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时空组学在基因组研究中的革新

冯 静，夏 骏，张哲玮，刘龙奇*，姜宇佳*
(杭州华大生命科学研究院，杭州 310030)

摘要：时空组学技术通过在连续的空间和时间维度内检测器官、组织和细胞内的遗传分子特征，可以

在多个组学水平解析生命现象的调控机制。多组学包括基因组、表观组、转录组和蛋白组等。本文介

绍了时空组学技术的技术分类、原理和特点，简述了时空组学数据的分析策略和方案，回顾了时空组

学技术在发育生物学、癌症生物学、神经科学和植物学领域的研究进展，并展望了时空组学未来的发

展发向。
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The revolution of spatiotemporal omics in genomic research

FENG Jing, XIA Jun, ZHANG Zhewei, LIU Longqi*, JIANG Yujia*
(BGI Research, Hangzhou 310030, China)

Abstract: Spatiotemporal omics technology facilitates the examination of genetic and molecular characteristics
within organs, tissues, and cells across both spatial and temporal dimensions, thereby enabling the elucidation
of regulatory mechanisms at multiple omics levels, including the genome, epigenome, transcriptome, and
proteome. This work provides an overview of the technical classifications, underlying principles, and
distinctive features of spatiotemporal omics technology. Additionally, it delineates the bioinformatics strategies and
methodologies for processing spatiotemporal omics data. The work also encompasses recent advancements in
the application of spatiotemporal omics technology within the field of developmental biology, cancer biology,
neuroscience and botany, and provides an outlook on the future development of spatiotemporal omics.
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测序技术的快速发展为解析生命科学现象及机

