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DNA编码技术在儿童肿瘤多组学成像中的研究进展*
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  摘 要:儿童肿瘤具有胚胎源性、空间异质性强、临床样本稀缺等特点,传统单组学

与有限靶标检测难以满足精准诊断、分型与预后评估需求。随着精准医学发展,空间多

组学技术可原位解析肿瘤组织内基因组、转录组、蛋白质组、代谢组等多维分子信息与空

间分布特征,为揭示儿童肿瘤发生机制、挖掘诊疗靶点提供新途径;但常规成像与测序技

术存在通量不足、光谱重叠、样本消耗大、数据整合难等瓶颈。DNA编码技术凭借序列

可编程、精准自组装、荧光信号可调控等优势,能在微量样本中实现超高重靶标并行检

测,成为突破儿童肿瘤多组学成像瓶颈的关键手段。该文系统综述空间多组学与DNA
编码技术在儿童肿瘤领域的研究进展,分析现存挑战并提出优化方向,为儿童肿瘤精准

诊断与转化应用提供理论参考与策略支撑。当前空间多组学已在儿童神经母细胞瘤、甲

状腺癌、胶质瘤等实体肿瘤中广泛应用。空间转录组借助多重抗误差荧光原位杂交技术、数字空间分析、10×
Visium等技术,实现肿瘤区域化特征、免疫细胞互作及分子亚型定位分析;空间蛋白质组依托CODEX、质谱成

像等方法,完成单细胞水平多重蛋白图谱构建,助力风险分层模型开发;空间代谢组通过基质辅助激光解吸/电

离质谱、解吸电喷雾电离质谱等质谱成像,揭示肿瘤边缘与核心区域代谢差异,建立精准诊断与预后评估模型。
多组学融合分析可更全面刻画肿瘤微环境动态互作,但仍面临分辨率不足、海量数据解析复杂、技术标准不统

一、成本高昂等问题,难以直接适配儿童微量样本的临床转化需求。而DNA编码技术以碱基互补配对为基础,
通过杂化链式反应、滚环扩增技术等恒温扩增实现信号放大,结合荧光比例编码、序列编码、链置换编码等策

略,突破传统荧光通道限制,实现数十至数百种靶标原位并行成像。该技术可将核酸修饰、蛋白质表达、代谢分

子等信息转化为可识别DNA条形码,已成功应用于单细胞转录组、表观修饰、多重蛋白等多组学层面成像,显

著提升检测通量与灵敏度,尤其适合儿童肿瘤微小样本的多维信息挖掘。然而,现有DNA编码成像仍存在操

作烦琐、循环成像易致样本损伤、编码体系稳定性不足、临床验证不充分等问题,制约其在临床病理样本中的规

模化应用。面向临床转化,未来应重点提升DNA编码多组学成像通量与分辨率,发展高维编码策略与超分辨

成像融合方案;建立标准化实验流程与数据分析体系,降低技术门槛与成本;拓展儿童肿瘤专属标志物面板,推

进大样本临床验证与智能图像分析。综上,空间多组学与
 

DNA
 

编码技术的协同应用,可精准解析儿童肿瘤空

间异质性与多维分子网络,为早期诊断、分子分型、疗效监测提供创新工具,推动儿童肿瘤精准诊疗体系升级,
服务

 

“健康中国”
 

战略。
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Abstract:Pediatric's
 

tumors
 

have
 

the
 

characteristics
 

of
 

embryonic
 

origin,strong
 

spatial
 

heterogeneity
 

and
 

scarce
 

clinical
 

samples.Traditional
 

uniomics
 

and
 

limited
 

target
 

detection
 

are
 

difficult
 

to
 

meet
 

the
 

needs
 

of
 

ac-
curate

 

diagnosis,classification
 

and
 

prognosis
 

evaluation.With
 

the
 

development
 

of
 

precision
 

medicine,spatial
 

multi-omics
 

technology
 

can
 

in
 

situ
 

analyze
 

the
 

multi-dimensional
 

molecular
 

information
 

and
 

spatial
 

distribu-
tion

 

characteristics
 

such
 

as
 

genome,transcriptome,proteome
 

and
 

metabolome
 

in
 

tumor
 

tissues,providing
 

a
 

new
 

way
 

to
 

reveal
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

pediatric's
 

tumors
 

and
 

explore
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

targets;
However,conventional

 

imaging
 

and
 

sequencing
 

technologies
 

have
 

bottlenecks
 

such
 

as
 

insufficient
 

throughput,
spectral

 

overlap,large
 

sample
 

consumption,and
 

difficult
 

data
 

integration.With
 

the
 

advantages
 

of
 

sequence
 

programmable,precise
 

self-assembly,and
 

adjustable
 

fluorescence
 

signal,DNA
 

encoding
 

technology
 

can
 

achieve
 

parallel
 

detection
 

of
 

ultra-high
 

weight
 

targets
 

in
 

a
 

small
 

number
 

of
 

samples,and
 

has
 

become
 

a
 

key
 

means
 

to
 

break
 

through
 

the
 

bottleneck
 

of
 

multi-omics
 

imaging
 

of
 

pediatric's
 

tumors.This
 

paper
 

systematically
 

reviews
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

spatial
 

multi-omics
 

and
 

DNA
 

encoding
 

technology
 

in
 

the
 

field
 

of
 

children's
 

tumors,
analyzes

 

