGF)、转化生长因子(TGF)和血管内皮生长因子(VEGF)。在一些情况下，蛋白

质可以是肽类激素，诸如胰岛素、胰岛素样生长因子(IGF)和催产素。在一些情况下，蛋白质

可以是受体。在一些情况下，蛋白质可以是跨膜受体，诸如G蛋白偶联受体(例如，视紫红

质)。在一些情况下，蛋白质可以是细胞内受体，诸如雌激素受体。在一些情况下，蛋白质可

以是DNA结合蛋白，诸如组蛋白和鱼精蛋白。在一些情况下，蛋白质可以是转录调节蛋白，诸

如C‑myc、FOXP2、FOXP3、MyoD和P53。在一些情况下，蛋白质可以是RNA结合蛋白，诸如SRRT。
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在一些情况下，蛋白质可以是免疫系统蛋白质，诸如免疫球蛋白、主要组织相容性抗原和T

细胞受体。在一些情况下，蛋白质可以是营养储存或转运蛋白，诸如铁蛋白。在一些情况下，

蛋白质可以是伴侣蛋白，诸如GroEL。在一些情况下，蛋白质可以是酶。

[0155] 基因组编辑应用

[0156] 本文公开的组合物、试剂盒、方法和系统也还用于基因组编辑测定。基因组编辑测

定可以是CRISPR(成簇的规律间隔短回文重复)测定。基因组编辑测定可以是CRISPR/Cas

(CRISPR相关蛋白质)核酸酶测定。基因组编辑测定可以是锌指核酸酶(ZFN)测定。基因组编

辑测定可以是TAL效应物核酸酶(TALEN)测定。基因组编辑测定可以是大范围核酸酶测定。

https://en.wikipedia .org/wiki/Natronobacterium_gregoryi基因组编辑测定可以是

NgAgo(格氏嗜盐碱杆菌(Natronobacterium  gregoryi)Argonaute)测定。

[0157] 本文公开的组合物、试剂盒、方法和系统可以检测CRISPR(例如，CRISPR/Cas)测定

中的组分。在一些情况下，组分可以是Cas核酸酶或其变体。Cas核酸酶可以引导在靶DNA序

列中位置处的一条或两条链的切割。例如，Cas核酸酶可以是具有一个或多个灭活催化结构

域的切口酶，其切割靶DNA序列的单链。Cas核酸酶的非限制性实例包括Cas1、Cas1B、Cas2、

Cas3、Cas4、Cas5、Cas6、Cas7、Cas8、Cas9(也称为Csn1和Csx12)、Cas10、Csy1、Csy2、Csy3、

Cse1、Cse2、Csc1、Csc2、Csa5、Csn2、Csm2、Csm3、Csm4、Csm5、Csm6、Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、

Cmr6、Cpf1、Csb1、Csb2、Csb3、Csx17、Csx14、Csx10、Csx16、CsaX、Csx3、Csx1、Csx15、Csf1、

Csf2、Csf3、Csf4、其同源物、其变体、其突变体及其衍生物。

[0158] 在一些情况下，组分可以是靶DNA。在一些情况下，组分可以是靶向DNA的RNA(例

如，单指导RNA或sgRNA)，其含有将Cas9靶向至靶基因组DNA的指导序列。在一些情况下，组

分可以是与Cas9相互作用的支架序列，诸如反式激活crRNA(tracrRNA)。在一些情况下，组

分可以是供体修复模板。可以将编码靶向DNA的RNA的核苷酸序列克隆到表达盒或表达载体

中。在一些实施方案中，核苷酸序列通过PCR产生并包含在表达盒中。例如，可以PCR扩增编

码靶向DNA的RNA的核苷酸序列并将其添加到启动子序列，例如，U6  RNA聚合酶III启动子序

列。在其他实施方案中，将编码靶向DNA的RNA的核苷酸序列克隆到表达载体中，所述表达载

体含有启动子(例如，U6  RNA聚合酶III启动子)以及转录控制元件、增强子、U6终止序列、一

个或多个核定位信号等。在一些实施方案中，表达载体是多顺反子或双顺反子，并且还可以

包括编码荧光蛋白、表位标签和/或抗生素抗性标记的核苷酸序列。在双顺反子表达载体的

某些情况下，使用编码自切割肽如病毒2A肽的序列将编码例如荧光蛋白的第一核苷酸序列

和编码例如抗生素抗性标记的第二核苷酸序列连接起来。包括口蹄疫病毒2A(F2A)；马鼻炎

A病毒2A(E2A)；猪捷申病毒‑1  2A(P2A)和Thoseaasigna病毒2A(T2A)在内的2A肽具有高切

割效率，使得两种蛋白质可以同时表达，但是与相同的RNA转录物分开表达。

[0159] 本文公开的组合物、试剂盒、方法和系统可以检测NgAgo测定中的组分。在一些情

况下，组分可以是内切核酸酶。在一些情况下，组分可以是Argonaute内切核酸酶。在一些情

况下，组分可以是单链DNA(ssDNA)。在一些情况下，组分可以是指导ssDNA。在一些情况下，

组分可以是5′磷酸化ssDNA(gDNA)。在一些情况下，gNDA可为约10至约100个核苷酸，例如，

约10至约20个核苷酸、约10至约40个核苷酸、约10至约60个核苷酸、约10至约80个核苷酸、

约10至约100个核苷酸、约20至约40个核苷酸、约20至约60个核苷酸、约20至约80个核苷酸、

约20至约100个核苷酸、约40至约60个核苷酸、约40至约80个核苷酸、约40至约100个核苷
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酸、约60至约80个核苷酸、约60至约100个核苷酸或约80至约100个核苷酸。在一些情况下，

gNDA可为约20个核苷酸。在一些情况下，gNDA可为约24个核苷酸。在一些情况下，gNDA可为

约30个核苷酸。

[0160] 病况或疾病

[0161] 可以通过鉴定与这样的病况或疾病相关的靶分子(例如，蛋白质、mRNA)，通过本文

提供的方法来诊断生理状况或疾病。在一些情况下，可以在完整组织样品中找到靶分子。病

况或疾病可包括例如肾脏疾病(如新月体性肾小球肾炎)、可通过研究活检的淋巴结组织进

行诊断的感染性疾病、代谢疾病(包括淀粉样变性)以及可从睾丸活检检测的生育水平。可

以通过将本文所述的方法应用于活检的完整肿瘤组织来鉴定癌前和癌性病况。通常通过活

检研究的其他组织可以通过本文所述的方法和系统进行分析，例如，骨髓、胃肠道、肺、肝、

前列腺、神经系统、泌尿生殖系统、脑、乳腺、肌肉和皮肤。

[0162] 在一些情况下，病况或疾病还可包括脑部病症，例如，听神经瘤、获得性脑损伤、胼

胝体发育不全、阿尔茨海默病、肌萎缩性侧索硬化症、动脉瘤、失语症、动静脉畸形、注意力

缺陷多动障碍(ADHD)、自闭症、巴腾病(Batten  Disease)、白塞氏病(Behcet’s  Disease)、

睑痉挛、脑肿瘤和/或脑癌、脑狼疮、大脑麻痹、颈肌张力障碍、Charcot‑Marie‑Tooth症、基

亚里畸形(Chiari  Malformation)、慢性炎症性脱髓鞘性多发性神经病、昏迷、脑震荡、克‑

雅病(Creutzfeldt‑Jakob  Disease)、痴呆(非阿尔茨海默型)、唐氏综合征、家族性自主神

经机能异常、诵读困难、运用障碍、张力障碍、脑炎、癫痫、特发性震颤、弗里赖德希共济失调

(Friedreich’s  Ataxia)、戈谢病、吉兰‑巴雷综合征(Guillain‑Barre  Syndrome)、亨廷顿

病、脑积水、颅内高压、脑白质营养不良、闭锁综合症(LiS)、梅尼埃病、脑膜炎、脑膜炎球菌

病、偏头痛、最小意识状态、运动神经元病、多发性硬化、多系统萎缩、肌肉萎缩、重症肌无

力、发作性睡病、帕金森病、周围神经病变、普拉德‑威利综合征(Prader‑Willi  Syndrome)、

进行性核上性麻痹、不宁腿综合征、雷特综合征、夏伊‑德雷格综合征 (Shy  Drager 

Syndrome)、睡眠障碍、痉挛性发声困难、卒中、蛛网膜下腔出血、西登哈姆氏舞蹈病

(Sydenham’s  Chorea)、泰‑萨克斯病(Tay‑Sachs  Disease)、图雷特综合征、短暂性脑缺血

发作、横贯性脊髓炎、创伤性脑损伤、三叉神经痛、结节性硬化症、植物状态和冯希佩尔‑林

道综合征(Von  Hippel‑Lindau  Syndrome)。

[0163] 在一些情况下，病况或疾病还可包括癌症。癌症可以是复发性和/或难治性癌症。

癌症的实例包括但不限于肉瘤、癌、淋巴瘤或白血病。

[0164] 在一些情况下，肉瘤是骨、软骨、脂肪、肌肉、血管或者其他结缔组织或支持组织的

癌症。肉瘤可包括但不限于骨癌、纤维肉瘤、软骨肉瘤、尤因肉瘤、恶性血管内皮瘤、恶性施

旺细胞瘤、双侧前庭施旺细胞瘤、骨肉瘤、软组织肉瘤(例如，软组织腺泡状肉瘤、血管肉瘤、

叶状囊肉瘤、皮肤纤维肉瘤、带形纤维瘤、上皮样肉瘤、骨外骨肉瘤、纤维肉瘤、血管外皮肉

瘤、血管肉瘤、卡波西肉瘤、平滑肌肉瘤、脂肪肉瘤、淋巴管肉瘤、淋巴肉瘤、恶性纤维组织细

胞瘤、神经纤维肉瘤、横纹肌肉瘤和滑膜肉瘤)。

[0165] 在一些情况下，癌是起始于上皮细胞的癌症，上皮细胞是覆盖身体表面、产生激素

和组成腺体的细胞。癌可包括但不限于乳腺癌、胰腺癌、肺癌、结肠癌、结直肠癌、直肠癌、肾

癌、膀胱癌、胃癌、前列腺癌、肝癌、卵巢癌、脑癌、阴道癌、外阴癌、子宫癌、口腔癌、阴茎癌、

睾丸癌、食管癌、皮肤癌、输卵管癌、头颈癌、胃肠间质癌、腺癌、皮肤或眼内黑素瘤、肛门区
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癌症、小肠癌症、内分泌系统癌症、甲状腺癌症、甲状旁腺癌症、肾上腺癌症、尿道症癌、肾盂

