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Технические достижения в области геномных технологий последних лет привели к взрывному росту иссле�
дований живых систем на уровне единичных клеток в масштабах целых транскриптомов. В обзоре пред�
ставлено как вслед за транскриптомикой свой путь в анализе единичных клеток начинает протеомика. Уже
появились первые работы по использованию хроматомасс�спектрометрического анализа полных протео�
мов на отдельных клетках. Разделение клеток в них осуществляют по аналогии с транскриптомным анали�
зом, например, методом клеточного сортинга, а масс�спектрометрический анализ проводят с помощью мо�
дифицированного метода тандемных массовых меток. Объединение результатов транскриптомного и про�
теомного анализа в рамках протеогеномного подхода к молекулярному профилированию анализируемых
клеток улучшит понимание механизмов клеточного взаимодействия как при развитии организмов, так и в
различных патологиях.
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Молекулярное профилирование с использо�
ванием омиксных технологий разного вида [1] до
недавнего времени имело дело с биологически�
ми образцами, объединяющими свыше несколь�
ких тысяч, а иногда и миллионов отдельных кле�
ток. С учетом того, что участки тканей, состоя�
щие из морфологически сходных клеток, редко
встречаются в организмах, сравнение тран�
скриптомов или протеомов таких образцов обла�
дает принципиальным недостатком, который
принято называть «средней температурой по
больнице». Особенно неблагоприятно этот эф�
фект сказывается на результатах поиска биомар�
керов, где неоднородность представленности тех
или иных молекул в клетке может приводить к
ложно�положительным результатам. Понятно,
что более корректными с точки зрения результа�
та могли быть работы по сравнению биологиче�
ских образцов большого объема в случае анализа
биологических жидкостей [2], где молекулы
распределены более или менее равномерно, или

однородных клеточных культур, в особенности,
синхронизированных [3]. Частично проблему ге�
терогенности исследуемых образцов решают
микродиссекцией: однородные участки ткани
выявляют либо визуально, либо с использовани�
ем автоматизированного анализа изображений,
получаемых под микроскопом. Затем однород�
ные участки разделяют физическими методами и
подвергают молекулярному анализу [4].

Таким образом, для молекулярного сравне�
ния тканей многоклеточных организмов омикс�
ными методами, в том числе и в медицинских
целях, существует явная потребность в поиске
новых подходов для анализа единичных клеток.
Первые успехи в этом направлении были дос�
тигнуты в области транскриптомов единичных
клеток [5]. В настоящем обзоре обсуждаются
проблемы появившихся в самое последнее вре�
мя подходов к протеомному анализу единичных
клеток в контексте достижений транскриптоми�
ки в этой области, а также возможности интег�
рации уже на новом уровне результатов этих
двух омиксных технологий.* Адресат для корреспонденции.
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ
ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК – ТЕХНИЧЕСКИЙ
ПРОРЫВ В АНАЛИЗЕ ТРАНСКРИПТОМОВ

Анализ транскриптомов единичных клеток с
помощью секвенирования нового поколения
(NGS) в последние пять лет интенсивно разви�
вается. Предтечей используемых сейчас методов
является флуоресцентное секвенирование РНК
in situ (FISSEQ), в котором фиксированную на
подложке ткань использовали для получения
кДНК, которую также привязывали к клеточно�
му матриксу [6]. Поскольку секвенирование на
платформе Illumina, по сути, основано на флуо�
ресцентной спектроскопии, его вариант удалось
адаптировать для секвенирования полученной
кДНК непосредственно на срезе ткани. В итоге
получали достаточно разрешенные изображе�
ния по уровню каждого из зарегистрированных
транскриптов, подходящие для сравнения интакт�
ных клеток и тканей в различных состояниях
[7].