制提供了新的解决方案。然而，已被广范应用的

单细胞测序技术在解析单个细胞异质性的同时丢

失了细胞间的相对空间位置信息[1]。时空组学技术

可以在一个连续空间内检测组织细胞内的遗传分

子信号，填补了空间维度检测组学信息能力的空

白。时空组学技术将空间标签整合到早期发育细

胞内，再在发育后期的多个时间点连续检测带有

空间标签的宿主细胞的发育轨迹，进而获得时间

维度检测组学信息的能力[2]。基于检测方案和原理

的不同，时空组学技术主体上可以分为两类：基

于成像的时空组学技术(表1)和基于测序的时空组

学技术(表2)。更进一步，基于成像的时空组学技

术，通过在组织原位进行荧光探针杂交后拍照的

策略可以称为空间原位杂交技术；通过在组织原

位进行核酸扩增后测序的策略可以称为空间原位

测序技术。基于测序的时空组学技术，通过对组

织进行选定区域分割收集后，提取RNA再进行测

序的方案称为显微分割测序技术；通过捕获载体

上携带空间标签的捕获探针对覆盖其上的组织内

的RNA进行原位捕获、逆转录后收集产物扩增测

序的方案称为空间原位标签技术[3]。时空组学技术

的空间维度解析能力的发展较为迅速，时间维度

检测能力的实现多是基于靶向细胞内的空间标签

进行多个时间点的连续读出，目前可应用的技术

较少。

时空组学技术的多个维度解析能力包括基因

组、表观组、转录组和蛋白组等。当下，空间转

录组的技术发展较为迅速，其他单个组学技术和

多组学联合使用的发展呈现上升趋势[4]。对时空转

录组数据的使用和分析逐渐成为了该领域研究更

为重要的一环[5]。时空组学技术凭借在时间和空间

维度可以深度解析器官、组织和细胞的结构和功

能之间的关系，已经在发育生物学[6]、癌症生物

学[7]、神经科学[8]和植物学[9]等领域带来了新的见

解。未来时空组学领域的发展方向主要包括三维

组学技术，更高分辨率和检测效率，数据批次效

应的优化、大数据的整合分析，以及多组学技术

在更多应用场景的使用(包括临床应用)。

1 时空组学技术

当前，在时空组学技术中，空间转录组学的发

展非常快速，时间维度和其他多组学的技术和应

用多在空间转录组学技术的基础上进行拓展。因

此，本文主要以实现时空组学检测的六个原理分

类：空间原位杂交技术、空间原位测序技术、显

微分割测序技术、空间原位标签技术、时间维度

解析技术、多组学检测技术为核心进行介绍(图1)。
1.1 空间原位杂交技术

空间原位杂交技术和空间原位测序技术属于基

于成像的时空组学技术(表1)。单分子荧光原位杂

交(single-molecule fluorescence in situ hybridization，
smFISH)技术通过对细胞内单个RNA分子的靶向序

列进行荧光探针杂交后拍照可以实现空间原位核

酸分子的定性和定量分析。smFISH为空间原位杂

交技术的快速发展提供了底层逻辑和工作框架，

其特点是检测效率高但通量低 [ 1 0 ]。后续基于

smFISH的空间原位杂交技术主要在检测信号灵敏

性和检测通量即多路复用能力方面进行提升。提

高检测信号灵敏性的方式可以通过增加单条靶向

RNA上结合的荧光探针数量来提升[11]；也可以通

过增加单个靶向RNA区域上结合的读出荧光探针

的总数量来增加整体荧光信号值，如利用双“Z”
探针 [ 1 2 ]、单分子杂交链式反应 [ 1 3 ]、反复多次

smFISH[14]和多重点击化学[15]等方式。限制提高检

测通量的主要原因是对核酸荧光信号进行原位拍

照时产生的光学拥挤，使得空间原位杂交技术难

以对大批量核酸同时处理。目前，主要通过光谱

组 合 策 略 规 避 光 学 拥 挤 带 来 的 通 量 限 制 。

MERFISH(multiplexed error-robust FISH)在靶向核

酸的多轮杂交中引入了二进制编码思路，即使不

同的转录本在预设的部分轮次中多次发光，发光

轮次的组合编制成二进制密码，进而最终可以识

别大量的转录本[16]。目前，MERFISH已经实现了
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表 1 主要基于成像的时空组学技术

技术分类 技术名称 多组学领域 样本 靶向
单细胞
分辨率

空间原位
杂交技术

smFISH 转录组 细胞、组织切片、纯化的RNA 靶向RNA 是

bDNA ISH 基因组和转录组 细胞 基因组和RNA 是

RNAscope 转录组 细胞、FFPE 靶向RNA 是

seqFISH 转录组 细胞 靶向RNA 是

MERFISH 转录组 细胞、组织切片 靶向RNA 是

smHCR 转录组 细胞、新鲜冷冻样本 靶向RNA 是

RNA SPOTs 转录组 细胞 靶向RNA 是

IMC 转录组和蛋白组 细胞、FFPE 靶向RNA和蛋白质 是

MERFISH+ExM 转录组 细胞 靶向RNA 是

intron seqFISH 转录组 细胞 靶向新生转录本 是

osmFISH 转录组 新鲜冷冻样本 靶向RNA 是

ClampFISH 转录组 细胞、新鲜冷冻样本 靶向RNA 是

RollFISH 转录组 细胞、FFPE 靶向RNA 是

CODEX 蛋白组 细胞、组织切片 蛋白质 是

Hi-M 基因组和转录组 细胞、组织切片 靶向基因组和RNA 是

seqFISH+ 转录组 细胞、组织切片 靶向RNA 是

SABER 基因组和转录组 细胞、组织切片 靶向RNA和ssDNA 是

DNA Microscopy 基因组和转录组 细胞 非靶向DNA或RNA 是

MERFISH+3D genomics 基因组和转录组 细胞 靶向基因组和RNA 是

DNA seqFISH+ 基因组 细胞 基因组 是

EASI-FISH 转录组 组织切片 靶向RNA 是

MOSAICA 转录组和蛋白组 细胞、FFPE 靶向RNA和蛋白质 是

CAD-HCR 转录组和蛋白组 细胞 靶向RNA和蛋白质 是

par-seqFISH 转录组 细胞 靶向RNA 是

EEL FISH 转录组 组织切片 靶向RNA 是

SMI 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本、FFPE 靶向RNA和蛋白质 是

Epigenomic MERFISH 表观组 细胞、组织切片 表观组 是

USeqFISH 转录组 细胞、组织切片 靶向RNA和病毒RNA 是

空间原位
测序技术

ISS 转录组 细胞、组织切片 靶向RNA 是

FISSEQ 转录组 细胞、组织切片 非靶向RNA 是

STARmap 转录组 组织切片 靶向RNA 是

BARseq 转录组 组织切片 靶向RNA/标签RNA 是

OligoFISSEQ 基因组 细胞、组织切片 基因组 否

HybISS 转录组 组织切片 靶向RNA 是

ExSeq 转录组 细胞、组织切片 非靶向/靶向RNA 是

IGS 基因组 细胞、组织切片 基因组 是

BOLORAMIS 转录组 细胞，组织切片 靶向RNA 是

BARseq2 转录组 细胞、组织切片 靶向RNA/标签RNA 是

IISS 转录组 新鲜冷冻样本、FFPE 靶向RNA 是

TEMPOmap 转录组 新鲜冷冻样本、FFPE 新生RNA 是

electro-seq 转录组 细胞 靶向RNA 是

RIBOmap 转录组 细胞、组织切片 核糖体结合mRNA 是

STARmap PLUS 转录组和蛋白组 组织切片 靶向RNA和蛋白质 是
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表 2 主要基于测序的时空组学技术