癌症、输尿管癌症、子宫内膜癌症、宫颈癌症、脑垂体癌症、中枢神经系统(CNS)肿瘤、原发性

CNS淋巴瘤、脑干胶质瘤和脊髓轴肿瘤。癌症可以是皮肤癌，诸如基底细胞癌、鳞状细胞瘤、

黑素瘤、非黑素瘤或光化性(日光性)角化病。

[0166] 癌症可以是肺癌。肺癌可起始于分支气管以供应肺(支气管)或肺的小气囊(肺泡)

的气道。肺癌可包括非小细胞肺癌(NSCLC)、小细胞肺癌和间皮瘤。NSCLC的实例可包括鳞状

细胞癌、腺癌和大细胞癌。间皮瘤可以是肺和胸腔的内层(胸膜)或腹部内层(腹膜)的癌性

肿瘤。间皮瘤可以由石棉暴露引起。癌症可以是脑癌，诸如成胶质细胞瘤。

[0167] 癌症可以是中枢神经系统(CNS)肿瘤。CNS肿瘤可分为神经胶质瘤或非神经胶质

瘤。胶质瘤可以是恶性胶质瘤、高级别胶质瘤、弥漫性内生性脑桥胶质瘤。神经胶质瘤的实

例可包括星形细胞瘤、少突神经胶质瘤(或少突神经胶质瘤和星形细胞瘤元素的混合物)和

室管膜细胞瘤。星形细胞瘤可包括但不限于低级别星形细胞瘤、间变性星形细胞瘤、多形性

成胶质细胞瘤、纤维性星形细胞瘤、多形性黄色星形细胞瘤和室管膜下巨细胞星形细胞瘤。

少突神经胶质瘤可包括低级别少突神经胶质瘤(或少突星形细胞瘤)和间变性少突神经胶

质瘤。非神经胶质瘤可包括脑膜瘤、垂体腺瘤、原发性CNS淋巴瘤和成神经管细胞瘤。癌症可

以是脑膜瘤。

[0168] 淋巴瘤可以是淋巴细胞的癌症，并且可以从B淋巴细胞或T淋巴细胞发展而来。两

种主要类型的淋巴瘤可以是霍奇金淋巴瘤(以前称为霍奇金病)和非霍奇金淋巴瘤。霍奇金

淋巴瘤可以以Reed‑Sternberg细胞的存在为标志。非霍奇金淋巴瘤可以是所有不是霍奇金

淋巴瘤的淋巴瘤。非霍奇金淋巴瘤可以是惰性淋巴瘤和侵袭性淋巴瘤。非霍奇金淋巴瘤可

包括但不限于弥漫性大B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、粘膜相关淋巴组织淋巴瘤(MALT)、小

细胞淋巴细胞性淋巴瘤、套细胞淋巴瘤、伯基特淋巴瘤(Burkitt’s  lymphoma)、纵隔大B细

胞淋巴瘤、瓦尔登斯特伦巨球蛋白血症、结边缘区B细胞淋巴瘤(NMZL)、脾边缘区淋巴瘤

(SMZL)、结外边缘区B细胞淋巴瘤、血管内大B细胞淋巴瘤、原发性渗出性淋巴瘤和淋巴瘤样

肉芽肿。

[0169] 白血病可以是急性淋巴细胞白血病、急性髓细胞白血病、慢性淋巴细胞白血病或

慢性髓细胞白血病。其他类型的白血病可包括毛细胞白血病、慢性粒单核细胞白血病和幼

年型粒单核细胞白血病。

[0170] 疾病和/或病况可包括但不限于动脉粥样硬化、炎性疾病、自身免疫病、风湿性心

脏病。炎性疾病包括但不限于寻常痤疮、阿尔茨海默病、强直性脊柱炎、关节炎(骨关节炎、

类风湿性关节炎(RA)、银屑病性关节炎)、哮喘、动脉粥样硬化、乳糜泻、慢性前列腺炎、克罗

恩病、结肠炎、皮炎、憩室炎、纤维肌痛、肾小球肾炎、肝炎、肠易激综合征(IBS)、系统性红斑

狼疮(SLE)、肾炎、帕金森病、盆腔炎性疾病、结节病、溃疡性结肠炎和血管炎。

[0171] 在一些情况下，病况或疾病可以是自身免疫病，包括但不限于急性播散性脑脊髓

炎(ADEM)、艾迪生病(Addison 's  disease)、无丙种球蛋白血症、斑秃、肌萎缩性侧索硬化

症、强直性脊柱炎、抗磷脂综合征、抗合成酶综合征、特应性变态反应、特应性皮炎、自身免

疫性再生障碍性贫血、自身免疫性心肌病、自身免疫性肠病、自身免疫性溶血性贫血、自身

免疫性肝炎、自身免疫性内耳疾病、自身免疫性淋巴组织增生综合征、自身免疫性周围神经

病变、自身免疫性胰腺炎、自身免疫性多内分泌腺综合征、自身免疫性黄体酮性皮炎、自身
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免疫性血小板减少性紫癜、自身免疫性荨麻疹、自身免疫性葡萄膜炎、巴洛病(Balo 

disease)/巴洛同心性硬化症、白塞病(Behcet's  disease)、贝惹病(Berger's  disease)、

Bickerstaff脑炎、Blau综合征、大疱性类天疱疮、Castleman病、乳糜泻、查加斯病(Chagas 

disease)、慢性炎性脱髓鞘性多神经病、慢性复发性多病灶性骨髓炎、慢性阻塞性肺疾病、

丘‑施综合征 (Churg‑Strauss  Syndrome)、瘢痕性类天疱疮、科根综合征 (Cogan 

syndrome)、冷凝集素病、补体成分2缺乏、接触性皮炎、颅动脉炎、CREST综合征、克罗恩病、

库欣综合征(Cushing'ssyndrome)、皮肤白细胞分裂性脉管炎、Dego病、Dercum病、疱疹样皮

炎、皮肌炎、1型糖尿病、弥漫性皮肤系统性硬化症、德雷斯勒综合征 (Dressler 's 

syndrome)、药物性狼疮、盘状红斑狼疮、湿疹、子宫内膜异位症、肌腱骨止点炎相关性关节

炎、嗜酸细胞性筋膜炎、嗜酸细胞性胃肠炎、获得性大疱性表皮松解症、结节性红斑、胎儿幼

红细胞增多症、特发性混合性冷球蛋白血症、Evan综合征、进行性骨化性纤维发育不全、纤

维化肺泡炎(或特发性肺纤维化)、胃炎、胃肠类天疱疮、巨细胞动脉炎、肾小球肾炎、古德帕

斯丘综合征(Goodpasture's  syndrome)、格雷夫斯病(Graves'disease)、格林‑巴利综合征

(Guillain‑Barrésyndrome)、桥本脑病(Hashimoto 'sencephalopathy)、桥本甲状腺炎

(Hashimoto's  thyroiditis)、Henoch‑Schonlein紫癜、妊娠疱疹(又名妊娠期类天疱疮)、

化脓性汗腺炎、Hughes‑Stovin综合征、低丙种球蛋白血症、特发性炎症性脱髓鞘病、特发性

肺纤维化、IgA肾病、包涵体肌炎、慢性炎症性脱髓鞘性多发性神经病、间质性膀胱炎、幼年

型特发性关节炎(又名幼年型类风湿性关节炎)、川崎病(Kawasaki's  disease)、兰伯特‑伊

顿肌无力综合征(Lambert‑Eaton  myasthenic  syndrome)、白细胞分裂性脉管炎、扁平苔

藓、硬化性苔藓、线性IgA病(LAD)、Lou  Gehrig病(又称肌萎缩性侧索硬化症)、类狼疮性肝

炎(又名自身免疫性肝炎)、红斑狼疮、Majeed综合征、梅尼埃病(Ménière's  disease)、显微

镜下多血管炎、混合性结缔组织病、硬斑病、Mucha‑Habermann病、多发性硬化、重症肌无力、

肌炎、视神经脊髓炎(又称Devic病)、神经性肌强直、眼瘢痕类天疱疮、斜视眼阵挛肌阵挛综

合征、奥德甲状腺炎(Ord 'sthyroiditis)、复发性风湿病、PANDAS(链球菌相关的小儿自身

免疫性神经精神病)、副肿瘤性小脑变性、阵发性睡眠性血红蛋白尿症(PNH)、Parry 

Romberg综合征、Parsonage‑Turner综合征、睫状体扁平部炎、寻常型天疱疮、恶性贫血、静

脉周脑脊髓炎、POEMS综合征、结节性多动脉炎、风湿性多肌痛、多肌炎、原发性胆汁性肝硬

化、原发性硬化性胆管炎、进行性炎症性神经病、银屑病、银屑病关节炎、坏疽性脓皮病、单

纯红细胞再生障碍、Rasmussen脑炎、雷诺现象、复发性多软骨炎、莱特尔综合征(Reiter's 

syndrome)、不宁腿综合征、腹膜后纤维化、类风湿性关节炎、风湿热、结节病、施密特综合征

(Schmidt  syndrome)(另一种形式的APS)、Schnitzler综合征、巩膜炎、硬皮病、血清病、舍

格伦综合征( syndrome)、脊柱关节病、僵人综合征、亚急性细菌性心内膜炎

(SBE)、Susac综合征、Sweet综合征、交感性眼炎、高安动脉炎(Takayasu's  arteritis)、颞

动脉炎(又称“巨细胞动脉炎”)、血小板减少症、Tolosa‑Hunt综合征、横贯性脊髓炎、溃疡性

结肠炎、未分化结缔组织病(不同于混合性结缔组织病)、未分化脊柱关节病、荨麻疹性血管

炎、血管炎、白癜风和韦格纳肉芽肿病(Wegener's  granulomatosis)。

[0172] 本文公开的组合物、试剂盒、方法和系统还可用于检测、监测、诊断和/或预测受试

者对植入装置的反应。示例性医疗装置可包括但不限于支架、置换心脏瓣膜、植入式小脑刺

激器、髋关节置换关节、乳房植入物和膝关节植入物。
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[0173] 本文公开的组合物、试剂盒、方法和系统还可用于检测、监测、定量或评价一种或