Практически сразу после появления первых
работ начался взрывообразный рост разработки
методов транскриптомики единичных клеток, и
уже через несколько лет существовало не мень�
ше пяти альтернативных технических решений
[5], работающих, тем не менее, на примерно
одинаковых принципах. Сначала необходимо
разделить в пространстве клетки или их ядра.
Для этого можно использовать, например, сор�
тировку клеток с помощью флуоресценции
(FACS), подобно той, которую давно применяли
в клеточных сортерах [8]. В итоге клетки по од�
ной располагаются в планшетах для дальнейших
манипуляций. Сходным образом клеточный
сортер от «BD Biosciences» (США) использует
разбавление клеточной суспензии, в ходе чего
при ее раскапывании в маленькие лунки план�
шета в каждой из них статистически оказывает�
ся по одной клетке [9]. В еще одном широко ис�
пользуемом техническом решении от компании
«10X Genomics» (США) клетки в специальном
микрофлюидном устройстве по одной связыва�
ются с особыми гранулами, а полученные комп�
лексы для дальнейшего анализа упаковываются
в отдельные масляные капли [10].

Следующий этап после изоляции клеток –
это подготовка РНК к секвенированию, кото�
рая, с некоторыми вариациями, напоминает
обычную подготовку к NGS, включающую в се�
бя получение кДНК и расщепление ее на считы�
ваемые фрагменты. Однако существенным от�
личием является потребность в индивидуальном
мечении каждой клетки, поскольку кДНК от
всех выделенных клеток следует вновь объеди�
нить для получения высокой производитель�

ности. Поэтому в каждую лунку планшета или
на каждую гранулу, используемую в капельной
технологии выделения клеток, добавляют инди�
видуальные, синтезированные комбинаторным
путем олигонуклеотидные метки. Впослед�
ствии, после получения огромного набора счи�
тываний фрагментов целевой кДНК, по этим
меткам уже программным путем распознаются
подмножества считываний (ридов), принадле�
жавшие единичным клеткам [5].

Методы анализа транскриптомов единичных
клеток в настоящее время ориентированы, в ос�
новном, на анализ кодирующих поли�А�тран�
скриптов. В итоге, в разных вариантах методов,
получают полные транскриптомы единичных
клеток или т.н. уникальные молекулярные иден�
тификаторы (UMI) генов [11], по которым мож�
но определить их уровень экспрессии в единич�
ных клетках. Предложенные к использованию
совсем недавно методы секвенирования тран�
скриптомов единичных клеток конкурируют
между собой, а публикации, в основном, сфоку�
сированы на результатах сравнения их эффек�
тивности [5, 12].

Вскоре после использования перечисленные
выше методы транскриптомики единичных кле�
ток принесли свои плоды в виде ярких, значи�
мых для биологии результатов. В этом обзоре не
будет представлен исчерпывающих обзор этих
работ, поэтому приведем несколько примеров.
Так, по транскриптомам единичных ядер иссле�
дователи смогли детализированно проследить за
судьбой клеток нервного гребня при их диффе�
ренцировке в мышином эмбрионе [13]. В ре�
зультате было установлено состояние бинарнос�
ти, когда клетки находятся в состоянии выбора
между двумя траекториями их развития, а также
выявлены факторы управления их судьбами. В
другой работе было показано, что транскрипто�
мика единичных клеток может определять отно�
шение интронных и экзонных последователь�
ностей в кодирующих белки транскриптах, и
был предложен подход для оценки кинетики
концентрации индивидуальных РНК (RNA
velocity) [14]. Если многие транскрипты содер�
жали интронные последовательности, значит
транскрипция только началась, а продукт будет
наращивать свою концентрацию. Наоборот,
присутствие только зрелых, сплайсированных
транскриптов означает конечную фазу экспрес�
сии данного гена. Этот остроумный подход поз�
волил оценивать тенденции экспрессии генов в
масштабах единичных клеток по одному «сним�
ку» транскриптома [15]. Особенно важна роль
единичных клеток в центральной нервной сис�
теме. Выделить нейроны без их разрушения, как
представляется, почти невозможно, но тран�
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скриптомика единичных клеточных ядер также
нашла широкое применение в нейронауках.
Транскриптомы единичных ядер позволяют
картировать и кластеризовать нейроны коры го�
ловного мозга, дополняя другие виды функцио�
нального картирования. Сравнение клеток коры
человека и мыши позволило выявить сущест�
венный консерватизм устройства некоторых
ключевых участков, а также выявить видо�спе�
цифические черты [16]. Важные эволюционные
выводы удалось сделать при анализе единичных
клеток головного мозга четырех видов прима�
тов, включая человека [17].

