
RNA-seq与空间组学的交互分析

设计思路与数据分析策略



多组学交互研究的趋势
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蛋白组和空间组为核心的多组学研究策略

病人组织样本

外周血
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临床蛋白组
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(肿瘤异质性解决方
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CNV、TMB与
三代结构变异，
串联重复，融合
基因的相互优势)

整
合
型
多
组
学
分
析



整合型多组学分析

普通基因组

转录组

结 合 二 代 SNP 、
CNV、TMA 与 三 代

结构变异，串联重复，

融合基因的相互优势

n C o u n t e r

多基因分析

肿瘤组织 FFPE 样本

转录组分析金标准，

目前最为精准的高通

量定量方式

单细胞

转录组

sc-RNAseq，肿瘤

异 质性解决方案的

新标 准

QuantiNova  
L N A P C R Array  
集成式基因表达谱

分析系统

针对信号转导、生物

过程或疾病研究通路

设计

蛋白组学分析平台
(RPPA+质谱)

基于临床样本的功能蛋白组与

系统生物学研究利器
空间多组学

还原空间异质性的真实面貌，

生物标志物挖掘的新策略

空间转录组 空间蛋白组 单 细 胞 空 间

蛋白组84 RNA
1833RNA
全转录组

Panel 设置
Panel 设置

专业生信团队

制式报告

深度分析模块

多组学联合分析

H E / I H C /

I F
液 相 芯 片

细 胞 与 动 物

模 型

构 建

多种蛋白水平的
验证性实验

质粒载体构建

慢病毒包装

基因敲除

基因突变

细胞原代培养（PDC）



 如何合理设计研究方案并最大化利用样本，开展空间多组学研究？

 如何对多组学技术平台获得的数据进行集成分析，并有效进行验证？



探究微环境中组织结构、细胞亚型分布、特殊基因表达的重要性

T C G A 和bulk组织
N G S 分析
2006 年至今

组学结果如何与组织原位空间
信息对应起来进行验证？

组 织 形 态 及 功 能
传 统 方 式

单 细 胞 测 序 ， 细 胞 分 群
2012 年至今

NE cell
type ”C ”

NE cell
type ”A ”

NE cell
type ”B ”





高维度表达谱分析

▶定量存在偏倚
▶自荧光

低维度图像分析OR

高维度

空间性

定量性

准确性

GEP：
Multi-plex PCR (bulk),
RNAseq (bulk),
Single-cell RNAseq,
PEP：
Flow Cytometry,
Mass cytometry，
DSP

IHC,
Immunofluorescenc
e,
FISH

Digital Spatial Profiler (DSP) 是一个全新的技术平台，Dr. Mills 是该项技术的共同发

明人之一。它将传统的免疫荧光技术与数字可视化编码技术相结合，因此不仅能获得清晰的空间

信 息，而且可以做到多重蛋白/RNA靶标的检测。目前在单个样本中的检测上限能够达到 150 种

蛋白 / 18000 种 RNA，很好的将空间信息及其他多组学数据结合起来，极大的帮助科研工作者

来解读 肿瘤异质性及其复杂的微环境。

Gordon B. Mills Dr. Joseph Beechem

解决现有技术存在问题，可进行R N A - 蛋白共分析

▶相对荧光强度定义的表达量，
各个荧光基团的激发强弱差异

▶荧光信号交叠

▶多重靶标检测能力限制在30-40重
（实操）



特定标记荧光抗体(或探针)

与所选待测指标共孵育

● 石蜡样本/冰冻切片/穿刺样本等多样本、珍贵样本策略

● 前处理简单, 无需优化, 视野区域广阔，无需盲选

● 靶向检测,,,,,   对中低表达靶点友好

● 自动化程度高, 结果可重复性强

区域划分（Segment, 可选）

紫外光解 DSP barcode

形态学标记荧光成像

ROI（感兴趣区域）圈选
逐个 ROI 收集 DSP

barcode 到 96 孔收集板
计数和数据分析

蛋白检测
待测靶点抗体+特定标记荧光抗体(或

探针) 共孵育

R N A 检测
探针孵育+特定标记荧光抗体(或探针) 

