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时空组学技术简述

申请书是科研工作者展示研究能力和创新潜力的窗口，是能否获得各项科学基金的资助和支持的重要依据。为帮助各位科研工作者更加方便地把时空组学的技术原理与方法写入自己的申请书，我们整理了一份时空组学的技术简述，可作为研究依据、研究思路部分的标书内容，供各位老师参考使用。

空间组学（Spatial Omics）作为近年来备受关注的新兴技术，继2020年被国际著名期刊Nature Methods评为2020年度技术后[1]，于2023年入选未来最有潜力对世界产生积极影响的十大新兴技术[2]。在空间信息的基础上，再增加时间维度，从空间和时间两个维度研究细胞及分子在组织中的定位和功能，即“时空组学”。华大作为时空组学领域的重要推动者，发布的时空组学技术Stereo-seq已经成为目前主流的时空组学技术之一。

华大自主研发的时空组学技术Stereo-seq基于DNA纳米球（DNA Nano Ball，DNB）技术进一步开发，以500 nm的超微间距构建空间标签（Coordinate ID，CID）阵列芯片，CID 序列以DNA纳米球的形式植于芯片上。将目标组织加载到芯片表面后，即可通过带有CID 和捕获探针的DNA纳米球原位捕获组织中的所有mRNA，通过同时测序mRNA及其对应的CID，从而能够在组织原位检测细胞的基因表达，获取基因的空间表达矩阵。时空组学可以通过ssDNA、DAPI、H&E等多种单片组织切片染色方法，实现了基因与影像的同时分析。其详细原理示意图与工作流程如下所示：
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1. 基于DNA纳米球（DNB）的Stereo-seq时空组学芯片，包含有时空条形码CID信息；
2. 时空组学芯片进行CID信息测序，绑定DNB序列与空间位置信息之间的相互关系；
3. 时空组学芯片探针结构包含时空条形码CID信息、分子标签（Molecular ID，MID）信息、及捕获mRNA的Poly T探针（适用于新鲜冷冻样本）；
4. 组织切片置于时空组学芯片之上进行原位基因捕获，组织透化后mRNA被时空芯片捕获，逆转录为cDNA（含空间坐标标签）以备进一步的扩增与建库；
5. 原位捕获产物cDNA进行测序文库的构建并上机测序；
6. 基于测序结果获得时空组学基因表达空间矩阵，并进行可视化与聚类等分析。
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华大时空组学技术Stereo-seq工作流程示意图

时空组学技术Stereo-seq在发布之后，已先后迭代多个版本。截至2024年底，华大时空发布的时空转录组FF V1.3已经可以实现较高的基因捕获效率。根据官方示例数据，鼠脑样本单个细胞的基因捕获中位数可以达到1000以上；即使是RIN值为4的肝脏、胸腺、肠癌样本的基因捕获中位数分别为898、616、446，显示出该产品方案目前对不同类型组织的适配性已经达到较好水平。

与仅限于人和小鼠的靶向捕获技术不同，时空组学技术Stereo-seq是基于非靶向的捕获技术，因此其可适用的物种不受限制。针对新鲜冷冻（Fresh Frozen，FF）样本，Stereo-seq的基因捕获使用了Poly T探针，以结合mRNA结构中的Poly A尾完成基因信息的捕获；针对福尔马林固定石蜡包埋（Formalin Fixed Paraffin Embedded，FFPE）样本，由于该类型样本存在较高mRNA降解可能性，Stereo-seq技术进行了针对性的优化并使用了随机探针方案来提高基因捕获效率。由于随机探针不受Poly A的限制，使得时空组学在原位捕获目标物种基因表达信息的同时，也能够实现编码及非编码RNA的共捕获，以及微生物与宿主的表达共检测等科学研究项目。

在转录组数据基础上，利用Stereo-seq芯片上装载的具有空间坐标信息的捕获探针及抗体衍生标签 (Antibody Derived Tag，ADT)，华大时空组学在同一组织切片上实现了基于测序的转录组和蛋白组的无偏性共检测，既可以高效检测100+重蛋白，也支持自由组合抗体。分辨率达到与转录组学数据一致的500 nm，实现单细胞或亚细胞级分辨率。蛋白组和转录组联合分析，可获取全视场样本的转录组和多蛋白空间分布信息，助力研究人员精准量化组织异质性和相关生物学意义，获得更广的空间组学研究视角。

与同类型技术相比，华大时空组学技术具有两方面的优势：1）分辨率最高可以达到单个DNB间距的500 nm，这一亚细胞级别的分辨率在高清显微镜图像的支持下，创新性的通过基于图像的细胞分割解决方案，实现了单细胞水平表达解析，真正实现空间单细胞水平的数据解析，其性能处于行业领先水平。2）时空组学捕获芯片最大可达13 cm×13 cm的捕获面积，几乎可实现所有人体组织器官完整切面在一张芯片上捕获。得益于单细胞分辨率和13 cm×13 cm的超大捕获面积，时空组学可以实现同一样本在组织、细胞、亚细胞、分子“四尺度”同时进行空间转录组分析，为深入地了解细胞的基因表达及形态与局部环境之间的关系建立强大的研究基础。

华大的时空组学技术在多个物种不同发育阶段、肿瘤、疾病、器官移植和再生的生物体上展示了强大的应用潜力。自2022年在Cell以封面文章刊登了Stereo-seq的首篇论文以来[3]，该技术已在人/鼠胚[3-4]、斑马鱼[5]、果蝇[6]、猴脑[7]、癌症[8]、肝/脑再生[9-11]、拟南芥[12]及玉米[13]等动植物的发育和疾病领域进行了广泛应用，截至2024年12月，已发表近100篇科研论文。研究人员借助时空组学技术不仅能够揭示细胞的空间分布和细胞类型的异质性，还能探索细胞命运转变和分子变化的时空发育轨迹，对生命发育过程中的基因和细胞变化过程进行超高精度解析，为认知器官结构、生命发育、人类疾病、物种演化、生物育种提供全新视角和方向。
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