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摘要 基于成像的三维空间转录组学技术通过整合空间转录组学、成像技术与组织透明化技术, 突破传统空间 

转录组学二维空间的局限性, 实现转录本的三维空间原位解析. 本文系统综述以基于滚环扩增、杂交链式反应及 

多重荧光原位杂交为代表的三类三维空间转录组学技术发展, 总结当前这些技术突破二维成像的局限性所进行 

的相关技术优化细节, 以及比较现有的基于成像的三维空间转录组学技术的各种性能, 并对该领域未来发展提出 

思考, 旨在为未来三维空间转录组学技术的开发提供见解. 
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生物体是由数百到数万亿个细胞构成的复杂系统, 
尽管所有细胞共享同一遗传信息, 但其在类型、发育时 

序以及三维空间位置的差异决定了功能的多样性. 因 

此, 为了全面理解个体的发育、衰老、疾病与死亡的 

生物学过程, 需要从细胞类型(种类)、发育时序(时间) 
和三维空间位置(空间)三个维度来共同解析细胞的分 

子信息, 包括但不限于基因组、转录组、表观基因组、 

蛋白组和代谢组等, 从而深入揭示不同分子层面的复 

杂调控关系. 基于此, 本文将重点介绍目前基于成像的 

空间组学的技术及其在三维厚组织应用上的最新进展. 

1 单细胞组学技术的出现 

早期的二代测序(bulk-cell-based next-generation 

sequencing)将大量混杂的细胞作为一个整体进行分析, 
获得一群细胞的平均信号以揭示某个生物学过程的分 

子变化和调控通路. 随着测序技术的迭代, 单细胞测序 

技术(single-cell sequencing technologies)的出现, 使得 

研究者能够从异质性细胞群中解析单个细胞的特征. 
如今, 单细胞测序技术已从最初的转录组测序扩展到 

三维基因组、表观基因组和蛋白质组等多个层面的测 

序, 甚至实现了高通量的单细胞多组学测序. 2009年, 
汤富酬团队 [1]发表了世界上首篇单细胞mRNA测序的 

文章, 标志着单细胞测序的时代的开启. 2013年, Tanay 
团队 [2]首次提出单细胞Hi-C(single-cell Hi-C)技术, 揭 

示了单细胞水平基因组的三维折叠模式; 同年, 汤富酬 

团队 [3]发表单细胞DNA甲基化测序技术, Greenleaf团 

队 [4]首次提出单细胞ATAC-seq技术, 实现对单细胞的 
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染色质开放性区域的测序. 2015年, van Oudenaarden团 

队 [5]和Ponting团队 [6]分别提出实现同时检测转录组和 

基因组的检测的不同测序方法. 2016年, 汤富酬团队 [7] 

开发出scTrio-seq技术, 实现了单细胞的基因组拷贝数 

变异(copy number variation, CNV)、DNA甲基化和转 

录组的联合测序. 随着不同单细胞组学技术的建立和 

发展, 单细胞测序技术已经在生物医学领域的诸多研 

究方向上发挥着巨大的推动作用 [8]. 

2 空间组学技术的兴起 

随着单细胞多组学测序技术的广泛应用, 研究者 

逐渐意识到这项技术在解释组织器官中细胞生物学过 

程的局限性: 单细胞测序的样本处理中破坏了细胞所 

处的空间位置信息, 从而导致无法检测邻近细胞及周 

围环境变化对细胞的作用, 以及细胞的空间位置与功 

能的协同变化关系. 众所周知, 细胞的生命活动不仅 

受到自身内部遗传物质的调控, 还受所处的空间位置 

和微环境所调控, 意味着相同类型的细胞在不同的空 

间位置上所发挥的作用也是有所区别的. 此外, 在个 

体发育过程中, 存在着广泛的细胞迁移与细胞区域性 

互作, 如胚胎发育过程中的原肠运动, 这些信息都是 

无法通过解离后的单细胞测序所观测到的. 因此, 能 

够保留细胞空间信息的空间组学技术应运而生. 
目前, 空间组学技术根据空间信息获取的途径, 主 

要可以分为五类 [9]: (ⅰ) 基于显微切割的技术(technol
ogies based on microdissected gene expression), 如LCM- 
seq [10], GEO-seq [11], TSCS [12]; (ⅱ) 原位杂交技术(in situ 
hybridization, ISH), 如smFISH [13~17], seqFISH [18,19], 
MERFISH [20]; (ⅲ) 原位测序技术(in situ sequencing, 
ISS), 如FISSEQ [21], HybISS [22], STARmap [23]; (ⅳ) 原位 

捕获技术(in situ capturing technologies), 如ST [24], Slide- 
seq [25], DBiT-seq [26], MISAR-seq [27]; (ⅴ) 空间数据的算 

法重构技术(in silico reconstruction of spatial data), 如 

Seurat [28], Tomo-seq [29], PROCEDURE [30], ViBrism 
DB [31]等. 根据底层的分子检测原理的不同, 也可以简 

单地分为两大类: 以测序为基础的非靶向空间组学技 

术(基于测序的空间组学技术)以及成像依赖的靶向空 

间组学技术(基于成像的空间组学技术). 
基于测序的空间组学技术脱胎于单细胞测序, 经 

过十来年的发展和商业化迭代, 目前应用较为普遍的 

空间转录组学技术是2016年Lundeberg团队 [24]提出的 

基于空间条形码的空间转录组学技术(spatial transcrip
tomics, ST), 他们创新性地将单细胞测序里的细胞标 

签转换为空间位置标签, 将捕获单细胞的微珠(beads) 
转换为芯片上固定尺寸分割的位置点(spot), 从而基于 

单细胞转录组测序类似的扩增与拆分原理, 实现了高 

通量的空间转录组测序; 而成像空间组学技术则通过 

对组织原位核酸的靶向识别, 结合多轮的荧光成像实 

现多重检测. 
空间组学技术的快速发展使得我们对细胞在生 

理、病理及衰老与凋亡生物学过程的理解更加全面和 

深刻. 从最初的批量测序技术只能确定大量混杂细胞 

的平均分子信号, 到单细胞测序能够特异性揭示某个 

细胞的独特分子图谱, 再到空间单细胞组学实现对组 

织器官不同区域中异质性细胞或不同区域中同质性细 

胞执行生物学过程中的一系列基因以及细胞间互作关 

系的解析. 