多种病原体衍生的核酸分子或者由一种或多种病原体引起的一种或多种疾病或病况。示例

性病原体可包括但不限于博德特氏菌属(Bordetella)、疏螺旋体属(Borrelia)、布鲁氏菌

属(Brucella)、弯曲杆菌属(Campylobacter)、衣原体属(Chlamydia)、嗜性衣原体属

(Chlamydophila)、梭菌属(Clostridium)、棒状杆菌属(Corynebacterium)、肠球菌属

(Enterococcus)、埃希氏菌属(Escherichia)、弗朗西丝氏菌属(Francisella)、嗜血菌属

(Haemophilus)、螺杆菌属(Helicobacter)、军团菌属(Legionella)、钩端螺旋体属

(Leptospira)、李斯特氏菌属(Listeria)、分枝杆菌属(Mycobacterium)、枝原体属

(Mycoplasma)、奈瑟氏球菌属(Neisseria)、假单胞菌属(Pseudomonas)、立克次氏体属

(Rickettsia)、沙门氏菌属(Salmonella)、志贺氏菌属(Shigella)、葡萄球菌属

(Staphylococcus)、链球菌属(Streptococcus)、密螺旋体属(Treponema)、弧菌属(Vibrio)

或耶尔森氏菌属(Yersinia)。另外的病原体可包括但不限于结核分枝杆菌(Mycobacterium 

tuberculosis)、链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲杆菌属和沙门氏菌属。

[0174] 由一种或多种病原体引起的疾病或病况可包括结核病、肺炎、食源性疾病、破伤

风、伤寒、白喉、梅毒、麻风病、细菌性阴道病、细菌性脑膜炎、细菌性肺炎、尿道感染、细菌性

胃肠炎和细菌性皮肤感染。细菌性皮肤感染的实例可包括但不限于可由金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus  aureus)或酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)引起的脓疱病；可由

深层表皮的链球菌细菌感染引起的具有淋巴扩散性的丹毒；以及可由正常皮肤菌群或由外

源细菌引起的蜂窝织炎。

[0175] 病原体可以是真菌，诸如假丝酵母属(Candida)、曲霉属(Aspergillus)、隐球酵母

属(Cryptococcus)、组织胞浆菌属(Histoplasma)、肺囊虫属(Pneumocystis)和葡萄穗霉属

(Stachybotrys)。由真菌引起的疾病或病况的实例可包括但不限于股癣、酵母菌感染、癣和

脚癣。

[0176] 病原体可以是病毒。病毒的实例可包括但不限于腺病毒、柯萨奇病毒、EB病毒、肝

炎病毒(例如，甲型、乙型和丙型肝炎)、单纯疱疹病毒(1型和2型)、巨细胞病毒、疱疹病毒、

HIV、流感病毒、麻疹病毒、腮腺炎病毒、乳头瘤病毒、副流感病毒、脊髓灰质炎病毒、呼吸道

合胞病毒、风疹病毒和水痘‑带状疱疹病毒。由病毒引起的疾病或病况的实例可包括但不限

于感冒、流感、肝炎、AIDS、水痘、风疹、流行性腮腺炎、麻疹、疣和脊髓灰质炎。

[0177] 病原体可以是原生动物，诸如棘阿米巴属(例如，A.astronyxis、A.castellanii、

A.culbertsoni、A.hatchetti、A.polyphaga、A.rhysodes、A.healyi、A.divionensis)、小孢

子虫属(Brachiola)(例如，B  connori、B.vesicularum)、隐孢子虫属(Cryptosporidium)

(例如，C .parvum)、环孢子虫属(Cyclospora)(例如，C .cayetanensis)、脑炎微孢子虫属

(Encephalitozoon) (例如，E .cuniculi、E .hellem、E .intestinalis)、内阿米巴属

(Entamoeba)(例如，E.histolytica)、肠孢子虫属(Enterocytozoon)(例如，E.bieneusi)、

贾第鞭毛虫属(Giardia)(例如，G.lamblia)、等孢子球虫属(Isospora)(例如，I.belli)、微

孢子虫属(Microsporidium) (例如，M .africanum、M .ceylonensis)、耐格里虫属

(Naegleria)(例如，N.fowleri)、微粒子虫属(Nosema)(例如，N.algerae、N.ocularum)、匹

里虫 属 (P l e i s t o p h o r a) 、气 管普孢 子虫 属 (T r a c h i p l e i s t o p h o r a) (例如，

T.anthropophthera、T.hominis)和条纹微孢子虫属(Vittaforma)(例如，V.corneae)。
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[0178] 计算机控制系统

[0179] 本公开内容提供了被编程用于实现本公开内容的方法的计算机控制系统。图6示

出了计算机系统601，其被编程或以其他方式配置用于根据本公开内容的方法分析基因型

数据。计算机系统601可以调节本公开内容的基因型分析的各个方面，例如，通过遗传模式

评分的分析，和/或通过关联模式评分的分析。

[0180] 计算机系统601包括中央处理单元(CPU，本文也称为“处理器”和“计算机处理器”)

605，其可以是单核或多核处理器，或者是用于并行处理的多个处理器。计算机系统601还包

括存储器或存储位置610(例如，随机存取存储器、只读存储器、闪速存储器)、电子存储单元

615(例如，硬盘)、用于与一个或多个其他系统通信的通信接口620(例如，网络适配器)，以

及外围设备625，如高速缓存、其他存储器、数据存储和/或电子显示适配器。存储器610、存

储单元615、接口620和外围设备625通过诸如主板的通信总线(实线)与CPU  605通信。存储

单元615可以是用于存储数据的数据存储单元(或数据存储库)。计算机系统601可借助于通

信接口620可操作地耦合到计算机网络(“网络”)630。网络630可以是因特网、内联网和/或

外联网，或者与因特网通信的内联网和/或外联网。在一些情况下，网络630是电信和/或数

据网络。网络630可以包括一个或多个计算机服务器，其能够实现分布式计算，如云计算。在

一些情况下，网络630可借助于计算机系统601实现对等网络，其可以使耦合到计算机系统

601的设备能够充当客户端或服务器。

[0181] CPU  605可以执行可体现在程序或软件中的一系列机器可读指令。指令可以存储

在存储位置如存储器610中。由CPU  605执行的操作的实例可包括读取、解码、执行和回写。

CPU  605可以是被编程用于执行基于特征的基因排序(FROG)、变体遗传模式排序(VIPR)的

方法、确定分离模式、确定遗传模式、确定关联评分以及排列表型、基因型和与本公开内容

的方法相关的任何数据的处理器。

[0182] 存储单元615可存储文件，诸如驱动程序、库和保存的程序。存储单元615可以存储

由用户和记录的会话生成的程序，以及与程序相关的输出。存储单元615可以存储用户数

据，例如，用户偏好和用户程序。在一些情况下，计算机系统601可包括在计算机系统601外

部，诸如位于通过内联网或因特网与计算机系统601通信的远程服务器上的一个或多个附

加数据存储单元。

[0183] 计算机系统601可以通过网络630与一个或多个远程计算机系统通信。例如，计算

机系统601可以与用户(例如，操作者)的远程计算机系统通信。远程计算机系统的实例包括

个人计算机(例如，便携式PC)、平板或平板型PC(例如， iPad、

Galaxy  Tab)、电话机、智能电话 (例如， iPhone、支持Android的设备、

)或个人数字助理。用户可经由网络630访问计算机系统601。

[0184] 如本文所述的方法可以通过存储在计算机系统401的电子存储位置上(例如，在存

储器610或电子存储单元615上)的机器(例如，计算机处理器)可执行代码来实现。机器可执

行代码或机器可读代码可以以软件的形式提供。在使用期间，代码可以由处理器605执行。

在一些情况下，可以从存储单元615检索代码并将其存储在存储器610上以供处理器605迅

速存取。在一些情况下，可排除电子存储单元615，并将机器可执行指令存储在存储器610

中。
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[0185] 可将代码进行预编译并配置以供由具有适合于执行该代码的处理器的机器使用，

或者代码可以在运行时期间编译。代码可以以编程语言提供，可选择该编程语言以使代码

能够以预编译或即时编译的方式执行。

[0186] 本文提供的系统和方法的各方面如计算机系统601可以在编程中得以体现。技术

的各个方面可以被认为是“产品”或“制品”，通常是在一类机器可读介质中执行或体现的机

器(或处理器)可执行代码和/或相关数据的形式。机器可执行代码可存储在电子存储单元

如存储器(例如，只读存储器、随机存取存储器、闪速存储器)或硬盘上。“存储”型介质可包

括计算机、处理器等的有形存储器中的任一种或全部，或其相关模块如各种半导体存储器、

磁带驱动器、磁盘驱动器等，所述“存储”型介质可以在任何时间为软件编程提供非暂时性

存储。软件的全部或部分有时可以通过因特网或各种其他电信网络进行通信。例如，这样的

通信可以使软件从一个计算机或处理器加载到另一个计算机或处理器，例如，从管理服务

器或主计算机加载到应用服务器的计算机平台。因此，可以承载软件元件的另一类型的介

质包括光波、电波和电磁波，如通过本地设备之间的物理接口、经由有线和光学陆线网络以

及经过各种空中链路使用的介质。携带这样的波的物理元件如有线或无线链路、光学链路

等也可以被视为承载软件的介质。如本文所用，除非限于非暂时性有形“存储”介质，否则诸

如计算机或机器“可读介质”等的术语是指参与向处理器提供指令以供执行的任何介质。

[0187] 因此，诸如计算机可执行代码等机器可读介质可采取许多形式，包括但不限于有

形存储介质、载波介质或物理传输介质。非易失性存储介质包括例如光盘或磁盘，诸如任何

计算机等中的任何存储设备等，诸如可用于实现附图中所示的数据库等。易失性存储介质

包括动态存储器，诸如这样的计算机平台的主存储器。有形传输介质包括同轴缆线；铜线和

光纤，其包括构成计算机系统的总线的线。载波传输介质可以采取电信号或电磁信号的形

式，或者声波或光波的形式，如在射频(RF)和红外(IR)数据通信期间产生的那些。因此，计

算机可读介质的常见形式包括例如：软盘、柔性盘、硬盘、磁带、任何其他磁介质、CD‑ROM、

DVD或DVD‑ROM、任何其他光学介质、穿孔卡片纸带、具有孔图案的任何其他物理存储介质、

RAM、ROM、PROM和EPROM、FLASH‑EPROM、任何其他存储芯片或匣盒、传输数据或指令的载波、

传输这样的载波的电缆或链路，或计算机可以从中读取编程代码和/或数据的任何其他介

质。许多这些形式的计算机可读介质可以涉及将一个或多个指令的一个或多个序列携带至

处理器以供执行。

[0188] 计算机系统601可以包括电子显示器或者与电子显示器通信，该电子显示器包括

用户界面(UI)，用于提供例如根据本公开内容的方法的图形和/或数字形式的基因型分析

的显示、曲线图、图表和/或列表，所述方法可包括遗传分析、致病变体发现分析和诊断。UI

的实例包括但不限于图形用户界面(GUI)和基于网络的用户界面。

[0189] 可以显示(例如，在计算机上)通过排列生成的数据。数据可以以数字和/或图形形

式显示。例如，数据可作为列表、作为统计信息(例如，p值、标准偏差)、作为图表(例如，饼

图)、作为曲线图(例如，线图、条形图)、作为直方图、作为映射图、作为热图、作为时间轴、作

为树图、作为流程图、作为统计图、作为气泡图、极区图、作为示意图、作为流动图、作为甘特

图、作为诺兰图、作为史密斯图、作为V形图、作为标绘图、作为箱形图、作为点图、作为概率

图、作为散点图、作为双标图或其任何组合进行显示。

[0190] 受试者
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[0191] 通常，方法用于受试者，优选人。受试者可以是男性或女性。受试者可以是胎儿、婴