the
 

existing
 

challenges
 

and
 

puts
 

forward
 

the
 

optimization
 

direction,so
 

as
 

to
 

provide
 

theoretical
 

refer-
ence

 

and
 

strategic
 

support
 

for
 

the
 

accurate
 

diagnosis
 

and
 

transformation
 

of
 

children's
 

tumors.At
 

present,spa-
tial

 

multi-omics
 

has
 

been
 

widely
 

used
 

in
 

children
 

with
 

neuroblastoma,thyroid
 

cancer,glioma
 

and
 

other
 

solid
 

tumors.With
 

the
 

help
 

of
 

multiplexed
 

error-robust
 

fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization,digital
 

spatial
 

profiling,
10×Visium

 

and
 

other
 

technologies,the
 

space
 

transcriptome
 

can
 

realize
 

tumor
 

regionalization,immune
 

cell
 

in-
teraction

 

and
 

molecular
 

subtype
 

localization
 

analysis.The
 

spatial
 

proteome
 

relies
 

on
 

the
 

methods
 

of
 

CODEX
 

and
 

mass
 

spectrometry
 

imaging
 

to
 

complete
 

the
 

construction
 

of
 

multiple
 

protein
 

maps
 

at
 

the
 

single
 

cell
 

level,
which

 

helps
 

to
 

develop
 

the
 

risk
 

stratification
 

model.The
 

spatial
 

metabolome
 

revealed
 

the
 

metabolic
 

differences
 

between
 

the
 

edge
 

and
 

core
 

regions
 

of
 

the
 

tumor
 

by
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization,desorption
 

elec-
trospray

 

ionization
 

and
 

other
 

mass
 

spectrometry
 

imaging,and
 

established
 

an
 

accurate
 

diagnosis
 

and
 

prognosis
 

evaluation
 

model.Multi-omics
 

fusion
 

analysis
 

can
 

more
 

comprehensively
 

describe
 

the
 

dynamic
 

interaction
 

of
 

tumor
 

microenvironment,but
 

it
 

is
 

still
 

faced
 

with
 

problems
 

such
 

as
 

insufficient
 

resolution,complex
 

analysis
 

of
 

massive
 

data,inconsistent
 

technical
 

standards,and
 

high
 

cost,which
 

are
 

difficult
 

to
 

directly
 

adapt
 

to
 

the
 

clinical
 

transformation
 

needs
 

of
 

small
 

samples
 

of
 

children.The
 

DNA
 

encoding
 

technology
 

is
 

based
 

on
 

base
 

comple-
mentary

 

pairing,and
 

realizes
 

signal
 

amplification
 

through
 

constant
 

temperature
 

amplification
 

such
 

as
 

hybrid-
ization

 

chain
 

reaction
 

and
 

rolling
 

circle
 

amplification.Combined
 

with
 

strategies
 

such
 

as
 

fluorescence
 

proportion
 

encoding,sequence
 

coding
 

and
 

chain
 

displacement
 

encoding,it
 

breaks
 

through
 

the
 

limitations
 

of
 

traditional
 

flu-
orescence

 

channels
 

and
 

realizes
 

in-situ
 

parallel
 

imaging
 

of
 

dozens
 

to
 

hundreds
 

of
 

targets.This
 

technology
 

can
 

transform
 

information
 

such
 

as
 

nucleic
 

acid
 

modification,protein
 

expression,metabolic
 

molecules
 

into
 

recogniz-
able

 

DNA
 

barcodes.It
 

has
 

been
 

successfully
 

applied
 

to
 

multi-level
 

imaging
 

of
 

single-cell
 

transcriptome,appar-
ent

 

modification,multiple
 

proteins,etc.,significantly
 

improving
 

the
 

detection
 

flux
 

and
 

sensitivity,especially
 

suitable
 

for
 

multidimensional
 

information
 

mining
 

of
 

small
 

samples
 

of
 

children's
 

tumors.However,the
 

existing
 

DNA
 

encoding
 

imaging
 

still
 

has
 

many
 

problems,such
 

as
 

cumbersome
 

operation,easy
 

sample
 

damage
 

caused
 

by
 

cyclic
 

imaging,insufficient
 

stability
 

of
 

coding
 

system,and
 

insufficient
 

clinical
 

verification,which
 

restrict
 

its
 

large-scale
 

application
 

in
 

clinical
 

pathological
 

samples.For
 

clinical
 

transformation,in
 

the
 

future,we
 

should
 

fo-
cus

 

on
 

improving
 

the
 

throughput
 

and
 

resolution
 

of
 

DNA
 

encoding
 

multi-omics
 

imaging,and
 

develop
 

high-di-
mensional

 

coding
 

strategy
 

and
 

super-resolution
 

imaging
 

fusion
 

scheme,establish
 

a
 

standardized
 

experimental
 

process
 

and
 

data
 

analysis
 

system
 

to
 

reduce
 

the
 

technical
 

threshold
 

and
 

cost,expand
 

the
 

panel
 

of
 

exclusive
 

tumor
 

markers
 

for
 

children,and
 

promote
 

large
 

sample
 

clinical
 

verification
 

and
 

intelligent
 

image
 

analysis.To
 

sum
 

up,the
 

collaborative
 

application
 

of
 

spatial
 

multi-omics
 

and
 

DNA
 

encoding
 

technology
 

can
 

accurately
 

ana-
lyze

 