共孵育

形态学标记荧光抗体或RNA探针

or

紫外光照射，linker断裂，
D S P barcode解离至上层缓冲液

毛细管将解离的D SP barcode收
集至96孔板



Segmentation

SYTO 13

细胞亚群纯化策略 细胞亚群及特殊组织结构定位

(TLS/TIL/TAM)Single Channel（Mask）Full Channel Overlay

PanCK CD68



免疫治疗分子标志物探索
（TMA）

01

基于肿瘤微环境的机制探索
（DSP+scRNA-seq）

03

临床亚型肿瘤微环境表达
谱分析（DSP+nCounter
）

02

在肿瘤异质性评估及表型准
确分类的应用

（DSP+bulk  RNA-seq）

04



肿瘤微环境相关DSP

基于微环境的预后风险评估（定位肿瘤基质）

Melenocyt
e

CK  

CD45  

CD3

CK  

CD3  

CD45

CK  

CD68  

CD3

CK  

CD68  

CD45

CD68  

CD45

与基因组 /bulk 转录组比对（定位肿瘤基质
）

微环境药敏预前标志物探索

Immune cell marker 标记表达谱

通路机制微环境挖掘

特定基因集微环境表达定位

CK  

CD3

CK  

CD45

CD20

CD11c

CD3



肿瘤微环境相关DSP检测panel 设置（蛋白+RNA）

Neural CellProfiling Panel

Alzheimer's Pathology Panel

Autophagy Panel

Immune CellProfilingPanel

Immune Activation Status Panel

IO Drug Target Panel

Immune Cell Typing Panel

75 targets

Neural Cell ProfilingPanel

Alzheimer’s Pathology Panel

Autophagy Panel

140 targetsImmune Cell Profiling Panel

Cell Death Panel
1,800 targets

18000 targets

84 targets

21000 targets

Alzheimer's Pathology Extended Panel

Parkinson's Pathology Panel

Glial Cell Subtyping Panel

Alzheimer’s  Pathology  Extended  Panel

Alzheimer’s  Pathology  Extended  Panel

Glial Cell Subtyping Panel

Pan-Tumor Panel

IO Drug Target Panel

Immune Activation Status Panel

Immune Cell Typing Panel

Pan-Tumor Panel

MAPK Signaling Panel

PI3K/AKT Signaling Panel



DSP 肿瘤微环境相关

运用 DSP 作为探索性工具 运用 DSP 与高通量多组学数据进行整合

DSP 与单细胞空间组联合分析 运用 DSP 与单细胞测序交叉验证



DSP 肿瘤微环境相关

运用 DSP 作为探索性工具 运用 DSP 与高通量多组学数据进行整合

DSP 与单细胞空间组联合分析 运用 DSP 与单细胞测序交叉验证



通过DSP技术对自定义的肿瘤免疫特征基因或蛋白集群进行聚类和分型



通过DSP技术对不同患者的不同ROI区域的肿瘤免疫
特征基因或蛋白集群进行聚类和分型



通过mIHC技术对治疗前后的各类免疫细胞类型分布、密度进行分析



通过DSP技术分析获得肿瘤免疫
特征基因信息与mIHC技术分析
获得的细胞密度与空间分布信息，
可以进行交互分析，获得两者与
疾病治疗有关的相关性数据



研究模式一：



研究背景：
淋巴样恶性肿瘤的肿瘤内异质性包括基因组不稳定性事件(如MYC, 
BCL2, 和/或BCL6异位)的发生和转录程序的表观遗传调控。侵袭克隆相
关的肿瘤细胞群在不同的组织微环境中不稳定地受到免疫编辑和代谢适
应的影响。

科学问题：
组织特异性间充质细胞如何影响侵袭性淋巴瘤克隆的多样化？不同组织
微环境是否影响肿瘤内异质性的发生？

实验模型：
肿瘤转移小鼠模型、细胞共培养模型

样本类型：
石蜡包埋组织切片，新鲜组织、培养细胞

技术方法：
原位定量免疫表型分析(包括DSP技术、多重免疫荧光）、bulk RNA测
序



通过 RNA-seq 技术对组织进行转录组信息分析，不同基质的微环境中观
察 A20 淋巴瘤转录程序的异质性

通过构建肿瘤转移动物模型，分别对转移组织进行 HE 染色，分析了
A20 淋巴瘤细胞系在不同组织转移部位的转移灶形态学和表型异质性

运用多重 IHC染色技术对组织不同区域内 A20 浸润的
间充质网状异质性进行分析

运用 DSP 技术针对 8 例患者进行了 87 个基因分析，针对 B 细胞
（CD20、青色）、神经生长因子受体NGFR（CD271、红色）、平滑肌
肌动蛋白（SMA，绿色）、Syto83（蓝色）荧光标记，分析了富含神经
生长因子受体和平滑肌动蛋白的间充质病灶，突出了人淋巴肿瘤的免疫和

基质病灶内异质性



应用 HE 和 原位定量 Ki-67 的 IHC 析了 A20 细胞系表现出形态学和表型异质性， 观察到 BM LI 和SPL 浸润之间具有相当程度的形
态变化，其中 SPL 淋巴瘤显示出最高程度的多态性和非典型性。

