
基于TMA组织芯片策略的DSP空间组学研究设计



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
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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

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）

准确性



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
适用于FFPE样本和新鲜样本

样本制备简便容易

适用于大样本空间组分析（TMA）

样本覆盖区域大，不同组织区域或结构异
质性信息更为全面丰富

兼顾形态学与原位信息对应关系

可同时分析蛋白和RNA，可实现原位全转
录组高通量分析



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、测序和数据分析

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



DSP

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



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



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

外泌体

细胞模型

动物模型

整
合
型
多
组
学
分
析

临床蛋白组
（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
(还原肿瘤异质性的真
实面貌，生物标志物

挖掘的新策略)

(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)

(肿瘤异质性解决方
案的新标准)

(结合二代SNP、
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

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？



普通组织切片

组织芯片(TMA)

研究样本

新鲜组织样本

体外模型(细胞、
动物、类器官)

FFPE组织切片
或组织芯片

RNA-seq，sc-RNAseq，蛋
白组分析、DSP分析等

各类体外实验

病理学分析/DSP分析/mIHC

满足DSP分析的样品类型



样本收集(组织芯片)

肿瘤核心/病灶异质性

肿瘤免疫微环境

外周基质微环境

特定病理学特征/形态学结构

特定细胞亚群

样本收集（穿刺/手术）

瘤内异质性

原发转移灶异质性

外周基质微环境

特定病理学形态学结构

特定细胞亚群

Nat Comm 2020 (前列腺癌---常规转录组/
基因组联用)

Cancer Cell 2021 (胰腺癌)

Clinical Cancer Res 2020 (肺癌生物
标志物挖掘)

Journal of Immunotherapy of Cancer 
2020 (前列腺癌骨转移)

Journal of Immunotherapy of Cancer 
2022 (肉瘤)

Nature 2019 (黑素瘤相关三级淋巴结构)

Clinical Cancer Res 2020 (软骨肉瘤)

Clinical Cancer Res 2019 (黑素瘤-巨噬细胞/免疫基质)

Cell Rep 2021 (神经母细胞瘤相关基质微环境)

Nature 2019 (黑素瘤相关三级淋巴结构)





IF:12.534
44 蛋白靶标

60 免疫检查点抑制剂病人TMA样本

DSP实验
确定区域划分（Segment）策略

黑色素瘤（S100B+MEL17，绿色）
巨噬细胞（CD68+，蓝色）
淋巴细胞（CD45+，紫色）

不同靶点在不同空间位置的表达情况不同
不同位置的表达情况相同但与预后的关系不同

空间信息对新型标志物
的发现非常重要

 PDL1 在CD68富集区表现出与OS强相关，
(而不在淋巴细胞与肿瘤细胞中）
 B2M 在CD45富集区域与PFS和OS均相
关
 结果独立于预前治疗方案

 CD8在CD68+ 和CD45+ 区域中的表达.

 CD8 在CD68+ (Macrophages) 区域高表达和

OS and PFS相关

 CD8 在CD45+ (Lymphocytes) 区域高表达与

OS and PFS无显著相关

杂志封面展示了黑色素瘤在DSP
系统的镜下染色情况：黑色素瘤
（绿色），CD68+（蓝色），
CD45+（紫色）



研究背景

PD-1检查点阻断是治疗晚期非小细胞肺癌(NSCLC)的标准疗法。
然而，只有少数NSCLC患者真正受益于这些药物，特别是当单药治疗

时，因此需要更可靠的疗效预测生物标志物。

TMA芯片
135ROI（67例接受治疗NSCLC病例，
其中53 例仅接受单一疗法且有治疗前

标本）

DSP
（PanCK+、CD45+、CD68+ 和非免

疫基质区）

DSP+预后信息，筛选PFS、OS相关
生物标志物

多变量分析，细胞富集区筛选出CD56、
CD4

多重免疫荧光+细胞计数 ，验证基质中
高 CD56+ 免疫细胞计数与 PFS 和 OS 

相关

研究思路

IF:12.534



淋巴细胞群落中的CD56+ NK细胞和CD4+ T 细胞高表达患
者的无进展生存期和总生存期更优

DSP 多变量分析

每个ROI中定义4个组织区域肿瘤细胞 (panCK+)、白细胞 (CD45+)、
巨噬细胞 (CD68+) 和非免疫基质区（ SYTO13+/panCK-/CD45-
/CD68- ），同时量化了39 个蛋白标记物