儿、儿童、青春期少年、青少年或成人。受试者可以是任何年龄的患者。例如，受试者可以是

小于约10岁的患者。例如，受试者可以是至少约0、5、10、20、30、40、50、60、70、80、90或100岁

的患者。受试者可以在子宫内。通常，受试者是经历治疗方案或者评估其治疗方案(例如，免

疫抑制治疗)的患者或其他个体。然而，在一些情况下，受试者未经历治疗方案。例如，受试

者可以是健康受试者。

[0192] 在一些情况下，受试者可以是哺乳动物或非哺乳动物。优选地，受试者是哺乳动

物，诸如人、非人灵长类动物(例如，猿、猴子、黑猩猩)、猫、狗、兔、山羊、马、牛、猪、啮齿类动

物、小鼠、SCID小鼠、大鼠、豚鼠或绵羊。在一些方法中，这些基因的物种变体或同源物可用

于非人动物模型。物种变体可以是彼此具有最大序列同一性和功能特性相似性的不同物种

中的基因。许多这样的物种变体人基因可列于Swiss‑Prot数据库中。

[0193] 本文公开的方法可用于移植接受者，其是实体器官或实体器官的片段的接受者。

实体器官可以是肺、肾、心、肝、胰腺、大肠、小肠、胆囊、生殖器官或其组合。在一些情况下，

移植接受者可以是组织或细胞的接受者。组织或细胞可以是羊膜、皮肤、骨、血液、骨髓、血

干细胞、血小板、脐带血、角膜、中耳、心脏瓣膜、静脉、软骨、腱、韧带、神经组织、胚胎干(ES)

细胞、诱导多能干细胞(IPSC)、干细胞、成体干细胞、造血干细胞或其组合。

[0194] 应当理解，本文描述的实施例和实施方案仅为了说明性目的，并且本领域技术人

员将对此提出各种修改或改变，并且这些修改和改变将被包括在本申请的精神和权限内以

及所附权利要求的范围内。

[0195] 本发明提供了包括但不限于以下实施方式：

[0196] 1 .一种方法，其包括使样品中的靶分子与检测偶联体接触，其中所述检测偶联体

包含第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中所述第一核酸

的所述靶识别区与所述靶分子的第一区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识别区与所述

靶分子的第二区域结合，并且其中所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二核酸的所述

自身杂交区进行杂交以形成双链核酸标记。

[0197] 2.如实施方式1所述的方法，其中所述双链核酸标记具有至少三个连续碱基对。

[0198] 3.如实施方式1或2所述的方法，其中所述双链核酸标记具有突出端。

[0199] 4.如实施方式1至3中任一项所述的方法，其中所述靶分子是mRNA分子。

[0200] 5.如实施方式1至4中任一项所述的方法，其中所述第一核酸和所述第二核酸是单

链DNA。

[0201] 6.如实施方式1至5中任一项所述的方法，其中所述靶分子的所述第一区域和所述

第二区域被2至15个核苷酸间隔开。

[0202] 7.如实施方式1至6中任一项所述的方法，其进一步包括使用交联剂将所述检测偶

联体固定至所述样品。

[0203] 8.如实施方式1至7中任一项所述的方法，其中所述第一核酸或所述第二核酸具有

游离胺(‑NH2)修饰。

[0204] 9.如实施方式7或8所述的方法，其中固定所述检测偶联体包括使所述检测偶联体

与胺特异性交联剂接触。

[0205] 10.如实施方式3至9中任一项所述的方法，其中所述突出端包含一个核苷酸。
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[0206] 11.如实施方式3至10中任一项所述的方法，其中所述突出端包含多个核苷酸。

[0207] 12.如实施方式11所述的方法，其中所述突出端包含至少5、10、15、20、25或30个核

苷酸。

[0208] 13.如实施方式1至12中任一项所述的方法，其进一步包括使所述双链核酸标记与

DNA连接酶接触。

[0209] 14.如实施方式13所述的方法，其进一步包括使所述双链核酸标记与至少一个检

测标记接触。

[0210] 15.如实施方式14所述的方法，其中所述至少一个检测标记是具有与所述双链核

酸标记的所述突出端互补的突出端的双链核酸。

[0211] 16.如实施方式14所述的方法，其中所述至少一个检测标记是与所述双链核酸标

记的所述突出端互补的单链核酸。

[0212] 17.如实施方式14至16中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包含多

个检测标记。

[0213] 18.如实施方式14或15所述的方法，其中使用所述DNA连接酶将所述双链核酸标记

与所述至少一个检测标记连接。

[0214] 19.如实施方式14至18中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包括至

少5、10、15、20、25或30个检测标记。

[0215] 20.如实施方式14至19中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包含可

切割接头。

[0216] 21 .如实施方式14至20中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包含检

测标签。

[0217] 22.如实施方式21所述的方法，其中所述至少一个检测标记包含多个检测标签。

[0218] 23.如实施方式21或22所述的方法，其中所述检测标签包括量子点。

[0219] 24.如实施方式21或22所述的方法，其中所述检测标签包括荧光团。

[0220] 25.如实施方式24所述的方法，其中所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光素

或花菁。

[0221] 26.如实施方式21至25中任一项所述的方法，其包括检测所述检测标签，从而检测

所述样品中所述靶分子的存在。

[0222] 27.如实施方式1至26中任一项所述的方法，其包括使所述靶分子与多个检测偶联

体接触。

[0223] 28.如实施方式27所述的方法，其中所述多个检测偶联体中的每一个与不同的靶

分子结合。

[0224] 29.如实施方式1至28中任一项所述的方法，其中所述样品是完整的组织样品。

[0225] 30.如实施方式29所述的方法，其包括将所述完整的组织样品包埋到树脂中，使得

所述完整的组织样品可以切成厚度在20至1000nm之间的切片。

[0226] 31 .如实施方式26至30中任一项所述的方法，其包括诊断与所述样品中的所述靶

分子的所述存在相关的病况或疾病。

[0227] 32.一种方法，其包括使样品中的靶分子与检测分子和反义寡聚体接触，其中所述

检测分子包含与所述靶分子结合的至少一个配体，其中所述至少一个配体与单链核酸连
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接，并且其中所述单链核酸与所述反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双链核酸标记。

[0228] 33.如实施方式32所述的方法，其中所述配体是抗体。

[0229] 34.如实施方式32或33所述的方法，其中所述靶分子是蛋白质。

[0230] 35.如实施方式32至34中任一项所述的方法，其中所述突出端包含一个核苷酸。

[0231] 36.如实施方式33至35中任一项所述的方法，其中所述突出端包含多个核苷酸。

[0232] 37.如实施方式33至35中任一项所述的方法，其中所述突出端包含至少5、10、15、

20、25或30个核苷酸。

[0233] 38.如实施方式32至37中任一项所述的方法，其进一步包括使所述双链核酸标记

与DNA连接酶接触。

[0234] 39.如实施方式32至38中任一项所述的方法，其进一步包括使所述双链核酸标记

与至少一个检测标记接触。

[0235] 40.如实施方式39所述的方法，其中所述至少一个检测标记是具有与所述双链核

酸标记的所述突出端互补的突出端的双链核酸。

[0236] 41.如实施方式40所述的方法，其中所述至少一个检测标记是多个检测标记。

[0237] 42.如实施方式40所述的方法，其中所述至少一个检测标记是与所述双链核酸标

记的所述突出端互补的单链核酸。

[0238] 43.如实施方式41至42中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包括多

个检测标记。

[0239] 44.如实施方式39至43中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包括至

少5、10、15、20、25或30个检测标记。

[0240] 45.如实施方式32至44中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包含可

切割接头。

[0241] 46.如实施方式32至44中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记不包含

可切割接头。

[0242] 47.如实施方式32至46中任一项所述的方法，其中所述至少一个检测标记包含检

测标签。

[0243] 48.如实施方式47所述的方法，其中所述检测标签包括荧光团。

[0244] 49.如实施方式48所述的方法，其中所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光素

或花菁。

[0245] 50.如实施方式47至49中任一项所述的方法，其包括检测所述检测标签，从而检测

所述样品中所述靶分子的存在。

[0246] 51 .如实施方式32至50中任一项所述的方法，其包括使所述样品与多个检测分子

接触。

[0247] 52.如实施方式51所述的方法，其中所述多个检测分子中的每一个与不同的靶分

子结合。

[0248] 53.如实施方式32至52中任一项所述的方法，其中所述样品是完整的组织样品。

[0249] 54.如实施方式53所述的方法，其包括将所述完整的组织样品包埋到树脂中，使得

所述完整的组织样品可以切成厚度在20至1000nm之间的切片。

[0250] 55.如实施方式29或53所述的方法，其中所述完整的组织样品是骨髓组织样品、胃
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肠道组织样品、肺组织样品、肝组织样品、前列腺组织样品、神经系统组织样品、泌尿生殖系