3 基于成像的三维空间转录组学技术 

基于成像的原位空间转录组技术(image-based in 
situ transcriptomics)包括两大类: ISH和ISS. 不同于测 

序空间组学技术直接从组织中提取RNA分子, 基于成 

像的原位空间转录组技术通过设计荧光标记的寡核苷 

酸探针与目标RNA原位杂交, 将RNA分子信息直接转 

化为可定位定量的荧光信号. 凭借其高灵敏度、亚细 

胞分辨率及可视化优势, 现已成为空间转录组学研究 

的重要方向. 早期单分子荧光原位杂交技术(single 
molecular fluorescence in situ hybridization, smFISH) 
通过靶向单个转录本的探针设计, 为原位空间转录技 

术奠定了方法学基础. 此后, 多重FISH技术(multi
plexed FISH)进一步实现了亚细胞分辨率下多个转录 

本的同步检测. 随着技术迭代, 基于成像的原位空间 

转录组技术在基因通量、信噪比优化及RNA类型兼 

容性方面持续突破, 检测范围已从早期的固定的几十 

个细胞中的几十个基因拓展到能够检测组织切片上万 

个细胞中的上万个基因. 
尽管现有的空间转录组学技术已取得显著进展, 

但其“空间”解析仍多局限于二维切片(XY轴), 而组织 

内的细胞和分子的结构和分布是三维的(XYZ轴), 这 

一局限性在早期的免疫组织化学领域同样存在, 受限 
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于只能对组织二维切片进行免疫染色成像, 无法还原 

出完整组织的三维结构. 直到最近出现的组织透明化 

技术, 使得能够对完整组织甚至整个生物体实现光学 

透明, 并允许光线完全穿透到被透明化的组织深处, 
结合高景深的显微成像技术发展, 使得对厚组织甚至 

完整组织的三维免疫染色成像逐渐成为现实. 
现有的基于组织透明化的三维免疫荧光技术分为 

以下三类: (ⅰ) 油性组织透明化(solvent-based tissue 
clearing), 如BABB [32], 3DISCO [33], iDISCO [34], PEAG
SOS [35]; (ⅱ) 水性组织透明化(aqueous-based tissue 
clearing), 如Scale [36], seeDB [37], CUBIC [38], FRUIT [39], 
RTF [40]; (ⅲ) 凝胶组织透明化(hydrogel embedding tis
sue clearing), 如CLARITY [41], PACT [42], SWITCH [43], 
ACT-PRESTO [44], SHILD [45]. 近年来, 组织透明化技术 

的快速发展和迭代, 为基于荧光成像的原位空间转录 

组技术应用于三维组织器官提供了理论上的可行性. 
基于这一思路, 近几年诞生了许多结合组织透明化的 

三维空间转录组学方案, 比如, 结合CLARITY的Ex
Seq, STARmap, Deep-STARmap, 3DEEP-FISH, EAZI- 
FISH, cycleHCR, 3D MERFISH; 结合PACT的smHCR; 
结合BABB的mFISH3D; 结合iDISCO的DIIFCO和 

TRISCO. 在此, 本文将重点综述目前三维空间转录组 

学技术的发展和前景展望, 并根据技术的分类和发表 

时间顺序依次介绍(图1), 并总结对比各项技术的特性 

(表1). 
现有的基于成像的三维空间转录组技术根据成像 

策略的不同可主要分为以下3类: (ⅰ) 基于滚环扩增 

(rolling cycle amplification, RCA)的原位测序技术; 
(ⅱ) 基于杂交链式反应(hybridization chain reaction, 
HCR)的原位杂交技术; (ⅲ) 基于多重荧光原位杂交 

(multiplexed fluorescence in situ hybridization, mFISH) 
的原位杂交技术(图2) [46]. 

3.1 基于RCA的原位测序技术 

滚环扩增反应是一种基于DNA聚合酶的信号放 

大技术, 其核心机制是以环状DNA为模板, 通过持续 

合成线性重复的DNA序列实现靶标分子的指数级扩 

增. 根据探针设计与反应路径差异, RCA的实现策略主 

要分为两类: 第一类逆转录的RCA策略, 通过寡核苷 

酸探针靶向转录本后, 利用逆转录酶生成单链DNA, 
经环化酶闭合为环状模板, 最终由DNA聚合酶启动 

RCA反应并合成DNA扩增子; 第二类直接环化的RCA 
策略, 即通过设计特殊单链DNA锁式探针(padlock)直 

接靶向RNA, 探针两端与靶序列互补结合后形成带有 

缺口的环状结构, 经DNA连接酶修复缺口完成环化, 
随后无需逆转录步骤, 直接通过DNA聚合酶进行RCA 
反应合成DNA扩增子.  

2014年, 哈佛大学Church团队 [21]开发的全转录组 

的荧光原位测序技术(fluorescent in situ sequencing, 
FISSEQ)是基于逆转录的RCA策略的代表性方法. 该 

技术通过随机设计的6~9碱基寡核苷酸探针靶向细胞 

内RNA, 经逆转录生成单链DNA后, 利用CircLigase将 

图 1 现有的基于成像的三维空间转录组学技术的时间线 
Figure 1 Timeline of current imaging-based 3D spatial transcriptomics techniques  
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其环化形成环状DNA. 为克服逆转录产物扩散问题, 
FISSEQ创新性地在逆转录过程中引入氨基烯丙基- 
dUTP, 并通过双功能交联剂BS(PEG) 9将环状DNA共价 

锚定于胞内蛋白网络, 从而实现分子原位固定. 随后, 
DNA聚合酶以环状DNA为模板进行RCA反应, 生成包 

含多拷贝重复序列的线性DNA扩增子, 并借助SOLiD 
(sequencing by oligo ligation detection)测序平台实现 

原位解码(读长50~75 bp). 尽管FISSEQ对全转录组的 

覆盖存在一定偏好性, 且检测的灵敏度受限, 但其高 

通量检测能力显著优于传统靶向基因检测方法. 2021 
年, Church团队与Boyden团队 [47]合作进一步将FISSEQ 
与膨胀显微镜技术(expansion microscopy, ExM)整合, 
开发出膨胀测序技术(expansion sequencing, ExSeq). 通 

