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多样本整合及聚类

marker基因差异分析

marker基因功能富集

细胞类型注释和校正

组间差异分析(全区域)

组间差异基因功能富集

轨迹分析

细胞互作分析

分析条目

过滤质控，去批次效应，多批次/多样本数据整合，UMAP聚类及空间分布展示

分析每个cluster与其他cluster之间的特异表达基因及空间分布。

每个cluster的特异表达基因的功能富集分析(GO、KEGG)

根据客户提供的Cellmarker基因或单细胞数据进行细胞注释及空间分布展示

根据分组和比较方案，分析每种特定细胞类型两组样本间的差异表达基因

基于细胞类型的组间差异基因的GO、KEGG、GSEA等功能富集分析

基于指定细胞类型和分组进行细胞轨迹分析，指定细胞类型，分组进行分析

细胞互作分析，可基于样本分组，比较组间的细胞互作强度，指定细胞类型，分组进行分析

分析内容

空间转录组技术能够将细胞的转录组信息与组织内的空间坐标整合起来，为解析不同细胞类型之间的相互作用及整体组织架构提
供了新见解。空间转录组技术的科研应用，不仅依赖高分辨率的实验技术，更取决于高效的生物信息学分析流程。空间转录组标准分析 +
高级分析通过创新算法框架与多模态数据整合，实现基因表达 - 空间位置 - 组织形态的三维信息深度解析，为生命科学研究提供从“分
子特征”到“空间功能”的完整认知链条，推动对生命过程的深入探索。

本文件将通过详细阐述每个分析模块的原理、方法和应用场景，系统性地介绍我们的各类高级分析能给到您什么结果，这些结果能
解决什么问题，从而启发您的前期实验设计和后期数据分析思路。

文档的目的与意义

智数空间转录组高级分析可用于高精度空间细胞图谱、细胞亚型、细胞异质性、细胞轨迹和细胞间通信等分析。具体分析条目如下：

高级分析内容

1. 空转高级分析流程

下机数据 基因组比对

样品表达矩阵

聚类分析细胞注释

低质量细胞去除

多样品去批次整合Marker基因鉴定

功能富集分析 细胞间通讯网络差异表达分析拟时序轨迹分析

利用Marker或
Cell2location注释

其他

人/鼠物种
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2. 分析条目详解

2.1 多样本数据整合、聚类及差异基因分析

2.1.1 分析条目解释

对组内或者多批次样本空转数据进行整合分析，用软件消除批次效应，并进行细胞聚类和差异表达分析。

2.1.2 分析过程

对基因表达矩阵进行预处理，识别并筛选出高变基因，这些基因在不同细胞间表现出显著的表达差异，有助于区分细胞类型。通过
主成分分析（PCA）对数据进行降维，提取出数据的主要变异特征。在进行下游分析之前，进行批次校正（Harmony或BBKNN），以消除不
同批次样本间的非生物学差异。批次校正后，构建细胞的K近邻（KNN）图，在此基础上，采用graph-based聚类算法，默认使用Leiden算
法对细胞进行分组和模块优化，从而识别出不同的细胞亚群。最后，利用UMAP降维算法，将高维数据映射到二维空间，直观地展示细胞
群体的分布情况和聚类结果。

使用wilcox方法，将聚类的一个亚群与所有其他亚群进行比较，得到该亚群与其他亚群之间的差异基因列表。基于差异基因，我们筛
选在该亚群中表达高于其他亚群的基因作为候选marker基因，即logFC大于0。

2.1.3 分析价值

该分析是多样本组内/间差异分析的基础，通过UMAP图和空间分布图，可直观可视化样本间、组内/间差异。

2.1.4 分析图例

2.1.4.1 样本整合聚类图

展示多样本数据整合聚类 UMAP 图 ( 合并、分开样本可视化 )

2.1.4.2 样本整合空间分布图

展示最终聚类的细胞类群（cluster）在各样本空间上的分布
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2.1.4.3 Marker基因展示图