多重免疫荧光 细胞计数

基于多重免疫荧光和细胞计数的正交方法(inForm) ，同队
列验证间质中高 CD56+ 免疫细胞计数与 PFS 和 OS 相关。



IF：6.126

1张TMA芯片
（96个非小细胞肺癌组织样本）

DSP
肿瘤(CK+)和TME (CK-/CD3+)

聚类、差异蛋白、蛋白表达与OS相关性分析

HE染色

绘制NSCLC微环境图谱

DSP技术助力于新型标志物的发现

研究背景

肺癌被称为头号癌症杀手，非小细胞肺癌占肺癌总数的85%。肺
癌常在晚期被确诊，导致其预后很差，五年生存率低于20%。随着新
兴疗法免疫检查点阻断疗法的成功应用，15-40%的患者生存期延长，
因此需要更为准确的预前分子标志物来指导患者分层治疗。肿瘤微环
境（细胞类型、密度和位置以及表型和免疫细胞功能）已被用于更深
入地了解肿瘤-免疫细胞相互作用，可以为免疫检查点疗法的突破提供

全新的治疗线索。传统的IHC无法判断细胞的空间信息及
相互作用。

研究思路



根据H&E标出肿瘤区域，与PanCK（绿色）、
CD45（黄色）、CD3（红色）和核染（蓝色）
的形态学标记一起使用来选择肿瘤（CK+）、
TME（CK-/CD3+）、癌旁正常组织的感兴趣
区域（ROI）



使用K-means聚类进一步将ROI分组，大多数NAT
分在一组（图左），大多数蛋白高表达。另一类包
括TME和肿瘤（图中），大多数蛋白表达较低，而
第三类所有蛋白质表达相对差异较大（图右）

差异蛋白表达分析

TME vs Tumor(paired): CD3, 
CD4, CD44,CD45, CD45RO, CD68, 
CD163, CD27, and VISTA

NAT vs TME(unpaired): CD34, 
fibronectin,IDO1, LAG3, ARG1, and 
PTEN



通过单变量Cox比例风险回归对蛋白表达和OS关联进行评估。发现，ROI（免疫TME内）的EpCAM和
cytokeratin表达与更好的OS相关，而肿瘤ROI区域中CD34、CD3和ICOS的存在与更好的OS相关



研究背景：
联合HER2靶向治疗的新辅助化疗疗法显著提高了早期HER2阳性乳腺癌
的病理完全缓解(pCR)率。在早期HER2阳性乳腺癌中，许多生物标志物
被认为可以帮助指导个性化靶向治疗,但目前还没有十分有效的生物标志
物可以指导患者分层。

研究样本：
新 辅 助 疗 法TRIO-US B07临 床 队 列 中57名(Discovery Cohort,n=28;
Validation cohort,n=29)HER2阳性的乳腺癌患者的122个组织样本，这
些样本取自三个阶段：治疗前样本（Pre-treatment）；经过14-21天的
HER2靶向治疗的样本（After 14–21d of HER2-targeted therapy）；
手术切除的样本（Surgery）

研究方法：
使用 GeoMx DSP，标记肿瘤细胞 (广谱细胞角蛋白panCK+)、淋巴细
胞 (CD45+) ，对40个肿瘤和免疫标志物进行空间蛋白组学分析。平均
每个组织有4个roi

研究结论：
通过对样本中多个Pan-CK富集区域中40种肿瘤和免疫蛋白的检测，分析了乳腺癌治疗前样本的空间异质性，以及对应的在治疗过程中以及治疗后样本中肿瘤信号通路和微环境的变化。
最终取得pCR的肿瘤患者，在治疗过程中的的蛋白表达发生了显著变化。基于该结果并结合Discovery Cohort数据集的训练，研究团队开发出了一套用于肿瘤个性化检测进而帮助指
导治疗决策的分析工具，并比较发现相比于基于转录组数据的预测模型，该Classifier有更好的预测表现，同时还可以预测PAM50亚型和TILs。同时，在Validation cohort中，该模型
的表现也得到了验证。



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






