
应用说明

利用尼康Ti2-E显微镜，使用CARTANA原位测序方法 
勾勒出大脑细胞类型的分类图谱

CARTANA提供的原位测序（ISS）试剂盒允许科研人员以空前的高通量和单个细胞分辨率直接检测来
自组织切片内部数百个基因中的转录情况。尼康Ti2-E倒置显微镜通过其（完美对焦系统4）焦点锁
定技术和自动化载物台与大图像拍摄能力的结合使得这一应用成为可能。本应用说明展示了在小鼠

脑切片空间背景下，ISS技术在映射转录细胞类型中的应用。

原位测序（ISS）
ISS技术能够在组织切片形态学的原始位置进行数以百计的亚细胞分

辨率层面的分析。这是通过直接在这些组织切片中，利用基因特异

性探针与样品结合，引入同源扩增条码序列而实现的。ISS相对于其

他多元原位杂交或空间测序方法的关键优势在于它有着较高的特异

性和通量（每台显微镜每周约15 cm2组织区域）。

CARTANA （www.cartana.se）已将ISS推向市场，可以提供包

含用户定制化基因Panel的样本制备试剂盒（图1a）和具有优化解码

化学的ISS试剂盒。在样本制备环节，首先在已检出RNA分子的原有

位置上产生0.5-1μm条形编码DNA斑点（图1b-d）。然后使用ISS试

剂盒和落射荧光显微镜在组织切片内部直接对这些DNA斑点测序。

ISS反应循环期间，带有荧光标记的探针会反复结合、成像，最终

被移除，使得能够在DNA斑点上直接读取条形编码序列（图1e-g）。

CARTANA ISS化学的核心优势是高荧光强度和高信噪比，使得用低

放大倍率物镜成像成为可能。因此，组织大面积的ISS反应成像速度

高，与其他原位转录组分析方法相比显著提高了检测通量。

ISS期间的荧光成像
尼康Ti2-E倒置显微镜尤其适合ISS片段的高通量成像。完美对焦系统

4（PFS4）对焦锁定系统和电动载物台为无中断高通量分析提供了

稳定支持，使您可以放心进行复杂的多维数据采集，包括大图扫描， 

Z轴成像和多通道荧光成像。Ti2-E允许每次实验同时用多至九个载

玻片在多个完整组织切片内执行高质量ISS。
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图1. 高通量空间转录组分析的CARTANA ISS技术。a：CARTANA样本制备

试剂盒。b：实验组织内的mRNA用细胞类型特异性标志物固定，并等待

反转录为cDNA。c：条形编码探针被杂交并结合到目标cDNA上。d：结合

探针被局部扩增，得到含有多个条形码副本的DNA 斑点。e：条形码通过

五次ISS化学反应和荧光成像在组织中完成测序。f：条形码序列解码之后，

检出的基因标志特征分配给每个DNA斑点。g：目标基因在完整组织切片

中被可视化。
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应用说明

运用ISS量化小鼠脑切片单个细胞中的RNA分子
固定新鲜冷冻的10 μm小鼠脑切片，并使用包含定制探针板、以 

150个中枢神经系统标志基因为靶向的CARTANA样本制备试剂盒制

样，为ISS作准备（图2a）。然后用高信噪比CARTANA ISS试剂盒化

学法对产生的条形编码DNA斑点进行测序（图2b-g）。接着，解码所

有DNA斑点的特征并以亚细胞分辨率层面完成150个靶向基因的空

间映射（图2h-j）。

使用具有20倍物镜和sCMOS相机的Ti2-E显微镜对脑组织切片

（8.3 mm x 6.2 mm x 10 μm）的每个ISS循环成像。在预扫描中定义

显微镜载玻片上的组织区域，使用尼康NIS-Elements软件优化相机曝

光和调整其他设置。

之后，对五个荧光通道：用于细胞核可视化的DAPI通道和四个

ISS化学通道——完成由165个视场（单个视场之间10%重叠）和15

个z平面（步长0.8 μm）组成的自动图像采集。该组织尺寸的一个

ISS成像循环在不到1小时内完成。解码150个靶向基因的条形码时，

需要五个ISS循环。可增加一个针对抗体染色的可选循环。图像采集

后，用NIS-Elements软件完成最大强度荧光投影、大图像拼接和图像

导出。

用ISS完成原位细胞类型分类
每个解码DNA斑点的合并分析会产生完整组织区域上的高密度基因

表达图谱（图2i）。可利用DAPI细胞核染色分割单个细胞并通过空间

接近性分配ISS基因片段（图2j）。得益于其高通量的特点，ISS非常

适合通过单个细胞RNA测序定义组织切片中细胞类型的映射。产生

大空间细胞图集可以分析独特的基因表达谱和不同细胞类型之间的

关系，包括组织及其结构。

展望

CARTANA开发的样本制备方法和ISS试剂盒连同尼康Ti2-E显微镜系

统和NIS-Elements软件构成了以单个细胞层面为分辨率、高通量和

高特异性对数百个基因进行定量空间分析的强大实验解决方案。这

一技术可能在很多研究领域带来科学突破，包括神经科学、肿瘤学、

免疫学和胚胎发育领域，能够产生关于细胞和分子生物学的新见解，

并支持诊断和治疗的发展。

图2. 用CARTANA ISS进行脑细胞分类。a：样本制备和一个ISS循环后用尼康Ti2-E显微镜成像的完整组织切片的原始多色图像。b-f：a中白色方块区域的特写，

表示正在经历五个ISS循环的单个细胞。g：表示f中虚线框内两个测序DNA斑点荧光强度（a.u.）的表面图。h：条形码被解码，以便将基因标志（伪彩标记）

分配给每个DNA斑点。i：产生的完整组织切片的细胞类型图谱。每个细胞根据相近的基因标志和无监督聚类而被赋予一种细胞类型。j：i中白框的放大视

图，虚框与h中的细胞对应。标尺，10 μm（b-f、h、j）。
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