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Огромное количество полногеномных и транскриптомных данных, полученных с помощью современных 
технологий секвенирования нового поколения для целых организмов, не смогло дать ответы на многие во-
просы в онкологии, иммунологии, физиологии, нейробиологии, зоологии и других областях науки и меди-
цины. Так как основой всех одноклеточных и многоклеточных организмов является клетка, то необходимо 
изучение биологических процессов на ее уровне. Это понимание дало толчок развитию нового направления 
и появлению технологий, позволяющих работать с единичными клетками (технологии single-cell). Быстрое 
развитие не только приборной базы, но и различных усовершенствованных протоколов для работы с еди-
ничными клетками обусловлено актуальностью этих исследований во многих областях науки и медицины. 
Изучение особенностей различных этапов онтогенеза, определение закономерностей дифференциации 
клеток и последующего развития тканей, проведение геномного и транскриптомного анализов в различ-
ных областях медицины (особенно востребовано в иммунологии, онкологии), классификация типов и со-
стояний клеток, закономерностей биохимических и физиологических процессов с применением техноло-
гий single- cell позволяют проводить комплексные исследования на новом уровне. Разработанные первые 
платформы для осуществления секвенирования транскриптомов отдельных клеток (scRNA-seq) проводили 
изоляцию не более ста клеток единовременно, что оказалось недостаточным в связи с выявленной высокой 
гетерогенностью клеток, обнаруженными минорными типами клеток, которые не детектировались по мор-
фологическим признакам, и сложными регуляторными путями в организме. В настоящее время появились 
методики изоляции, захвата и секвенирования транскриптомов (scRNA-seq) десятков тысяч клеток едино
временно. Однако новые технологии имеют определенные отличия как на этапе пробоподготовки, так и во 
время проведения биоинформатического анализа. В работе рассмотрены наиболее эффективные методы 
множественного параллельного scRNA-seq на примере современной платформы для изоляции и баркодиро-
вания клеток 10ХGenomics, а также особенности проведения такого эксперимента, дальнейший биоинфор-
матический анализ полученных данных, перспективы использования и области применения новых высоко-
производительных технологий.
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A wealth of genome and transcriptome data obtained using new generation sequencing (NGS) technologies for 
whole organisms could not answer many questions in oncology, immunology, physiology, neurobiology, zoology 
and other fields of science and medicine. Since the cell is the basis for the living of all unicellular and multicellular 
organisms, it is necessary to study the biological processes at its level. This understanding gave impetus to the 
development of a new direction – the creation of technologies that allow working with individual cells (single-cell 
technology). The rapid development of not only instruments, but also various advanced protocols for working with 
single cells is due to the relevance of these studies in many fields of science and medicine. Studying the features 
of various stages of ontogenesis, identifying patterns of cell differentiation and subsequent tissue development, 
conducting genomic and transcriptome analyses in various areas of medicine (especially in demand in immunology 
and oncology), identifying cell types and states, patterns of biochemical and physiological processes using single 
cell technologies, allows the comprehensive research to be conducted at a new level. The first RNA-sequencing 
technologies of individual cell transcriptomes (scRNA-seq) captured no more than one hundred cells at a time, 
which was insufficient due to the detection of high cell heterogeneity, existence of the minor cell types (which were 
not detected by morphology) and complex regulatory pathways. The unique techniques for isolating, capturing 
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Изучение транскриптома методами qPCR и микрочипов

Секвенирование транскриптома

Секвенирование генома

Анализ эпигенома
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Рис. 1. История развития технологий для изучения единичных клеток.

