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Современный этап развития протеомных исследований в области биологии, медицины, раз-
работки новых лекарств, популяционного скрининга или персонализированных подходов к те-
рапии диктует необходимость анализа больших выборок образцов с наименьшими затратами 
экспериментального времени. До недавнего времени технологии масс-спектрометрических 
измерений в протеомике относились к уникальным для идентификации и количественного 
определения белкового состава, но также были низкопроизводительными, с многочасовым ана-
лизом одного образца. Это входило в противоречие с динамикой изменений биологических си-
стем на уровне всего клеточного протеома под воздействием внешних и внутренних факторов.  
Так, низкая скорость полнопротеомного анализа является основным фактором, ограничиваю-
щим развитие функциональной протеомики, где требуется аннотировать участие белков во 
внутриклеточных процессах не только в широком диапазоне условий жизнедеятельности 
клетки, но и на протяжении длительного времени. Огромный уровень гетерогенности клеток 
тканей или новообразований даже одного типа диктует необходимость анализа биологической 
системы на уровне индивидуальных клеток. В этих исследованиях речь идёт о получении мо-
лекулярных характеристик уже для десятков, если не сотен тысяч индивидуальных клеток,  
в том числе их полного протеомного профиля. Развитие технологий масс-спектрометрии высо-
кого разрешения и точности измерения масс, предсказательной хроматографии, новых мето-
дов разделения ионов пептидов в газовой фазе и обработки протеомных данных на основе 
алгоритмов искусственного интеллекта открыли перспективу существенно, если не радикаль-
но, увеличить производительность полнопротеомного анализа и привели к реализации кон-
цепции ультракороткой протеомики. В работах буквально последних нескольких лет были 
продемонстрированы производительности полнопротеомного анализа на уровне нескольких 
сотен образцов в сутки при глубине анализа в несколько тысяч белков, что было немысли-
мо ещё буквально три-четыре года назад. В обзоре рассматриваются предпосылки развития, 
а также основные современные методы и подходы в реализации ультракороткого полнопро- 
теомного анализа.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеомика, масс-спектрометрия, пептиды, белки, ультракороткий анализ, 
количественная протеомика.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время полнопротеомный ана-
лиз широко используется в различных областях 
биологии и медицины  [1,  2]. Основным методом 
такого анализа является масс-спектрометрия, 

позволяющая получать количественную инфор-
мацию об изменении белкового состава клеток, 
подверженных тому или иному воздействию. 
Среди основных начальных этапов становления 
количественной протеомики следует отметить 
реализацию концепций поиска по базам данных 
и/или спектральным библиотекам  [3] и иденти-
фикации белков по уникальному набору масс  



ФЕДОРОВ и др.1308

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

Принятые сокращения: AMT tags  – метки точных масс и времён элюирования пептидов; DDA  – метод 
информационно зависимого полнопротеомного анализа; DIA  – метод информационно независимого пол-
нопротеомного анализа; DirectMS1  – метод прямой хроматомасс-спектрометрической идентификации бел-
ков; DISPA  – метод протеомного анализа на основе прямой подачи протеолитической смеси в источник 
ионизации, минуя стадию жидкостно-хроматографического разделения; МС/МС  – тандемная масс-спек-
трометрия, МС1  – масс-спектры первого уровня ионов-предшественников; PMF  – пептидные отпечатки  
белков.

их протеолитических (как правило, триптиче-
ских) пептидов (пептидные отпечатки белков  – 
Peptide Mass Fingerprint, PMF  [4]). Если говорить 
об используемых типах масс-анализаторов, то 
первые протеомы модельных организмов были 
идентифицированы на радиочастотных квадру-
польных ионных ловушках и времяпролётных 
масс-спектрометрах  [5]. В этих результатах, как 
правило, отсутствовал контроль доли ложнополо-
жительных идентификаций (FDR, False Discovery 
Rate)  [6,  7], концепция которого появилась в про-
теомике в 2007  г. с реализацией подхода на основе 
ложных или «бессмысленных» (декойных) после-
довательностей  [7]. Ранее, начиная с работ Сми-
та и др., появилось понимание необходимости 
использования для полнопротеомного анализа 
масс-спектрометрии высокого разрешения, пред-
ставленной на начальных этапах исключитель-
но масс-анализаторами ионного циклотронного 
резонанса с преобразованием Фурье (ИЦР ПФ) в 
сочетании с нанопотоковыми режимами разделе-
ния и ионизации пептидов [8, 9]. Появление более 
производительных по сравнению с ИЦР ПФ масс-
анализаторов высокого разрешения Орбитрэп 
(Orbitrap) позволило к 2015  г. выйти на уровень 
идентификации до половины и более всех бел-
ков простых организмов в рамках одночасового, 
«однопрогонного» эксперимента ВЭЖХ–МС/МС  
(МС/МС  – тандемная масс-спектрометрия)  [10]. 
В  настоящее время для протеомов клеток чело-
века идентифицируется 5000–6000  белков в од-
нопрогонном двухчасовом эксперименте  [11]. 
Дальнейшее увеличение глубины полнопротеом
ного анализа достигается либо дополнитель- 
ным фракционированием проб на уровне белков  
или пептидов  [12–14], либо увеличением дли-
тельности градиента ВЭЖХ до нескольких часов 
и использованием длинных хроматографических 
колонок  [12,  15]. Так, например, комбинация фрак-
ционирования протеолитических смесей и много-
часовых градиентов ВЭЖХ-разделения на капил-
лярных колонках длиной 40 см и более позволила 
идентифицировать более половины кодируемого 
протеома человека  [16]. Хотя достижение такого 
уровня покрытия протеома представляет значи-
тельный интерес, полное затраченное инструмен-
тальное время в цитируемых выше эксперимен-
тах составило 288 часов, что делает такой анализ 
уникальным, но нецелесообразным для многих 