过Label X介导的RNA-聚丙烯酰胺凝胶交联, ExSeq可 

表 1 现有的三维空间转录组学技术和方法的详细比较  

Table 1 Detailed comparison of current methods and technologies for imaging-based 3D spatial transcriptomics 

成像策略 方法 组织切片厚度(μm) 理论基因检测通量 a) 实际基因检测数 分辨率 组织透明化策略 

RCA-based 

ExSeq 50 几乎全转录组 ~300 亚细胞 ExM 

STARmap 150 1024 28 亚细胞 CLARITY 

Deep-STARmap 150 1024 1017 亚细胞 CLARITY 

3DEEP-FISH 400 4 N 85 亚细胞 CLARITY 

PRISM 100 124 30 亚细胞 CUBIC 

HCR-based 

smHCR 500 – 1 亚细胞 PACT 

DIIFCO ~4000 – <4 细胞 iDISCO 

EASI-FISH 300 3N 24 亚细胞 ExM 

mFISH3D ~4000 3N 10 细胞 BABB 

cycleHCR 310 2700 256 亚细胞 CLARITY 

TRISCO ~10000 4 4 细胞 iDISCO 

FISH-based 3D MERFISH 
100 

~322 
242 

亚细胞 CLARITY 
200 156  

a) N为多轮探针杂交的轮数  

图 2 三类基于成像的三维空间转录组学技术路线 [46] 

Figure 2 Three different imaging strategies for imaging-based 3D spatial transcriptomics [46]  
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使组织样本均质膨胀4倍, 显著提升基因检出率、测序 

读长与分辨率, 并支持50 μm厚度的三维亚细胞成像, 
解析了神经元RNA空间定位及肿瘤微环境中细胞互 

作引发的基因表达异质性. 
基于直接环化的RCA策略, 王潇 [23]于2018年开发 

了STARmap(spatially-resolved transcript amplicon read
out mapping)技术, 实现亚细胞分辨率下对完整组织切 

片进行空间转录组分析, 其中包括对10 μm厚的小鼠脑 

组织切片的1020个基因和150 μm厚的小鼠胼胝体切 

片中28个基因进行检测, 成功识别出了脑厚组织切片 

中的主要细胞类型的空间分布以及细胞间的潜在相互 

作用. STARmap技术借鉴了靶向ISS策略 [48]的设计原 

理, 其核心是使用成对匹配的引物和挂锁探针(SNAIL 
探针, 图3A), 这样的设计比起传统的单用锁式探针, 进 

一步提升了基因检测的特异性, 将目标RNA分子转化 

为具有基因唯一编码的DNA扩增子, 然后通过多轮带 

误差剔除的连接测序(sequencing with error-reduction 
by dynamic annealing and ligation, SEDAL)在组织水 

凝胶中实现高度复用的RNA检测. 该技术针对不同厚 

度组织差异化设计探针锚定策略: 对于10 μm薄切片, 
采用SNAIL探针靶向转录本, 其中引物的5′端半段能 

结合转录本, 剩下3′端半段同时结合锁式探针的5′端和 

3′端形成环状, 经T4 DNA连接酶闭合缺口后, 通过氨 

基烯丙基-dUTP修饰的DNA扩增子与水凝胶化学交联 

实现原位固定; 对于150 μm厚切片, 则使用5′端丙烯酰 

胺修饰的SNAIL探针预嵌入聚丙烯酰胺凝胶网络, 结 

合蛋白酶K/SDS脱脂透明化处理, 然后RCA后通过BS 
(PEG) 9交联带有修饰的DNA扩增子, 两种方案均依赖 

SEDAL测序对DNA扩增子上大量重复的5位核苷酸组 

成的特定基因身份识别码(gene barcode)(可得到 

4 5=1024种组合编码, 理论上的基因检测能力)进行多 

轮杂交成像来解码转录本信息. 基于STARmap的基础 

框架, 王潇团队近几年在多组学整合、组学类型扩展、 

厚组织兼容上进行了改进升级, 在2023年推出STAR
map PLUS [49](蛋白组-转录组双模态空间解析技术)和 

RIBOmap [50](核糖体结合mRNA空间解析技术); 2024 
年8月, 他们在bioRxiv上发表了厚组织成像技术Deep- 
STARmap [51], 通过对STARmap技术的优化, 在降低成 

本的同时突破在厚组织中低基因数目的局限性, 实现 

对150 μm小鼠大脑半球的冠状切片的1017个基因的 

三维空间原位成像. 三维厚组织的成像测序一直存在 

信号拥挤与配准对齐的挑战, Deep-STARmap针对适 

图 3 基于RCA的三维空间转录组学探针设计示意图: A: STARmap的SNAIL探针具体是由带有修饰的引物和锁式探针组成; 
B: Deep-STARmap探针由侧翼接头序列、引物以及锁式探针组成; C: 3DEEP-FISH探针与STARmap的SNAIL探针类似, 但是 
缺口位置以及基因条形码长度有所区别; D: PRISM的锁式探针存在连续4个条形码序列共同组成基因条形码 
Figure 3 The diagram of probe design of the RCA-based 3D spatial transcriptomics. A: STARmap SNAIL probe is composed of modified primer 
and padlock; B: Deep-STARmap probe consists of flanking linker sequence, primer and padlock; C: 3DEEP-FISH probe is similar to SNAIL probe of 
STARmap, but the gap position and the length of gene barcode are different; D: PRISM padlock has four consecutive barcode sequences to form 
specific gene barcode  

中国科学: 生命科学 2025 年 第 55 卷 第 6 期  

1153  



配三维厚组织样本的检测进行了如下改进: (ⅰ) 使用 

更低价格的通用接头“侧翼接头序列”(“flanking linker 
sequence”)来替代SNAIL探针中引物上的丙烯酰胺基 

修饰(图3B), 这个接头序列的一端带有丙烯酰胺基修 

饰的同时, 还具有能够与所有锁式探针的引物碱基互 

补配对的通用序列, 并且二者配对的区域加入了光交 

联基团 CVNK(3-cyanovinylcarbazole nucleoside), 在紫外 

光照射下将通用接头和引物以牢固的共价键结合 .  
(ⅱ) 引入二次凝胶的策略, 即进行两次凝胶聚合反应, 
由于低浓度单体得到的聚丙烯酰胺凝胶刚性较弱, 在 

多轮荧光成像的过程中容易发生形变导致荧光点发生 

大幅度偏移而无法区分(仅进行两轮荧光成像就无法 

区分单个荧光), 所以他们引入二次凝胶的策略以保证 

组织凝胶的刚性, 显著降低形变, 保证了进行6轮荧光 

成像后单个点的位置几乎不发生改变. 
同样采用直接环化的RCA策略还有黄岩谊团 

队 [52]在2024年6月在bioRxiv上发表的新技术PRISM 
(profiling of RNA in-situ through single-round of 
imaging), 能够实现快速(24 h)、高效(单次64个基因)、 