and sequencing transcripts of tens of thousands of cells at a time are evolving now. However, new technologies 
have certain differences both at the sample preparation stage and during the bioinformatics analysis. In the paper 
we consider the most effective methods of multiple parallel scRNA-seq using the example of 10XGenomics, as well 
as the specifics of such an experiment, further bioinformatics analysis of the data, future outlook and applications 
of new high-performance technologies.
Key words: scRNA-seq; transcriptomics; Chromium 10XGenomics; sequencing; single cell.
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Введение
Развитие методов секвенирования нового поколения в 
совокупности с технологиями множественного парал-
лельного захвата и анализа единичных клеток подняло на 
более высокий уровень исследования во многих областях 
биологии, биотехнологии и медицины (Junker, Oudenaar­
den, 2014). Краткая история развития методов изучения в 
масштабе одной клетки показана на рис. 1. Основные на-
правления, где внедряются инновационные методы, – ней-
робиология, иммунология, эмбрионология и онкология. 
Первые эксперименты по анализу транскриптома нейро-
нов с использованием микрочипов проведены в 2003 г. 
Изоляцию нейронов у крыс осуществляли с помощью 
лазерной микродиссекции, данные выявили неожидан- 
но высокую гетерогенность клеток (Kamme et al., 2003). 
C 2006 г. активно развивается секвенирование транскрип-
тома нейронов (Moroz et al., 2006; Tang et al., 2009), и в то 
же время появляются методы, основанные на микрофлюи­
дике, позволяющие анализировать до 100 клеток одно-
временно (Marcus et al., 2006). Параллельно внедряются 
методы qPCR, адаптированные для работы с единичными 
клетками (Subkhankulova et al., 2008). Впервые проведен-
ное полногеномное секвенирование опухолевых клеток 
выявило многочисленную популяцию псевдодиплоид-

ных клеток, не дающих метастазов (Navin et al., 2011). 
В последние пять лет развивается  новое направление 
«эпигеномика», связанное с исследованием различных 
модификаций РНК и ДНК с помощью секвенирования. 
Современные технологии работы с единичными клетками 
позволяют характеризовать метилирование ДНК, доступ-
ность хроматина, пространственную укладку хроматина, 
сайты специфических модификаций гистонов, сайты 
связывания с белками (Goldberg et al., 2007; Nagano et al., 
2013; Rotem et al., 2015). 

Необходимость единовременного анализа огромного 
числа клеток привела к развитию технологий, направлен-
ных на повышение производительности секвенирования 
и разработки платформ для захвата множества клеток. 
С 2003 по 2016 г. количество одновременно обрабатывае-
мых клеток возросло от нескольких клеток до сотен тысяч. 

Анализ транскриптома, протеома и эпигенома на уровне 
клетки позволяет понять особенности формирования, раз-
вития, организации и взаимодействия различных клеток и 
тканей; исследовать проблемы стресса и адаптаций (Frieda 
et al., 2017); определить типы и состояния клеток; устано­
вить закономерности их дифференциации в процессе он- 
тогенеза (Nowogrodzki, 2017; Mi et al., 2018); изучить раз­
личные заболевания в иммунологии, онкологии, нейро­



E.A. Vodiasova, E.S. Chelebieva 
O.N. Kuleshova

510 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2019 • 23 • 5

The new technologies of high-throughput 
single-cell RNA sequencing

биологии и других областях медицины (Leung et al., 2017); 
ответить на вопросы эволюции, видообразования и фор-
мирования глобального биоразнообразия (Moroz, 2018). 

Настоящая работа посвящена обзору наиболее эффек-
тивных и востребованных платформ для проведения вы-
сокопроизводительного секвенирования транскриптомов 
единичных клеток (single-cell RNA sequencing, scRNA-
seq). Описаны этапы получения и анализа транскрипто­
ма единичных клеток, рассмотрены основные протоколы 
для таких исследований и перспективы использования 
технологий scRNA-seq.

Применение технологий single-cell RNA-seq
Основные области и методы применения анализа данных 
scRNA-seq в различных биологических и медицинских 
исследованиях показаны на рис. 2. Биоинформатиче-
ский анализ данных scRNA-seq позволяет исследововать 
различные биохимические и регуляторные пути за счет 
изучения дифференциальной экспрессии различных генов 
для каждой отдельной клетки, функция которых может 
быть определена через поиск гомологии и исследования 

онтологий (Janes et al., 2010; Shalek et al., 2013; Trapnell 
et al., 2014; Treutlein et al., 2014). Новая технология дала 
возможность кластеризовать клетки по типу или состо-
янию (Jaitin et al., 2014); регистрировать редкие гены, 
которые при секвенировании общего транскриптома от-
брасываются как минорные фракции (Gerber et al., 2017); 
изучать точечные мутации (Gawad et al., 2016; Ludwig et 
al., 2019). 

