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1. Visium HD 空间转录组适用的样本类型（任意一种样本即可）

10x Visium Visium HD 空间转录组采用探针法进行基因的杂交和表达

检测，目前仅适用人、小鼠物种的FFPE/FF/FxF 样本。其中人近18000 个基

因的探针；小鼠近 20000 个基因的探针。

1.1石蜡包埋组织块

石蜡块具有一定的厚度，建议厚度 2-5mm。石蜡块封装好常温或 4℃寄

送至联川生物实验室。

以下罗列实际实验过程需要消耗的切片数量：

1）RNA 质检：

① 组织较小：≤6.5 x 6.5mm：5-10 片切片

② 组织较大：≥6.5 x 6.5 mm：2-5 片切片

2）H＆E 染色选片：1-2 片 5µm 厚度切片并染色；

3）正式试验表达：1 片5µm 厚度表达切片。

1.2石蜡玻片

白片或贴片建议准备 6-13 片（5µm 厚度），需要将切下来的石蜡贴在

玻片上（采用世泰免疫组化的玻片），且 42℃进行烤片处理 3 小时之后，

密封好（可放置在玻片盒中），常温或 4℃寄送至联川生物实验室。

以下罗列实际实验过程需要消耗的切片数量：

1）RNA 质检：

① 组织较小：≤6.5 x 6.5mm：5-10 片切片

② 组织较大：≥6.5 x 6.5 mm：2-5 片切片

2）H＆E 染色：1~2 片用于染色；

3）正式实验表达：1 片。

1.3 OCT 包埋的样本

提供新鲜组织的OCT 包埋块，建议组织大小为长×宽不超6.5mm×6.5mm

，高度≥5mm，封装好干冰寄送至联川生物实验室。

以下罗列实际实验过程需要消耗的切片数量：
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1）RNA 质检：

质检：10μm/片*10 片；

2）H＆E 染色：1~2 片用于染色；

3）表达：10μm/片，1 片;

1.4 新鲜固定冻存组织OCT 包埋样本（FxF）

提供经过PFA 固定的新鲜组织的OCT 包埋块，建议组织大小为长×宽

不超过 6.5mm×6.5mm，高度≥5mm，封装好干冰寄送至联川生物实验室。

以下罗列实际实验过程需要消耗的切片数量：

1）RNA 质检：

质检：10μm/片*10 片；

2）H＆E 染色：1~2 片用于染色；

3）表达：10μm/片，1 片;

Tips：如寄送FFPE 切片的玻片，玻片建议选用世泰玻片（货号：188105），

玻片必须是防脱的，推荐型号及有效区域如下所示；

10x Genomics 官方推荐玻片有效区域

组织尽量贴在玻片正中位置
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10x Genomics 官方推荐玻片型号

世泰免疫组化玻片实际的贴片范围（红色框出来的区域）

玻片的常规尺寸在25mm*75mm*1mm，但是玻片太大或者太小均会导致玻片无法

与HD 匹配，故目前HD 兼容组织玻片尺寸为：

宽度：24.80mm-25.29mm

长度：74.40mm-76.22mm

厚度：1mm

2. 石蜡样本空间转录组样本制备流程

2.1所需试剂和耗材

名称 厂商 货号 备注 提供方

福尔马林/固定液 / / / 客户自备

组织包埋盒 / / / 客户自备

医用手术刀 / / / 客户自备

医用镊子 / / / 客户自备

吸水纸 / / / 客户自备联
川
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2.2石蜡样本的制备过程

2.2.1 取材

根据 10x Visium HD 空间转录组基因表达芯片捕获区域大小需求（Visium
HD 芯片捕获区域有两种规格，6.5 * 6.5 mm和11* 11mm）进行准备，允许稍大