统组织样品、脑组织样品、乳腺组织样品、肌肉组织样品或皮肤组织样品。

[0251] 56.如实施方式26或50所述的方法，其包括诊断与所述样品中的所述靶分子的所

述存在相关的病况或疾病。

[0252] 57.如实施方式56所述的方法，其中所述病况或疾病是肾病、感染性疾病、代谢疾

病、癌前病况、癌性病况或脑病症。

[0253] 58.一种组合物，其包含：检测偶联体，其中所述检测偶联体包含第一核酸和第二

核酸，其中每个核酸具有靶识别区和自身杂交区，其中所述第一核酸的所述靶识别区与靶

分子的所述区域结合，其中所述第二核酸的所述靶识别区与所述靶分子的第二区结合，并

且其中所述第一核酸的所述自身杂交区和所述第二核酸的所述自身杂交区进行杂交以形

成双链核酸标记。

[0254] 59.如实施方式58所述的组合物，其中所述双链核酸标记具有至少三个连续碱基

对。

[0255] 60.如实施方式58或59所述的组合物，其中所述双链核酸标记具有突出端。

[0256] 61.如实施方式60所述的组合物，其中所述突出端包含一个核苷酸。

[0257] 62.如实施方式60所述的组合物，其中所述突出端包含多个核苷酸。

[0258] 63.如实施方式60所述的组合物，其中所述突出端包含至少5、10、15、20、25或30个

核苷酸。

[0259] 64.如实施方式58至63中任一项所述的组合物，其中所述靶分子是mRNA分子。

[0260] 65.如实施方式58至64中任一项所述的组合物，其中所述第一核酸和所述第二核

酸是单链DNA。

[0261] 66.如实施方式58至65中任一项所述的组合物，其中所述第一核酸或所述第二核

酸中的每一个具有游离胺(‑NH2)修饰。

[0262] 67.如实施方式58至66中任一项所述的组合物，其进一步包含DNA连接酶。

[0263] 68.如实施方式58至67中任一项所述的组合物，其进一步包含至少一个检测标记。

[0264] 69.如实施方式68所述的组合物，其中所述至少一个检测标记是具有与所述双链

核酸标记的所述突出端互补的突出端的双链核酸。

[0265] 70.如实施方式68所述的组合物，其中所述至少一个检测标记是与所述双链核酸

标记的所述突出端互补的单链核酸。

[0266] 71 .如实施方式68或70中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包括

多个检测标记。

[0267] 72.如实施方式69或70所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包括至少5、10、

15、20、25或30个检测标记。

[0268] 73.如实施方式68至72中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含

可切割接头。

[0269] 74.如实施方式68至73中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含

检测标签。

[0270] 75.如实施方式74所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含多个检测标签。

[0271] 76.如实施方式74或75所述的组合物，其中所述检测标签包括量子点。
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[0272] 77.如实施方式74或75所述的组合物，其中所述检测标签包括荧光团。

[0273] 78.如实施方式77所述的组合物，其中所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光

素或花菁。

[0274] 79.一种组合物，其包含：检测分子和反义寡聚体，其中所述检测分子包含与靶分

子结合的至少一个配体，其中所述至少一个配体与单链核酸连接，并且其中所述单链核酸

与所述反义寡聚体杂交以形成具有突出端的双链核酸标记。

[0275] 80.如实施方式79所述的组合物，其中所述配体是抗体。

[0276] 81.如实施方式79或80所述的组合物，其中所述靶分子是蛋白质。

[0277] 82.如实施方式79至81中任一项所述的组合物，其中所述突出端包含一个核苷酸。

[0278] 83.如实施方式79至81中任一项所述的组合物，其中所述突出端包含多个核苷酸。

[0279] 84 .如实施方式79至81中任一项所述的组合物，其中所述突出端包含至少5、10、

15、20、25或30个核苷酸。

[0280] 85.如实施方式79至84中任一项所述的组合物，其进一步包含DNA连接酶。

[0281] 86.如实施方式79至85中任一项所述的组合物，其进一步包含至少一个检测标记。

[0282] 87.如实施方式86所述的组合物，其中所述至少一个检测标记是具有与所述双链

核酸标记的所述突出端互补的突出端的双链核酸。

[0283] 88.如实施方式86所述的组合物，其中所述至少一个检测标记是与所述双链核酸

标记的所述突出端互补的单链核酸。

[0284] 89.如实施方式86至88中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包括

多个检测标记。

[0285] 90.如实施方式86至89中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包括

至少5、10、15、20、25或30个检测标记。

[0286] 91 .如实施方式86至90中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含

可切割接头。

[0287] 92.如实施方式86至90中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记不包

含可切割接头。

[0288] 93.如实施方式86至92中任一项所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含

检测标签。

[0289] 94.如实施方式93所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含多个检测标签。

[0290] 95.如实施方式93或94所述的组合物，其中所述检测标签包括量子点。

[0291] 96.如实施方式93或94所述的组合物，其中所述检测标签包括荧光团。

[0292] 97.如实施方式96所述的组合物，其中所述荧光团包括香豆素、罗丹明、呫吨、荧光

素或花菁。

[0293] 98.如实施方式79至97中任一项所述的组合物，其包含多个检测分子。

[0294] 99.如实施方式98所述的组合物，其中所述多个检测分子中的每一个与不同的靶

分子结合。

[0295] 100.一种用于实施方式1‑31中任一项所述的方法的试剂盒，所述试剂盒包含：检

测偶联体，其中所述检测偶联体包含第一核酸和第二核酸，其中每个核酸具有靶识别区和

自身杂交区，其中所述第一核酸的所述靶识别区与靶分子的第一区域结合，其中所述第二
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核酸的所述靶识别区与所述靶分子的第二区域结合，并且其中所述第一核酸的所述自身杂

交区和所述第二核酸的所述自身杂交区进行杂交以形成双链核酸标记；以及用于当使所述

检测偶联体与所述靶分子接触时使用的第一试剂。

[0296] 101.如实施方式100所述的试剂盒，其中所述双链核酸标记具有突出端。

[0297] 102.一种用于实施方式32‑57中任一项所述的方法的试剂盒，所述试剂盒包含：检

测分子和反义寡聚体，其中所述检测分子包含与靶分子结合的至少一个配体，其中所述至

少一个配体与单链核酸连接，并且其中所述单链核酸与所述反义寡聚体杂交以形成具有突

出端的双链核酸标记；以及由于当使所述检测偶联体与所述靶分子接触时使用的第一试

剂。

[0298] 103.如实施方式100至102中任一项所述的试剂盒，其进一步包含用于检测所述靶

分子的第二试剂。

[0299] 104.如实施方式1或32所述的方法，其中所述靶分子包括基因编辑测定中的组分。

[0300] 105.如实施方式104所述的方法，其中所述基因编辑测定是CRISPR测定。

[0301] 106.如实施方式104或105所述的方法，其中所述组分包括Cas核酸酶、靶DNA、靶向

DNA的RNA、反式激活crRNA(tracrRNA)、供体修复模板或其任何组合。

[0302] 107.如实施方式106所述的方法，其中所述组分包括Cas9核酸酶。

[0303] 108.如实施方式104所述的方法，其中所述基因编辑测定是NgAgo测定。

[0304] 109.如实施方式1或32所述的方法，其中所述靶分子是细胞分子。

[0305] 110.如实施方式1或32所述的方法，其中所述靶分子是细胞表面分子。

[0306] 111.如实施方式109或110所述的方法，其中所述靶分子是碳水化合物、脂质、蛋白

质或核酸。

[0307] 112.如实施方式111所述的方法，其中所述靶分子包括蛋白质。

[0308] 113.如实施方式112所述的方法，其中所述蛋白质包括细胞骨架蛋白、细胞外基质

蛋白、血浆蛋白、凝血因子、急性期蛋白、血红素蛋白、细胞粘附、跨膜转运蛋白、离子通道、

同向转运/反向转运蛋白、激素、生长因子、受体、DNA结合蛋白、RNA结合蛋白、转录调节蛋

白、免疫系统蛋白、营养储存或转运蛋白、伴侣蛋白、酶或其任何组合。

[0309] 114.如实施方式111所述的方法，其中所述靶分子包括核酸。

[0310] 115.如实施方式114所述的方法，其中所述核酸包括mRNA、tRNA、rRNA、snRNA、非编

码RNA分子或其任何组合。

[0311] 116.如实施方式58或79所述的组合物，其中所述靶分子包括基因编辑测定中的组

分。

[0312] 117.如实施方式116所述的组合物，其中所述基因编辑测定是CRISPR测定。

[0313] 118.如实施方式116或117所述的组合物，其中所述组分包括Cas核酸酶、靶DNA、靶

向DNA的RNA、反式激活crRNA(tracrRNA)、供体修复模板或其任何组合。

[0314] 119.如实施方式118所述的组合物，其中所述组分包括Cas9核酸酶。

[0315] 120.如实施方式116所述的组合物，其中所述基因编辑测定是NgAgo测定。

[0316] 121.如实施方式58或79所述的组合物，其中所述靶分子是细胞分子。

[0317] 122.如实施方式58或79所述的组合物，其中所述靶分子是细胞表面分子。

[0318] 123.如实施方式121或122所述的组合物，其中所述靶分子是碳水化合物、脂质、蛋
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白质或核酸。

[0319] 124.如实施方式123所述的组合物，其中所述靶分子包括蛋白质。

[0320] 125.如实施方式124所述的组合物，其中所述蛋白质包括细胞骨架蛋白、细胞外基

质蛋白、血浆蛋白、凝血因子、急性期蛋白、血红素蛋白、细胞粘附、跨膜转运蛋白、离子通

道、同向转运/反向转运蛋白、激素、生长因子、受体、DNA结合蛋白、RNA结合蛋白、转录调节

蛋白、免疫系统蛋白、营养储存或转运蛋白、伴侣蛋白、酶或其任何组合。

[0321] 126.如实施方式123所述的组合物，其中所述靶分子包括核酸。

[0322] 127.如实施方式126所述的组合物，其中所述核酸包括mRNA、tRNA、rRNA、snRNA、非

编码RNA分子或其任何组合。

[0323] 128.如实施方式100或102所述的试剂盒，其中所述靶分子包括基因编辑测定中的

组分。

[0324] 129.如实施方式128所述的试剂盒，其中所述基因编辑测定是CRISPR测定。

[0325] 130.如实施方式128或129所述的试剂盒，其中所述组分包括Cas核酸酶、靶DNA、靶

向DNA的RNA、反式激活crRNA(tracrRNA)、供体修复模板或其任何组合。

[0326] 131.如实施方式130所述的试剂盒，其中所述组分包括Cas9核酸酶。

[0327] 132.如实施方式128所述的试剂盒，其中所述基因编辑测定是NgAgo测定。

[0328] 133.如实施方式100或102所述的试剂盒，其中所述靶分子是细胞分子。

[0329] 134.如实施方式100或102所述的试剂盒，其中所述靶分子是细胞表面分子。

[0330] 135.如实施方式133或134所述的试剂盒，其中所述靶分子是碳水化合物、脂质、蛋

白质或核酸。

[0331] 136.如实施方式135所述的试剂盒，其中所述靶分子包括蛋白质。

[0332] 137.如实施方式136所述的试剂盒，其中所述蛋白质包括细胞骨架蛋白、细胞外基

质蛋白、血浆蛋白、凝血因子、急性期蛋白、血红素蛋白、细胞粘附、跨膜转运蛋白、离子通

道、同向转运/反向转运蛋白、激素、生长因子、受体、DNA结合蛋白、RNA结合蛋白、转录调节

蛋白、免疫系统蛋白、营养储存或转运蛋白、伴侣蛋白、酶或其任何组合。

[0333] 138.如实施方式135所述的试剂盒，其中所述靶分子包括核酸。

[0334] 139.如实施方式138所述的试剂盒，其中所述核酸包括mRNA、tRNA、rRNA、snRNA、非

编码RNA分子或其任何组合。

[0335] 140.如实施方式1‑31中任一项所述的方法，其进一步包括使所述双链核酸标记与

第三核酸接触，其中所述第三核酸包含与所述第一核酸的序列、所述第二核酸的序列或两

者互补的序列。

[0336] 141.如实施方式140所述的方法，其中所述第三核酸与所述第一核酸的所述序列、

所述第二核酸的所述序列或两者结合。

[0337] 142.如实施方式141所述的方法，其中所述第三核酸与所述第一核酸的所述序列

和所述第二核酸的所述序列结合，从而产生三路分支。

[0338] 143.如实施方式142所述的方法，其中所述三路分支包含至少两个突出端。

[0339] 144.如实施方式140所述的方法，其进一步包括使所述第三核酸与第四核酸接触，

其中所述第四核酸包含与所述第一核酸的序列、所述第二核酸的序列、所述第三核酸的序

列或其任何组合互补的序列。
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[0340] 145.如实施方式144所述的方法，其中所述第四核酸与所述第三核酸的所述序列