Благодаря исследованию и анализу профилей экспрес­
сии тысяч генов в сотнях тысяч отдельных клеток уста-
новлены их новые типы, состояния, обнаружены не ис-
следованные ранее регуляторные пути (Saliba et al., 2014; 
Grun et al., 2015; Okaty et al., 2015; Zeisel et al., 2015; Poulin 
et al., 2016; Tirosh et al., 2016; Callaway, 2017; Lavin et al., 
2017). Созданы карты развития различных клеточных ли­
ний (Segal et al., 2004; Pijuan-Sala et al., 2019; Taylor et al., 
2019), показана их высокая гетерогенность (Mahata et al., 
2014; Wang, Song, 2017).

Сочетание различных молекулярных методов с приме­
нением технологий scRNA-seq позволяет проводить экс­
перименты на принципиально новом уровне. Так, для 
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изучения состояний клеток и их дифференцировки во вре­
мя онтогенеза возможно использование системы CRISPR- 
Cas9, с помощью которой происходит баркодирование кле­
ток за счет внедрения специфических мутаций в геном или 
применения различных флуоресцентных меток (Adamson 
et al., 2016; Jaitin et al., 2016; McKenna et al., 2016; Kal- 
hor et al., 2017). Например, показано, что длинные некоди-
рующие РНК, представленные всего в нескольких копиях 
в клетке, могут иметь важные регуляторные функции 
(Derrien et al., 2012). При использовании технологий за-
хвата и секвенирования единичных клеток в сочетании с 
определением конформации хромосом (метод Hi-C) (Bel­
ton et al., 2012) и трехмерным (3D) моделированием струк-
туры хроматина установлено, что структуры отдельных 
топологически связанных доменов и петель существенно 
различаются от клетки к клетке (Stevens et al., 2017), а 
хромосомные перестройки, контактная изоляция, тополо-
гически связанные домены (TADs) или устойчивые петли 
хроматина находятся под управлением определенной 
динамики клеточного цикла (Nagano et al., 2017).

Существующие платформы  
для изоляции отдельных клеток
Основная сложность при изучении транскриптомов инди-
видуальных клеток – диссоциация, захват каждой клетки 
и ее подготовка для дальнейшего секвенирования (мече­
ние всех транскриптов каждой клетки). Кроме этого, не-
обходимо ввести в каждую молекулу мРНК определенный 
баркод, который позволит на этапе биоинформатического 
анализа сортировать данные по отдельным клеткам. Со-
временное оборудование для scRNA-seq представлено 
коммерческими моделями, отличающимися производи-
тельностью: Puncher Platform Vycap, CellRaft AIR System, 
PEPArray System, Fluidigm C1, Wafergen ICELL8, BioRad 
Illumina ddSEQ, Dolomite Bio Nadia и RNA-Seq System, 
Tapestri Platform MissionBio, 1CellBio InDrop, BD Rhap-
sody, Chromium 10ХGenomics (Kolodziejczyk et al., 2015; 
Valihrach et al., 2018).

Все методы, используемые для изоляции (захвата) оди­
ночных клеток, можно разделить на низкопроизводитель-
ные (медленное разделение, захват от десяти до сотен кле­
ток) и высокопроизводительные (быстрое разделение, за- 
хват от сотен до нескольких тысяч клеток) (Wang, Navin, 
2015; Poulin et al., 2016). К первым относятся последова-
тельное разведение (Ham, 1965), механические микрома-
нипуляции (Brehm-Stecher et al., 2004), микропипетиро-
вание, лазерная захватывающая микродиссекция (Laser-
Capture Microdissection, LCM); ко вторым – сортировка 
по степени флуоресценции (Fluorescence Activated Cell 
Sorting, FACS), микрофлюидика (microfluidics), работа с 
микрокаплями (microdroplets) (Navin et al., 2011; Landry et 
al., 2013; Mazutis et al., 2013). Так как в настоящее время 
наиболее востребованы высокоэффективные платформы 
захвата клеток, рассмотрим их более подробно. FACS – 
один из наиболее эффективных и экономически выгодных 
методов изоляции сотен тысяч клеток в минуту, основан-
ный на размерности, гранулярности и флуоресцентных 
свойствах клеток. Однако применение флуоресцентных 
красителей может отрицательно влиять на жизнеспособ-
ность клеток (Lindström et al., 2010).