技术分类 技术名称 多组学领域 样本 靶向
单细胞
分辨率

显微分割
测序技术

TIVA 转录组 细胞、组织切片 全转录本 是

tomo-seq 转录组 新鲜冷冻样本 全转录本 否

Geo-seq 转录组 新鲜冷冻样本 全转录本 是

NICHE-seq 转录组 组织切片 全转录本 是

GaST-seq 转录组 植物 全转录本 否

DSP 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本、FFPE 全转录组和靶向蛋白 是

ZipSeq 转录组 新鲜冷冻样本 全转录本 是

PIC 转录组 新鲜冷冻样本 全转录本 是

immuno-LCM-RNAseq 转录组 新鲜冷冻样本 全转录本 是

PuTi-spots 转录组 FFPE 全转录本 否

Image-seq 转录组 细胞 全转录本 是

空间原位
标签技术

ST 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 否

MASC-seq 转录组 细胞 带poly(A)尾RNA 是

Visium 转录组 新鲜冷冻样本、FFPE 带poly(A)尾RNA和靶向基因 否

Slide-seq 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 否

APEX-seq 转录组 细胞 全转录本 是

HDST 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 否

DBiT-seq 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和蛋白质 否

Slide-seq/V2 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 否

XYZeq 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 是

Seq-Scope 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 是

sci-Space 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 是

slide-DNA-seq 基因组 新鲜冷冻样本 基因组 是

Perturb-map 基因组和转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和靶向基因 是

Space-TREX 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和CloneID 否

Spatial-CUT&Tag 表观组 新鲜冷冻样本 表观组 否

SM-Omics 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和蛋白质 否

Stereo-seq 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 是

Spatial-ATAC-seq 表观组 新鲜冷冻样本 表观组 否

slide-TCR-seq 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和T细胞受体基因否

STRS 转录组 新鲜冷冻样本 全转录本 否

Pixel-seq 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 是

SPOTS 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和蛋白质 否

spatial ATAC 表观组 新鲜冷冻样本 表观组 否

Spatial-ATAC-RNA-seq 转录组和表观组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和染色质 否

spatial-CITE-seq 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和蛋白质 否

SiT 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和长读长RNA 否

xDBiT 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 否

MISAR-seq 转录组和表观组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和染色质 否

Ex-ST 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 否

SMA 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和蛋白质 否

Slide-tags 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 是

Stereo-CITE-seq 转录组和蛋白组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA和蛋白质 是

Visium HD 转录组 新鲜冷冻样本、FFPE 全转录本 是

Open-ST 转录组 新鲜冷冻样本 带poly(A)尾RNA 是
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图1 时空组学技术原理
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单张组织切片的10 000左右个基因进行检测[17]。此