the
 

spatial
 

heterogeneity
 

and
 

multidimensional
 

molecular
 

networks
 

of
 

children's
 

tumors,provide
 

innova-
tive

 

tools
 

for
 

early
 

diagnosis,molecular
 

typing
 

and
 

efficacy
 

monitoring,promote
 

the
 

upgrading
 

of
 

pediatric's
 

tumor
 

precise
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

system,and
 

serve
 

the
 

"Healthy
 

China"
 

strategy.
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  以肿瘤为代表的重大疾病严重威胁人类社会的 生命财产安全,2024年最新癌症统计数据显示我国年
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新发病例达482.47万,恶性肿瘤发病、死亡数呈持续

上升趋势,由此带来的医疗花费超过2
 

200亿/年[1]。
儿童肿瘤是一类发生在儿童群体(通常指

 

18
 

岁以下)
的恶性肿瘤,其发病机制、病理类型和临床特征与成

人肿瘤存在显著差异。精准诊断作为儿童肿瘤诊疗

的关键环节,旨在通过先进的技术手段,实现对肿瘤

的早期发现、准确分型、预后评估及治疗指导,从而提

高治疗效果并减少不良反应。然而,现有临床诊断技

术,包括分子影像学、脱落细胞学、液体活检等,在儿

童肿瘤的精准诊断方面面临着有效数据量严重不足

的核心挑战。近年来,疾病标志物联合检测在提高筛

检灵敏度与特异度、增加筛检效益等方面的价值日益

凸显。疾病标志物联合分析已经成为精准医学背景

下医学检验技术发展的必然趋势之一[2-3]。这些生物

标志物包括不同类型的分子(DNA、RNA、蛋白质、代
谢物等)、细胞和组织形态等,作为疾病过程和治疗监

测反应的标记,提供了人类生物系统的全面视图。
DNA

 