和所述第一或第二核酸的所述序列结合，从而产生四路分支。

[0341] 146.如实施方式145所述的方法，其中所述四路分支包含至少三个突出端。

[0342] 147.如实施方式143或146所述的方法，其中所述突出端中的至少两个包含相同序

列或独特序列。

[0343] 148.如实施方式143或146所述的方法，其中所述突出端中的至少两个包含互补序

列。

[0344] 149.如实施方式140‑148中任一项所述的方法，其进一步包括使所述突出端中的

至少一个与检测标记接触。

[0345] 150.如实施方式149所述的方法，其中所述检测标记包含三路分支或四路分支。

[0346] 151 .如实施方式149所述的方法，其中所述检测标记包含与所述突出端中的所述

至少一个互补的突出端。

[0347] 152.如实施方式149‑151中任一项所述的方法，其中所述检测标记通过直接杂交、

酶促连接或化学连接与所述突出端中的所述至少一个连接。

[0348] 153.如实施方式58‑78中任一项所述的组合物，其进一步包含第三核酸，其中所述

第三核酸包含与所述第一核酸的序列、所述第二核酸的序列或两者互补的序列。

[0349] 154.如实施方式153所述的组合物，其中所述第三核酸与所述第一核酸的所述序

列和所述第二核酸的所述序列结合，从而产生三路分支。

[0350] 155.如实施方式154所述的组合物，其中所述三路分支包含至少两个突出端。

[0351] 156.如实施方式155所述的组合物，其进一步包含第四核酸，其中所述第四核酸包

含与所述第一核酸的序列、所述第二核酸的序列、所述第三核酸的序列或其任何组合互补

的序列。

[0352] 157.如实施方式156所述的组合物，其中所述第四核酸与所述第三核酸的所述序

列和所述第一或第二核酸的所述序列结合，从而产生四路分支。

[0353] 158.如实施方式157所述的组合物，其中所述四路分支包含至少三个突出端。

[0354] 159.如实施方式155或158所述的组合物，其中所述突出端中的至少两个包含相同

序列或独特序列。

[0355] 160.如实施方式155或158所述的组合物，其中所述突出端中的至少两个包含互补

序列。

[0356] 161.如实施方式153‑160中任一项所述的组合物，其进一步包含检测标记。

[0357] 162.如实施方式161所述的组合物，其中所述检测标记包含三路分支或四路分支。

[0358] 163.如实施方式162所述的组合物，其中所述检测标记包含与所述突出端中的所

述至少一个互补的突出端。

[0359] 164.如实施方式32‑57中任一项所述的方法，其进一步包括使所述双链核酸标记

与检测标记接触。

[0360] 165.如实施方式164所述的方法，其中所述检测标记包含三路分支或四路分支。

[0361] 166.如实施方式165所述的方法，其中所述检测标记包含与所述双链核酸标记的

所述突出端互补的突出端。

[0362] 167.如实施方式164‑166中任一项所述的方法，其中所述检测标记通过直接杂交、
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酶促连接或化学连接与所述双链核酸标记的所述突出端连接。

[0363] 168.如实施方式164‑167中任一项所述的方法，其进一步包括使所述检测标记与

第二检测标记接触。

[0364] 169.如实施方式168所述的方法，其中所述第二检测标记包含三路分支或四路分

支。

[0365] 170.如实施方式169所述的方法，其中所述第二检测标记包含与所述检测标记的

所述突出端互补的突出端。

[0366] 171.如实施方式86所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含与所述双链核

酸标记的所述突出端互补的突出端。

[0367] 172.如实施方式171所述的组合物，其中所述至少一个检测标记包含三路分支或

四路分支。

[0368] 173.如实施方式171或172所述的组合物，其中所述至少一个检测标记通过直接杂

交、酶促连接或化学连接与所述双链核酸标记的所述突出端连接。

[0369] 174.如实施方式171‑173中任一项所述的组合物，其进一步包含第二检测标记。

[0370] 175.如实施方式174所述的组合物，其中所述第二检测标记包含与所述至少一个

检测标记的所述突出端互补的突出端。

[0371] 176.如实施方式175所述的组合物，其中所述第二检测标记包含三路分支或四路

分支。

[0372] 177.如实施方式100‑103和128‑139中任一项所述的试剂盒，其包含前述实施方式

中任一项所述的组合物。

[0373] 实施例

[0374] 应当理解，本文描述的实施例和实施方案仅为了说明性目的，并且本领域技术人

员将对此提出各种修改或改变，并且这些修改和改变将被包括在本申请的精神和权限内以

及所附权利要求的范围内。

[0375] 实施例中使用的试剂是可商购的，或者可使用本领域已知的可商购的仪器、方法

或试剂进行制备。前述实施例说明了本发明的各个方面和本发明方法的实践。实施例不旨

在提供本发明的许多不同实施方案的详尽描述。因此，尽管为了清楚理解的目的已经通过

说明和实例相当详细地描述了前述发明，但是本领域普通技术人员将容易地认识到，在不

脱离所附权利要求的精神和范围的情况下可以对其进行许多修改或改变。

[0376] 实施例1.组织制备

[0377] 通常使用在Micheva ,K.D.、O’Rourke ,N.、Busse,B.和Smith,S.J .(2010) .Array 

Tomography:Rodent  Brain  Fixation  and  Embedding.Cold  Spring  Harbor  Protocols,

2010(11)中概述的组织制备方法(通过调整和优化组织类型和组织从其获得的生物体的差

异)。

[0378] 如下解剖并固定小鼠脑：

[0379] 设置解剖工具并制备PBS和过滤的固定剂，使之准备流动，没有气泡。将2％戊二醛

和2％解聚的多聚甲醛溶解在0.1M磷酸盐缓冲液中，pH在6.8和7.2之间。

[0380] 将啮齿类动物麻醉而不杀死，暴露心脏，切开右心房，将套管插入左心室。使用钝

的缩短至约1cm的～20G针。在一些情况下，对于主动脉不脆弱或不容易被破坏的生物体，向
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主动脉插管是最佳的。然后通过使用重力流动允许固定剂流动约10分钟；或者在一些情况

下使用灌注泵。然后用至多5ml的PBS灌注。

[0381] 随后将约5cc的肝素化盐水放入管中，以帮助冲洗血液。使用固定剂的灌注进行10

分钟。在固定20分钟以内移取脑。将整个脑在相同的固定剂中在冰箱中后固定过夜。在0.1M

磷酸盐缓冲液中冲洗2次后，将组织在4℃下储存多达一周。

[0382] 在某些情况下，分析厚组织切片，对于树脂包埋的组织为约200nm‑1μm。值得注意

的是，厚切片允许每单位时间对更大的体积成像。成像可以在高放大倍数下或用相对较低

放大倍数的物镜(10‑20x)进行。例如，在分析活检的组织如肿瘤时，可以优选在较低放大倍

数下进行厚切片的分析。较低的放大倍数允许用亚细胞分辨率分析大的组织区域。

[0383] 在一些情况下，组织不进行脱水和树脂包埋，而是将如下所述的标记方法应用于

已被确认用于固定的水合组织的染色的抗体。

[0384] 在一些情况下，使用切片收集器自动收集在超薄切片机上产生的带并将它们放置

在涂覆的精密盖玻片的预定区域上，该盖玻片的大小范围为显微镜载玻片到微量滴定板。

[0385] 实施例2.连接扩增的多重化检测抗原(LAMDA)

[0386] 试剂：

[0387] 1.DNA缀合的抗体

[0388] 2.具有粘性突出端(例如，GGG)的反义检测寡聚体

[0389] 3.具有5’磷酸、内部荧光团(例如，Alexa  594)和末端粘性末端(例如，5’CCC和3’

GGG)的双链寡聚体(DSO)

[0390] 4.T4  DNA连接酶——具有PEG的连接酶溶液

[0391] 5.限制性内切核酸酶——用于去除荧光团。设计DSO使得独特的内切核酸酶可以

去除特定颜色(例如，CCCGGG＝SMA1)。使用在室温下具有100％活性的内切核酸酶(例如，

SMA1、BamH1和Sac1)

[0392] 6.Tris缓冲液——含有0.1％吐温和50mM甘氨酸的0.05MTris——在不含核酸酶

的水中制备，然后高压灭菌

[0393] 7.Roche封闭试剂，用于核酸杂交和检测(Sigma  11096176001)——10％(w/v)储

存液[10x]

[0394] 8.戊二醛

[0395] 9.硼氢化钠

[0396] 10.不含核酸酶的水

[0397] 程序：

[0398] 1.预封闭——将组织在1％(w/v)[1x]封闭试剂中的Tris缓冲液中放置1min。

[0399] 2.抗体染色——将DNA‑抗体在1％(w/v)[1x]封闭试剂中的Tris缓冲液中稀释过

夜。以抗体对抗体为基础确定抗体浓度。

[0400] 3.初次洗涤——在Tris缓冲液中洗涤组织，每次洗涤1min，进行3次。最后用不含

核酸酶的水洗涤1次(不需要温育)。如果使用>3种DNA‑抗体，即预期进行多轮检测，则用水

中的1％戊二醛固定1min。用水洗涤1min，然后用Tris(不含吐温和甘氨酸)中的1％硼氢化

钠将组织处理1min(以去除自身荧光)。用水洗涤1min。

[0401] 4.DNA杂交(所有步骤在室温下进行)——将反义检测寡聚体在连接酶缓冲液中稀
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释至终浓度为100nM。将连接酶缓冲液置于组织上。同时，在与组织上的检测寡聚体溶液的