外，seqFISH(sequential fluorescence in situ
hybridization)技术[18]，使每个基因在杂交后被指定

一个独特的伪颜色，在杂交探针被清洗后，进行

反复杂交和拍照。理论上，4种颜色和8轮扩增的

检测池便可以对整个基因组进行编码。RNA
SPOTs将检测池的颜色扩展到12个“伪彩色面

板”[19]，seqFISH+进一步将其扩展到60种颜色，

通过图像合并和纠错杂交，最终实现了10 000个
基因的同步检测[20]。

1.2 空间原位测序技术

空间原位测序技术与空间原位杂交技术的区别

在于前者最终要在组织切片原位进行核酸序列中

的单个或多个碱基的逐一测序工作，后者是对与

靶向核酸序列结合的荧光信号进行拍照识别。实

现原位测序和荧光探针杂交检测的方法本质上都

是成像，因此这两种技术都属于基于成像的时空

组学技术。

Polony技术提供了对cDNA分子进行原位扩增

的环境[21]，FISSEQ(fluorescent in situ sequencing)基
于Polony原理实现了对cDNA和非靶向RNA的原位

测序[22,23]。由于实现精准的原位测序对荧光信号强

度的要求更为严格。因此，空间原位测序技术的

主要提升策略是优化核酸的原位扩增手段，以及

提高原位扩增后核酸聚集体之间的分辨率。ISS(in
situ sequencing)利用挂锁DNA探针与靶核酸序列结

合，然后进行间隙填充和结扎，形成完整的圆形

结构后进行大量扩增以完成原位测序工作[24]。IISS
(improved in situ sequencing)设计了DNA连接探针

对，改进了ISS的编码策略和图像分析流程，提高

了信号强度和检测特异性 [ 2 5 ]。STARmap则用

“SNAIL”探针简化了ISS的生化反应流程，并利用

水凝胶保持了DNA纳米球的位置和完整性，增加

了原位测序可读空间，进一步降低了ISS技术的错

误率[26]。水凝胶固定的思路为组织切片空间范围

内探针的结合和检测以及更多模态的信息检测技

术提供了可靠的基础。Electro-seq(in situ electro-
sequencing)将带有空间标签的网状电极嵌入人工培

养的细胞中后，固定在细胞水凝胶中，将所记录

的电信号与荧光原位测序的信息在原位关联 [27]。

同样，基于水凝胶开发的ExSeq将RNA扩增到

cDNA纳米球中进行非靶向测序，这种方法展示了

在各种组织中实现亚细胞分辨率的前景，包括小

鼠海马神经元、视觉皮层和人类乳腺癌[28]。

1.3 显微分割测序技术

区别于在组织原位对核酸分子序列进行成像的

方案，基于测序的时空组学技术首先对组织细胞

进行区域分割收集或原位捕获RNA后逆转录成

cDNA；然后在非组织原位的环境，例如收集管中

进行测序文库的构建，再通过二代高通量测序完

成检测工作；最后通过区域分割的位置或者原位

捕获探针上携带的空间标签序列还原核酸的空间

位置信息。

空间显微分割测序技术基于激光捕获显微切割

技术发展而来[29]。可以在显微镜下选择性地用激

光捕获切割组织中的靶向细胞群体，也可以通过

选取目标区域进行物理性的显微切割或添加化学

标签后样本分离，再对靶向的样本进行Bulk测序或

单细胞测序。因此，空间显微切割技术的空间位

置信息来源于切割或分离时的位置序列标记，其

空间分辨率也决定于切割精度或者分离精度。空

间显微切割技术中，TIVA(transcriptome in vivo
analysis)技术使用光激活标签靶向活组织中的单个

细胞捕获mRNA[30]；tomo-seq技术将斑马鱼胚胎冷

冻切成50-100片薄片，从各切片中提取RNA测序，

在转录组范围内重建三维空间表达模式[31]。基于

LCM(laser capture microdissection)、TIVA、tomo-
seq的原理，空间显微切割技术的发展与应用更加

多元。如，Geo- s eq (geog r aph i c a l po s i t i on
sequencing)通过对单个胚胎特定区域进行激光捕获

显微切割采样，三维空间渲染了超过20 000个基因

的空间表达图谱[32]。利用光激活绿色荧光蛋白标

记组织细胞，结合荧光分选和单细胞测序，从而达

到定位空间生态位细胞组成的NICHE-seq技术[33]。

1.4 空间原位标签技术

与空间显微切割技术先对区域内的组织或细胞

进行分离后再收集测序的方案不同，空间原位标

签技术主要是利用携带空间标签序列的探针原位

对细胞内的RNA进行捕获和逆转录，再对cDNA进
行扩增并测序，并通过测序前后的空间标签序列

比对还原每一条RNA的空间位置。因此，携带空

间标签的捕获探针形成的捕获载体的构建是此类

· 1796 · 《生命的化学》 2024年44卷10期 特约综述



技术的核心，捕获探针在单位范围内的密度和间

距决定了此类技术的捕获效率和空间分辨率。

2 0 1 6年提出的空间转录组学 ( s p a t i a l
transcriptomics，ST)技术，在载玻片上铺设200 μm
间隔固定直径为100 μm的带有空间标签的寡核苷

酸探针集形成捕获载体，通过探针末端的ployT序
列原位捕获组织内通过透化释放出来的包含polyA
结构mRNA，再经过逆转录、探针释放、文库构建

和测序，检测空间探针和转录本序列，并根据空

间标签序列还原转录本的空间位置，获得基因表

达的定性和定量信息 [34]。Slide-seq/V2和HDST
(high-definition spatial transcriptomics)技术，将携

带空间标签的捕获探针结合到微磁珠上，再将微

磁珠平铺排列成一个平面形成捕获载体[35-37]。因

此，单个磁珠的直径决定了空间分辨率，Slide-
seq/V2是10 μm，HDST的磁珠直径更小但由于信

号密度稀疏还需要组合成更大的区域进行分析。

基于微流控技术的DBiT-seq(deterministic barcoding
in tissue for spatial omics sequencing)通过在垂直交