Top5 基因热图 各 cluster top1 marker 基因 UMAP 表达分布图

Top5 基因气泡图   各 cluster Top1 基因空间表达分布图

2.1.4.4 细胞类群占比图

进行细胞聚类后，使用堆积柱状图展示了不同样本中细胞类群的比例
03



2.1.5 应用场景

1）揭示疾病特异性或处理特异性的关键分子标志物。

2）为下游的富集分析提供基因列表，从而解释表型差异背后的生物学通路。

3）筛选潜在的药物靶点或诊断标志物。

2.1.6 分析案例

2.1.6.1 案例一

案例
在结直肠癌肝转移的研究中，通过把原发灶和转移灶癌组织空转数据整合、聚类和差异基因分析，得到跟早期癌转移相关的
细胞类群（癌干细胞）和标记基因（Biomarker）。

2.1.6.2 案例二

Valdeolivas, Alberto, et al. Profiling the heterogeneity of colorectal cancer consensus molecular subtypes using spatial 
transcriptomics. NPJ precision oncology. 8.1(2024).

案例
在结直肠癌不同分子亚型异质性的研究中，将不同分子亚型癌组织样本数据整合，得到了RNA表达和细胞类群聚类的全景
图谱，最终鉴定得到了各亚型特有的标记基因，可作为潜在的治疗靶点。

Zhou L , Wen R ,et al.Spatial transcriptomic revealed intratumor heterogeneity and cancer stem cell enrichment in colorectal 
cancer metastasis[J].Cancer Letters, 2024, 602(000):11.
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2.2 功能富集分析

2.2.1 分析条目解释

对差异分析得到的一组基因（如上调的DEGs）进行功能解读，检验这些基因是否在特定的生物学通路、细胞组分或分子功能中显著
富集。常用数据库包括GO和KEGG。

2.2.2 分析过程

使用工具（clusterProfiler）将输入的基因列表与GO、KEGG等数据库进行超几何检验，得到显著富集的条目，并通过柱状图、气泡图
或网络图进行可视化。

2.2.3 分析价值

单个基因的功能是有限的，而生物学过程通常由多个基因协同完成。富集分析将一长串看似无关的基因列表，归纳总结为有明确生
物学意义的功能模块或通路，从而对观察到的表型变化给出机制性的解释。

2.2.4 分析图例

2.2.4.1 GO富集分析列表

2.2.4.2 GO富集分析柱状图

展示各 cluster 差异表达基因的 GO 分析参数值

柱状图 y 轴代表富集的 GO 通路，包含 BP (Biological Process)：生物过程、CC (Cellular Component)：细胞组分、MF 
(Molecular Function)：分子功能；x 轴表示 -log( 校正后的 p 值 )。柱状图长度代表 p 值的显著性，越长代表越显著。
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柱状图 y 轴是富集到的 KEGG 通路的名称，x 轴表示 -log( 校正后的 p 值 )，柱状图长度代表 p 值的显著性，越长代表越显著。

2.2.4.3 KEGG富集分析表

2.2.4.4 KEGG富集分析柱状图

展示各 cluster 差异表达基因的 KEGG 分析参数值

2.2.5 应用场景

1）将差异基因与疾病表型相关联；

2）通过组间差异基因富集，发掘潜在的发病机制&治疗靶点；

3）验证创新性假说。
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2.2.6.1 案例一

案例
在结直肠癌肝转移文献中，研究人员通过对组间差异基因进行KEGG富集分析，得到了在转移灶特定癌细胞类群显著上调的
Hippo信号通路，提示了潜在的治疗靶点。

2.2.6.2 案例二

Wang Y , Liu B, et al. Spatial transcriptomics delineates molecular features and cellular plasticity in lung adenocarcinoma progression. 
cell discovery 9.1(2023).

案例
在肺腺癌空间区域异质性研究中，通过对不同组织亚型样本/区域进行差异和富集分析，得到与癌组织亚型分化程度相关的
marker基因。

2.2.6 分析案例

Zhou L , Wen R , Bai C ,et al. Spatial transcriptomic revealed intratumor heterogeneity and cancer stem cell enrichment in 
colorectal cancer metastasis[J]. Cancer Letters, 2024, 602(000):11.
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2.3 细胞类型注释

2.3.1 分析条目解释

通过聚类分析将细胞分成不同类群（cluster）后，利用已知的/客户提供的Cell Marker基因或者单细胞数据，为每一个细胞“赋予身
份”的过程。这包括自动注释和至关重要的人工校对，以确保注释结果的准确性。