задач химической, клинической или популяци-
онной протеомики, предполагающих рутинный 
поток из сотен образцов в сутки. Одновремен-
ный анализ нескольких меченых образцов, объ-
единённых в один пул (мультиплексинг образ-
цов)  [17,  18], в настоящее время реализуемый с 
использованием ТМТ-(Tandem Mass Tag) меток  [19], 
частично решает проблему инструментальных 
затрат на полнопротеомный количественный 
анализ в пересчёте на один образец. Однако свя-
занные с его использованием проблемы увеличе-
ния аналитической сложности образцов и необ-
ходимости использования фракционирования не 
переводят его в разряд методов ультракороткой 
протеомики, которую можно определить как ана-
лиз 200 и более образцов в сутки. Действительно, 
как показали недавние исследования на примере 
клеточных линий глиобластомы, обработанных 
интерфероном, количественный 40-минутный 
анализ с использованием 10-плексного набора 
ТМТ-меток (что примерно соответствует произ-
водительности в 200 протеомных анализов в сут-
ки) даёт довольно скудную картину по количе-
ству идентификаций интерферон-регулируемых  
белков  [20].

После значительного промежутка времени, 
прошедшего с момента первых демонстраций 
количественного полнопротеомного анализа на 
основе меток точных масс и времён элюирова-
ния пептидов (ATM, Accurate Mass and Time tags) 
в минутном диапазоне градиентов разделения, 
в последние годы возобновился интерес к этому 
направлению, которое можно условно назвать 
«ультрабыстрой протеомикой». В её основе лежит 
реализация новых методов масс-спектрометрии 
высокого разрешения в сочетании с ультракорот-
ким разделением смесей пептидов (включая раз-
деления ионов пептидов в газовой фазе), таких 
как информационно независимый полнопротеом-
ный анализ (DIA, Data Independent Acquisition) [13] 
и прямая хроматомасс-спектрометрическая иден-
тификация белков (DirectMS1) [20]. Эти методы по-
зволяют полуколичественно анализировать про-
теомы с производительностью более 200 образцов 
в сутки.

В данном обзоре рассматриваются развивае-
мые в последние несколько лет новые подходы 
ультрабыстрой протеомики и кратко обсуждают-
ся перспективы их дальнейшего развития.
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ПРЕДЫСТОРИЯ  
УЛЬТРАКОРОТКОЙ ПРОТЕОМИКИ

Одной из первых реализаций идеи ультрако-
роткого протеомного анализа являлся подход на 
основе пептидных отпечатков белков (PMF) [4, 21, 
22]. Этот подход заключается в предварительном 
разделении белков с помощью гель-электрофоре-
за или жидкостной хроматографии, специфиче-
ском гидролизе белковых фракций на протеоли-
тические пептиды (обычно используется фермент 
трипсин), что образует уникальный для каждого 
белка набор масс его пептидных фрагментов, 
и регистрации масс-спектров ионов пептидов. 
Для  идентификации белков экспериментально 
полученные массы ионов пептидов сравниваются 
с теоретическими, полученными на основе име-
ющихся баз данных последовательностей белков 
протеома соответствующего организма, что схе-
матично представлено на рис.  1  [23].

Масс-спектрометрия на основе матрично-
активированной лазерной десорбции/ионизации 
(MALDI-MS, Matrix-Assisted Laser Desorption and 
Ionization Mass Spectrometry) является наиболее 
часто используемым методом для реализации 
PMF-подхода [4, 24]. Понятно, что такой подход не 
является в буквальном смысле ультракоротким, 
поскольку он требует предварительного разделе-
ния белков на большое количество фракций  – 
как правило, с использованием электрофореза 
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis)  [21]  – каждая из которых под-
вергается гидролизу и анализу. Также довольно 
быстро пришло понимание того, что метод PMF 
неэффективен при анализе сложных смесей  [25],  
в которых представлены гидролизаты десятков 
белков, не говоря уже о тех, которые содержат 
тысячи белков протеома. В настоящее время он 
используется практически исключительно в ана-

лизе и подтверждении индивидуальных, как пра-
вило, предварительно выделенных белков.

С прогрессом в разработке масс-анализаторов 
высокого разрешения, таких как масс-спектро-
метры ионного циклотронного резонанса, идея 
идентификации белков на основе измерения масс-
спектров ионов пептидов как способ быстрого 
полнопротеомного анализа была воплощена в ме-
тоде точных массовых меток (Accurate Mass Tags, 
AMT)  [26]. Метод заключается в предварительном 
МС/МС-анализе объединённого образца (пула) с 
идентификацией и составлением списка пепти-
дов, потенциально присутствующих в анализируе-
мых пробах. Последующая идентификация белков 
в каждом образце пула осуществляется на основе 
сопоставления этого «пул»-специфичного списка 
масс идентифицированных пептидов с массами 
пептидов, регистрируемых в отдельном анализе 
каждого из образцов. Базовая идея подхода состо-
ит в том, что если молекулярную массу одного 
пептида можно измерить с достаточно высокой 
точностью, так, чтобы его масса была уникальной 
среди всех возможных пептидов, предсказанных 
на основе полногеномного секвенирования, то её 
можно было бы использовать в качестве «точной  
массовой метки» для идентификации белков.  
Соответственно, генерация списка таких AMT поз- 
воляет анализировать продукты гидролиза белков 
всего протеома (например, в результате расщеп-
ления трипсином) с большей скоростью и чув-
ствительностью. Более того, последующий анализ 
можно проводить без использования фрагмента-
ции пептидов, т.е. подход потенциально является 
беcфрагментационным и, соответственно, совме-
стимым с короткими градиентами разделения 
протеолитических смесей.