叉的微流控泳道中分别加入携带空间横坐标和纵

坐标的两种探针集，最终RNA可以携带完整的空

间位置信息。微流控泳道直径的物理极限限制了

DBiT-seq的分辨率，其空间分辨率最高为10 μm[38]。

Stereo-seq(spatial enhanced resolution omics-
sequencing)技术通过在测序芯片表面的固定位点上

结合携带空间标签和捕获序列的多拷贝DNA纳米

球形成捕获芯片，通过捕获前对整个芯片上的带

有空间位置标签的捕获探针以及捕获后所有核酸

序列的测序，通过空间位置标签还原RNA的空间

位置[39]。同理的还有Seq-Scope技术[40]。有所区别

的是为了降低测序成本，PIXEL-seq(polony-
indexed library-sequencing)生产可以一次测序，复

制多次使用的捕获芯片，能较大地节约空间标签

测序的成本[41]。

1.5 时间维度解析技术

当前时空组学技术的时间维度检测主要依靠三

种方式实现：一种是采集不同时间点的样本通过

检测、分析遗传分子信息在时间范围内的变化，

完成时间变量的引入；一种是通过对生物体/细胞

系的祖细胞或者分化早期的细胞引入特定序列的

空间标签，在随后的分化过程中采集样本进行检

测，通过空间标签的表达还原宿主细胞的分化、

迁移轨迹以及功能行使的改变；另外一种是通过

基因编辑技术对特定细胞内的靶向序列进行重新

编辑，改变其表达的状态，并在随后的时间内检

测其功能效应。例如，Space-TREX技术，将特定

序列的空间标签整合到逆转录病毒核酸序列内，

再将其注射到小鼠胚胎脑区的祖细胞，随后在发

育后的时间点对小鼠大脑进行空间转录组检测，

通过空间标签的比对还原小鼠大脑祖细胞的发育、

分化的时间和空间轨迹[2]。Spatial iTracer通过Cas9
(CRISPR-associated protein 9)系统将空间标签和荧

光蛋白序列编辑进入诱导多能性干细胞内，再使

其发育成类器官。通过对类器官切片进行空间转

录组检测，绘制诱导多能性干细胞的分化发育轨

迹[42]。intMEMOIR(integrase-editable memory by
engineered mutagenesis with optical in situ readout)
技术基于整合酶的合成条形码系统编辑引入不可

逆的条形码元件，将其整合到发育早期的胚胎细

胞内，并在成年果蝇大脑中分析其克隆细胞之间

的特征，在时间维度完成对发育事件的解析[43]。

1.6 时空多组学检测技术

时空组学技术的发展愈发趋向于从单一组学向

到多组学维度联合使用，以及从二维组织切片迈

向三维组织整体空间的解析。时空多组学中的转

录组检测技术促进其他组学技术或者多组学同测

序的快速发展。例如，在转录组学捕获的基础上，

MERFISH和seqFISH+通过靶向DNA序列和位点，

通过原位拍照可以检测到细胞内染色质的结构和

DNA信息，实现对基因组学的空间解读 [ 4 4 , 4 5 ]。

slide-DNA-seq基于磁珠捕获转录本的策略，将携

带空间标签的组织收集后进行核酸打断再实现对

DNA序列的识别和扩增[46]。在表观组学检测领域，

Epigenomic MERFISH在原位捕获染色质上的特定

表观遗传修饰，并在修饰位点或附近用T7启动子

标记DNA，对其进行原位转录以生成RNA并通过

MERFISH检测实现对组织或细胞内的表观组学的

解析 [47]。基于DBiT-seq使用微流控通道的原理，

Spatial-CUT&Tag技术首先将靶向组蛋白的抗体添

加到组织内，再结合二抗的Tn5转座体系，在组蛋

白标记抗体识别位点将含有连接子的转接头插入

基因组DNA，最后，通过对DNA文库的检测完成
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对特定表观修饰的检测 [48 ]。类似的还有spatial-
ATAC-seq[49]、spatial ATAC[50]以及可以实现ATAC
和RNA同测序的Spatial-ATAC-RNA-seq[51]等。蛋白