Активно развиваются и широко применяются при ана­
лизе не только транскриптома, но и полного генома от­
дельных клеток, а также эпигеномных модификаций ме­
тоды изоляции клеток, основанные на микрофлюидике и 
использовании микрокапель (microdroplets) (Zheng et al., 
2017). Эти способы позволяют работать с нанолитрами 
жидкостей, выделять ДНК отдельных органелл и при этом 
получать точные результаты (Whitesides, 2006; Salafi et al., 
2016). В настоящее время существуют высокопроизводи-
тельные коммерческие платформы для изоляции клеток, 
основанных на микрофлюидике, которые не только разде-
ляют клетки, но и обеспечивают дальнейшее проведение 
биохимических реакций для молекулярно-генетических 
исследований: процессы баркодирования, проведение 
обратной транскрипции, синтез кДНК и амплификация 
(Poulin et al., 2016; Valihrach et al., 2018).

«Капельные» методы стали прорывом в РНК-секве­
нировании и сделали возможными параллельную обра­
ботку большого числа клеток и дифференциацию клеточ­
ного происхождения каждой мРНК. Этот подход реализо-
ван в таких системах, как Drop-seq (Macosko et al., 2015), 
InDrop (Klein et al., 2015) и коммерческая платформа Chro­
mium 10XGenomics (Kolodziejczyk et al., 2015). Он основан 
на технологии, которая отделяет высокомолекулярные 
фрагменты ДНК или целые одиночные клетки в мицеллы, 
содержащие адаптеры и уникальные баркоды (Coombe et 
al., 2016). В результате получается суспензия, содержащая 
нанокапли, в каждой из которых находятся одна клетка и 
все необходимые реактивы в наноколичествах для лизиса, 
баркодирования, обратной транскрипции и синтеза кДНК. 
Основное преимущество этих платформ – высокая про-
изводительность захвата и подготовки единичных клеток 
для дальнейшего секвенирования. Один из лидеров в этой 
области – Chromium 10XGenomics, позволяющий одно-
временно проводить захват до 80 тыс. клеток, в то время 
как число анализируемых клеток у других высокопроиз-
водительных платформ колеблется от 10 до 48 тыс. клеток 
(Valihrach et al., 2018).

Анализ транскриптома единичных клеток 
с использованием высокопроизводительных 
платформ
Изучение транскриптома единичных клеток состоит из 
экспериментальной и биоинформатической частей (Kumar 
et al., 2017; Li et al., 2017). Прежде чем начинать экспе-
римент по секвенированию транскриптомов единичных 
клеток, необходимо иметь референсный геном и транс-
криптом, на который будет происходить картирование 
данных scRNA-seq (Gawad et al., 2014). Наиболее произво-
дительная платформа – Chromium™ 10XGenomics. Ниже 
рассмотрим особенности эксперимента scRNA-seq на ее 
основе в сравнении с другими методами для изучения 
отдельных клеток.

Изоляция клеток и методы scRNA-seq
Основная задача пробоподготовки – получение суспензии 
жизнеспособных неагрегированных клеток (диссоциация 
клеток). Необходимо определиться с концентрацией кле-
ток, так как для удачного захвата требуется определенное 
их число в зависимости от выбранного метода изоляции 



E.A. Vodiasova, E.S. Chelebieva 
O.N. Kuleshova

512 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2019 • 23 • 5

The new technologies of high-throughput 
single-cell RNA sequencing

клеток: от десяти клеток (при использовании микропи-
петирования, цитоплазматической аспирации, лазерной 
микродиссекции) до тысяч клеток (при использовании 
приборов на основе технологий FACS, микрофлюиди-
ки и микрокапель) (Der et al., 2017). В случае работы с 
высокоэффективными приборами, например Chromium 
10XGenomics, концентрация клеток должна быть при-
мерно 106 клеток в мл (Der et al., 2017). При работе с 
животными или тканями, содержащими число клеток 
меньше необходимого, нужно увеличивать число образ-
цов на пробу. Все этапы диссоциации клеток проводят в 
минимальном объеме раствора (от 50 до 1000 мкл) для 
повышения концентрации и уменьшения возможных 
потерь клеток.