Довольно быстро стало понятно, что ис-
пользование дополнительных к точной массе 
комплементарных данных, таких как времена 

Рис. 1. Схема реализации метода PMF. Поскольку массы пептидов не специфичны относительно аминокис-
лотной последовательности, то в сложных смесях на одну и ту же измеренную массу или набор масс может 
попадать несколько, в некоторых случаях десятки возможных белков, что затрудняет их идентификацию
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Рис. 2. Схема реализации метода AMT на основе точных масс ионов пептидов и нормализованных времён 
элюирования, NET. Нормализация времён осуществляется в диапазон  [0,  1]. Предсказанные NET рассчиты-
ваются для используемых условий разделения с помощью либо простых линейных преобразований, либо 
на основе нейронных сетей  [27]

элюирования пептидов, существенно повышает 
уникальность такой комбинации для амино-
кислотной последовательности пептидов. Соот-
ветственно, дальнейшим развитием этого под-
хода явилось добавление нормализованных 
времён элюирования пептидов, что превратило 
его в метод меток точных масс и времён (AMT-
tags)  [26]. Уже в первых демонстрациях метода 
AMT-tags была продемонстрирована возможность 
полнопротеомного анализа для относительно 
небольших протеомов, в частности Deinococcus 
radiodurans  [27]. Более того, поскольку метод не 
требует фрагментации пептидов для их иденти-
фикации (за исключением стадии составления 
списка AMT-меток), такой полнопротеомный ана-
лиз был впервые продемонстрирован в минутном 
диапазоне времён.

Стандартная реализация метода AMT содер-
жит 2 основных этапа (рис. 2): (1) создание «пул»-
специфичной базы данных меток AMT пептидов 
для пулов образцов контрольной и тестовой 
групп с использованием глубокого (как правило, 
на основе фракционирования) полнопротеомного 
МС/МС-анализа; и (2)  быстрый анализ ВЭЖХ-МС1 
образцов (МС1  – масс-спектры первого уровня 
ионов-предшественников) с идентификацией бел-
ков на основе созданной на первом этапе «пул»-
специфичной базы данных меток AMT. На первом 
этапе с каждым из идентифицированных пепти-
дов сопоставляется его точная масса в пределах 
ошибки измерения и нормализованное время 
выхода (NET, Normalized Elution Time). Затем сле-

дует этап ВЭЖХ-МС1-анализа большой когорты 
нефракционированных образцов, результатом 
которого является получение списка эксперимен-
тальных точных масс и зарядовых состояний пеп-
тидов, а также времён элюирования. Последние 
приводятся к нормализованной шкале времён, 
в наиболее простом исполнении  – линейным 
преобразованием. Также могут использоваться 
NET, предсказанные на основе нейронных сетей 
и ранее полученных экспериментальных набо-
ров данных идентифицированных пептидов  [27]. 
Идентификация пептидов проанализированного 
образца осуществляется на основе сравнения экс-
периментальных наборов данных с базой меток 
AMT, после чего осуществляется идентификация 
белков и их количественный анализ. Количе-
ственные характеристики идентифицированных 
белков определяются на основе интенсивностей 
ионов пептидов в масс-спектрах.

В то время как метод AMT продемонстрировал 
возможность ультракороткого количественного 
анализа протеомов ряда организмов  [28,  29], его 
более широкое применение в протеомике затруд-
нено отсутствием контроля FDR. Также проблема-
ми являются выравнивание времён элюирования 
пептидов для расчёта NET между различными 
экспериментами и различными хроматографи-
ческими условиями. В первую очередь речь идёт 
об условиях, при которых создавалась база ме-
ток AMT, и условиях, при которых проводился 
последующий быстрый протеомный анализ  [30]. 
Одним из решений последней из перечисленных  
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проблем стало использование различных моде-
лей предсказания времён элюирования пепти-
дов [31, 32] и создание стандартизированных и/или  
универсальных баз данных времён элюирования 
пептидов для AMT-меток на их основе  [33].

По мере внедрения полнопротеомного ана-
лиза с использованием информационно зависи-
мого подхода (DDA, Data Dependent Acquisition) на 
основе гибридных масс-спектрометров с ионной 
ловушкой высокого разрешения Орбитрэп  [34–36] 
в лабораторную практику метод AMT перестал 
широко использоваться. При этом сама концеп-
ция DDA, в котором ионы пептидов, детектируе-
мые в спектрах МС1, последовательно изолируют-
ся в радиочастотной ионной ловушке гибридного 
масс-спектрометра и накапливаются до количе-
ства, достаточного для получения полноценного 
спектра фрагментации, подразумевает использо-
вание длинных градиентов ВЭЖХ. Даже в случае 
многочасовых разделений гидролизатов протео-
мов, доходящих до 10  часов в отдельных экспе-
риментах  [37], идентифицируется только малая 
часть регистрируемых в МС1 и доступных для 
анализа пептидов  [38–40]. Тем не менее DDA стал 
основным методом количественного полнопро-
теомного анализа в последние годы с глубиной 
покрытия протеома, достигающей в ряде работ 
10  000 и более белковых идентификаций  [16,  37, 
41,  42]. Несмотря на очевидную важность полу-
чения как можно большей глубины анализа про-
теома, нельзя также не указать и на очевидную 
проблему: огромные затраты инструментального 
времени для анализа одного образца, особенно в 
случае использования интенсивного префракцио-
нирования анализируемых смесей  [41, 43–47].