于芯片捕获区域，高度需 ≥5 mm。如单个组织样本量不足，可将两个组织分别

固定、脱水、透明、浸蜡后，石蜡包埋在同一个包埋块内。
2.2.2 组织固定

将材料固定在 10%中性福尔马林溶液或者4%多聚甲醛固定液当中，福

尔马林溶液与材料的比例至少应为 10:1 ，推荐使用中性福尔马林缓冲液

，固定时间建议24-48h，最好不超过72h。

Tips：

1 新鲜组织离体后用实验专用吸水纸擦干表面，立即进行固定，组织缺血离体

时间控制在1h 内。

2 组织尽量小而薄，便于固定剂迅速渗入组织内部，一般厚度不超过 5mm。

3 将组织固定在 10% 的中性甲醛缓冲液中（NBF, neutral-buffered formalin）。

固定剂应该有足够的量，一般为组织块体积的 10-15 倍，固定剂需重新配制，

不可使用经过长期保存的固定剂。

4 在室温下固定12-24 小时，（厚度小于 0.5 cm 的组织，对于较大组织可能

需要更长的固定时间，具体时间需测试）。

5 提醒：固定时间根据组织类型，组织块大小确定。

6 如固定时间较长，为终止固定，可用水洗去渗入组织中的固定液。

说明：

① 固定不足可能导致组织中出现伪影，例如不规则染色质图案、细胞质过度染

色（伊红）和常见的自溶表现，组织中的 RNA 可能因未及时被固定而进-步

发生降解。

② 固定过度的组织块可能过硬，切片难度增加，组织H&E 染色结果可能出现

伪影，例如形状不规则或较小的细胞或深染的细胞核。过度固定也会导致某些

分子特征的结构完整性丧失、脂质氧化、过度交联，不利于后续探针结合RNA，

直接影响数据的检出转录水平。
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2.2.3脱水

固定后的组织中因含有比较多的水分，所以需使用不同浓度梯度（70％，80%,

90％，2*95％和2*无水酒精的脱水程序）的乙醇对组织进行脱水，以确保组织

中的水分完全去除干净，为后续的透明及浸蜡做好准备，以保证与透明剂或者石

蜡相融合。

Tips：

1 脱水时间应根据组织块的大小和组织类型而定。

2 组织块在高浓度（无水乙醇）中放置时间不宜过长，无水乙醇吸水能力太强，

易造成组织过度硬化，后续切片容易脆裂，同时可能影响RNA 完整性，进而影

响表达检测UMI。

3每次更换新的脱水剂时，都要把组织块放在吸水纸上吸干，装组织块的容器需

晾干水分，以免将水从低浓度脱水剂带入高浓度的脱水剂中，影响脱水效果。

2.2.4 透明

组织经过脱水之后，需要经过浸蜡的媒剂进行透明，主要的目的是使石蜡完

全渗透到组织中，能够起到对包埋的支持作用。目前常用的脱水剂主要是酒精等

，需要使用一种既可以和酒精又能和石蜡相混合的媒剂，在组织脱水之后，浸蜡

之前将所研究的组织放置到该媒剂中。

2.2.5 浸蜡

组织经透明作用之后，被转移到熔化好的石蜡内浸渍，石蜡完全浸

入组织间隙，取代透明剂，这一程序就叫浸蜡。根据所用石蜡的熔点，

浸蜡需要能够保持于 54－60℃温箱内进行。

2.2.6 包埋

将已经经过上述处理的组织块从蜡浴取出后置入充满熔融石蜡的包

埋框内，包埋成块，使组织和包埋剂相熔一体并迅速冷却，这个程序称

为包埋。包埋剂凝固后，进一步加强了组织的硬度和韧度而便于进行切片

。

Tips：
FFPE 块优先建议保存在 2-8℃环境下，保证保存环境干燥，样本不可

在阳光下暴晒。
2.2.7 切片

1.样本准备：提前将石蜡块冰浴至充分预冷。
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2.切片：将切片机设置为 5μm 进行切片，让蜡块切成蜡带，并用毛笔挑起

、牵引成带，平放在蜡带盒上，靠刀面的一面较光滑，朝下，较皱的一面朝上。

用单面刀片切取蜡片一小段，放在载玻上加水一滴，置于放大镜或显微镜下观察

切片是否良好。

3.展片：将水浴锅保持在 37-42ºC（水浴温度可能需要根据组织类型进行

优化），将切片转移到水浴中进行展片。让切片漂浮在水浴表面，直到它的大

部分是平的，没有皱纹；漂浮的时间取决于样品的类型。如果切片有太多的褶

皱或折叠，让它漂浮更长时间；通过这个摸索大概确定展片时间

4. 贴片：在放置切片之前，在空白载玻片背面画出允许区域的轮廓。捞

起展开的切片，使其平展于玻片上。

5. 烤片：贴好的切片置于 42℃ 恒温箱内干燥 3 小时并室温干燥过夜，待

蛋白质凝固后于 4℃ 保存即可。

Tips：

如果组织膨胀时间过长，请您将水浴温度提高 1 或 2ºC，让切片漂浮更长时间。

如果组织膨胀过快并解离，请您将水浴温度降低 1 或 2ºC，并缩短漂浮时间。

3. 新鲜组织OCT 包埋空间转录组样本制备流程

可按照“新鲜组织包埋（干冰速冻/异戊烷速冻）”的流程完成样本OCT 包埋工作。

4. 新鲜固定冻存组织OCT 包埋空间转录组样本制备流程

4.1 组织固定

1.提前将4% PFA/PBS（pH7.4）、30%蔗糖/PBS 溶液、1X PBS 、OCT预冷；

2.用预冷的1X PBS 冲洗组织，去除残留的血液；

3.使用镊子或细胞刮刀，将组织转移到含有新鲜制备4% PFA/PBS 溶液的50ml

离心管中。可将含有组织的离心管放在振荡器上轻轻振荡，在4°C 下约12-16 小

联
川
生
物

联
川
生
物

联
川
生
物

联
川
生
物

联
川
生
物

联
川
生
物

联
川
生
物

联
川
生
物

联
川
生
物



联川生物 10xVisium HD 空间转录组样品包埋及运输指南

杭州联川生物技术股份有限公司 电话：0571-87662413
浙江省杭州市钱塘区下沙街道围垦街 758 号 传真：0571-81951905
邮编：310018 www.lcbio.com