亚细胞分辨率三维空间转录组分析(兼容100 μm厚样 

品), 成功解析了小鼠E12.5~E14.5胚胎发育、人肝癌 

的肿瘤微环境和100 μm厚的小鼠脑组织中的关键基 

因空间分布, 揭示了Wnt5a/Tbx5在肢体发育、肿瘤相 

关成纤维细胞在免疫抑制, 以及Dlx1/Gad2在神经分化 

中的重要作用. PRISM的创新点如下: (ⅰ) 创新性编码 

方式. 以光谱强度级别(spectrum intensity levels)和半 

径向量(radius vector)作为编码策略, 首先设计靶向 

RNA的带有条形码的锁式探针, 其中条形码区域具有 

四段序列能够分别与带有四种不同荧光的二级探针结 

合(图3D), 经RCA扩增形成DNA扩增子以放大检测信 

号, 随后采用四通道荧光探针系统(Ch1, Ch2, Ch3, 
Ch4)进行基因编码, 其中前三个通道基于半径向量编 

码原理构建三维荧光强度空间. 通过将荧光标记探针 

与无荧光同源探针按预设比例混合(如CH1通道3:2混 

合产生强度值3), 调控各通道离散化荧光梯度, 形成独 

特的基因条形码(如Ch1: 3, Ch2: 1, Ch3: 2). 理论上, 依 

靠3个通道的5种组合即可实现对124个基因的检测, 然 

而在实践中, 由于多种因素干扰, 许多理论的编码组合 

无法使用, 例如, 强度编码020与030, 040因光谱重叠难 

以区分. 为此, 经过验证和筛选, 研究团队提出约束条 

件Ch1+Ch2+Ch3=4的平面编码空间, 将线性强度编码 

转换为半径向量模式, 通过矢量角度差异增强编码分 

辨力, 使三个通道在归一化总强度为4时获得15种可 

区分组合. 同时, 针对Ch4通道的光稳定性限制, 采用 

二元化信号(0/1)作为独立编码维度, 使总编码容量提 

升至30种. (ⅱ) 高效编码能力. 进行一次PRISM的时 

间小于24 h, 并且通过这种编码策略单次PRISM能够 

理论上成像64个基因以上. (ⅲ) 实现厚组织成像. 通 

过使用BS(PEG) 9将带有修饰的cDNA纳米球固定在原 

位后, 结合CUBIC组织透明化技术中的Cubic L脱脂过 

程, 实现对100 μm厚的样品实现透明化以实现三维空 

间转录组分析. 
在更大厚度的成像测序方面, Kalhor团队 [53]于 

2024年9月在bioRxiv上报道了新技术——3DEEP- 
FISH(3D hydrogel-embedding for expression profiling 
with fluorescence in situ hybridization), 该技术同样采 

用直接环化的RCA的基本策略, 并且能够在400 μm的 

组织中实现亚细胞分辨率的三维空间转录组成像分 

析. 利用该新技术, Kalhor团队对280 μm厚的小鼠皮肤 

组织的85个基因进行成像, 绘制了新生小鼠的毛囊的 

三维发育转录图谱. 3DEEP-FISH的转录本条形码编 

码策略、具体的组织透明化、条形码读出的方式如 

下: 锁式探针设计5′端到3′端具体由20 nt的靶向转录本 

的“臂”(arm)、19 nt的通用滚环扩增引物结合序列(用 

于后续的滚环扩增)、2 nt隔开序列、18 nt的身份码序 

列(ID)、20 nt靶向转录本的另一个“臂”组成(图3C), 5 
个不同的锁式探针靶向同一个转录本的5个不同区域, 
并且靶向同一个转录本的5个不同的锁式探针的ID是 

相同的, 仅仅两个“臂”的序列不同. 并且在探针杂交 

前, 需要额外对样品进行基因组DNA消化, 接着将5′ 
端带有丙烯酰胺基的RCA引物和锁式探针与组织样 

品进行杂交, 然后进行组织凝胶聚合将RCA引物和锁 

式探针固定在组织原位, 随后通过蛋白酶K/SDS脱脂 

实现组织透明化, 紧接着进行连接酶补齐缺口和DNA 
聚合酶进行滚环扩增, 在RCA过程中同样加入氨基烯 

丙基-dUTP, 使得扩增得到的cDNA纳米球带有特定修 

饰, 再用Acryloyl-X, SE(AcX)与cDNA纳米球上的氨基 

烯丙基-dUTP的氨基进行反应将AcX连接到cDNA上, 
AcX作为接头在随后进行水凝胶二次包埋中固定住 

DNA扩增子, 提高凝胶刚性的同时稳定DNA扩增子, 
最后使用HybISS(hybridization-based in situ sequenc- 
ing)测序的方式解码转录本信息. HybISS编码策略中 
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每轮杂交成像中赋予一个转录本一个荧光颜色编码, 
因此使用4个荧光通道进行N次杂交能够赋予转录本 

由四种颜色组成的N位荧光颜色组合码(如绿绿蓝红黄 

蓝绿……), 即理论上能够识别4 N个基因.  