МЕТОД ИНФОРМАЦИОННО  
НЕЗАВИСИМОГО АНАЛИЗА  

В УЛЬТРАБЫСТРОЙ ПРОТЕОМИКЕ

Одним из наиболее очевидных методов уль-
тракороткой протеомики стал метод информаци-
онно независимого анализа (DIA)  [13]). В отличие 
от DDA, в этом методе отсутствует стадия после-
довательного отбора ионов-предшественников по 
точной измеренной массе МС1 для последующей 
изоляции, накопления и фрагментации, которая 
является одной из основных причин использо-
вания длинных градиентов разделения. Вместо 
этого в DIA накопление и фрагментация ионов 
осуществляются в широком окне масс с после-
дующим перестроением накопительного устрой-
ства на соседнее окно и т.д. (рис.  3). В результате 
практически все прекурсорные ионы, присут-
ствующие в МС1, фрагментируются в серии таких 
окон (стандартно, размером в 20–25  Тh), покрыва-

ющих весь диапазон m/z детектирования ионов 
пептидов. Понятно, что спектры фрагментации в 
таких окнах являются смешанными (или, как ещё 
говорят, обладают высоким уровнем мультиплекс-
ности), с одновременным присутствием фрагмен-
тов от десятков ионов пептидов, что ставит перед 
экспериментаторами непростую задачу их интер-
претации (деконволюции). Каждой серии таких 
окон соответствует предварительно зарегистриро-
ванный масс-спектр МС1 и время элюирования. 
Последнее является также одним из ключевых па-
раметров для последующей деконволюции спек-
тров фрагментации и идентификации пептидов. 
Размер окон и, соответственно, эффективность 
деконволюции спектров фрагментации опреде-
ляется характеристиками масс-анализатора. Так, 
комбинация масс-анализатора Орбитрэп и ана-
лизатора Astral (ASymmetric TRAck Lossless) позво-
лила уменьшить окна фрагментации до 2  Th, что 
фактически стирает границу между методами DIA 
и DDA в полнопротеомном анализе  [48,  49].

Описанная выше схема DIA является его наи-
более широко используемой реализацией, назы-
ваемой SWATH-MS (Sequential Window Acquisition 
of All THeoretical Mass Spectra [50]). Основным пре-
имуществом этого метода является преодоление 
проблемы стохастичности данных в стандартном 
подходе на основе DDA, связанной с выбором 
ограниченного количества наиболее интенсив-
ных в данном масс-спектре ионов-предшествен-
ников для селективного накопления и фрагмента-
ции. Результатом является существенно меньший 
уровень пропущенных значений интенсивностей 
пептидов, что делает DIA альтернативой DDA в 
количественной протеомике  [51]. Одновременно, 
поскольку в DIA происходит фрагментация всех 
ионов прекурсоров в ограниченном числе окон, 
этот метод позволяет работать с более короткими 
градиентами ВЭЖХ  [52]. Дальнейшая оптимиза-
ция окон изоляции позволила увеличить глубину 
анализа протеомов с использованием ультрако-
ротких градиентов разделения  [53,  54]. Дополни-
тельное разделение ионов пептидов по ионной 
подвижности продемонстрировало возможность 
идентифицировать в 5  нг гидролизата HeLa более 
1000 белков в режиме DIA и 5-минутных градиен-
тов ВЭЖХ  [55].

Одним из сдерживающих факторов в раз-
витии DIA в качестве рутинно используемого ме-
тода ультрабыстрого полнопротеомного анализа 
являлся высокий уровень мультиплексности масс-
спектров фрагментации, что требует сложных 
алгоритмов обработки данных и деконволюции 
спектров. Стандартным решением этой пробле-
мы являлось использование библиотек спектров 
фрагментации для анализируемого пула образцов. 
Такие библиотеки создавались с использованием  
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Рис. 3. Схема работы метода DIA. Вместо изолирования для последующей фрагментации отдельных ионов-
предшественников, регистрируемых в масс-спектрах первого уровня, МС1, весь диапазон масс делится на 
широкие окна, в которых осуществляется накопление и фрагментация всех присутствующих в них ионов. 
Таким образом, DIA позволяет получить спектры фрагментации для всех ионов-предшественников, потен-
циально присутствующих в образце