2.3.2 分析过程

使用cell2location软件进行细胞类型注释，通过整合单细胞参考数据，实现对空间转录组数据中细胞类型的精确定位和定量。

2.3.3 分析价值

准确的细胞类型鉴定是所有下游分析的基础。自动化注释工具虽有参考价值，但其准确性受限于参考数据库的质量和物种组织特
异性。人工校正结合了分析员的专业知识和公开的文献资源，是保证注释结果准确的关键步骤，能有效区分出罕见的、过渡态的或组织
特异性的细胞类型。此外，通过单细胞—空转联合分析，可以提高空间细胞注释的精度。

2.3.4 应用图例

2.3.4.1 细胞类型空间分布图

2.3.4.2 细胞类型比例图

展示了预测的细胞类型在组织切片上的空间位置分布

展示了不同样本或分组中各细胞类型的构成比例
08



2.3.5 应用场景

1）精确描绘样本的空间细胞组成图谱，为后续深层次生信挖掘打好基础；

2）发现有治疗/诊断价值的细胞亚型；

3）为后续的差异分析、细胞互作等分析提供准确的比较基础。

2.3.6 分析案例

2.3.6.1 案例一

案例
在人颈部动脉硬化致病机制研究中，通过空转+单细胞联合分析，首次得到硬化斑块高精度的细胞注释图谱，为后续三级淋
巴结构的研究奠定了基础。

2.3.6.2 案例二

Shen Z, Zhang R, et al. The spatial transcriptomic landscape of human gingiva in health and periodontitis. Sci China Life Sci. 
2024 Apr;67(4):720-732.

案例
在牙周炎的研究中，通过对空间转录组数据进行细胞注释，发现了牙周炎患者和健康人差异的上皮细胞亚群，进一步差异基
因分析得到潜在的风险基因。

Lai Z, Kong D, et al. Single-cell spatial transcriptomics of tertiary lymphoid organ-like structures in human atherosclerotic plaques. 
Nat Cardiovasc Res. 2025 May;4(5):547-566.
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2.4 细胞类型差异与富集分析

2.4.1 分析条目解释

对不同样本/组别中的特定细胞类型进行差异表达分析和功能富集分析（包括GO, KEGG, GSEA），可以得到特定细胞类型的差异基
因和差异信号通路。

2.4.2 分析过程

选定实验/对照组样本，对每种细胞类型进行2组间比较。

2.4.3 分析价值

对重要的及组间明显差异组成的细胞类型进行深层次的数据挖掘。

2.4.4 分析图例

2.4.4.1 差异基因气泡图及空间分布图

2.4.4.2 功能富集分析柱状图

展示的是不同组之间的 Top5 差异基因 展示的是差异基因在单样本空间中的分布

展示的是特定细胞类型组间差异基因 GO 富集分析柱状图 展示的是特定细胞类型组间差异基因 KEGG 富集分析柱状图
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2.4.5 应用场景

1）探索特定细胞亚型在肿瘤/疾病进展中的作用；

2）同种细胞类型在不同状态/处理样本中的功能差异；

3）筛选疾病潜在的治疗靶点。

2.4.6 分析案例

2.4.6.1 案例一

案例
在银屑病致病机制的研究中，通过比较不同样本间血管内皮细胞（VECs）基因表达的差异，发现了跟疾病进展强相关的细胞
亚群。

2.4.6.2 案例二

案例
在特发性肺纤维化疾病的空间转录组研究中，通过单细胞+空间转录组的高精度细胞注释，得到疾病/健康样本的特异性细
胞组成差异。

Zhang B, Mei J, et al. Multitranscriptome analysis reveals stromal cells in the papillary dermis to promote angiogenesis in 
psoriasis vulgaris. Br J Dermatol. 2025 Mar 18;192(4):672-683.