Таким образом, за считанные годы своего су�
ществования транскриптомика единичных кле�
ток революционным образом изменила подход
к наблюдению за клеточными процессами in
vivo. Благодаря этому подходу были охарактери�
зованы многие клеточные типы, которые не
нельзя было отличить морфологическими мик�
роскопическими методами [18].

ПРОТЕОМИКА ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК

Поскольку амплификация белков, подобная
полимеразной цепной реакции для нуклеиновых
кислот, недоступна, протеомика отстает от мето�
дов анализа нуклеиновых кислот по аналитичес�
кой чувствительности [19]. В случае протеомики
анализ единичных клеток по своей природе
предъявляет еще большие требования по этому
параметру, в то время как микроскопия и клеточ�
ный сортинг, основанные на флуоресценции,
уже давно предоставляли возможность для рабо�
ты с единичными клетками. Флуоресцентные
белки, например, слитые с интересующими про�
дуктами генно�инженерным путем, использова�
ли для исследования накопления этих продуктов
в реальном времени, на уровне единичных кле�
ток [20]. К недостаткам этой группы методов от�
носится потребность в генетических манипуля�
циях, эффекты от которых могут исказить про�
цессы, происходящие в модельных клетках.

Еще более разнообразны методы анализа
единичных клеток, основанные на распознава�
нии интересующих клеток антителами и други�
ми специфически связующими молекулами.
Технология клеточного сортинга, основу кото�
рой заложили более полувека назад [21], стала
самым распространенным методом анализа
единичных клеток на белковом уровне [22]. Да�
же хорошо известный метод Вестерн�блоттинга
был адаптирован для анализа единичных кле�
ток, когда их сортируют по микролункам план�
шета и после лизиса переносят на гель для свя�
зывания с антителами [23].

Т.н. масс�цитометрический метод был пред�
ложен для анализа отдельных белков на уровне
единичных клеток. В этом методе количествен�
ные измерения таргетных белков осуществля�
ются с использованием антител, коньюгирован�
ных с ионами переходных металлов. Белковые
комплексы, содержащие такие антитела, посту�
пают в источник ионизации на основе индук�
тивно�связанной плазмы (ICP), где происходит
ионизация переходных металлов с последую�
щим измерением масс�спектров стабильных
изотопов этих металлов с использованием вре�
мяпролетного масс�анализатора. С помощью
масс�цитометрии была продемонстрирована
возможность количественного профилирования
иммунного отклика на уровне единичных кле�
ток [24]. В настоящее время этот метод все чаще
используется для анализа единичных клеток,
например, когда интерес исследователей сфоку�
сирован на ограниченной группе белков. Так, в
развивающихся кроветворных клетках с по�
мощью масс�цитометрии проводили количест�
венный анализ ответственных за дифференци�
ровку этих клеток транскрипционных факторов
[25].

Следует отметить, что все основанные на ан�
тителах методы имеют ряд принципиальных ог�
раничений в случае единичных клеток. Во�пер�
вых, при их масштабировании, когда техноло�
гия становится по�настоящему омиксной, тес�
тирование десятков или даже сотен отдельных
антител на предмет перекрестных взаимодей�
ствий становится практически невозможным. В
основном, антитела проходят отбор на связыва�
ние своей мишени, в то время как остается не�
известным, способны ли они связывать струк�
турно сходные мотивы в других белках. Кроме
того, антительные методы ограничены прони�
цаемостью клеток и необходимостью диффузии
реагента через концентрированное клеточное
содержимое [26].