глубокого полнопротеомного анализа методом 
DDA, что, в свою очередь, делало DIA не в пол-
ной мере информационно независимым. Помимо 
очевидных затрат инструментального времени на 
получение таких библиотек, что превращает DIA 
в условно быстрый метод протеомного анализа, 
использование экспериментальных библиотек 
существенно сдерживало использование DIA в 
межлабораторных и клинических исследованиях. 
Наконец, остаётся базовая проблема такого под-
хода  – невозможность идентифицировать пепти-
ды, спектры фрагментации которых в библиотеке 
отсутствуют. Прогресс в разработке алгоритмов 
на основе машинного обучения для предсказания 
спектров фрагментации и времён удерживания 
пептидов in  silico позволил решить эту пробле-
му [56–58]. Тем не менее крайне высокий уровень 
мультиплексности спектров в результате интерфе-
ренции спектров фрагментации от разных одно-
временно элюируемых ионов-предшественников 
существенно усиливается в случае использования 
коротких градиентов разделения. До недавнего 
времени это делало невозможным извлечение 
сколь-либо значимого количества идентифика-
ций в таких спектрах и ограничивало использо-
вание DIA в приложениях, требующих анализа 
больших выборок образцов. Эти проблемы были 
учтены в недавней разработке алгоритма DIA-NN, 
основанного на использовании нейронных сетей 
для различения сигналов ионов фрагментов и 

шума в масс-спектрах, а также использующего 
новые стратегии для извлечения количествен-
ной информации и выравнивания хроматограмм 
по идентифицируемым пептидам образца  [59].  
В ходе работы алгоритма DIA-NN каждый пик 
элюирования ионов-предшественников описыва-
ется набором индексов, и через процедуру итера-
ций на основе линейного классификатора опреде-
ляется наилучший кандидат на пик элюирования 
того или иного иона. Ключевым этапом работы 
алгоритма является присвоение статистической 
значимости (q-value) идентифицированным пред-
шественникам, которая рассчитывается для це-
левых и ложных кандидатов на основе характе-
ристик соответствующих пиков элюирования с 
использованием глубокой нейронной сети. Воз-
можности алгоритма DIA-NN для использования 
в ультракоротком полнопротеомном анализе в 
полной мере были продемонстрированы на при-
мере реализации метода ScanningSWATH  [60,  61]. 
Технически этот метод заключается в замене 
последовательного выбора окон изоляции пеп-
тидов, в которых осуществляется фрагментация, 
непрерывным сканированием в широком окне 
m/z первого изолирующего ионы радиочастот-
ного квадруполя масс-спектрометра по всему 
диапазону масс с одновременной фрагментацией 
поступающих из него ионов-предшественников в 
столкновительном радиочастотном квадруполе. 
Таким образом, создаётся дополнительная размер-
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ность для сопоставления спектров фрагментации 
и кандидатов-предшественников в последующей 
деконволюции сильно интерферирующих тан-
демных масс-спектров и идентификации пепти-
дов алгоритмом DIA-NN. В недавней совместной 
работе создателей метода ScanningSWATH и раз-
работчиков алгоритма DIA-NN была продемон-
стрирована ранее недостижимая возможность 
его использования в режиме ультракоротких, 
порядка 0,5–5  мин, градиентов ВЭЖХ-разделения 
протеолитических смесей пептидов при глубине 
анализа протеомов клеточных линий человека, 
достигающей нескольких тысяч белков  [61]. Сле-
дует отметить, что для работы метода в режиме 
ультракоротких градиентов с целью сохранения 
разрешающей способности хроматографического 
разделения сложных смесей необходимо исполь-
зование микропотоковой ВЭЖХ (порядка несколь-
ких сотен мкл/мин), что, в свою очередь, приво-
дит к большим затратам образца (до нескольких 
мкг гидролизата протеомов клеточных линий 
человека).

Реализация метода DIA в режиме ультра-
короткого разделения наиболее естественна для 
времяпролётных масс-анализаторов, которые в 
настоящее время позволяют получать масс-спек-
тры в широком диапазоне m/z с разрешением 
пиков в спектрах 50  000 и выше и частотой ска-
нирования порядка 100  Гц, что на порядок пре-
восходит производительность масс-анализаторов 
высокого разрешения на основе ионных ловушек. 
Одним из примеров использования времяпро-
лётного масс-анализатора высокого разрешения 
для ультракороткого полнопротеомного анализа 
является комбинация дополнительного разделе-
ния ионов-предшественников по ионной подвиж-
ности в режиме удерживания ионов в градиенте 
электрического поля (TIMS, Trapped Ion Mobility 
Spectrometry  [62,  63]) с методом параллельного 
накопления и последовательной фрагментации 
ионов пептидов (PASEF, Parallel Accumulation 
SErial Fragmentation  [64]). В TIMS ионы пептидов, 
элюируемых с колонки ВЭЖХ и ионизируемых в 
источнике ионизации, поступают в дрейфовую 
камеру, в которой удерживаются в радиальном 
направлении постоянным электрическим полем, 
компенсирующим их дрейф в столкновениях 
с  молекулами газа-носителя, и, соответственно, 
разделяются по ионной подвижности. Вместо 
выбора массы одного иона-предшественника для 
фрагментации реализуется синхронизированное 
с работой камер ионной подвижности измене-
ние параметров радиочастотного квадруполя для 
изолирования и фрагментации ионов с выделен-
ными значениями или диапазоном m/z. Один шаг  
изменения напряжённости удерживающего элек-
трического поля в камере TIMS длительностью 

50  мс позволяет получить спектры фрагмента-
ции нескольких ионов пептидов. PASEF много-
кратно увеличивает скорость наработки спек-
тров фрагментации без потери чувствительности 
анализа  [65]. Реализация комбинации TIMS-TOP/
PASEF в режиме DIA-анализа (dia-PASEF), а также 
использование алгоритма DIA-NN для обработки  
данных продемонстрировало возможность осу-
ществления полнопротеомного анализа с глуби-
ной в несколько тысяч идентифицированных бел-
ков клеточных линий человека со скоростью до 
400 образцов в сутки инструментального времени 
(3  минуты градиента ВЭЖХ)  [66].