Mayr CH, Santacruz D, et al. Spatial transcriptomic characterization of pathologic niches in IPF. Sci Adv. 2024 Aug 9;10(32): eadl5473.
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2.5 拟时序分析

2.5.1 分析条目解释

拟时序分析，是一种基于基因表达谱的相似性，对细胞进行排序，以重建细胞随时间的动态过程（如分化、激活、代谢状态转变）的计
算方法。它并非真实时间，而是“伪时间”。

2.5.2 分析过程

拟时序分析采用Monocle算法，首先通过设定表达细胞数（min_cell>=10）、平均表达量（avg_exp>=0.1）和显著性阈值
（q_val<=0.01）筛选出在细胞群间差异表达的关键基因，并从中选取最显著的top2000基因构成排序基因集，以此为基础构建细胞发育

轨迹。

该过程成功还原了细胞状态转换的连续动态过程，揭示了驱动细胞分化或激活的核心基因及其表达变化规律，为了解生命过程的
时序性调控机制提供了关键见解。

2.5.3 分析价值

实验上很难连续捕获同一个细胞在不同时间点的状态。拟时序分析利用细胞群体的“瞬时”数据，反推其连续的动态变化过程，从而
揭示细胞命运的决策节点和驱动基因。

2.5.4 分析图例

2.5.4.1 伪时间关键基因列表

拟时轨迹推断关键基因列表表头 :(A) gene_short_name: 基因名称；(B)family：分析使用的参数；(C) pval：P 值，衡量基因表达量与拟时序的相关
性是否显著；(D) qval：Q 值，是 P 值经过多重检验校正后的结果；(E) status: 基因在时序分析中的状态分类，标识基因是否适合进行时序分析；(F) 

num_cells_expressed: 表达该基因的细胞数量；(G) use_for_ordering: 是否将该基因用于细胞排序。
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展示了用于构建轨迹的高变基因，黑色点表示被识别为高变基因的基因，这些基因在细胞间表现出显著的表达变异，是构建
细胞分化轨迹的关键基因。红色线代表技术噪声的预期水平，位于红线之上的基因被认为具有生物学意义的变异性。

2.5.4.2 细胞轨迹关键基因散点图

2.5.4.3 关键基因表达趋势图

展示了 Top 基因随拟时间变化的表达趋势。其中 x 轴是细胞从一个状态到另一个状态的连续时间进程，通常反映细胞的分化或发育轨迹，y 轴
是基因在细胞中的表达水平。图中的每个点代表一个单细胞，黑色曲线表示基因在拟时序上的平滑表达趋势，反映了该基因在细胞群体中随时

间变化的平均表达模式。
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展示了关键基因随拟时间变化的表达趋势热图。其中 x 轴是拟时序
推断的细胞分化或发育轨迹，细胞从左到右依次排列，反映从早期到
晚期的连续状态转变；y 轴是在拟时序轨迹中表现出显著动态表达
变化的基因；热图颜色代表基因的相对表达水平，红色 / 黄色表示
高表达，蓝色 / 青色表示低表达；左侧的彩色条将基因按表达模式

相似性分组，形成不同的共表达模块。

2.5.4.4 关键基因空间分布图

展示了与伪时间显著相关的 Top 基因在空间维度上的表达分布
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2.5.4.5 细胞分化轨迹图

该图展示了细胞在二维降维空间中推断出的分化或发育轨迹。每个点代表一个单细胞，其颜色（从深蓝到浅蓝）表示细胞的拟时序值，
反映了细胞从早期（深蓝，低拟时序）到晚期（浅蓝，高拟时序）的连续进程。黑线勾勒出主要的细胞分化路径，其中数字标记为的分支

点表明细胞在此处可能经历命运决定，分化为不同的细胞谱系或状态。

该图展示了不同细胞类型的伪时间分布密度
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2.5.5 应用场景

1）描绘细胞分化或转分化的路径，例如干细胞如何分化为各种终末细胞。

2）识别细胞命运决定的关键分支点及在该点起作用的基因。

3）追踪在疾病进展或药物处理后，细胞状态的演化方向。

细胞状态 / 细胞类型 / 分组在拟时间中的分布图。该图展示了细胞在二维降维空间中的分布，并叠加了推断出的拟时序轨迹。每个点代表一个单细胞，其
颜色表示其所属的细胞状态 / 细胞类型 / 分组。黑线勾勒出细胞从一个起始点到不同分化路径的连续轨迹。数字标记为是一个关键的分支点，指示了细

胞命运的潜在分化或谱系选择。
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2.5.6.1 案例一

案例
在结直肠癌肝转移研究中，整合原发灶和转移灶数据，抽提癌细胞做拟时序分析，得到转移灶发育早期状态的细胞亚群，即
癌干细胞亚群。

2.5.6.2 案例二

Yan K, Liu QZ, et al. Spatial transcriptomics reveals prognosis-associated cellular heterogeneity in the papillary thyroid carcinoma 
microenvironment. Clin Transl Med. 2024 Mar;14(3): e1594.