新鲜组织

固定组织

构建肿瘤转移动物模型

阶段一：构建动物模型及取材，进行RNA-seq及病理学分析



在不同浸润组织当中分析A20细胞的增殖状态标志及DNA损伤标志，发
现有不同程度的表达差异。

在所有3个组织当中WT和Sparc-/-组的A20细胞Ki67染色差异不大；

Myc在SPL浸润A20细胞中表达显著升高，高于LI和BM，WT组上升趋势
趋势较Sparc-/-组要更明显；

DNA损伤标志p-γH2aX和p-Chk1，在SPL浸润A20细胞中表达相对更高，
高于LI和BM浸润A20细胞中的表达强度；

DNA损伤标志p-γH2aX和p-Chk1，在LI和SPL浸润WT组A20细胞中的
表达强度要高于Sparc-/-组，但在BM浸润WT组A20细胞中的表达强度
要略低于Sparc-/-组。

阶段一：病理相关单指标染色分析



基于观察到的A20淋巴瘤的形态学和表型异质性，作者研究了宿主
组织相关的特征是否与上述三种微环境的异质性有关。
利用SMA和NGFR双标的 IHC 测试了宿主组织对 A20 淋巴瘤接种
的适应性，结果表明，对DLBCL 浸润的不同基质适应性为恶性克
隆表型的多样化提供了微环境基础。

SMA+：肌成纤维细胞/网状细胞标志物
NGFR+ : 滤泡树突细胞(Follicular dendritic cells, FDC)细胞标
志物CD146+：周细胞/间充质间质细胞标志物
PDGFRβ+：血管周围间质细胞标志物
Nestin：骨髓来源的间充质干细胞标志物

阶段二：肿瘤微环境相关细胞空间分布及构成分析



通过 RNA-seq 技术对组织进行转录组信息分析，结果表明 比较LI和
BM浸润的A20淋巴瘤细胞的转录谱在与代谢和转录相关的程序的表达
中显示出差异，特别是与B细胞存活、Nf-KB在B细胞中的激活以及与
DNA损伤检查点相关的基因在LI组富集明显。
同样，比较在SPL和BM或SPL和LI浸润的A20细胞转录组之间，发现了
在涉及转录和DNA损伤的通路中存在显著的有效富集；
上述结果表明，多样化的组织微环境印记影响了A20淋巴瘤细胞的转录
活性。

阶段三：转移灶肿瘤细胞表达谱聚类分析



利用A20同不同间质细胞类型进行共培养的模型以及利用人DLBCL
浸润的淋巴结组织切片，对MYC与间质标志物SMA或NGFR分别进
行共染色，发现不同的间充质环境与Myc调节和空间异质性相关。

利用CD20 (cyan signal), NGFR/CD271 (red signal), SMA (green signal) and Syto83 
(blue signal)进行染色分区并进行感兴趣区域ROI选择，利用DSP技术对不同细胞来源(COO)
和不同MYC/BCL2状态的8个DLBCL病人组织切片当中SMA和NGFR富集区域的87个自定义
免疫和间质相关基因Panel进行表达谱差异分析，分析后进行无监督的层次结构聚类，显示
了26个差异表达基因的分布。与富含NGFR的ROI区域相比，富含SMA的基质ROI区域当中，
免疫调节分子和血管间质相关转录本更加富集。

阶段四：利用细胞共培养模型及DSP技术进行肿瘤微环境空间异质性验证分析



构建肿瘤转移动物模型
或直接利用病人样本

新鲜细胞或组织样本

混合各类细胞信息的高通量
测序、蛋白组学及生物信息

学分析

直接提取蛋白、RNA或DNA

对不同器官肿瘤转移灶取材

石蜡包埋固定组织样本

多种疾病相关指标的
病理学分析(IHC/IF/mIHC)

• 疾病已知标志物
• 肿瘤微环境相关特定

细胞类型标志物
• 其他功能标志物

基因变异分析/差异表达分子功能
富集分析/共表达分析/信号通路网
络分析/转录调控分析/蛋白质互作
网络分析/细胞亚群反卷积分析

构建分子机制模型

发现特征性
差异基因集合

基于病理组织切片的
细胞类型相关基因或
蛋白表达谱原位分析

基于病理组织切片的
细胞类型、构成比例、

功能状态原位分析

基于病理组织切片的
细胞相互作用、免疫
调节网络的深度分析

经过筛选后的与
新鲜样本对应的

病理切片

传统免疫组化对
病理组织切片进

行筛选

特定组织区域或细胞亚群的空间
多组学分析策略

传统免疫组化或RNA原位杂交

多重免疫组化或免疫荧光

其他功能性验证实验

分子生物学及转录分析实验

细胞模型或动物模型

细胞生物学实验

免疫学实验



研究模式二：



研究背景：
弥漫性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)是一种高度异质性的肿瘤，包括GC（表达生发
中心(GC)B细胞标记物）亚型和非GC亚型(缺乏GC转运的迹象)。前期研究已经
表明，GC和非GC-DLBCL的区别在于遗传、表观遗传以及转录和表型差异，这
些差异共同影响临床病程、过程诊断和治疗反应。