3.2 基于HCR的原位杂交技术 

杂交链式反应HCR最早是由Dirks和Pierce [54]在 

2004年开发并命名的, 这是一种等温、无酶、熵驱动 

的DNA分子自组装的信号放大技术, 其原理是利用 

DNA发夹探针(hairpin probes)在引发链(initiator 
strand)触发下发生级联杂交, 形成长链DNA聚合物. 
具体而言, 即HCR始于引发链与第一个发夹探针结合 

并与其形成茎环结构, 从而暴露出发夹探针内部的与 

其他发夹探针互补的序列, 这个序列又能打开第二个 

发夹探针的茎环结构并暴露出其互补序列, 依次打开 

后续发夹探针, 从而形成线性或分支的DNA聚合物. 
得益于其自主等温复制、高效无酶扩增、单分子灵敏 

度高以及反应动力学可控等优势, HCR常被选作传统 

扩增方法的替代策略, 广泛应用于生物传感、生物成 

像以及DNA纳米结构组装等领域. 
2010年Pierce团队 [55]首次将HCR应用到空间转录 

组成像技术开发中, 开发出基于正交扩增和杂交链式 

反应的多重荧光原位杂交方法, 通过设计靶向特定转 

录本的RNA引发链探针, 这样的探针由靶向转录本序 

列和HCR引发链序列组成(图4A), 然后再加入带有荧 

光基团的发夹探针, 启动HCR形成带有荧光的RNA聚 

合物, 从而将荧光信号放大, 接着对上一轮的探针和 

HCR产物进行洗脱, 再进行下一轮杂交成像, 实现多 

轮杂交成像, 这项技术成功对完整或者切片的斑马鱼 

胚胎中5个靶基因进行成像, 展现了出色的组织穿透 

能力、高信噪比等优点. 更进一步, 2014年Pierce团 

队 [56]改进HCR成像策略, 开发出二代HCR空间转录组 

成像技术HCR v2.0, 在原来的HCR技术基础上将RNA 
引发链改成DNA引发链, 并且将原来的单侧引发链结 

构改成双侧引发链结构, 即二代DNA引发链探针的构 

成变为双侧HCR引发链序列加上中部的靶向转录本 

序列(图4B), 实现更强的荧光信号产生. 在斑马鱼胚胎 

中进行成像验证, 优化的HCR技术在降低了HCR成像 

条件的严苛度以及成本的同时, 比上一代HCR信噪比 

提高了5倍. 2018年Pierce团队 [57]再次改进HCR技术, 
开发出第三代原位HCR技术(HCR v3.0), 将原来设计 

的单个DNA引发链探针改为成对分裂-引发探针(split- 
initiator probes), 其中两个成对的探针的组成均为靶向 

转录本序列和半个HCR引发链序列(图4C), 只有成对 

匹配的分裂-引发链探针结合到正确位置且相互靠近 

时, 它们的各自半个HCR引发链才能组合成完整的引 

发链从而起始杂交链式反应, 而这样的设计赋予了 

HCR v3.0比起1代HCR更高的探针特异性、更强组织 

渗透能力以及更重要的多重编码的能力. 
在获得更高的成像深度上, 2016年8月Pierce团队 

与蔡龙团队 [58]合作开发出smHCR(single-molecule hy
bridization chain reaction)并发表在Development杂志, 
在检测培养的细胞和完整斑马鱼胚胎mRNA中展现媲 

美smFISH的高灵敏度, 并且smHCR可以检测500 μm 
厚的成年小鼠脑切片深处的单个转录本. smHCR中的 

探针设计使用的是1代HCR技术的变体, 即将1代HCR 
中用的RNA探针改成DNA探针, 探针的组成并不进行 

改变, 对于单层培养细胞和斑马鱼胚胎成像中直接使 

用变体HCR进行成像, 而在对厚组织成像中smHCR技 

术将HCR技术(HCR v1.0)和PACT透明化技术结合, 实 

现500 μm厚的小鼠脑切片的三维单转录本成像. 
在实现更多的基因检测能力上, 2021年12月, 美国 

霍华德·休斯医学研究所Tillberg和Sternson团队 [59]开 

发了EASI-FISH(expansion-assisted iterative fluores
cence in situ hybridization)技术, 实现了ExM和HCR 
v3.0的结合. 该技术能够对小鼠300 μm脑切片的下丘 

脑外侧区(lateral hypothalamic area, LHA)的24种标记 

基因进行亚细胞分辨率三维空间转录组成像, 区分出9 
个分子结构域, 揭示了LHA中分子定义的细胞类型及 

其空间分布, 并且还描述了不同细胞类型在形态和功 

能上的多样性. 值得注意的是, EASI-FISH技术在上述 

两种技术中进行了以下改良: (ⅰ) 优化ExM的分子锚 

定步骤, 使用DNA 烷化剂MelpalanX(Melphalan与 

Acryloyl-X, SE反应得到)替代ExFISH [60]中使用的昂贵 

的Label-IT. (ⅱ) 拓展多轮成像能力. 每轮成像完成后, 
均使用DNA酶将上一轮的探针和HCR产物进行消化, 
然后再进行下一轮成像, 以实现多轮成像标记的能力. 
(ⅲ) 特殊的细胞标记方式. 在用DNA酶处理过的细胞 

使用DAPI染色时, DAPI能够标记细胞RNA从而实现 

对细胞质的标记, 用于后续的细胞分割和图像配准. 
以上的尝试都还主要集中在微米的尺度, 2020年6 

月卡罗林斯卡研究院Uhlén团队 [61]在Nature Biomedi
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cal Engineering上发表了大体积多模态三维单细胞空 

间成像技术DIIFCO(diagnosing in situ immunofluores
cence-labeled cleared oncosamples), 能够以单细胞分辨 

率对完整的毫米级的新鲜冷冻样本和FFPE的肿瘤组 

织的几种RNA(包括非编码和编码RNA)和几种蛋白质 

联合成像, 从而揭示肿瘤内部复杂的肿瘤微环境、肿 

瘤干细胞的分布、肿瘤细胞异质性及其空间分布特 

征. DIIFCO技术的亮点是通过改良iDISCO +技术 [62]的 

同时结合HCR v3.0的转录组成像技术. 具体来说, (ⅰ) 
优化RNA保留措施:  所有流程均使用RNA稳定剂 

RNAlater来最大限度降低RNA降解. (ⅱ) 优化样品固 

定步骤: 对比了8种固定RNA策略, 最终选择只用4%的 

多聚甲醛对样品固定, 能够实现最高的成像的SNR. 
(ⅲ) 优化二氯甲烷(DCM)处理时间: 长时间的DCM处 

理样品会导致细胞核染色荧光强度变弱, 所以降低 

DCM处理时间到30分钟, 保证了透明化效果的同时, 
还不削弱细胞核染色的效果. (ⅳ) 整合改良版iDIS
CO +和HCR v3.0技术: 简单来说, 在原有的iDISCO +处 