案例
在甲状腺癌研究中，作者挑选了不同的癌区域，抽提癌细胞基因表达数据做拟时序分析，发现了低分化/侵袭性强的癌细胞
亚群。

2.5.6 分析案例

Zhou L , Wen R ,et al. Spatial transcriptomic revealed intratumor heterogeneity and cancer stem cell enrichment in 
colorectal cancer metastasis[J]. Cancer Letters, 2024, 602(000):11.
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2.6 细胞互作分析

2.6.1 分析条目解释

细胞互作分析，通过系统性地分析细胞间受配体对的表达情况，来推断和量化不同细胞类型之间潜在的通信网络。

2.6.2 分析过程

该分析基于 CellChat 算法，通过整合基因表达数据与已知的配体-受体互作数据库，对细胞间通讯进行量化与推断。不同项目的细
胞通讯结果会不同，当没有分组信息时，只进行细胞类型的通讯分析；当有分组但没比较信息时，不仅进行细胞类型间的通讯分析，也会
对每个分组内的细胞类型进行通讯分析；当存在分组比较信息时，会额外进行不同组间细胞通讯结果的比较。

2.6.3 分析价值

细胞不是孤立存在的，其功能和行为深受微环境中其他细胞的影响。理解细胞间对话是阐明组织稳态、免疫应答和疾病发生发展机
制的关键。细胞通讯分析旨在系统性地解析细胞群体之间通过配体-受体相互作用构成的复杂信号网络，从而揭示微环境中细胞社会性
的功能联系与调控机制。

2.6.4 分析图例

2.6.4.1 细胞通讯网络图

细胞类型间通讯分析图，连线的粗细表示相互作用的数量，图中每个节点代表一种细胞类型，连线连接相互作用的细胞对。

不同组通讯分析比较图注 : 由两个并列的柱状图组成，用于比较不同组中细胞间相互作用的关键指标。左侧
图展示了推断出的相互作用的数量，右侧图展示了相互作用的整体强度。

2.6.4.2 组间细胞通讯比较图
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不同组间受配体作用差异气泡图，横坐标为细胞类型及组别，纵坐标为受体 - 配体作用基因。点颜色代表相互作用的概率，
越红概率越高。

不同组通讯分析比较图，展示了不同分组中不同配体 - 受体对或信号通路的总信息流。Y 轴列出了具体的配体、受体或通路名称，
X 轴表示信息流的强度。此图有助于识别在不同分组中，哪些细胞通讯通路或分子表现出显著的差异活性。
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2.6.5 应用场景

1）揭示复杂的调控生态系统。

2）预测某种细胞群如何通过分泌信号影响另一种细胞群的功能。

3）为联合治疗策略提供理论依据。

2.6.4.3 细胞互作空间展示图

在空间维度上可视化了显著的配体 - 受体对相互作用

2.6.4.4 配体-受体贡献图

展示了具体的配体 - 受体对在重要信号通路中的贡献度
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2.6.6.1 案例一

案例
在膀胱癌研究中，通过把患者配对的原发和复发组织空转数据做组间细胞通讯差异分析，得到了复发组织中显著增强的
配—受体配对。

2.6.6.2 案例二

Valdeolivas, Alberto, et al. Profiling the heterogeneity of colorectal cancer consensus molecular subtypes using spatial transcriptomics. 
NPJ precision oncology. 8.1(2024).

案例
在结直肠癌研究中，通过比较不同分子亚型区域的配体—受体对，然后做共定位分析，得到各分子亚型特异性的细胞生态位

（niche）。

2.6.6 分析案例

Shi ZD, Sun Z, et al. Integrated single-cell and spatial transcriptomic profiling reveals higher intratumour heterogeneity and 
epithelial-fibroblast interactions in recurrent bladder cancer. Clin Transl Med. 2023 Jul;13(7): e1338.
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