组检测领域的技术发展相对较为全面，可以对组

织内的蛋白进行抗体结合后的成像检测完成蛋白

组和转录组的同测序[52]，也可以通过杂交链式反

应检测转录组和蛋白组的表达情况[53]，还可以通

过结合了DNA标签序列的抗体与组织中的蛋白结

合后，通过原位捕获DNA标签序列实现对蛋白组

和转录组的检测，如spatial-CITE-seq[54]和Stereo-
CITE-seq[55]。

三维组织学检测的实现方案包括二维组织学检

测的连续数据拟合[56]，或者通过在组织块内部的

三维体系内直接检测遗传分子的空间分布和表达，

如STARmap PLUS[57]。Open-ST则开发可以对多张

切片进行高精度检测和整合三维数据分析的技术，

使三维检测的费用和成本大大降低[58]。

2 时空组学的分析与算法

时空组学技术正在快速加深对生物学现象的理

解，如何深度解析并有效利用时空组学数据成为

了更为关键的，也同为制约的一部分。当前，时

空组学技术的分析方案主要以不同分辨率尺度下

对时空组学数据的分析和解读展开，包括分子水

平、细胞水平和区域水平。

2.1 分子水平分析

时空组学通过对遗传分子的精确定位、定性和

定量检测，将其空间分布与生物学功能之间建立

联系。识别空间高变基因是在分子水平上的重要

研究方法，即识别在不同位置存在表达量显著差

异的基因[59]。其在定义组织边界和驱动功能特化

方面发挥着重要作用[60,61]。例如，探索不同基因之

间的协同作用，以及与特定细胞类型、区域或功

能相关的基因表达特征或基因表达模块。同样也

加深了对基因调控网络的研究，为揭示信号和代

谢通路中对组织发育、功能和疾病反应至关重要

的空间调控相互作用提供了新的视角[62]。

然而，转录本的捕获效率差异可能会掩盖关键

的基因互作关系。基因插补通过统计学方法对表

达量进行预测，从而确保对基因表达的空间分布

有全面的理解。目前有两种主要的方法：一种是

将单细胞的转录组测序数据映射到空间原位上，

而另一种是直接在带有空间信息的表达矩阵中改

变基因表达量。对于基于原位成像的时空组学技

术，由于无法捕获整个转录组，第一种方案可以

实现有效的补充：将单细胞转录组数据映射到一

组空间特征基因上[59]，再应用概率推断[59]或最优

传输理论进行细胞定位[63]。直接插补则将时空转

录组和单细胞转录组数据投射到共有的隐空间中，

估算特定空间位置的缺失值。例如，变分推断[64]

和基于马尔可夫相似度的方法[65,66]能够以统计学上

合理的方式插补缺失值。通过上述方法将空间位

置信息整合到单细胞多组学数据中，形成时空组

学和单细胞组学的协同作用，其有助于更完整和

细致地理解基因表达谱的空间分布。

2.2 细胞水平分析

细胞的分割和注释是实现空间单细胞分辨率的

关键。因此，亚细胞分辨率的组学信号需要卷积

到单个细胞，而多细胞分辨率的信号需要对每个

测序位点的混合细胞类型进行分解。基于成像的

时空组学技术，细胞染色、成像与分子捕获同时

进行，细胞分割通常在染色图像上进行[67-69]。然

而，基于图像的分割方法在高细胞密度数据集中

表现欠佳，同时在识别细胞时偏向于细胞核，与

完整细胞之间仍有差距。基于测序的时空组学技

术，细胞原位成像和RNA分子捕获测序分步进行，

这两种模态之间的异步性限制了基于图像的分割

方法的应用。

测量邻域构成向量的方法[70]可以量化不同位置

之间基因组成的相似性，为不同类型的时空组学

技术提供了普适概念[71,72]。然而，由于数据稀疏性

和背景噪声，该方案在基于成像的时空组学中的

实际应用受到了限制。通过transformer模型[73]确定

基因组成相似性的进展可能会在这一领域释放新

的潜力。

在多细胞分辨率技术中，首要目的是基于单细

胞测序的先验知识推断每个空间测序位点的细胞

类型组成。因此，单细胞和时空转录组数据的质

量和检测细胞的数量制约着推断的准确性[74-77]。这

些方法基于一个强假设，即单细胞和时空组学之

间的技术差异可以通过这些细胞类型去卷积方法

来调和。然而，由于细胞类型之间的绝对表达差
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异，往往导致转录本较少的细胞类型(如癌症研

究中的T细胞和B细胞)被低估[75]。此外，细胞密

度是另一个影响性能的生物学因素 [ 78 ]。多细胞

分辨率下的时空转录组学分析更适合在区域水

平进行。

2.3 区域水平分析

细胞行为，如发育轨迹和组织微环境形成，形

成了空间域的概念，代表空间组织和功能不同的

解剖结构。这种生物学现象类似于自然图像中观

察到的原理，即相邻像素倾向于具有相似的值。

在基因表达空间和物理空间中寻找邻域的算法在

很大程度上还原了这一现象[79,80]。例如，有方法

用图神经网络整合苏木精-伊红染色的组织图像

和解剖特征，以提高空间域识别的性能 [ 8 1 - 8 3 ]。

然而，因为大多数算法[81,82,84-88]使用来自人类背外

侧前额叶皮层的12个切片数据 [89]来验证其性能，

这一领域存在显著的过拟合问题。因此，扩大数

据库以涵盖多样化的生物学数据，并重新验证这

些算法的泛用能力已成为迫切的需求。

超越了仅验证配体-受体推断的空间邻近关系，

时空组学为研究组织微环境开辟了新途径。这一

领域正在迅速发展，不断开发新的创新策略，旨

在揭示更复杂的细胞通信。其中值得注意的是探

索多对配体-受体网络[90]和分析细胞-细胞依赖性[91]