МЕТОД ПРЯМОГО ВВОДА ОБРАЗЦА DISPA

Одним из логичных шагов в развитии мето-
дов ультракороткой протеомики и упрощения 
инструментальной составляющей самого анализа 
является отказ от хроматографического разделе-
ния протеолитических смесей в реальном вре-
мени. Сам подход, конечно, не является чем-то 
уникальным и использовался в практике анали-
за протеомов более полутора десятков лет  [67]. 
Однако его ранние реализации осуществлялись 
на масс-анализаторах низкого разрешения и точ-
ности измерения масс при отсутствии как раз-
витых инструментов поиска идентификаций, 
так и каких-либо возможностей дополнитель-
ного разделения ионов, например, по ионной 
подвижности. Несколько лет назад с развитием 
масс-спектрометрических технологий, появле-
нием масс-анализаторов высокого разрешения, а 
также методов быстрого разделения ионов в газо-
вой фазе по ионной подвижности концепция пря-
мой подачи протеолитической смеси в источник 
ионизации без предварительного хроматографи-
ческого разделения приобрела новое звучание 
в методе скорострельного протеомного анализа 
на основе прямого ввода (DISPA, Direct Infusion 
Shotgun Proteomic Analysis) [68]. Технически реали-
зация метода довольно проста: протеолитическая 
смесь подаётся в нанопотоковом режиме напря-
мую со шприца с пробой в источник ионизации 
масс-спектрометра. В качестве дополнительной 
размерности используется разделение ионов по 
ионной подвижности. Сам анализ осуществляет-
ся методом DIA. Понятно, что мультиплексность 
спектров фрагментации в этом случае более чем 
на порядок выше, чем в случае разделения ВЭЖХ, 
что, соответственно, ограничивает достижимую 
глубину анализа протеома. Так, в указанной ра-
боте удалось достичь глубины порядка 500 белков 
для протеома клеточной линии человека. Однако 
эта глубина была достигнута за несколько минут 
экспериментального времени, что позволило 
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авторам проанализировать 132 образца за 4,5 часа 
(3  минуты на образец) с количественной иденти-
фикацией более 300  белков. Отсутствие возмож-
ности «привязки» пиков фрагментов к хромато-
графическим временам с целью эффективной 
деконволюции получаемых тандемных спектров 
с крайне высоким уровнем мультиплексности 
существенно ограничивало возможности метода 
DISPA при использовании стандартных, ВЭЖХ-
ориентированных алгоритмов обработки дан-
ных. Чтобы преодолеть эти ограничения, было 
разработано программное обеспечение на основе 
алгоритма CsoDIAq (Cosine similarity optimization 
for DIA qualitative and Quantitative analysis  [69]). 
Использование этого алгоритма для работы с дан-
ными DISPA позволило продемонстрировать глу-
бину анализа протеомов клеточных линий чело-
века (HeLa и 293Т) порядка 2000  белков в одном 
прогоне образца с суммарными затратами экспе-
риментального времени порядка нескольких ми-
нут  [70]. Также в этой работе были продемонстри-
рованы возможности метода для количественного 
анализа больших выборок образцов. В частности, 
96 образцов протеома клеточных линий человека, 
обработанных лекарственным соединением, были 
проанализированы за 8  часов с глубиной около 
1000 количественно идентифицированных бел-
ков. Следует отметить, что метод DISPA является 
интересной альтернативой стандартным подхо-
дам к ультракороткому полнопротеомному ана-
лизу на основе ВЭЖХ, однако находится в началь-
ной стадии своего развития. Ограничения метода 
вытекают из крайней сложности протеолитиче-
ских смесей (если речь идёт о полнопротеомном 
анализе), в которых одновременно могут присут-
ствовать миллионы индивидуальных пептидных 
последовательностей в динамическом диапазоне 
концентраций, достигающем нескольких поряд-
ков (более 10  порядков в случае, например, про-
теома плазмы крови человека). Эти ограничения 
влияют как на общее число идентификаций, так 
и на точность количественного анализа. Высокий 
динамический диапазон концентраций пептидов 
приводит к сильному эффекту подавления ионов 
низкоконцентрационных пептидов в источнике 
ионизации и в накопительной ионной ловушке. 
К ограничениям метода следует отнести низкое 
покрытие последовательностей идентифицируе-
мых белков из-за низкой эффективности декон-
волюции смешанных тандемных масс-спектров, 
а также сложности контроля уровня ложно-
положительных идентификаций в результатах 
анализа. Тем не менее метод DISPA продолжает 
демонстрировать свою потенциально высокую 
эффективность как метод ультрабыстрого про-
теомного анализа. Так, в совсем недавней работе 
была продемонстрирована производительность в 

1000 образцов в сутки (1,4 минуты на образец) на 
примере профилирования белков плазмы крови в 
короне наночастиц с идентификацией 280 белков, 
из которых 44 являлись подтверждёнными био-
маркерами различных патологий  [71].