早期的组织学观察，基于形态学标准将生发中心(GC)B细胞分为两种细胞类型：
成中心细胞(centroblasts)和中心细胞(centrocytes)两种类型。一个富含中心
细胞(centrocytes)的亮区(LZ)，近端至淋巴结包膜或脾脏红髓；和富含成中心
细胞(centroblasts)的暗区(DZ)。

其中，利用流式细胞术，CD83或CD86与CXCR4共同染色，定义了2个GC细胞
亚群对应于解剖学定义的LZ和DZ细胞类群。

科学问题：
生发中心DZ和LZ这两种截然不同的微环境中B细胞/基质界面转录特征有何差
异？

实验模型：无
样本类型：石蜡包埋正常淋巴结固定组织
调用数据：临床病人肿瘤组织样本转录组数据集

技术方法：
流式细胞术、原位定量免疫表型分析(包括DSP技术、多重免疫荧光） Dark zone: CXCR4highCD83low

Light Zone: CXCR4lowCD83high



作者首先对人和小鼠LZ和DZ区域B细胞进行分选，然后对两个区域来源的B细胞亚群的基因表达进行了差异分析，发现LZ和
DZ区域B细胞之间表达变化的基因在物种之间是保守的，或者可能与GC分区化有关。基于此假设，作者构造了一个人和小鼠
共有的LZ/DZ差异基因特征集合(表达差异基因选取cut-off值为1.33倍和P.05)。这个特征基因集合包含473个基因，其中290
个基因在LZ表达上调，183个基因在DZ表达上调。



研究背景

作者采用不同的基于差异基因表达进行分型预测的方法，所分析的大多数肿瘤都被分为LZ类，与正常的
CXCR4−GC细胞分型相似(如上图A，B所示)。所有FLs和除1个DLBCL外的所有DLBCL都被归类为lz相关，尽
管很少有DLBCL病例出现在每个算法的低置信度（<95%）区间内。原发性BL病例两极化较少，约75%的病
例仍被划分为LZ表型。对于DLBCL病例无论其分类为活化B细胞样(ABC)或GCB细胞样(GCB)，大部分被划分
为LZ表型，

LZ表达上调特征基因与CD40/LMP1激活、
NF-B和c-Myc招募以及抗细胞凋亡有关；
相比之下，参与细胞周期调控的基因，特
别是细胞有丝分裂，主导了DZ特征。



通过免疫组化和免疫荧光双标、三标来联合检测生发中
心内 DZ 和 LZ 蛋白水平上的表达差异。

通过 DSP 技术针对 87 个免疫和基质相关的RNA（定制
Panel）进行分析，来观察转录谱在 DZ（暗区） 和 LZ 
（亮区） 区域间的差异。

实验染色策略为B细胞（CD20、红色）、神经生长因子
受体NGFR（CD271[NGFR]、青色）、平滑肌肌动蛋
白（SMA，绿色）、细胞核（Syto83、蓝色，染色完
成不同病理区域的划分并进行 ROI 的选择。

选定通过bulk & 区域分割得到的共有25 signature
gene set，将543例患者根据其RNA-seq数据分为DZ样
和LZ样，并与生存期进行关联。



作者根据自己的研究目的和前期积累，自选了免疫调节和基质相关基
因mRNA panel，进行ROI选定区域的原位RNA检测

第一步：
多重免疫荧光检测CD20（红色信号）、神经生长因
子受体(NGFR)/CD271（青色信号）、平滑肌肌动
蛋白(SMA，绿色信号)和Syto83（蓝色信号）进行
染色，便于LZ和DZ对应的ROI的选择，用于分割和
基因表达分析。比例尺，250微米。
CD20：B细胞亚群标志物
NGFR/CD271：滤泡树突细胞(Follicular dendritic 
cells, FDC)细胞标志物
SMA：肌成纤维细胞/网状成纤维细胞标志物

研究背景和临床问题创新

虽然一般GC-相关B细胞淋巴瘤有更好的
预后，但GC-相关B细胞淋巴瘤遗传亚型
（由突变模式定义，如MYC, BCL2, 
and/or BCL6的不同基因重排，成为
Double-hit，DH或Triple-hit，TH）在
对标准免疫化疗和可能针对其他药物的反
应上存在显著不同。
其中DH-HGBL有显著不良预后，对常规
免疫化疗方案反应差；这些淋巴瘤的不同
病程主要归因于淋巴瘤发生过程中的B细
胞克隆生物学特征及所处微环境，但关于
DH-HGBL的基质/免疫印记的线索不明。

作者试图从DH-HGBL的基质/免疫微环境
（特别是非致瘤性GC的LZ、DZ区域）分
析入手，找到反映B细胞与周边基质细胞
接触界面生物学特性有关的特征性基因转
录特征。