理的实验步骤中的蛋白质抗体杂交步骤前增加HCR 
v3.0的长时间探针杂交和杂交链聚合反应两个步骤, 
从而实现对大体积样品的RNA组和蛋白质组进行 

成像. 
2022年11月的霍华德·休斯医学研究院的Muraka

mi和Heintz [63]在bioRxiv上发表单细胞空间转录组成像 

技术mFISH3D(multiplexed fluorescence in situ hybridi
zation in 3D)技术, 将HCR v3.0与BABB透明化技术相 

结合, 能够实现对2~4 mm大小的小鼠脑块或者人的脑 

块进行 1 0 个基因以及几种蛋白质的联合成像 .  
mFISH3D在常规三维空间转录组成像策略中进行了 

独到的优化: (ⅰ) 优化探针渗透速率. 常规方法使用硫 

酸葡聚糖辅助杂交, 然而大分子量的硫酸葡聚糖会阻 

碍探针的渗透, 转而选用聚乙二醇(PEG 8000)保证在 

促进探针杂交的同时还能协同提高探针渗透的能力. 
(ⅱ) 使用油性组织透明化策略. 为了避免使用水性组 

织透明化时PH和盐浓度的变化对已杂交探针稳定性 

的影响, 选用了BABB油性透明化技术. (ⅲ) 提高成像 

信噪比. 他们发现, 在进行探针杂交前对样品进行酸处 

理和蛋白酶K消化的前处理能够显著提高2 mm厚的小 

鼠脑块的荧光信噪比. (ⅳ) 实现多轮杂交成像. 厚组织 

之所以难以实现多轮杂交成像的重要原因之一就是长 

时间的重复杂交-洗脱的过程中RNA的快速降解, 为 

了克服这个问题 ,  基于D N A链与R N A链形成的 

图 4 基于HCR的三维空间转录组学探针设计与信号放大示意图. A: HCR v1.0; B: HCR v2.0; C: HCR v3.0; D: cycleHCR 
Figure 4 The diagram of probe design and amplification of the HCR-based 3D spatial transcriptomics. A: HCR v1.0; B: HCR v2.0; C: HCR v3.0; D: 
cycleHCR  
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RNA:DNA杂合体能够显著提高RNA的稳定性, 通过 

设计一系列的不具备引发序列的阻断探针(简称阻断 

探针)以形成RNA:DNA杂合体, 同时不产生荧光信号, 
接着引入热辅助去杂交的步骤, 将上一轮的包含一级 

探针和阻断探针以及DNA聚合体在内全部洗脱, 再杂 

交下一轮的一级探针和阻断探针, 并进行杂交链式反 

应, 实现多轮洗脱-杂交成像的能力. 
2024年5月Liu团队 [64]在bioRxiv上发表cycleHCR 

技术, 且在2025年2月正式在Science上发表. cycleHCR 
技术的核心是将HCR v.3.0改良并结合凝胶组织透明 

化技术, 实现对厚组织切片进行亚细胞分辨率的三维 

空间转录组以及蛋白组分析, 通过对E6.5~7.0时期的 

完整小鼠胚胎(~310 μm)的254个基因进行成像(成像 

85轮, 历时20天), 揭示了早期胚胎发育中的复杂基因 

表达模式和细胞的空间组织以及命运决定机制. 此外, 
他们还对小鼠海马切片(40~60 μm)同时进行了RNA和 

蛋白质成像, 分析了120个基因的表达和8种蛋白质的 

分布, 揭示了海马中不同细胞类型的基因表达梯度和 

核结构差异. 其中cycleHCR有三个技术亮点, (ⅰ) 多 

轮杂交成像: 基于HCR v3.0的成对分裂-引发探针的基 

础上进行改进, 首先选择了更长的成对分裂探针(各 

45 nt, HCR v3.0的是25 nt)作为一级探针(primary 
probes)(图4D), 使得其与靶RNA结合时Tm(解链温度) 
达到90°C以上, 这样的设计既能进一步提高一级探针 

的靶向特异性, 还能保证在多轮成像中充分洗脱除了 

一级探针以外的其他分子; 其次是引入了条形码编码 

过程, 使用成对的14 nt的二级分裂-引发探针, 分别为 

分裂左DNA条形码(split left DNA barcode, 简称L)和分 

裂右DNA条形码(split right DNA barcode, 简称R), 其 

中只有L与R组合且结合于同一转录本的邻近位置时, 
L和R的非转录本的结合区域会形成完整的引发序列 

从而启动杂交链式反应, 通过设计多个L和R, 来实现 

编码能力, 例如, 本文中各设计了30个L和R的DNA条 

形码序列, 其中每一对左右DNA条形码的组合来标记 

一个转录本, 即能标记30 2=900个转录本, 如果分别用 

三种荧光基团来进行标记的话 ,  则能够标记 

30×30×3=2700个转录本, 这样的编码方式不需要跨轮 

解码, 避免了分子拥挤问题, 适合稀疏和密集标记的目 

标成像. (ⅱ) 多轮杂交成像自动化系统: 设计了自动化 

程序来实现每一步反应添加的溶液和除去以及自动成 

像, 能够每天完成5轮杂交-成像, 识别15个不同的转录 

本, 极大地减轻了多轮成像的人力耗费, 弥补了该方法 

低通量的缺点(然而低通量技术一定程度上可缓解成 

像过程中的荧光信号拥挤的问题). (ⅲ) 双组学成像: 
将转录本的成像策略结合到抗体上, 能够在40~60 μm 
组织切片上同时进行RNA cycleHCR和protein cy
cleHCR, 此外在对组织切片和细胞单独进行protein 
cycleHCR成像时, 还能结合膨胀显微技术来实现亚细 

胞分辨率上的细胞三维空间蛋白组成像. 
2024年11月, 瑞典卡罗林斯卡研究院的Uhlén及 

Kanatani团队 [65]在Science上发表的三维单细胞转录组 

空间成像技术TRISCO(Tris buffer-mediated retention of 
in situ hybridization chain reaction signal in cleared 
organs)技术, 其能够实现全脑的单细胞分辨率四基因 