Каждый протокол секвенирования транскриптомов 
одиночных клеток состоит из трех этапов: обратная 
транскрипция, амплификация кДНК (WTA – полнотран-
скриптомная амплификация) и подготовка библиотеки. 
Несмотря на нежелательность амплификации кДНК (из-
за возможности возникновения ошибок полимеразы или 
потери редких транскриптов), данный этап необходим для 
создания библиотеки, так как принято, что количество 
общей РНК в клетке составляет около 10 пг, что недоста-
точно для успешного секвенирования (Wang, Song, 2017). 
В зависимости от задачи и используемой платформы для 
изоляции клеток будут отличаться протоколы для обрат-
ной транскрипции и получения кДНК (Haque et al., 2017; 
Kumar et al., 2017; Ziegenhain et al., 2017). 

В настоящее время можно выделить три основных 
подхода. Первым был предложен метод с использованием 
олиго-dT-праймеров, конъюгированных с адаптерами, для 
обратной транскрипции и избирательной амплификации 
полиаденилированной мРНК с помощью ПЦР (Tang et al., 
2009). Этот протокол имеет существенный недостаток: 
из-за смещения в область сгенерированных 3′-концов во 
время обратной транскрипции происходит потеря инфор-
мации для анализа альтернативного сплайсинга. 

Позже был разработан подход, позволяющий конструи­
ровать полноразмерную кДНК, – так называемый синтез 
кДНК со сменой матрицы (template switching cDNA syn-
thesis) (Ramskölld et al., 2012). Преимущество данного 
метода заключается в получении и амплификации полно-
размерной кДНК, что позволяет определять варианты 
альтернативного сплайсинга и аллель-специфическую 
экспрессию (ASE) (Kolodziejczyk et al., 2015). Такой под-
ход используется в протоколах STRT (Islam et al., 2014), 
SMART-seq и SMART-seq2 (Ramsköld et al., 2012; Deng 
et al., 2014). Особенность перечисленных выше протоко- 
лов – амплификация, в ходе которой происходит экспо-
ненциальный рост числа транскриптов, что будет при-
водить к смещению в ходе анализа и потере минорных 
экспрессированых генов. В качестве альтернативы был 
разработан подход транскрипции in vitro (IVT) для линей-
ной амплификации кДНК, который представлен в таких 
протоколах для анализа единичных клеток, как CEL-Seq 
(Hashimshony et al., 2012) и MARS-Seq (Jaitin et al., 2014).

Третий подход заключается в дополнительном исполь-
зовании уникальных молекулярных идентификаторов 
(UMI), представляющих собой случайные короткие по-
следовательности от 6 до 10 п. н., встраиваемые в олиго-

dТ-праймер и помогающие различить отдельные моле-
кулы. Эта технология показана в таких протоколах для 
scRNA- seq, как CEL-Seq (Hashimshony et al., 2012) и CEL-
Seq2 (Hashimshony et al., 2016), Drop-seq (Macosko et al., 
2015), MARS-Seq (Jaitin et al., 2014), SCRB-seq (Soumillon 
et al., 2014), STRT (Islam et al., 2014), In-Drop (Klein et al., 
2015). Один из последних протоколов с использованием 
молекулярных идентификаторов – Quartz-Seq2 (Sassagawa 
et al., 2018), позволяет анализировать до 1536 клеток из 
одной пробы и повышает эффективность преобразования 
UMI с 22 % (для других протоколов scRNA-seq) до 35 %. 
Это дает возможность получить информацию о большом 
числе генов.

Последние достижения в параллельной работе с тыся­
чами клеток потребовали усовершенствования барко­
дирования транскриптов. Наиболее современным и ин­
новационным подходом, используемым в платформах, 
основанных на микрофлюидике и технологии микро-
капель, служит применение дополнительно клеточного 
баркода (олигонуклеотид длиной ~14 п. н.) одновременно 
с праймерами, несущими на себе UMI, которые потом 
помещаются в каждую каплю с отдельными клетками. 
Клеточный баркод служит идентификатором всех по-
следовательностей нуклеотидов из различных клеток. 
Преимущество такого двойного баркодирования – высокая 
точность и возможность определения клетки, из которой 
получена каждая отдельная РНК (Islam et al., 2014). Для 
секвенирования на платформе Drop-Seq разработан про-
токол STAMPs (Single-cell Transcriptomes Attached to Mi-
croparticles) и протокол Cell-Seq – для платформы InDrop 
(Wang, Song, 2017). 