特定标记荧光抗体(或探针)

与所选待测指标共孵育
形态学标记荧光成像

ROI（感兴趣区域）圈选

蛋白检测
待测靶点抗体+特定标记荧光抗体(或

探针) 共孵育

R N A 检测
探针孵育+特定标记荧光抗体(或探针) 

共孵育

形态学标记荧光抗体或RNA探针

or



第二步：
基于作者自选的免疫调节和基质相关基因mRNA
panel，对DZ和LZ分段ROI生成的基因表达谱进行无
监督聚类，显示有53个基因的表达在DZ和LZ ROI当
中存在明显差别。

如果在DSP分析当中，还可以利用不同细胞类型标志
物作为特异性蒙板(mask)，可以对DZ和LZ ROIs当
中的差异基因进行细胞类型还原解析。
B细胞(CD20+NGFR-)
FDCs(CD20-NGFR+)
其他基质和免疫成分(CD20-NGFR-)

B细胞当中存在显著差异的基因（红色）
B细胞和基质共有的显著差异基因（灰色）
基质细胞当中存在显著差异的基因（蓝色）

那些参与细胞增殖、体细胞高突变和染色质重塑的基
因，如AICDA、MKI67、H3F3B和OAZ1在DZ ROI
中表达上调，与DZ承载胞苷脱氨酶(AID)活性诱导的
GCB细胞增殖和免疫球蛋白基因高突变事件的微环
境特征是一致的。



第三步：
作者从DZ/LZ特征差异基因中选择了一些蛋白，在反
应性淋巴结组织切片的GC与进行了多重染色分析进行
验证。

结果显示：
• 组蛋白H3的表达(绿色信号)主要在DZ区域内Ki-

67+(红色信号)增殖细胞中。
• MYC（棕色信号）散在表达于Ki-67（青色和红色

信号）低的CD20+（紫色和绿色信号）细胞中，
主要对应于LZ区域。

• CD44（青色和红色信号）在ki-67（棕色信号）低
的B细胞(表达CD20，紫色和绿色信号）中表达更
强烈，主要对应于LZ区域。

• CD54/ICAM1（青色和红色信号）在ki-67（棕色
信号）低的细胞中表达更强烈，不过在CD20+和
CD20-的细胞当中都有表达。



第四步：
作者把自己发现的LZ/DZ特征差异基因集合与2012年
Blood文献报道的特征基因集合进行了比对分析。

结果发现：

• (A和C)维恩图表示上述不同特征性差异基因集合比
对后的重叠数量。其中，作者鉴定的由53个基因
组成的DZ/LZ特征差异基因集合(A)显示出重叠与
Blood文献报道特征性差异基因集合有10个基因(3
个在DZ中上调，7个在LZ中上调)重合。

• 而作者鉴定的由25个基因组成的DZ/LZ特征差异基
因集合(B)与与Blood文献报道特征性差异基因集合
没有基因重合。

• (B和D)基于53个基因(B)和25个基因(D)的的DZ/LZ
特征性差异基因集合无监督层次聚类分析与Blood
文献报道特征性差异基因集合聚类结果吻合。

特征性差异
基质(Stromal)基因集合



第五步：
• 作者把鉴定到的DZ/LZ特征差异基因集合应用到543个GC-DLBCL的大数据集(: GSE38697;GSE117556)，包括使用RCHOP治疗或RCHOP+硼替佐米(RB-

CHOP)联合治疗的的DH病例，结果发现：
• 值得注意的是，在543个GC来源的淋巴瘤队列中发现的LZ样和DZ样亚组显示，以MYC和BCL2或BCL6基因重排为特征的DH病例，和以基因表达特征为基础

的MHG病例当中富集程度显著不同。在DH和MHG病例中，DZ样特征明显呈正富集。
• 与主要的LZ样聚类特征病例相比，属于DZ样聚类特征的病例总生存率(OS)要明显降低。



确定肿瘤微环境结构
特定细胞亚群作为研究对象

分选后细胞样本

混合各类细胞信息的高通量
测序、蛋白组学及生物信息

学分析

直接提取蛋白、RNA或DNA

利用流式细胞书进行细胞亚
群分选和富集

构建分子机制模型

发现特征性
差异基因集合

基于病理组织切片的
细胞类型相关基因或
蛋白表达谱原位分析

基于病理组织切片的
细胞类型、构成比例、

功能状态原位分析

基于病理组织切片的
细胞相互作用、免疫
调节网络的深度分析

经过筛选后的与
新鲜样本对应的

病理切片

传统免疫组化对
病理组织切片进

行筛选

特定组织区域或细胞亚群的空间
多组学分析策略

传统免疫组化或RNA原位杂交

多重免疫组化或免疫荧光

其他功能性验证实验

分子生物学及转录分析实验

细胞模型或动物模型

细胞生物学实验

免疫学实验

深度生物信息学
分析和数据挖掘

基因变异分析/差异表达分子功能
富集分析/共表达分析/信号通路网
络分析/转录调控分析/蛋白质互作
网络分析/细胞亚群反卷积分析

调用TCGA病人数据集的交
互分析/基因变异分析/差异
表达分子功能富集分析/预后
分析/生存分析/分子分型



冷冻的未经固定的
肿瘤组织 bulk RNA-seq

Digital Spatial Profiling (DSP)