的方法。其中，后者涉及基于其邻近细胞的表达

谱预测目标细胞的表达谱[92]。然而，这一方法仅

在特定的空间生态位内有效。此外，新算法正在

拓展细胞间相互作用研究的视野，从局部生态位

视角过渡到更全面的组织水平视角[92]。当前细胞

通信的研究越来越多地整合多细胞模式的空间编

程，其重点在于组织微环境的工程组装[93]。这种

研究方法的进步是朝着更深入理解不同空间背景

下细胞相互作用复杂性的重要一步，对疾病发病

机制的突破性发现、改进组织工程和充分的疾病

建模具有重要潜力[94]。

3 时空组学的应用现状

受精卵的发育、癌症的发生等重大生命过程的

调控机制存在时间和空间维度等的复杂协同性。

时空组学技术可以在多个时间点和连续空间上检

测组织细胞内基因的定性和定量表达以及进一步

挖掘时空调控特征，填补了组学技术中空间信息

规模化解析的空白，迅速成为认识复杂生命活动

的重要前沿视角。当前，时空组学已经为发育生

物学、癌症生物学、神经科学和植物学等重要领

域带来新的认知和发现(图2)。
3.1 发育生物学

在生物体的发育早期，细胞会根据其在胚胎中

的位置接受特定的信号并在特殊的位置发挥特定

的功能，最终决定细胞和生物体的发育和命运轨

迹，完成组织和器官的发育。在这个过程中，细

胞所处的空间位置的相对性起到了命运调控的作

用，因此从时间和空间双重维度揭示组织细胞结

构和功能的联系更为直接和重要[95]。

首先，绘制生物体发育系统性的时空发育细胞

图谱可以为研究领域提供底层数据支持并促进一

些新的发现和理论。Fawkner-Corbett等[96]绘制了人

类肠道发育的单细胞分辨率的时空图谱并描述了

不同细胞区室及其祖细胞的发育起源图，检测到

了成纤维细胞在不同结构空间中分布及其功能多

样性。Asp等[97]绘制了人类心脏发育时空全景图

谱，揭示了心脏发育过程的基因表达模式。

其次，在发育过程中，存在来自于相同祖细胞

的细胞类型或亚型在不同的结构中发挥相似或不

同的功能。如何检测到此类的细胞类型表达模式

尤为关键，时空组学提供了很好的视角。Zhang
等[98]在肢体发育的过程中发现了转录组谱相似的

三种成纤维细胞亚型(DermFiB，F10+ DermFiBP和
HOXC5+ DermFiBP)分布在不同的空间位置。Fu
等[99]在小鼠胎盘发育的过程中鉴定出分布在迷宫

区和交界区的两种糖原细胞亚型。

此外，横向比较各个物种发育过程中的基因时

空和空间表达谱，挖掘进化保守性和多样性[100]，

对人造类胚胎、类器官或蝾螈等具有再生能力的

模式生物等再生医学模型进行分子机理层面的研

究，可以为人类再生医学和临床研究提供机理层

面的指导[101,102]。

3.2 癌症生物学

癌症发生和进展的机理多样且复杂，近些年聚

焦在肿瘤细胞差异和肿瘤微环境方向上的研究逐

渐加深了癌症发生和发展机理、肿瘤异质性以及

治疗预后差异性的认知[103]。基于空间表达特征可
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以鉴定一些新的肿瘤细胞。Ji等[104]鉴定了一种癌

症特有的肿瘤特异性角质形成细胞群。该细胞群

定位于纤维血管微环境。组织病理学判断是肿瘤

细胞恶性程度空间分布鉴别的主要手段，时空组

学很好地实现了从组织学过渡到分子识别的水平。

Erickson等[105]揭示了肿瘤内和附近良性组织中不同

的克隆模式，说明了基因组不稳定性如何在组织

学良性组织中出现。肿瘤微环境里不同细胞类型

间的空间互作影响癌症的病理性进程，时空组学

可以在切片范围内直接检测肿瘤微环境的不同细

胞类型的表达特征和细胞间直接通讯，以认知肿

瘤环境的塑造偏好性。Ravi等[106]发现了胶质母细

胞瘤微环境中的T细胞功能障碍是由髓系细胞释放

白细胞介素10介导的。Wu等[107]鉴定了人类肝癌侵

袭性区域促进肝细胞-肿瘤细胞串扰、局部免疫抑

制和肿瘤进展。Wu等[108]对人类乳腺癌样本检测后

发现，基质免疫微环境在肿瘤中按空间排列，为

抗肿瘤免疫调节提供了见解。

3.3 神经科学

在神经科学领域，时空组学可以在脑结构的解

析、神经系统疾病的特征分析和分子标志物发掘、

神经系统环路研究等领域提供有力的解读视角。

借助时空组学技术能够还原转录本空间位置背景

映射的优势，联合Allen脑图谱解剖学和分子结构

图2 时空组学的应用
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的权威数据库，脑组织对应结构和脑区中的分子

研究得到了史无前例的推进和加速。Di Bella等[109]