时，直到组织沉入管底，组织块大小影响固定时间。12-16 小时后，将试管从

振荡器上取下，检查组织是否已沉入离心管底部。如果没有，每2-3 时检查一

次，持续至24 小时；

4.使用镊子或刮刀，将组织转移到含有预冷 1X PBS 的50 毫升离心管中，室温孵

育 1 分钟，小心弃去PBS，确保组织块停留在试管底部，使用预冷PBS 重复洗

涤两次以上；

5.使用镊子或刮刀，将组织转移到含有30%蔗糖/PBS 溶液的50ml 离心管中，在

4°C 下孵育至组织沉入管底，约6-12 小时。6 小时后，检查组织是否沉入管底。

如果没有，每2-3 小时检查一次，持续至12 小时。
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4.2 组织冷冻包埋

1.取一个适当大小的低温包埋盒，标记组织方向，并在室温下放置；

2.包埋盒内加入预冷的OCT，OCT 的量要完全覆盖模具底层且不能有气泡；

3.使用预冷的镊子，将组织放入OCT 中，用额外的OCT覆盖表面。确认没有

气泡，特别是在组织附近；

4.立即将含有组织和OCT 的低温包埋盒置于粉末状干冰上或浸没在异戊烷-液
氮中或，等待OCT 完全冻结；禁止将包埋盒直接置入-80℃替代速冻过程。

5.将OCT 包埋组织块密封保存在-80°C 中，可长期保存。

注：冰冻切片厚度：10μm/片

5. 质检标准

5.1 FFPE样本

（1）RNA质检

DV200>=30%：质检合格
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DV200>26-29%：处于质控临界值，可尝试但存在较大风险，可能影响UMI

counts及基因中位值，不建议进行下游实验。

DV200<26%：不合格，不建议进行下游实验

（2）组织形态质检：组织切面完整，厚薄平均，切片无明显刀痕、裂隙，切片

平坦无皱褶、折叠，无污染物（血液残留等）；无气泡；细胞核与细胞质染色清

晰明显，切片无松散，表达区域满足客户需要。

5.2 OCT 包埋的样本

（1）RNA质检

RIN≥4.0：合格；

（2）组织形态质检：组织切面完整，厚薄平均，切片无明显刀痕、裂隙，切片

平坦无皱褶、折叠，无污染物（血液残留等）；无气泡；细胞核与细胞质染色清

晰明显，切片无松散，表达区域满足客户需要。

5.2 FxF样本

（1）RNA质检

DV200≥50%：合格；

（2）组织形态质检：组织切面完整，厚薄平均，切片无明显刀痕、裂隙，切片

平坦无皱褶、折叠，无污染物（血液残留等）；无气泡；细胞核与细胞质染色清

晰明显，切片无松散，表达区域满足客户需要。

6. 运输

在样本运输前，请您将样本安全的固定包装好，切片可放置于玻片盒中，质

检石蜡卷放置于EP 管中，4℃或者常温下运输，避免蜡块表面/玻片挤压。
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7. 注意事项

（1）在确保实验准确性和可靠性的前提下，有可能出现样品原因导致不能

成功完成全流程实验，其原因可能是①组织在长时间解交联杂交清洗过程中，发

生组织脱落，或者组织移位，导致无法转移表达芯片；②组织特性或者组织包埋

质量原因导致的在表达芯片上的大面积脱落，严重影响表达区域；③石蜡组织核

酸交联严重导致难以捕获导致过程质控不合格等。在相应实验环节均将产生相应

费用。

（2）特殊组织样本（皮肤/脂肪/硬骨/软骨/血管/角膜/视网膜/主动脉斑块/
滑膜/韧带/肌腱/脐带等）目前不建议进行空间组学实验，前期质检不合格率较高

脱片风险较大，后期数据结果极差；

（3）拼片样本（2个）需要采用高防脱玻片600 元/个，玻片数量有限，需

要售前确认，可能存在备货周期；

（4）原则上不支持拼片，涉及到多组织拼片目前建议最多2个组织拼在一

个捕获区域内，拼片过多石蜡附着较少容易易脱片；其次拼片过程较长，可能对

核酸完整性有影响，导致检出量低，此外拼片过程如果出现组织有叠合，重叠部

分数据无法纳入分析。

（5）组织区域的核定与芯片对齐均系人工操作完成，将不可避免具有相应

的微移偏差，请甲方知悉。

（6）石蜡组织面自身存在组织破损时，或者组织截面自身较为细碎时，将

存在在长时间液体反应中更进一步破损扩大或者组织脱落移位的风险，请甲方知

悉。

（7）Visium HD 单个捕获区域6mm*6mm，外周0.5mm 的小区域非常容易

出现移位的情况导致捕获不到对应区域内的转录本，请甲方知悉；

（8）基因表达水平与样品自身特性有关，不同样品间存在一定差异是正常

的。
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