МЕТОД ПРЯМОЙ ИДЕНТИФИКАЦИИ БЕЛКОВ

Как уже было отмечено выше, одной из при-
чин длительности классического полнопротеом
ного анализа с использованием метода DDA 
является необходимость получения спектров 
фрагментации от как можно большего количе-
ства ионов пептидов, элюируемых из хромато-
графической колонки. Доминирующим методом 
фрагментации является диссоциация пептидов 
в столкновениях с молекулами газа-носителя по 
связям -CO-NH- между остатками аминокислотной 
последовательности с образованием преимуще-
ственно y- и b-серий фрагментов. Процесс столк-
новительной диссоциации пептидов является 
эргодическим, требующим времени для разрыва 
связей. Кроме того, для повышения информатив-
ности спектров фрагментации и, соответственно, 
большей точности идентификации последова-
тельности пептида желательно получить как 
можно большее количество ионов фрагментов, 
что также требует времени на накопление изо-
лируемых для этой цели ионов-предшественни-
ков. Таким образом, в процессе анализа протео-
литической смеси на каждый МС1 в широком 
диапазоне m/z, регистрируемый для всех ионов 
пептидов, элюируемых в данный конкретный 
момент времени, в методе DDA идёт последова-
тельный отбор ограниченного количества наи-
более интенсивных пиков ионов-предшествен-
ников, их накопление и фрагментация. В случае 
протеомов сложных организмов анализируемая 
протеолитическая смесь может содержать мил-
лионы индивидуальных пептидных последова-
тельностей. Соответственно, чтобы увеличить 
количество отбираемых на фрагментацию ионов 
пептидов и, следовательно, глубину протеомного 
анализа, а также учесть временные ограничения, 
накладываемые скоростями накопления ионов и 
получения тандемных масс-спектров, использу-
ются многочасовые градиенты ВЭЖХ. Таким обра-
зом, для решения проблемы повышения произ-
водительности полнопротеомного анализа была 
создана концепция прямой масс-спектрометриче-
ской идентификации белков, в которой отсутству-
ет стадия фрагментации ионов пептидов. Белки  
идентифицируются напрямую из МС1 на основе 
точно измеряемых масс всех представленных 
в них ионов с учётом специфичности гидро-
лиза. При этом распределение интенсивностей 
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Рис. 4. Схема реализации метода DirectMS1. Ключевым фактором эффективности метода является использо-
вание алгоритмов машинного обучения для предсказания времён элюирования пептидов и классификации 
правильных и ложных идентификаций на основе совокупности комплементарных данных, таких как спек-
тральный профиль иона пептида по изотопу углерода 13С, времена элюирования, ионная подвижность (при 
использовании дополнительного разделения по ионной подвижности) и точные массы пептидов

регистрируемых пиков иона пептида в масс-
спектре, соответствующих разному содержанию 
в последовательности изотопа 13С (спектральный 
профиль иона пептида), даёт информацию, специ-
фичную по отношению к атомному составу пеп-
тида  [72]. Также времена хроматографического 
элюирования являются специфичными по отно-
шению к аминокислотным последовательностям 
пептидов  [73–75], включая пептиды с модифика-
циями остатков  [76,  77]. Таким образом, МС1 по-
зволяют извлекать набор комплементарных дан-
ных о последовательности и элементном составе 
пептидов. Понятно, что отказ от фрагментации 
пептидов снижает возможности их идентифи-
кации в силу существенно более низкой специ-
фичности хроматографических времён к амино-
кислотной последовательности по сравнению с 
тандемными масс-спектрами. В то же время отказ 
от стадии фрагментации позволяет существенно 
сократить время анализа за счёт возможности 
использования коротких градиентов ВЭЖХ.

Концепция прямой масс-спектрометрической 
идентификации белков была реализована в ме-
тоде DirectMS1, который уже в первых работах 
продемонстрировал глубину полнопротеомного 
анализа более 1000  белков при использовании 
5-минутных градиентов разделения  [78]. Схема 
реализации метода представлена на рис.  4. Масс-
анализатор работает в режиме непрерывной ре-
гистрации МС1 в течение всего времени гради-