体积相同的连接酶缓冲液中制备2x浓度的200nM  DSO。

[0402] 5.连接反应——每20ul具有组织寡聚体混合物的溶液放置1ulT4  DNA连接酶，然

后添加DSO连接酶缓冲液混合物并混合。

[0403] 使其维持5min。

[0404] 6.第二次洗涤——用不含核酸酶的水洗涤组织，然后用Tris缓冲液洗涤3次，每次

1min。

[0405] 7.安装和成像——再次用水洗涤，然后将样品安装并成像。

[0406] 8.洗涤和脱色——用不含核酸酶的水洗涤，将消化缓冲液中的限制性内切核酸酶

放置在组织上并温育5min。然后用水洗涤。

[0407] 9.复染——如果还有其他DNA‑抗体待成像，重新开始DNA杂交。

[0408] 可切割接头

[0409] 1.在磷酸盐缓冲液中的2％肼中切割：30‑120min，RT:Dde。

[0410] 2.在10mM高碘酸钠(NaIO4)磷酸盐缓冲液中切割：20min，RT，黑暗；二醇。

[0411] 3.在50mM连二亚硫酸钠(Na2S2O4)中切割；重氮基。

[0412] 实施例3.使用磷酸酶和超声处理DNA封闭物的连接扩增

[0413] 在本实施例中使用与实施例1和2中所述的类似的试剂和方案。

[0414] 如图7A至图7J所示，用磷酸酶和超声处理DNA封闭物进行的连接扩增改善了信噪

比。图7A示出了来自10个(70nm)切片的DNA标记的乙酰化微管蛋白的最大投影。图7A示出了

经由连接寡聚化可视化的DNA标记的第一抗体。图7B示出了在相同组织切片中通过传统的

荧光第二抗体可视化的相同DNA‑第一抗体。图7C示出了在与图7A和图7B相同的组织中用荧

光标记的反义寡聚体可视化的DNA标记的第一抗体。图7D‑图7F示出了图7A‑图7C的特写视

图(由黄色框突出显示)。图7D中的白色箭头示出了细胞核的脱靶连接可视化的点，其在图

7E中不存在(白色箭头)。图7F示出了同样引起脱靶信号的反义检测，尽管细胞核具有较少

的标记。图7G‑图7I示出在不同组织中，DNA标记的突触蛋白抗体在磷酸酶和超声处理DNA封

闭物之后可视化。图7G示出了细胞核标记的显著减少，使得脱靶标记(白色箭头)与第二抗

体检测图7H(白色箭头)处于同等水平。图7I示出，超声处理DNA封闭物还改善了反义检测噪

声。图7J示出了每种方法在对数刻度下的叠加的强度直方图。

[0415] 实施例4.使用DNA缀合抗体的深度多重化

[0416] 在本实施例中使用与实施例1和2中所述的类似的试剂和方案。

[0417] 图8示出了包含27个皮质切片的投影的组。使用荧光标记的DNA寡聚体检测所有标

记(DNA)的蛋白质。首先使用第二抗体检测GluR1(兔)和NR1(小鼠)，该第一抗体已被施加至

组织并用戊二醛固定。同时温育所有其他抗体，然后使用戊二醛固定到组织。使用合适的物

种间特异性抗体检测VGluT1(豚鼠)和MBP(鸡)。每种抗体单独地在密集标记条件下呈现相

似的模式。小鼠和兔抗体的最终应用显示该组中所有抗体对组织的密集标记。

[0418] 实施例5.靶向9种抗体的深度多重化

[0419] 在本实施例中使用与实施例1和2中所述的类似的试剂和方案。

[0420] 本实施例(在图9中示出)证明使用9种抗体同时靶向相同结构(皮质突触)不影响

抗体标记并且不破坏突触周围的紧密蛋白质检测。这9种抗体是：2种突触前支架蛋白
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(Bassoon、突触蛋白)、3种突触前小泡蛋白(突触小泡蛋白质2、突触小泡蛋白、小泡谷氨酸

转运蛋白1)、2种突触后支架蛋白(Homer、突触后密度蛋白95)和2种突触后受体蛋白(谷氨

酸受体1、NMDA受体1)。

[0421] 限定突触前和突触后结构的蛋白质标志物在密集条件下(9种同时靶向相同的结

构)如同作为单个标记一样进行标记。此外，使用我们当前的方法获得这18种蛋白质通道数

据借助多重成像会话仅需要一天，而使用传统阵列断层成像方法(Micheva等人)将花费一

周。

[0422] 实施例6.使用标签测序快速检测多重化抗原

[0423] 在本实施例中使用与实施例1和2中所述的类似的试剂和方案。

[0424] 在一些情况下，采用通过杂交的标签测序。这是直接测序的变体，其使用由4个约

15聚体的单元组成的约60个碱基对(bp)的标签。使用该方法，独特组合的数目是4n，或者对

于n＝4是256。为了检测例如组织样品中的100种蛋白质，100种抗体中的每一种在每个位置

具有由4个独特的15聚体(对应于A、T、C或G)组成的标签，总共需要16种独特的寡聚体。“测

序”可以从任一端开始。所需要的就是当对位置m测序时，引入与位置m的标签寡聚体互补的

4个寡聚体。例如，引入并读出与标签远端上的4个独特序列互补的寡聚体，其各自用可辨别

的荧光团标记；然后通过切割接头或通过酶促切割dsDNA以释放荧光团来去除荧光团。后一

种方法需要从远端进行测序。因为这种标签测序方法允许在各轮中使用各自的荧光团，所

以独特标签的数目的公式是pn(p＝荧光通道数目，n＝读取数目)(以上我们假设p＝4，如图

10中所示)。

[0425] 例如在图10A‑图10D中，示出了使用标签测序快速检测多重化抗原的实例。图10A‑

图10C示出了顺序检测寡聚体模块，然后通过限制性内切核酸酶切割去除荧光标记的寡聚

体。图10D示出使用在成像循环中产生的颜色组合，重建每种抗原的最终图像。独特抗原的

潜在数目是pn(p＝荧光通道的数目，例如，独特的检测寡聚体；n＝模块的数目)。在图10中，

有3个模块和3个荧光通道，因此33＝27个潜在抗原。通过增加模块数目或荧光通道数目，我

们可以在短时间内容易地对数百种抗原成像，例如，4个模块组和4个荧光通道＝256种潜在

抗原。

[0426] 通过杂交的标签“测序”与QD标记的寡聚体一起效果良好。使用QD允许将p从4增加

至6或更多。假设p＝6，并且n＝3，可以仅使用6x3＝18种独特的寡聚体和3个读取来独特地

标记216种抗体。使用QD可以实现合理的高速STORM样成像。已经证明，可以利用量子点闪烁

来获得在平面中具有～15nm的三维超分辨成像。此外，量子点不需要光活化，耐光漂白，并

且需要单色进行激发。

[0427] 实施例7.单个抗体的多轮测序

[0428] 在本实施例中使用与实施例1和2中所述的类似的试剂和方案。

[0429] 使用实施例6中的方法生成具有长DNA标签的抗体，通过顺序读取进行成像，并获

得单个标签之间良好的读取间一致性。合并图像允许我们唯一地鉴定单个抗原(在图11A‑

图11E中示出)。

[0430] 图11A示出了围绕GFP标记的神经元的突触蛋白标记。使用GFP标记的扩张形式作

为掩模将围绕GFP树状突和细胞体的突触蛋白标记在计算上突出显示，以从总体积中提取

突触蛋白点。图11B示出了使用荧光DNA寡聚体对突触蛋白进行的通道一检测。使用与基准
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相同的突触蛋白染色的第二抗体检测，确定使用DNA检测到111970个第二抗体标记的突触

蛋白点中的103761个(或7.3％假阴性率)。还存在3.9％的假阳性率，其中DNA标记的点不对

应于第二抗体标记的斑点(在图11D中示出)。图11C示出了使用荧光DNA寡聚体对突触蛋白

进行的通道二检测。与第二抗体(在图11D中示出)相比，通道二的假阴性率为9.5％，假阳性

率为3.5％。与通道一相比，通道二的假阴性率为5％，假阳性率为2.4％。图11E示出了所有

三个通道的合成。

[0431] 本实施例证明即使没有一一对应的DNA抗体缀合和超分辨成像，“标签测序”也确

实是可能的，并且该方法可用于对高度多重化的抗原进行成像，而不使用困难和低效的化

学过程或复杂的成像方法。实施例8.使用DNA缀合抗体对肿瘤组织的厚石蜡切片中的抗原

进行可视化

[0432] 在本实施例中使用与实施例1和2中所述的类似的试剂和方案。

[0433] 本实施例证明，本文公开的方法可用于超过薄(50‑100nm)树脂包埋的组织的范

围。本实施例中的样品在较厚的石蜡包埋的组织切片(5‑20um)(例如，福尔马林固定石蜡包

埋的(FFPE)组织)上获得，其通常用于癌症研究和诊断应用。使用抗乙酰化微管蛋白的抗

体，证明了检测方法显示细胞分化的正常脑组织中乙酰化微管蛋白的密度，而分化程度较

低的癌细胞不表达这种稳定形式的微管蛋白。

[0434] 如图12A‑图12E中所示，所有样品均在10um石蜡切片上获得。图12A示出了使用DNA

缀合的抗ac微管蛋白抗体可视化的乙酰化微管蛋白。在磷酸酶和超声处理DNA封闭后使用

连接扩增进行检测。图12B示出了在内切核酸酶溶液中处理30分钟去除乙酰化微管蛋白信

号后的相同切片。残留的荧光由于血管自发荧光和较长的暴露时间而产生。图12C示出，使

用第二抗体复染相同的组织。图12D示出了来自图12A和图12C的黄色框中的乙酰化微管蛋

白结构的特写视图。图12E示出了具有神经胶质瘤的皮质组织中的乙酰化微管蛋白染色。轴

突的强染色追踪稳定的乙酰化微管蛋白最密集的位置，而未分化的肿瘤不表达这种稳定形

式的微管蛋白。

[0435] 实施例9.用于档案成像的DNA‑抗体

[0436] DNA的稳定性(例如，半衰期为500年)和DNA在即使长时间的脱水后保持其功能特

性的能力使得DNA缀合的抗体成为免疫组织化学(IHC)检测的理想档案试剂。在该实施方案

中，DNA缀合的抗体设计有末端限制性位点，其在消化和去除连接的荧光检测寡核苷酸后恢

复其原始序列，从而使其为将来的档案检测做好准备。抗体缀合的DNA末端(…GGG[半SMA1

位点])在连接检测后可以生成完整的SMA1位点(…GGGccc…)(图14A)。在成像和SMA1(…

GGG  x  ccc…)切割后，抗体缀合的DNA链恢复到具有末端(…GGG)的原始序列(图14B‑图

14D)。与抗体附接的DNA可以是双链的。DNA缀合的抗体可以以双链形式存档。在另一个实施

方案中，DNA缀合的抗体可以以单链形式存档。双链DNA可能比单链DNA更稳定。当存档的DNA

缀合的抗体是双链形式时，可以在档案检索时在连接检测开始成像之前去除反义链。反义

链的去除可以在储存之前发生。可以经由变性(化学或热)、切口酶促进的变性(其中切口酶

使反义物成为较短的片段从而降低解链温度)或RNA反义(其中RNA酶可以选择性地去除双

链体的RNA部分)来实现反义链的去除(图14E)。在去除反义物后，染色组织可恢复到原始抗

体染色状态，从而准备进行新鲜荧光检测(图14F)。

[0437] 实施例10.通过分支寡聚化的信号扩增
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[0438] 图15A‑图15F提供了通过使用分支标记的核酸进行信号扩增来对生物样品中的核