基于DSP的AR和NE活性评分评估与基于bulk RNA-seq的分型结果具有很高的一致性



大多数mPC患者有多个肿瘤扩散部位，包括淋巴结、骨、肝脏、肾上腺和肺。接下来，研究者基于DSP数据
，比较了每个患者的表型分类，并评估了细胞周期进程(CCP)、FGF/MAPK活性和RB1丢失的情况。在来自同
一患者的转移瘤之间，有82%的患者DSP分型类似，随机抽取的ROI具有相同的表型分类，说明单独个体内不
同转移灶肿瘤间表型一致性较高。

为了评估肿瘤内异质性，研究者比较了同一个转
移灶中获得的三个ROI之间的转录本测量值，肿
瘤表型有很高的肿瘤内一致性。

对于患者15-096，15-096L和15-096M转移灶肿瘤细
胞基于bulk RNAseq基因分类为AR+/NE+，而通过
DSP，每个来自15-096M2的ROI被归类为AR+/NE−，
但都来自于15-096L3所有的ROI被归类为AR+/NE+。



使用像RNAseq这样的混杂细胞来源RNA分析的方法，不能区分肿瘤细胞群是否由
单独表达两个程序的同质肿瘤细胞群，或真正的双分泌细胞，或肿瘤团块是否由异
质细胞组成。
为了更深入地评估肿瘤内异质性，研究者取15-096M1淋巴结转移位的切片，选择
12个直径为200-500µM的圆形ROI，并进行通过DSP进行的转录水平定量分析。

PanCK阳性区域的多个ROI均为基因分型为AR+/NE−。远离PanCK阳性细胞的ROI区域细胞分类为
AR−/NE+或AR−/NE−，AR低表达，AR调节基因如TMPRSS2也是低表达，与转分化、细胞可塑性和
增殖相关的基因，如EZH2和Ki67，表达量增高。



基因转录本的选择性剪接在癌症中
很常见，如AR- v7亚型可能促进对
二代AR抑制剂的耐药性。使用DSP
进一步评估AR-V7的肿瘤内异质性，
有些ROI区域高表达AR-V7，而其
他区域缺乏可检测的AR-V7转录本。

此外，在6个肿瘤中，DSP和 bulk 
RNA-seq结果不一致。为了进一步
评估AR-V7的表达，我们通过肿瘤
组织TMA核心区的免疫组化来评估
AR-V7蛋白。AR-V7免疫组化与
DSP检测转录本水平显著正相关。



为了评估免疫细胞群的存在，研究者使用DSP来定量编码相关蛋白的转录本，包括T细胞、B细胞、
巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞、NK细胞、骨髓源性抑制细胞，以及一系列趋化因子、细胞
因子和检查点蛋白。结果显示，这些肿瘤细胞富集区域大部分缺乏免疫细胞，巨噬细胞是最常见的
细胞类型，CD4或CD8 T细胞的标记物很少被检测到。

另外评估了多个免疫检查点靶点的表达，在任何肿瘤或肿瘤ROI中都检测不到PD-L1蛋白水平， B7-
H3/CD276和TIM3表达相对较高。



新鲜细胞或组织样本

特定组织区域或细胞亚群的
空间多组学分析策略

基于病理组织切片的
细胞类型相关基因或
蛋白表达谱原位分析

基于病理组织切片的
细胞类型、构成比例、

功能状态原位分析

基于病理组织切片的
细胞相互作用、免疫
调节网络的深度分析

临床分组病理切片

差异表达分子聚类分
析(亚型分类)