Что же с классической протеомикой, осно�
ванной на масс�спектрометрии, где белки и
пептиды анализируются напрямую, без приме�
нения аффинных реагентов? В режиме пано�
рамной протеомики, направленной на выявле�
ние всех белков клетки, с масс�спектрометри�
ческими детекторами высокого разрешения воз�
можна идентификация и полуколичественный
анализ белковых продуктов примерно десяти
тысяч генов в клеточных линиях, что близко к
теоретической оценке всего продуцируемого
протеома какого�либо клеточного типа [27]. Од�
нако такой анализ до недавнего времени прово�
дили для протеомов, полученных от десятков и
сотен тысяч клеток. Есть ли перспективы у па�
норамного протеомного анализа единичных
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клеток с точки зрения аналитической чувстви�
тельности? Действительно, детекторы, исполь�
зуемые в настоящее время в масс�спектромет�
рии, демонстрируют, по биологическим меркам,
высочайшую чувствительность, будучи способ�
ными зарегистрировать от нескольких сотен до
нескольких тысяч ионов, удерживаемых в ион�
ной ловушке масс�анализатора [28]. При этом,
согласно одному из последних мета�анализов,
количество молекул белка в дрожжевой клетке
составляет ~40 млн [29], а в опухолевой клетке
HeLa – примерно на два порядка больше [30].
Даже с учетом гетерогенности природных бел�
ков, многочисленных потерь на стадиях обра�
ботки образца между белком в интактной клетке
и регистрируемым ионом пептида от этого бел�
ка, которые включают клеточный лизис и трип�
синолиз, хроматографию и ионизацию, ситуа�
ция с регистрацией протеома единичной клетки
методом панорамной протеомики не кажется
такой уж безнадежной. Это иллюстрируется ис�
следованиями последних лет, когда было пред�
ложено несколько подходов к анализу единич�
ных клеток посредством хроматомасс�спектро�
метрии, широко принятой в протеомике. Во�
первых, проблема чувствительности снимается
при анализе очень больших клеток, когда мож�
но использовать обычные методики без сущест�
венных изменений. С такими клетками иссле�
дователи сталкиваются в эмбриологии. Напри�
мер, в недавно опубликованном исследовании
удалось отследить изменения протеома единич�
ных ооцитов при их созревании in vitro [31]. При
массе белка на клетку, по оценкам авторов, рав�
ной 100 нг, из единичного ооцита удавалось
идентифицировать 450 белков. Кроме того, ана�
лизировали единичные бластомеры при деле�
нии яйца шпорцевой лягушки на стадии круп�
ных бластомеров, в одном удавалось идентифи�
цировать ~1400 белков! [32]. Привлекательной
представляется еще не вполне реализованная
идея протеомного анализа гигантских нейронов
моллюсков, тела которых могут достигать диа�
метра 400 мкм [33]. При исследовании этого
объекта знание о дифференциально продуциру�
ющихся белках может помочь расшифровать
важные механизмы работы нервной системы, в
частности, раскрыть материальную основу па�
мяти [34].

Гигантские клетки – привлекательная мо�
дель для анализа, однако очевидна потребность
в исследовании протеома клеток обычных раз�
меров, например, опухолевых или кроветвор�
ных клеток диаметром 10–30 мкм. Первые ша�
ги в этом направлении уже сделаны. Авторы
этих первых работ использовали клеточную
сортировку с помощью микрофлюидики, напо�

добие той, которую применяли для транскрип�
томных исследований единичных клеток. Пос�
ле разделения клетки подвергали обработке,
т.н. «тандемными массовыми метками» (TMT,
tandem mass tag) [35]. Подход с использованием
мультиплексных TMT�меток обеспечивает од�
новременный количественный анализ несколь�
ких образцов за счет мечения пептидов в каж�
дом из них изотопными метками, которые про�
являют себя после фрагментации пептидных
ионов в масс�спектрометре. Химические метки
сконструированы таким образом, что они име�
ют одинаковую молекулярную массу, однако
после фрагментации пептидов в масс�спектро�
метре за счет комбинаций встроенных стабиль�
ных тяжелых изотопов 13C и 15N их фрагменты
приобретают различную массу, в зависимости
от присоединенной метки. В настоящее время в
коммерческих наборах, доступных на рынке,
достигается возможность достигать мультиплекс�
ности до 16 ТМТ�меток и проводить количе�
ственный анализ их протеомов друг относи�
тельно друга (TMT 10�plex, 11�plex, 16�plex, на�
боры компании «Thermo Fisher Scientific»,
США).