分子编码技术是一种可控的DNA自组装

技术,通过结合荧光分子标记可实现荧光检测信号的

精准调控,可在有效避免荧光基团间的光谱重叠问题

的同时显著提高检测或成像中的多路复用性[2-3]。在

常规的四通道荧光显微镜中最多只能同时实现3种

标志物的鉴定分析(1个通道用于细胞核定位,另外3
个色彩通道分别用于3种标志物分析),无法实现十

多种标志物的有效鉴定。而DNA分子编码技术可大

大提升多靶标同时分析的能力,结合常规的四通道荧

光显微镜有望实现对几十甚至上百种靶标的同时鉴

定分析,从而满足肿瘤多重标志物检测的技术需

求[4]。鉴于此,本文总结了当前空间多组学在儿童肿

瘤研究中的应用及DNA编码技术用于多重分析的原

理和案例,并进一步提出当前的技术瓶颈和未来的发

展策略,旨在推动DNA编码技术在儿童肿瘤多重靶

标精准诊断中的应用。
1 空间多组学在儿童肿瘤研究中的应用

  肿瘤的空间异质性极强,在同一肿瘤内部,可能

存在多种不同的肿瘤细胞克隆亚型。这些亚型会与

肿瘤微环境中的免疫细胞、成纤维细胞等发生相互作

用,进而在空间排列和分布上呈现出显著差异[5]。
1958年克里克提出了中心法则,1970年特明补充了

中心法则,从而明确了DNA、RNA和蛋白质的关系,
而以这三者为靶标的疾病诊断,恰恰成了现代分子诊

断的基石。随着精准医疗及大数据时代的到来,单个

或少数几个靶标的检测已经远远无法满足临床需求,
全面而综合的检测分析成为必然的选择,而组学应运

而生,围绕“中心法则”的四大组学成为精准分子诊断

的基石。近十年来,组学研究进一步细分,诞生了单

细胞组学、功能组学、空间组学、定量组学,以及针对

甲基化、糖修饰等多样化的组学研究,而他们也需要

多样化的技术手段予以支撑。随着组学技术的发展

及对组学数据的深刻理解,包括基因组学、转录组学、
蛋白质组学、表观转录组学等在内的多组学技术手段

极大拓展了有效数据量,在解决肿瘤等重大疾病精准

诊断问题方面已经表现出了巨大的价值。
1.1 空间转录组在儿童肿瘤研究中的应用 空间转

录组技术是结合成像、生物标记、测序及生物信息学

等工具对基因表达进行空间定位的一项技术。在各

类相关技术中,空间条形码方法凭借空间条形码寡核

苷酸阵列来捕获组织里的RNA,使得RNA序列能够

与其空间位置一一对应,这一方法目前应用最为直

接、全面且广泛[6]。有研究报道,多重抗误差荧光原

位杂交技术(MERFISH)能够在单细胞水平上实现具

备空间分辨能力的高度多重化RNA分析[7]。MER-
FISH利用特定的荧光探针识别并结合RNA靶向序

列,并对每一个特定的读出序列组合进行编码、顺序

成像,同时还构建了一个纠错策略,提高转录检测的

准确性,突破了传统多重免疫荧光原位杂交的技术局

限,极大地提高了检测通量[8]。而基于测序的空间转

录组技术,涵盖数字空间分析(DSP)、10×Visium等

技术。DSP运用探针原位杂交及抗原-抗体互作的方

式来检测原位基因表达,能够针对单一切片中的特定

区域展开研究,不仅精度高,对样本造成的损伤也较

小[9]。10×Visium作为高精度、高通量的空间转录组

技术,将切片放置在空间基因表达玻片上,mRNA会

被玻片上的探针结合并捕获,之后逆转 录 为 互 补

DNA再进行测序,由此获取相应的位置信息[10]。该

技术精准且高效,可从完整组织中获取完整的转录组

信息,并且能够与免疫组化等技术联合使用,全面揭

示肿瘤的空间特征。
借助空间转录组技术,研究人员得以深入探究多

种肿瘤的发病机制。举例来说,一项针对神经母细胞

瘤的研究,通过生成空间转录组数据,分析了高危与

低危神经母细胞瘤组织,发现桥接态和连接态主要出

现在高危肿瘤中,这些状态的肿瘤细胞常与癌相关成

纤维细胞和肿瘤相关巨噬细胞共定位,表明两类细胞

通过近距离相互作用维持高危细胞状态,进一步说明

微环境在促进神经母细胞瘤细胞可塑性和恶性进展

中的关键作用[11]。有研究报道,通过空间转录组学和

单细胞转录组学等技术,研究者发现儿童神经母细胞

瘤微环境中配体分子
 

CD112/CD155
 

表达存在异质

性,它们通过与γδT细胞上受体分子DNAM-1相互

作用,决定了γδT细胞的肿瘤杀伤活性,并且通过单

细胞转录组学还将神经母细胞瘤浸润γδT细胞细分

为3类不同的功能亚群,发现了神经母细胞瘤中一类

终末阶段且免疫功能受损的γδT细胞,为开发新的神

经母细胞瘤免疫疗法提供了理论依据[12]。
1.2 空间蛋白组在儿童肿瘤研究中的应用 空间蛋
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白质组学是指大规模地对蛋白质在亚细胞尺度上进