酸和蛋白质结合试剂进行改善检测的实例。

[0439] 图15A示出，通过本文所述的方法检测样品中的靶分子(例如，靶标)。靶分子可以

是蛋白质、RNA、DNA或者通过扩增过程检测的其他分子或结构。靶标与包含能够结合靶分子

的配体的检测分子接触。配体与一个或多个单链核酸(例如，标签)连接。该标签可以是DNA、

RNA、DNA或RNA的非天然衍生物，或者可以像DNA或RNA一样碱基配对的合成碱基。标签被包

含互补区和突出端区的反义寡聚体(例如，探针)识别。标签的互补区可以与标签上的互补

区杂交。探针可以形成具有突出端的双链核酸。突出端区可以允许经由碱基配对来对接检

测标记(例如，图15A中的标记检测物)。可以经由连接寡聚化或模板化(杂交)寡聚化添加一

种或多种检测标记。探针可以是任何长度，例如，短于250个碱基。

[0440] 图15B示出，长探针可以对接n个检测标记(例如检测物……第n个检测物)。检测物

链可以是3至150个碱基。在一些情况下，检测物的对接可以产生没有末端突出端的核酸。在

一些情况下，检测物的对接可以产生末端突出端。当存在末端突出端时，末端突出端可以允

许线性或分支的延伸或者添加发夹末端(参见图15D)，其可以是标记的或未标记的。

[0441] 图15C示出，探针可以相对较短，并且长的第一检测物标记(例如，第一检测物)可

以与探针杂交。第一检测物可以随后是多个标记的第二检测物链的碱基配对靶标。第一检

测物——探针和标签可以是标记的或未标记的。

[0442] 图15D示出，可以使用单标记或多标记的双链体检测物代替单链寡核苷酸的添加。

该双链体可以经由手动循环或自组装延伸n次。该结构的末端可以是突出端、平端或发夹。

[0443] 图15E示出，可以使用n分支检测物代替线性双链体检测物来构建延伸的标记结

构。例如，第一检测标记(D1)的序列的一部分与探针的突出端互补。D1与探针杂交。第二检

测标记(D2)与D1的序列的另一部分杂交。第三检测标记(D3)与D1和D2的一部分互补并杂

交，从而产生分支检测物。通过结合第四检测标记(D4)可以进一步延伸分支检测物，第四检

测标记可以进一步与第五检测标记(D5)和第六检测标记(D6)杂交。该结构的末端可以是突

出端、平端或发夹。

[0444] 图15F示出，在n分支结构的延伸中，线性和分支检测物可以混合。如图15C所示，线

性检测物可以是双链体或具有第二检测物的短或长的单链。该结构可以通过单元循环或自

组装来构建。该结构的末端可以是突出端、平端或发夹。

[0445] 实施例11.线性和分支双链体连接寡聚化

[0446] 图16A‑图16E提供了线性和分支双链体连接寡聚化的实例。标记的线性核酸模块

(例如，检测标记)可以在一端与双链核酸(例如，由与配体和反义寡聚体连接的单链核酸形

成)连接，该双链核酸可以靶向样品中感兴趣的分子。标记的线性核酸模块可以在另一端与

分支双链体核酸模块连接。连接可以通过酶促连接或化学交联来实现。线性核酸模块可以

是双链体或单链核酸。线性核酸模块可以用一种或多种检测标签(例如，荧光团)标记。如果

线性核酸模块是单链的，则可以通过使一种或多种已用一种或多种检测标签标记的互补单

链核酸寡核苷酸退火来标记。线性模块可以是任何长度，并且在5’和3’端设计有独特或互

补的突出端。如果突出端是独特的(例如，a和β是独特末端)，则线性模块可能不会自身寡聚

化(参见图16A)。图16A示出了具有独特互补末端[α和α’]及[β和β’]的标记双链体核酸单

元。圆点表示可以通过各种方法检测的标记。该标记可包括荧光分子和其他荧光实体，以及
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酶、肽和放射性同位素。在一些情况下，每个核酸链的标记的数目不限于所示的圆点数目，

因为密度将取决于标记类型和核酸链长度。为了实现扩增，可以使用单元的循环。如果突出

端是互补的(未示出)，例如，线性核酸模块具有互补的末端α和α’，则检测单元可以自组装。

[0447] 如图16B中所示，可以通过使互补的单链探针退火来检测核酸标记的结构(诸如抗

体或另一种核酸)，从而形成与线性和分支标记的单元匹配的突出端。在图16B中示出了使

用交替的α/β和α’/β’标记的双链体单元的线性扩增。

[0448] 图16C示出，可以用相同的独特互补末端生成分支的核酸结构。示例性的3路和4路

分支结构在图16C中示出。

[0449] 图16D示出了3路分支的循环，其可以导致信号的2y扩增，其中y＝循环数。所示结

构可以通过循环交替的α/β和α’/β’标记的三路分支单元来生成(图16C)。

[0450] 图16E示出了4路分支的循环，其可以导致信号的3y扩增，其中y＝循环数。所示结

构可以通过循环交替的α/β和α’/β’标记的四路分支单元来生成(图16C)。n个分支单元的循

环可以提供(n‑1)y
的扩增，其中：n＝分支单元的分支数，y＝所执行的循环数。图中描述的

分支单元的末端可以设计有互补的末端，从而允许结构的自组装。

[0451] 两个互补模块通过连续循环的受控顺序应用可以促进寡聚化和信号扩增(图

16B)。可以在模块的循环内引入3路、4路或n路分支以增加信号扩增(图16C‑图16E)。3路分

支可以由3个单链核酸产生，其产生具有3个突出端的T形结构。4路分支可以由4个单链核酸

产生，其产生具有4个突出端的交叉结构，依此类推。分支和/或非分支结构的顺序应用可以

允许由寡聚化循环的数目决定的信号的指数扩增，其可以由下式表示：(n‑1)y
，n＝分支单

元的分支数，y＝所执行的循环数。

[0452] 此外，分支核酸结构可以设计有内切核酸酶位点或具有可切割接头的标记，其中

任一个都可用于随后去除检测标签(例如，荧光部分)。这可以允许连续应用、检测和去除标

记的核酸结构，从而用于组织样品中蛋白质和/或核酸的高度多重化鉴定。此外，如本文所

述，分支和线性的检测物单元可以具有互补端，使得其可以允许所述结构的自组装。

[0453] 实施例12.原位核酸检测中的分支扩增

[0454] 分支检测方法可用于检测组织中的核酸(图17A‑图17C)。在本申请中，两种特异性

识别探针可以靶向靶核酸中的相邻序列(图17A)。探针可以具有互补区，因此如果两个分子

非常接近，则核酸杂交可以使它们结合在一起(图17A)。在本实施例中，两个相邻的核酸探

针生成茎发夹结构，第二探针可与之杂交。此外，图17B‑图17C显示两个探针可以具有两个

独特的序列，其可以被第二单链核酸探针识别，其在与邻接的探针杂交后可生成3路分支结

构，该结构可以是如上文所述的分支寡聚化的起始点(图16C‑图16D)。

[0455] 实施例13.分支寡聚化极大地放大了福尔马林固定石蜡包埋的(FFPE)组织中的信

号

[0456] 图18A‑图18F示出了用DNA标记的抗乙酰化微管蛋白第一抗体标记的FFPE小鼠大

脑皮质的5μm厚切片的示例性图像。用alexa‑594标记的第二抗体(图18A)或分支寡聚化(图

18B‑图18F)检测第一抗体。将组织和与标签互补的检测物探针一起温育，然后与分支“T”和

alexa‑594标记的线性检测物的循环一起经过两个(图18B)、四个(图18C)、六个(图18D)、八

个(图18E)或十个(图18F)循环，其中循环包括一个“T”和一个线性检测物连接反应。主图像

以相同的曝光和对比度显示；插图示出了处于最佳对比度设置的各自的子区域。
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[0457] 图18G示出了叠加有细胞体掩模(图18H中的白色区域)的6个循环的扩增的实例。

图18I示出了第二抗体(菱形)和2‑10个循环的分支寡聚化(圆形)的细胞体掩模内的像素的

平均像素强度。使用不同通道(Alexa  647)中的荧光第二抗体的染色模式产生掩模。总体而

言，分支寡聚化的实例证明了随着循环数增加的信号扩增。

[0458] 实施例14.分支寡聚化极大地放大了树脂包埋组织中的信号

[0459] 图19A‑图19F示出了用DNA标记的抗乙酰化微管蛋白第一抗体标记的小鼠大脑皮

质切片的70nm厚的示例性图像，在油浸下以63x/1.4NA成像。用alexa‑594标记的第二抗体

(图19A)或分支寡聚化(图19B‑图19E)检测第一抗体。将组织和与标签互补的检测物探针一

起温育，然后与分支“T”和alexa‑594标记的线性检测物的循环一起经过两个(图19B)、四个

(图19C)、六个(图19D)、或八个(图19E)循环，其中循环包括一个“T”和一个线性检测物连接

反应。主图像以相同的曝光和对比度显示。插图示出了处于最佳对比度设置的各自的子区

域，以相同的血管为中心，DAPI染色的细胞核呈蓝色，微管蛋白免疫荧光呈绿色。图19F示出

了第二抗体(菱形)和2‑8个循环的分支寡聚化(圆形)的平均图像强度(来自16位图像的灰

度值)。
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