Именно такие наборы ТМТ�меток исполь�
зовали Slavov et al. для первой демонстрации па�
норамной протеомики единичных клеток чело�
века [36]. Метод назвали SCoPE�MS (Single Cell
ProtEomics by Mass Spectrometry). Клетки разде�
ляли по одной на лазерном сортере (FACS) и по�
мещали в лунки микропланшета (рисунок, а).
Одновременно использовали т.н. «носитель» –
помещенные в отдельную лунку 200 клеток того
же типа. Этот носитель должен обеспечить сиг�
нал для идентификации белков обычным пано�
рамным методом, а единичные клетки должны
были сравниваться с сигналом носителя.
Действительно, с помощью TMT в первом экс�
перименте удалось количественно проанализи�
ровать более 700 белков в каждой из восьми ис�
следуемых клеток (из 10 ТМТ�меток одну оста�
вили для контроля, а одной пометили 200 кле�
ток «носителя», рисунок, б). Для работы с белка�
ми на пределе чувствительности пришлось из�
менить настройки масс�спектрометра высокого
разрешения на основе ионной ловушки Orbitrap
[37] и модернизировать методы обработки пер�
вичных масс�спектрометрических данных для
идентификации и количественного анализа
[38]. За первой, демонстрационной работой по
SCoPE�MS последовала следующая, в которой
предложенная методика была существенно
улучшена с целью повышения производитель�
ности [39]. Методом SCoPE2 за 85 ч работы хро�
матомасс�спектрометра с использованием 11�
комплексного набора TMT удалось проанализи�
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ровать протеомы 356 единичных моноцитов и
макрофагов из иммортализованных клеточных
линий. По протеомам, в которых был проведен
количественный анализ ~2 тыс. белков, удалось
хорошо разделить две клеточные популяции.
Безусловно, проблемой использования TMT по
сравнению с транскриптомикой является зна�
чительно более низкая мультиплексность этого
метода и возможность анализа всего 10 клеток
одновременно, тогда как при секвенировании
РНК все клетки снова смешиваются на чипе
секвенатора с надежным разделением результа�
тов программными методами. В целом, резуль�
таты, полученные методом SCoPE2, дают повод
для осторожного оптимизма.

Другие исследователи также начали работу
по анализу единичных клеток с использованием
массовых меток и тандемной масс�спектромет�
рии. Так, в недавней статье описан анализ 72
мышиных клеток с глубиной анализа каждой из
них, доходящей до 1600 идентифицированных
белков [40]. Процедура заняла около двух суток,
что сопоставимо со скоростью анализа моноци�
тов и макрофагов в ранее упомянутой работе
[39]. Клетки разделяли и распределяли по «на�
нолункам» специального чипа на серийном сор�
тере BD. После этого процедуру пробо�подго�
товки, включая химическую модификацию бел�
ков и гидролиз протеазами, осуществляли с по�
мощью особой роботизированной системы
nanoPOTS, где все реакции проходили в каплях
нанометрового размера [41].

В процессе подготовки этого материала в
открытом доступе появился препринт, описыва�
ющий сходное по исполнению исследование
единичных клеток линии лейкоза с использова�
нием клеточного сортинга и тандемных массо�
вых меток [42]. Как и в предыдущих работах,
хромато�масс�спектры меченых единичных
клеток сравнивали с носителем (авторы называ�
ли его «boost») из 500 клеток. Для количествен�
ного анализа использовали режим получения
тандемных масс�спектров (MS2), а также в дру�
гих запусках прибора получали фрагменты
фрагментов трипсиновых пептидов (MS3). Для
анализа данных авторы разработали вычисли�
тельный конвейер SCeptre, который еще пред�
стоит оценить рецензентам для дальнейшей
публикации статьи в журнале.

Очевидно, что методы, позволяющие анали�
зировать протеомы единичных клеток при по�
мощи панорамной масс�спектрометрии, оста�
ются уделом немногих лабораторий, работаю�
щих на пределе возможностей технологии, в том
числе, с использованием уникальных, сконстру�
ированных в лабораторных условиях устройств,
в отличие от транскриптомики, где технические

решения для анализа единичных клеток пол�
ностью коммерциализированы [5]. Также следу�
ет отметить, что упомянутые результаты первых
работ по панорамной протеомике единичных
клеток [36, 39, 40, 42] пока требуют подтвержде�
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Протеомика единичных клеток с детекцией на основе тан�
демных массовых меток (ТМТ), по [36] с изменениями.
Сначала клетки с помощью стандартного клеточного сор�
тинга помещают в лунки микропланшета, где их расщеп�
ляют протеазами по особому протоколу (а). Затем осущест�
вляют мечение набором TMT, а для сравнения используют
образец�«носитель» из 100 или более клеток. Количествен�
ный анализ проводят на хромато�масс�спектрометре высо�
кого разрешения (б)
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МОШКОВСКИЙ

ния ортогональными методами, например, с ис�
пользованием специфичных антител.