行定位和定量分析的研究,是蛋白质组学的一个重要

分支,也是当前及未来最具研究价值的领域之一,在
探究蛋白质组的复杂结构与功能方面(如单细胞变

异、动态蛋白质易位、相互作用网络改变,以及蛋白定

位改变等)起着不可或缺的作用。目前空间蛋白质组

学的研究主要包括基于质谱的细胞器分析法和基于

成像的蛋白质定位法。基于质谱的空间蛋白组技术

主要包括成像质量流式细胞术和多离子术成像技术,
核心原理为通过在亚细胞水平上的梯度离心等技术

分离并富集目标细胞器,再利用质谱开展空间蛋白质

组学分析,这种方式可以同时检测多达100种靶标蛋

白,实现对蛋白质翻译信息的空间定位,目前已在肿

瘤微环境中肿瘤细胞和免疫细胞的蛋白组学研究中

得到应用[13-14]。基于成像的蛋白质定位法中最具代

表性的是由美国阿科亚生物科技公司推出的CODEX
技术,其优势在于可以达到单细胞级分辨率,进而获

得空间单细胞蛋白图谱,不过,受限于荧光基团数量

及循环效率,能够检测的靶标数量有限,检测上限为

50个[15]。
有研究回顾性分析了234例患者样本,利用压力

循环技术及标记定量质谱采集技术对其样本进行蛋

白质组学测定,并对鉴定到的10
 

426种蛋白质进行分

析,发现儿童青少年甲状腺乳头状癌组中上调显著的

蛋白质与主要组织相容性复合体Ⅱ类和免疫紧密相

关,且CD8+T细胞和巨噬细胞在肿瘤样本中增加,该
研究团队通过COX比例风险模型和随机生存森林算

法,开发了5个预测模型,其中基于蛋白质特征的模

型预测复发的准确率高达88.24%,可将患者分为高

或低复发风险组,为临床决策和个体化治疗提供

参考[16]。
1.3 空间代谢组在儿童肿瘤研究中的应用 空间代

谢组学能够反映组织中不同代谢物的空间分布,揭示

分子水平之间的相互作用网络,识别并开发有效的生

物标志物[17]。其中,质谱作为经典分析技术之一,可
多重分析蛋白质天然产物和代谢衍生物。由于经典

的质谱方法不能提供空间信息,因此采用不同的电离

方法开发了基于质谱的成像策略,包括基质辅助激光

解吸/电离质谱(MALDI)、解吸电喷雾电离质谱(DE-
SI)和二次离子质谱(SIMS)[18-20]。利用冰冻组织切片

等常见病理学资源进行空间代谢组学和调控组学研

究能够获取关键代谢物和代谢途径的空间分布信息。
基于质谱成像技术的空间代谢组学已经广泛被用于

解析肿瘤微环境中的代谢物空间异质性,且由于其能

够快速、低成本处理批量样本的能力,它将有潜力成

为可应用于大规模队列中免疫表型检测的下一代工

具。通过对这些方法的升级和结合,可以对细胞和组

织中的多种代谢物(包括小分子、脂质、肽、有机化合

物和元素离子)进行检测、定量和绘制图谱,进一步提

高了对复杂样品中代谢物的分离和鉴定能力,使其在

空间代谢组学探究代谢物的空间分布、相互作用网络

及生物标志物开发等各个环节突出应用价值。
有研究显示,采用纳米颗粒增强激光解吸/电离

质谱技术对脑干胶质瘤放疗期间的代谢物进行静态

和动态快照分析。基于代谢物构建的诊断模型可准

确区分患者和健康对照,诊断准确率高于传统的磁共

振成像影像信息等检测方法;构建的七特征预后模型

能根据风险评分将患者分为高风险组和低风险组,两
组患者的中位生存时间存在显著差异[21]。此外,研究

还发现代谢物的变化与肿瘤体积变化密切相关,可通

过代谢物快照预测肿瘤体积的增减[21]。另一项研究

通过空间代谢组学对移植胶质母细胞瘤的小鼠脑组

织进行分析发现,肉豆蔻酰基肉碱、棕榈酰基肉碱和

硬脂酰基肉碱等酰基肉碱在肿瘤边缘的强度明显高

于肿瘤内部,而三磷酸腺苷则呈现相反的分布趋势;
同时,血管内皮生长因子和血红素的区域与酰基肉碱

分布的核心区域存在一定对应关系,其研究揭示了胶

质母细胞瘤内部和边缘有不同的代谢模式,有助于深

入理解肿瘤代谢特征[22]。
1.4 空间多组学在儿童肿瘤研究中的应用前景 多

样化的组学研究需要多样化的技术手段支撑,目前在

基因组学和转录组学中被广泛使用的组学技术是测

序技术,通量高是其优点,但灵敏度低、成本高等问题

也制约着其临床的应用。在蛋白质组学和代谢组学

中被广泛使用的质谱技术同样具有自己的优缺点和

适用范围。从整体视角而言,空间多组学为肿瘤研究

开辟了全新维度,有助于研究者深入探究肿瘤的发

生、发展机制。它突破了传统一维数据的局限,升级

为二维空间数据,甚至开启了三维空间探索,致力于

揭示肿瘤微环境的相互作用,极大地推动了肿瘤的精

准分型与精准诊疗。空间多组学技术能直观呈现肿

瘤内部的空间位置,借助转录组、蛋白组等高通量分

析手段,精准解析肿瘤微环境的空间排列特征,立体

式地剖析肿瘤的空间异质性,全方位展现肿瘤细胞与

免疫细胞的功能状态差异,以及它们相互作用的内在

机制[23]。近期,不少研究尝试将多种空间组学技术融

合,以挖掘更多肿瘤奥秘,如RAVI等[24]综合运用空

间转录组学、空间代谢组学和蛋白质组学方法,对胶

质母细胞瘤展开研究,成功揭示了该肿瘤的基本特

征,确定了以免疫和代谢应激因素为标识的微环境,
阐明了局部区域肿瘤与宿主之间的相互依赖关系。

因此,空间多组学在深入理解肿瘤发生发展机

制、助力肿瘤精准诊断、指导肿瘤个性化治疗及预测

肿瘤预后等方面具有广阔的应用前景[25-26]。空间多

组学不仅可同时分析肿瘤细胞的基因组、转录组、蛋
白质组等多层面信息,明确肿瘤细胞内基因突变、基
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因表达变化与蛋白质功能改变的关联,全面揭示肿瘤