Наиболее высокопроизводительная коммерческая плат­
форма Chromium 10XGenomics интегрировала технологию 
Gemcode, которая разделяет в каплях длинные молекулы 
ДНК и баркодирует их для создания библиотек под сек-
венирование (Eisenstein, 2015; Coombe et al., 2016). Ис-
пользование двух баркодов на Chromium 10XGenomics 
при работе с единичными клетками позволяет уменьшить 
технический шум и проанализировать одновременно 
тысячи различных клеток, идентифицируя принадлеж­
ность каждого транскрипта, что особенно актуально при 
работе со сложными тканями. Это дает возможность опре­
делять профили экспрессии генов в масштабе одной клет­
ки (Zheng et al., 2017).

Существуют различные адаптеры, позволяющие под-
готовить библиотеки микроРНК, например 3′-концевой 
адаптер, содержащий 5′,5′-аденил пирофосфорилирован-
ный участок (Hafner et al., 2008; Chen et al., 2012).

После получения кДНК происходит процесс секвени­
рования. Выбор технологии секвенирования должен не­
посредственно зависеть от поставленных целей. Различ­
ная длина получаемых последовательностей (от пятиде- 
сяти до нескольких тысяч нуклеотидов), точность, про-
изводительность – все это необходимо учитывать при 
выборе метода секвенирования (Liu et al., 2012).

Биоинформатический анализ данных
С развитием высокопроизводительных платформ для 
одновременного захвата десятков тысяч клеток потребо-
вались и новые биоинформатические подходы для рабо­
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ты с такими массивами данных. Следует отметить, что при 
анализе scRNA-seq не всегда возможно использование 
традиционных методов анализа суммарного транскрип-
тома. Ниже рассмотрим сложности, возникающие при 
работе с данными транскриптомов единичных клеток, и 
возможные пути их решения.

Один эксперимент scRNA-seq способен дать инфор-
мацию о каждом транскриптоме для сотен тысяч клеток. 
Это приводит к получению огромного массива данных 
и техническим сложностям при их анализе. Выравнива­
ние и подсчет прочтений осуществляются независимо для 
каждой клетки и требуют «параллелизации процесса», а, 
соответственно, большей вычислительной мощности (To­
kunaga et al., 2014; Yu, Lin, 2016).

scRNA-seq позволяет анализировать профили экспрес-
сии для каждой отдельной клетки. Благодаря этому суще-
ствуют три основных направления анализа (см. рис. 2): 
идентификация клеточных популяций (типы клеток и их 
состояния), реконструкция клеточной иерархии (диффе-
ренциация клеток при эмбриогенезе или клеточные ответы 
на различные стимулы) и поиск регуляторных сетей (на 
основе экспрессии генов) (Stegle et al., 2015). Каждая из 
этих задач сводится к следующим этапам биоинформа-
тического анализа: контроль качества прочтений; филь-
трация; выравнивание; картирование на референсный 
геном/транскриптом; формирование матрицы прочтений; 
сокращение размерности; нормализация; поиск внешних 
факторов, вносящих погрешность в анализ; кластеризация 
клеток; поиск маркерных и высоковариабельных генов, 
анализ дифференциальной экспрессии и изоформ; поиск 
корреляций в экспрессии различных генов (Stegle et al., 
2015; Hwang et al., 2018). Для некоторых этапов возможно 
использование стандартных программ и подходов, разра-
ботанных для общего транскриптома. Ниже кратко рас-
смотрены особенности анализа только данных scRNA-seq.

При анализе профилей экспрессии клеток необходимо 
учитывать факторы, приводящие к ошибкам на этапе 
анализа и интерпретации данных. Их можно разделить 
на две категории: технический шум (например, различная 
эффективность захвата клеток, амплификация дуплетов, 
неамплифицированные гены – “dropout”, влияние про-
боподготовки – так называемый batch effect) и биологиче-
ские факторы (стохастическая экспрессия генов, наличие 
клеточного цикла, влияние окружающей среды) (Stegle 
et al., 2015; Andrews, Hemberg, 2018; Hwang et al., 2018).