DNA突变分析及分子
分型

多组学交互分析

混合各类细胞信息的
高通量测序、蛋白组
学及生物信息学分析

直接提取蛋白、RNA
或DNA



基础分析

热图 PCA图

免疫浸润分析

SpatialDecon Cibersort

差异表达分析

火山图 富集分析PCA图 箱线图

RNA/蛋白质共分析 生存分析 TIS分析 定制 pathway GSEA GSVA WGCNA



DSP-蛋白数据分析

基础分析

热图 PCA图

高级分析

RNA/蛋白质共分析 生存分析

差异表达分析

火山图 富集分析PCA图 箱线图



DSP转录组
WTA/CTA/蛋白组

分解的ROI对应表
达矩阵文件

Annotation表格
（多组学数

据,Meta data等）

DSP/基因组学

纳入尽量多的分组信息
有助于后续数据挖掘

DSP/bulk转录组

DSP/病理学指标

DSP/临床响应

空间区域
拆分

DSP/临床用药



DSP转录组分析
WTA/CTA

分解的ROI对应表
达矩阵文件

Annotation表格
（多组学数

据,Meta data等）

基于空间ROI分布
的聚类分析

纳入尽量多的分组信息
有助于后续数据挖掘

WGCNA

LogFC/p-value基础上的基
因集过滤列表

WGCNA module基因列表

Overlapping基因过滤

临床表征数据关联：响应/
生存等

核心基因集挖掘(CytoScape，
cytoHubba,,MCODE)

无监督聚类(层次聚类，
NMF，PCA,t-SNE等）

基于空间ROI分布
的差异基因分析

基于通路水平的
分析

基于特征基因集
水平的分析

空间区域
拆分

差异基因GO/KEGG

GSEA

免疫浸润分析

ssGSEA

GSVA

SpatialDecon/Cibersort/xCell

空间互作分析
Cell2Location/CellPhoneDB-

WTA/cell2cell

Ligand-receptor co-
expression analysis

TIS signature

Co-varying pathway score
分析

Overlapping通路过滤

空间共表达基因通路筛选



• 差异分析套路路线
先分析差异基因，然后分不同方向进行深度分析：常规功能富集、GSEA/GSVA、PPI分析（找Hub基因）。

• WGCNA路线
这种方法旨在寻找协同表达的基因模块(module)，并探索基因网络与关注的表型之间的关联关系，挖掘网

络关系中的核心基因或驱动基因（比如转录因子）。

• 细胞成分分析路线
使用CiberSort、xCell（ssGSEA）等计算各类间质细胞的比例，进行细胞成分分析。

• 无监督聚类路线
这个适用于探索新的疾病分类模式，除了常规的聚类，还可以尝试NMF、一致性聚类等方法。对于聚类所

得的各个分类，有必要探索该类别的功能特征。也有必要对比现有分类与已有分类的优缺点、交集及相互分布
关系。

• 与其他组学联合分析

• 单细胞测序结果深度分析



1. 从g:Profiler web server下载Gene Ontology(GO)的生物学过程和来自Reactome数据库的分子通路数据。

2. ICGC-TCGA PCAWG project的全基因数据，包括蛋白质编码序列，启动子，增强子和非翻译区域等。

3. 已知癌症基因：COSMIC Cancer Gene Census (CGC) database

4. METABRIC 数据库的不同亚型肿瘤样本的mRNA表达和拷贝数变异数据。

5. GTEx v7 data portal 的RNA-seq数据。

6. KEGG 数据库的不同通路靶点相关基因列表调用。

7. ENCODE project转录因子结合位点 (TFBS) 对应基因ChIP-seq数据。



基于CIBERSORT工具的分析流程

免疫细胞浸润相关生信分析工具



也可以根据每个免疫基因集的富集分数进行差异分析，分析不同临床分期的
肿瘤病人显著差异的免疫功能（如下图）

根据样本的细胞类型和免疫激活相关基因集富集情况对不同临床分期的肿瘤人群进
行聚类分析（如下图）



免疫细胞评分比较
根据转录组数据基因表达的情况，我们可以计算免疫相关细胞类型比例评分，然
后比较不同临床分期的肿瘤病人的每种免疫细胞类型的分布差异（如下图）



免疫细胞类型在不同分组中对预后的影响
计算不同临床分期中免疫细胞类型对生存影响的c-index。c-index越大说明细胞类型对预后
的影响越大。

肿瘤组织中的基质和免疫评分比较



免疫调节基因表达分析 特征筛选/模型建立
Lasso，Cox，PLS-DA



非因生物多组学研究策略——助力转化医学研究

多组学整合

• 肿瘤细胞系(80+)
• PDC平台
• 分子克隆平台

• DSP空间组技术
• 超高标空间单细胞技

术

• RPPA靶向蛋白组技
术（400+药物通路
和靶点）

• nCounter技术
• PCR-Array技术

• GexScope技术

靶向蛋白组平台药物筛选平台 空间多组学平台 单细胞转录组平台 靶向转录组平台



非因生物助力科学研究



35w10w20w30w40w50w60w70w80w90w100w

非因生物简介——技术与团队

◎团队传承 MD 安德森的价值理念，以 TCGA 蛋白组学研究策略为

核心技术，精心打造了全球领先，国内首个高通量 DSP 蛋白组学研发实

验室，并成为国内唯一的 DSP 靶向蛋白组学技术服务商。

◎站在巨人肩膀上, 结合多项国内领先的空间组学技术, 建立基于中国

人群的特有的癌症靶向蛋白组数据库, 从空间多组学角度, 为肿瘤异质性和

肿瘤微环境研究开拓新的科研和临床转化制高点, 助力癌症精准医疗。



非因生物简介——全球领先的临床蛋白组学和空间多组技术服务商

非因生物是以新型癌症蛋白组
学和空间多组学为核心技术、以癌
症精准医疗研究与临床服务为核心
业务的创新型生物医学公司, 在癌症
的基础研究、转化医学、临床研究、
药物开发、临床诊疗等各方面开展
自主及合作研究, 并提供全方位高水
准的科研及临床服务。