发生的分子机制,还能解析肿瘤微环境中不同细胞类

型间的相互作用,如免疫细胞与肿瘤细胞的动态关

系,了解免疫逃逸等过程的发生机制。进一步通过分

析空间多组学数据,可挖掘出肿瘤特异性的分子标志物

组合,提高早期肿瘤的检测灵敏度和准确度,还能依据

肿瘤细胞的空间分布及分子特征,实现更精准的肿瘤分

型和分期,为后续治疗方案的选择提供更精确依据。
2 DNA编码技术

  DNA是生物遗传信息的载体,同时也是具有高

度的序列可设计性、可编程性且易于合成的一类生物

材料,在模块化构建复杂、精确的静态结构与DNA的

动态、可控自组装设计等方面具有独特价值[27-28]。
DNA把遗传指令储存在由四种碱基组成的序列中,
序列中腺嘌呤(A)、胸腺嘧啶(T)、鸟嘌呤(G)、胞嘧啶

(C)沿着骨架排列。单链 DNA 总会自动组装成双

链,而且方式可预测:A与T配对,G与C配对。含有

A、T、C、G碱基的脱氧核糖核苷酸四种单体可以按照

人们的设计任意连接在一起,从而形成一条序列完全

可控可调的大分子链。因为这样的独特性质,运用

DNA严格的碱基互补原则,通过合理的设计,可以让

DNA按照预期组装成特定的形态,其拼装而成的功

能材料具有分子结构精准可控、组装过程精确高效、
材料功能精确可调的优势,是精准创制功能材料的理

想分子体系。其高度可编程性为研究人员提供了巨

大的设计空间,也为分子编码的精准控制提供了底层

基础。基于上述特性,“DNA条形码之父”Paul
 

He-
bert教授受商品条形码的启发提出了DNA条形码的

概念[29]。
2.1 DNA编码的技术原理 目前,国内外诸多顶尖

课题组均将目光投向DNA分子编码技术,并发展了

热力学调谐色彩编码、荧光各向异性色彩编码等多样

化的DNA编码技术,并已有部分成果在疾病标志物

的多重分析等方面进行了应用探索[30-33]。在各类

DNA编码技术中,以杂化链式反应(HCR)和滚环扩

增技术(RCA)为核心的编码原则最为广泛应用。
HCR的概念最早由Dirks和Pierce教授提出,可以仅

由目标分子引发若干DNA茎环结构发生级联反应产

生具有切口的长链DNA片段,实现目标分子的信号

放大[34]。另 一 方 面,RCA 是 一 类 以 环 状 DNA 或

RNA作为模板的恒温扩增技术,不同的扩增方式与

产物特性可赋予滚环扩增产物不同的性质[35]。例如,
基于RCA 发展 而 来 的 序 列 编 码 扩 增 子 技 术(Se-
qEA),在该技术中,RCA扩增产物通过热力学调谐的

方式被红、绿双色荧光进行编码。得益于红绿荧光比

例的显著区分,SeqEA技术在细胞内实现了对9个靶

标RNA的同时原位成像[32]。
2.2 基于DNA编码的多组学分析 发展至今,通过

结合DNA条形码技术的高度可编程性,荧光编码技

术在靶标多重分析领域的价值已取得广泛关注[36-37]。
利用DNA编码技术的高容量,可以实现转录组RNA
的体外可视化,这对基因表达和揭示疾病机制至关重

要。CAO等[31]搭建起由多级DNA分支组装编码的

荧光纳米梯,开创了目标转录本自引发扩增编码成像

策略。这一策略成功解决了外加引物引发的非特异

扩增难题,打破了光谱通路的限制,得以在单细胞内

同时对多种转录本进行特异性成像分析,该设计的关

键在于具备核酶活性的环状探针及灵活可编程的分

支条码。此外,该研究团队通过对不同乳腺细胞系里

多种转录本开展同时成像分析,揭示出癌症相关靶标

基因和癌症进程之间可能存在的联系,且这种方法能

够借助增加检测通道数量,以及增多分支条码上编码

区的重复次数,进一步拓展实现超高多重的成像分

析[31]。WEI等[38]构建了一种多重抗错组合荧光标记

编码方法,称为荧光团编码纠错标记(FluoELs),能够

在具有纠错能力的活细胞中实现多重 miRNA成像。
FluoELs包括用于编码的比例双荧光团和用于纠错

定量的恒定定量单荧光团,可以准确量化和空间分辨

9种与乳腺癌相关的微小RNA(miRNA)。
在DNA完成复制、RNA完成转录后,核酸里的

部分碱基会通过共价键的形式连接上甲基、羟甲基、
醛基等基团。大多数情况下,这些核酸修饰并不会对

经典的沃森-克里克碱基配对(A与 T、A与 U、C与

G)产生影响,但它们能够借助多种途径,对核酸的构

象、组装过程及功能加以调控,进而对基因表达产生

作用,因而被称为表观遗传修饰。有研究报道,综合

运用化学酶法标记技术、动态DNA纳米技术及基于

微流控的单细胞技术,开创了DNA编码识别分析的

新策略,构建了一系列单细胞核酸修饰扩增成像方

法,实现了对单细胞核酸修饰多层次特征的准确测

量[39]。具体来说,通过特定的DNA编码反应,将非

序列靶标的特征巧妙地转变为对应的DNA条形码,
这些条形码随即触发原位扩增反应。在此基础上,研
发出DNA编码扩增荧光原位杂交这一实验方法,从
而实现了高灵敏度与高特异性的荧光成像效果。另

一种方法是碱基编码扩增荧光原位杂交,该方法能够

对单细胞中低丰度的核酸修饰位点进行可视化和定

量分析。
此外,空间蛋白组学成像技术能够靶向多种标记

物,分析亚细胞位置、细胞表型、细胞内的活性信号传

导或其他过程(状态)、细胞与细胞之间的相互作用或

与细胞外基质或更大规模的空间组织结构。因此,可
以使用多重蛋白质成像技术研究肿瘤特征。以基于

交换反应信号放大的免疫染色技术为代表,利用短链

DNA编码的抗体及具有多重重复序列的 HCR串联

体,通过反复的“成像-置换”循环,可对单个细胞上
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3×n个(每个循环成像3个蛋白,共成像n循环)蛋白