的空间转录组学成像, 揭示不同物种全脑(小鼠、大 

鼠、豚鼠)以及小鼠的跨器官(心脏、肺、脊髓、肾)的 

RNA(包括编码RNA和非编码RNA)的三维空间分布和 

表达模式. TRISCO是DIIFCO技术的改良版, 针对 

DIIFCO技术由于样品的RNA完整性差、探针渗透问 

题引发的荧光标记的内外不均一、处理后样品透明度 

差等缺陷导致不能在成年小鼠全脑很好地成像的问 

题, 他们对DIIFCO进行改良, 具体如下, (ⅰ) 提高RNA 
的完整性: 所有流程均使用低廉高效的RNA抑制剂聚 

乙烯磺酸(PVSA), 以及增加一步对甲醇脱水后的样品 

直接转移到50%甲酰胺溶液中的流程, 以最大化抑制 

RNA酶活性. (ⅱ) 提升荧光全脑内外均匀标记: 对大 

组织样品应用isHCR(in situ hybridization chain reac
tion)时, 由于荧光发夹探针渗透到样品表面和样品内 

部的时间不同使得绝大多数的荧光发夹探针在样品表 

面耗尽, 从而出现表面荧光强度高, 内部无荧光的情 

况, TRISCO针对这个问题进行了各种方法的测试, 其 

中包括改变杂交反应液的成分或盐浓度、外加电场、 

外加压力、离心、降低反应温度等, 结果发现仅降低 

反应温度就能使得全脑荧光的内外不均匀的问题得到 

缓解, 因为HCR反应为熵驱动的反应, 温度合适则会迅 

速启动, 反之则会非常缓慢发生反应, 利用这个特性, 
他们最终发现在4°C情况下HCR的缓慢反应能够保证 

脑组织内外荧光强度保持均匀. (ⅲ) 克服DIIFCO处理 

全脑后内部不透明: 增加500 mmol/L的Tris-HCl洗涤 

步骤, 充分洗去在常规isHCR中使用的5×SSC缓冲液 

和Tween 20(5×SSCT)残留, 因为在小鼠成年脑内部残 

留的5×SSCT会导致透明化效果变差. 
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3.3 基于mFISH的原位杂交技术 

2015年, 哈佛大学医学院庄小威团队 [20]在Science 
上发表新技术MERFISH(multiplexed error-robust 
FISH), 通过构建二进制条形码系统(如0100010…, 
1011101…), 利用多轮探针杂交为每个转录本赋予独 

特的N位二进制身份码, 实现理论上无偏全转录组成 

像. 2024年12月, 庄小威团队 [66]在原有的MERFISH技 

术路线上进行修改, 在eLife发表了能够用于厚组织切 

片的三维空间转录组成像的技术3D MERFISH, 该技 

术的核心是采用带有丙烯酰胺基和多聚胸腺嘧啶脱氧 

核糖核酸(poly T)的锚定探针(5′ acryd-polyA-anchor 
probes)，该探针能够与组织中的mRNA杂交并通过水 

凝胶组织化学的方式将带有多聚腺嘌呤核糖核苷酸 

(poly A)修饰的mRNA锚定在组织原位的凝胶网上, 然 

后进行MERFISH的常规成像. 此外, MERFISH还结合 

深度学习模型的图像增强的能力, 对低曝光时间得到 

的低信噪比的图像进行增强, 实现高速高信噪比成像; 
改进水凝胶配方来降低多轮成像中出现的组织形变引 

起的荧光位移; 在凝胶中掺入成像基准珠(imaging fi
ducial beads)来校准双色通道的轴向色差, 实现跨通道 

图像精准对齐. 这些优化使得3D MERFISH能够实现 

对100 μm的组织切片中242个基因和200 μm的组织切 

片的156个基因的成像, 并在小鼠下丘脑200 μm切片 

中鉴定出21个兴奋性神经元簇、26个抑制性神经元簇 

和7个非神经元亚类的三维空间分布. 