Особенность протоколов при захвате клеток – вероят­
ность попадания двух клеток в одну каплю (1–10 % в за­
висимости от типа используемой платформы), что при­
водит к появлению дуплетов на этапе секвенирования и 
возникновению ошибки при идентификации типов кле­
ток (Segerstolpe et al., 2016). С другой стороны, на этапе 
диссоциации при пробоподготовке в части клеток могли 
произойти деградация РНК или некачественный лизис 
клетки, что опять же приведет к неправильной классифи-
кации (Brennecke et al., 2013; Hwang et al., 2018). Такие 
клетки должны быть исключены из дальнейшего анализа 
на этапе контроля и оценки качества данных. Наиболее 
эффективно применение протоколов, включающих ис-
пользование уникальных молекулярных идентификаторов 
(UMI) (Hashimshony et al., 2012; Macosko et al., 2015) и 

дополнительной чужеродной РНК (spike-in) (Jiang et al., 
2011) известной последовательности и концентрации, 
которые добавляются к каждой клетке на этапе захвата 
и подготовке к секвенированию. Это позволяет рассчи­
тать  критерии, определяющие качество полученных 
транскриптомов для каждой клетки: долю картированных 
ридов чужеродной РНК и долю амплифицированной 
мРНК в каждой клетке (Stegle et al., 2015). Можно также 
выявить технические погрешности на этапе постановки 
эксперимента и уменьшить количество ошибок в ходе 
биоинформатического анализа с помощью повторности 
scRNA-seq.

Кроме того, внедрение чужеродной РНК позволяет бо­
лее точно оценить различия в количестве РНК у разных 
клеток на этапе нормализации данных (Stegle et al., 2015). 
Наиболее часто используемые параметры для нормализа-
ции данных – RPKM (Mortazavi et al., 2008), FPKM и TPM 
(Li et al., 2010), альтернативные подходы – TMM и DESeq 
(Robinson, Oshlack, 2010; Li et al., 2012). В то же время 
были разработаны методы нормализации специально для 
данных scRNA-seq (Lun et al., 2016; Bacher et al., 2017).

Так как при секвенировании транскриптомов для тысяч 
клеток мы получаем огромное количество данных по 
всем генам, то это создает трудности при статистиче-
ском анализе. Поэтому важный этап при работе с такими 
данными – выбор стратегии, уменьшающей размерность 
массива данных (Andrews, Hemberg, 2018). Существует 
два подхода: сокращение размерности и удаление из мас­
сива неинформативных генов. К первому относятся: метод 
главных компонент – PCA (Pierson, Yau, 2015); стохасти-
ческие методы – tSNE (Maaten, Hinton, 2008);  диффу­
зионные карты – DM (Moon et al., 2018). Для определения 
неинформативных генов можно проводить поиск высоко- 
вариабельных генов (HGV), оценку неамплифицирован-
ных генов в различных клетках (M3Drop), анализировать 
положительную или отрицательную корреляцию экс-
прессии генов между различными клетками, использо-
вать методы, основанные на чужеродной ДНК (spike-in) 
(Andrews, Hemberg, 2018). Некоторые программы позво-
ляют применять обе стратегии, например PAGODA (Fan 
et al., 2016), что наиболее эффективно.

При кластеризации клеток и выделении отдельных ти­
пов следует помнить, что огромную ошибку может вно­
сить и различное биологическое состояние, в котором 
находится та или иная клетка. Так, уровень экспрессии 
различных генов будет отличаться в зависимости от фазы 
клеточного цикла – G1 или G2 (Stegle et al., 2015).

Для построения регуляторных сетей и реконструкции 
клеточной иерархии был разработан алгоритм, который 
невозможно осуществить для данных RNA-seq. Он ос-
нован на упорядочивании транскрипционных состояний 
различных клеток, которые размещаются на траектории, 
характеризующей какой-либо развивающийся биологи­
ческий процесс в организме, например апоптоз (Haghverdi 
et al., 2016).