进行成像分析,通过预先可编程和可调的荧光信号进

行高度复杂的可视化[40]。此外,通过简单的核酸结构

设计,发展了变色荧光条形码(CCFB),实现了多重标

签[4]。基于顺序的toehold介导的链置换反应,CCFB
的发射颜色可以按照预定设定的顺序改变,研究设计

中只需要14个寡核苷酸就可以开发出27种不同的

CCFB标记。当CCFB与抗体结合时,CCFB可用于

同时检测细胞内蛋白质。
3 DNA编码技术在空间多组学分析中的挑战

  空间多组学在肿瘤研究领域展现出巨大潜力,但
目前其发展仍面临一系列严峻挑战[41]。这些挑战主

要涉及技术分辨率、数据解析及标准化应用等方面。
(1)分辨率瓶颈:尽管有部分技术能实现亚细胞级分

辨率,然而在技术层面仍存在局限,难以在细胞内部

或者更精细层面提供高分辨率数据。这就可能致使

在某些情况下,难以捕捉到细微的空间变化及细胞亚

群间的微小差异。(2)数据处理与解析难题:空间多

组学方法会产生海量数据,这对计算能力及数据分析

工具提出了极高要求。数据的整合、去噪、归一化及

解读等流程极为复杂,需要专业的计算生物学知识作

为支撑。即便空间组学能够获取分子的空间分布信

息,但要阐释这些分布与细胞功能、相互作用及生物

学意义之间的关联,依旧是个棘手的问题。(3)技术

标准与应用困境:当下空间多组学方法众多,却缺乏

统一的标准化规范,这使得不同实验室的研究结果难

以进行比较,严重制约了技术的可重复性和可比性。
此外,高昂的成本及对组织类型的强依赖性,也极大

地阻碍了该技术的广泛推广。展望未来,空间多组学

的发展重点将聚焦于攻克上述挑战,以此提升技术的

可靠性、准确性和实用性。通过充分整合空间位置、
多组学信息及临床治疗信息,完整呈现肿瘤发生发展

的动态进程,精准挖掘肿瘤治疗的潜在靶点,为肿瘤

个体化精准诊疗开辟全新路径。
另一方面,尽管DNA编码技术已被成功应用于

单细胞空间组学分析,但其核心理念在操作性等方面

仍有广阔的提升空间[42]。其一,该技术的实验操作较

为烦琐,需要进行多轮成像。由于荧光分子间的光谱

重叠这一固有限制,单轮成像通常只能区分3~5种

靶标。其二,多次成像不仅耗时,还容易导致细胞结

构变形和信号失真,从而影响空间信息的准确性。因

此,仍需要突破性的理念与技术以更好地实现对单细

胞空间组学的分析。此外,需要考虑对肿瘤标志物的

选择、抗体的验证、细胞分割的范围、选择细胞表型的

意义、识别与临床相关的空间特征等因素。如果同时

需要包含标记细胞外和细胞内的生物标志物,甚至可

以绘制整个信号通路之间的关系。由于缺乏对肿瘤

组织进行单细胞和深层表型分析的可靠方法,还需要

对DNA编码技术进行更深入的研究与探讨,尤其是

对于人类样本的分析。在未来期待单细胞分辨、多重

靶标和多模态成像综合应用,可以让研究者们更深入

的了解肿瘤发生、发展的机制,为提供更多的潜在诊

疗方法提供有力参考。
4 小  结

  本文综述了空间多组学及DNA编码技术在儿童

肿瘤研究中的应用。空间多组学方法作为近年来生

命科学领域的革命性技术,突破了传统组学研究中

“脱离组织空间背景”的局限,能够在肿瘤组织的天然

微环境中,以亚细胞级别的超高分辨率同步解析基

因、RNA、蛋白质、代谢物等多种分子分析物的空间分

布特征与动态互作关系。这种技术特性使其特别适

用于儿童肿瘤研究,因为儿童肿瘤多为胚胎源性肿

瘤,其细胞异质性极强,且肿瘤细胞与周围微环境(如
神经细胞、免疫细胞、血管内皮细胞)的空间关联直接

影响疾病进展与治疗响应。与此同时,DNA编码技

术的引入为儿童肿瘤的多重靶标分析提供了强大工

具。该技术通过为每一种检测探针(如抗体、核酸探

针)赋予独特的DNA序列标签,实现了对成百上千种

生物分子的同步检测,而这一优势在儿童肿瘤研究中

尤为关键,因为儿童肿瘤样本往往体积微小(如穿刺

活检组织),且罕见亚型众多,传统单靶标检测难以充

分挖掘样本中的生物学信息。
未来可以进一步在成像通量、成像分辨率、图像

智能识别等方面进行更深入的研究。具体来说,在成

像通量方面,通过采用不同的编码策略可以提高现有

成像技术的多路复用能力。理论上,大致可以分为两

类。一种简单的策略是增加荧光基团的类型,另一种

策略是开发更多发夹 HCR介导的荧光编码,突破现

有的2位或4位编码的限制,进一步可提升至6位、8
位编码等,从而提升成像通量。在成像分辨率方面,
未来在硬件设施上,可以采用超分辨激光共聚焦显微

镜等分辨率更高、成像效果更好的仪器设备对空间组

学靶标进行荧光成像,以获得清晰的高质量图像。在

技术手段上,将随机光学重建显微技术等技术手段与

常规的激光共聚焦显微镜结合使用,并对荧光标记分

子进行相应的调整,从而达到对单细胞空间组学进行

超分辨成像分析的目的,改善成像结果质量。在图像智

能识别方面,未来可以进一步引入机器视觉技术和无监

督学习图像技术,实现荧光图像的智能识别、智能划分

与智能颜色分类,提高数据分析效率与准确度。
综上所述,空间多组学技术通过保留组织空间背

景与提升分辨率,揭示了儿童肿瘤复杂的分子空间网

络,而DNA编码技术则通过突破多重检测的瓶颈,实
现了对微量样本中多维度生物信息的高效捕捉。二

者的协同应用,不仅推动了儿童肿瘤发病机制的深入

解析,更为精准分型、预后评估及靶向治疗策略的开
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发奠定了重要基础。
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·妇儿临床诊断与实验医学专题·

circFAM169A在儿童肝母细胞瘤中的表达水平和临床价值
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  摘 要:目的 探讨circFAM169A在儿童肝母细胞瘤(HB)中的表达特征、生物学功能及其潜在分子机

