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● FISH      (fluorescence in situ hybridization) 

 

●smFISH（single molecule fluorescence in situ  hybridization ） 

 

●MERFISH(multiplexed error-robust fluorescence in situ hybridization) 
 







Significance: 
 
● 不仅量化了细胞内RNA的拷贝数，而且还定位RNA位
置和组织内细胞的空间结构 
 
● 通量的剧烈增加有利于鉴定和研究罕见细胞群以及
组织区域内转录组细胞类型的表征 
 



Materials: 

Human U-2 OS cell 

UPLSAPO 60XS2,Olympus, sCMOS camera(成像系统) 
Wash buffers contained ethylene carbonate  

Human transcriptome (hg38) sequences 

Encoding probes 

Probes with homology to the human transcriptome 

Readout probes 



Methods: 

• Encoding Probe Design 

• Encoding Probe Construction 

• Readout Probe Construction 

• High-Throughput Imaging Platform 

• Encoding Probe Staining 

• MERFISH Imaging 

• Cell Segmentation. 

• RNA-Seq 



结论一：提高MERFISH的通量 
 

1.设法减少面积相关时间 
 

2.扩大FOV尺寸进一步减小面积相关时间 
 

3.使用多色成像 
 

 







red line： 

uses photobleaching to remove smFISH signal 

purple line： 

a modified protocol with TCEP 

green line： 

a modified protocol with TCEP and a larger FOV   

blue line： 

a modified protocol with TCEP, a large FOV, and 
two-color imaging 



结论二：提高MERFISH的测量性能 
 
目的：简化测量程序，提高测量鲁棒性 
 
1.发现读出探针在室温下结合编码探针的速率与37°C  下相似 
 
2.将读出探针从30nt减小到20nt 
 
3.用无毒的碳酸亚乙酯代替有毒的甲酰胺 
 
 









结论三：开发一种处理高通量MERFISH数据图
像的分析算法 
 



结论四：高通量MERFISH 测量数万细胞 
 
证明通量的提高，在U-2 OS 细胞中测量了130种
RNA 
 
确定RNA的解码质量 
    考虑了每种RNA存在的两种类型的错误： 
      RNA可能被错误识别成错误物种，导致非0的错误识别率 
      RNA可能被错过，未读出 









结论五：细胞亚群的表征 



Disscution 
        MERFISH使用大规模多重化smFISH在转录组规模进行单细胞的
空间解码RNA，本文采取一定的措施通量提高两个数量级，这种通
量的增加可以用于测量数千个RNA，同时扩大了可通过MERFISH解
决的问题范围。 
 

展望： 
 • 成像通量的增加将有助于应用MERFISH对大量的组织中的细胞类

型进行从头识别。 

 •  通过进一步优化杂交方案，利用更快的荧光信号去除方案，及
光学上的其他改进，以增加FOV面积和减少成像时间，从而进一步
增加MERFISH的通量，以表征数百万个单个细胞。 
 



个人小结： 
创新点：通量提高两个数量级 

               使用条形码的方式去鉴别不同的RNA 

               使用无毒的试剂代替有毒的试剂 
 

启发：考虑问题要全面，多角度看待问题，最后才会有所突破、创新 
 

问题：文中用U-2 OS细胞测量了130种RNA，但远远少于所说的可以测量  

           约1000种RNA，还要用实验进一步的验证 

           文章说使用多色成像，但只是用了双色成像，是否可以用更多颜色  

           去成像，从而减少时间，进一步提高通量，也还需进一步探究 



THANKS! 