揭示了小鼠大脑皮层细胞多样化的分子逻辑。

Fang等[110]描述了人类和小鼠皮层细胞组织的保守

性和分化性。Booeshaghi等[111]检测到了小鼠初级

运动皮层同种型细胞类型特异性。Chen等[112]确定

了食蟹猴皮层区域细胞的种类和空间分布特征，

并绘制了食蟹猴皮层的完整3D单细胞图谱。

神经退行性疾病中，时空组学技术可以有力的

探索疾病发生和发展过程中病变区域内的空间细

胞通讯和互作。Maniatis等[113]确定了小鼠肌萎缩侧

索硬化症模型和死后人类肌萎缩侧索硬化症脊髓

不同区域在疾病过程中的转录组变化。根据基因

表达的变化，他们确定了与疾病相关的途径，并

确定了肌萎缩侧索硬化症中观察到的运动神经元

退化的关键步骤。Chen等[114]研究了阿尔兹海默症

小鼠模型中发生在淀粉样斑块周围直径100 μm内

的组织域中的转录变化，展示了富含髓鞘和少突

胶质细胞的基因共表达网络的早期改变，而涉及

补体系统、氧化应激、溶酶体和炎症的斑块诱导

基因的多细胞基因共表达网络在疾病的后期阶段

很突出。

3.4 植物学

在植物学研究中，细胞壁结构阻碍了传统的单

细胞测序技术的大规模应用。空间组学技术可以

通过切片直接进行对整个组织切片进行检测，很

好地避免了技术应用限制，同时提供了在时空维

度检测的优势，为植物的生长发育以及特定器官

的功能行使机制研究提供了新的策略。

Xia等[115]成功检测到了拟南芥叶片真正的单细

胞空间转录组谱，并成功区分了上下表皮细胞之

间细微但重要的转录组差异。Du等[116]利用空间转

录组的优势成功揭示了杨树茎的次生维管组织中

两种类型的分生细胞池。Li等[117]绘制了分析揭示

树木初生和次生生长中形成层分化的动态分子图。

Liu等[118]组建了兰花发育过程中器官发生的时空

图谱。

由于植物组织和细胞存在一定的异质性和结构

的特殊性，时空组学技术在不同植物组织器官中

的应用还需要进行一些探索和优化。

4 挑战与展望

当前，多种时空组学正在快速为生命科学的诸

多研究领域带来新的解读视角。然而，如何选择

合适的技术进行针对性的研究就成为了进一步的

评估重点。当前，对时空组学技术的评估主要从

以下几个方面进行：空间分辨率、检测效率、分

子信号扩散程度和捕获面积。基于拍照的时空组

学技术多具有亚细胞/单细胞的空间分辨率，但基

于测序的时空组学技术大部分不具有单细胞的空

间识别能力，如Visium、HDST等，其中Stereo-
seq、SeqScope和PIXEL-seq可以利用细胞分割完成

空间单细胞分辨率检测[119]。未来如何从技术原理

以及算法分析上将空间识别分辨率提高到单细胞

水平，以加深领域理解以及统一时空组学数据分

析规范性愈发重要。检测效率通常评估在不同细

胞内相同基因的检测水平。现在在基于测序的时

空组学技术中主要以单位面积或者单个细胞范围

内检测到的细胞数为主，如Stereo-seq可以在小鼠

胚胎单个细胞中检测到792个基因，已经展示出相

对良好的捕获能力，但与单细胞测序相比仍有较

大的提升空间[39]。分子信号扩散程度的评估通常

是指在固定区域内特定基因信号的横向分散水平，

大多数技术通常表现较好，但呈现出不同技术在

不同组织中的表现不同的特点[120]。现有技术在捕

获面积方面表现的都不是特别突出，基于拍照的

时空组学技术通常只能覆盖切片或者细胞内几百

个基因的范围，基于测序的时空组学技术相对表

现较好，如Visium可以检测边长为6.5 mm的正方形

区域[89]，Stereo-seq最大的检测面积目前已经实现

了5 cm和3 cm矩形范围内的检测[112]。提供更大的

捕获面积有助于大面积组织的研究。另一个关键

方向是三维组织信息的检测和数据分析。当前，

可以直接进行三维组织检测的技术仍然较少，多

是通过多张切片拟合成三维结构。Open-ST技术为

该领域的发展提供了很好的方向[58]。

时空组学数据的大规模爆发为数据分析带来了

前所未有的挑战和难度，因此如何高效、快速的

针对大批量数据进行生物信息学挖掘阐明生物学

机理是未来发展关键。最后，时空组学已经展示

出在多个研究领域的革新潜力，然而一些特殊的
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研究领域或者样本仍然存在技术限制。未来时空

组学要突破技术和分析能力的有限性，在全面的

生命科学研究领域建立底层解决方案，并在临床

应用方面展示有力的应用潜能。
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