НА ПУТИ К ПРОТЕОГЕНОМИКЕ
ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК

Интеграция данных омиксных технологий, в
случае нуклеиновых кислот и белков обозначае�
мая как протеогеномика, позволяет более эф�
фективно оценивать молекулярные каскады,
вовлеченные в те или иные процессы [43], а так�
же обнаруживать протеоформы и выяснять их
функциональность [44]. Здесь и далее, под про�
теоформами мы понимаем продукты одного и
того же гена, различающиеся за счет генного по�
лиморфизма, альтернативного сплайсинга и
посттранскрипционных модификаций мРНК, а
также протеолитического расщепления и пост�
трансляционных модификаций белков [45].

В случае протеогеномики единичных клеток
существуют два возможных направления разви�
тия. Для тех, кто создает уникальные методы,
можно задуматься об анализе в рамках одной и
той же клетки, и транскриптома, и протеома
[46], по аналогии с анализом образцов большего
объема, например, биоптатов злокачественных
опухолей [47]. Уникальные молекулярные тра�
ектории отдельных клеток в таких процессах,
как дифференцировка или онтогенез, можно
будет рассматривать на двух сочетанных уров�
нях. Что же касается пользователей стандарти�
зованных протеомных методов, то им, как
представляется, также можно воспользоваться
разрастающимся банком данных по транскрип�
томике единичных клеток. Качество секвениро�
вания РНК в некоторых исследованиях уже поз�
воляет производить в транскриптомах отдель�
ных клеток поиск единичных участков поли�
морфизма (SNP) [48]. Соответственно, в субпо�

пуляциях клеток различных органов и тканей
может быть предсказано обогащение несинони�
мичными SNP, возникшими вследствие мутаге�
неза или посттранскрипционных модифика�
ций, например, редактирования РНК. Анализ
новых протеоформ, предсказанных из данных
транскриптомики единичных клеток, может
быть осуществлен на группах клеток традици�
онными таргетными или панорамными проте�
омными методами. Например, основываясь на
данных панорамного протеомного анализа ме�
тодами хроматомасс�спектрометрии, мы недав�
но показали, что редактирование РНК фермен�
тами ADAR модифицирует разные белки в гли�
альных и нейрональных клетках головного моз�
га мыши [49]. Поиск аналогичных участков ре�
дактирования в данных транскриптомики еди�
ничных клеток [50] мог бы значительно облег�
чить понимание функционального значения
этого явления.

Таким образом, несмотря на отсутствие амп�
лификации, которая способствует быстрому
развитию способов анализа нуклеиновых кис�
лот в единичных клетках, панорамная протео�
мика также движется к завоеванию своего места
в этой области. Несомненным остается то, что
оптимальные результаты по анализу молекуляр�
ных траекторий единичных клеток в различных
процессах могут быть достигнуты при интегра�
ции технологий анализа генной экспрессии и
продукции белков.
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нансовой поддержке РНФ (грант 17�15�01229).
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Recently technical advances in genomic technology led to explosive growth of transcriptome�wide studies at the level
of single cells. The review describes the beginning of single�cell proteomics which started soon after transcriptomic
methods were developed. Thus, first studies have been published that used liquid chromatography�mass spectrometry
to analyze shotgun proteomes of single cells. In these works, cells were separated by methods used in transcriptomics,
e.g., by cell sorting, and mass�spectrometric analysis was performed by a modified method of tandem mass tags. Data
integration of single cell transcriptomics and proteomics as a proteogenomic approach will provide better under�
standing of mechanisms of cell interactions in normal development and disease.
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