FynnBio

◎拥国际领先国内唯一的商业化 DSP 靶向蛋白组学技术

◎拥有多项全国领先的空间多组学技术

◎聚焦癌症靶向治疗与免疫治疗研究前沿

国际领先
国内领跑

多领域
整合

◎新型多组学整合研究

◎药物联合治疗策略研究

◎癌症精准诊疗技术临床转化

◎伴随诊断标志物转化与临床应用

◎高通量靶向蛋白组学与微环境研究一站式解决方案

◎ DSP 反相蛋白微阵列技术

◎空间多组学技术

聚焦进阶

RPPA反相蛋白微阵列蛋白组学平台

空间多组学平台



非因生物简介——聚焦痛点问题解决

临床蛋白组学

难取材，样本
难处理

难以解决的批
次效应

有价值的生物学
信息被淹没

下游验证的便
利性

难取材，样本
难处理

单细胞无法获取
微环境空间信息

数据解读中的
困境

空间多组学

• 专属的蛋白提取
液。

• 简单的操作方式，
与 传 统 western
blot 一 致 的 样 本
处理流程。

• 无需额外处理步
骤。

• 所有样本在同一
实验流程中完成，
完全消除时空造
成的差异。

• 标志物筛选的下
游大样本验证最
佳解决方案。

• 基于高通量免疫
反应的靶向蛋白
组学，更适 合中
低丰度表达蛋白
的定量研究。

• 弥补高通量表达
谱分析下游验证
的瓶颈。

• 结 果 更 容 易 在
western blot，
IHC 等 传 统 技 术
层面得到验证，
大大提升研究水
平与完整。

• 无需单细胞研究
中复杂细胞解离
与活性要求。

• 适用于各类临床
样 本 ： FFPE ，
TMA组织芯片，
新鲜冰冻组织等。

• 适用于临床前瞻
性研究和回溯性
研究。

• 在 异 质 性 研 究 同
时 ， 实 现 空 间 分
布信息获取;

• 高 通 量 基 因 蛋 白
组 共 分 析 ， 可 实
现 原 位 18000 重
转录组与100重蛋
白 组 共 分 析 数 据
挖掘工作

• 单 细 胞 研 究 的 下
游验证挖掘工具，
提 升 微 环 境 研 究
的深度

• 标准化和模块化
的分析流程，详
尽的研究报告，
支持到各类分析
需求。

• 专业的售后技术
支持团队，全程
配合并满足分析
需求，达到既定
研究目标。



非因生物简介——致力于转化医学

转化医学研究综合解决方案

基础研究 转化医学 临床应用

RPPA 蛋白组学
国内唯一技术服务商；
350+ 经严格验证的抗体资源库；
1700+ 学术论文，8+ 平均影响因子

DSP空间多组学
DSP技术合作开发方；
国内首个官方认证技术服务商；
80+项目，800+样本；
100+学术论文，10+平均影响因子

单细胞空间蛋白组学
国内领先的空间单细胞蛋白组学
服务商；
350+经严格验证的抗体资源库；
40+学术论文，5+平均影响因子

RPPA蛋白组学

临床蛋白生物标志转化的完美解决方案；
高样本通量（单次上样多达1000+）；
多标志物平行分析（同时分析10-500
个潜在生物标志物）；
高度可定制化（靶点根据需求开发）；
高准确度（基于高度定量的免疫学反
应原理）；
广泛适用于组织和体液来源的样本

空间多组学

基于微环境的生物标志物转化解决方案

RPPA蛋白组学
作为新型的LDT药物伴随诊断技术，已
经在2021年开始实现临床应用；

临床适应症开发涵盖乳腺癌，结直肠癌，
肺癌，胰腺癌等领域；

非因生物致力打造以DSP技术为核心竞
争力的临床伴随诊断产品。



非因生物Mills癌症个体化诊疗研究中心(MIPCC)——国际标准的精准医疗研究中心

RPPA蛋白组学平台 细胞学平台

nCounter及空间生物学平台 空间单细胞表型平台 病理学平台

Mills癌症个体化诊疗研究中心 分子生物学平台

单细胞转录组平台