Многие этапы проводят с использованием целых про­
граммных пакетов, предусмотренных для работы с дан-
ными транскриптомов единичных клеток (Valihrach et 
al., 2018). Так, для Chromium 10XGenomics разработчик 
предоставляет программный конвейер CellRanger (Zheng 



E.A. Vodiasova, E.S. Chelebieva 
O.N. Kuleshova

514 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2019 • 23 • 5

The new technologies of high-throughput 
single-cell RNA sequencing

Диссоциация клеток  
106 на мл

Захват клеток 
Chromium™ 

10XGenomics

Обратная транскрипция 
Синтез кДНК

Амплификация
Gemcode

Подготовка библиотек
Секвенирование NGS

Nextera XT DNA

Биоинформатический 
анализ данных

CellRanger
Seurat, Monocle, Scanpy

10X баркод
каждой клетки

UMI
8 п. н.

Poly(T)

Каждая клетка имеет свой код

Каждая РНК имеет свой код UMI

Смесь баркодов Ферменты

МаслоДиссоциированные 
клетки

GEMs

E1 E2 E3 S2 S1 S3 C1 C2 C3

0 1 2 3 4 5 6 7

N
KG

7

Louvain groups

5

4

3

2

1

0

Рис. 3. Процесс секвенирования транскриптомов единичных клеток на высокопроизводительной платформе Chromium 10XGenomics.

et al., 2017); для Drop-Seq нет программного обеспечения 
для первичного анализа от разработчика, но есть несколь-
ко сторонних разработок, например zUMIs (Parekh et al., 
2018), scPipe (Tian et al., 2018), Dr.Seq2 (Zhao et al., 2017).

Наиболее популярные программные пакеты для даль-
нейшего анализа данных scRNA-seq – Seurat (Butler et al., 

2018) и Monocle (Qiu et al., 2017). Seurat – это программ-
ный пакет, обеспечивающий контроль качества, анализ и 
исследование данных единичных клеток RNA-seq. Про-
граммное обеспечение включает в себя три компонента: 
неконтролируемую кластеризацию и обнаружение типов 
и состояний клеток, пространственную реконструкцию и 
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интегрированный анализ единичных клеток RNA-seq по 
условиям, технологиям и видам. Monocle –  комплексный 
программный пакет, который обеспечивает инструменты 
для анализа экспериментов с экспрессией единичных кле-
ток. Однако эти программные пакеты не масштабируют- 
ся для все более доступных больших наборов с количест­
вом, превышающим миллион клеток, или при объедине-
нии данных нескольких экспериментов и сравнительном 
анализе. Альтернативой может стать Scanpy, который пре-
одолевает это ограничение и предоставляет аналогичные 
возможности анализа (Wolf et al., 2018).

Поэтапная реализация эксперимента по секвенирова-
нию транскриптомов единичных клеток с использованием 
наиболее высокопроизводительной платформы Chromium 
10XGenomics показана на рис. 3.

Несмотря на быстрое развитие этих технологий, воз-
можно возникновение ошибок на различных этапах экс-
перимента scRNA-seq (Fustin et al., 2013; Nikolenko et al., 
2013; Schwartz et al., 2013; Gawad et al., 2014, 2016; Poulin 
et al., 2016). Это необходимо учитывать при планировании 
и проведении РНК-секвенирования отдельных клеток и 
на этапе биоинформатического анализа.

Заключение
Секвенирование РНК единичных клеток показало, что 
изменение профилей экспрессии генов наблюдается не 
только в клетках различных тканей, но и в процессе онто­
генеза, а также в результате воздействия различных внеш-
них факторов. Благодаря своей разрешающей способности 
метод секвенирования транскриптомов отдельных клеток 
используется в различных областях медицины и биологии 
и является инновационным для изучения механизмов 
конвергентной эволюции, независимого возникновения 
систем в различных таксономических группах, эволю-
ционных изменений в клеточных линиях, определения 
новых типов клеток и определения их функций. Рассмот­
ренные в этой статье работы демонстрируют необходи-
мость выполнения полных исследований, например целых 
организмов, опухолей или тканей, что требует развития 
технологий параллельного секвенирования транскрипто-
мов огромного числа клеток. Показано, что в настоящее 
время основные критерии выбора технологии проведения 
scRNA-seq – производительность приборов для захвата 
и метод баркодирования. Наиболее инновационной и эф-
фективной по совокупности параметров на сегодняшний 
день представляется коммерческая платформа Chromium 
10XGenomics с интегрированной технологией Gemcode, 
позволяющая проводить такой анализ параллельно до 
80 тыс. клеток.
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