4 总结和展望 

通过对现有的三维空间转录组成像技术的总结及 

不同方法的比较, 实现三维空间转录组成像技术似乎 

是一件简单且直接的事情: 只需要将目前的基于成像 

的空间转录技术和组织透明化技术相结合, 通过透明 

化技术匹配组织与成像溶液的折射率, 以减少光线穿 

过组织的荧光的散射, 从而将二维切片成像拓展至三 

维组织块. 但为了达到厚组织上的高效灵敏与多重检 

测, 还存在众多的挑战. 其中一个核心挑战在于如何 

有效整合基于成像的空间转录组学技术与组织透明化 

技术. 尽管目前有各种的组织透明化方法和基于成像 

的空间转录组学技术, 但最基础的策略还是基于成像 

的空间转录组学技术结合水凝胶组织透明化, 如Ex
Seq, STARmap, Deep-STARmap, 3DEEP-FISH, cy

cleHCR, 3D MERFISH和EASI-FISH, 主要原因有三 

点: (ⅰ) 探针杂交是在水性环境下进行的, 使得其他 

类型的组织透明化方法难以兼容; (ⅱ) 组织凝胶化学 

的方法能够稳定地将组织中感兴趣的分子锚定在原位 

的凝胶网络上; (ⅲ) 基于水性的组织透明化的方法能 

有效地保留荧光分子的荧光. 然而, 目前没有一个结合 

基于凝胶的组织透明化的三维空间转录组成像技术能 

实现全组织的成像, 能够分析的样品最大厚度只达到 

500 μm, 其中主要原因可能是由于: (ⅰ) 聚丙烯酰胺 

凝胶的存在一定程度上会阻碍探针渗透、脂质清除, 
尤其是干扰反应所需的酶渗透到组织内部的过程 ;  
(ⅱ) 在多轮成像过程中, 更厚的组织凝胶样品会出现 

更加严重的形变和位移的问题, 给高分辨率下测序成 

像信号对齐带来更大困难, 进而导致基因检出率和基 

因读数(reads)显著降低; (ⅲ) 水性组织透明化和凝胶 

组织透明化技术在对较大组织透明化的过程中, 其透 

明化效果和效率远不及油性透明化技术, 意味着如果 

加大样品厚度就需要大幅度延长处理时间, 反而带来 

更多不利后果. 因此, 相应的另一类创新性策略结合 

了HCR的成像和油性组织透明化, 以DIIFCO和TRIS
CO, mFISH3D为代表, 值得注意的是, 这三项技术均 

能够实现对毫米级的组织块或完整组织进行空间转录 

组成像, 并且TRISCO甚至能实现对大鼠和豚鼠的全脑 

进行成像. 这主要归功于HCR技术与油性透明化策略 

的优势互补. 具体来说, 在基于成像的空间转录组的 

实验流程中, 当成像的组织切片厚度越大时, 反应液、 

酶、探针的渗透时间就显著增加(t=d 2÷Deff, t为渗透 

到样品中心的时间; d为样品厚度; Deff为分子的渗透 

速率), 随着样品的厚度提升两到三个数量级(微米级 

到厘米级), 渗透时间则增加到了四到六个数量级. 在 

这种情况下, HCR技术恰恰是三种策略中最合适的, 因 

为HCR是一个等温、无酶、熵驱动的DNA分子自组 

装的技术, 并且有探针渗透速率快、灵敏度高、信号 

强的优点, 而且油性组织透明化技术, 也同样有高渗 

透率的优点. 例如, iDISCO只需要3~7天即能完成小鼠 

成年脑的透明化, 而基于水性的组织透明化方法往往 

需要7~14天以上才能完成组织的脱脂. 此外, 虽然基 

于油性组织透明化方法的试剂会淬灭探针的荧光的问 

题, 但是对于HCR形成的强信号的荧光探针聚合体淬 

灭带来的影响并不大, 并且可以降低甲醇脱水处理时 

间也能很好地降低荧光淬灭的效应. 正是这些的优势, 
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造就了三项技术超常的样品成像厚度. 但是这种策略 

并没有克服多轮杂交成像中组织的变形与高分辨率下 

的测序成像信号对齐的问题, 因为DIIFCO和TRISCO 
直接舍弃了多轮成像的功能, 仅进行一次性的成像, 
而虽然mFISH3D能够实现多轮杂交成像, 但是其能够 

检测的基因数目还非常有限. 
在三维空间转录组学成像技术中, 除了关注空间 

转录组学技术和组织透明化技术整合, 还需要考虑如 

何提高技术的基因检出数目/多重检测能力(multiplex 
capability)和多组学检测能力. 一般来说基因检出数目 

与成像的样品厚度成反比, 即样品厚度提高的同时基 

因检出数目会减少, 具体原因是成像细胞的数目增加 

后, 荧光拥挤的问题更加严重, 导致可区分的荧光数 

目减少. 而在如何在提高样品厚度的同时保证更多的 

基因检出数目的问题上, Deep-STARmap采用了特别 

的多轮杂交成像的读出策略, 从原来的STARmap技术 

在10 μm厚的组织切片中检测1000个基因到Deep- 
STARmap技术对150 μm组织切片中检测1017个基 

因 [51]. 另外, 采用了膨胀显微镜技术的ExSeq和EASI- 
FISH等方法, 通过线性放大样品的尺寸, 一方面提高 

了成像的分辨率, 另一方面还能减轻在成像中出现的 

荧光拥挤的问题从而提高成像的基因数. 不仅如此, 
如PRISM技术采用创新性的光谱强度级别和半径向量 

的编码策略, 实现超高单次基因成像数目64个, 甚至超 

越了如mFISH3D和EASI-FISH这类能够进行多轮成像 

检测的总基因数. 总的来说, 良好的编码和特别的读出 

策略的设计, 保证样品进行反复处理时的形状不变以 

及克服成像中的荧光拥挤问题, 是目前提高基于成像 

的三维空间转录组学技术的基因检测数目主要可改进 

的方面. 而在多组学的三维成像中, 已经实现的基于成 

像的三维空间多组学技术代表技术cycleHCR, 它不仅 

能够实现亚细胞分辨率的转录组和蛋白组的三维成 

像, 还能够在厚组织切片实现双组学的分析, 两个组学 

能够实现的核心在于: (ⅰ) 蛋白组和转录组的检测流 

程并不会相互干涉, 即免疫染色和原位杂交是兼容且 

可以良好并行的技术. (ⅱ) 蛋白组成像策略可以直接 

采用转录组成像的策略, 即设计偶联了具有编码信息 

的寡聚核苷酸链的抗体, 能识别或者结合到特定表观 

修饰或蛋白质等分子, 仅仅实验流程中免疫染色中的 

抗体杂交的步骤, 即可以实现蛋白组和转录组的同时 

检测. 其中值得注意的是, 在cycleHCR的蛋白质组分 

析中, 可以选用靶向特定表观基因组修饰的抗体, 实 

现对细胞或组织块的三维空间表观基因组进行成像, 
这也暗示基于成像的三维空间转录组学技术的策略能 

够迁移到三维空间表观基因组技术中.  
综上所述, 三维空间组学作为前沿交叉技术, 其理 

论框架与功能实现仍深度依赖于空间组学技术体系与 

组织透明化方法学的系统性整合. 因此, 该领域的技术 

突破本质上受限于上述两大核心技术的迭代效率与适 

配性优化, 即如何克服成像样品尺寸小、基因检测通 

量低与多组学技术的局限性, 是目前三维空间组学技 

术亟待解决的关键挑战. 此外, 这项技术的未来发展 

还需聚焦于新型分子探针设计、深度学习驱动的图像 

重建算法、物理-化学耦合透明化策略的创新以及显 

微成像技术的革新, 进而在未来实现生物大分子在三 

维空间中的高精度动态解析, 从而为发育生物学、肿 

瘤微环境研究及神经生物学等重大领域提供革命性研 

究范式.   
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Imaging-based 3D spatial transcriptomics integrates spatial transcriptomics imaging with advanced tissue-clearing methods to 
transcend the inherent limitations of conventional two-dimensional approaches, enabling precise three-dimensional in situ mapping of 
transcripts. In this paper, we systematically review advancements in 3D spatial transcriptomics technologies grounded in rolling circle 
amplification, hybridization chain reaction, and multiplexed fluorescence in situ hybridization. We further summarize technical 
optimizations addressing challenges in transitioning from 2D to 3D analysis, compare the performance of existing imaging-based 
three-dimensional spatial transcriptomics platforms, and provide insights into future developments in this field, ultimately aiming to 
offer guidance for the development of 3D spatial transcriptomics technologies. 
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