制。方法 采用实时荧光定量PCR(qPCR)检测circFAM169A在 HB患儿临床组织及细胞系中的表达水平。
通过体外功能实验(流式细胞术、CCK-8实验、克隆形成实验)及体内裸鼠成瘤实验,评估circFAM169A对细胞

凋亡、增殖及肿瘤生长的影响。利用免疫印迹法和qPCR分析circFAM169A对DNA损伤应答通路关键分子

表达的影响。通过双荧光素酶报告基因实验、qPCR及免疫印迹法验证,探究其作为微小RNA(miRNA)海绵

的竞争性内源RNA的机制。结果 circFAM169A在 HB患儿组织及细胞系中特异性高表达,且独立于其亲

本基因FAM169A。敲低circFAM169A可显著抑制细胞增殖与克隆形成,并诱导细胞凋亡,在体内同样有效抑

制肿瘤生长。机制上,干扰circFAM169A可激活DNA损伤应答通路。circFAM169A可直接吸附miR-1253,从而

解除miR-1253对其下游靶基因CDK6的抑制作用,形成circFAM169A/miR-1253/CDK6功能轴。结论 circ-
FAM169A在HB中作为致癌分子,通过抑制DNA损伤应答、circFAM169A/miR-1253/CDK6轴驱动肿瘤进

展,是有潜力的诊断标志物,该研究结果可为HB患儿的靶向治疗提供理论依据。
关键词:环状RNA; 肝母细胞瘤; DNA损伤应答; 生物标志物
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Expression
 

levels
 

and
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of
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in
 

pediatric
 

hepatoblastoma
JIN

 

Yiying1,2,PAN
 

Qiuhui1,2△

1.Department
 

of
 

Clinical
 

Laboratory,Shanghai
 

Children's
 

Medical
 

Center,Shanghai
 

Jiao
 

Tong
 

University
 

School
 

of
 

Medicine,Shanghai
 

200127,China;2.College
 

of
 

Health
 

Science
 

and
 

Technology,Shanghai
 

Jiao
 

Tong
 

University
 

School
 

of
 

Medicine,Shanghai
 

200025,China
Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

characteristics,biological
 

functions,and
 

potential
 

mo-
lecular

 

mechanisms
 

of
 

circFAM169A
 

in
 

pediatric
 

hepatoblastoma
 

(HB).Methods The
 

expression
 

levels
 

of
 

circFAM169A
 

in
 

clinical
 

HB
 

tissues
 

and
 

cell
 

lines
 

were
 

detected
 

using
 

quantitative
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qPCR).Through
 

in
 

vitro
 

functional
 

experiments
 

(flow
 

cytometry,CCK-8
 

experiment,and
 

colony
 

formation
 

assays)
 

and
 

in
 

vivo
 

tumor
 

xenograft
 

experiments
 

in
 

nude
 

mice,the
 

effects
 

of
 

circFAM169A
 

on
 

ap-
optosis,proliferation,and

 

tumor
 

growth
 

were
 

evaluated.Western
 

blotting
 

and
 

qPCR
 

were
 

employed
 

to
 

analyze
 

the
 

impact
 

of
 

circFAM169A
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

molecules
 

in
 

the
 

DNA
 

damage
 

response
 

pathway.Dual-
luciferase

 

reporter
 

assays,along
 

with
 

qPCR
 

and
 

Western
 

blotting,were
 

used
 

to
 

investigate
 

its
 

mechanism
 

as
 

a
 

competitive
 

endogenous
 

RNA
 

sponge
 

for
 

microRNA
 

(miRNA).Results CircFAM169A
 

was
 

specifically
 

over-
expressed

 

in
 

tissues
 

of
 

HB
 

patients
 

and
 

cell
 

lines,independent
 

of
 

its
 

parental
 

gene
 

FAM169A.Knockdown
 

of
 

circFAM169A
 

significantly
 

inhibited
 

cell
 

proliferation
 

and
 

colony
 

formation
 

while
 

inducing
 

apoptosis,with
 

similar
 

effects
 

observed
 

in
 

vivo
 

to
 

suppress
 

tumor
 

growth.Mechanistically,interference
 

with
 

circFAM169A
 

activated
 

the
 

DNA
 

damage
 

response
 

pathway.Further
 

studies
 

revealed
 

that
 

circFAM169A
 

directly
 

binded
 

to
 

miR-1253,thereby
 

relieving
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

miR-1253
 

on
 

its
 

downstream
 

target
 

gene
 

CDK6,forming
 

the
 

circFAM169A/miR-1253/CDK6
 

functional
 

axis.Conclusion This
 

study
 

elucidates
 

the
 

role
 

of
 

circFAM169A
 

as
 

an
 

oncogenic
 

molecule
 

in
 

HB,driving
 

tumor
 

progression
 

by
 

suppressing
 

the
 

DNA
 

damage
 

response
 

and
 

the
 

circFAM169A/miR-1253/CDK6
 

axis.It
 

identifies
 

circFAM169A
 

as
 

a
 

potential
 

diagnostic
 

biomarker
 

and
 

pro-
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