ентного элюирования протеолитической смеси. 
Скорость получения МС1 зависит от типа масс-
анализатора и требований к разрешению масс 
в спектрах и точности их измерения. Эти требо-
вания высоки, и метод работает только с масс-
анализаторами высокого разрешения: не менее 
100  000 по массам и менее 1  ppm по точности 
их измерения. Важным условием эффективности 
метода является также производительность масс-
анализатора. Так, современные масс-анализаторы 
на основе ионной ловушки Орбитрэп позволяют 
получать до 10  спектров в секунду с указанными 
выше масс-спектральными характеристиками. 
Ещё одним ключевым фактором достижения вы-
сокой эффективности метода является точность 
предсказания времён элюирования пептидов, ко-
торая сравнивается с экспериментальными вре-
менами и используется в алгоритме обработки 
данных DirectMS1 для различения правильных 
и ложных идентификаций. До недавнего време-
ни существовало несколько моделей и алгорит-
мов предсказания времён элюирования пепти-
дов с точностью предсказания (по корреляции 
экспериментальных и предсказанных времён) 
R2  ~  0,96  [32]. В последние годы с развитием алго-
ритмов машинного обучения появились модели 
предсказания времён элюирования пептидов на 
их основе с существенно более высокой точно-
стью. В частности, в алгоритме поиска DirectMS1 
используется модель предсказания DeepLC,  
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которая позволила существенно увеличить глуби-
ну анализа протеома до более 2000 при использо-
вании 5-минутных градиентов ВЭЖХ и 7,5  минут 
общих затрат времени на один эксперименталь-
ный прогон  [79]. Дополнительное увеличение 
количества идентифицируемых белков даёт раз-
деление пептидов по ионной подвижности. Реа-
лизация метода DirectMS1 не требует каких-либо 
существенных изменений в инструментальной 
составляющей, за исключением необходимости 
использования более высоких потоков ВЭЖХ, до 
1  мкл/мин и более, с целью поддержания хрома-
тографического разрешения в условиях ультра-
коротких градиентов. Ключевыми элементами 
метода являются программные средства для обра-
ботки масс-спектров ионов пептидов, ранжирова-
ние идентификаций, соотнесение их с белками 
в соответствующих базах данных и определение 
уровня достоверности. Эту работу выполняют ал-
горитмы определения спектральных профилей 
ионов пептидов в масс-спектрах первого уровня, 
такие как Biosaur [80] и алгоритм прямой иденти-
фикации белков ms1searchpy  [81], основанный на 
использовании алгоритмов машинного обучения 
и интегрированный с моделями предсказания 
времён элюирования пептидов. Следует отметить, 
что недостатком метода прямой масс-спектро-
метрической идентификации белков DirectMS1 
является отсутствие контроля FDR на пептид-
ном уровне. По оценкам авторов метода уровень 
ложноположительных идентификаций пептидов 
может достигать 30%  [78]. Важно, что в режиме 
ультракоротких градиентов, в отличие от подхо-
дов на основе МС/МС, метод DirectMS1 позволяет 
идентифицировать белки с существенно (почти 
на порядок) большим покрытием их аминокис-
лотных последовательностей. Это, в свою очередь, 
даёт более точные измерения относительного 
содержания белков. В частности, было показано, 
что, несмотря на меньшую глубину покрытия 
протеома, метод DirectMS1 позволяет получать 
результаты количественной протеомики ультра-
короткого анализа, включая идентификацию диф-
ференциально экспрессированных белков в зада-
чах поиска специфического отклика клеток на 
химическое или лекарственное воздействие  [82]. 
Эти результаты сравнимы с полученными мето-
дами DIA и DDA на основе длинных градиентов 
ВЭЖХ  [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На данный момент происходит активное 
развитие полнопротеомного масс-спектрометри-
ческого анализа и его использование во многих 

областях постгеномных исследований. При этом 
производительность анализа, который в типич-
ном случае занимает часы экспериментального 
времени на количественное профилирование 
одной протеолитической смеси, является одним 
из основных сдерживающих факторов использо-
вания протеомики в большом круге современ-
ных областей биомедицины, включая разработку 
новых и перетаргетирование существующих ле-
карственных препаратов, персонализированную 
медицину, популяционную и клиническую про-
теомику, протеомику единичных клеток и др.  
При этом развитие технологий высокопроизводи-
тельной масс-спектрометрии высокого разреше-
ния и точности измерения масс, а также новых 
методов обработки масс-спектрометрических дан-
ных, основанных на алгоритмах машинного об-
учения, позволило вывести производительность 
на уровень нескольких сотен полнопротеомных 
анализов в сутки. Эти возможности в протео-
мике были реализованы буквально за несколь-
ко последних лет, и в настоящее время методы 
ультракороткой протеомики испытывают период 
бурного развития и становятся доминирующими 
подходами в решении многих из перечисленных 
выше задач. Такие методы, как DIA, DirectMS1 и 
DISPA, позволяют не только сократить время ана-
лиза более чем на порядок, но и увеличить его 
глубину до невозможных ещё десятилетие назад 
2000–5000  белков, идентифицируемых за 3–5  ми-
нут суммарных затрат экспериментального време-
ни. Дальнейшее развитие технологий и методов 
ультракороткого протеомного анализа позволит 
с меньшими затратами времени проводить мас-
штабные исследования на больших выборках 
образцов, что позволяет более точно определять 
механизмы взаимодействия белков между собой 
и изменения в клетках на протеомном уровне  
в результате патологического процесса, химио-
терапевтического или внешнего воздействия.
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ULTRAFAST PROTEOMICS
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The current stage of development of proteomic research in the field of biology, medicine, development 
of new drugs, population screening, or personalized approaches to therapy dictates the need to ana-
lyze large sets of samples within the reasonable experimental time. Until recently, mass spectrometry 
measurements in proteomics were characterized as unique in identifying and quantifying cellular 
protein composition, but low throughput, requiring many hours to analyze a single sample. This was 
in conflict with the dynamics of changes in biological systems at the whole cellular proteome level 
upon the influence of external and internal factors. Thus, the low speed of whole proteome analysis 
has become the main factor limiting the developments in functional proteomics, where it is neces-
sary to annotate the intracellular processes not only in a wide range of conditions, but also over  
a long period of time. The enormous level of heterogeneity of tissue cells or tumors, even of the same 
type, dictates the need to analyze the biological system at the level of individual cells. These studies 
involve obtaining molecular characteristics for tens, if not hundreds of thousands of individual cells, 
including their whole proteome profiles. The development of mass spectrometry technologies providing 
high resolution and mass measurement accuracy, predictive chromatography, new methods for peptide 
separation by ion mobility and processing proteomic data based on artificial intelligence algorithms 
have opened a way for significant, if not radical, increase in the throughput of whole proteome analy-
sis and led to the implementation of the novel concept of ultrafast proteomics. Work done just in the 
last few years has demonstrated proteome-wide analysis throughput of several hundred samples per 
day at a depth of several thousand proteins, levels unimaginable three or four years ago. The review 
examines the background of these developments, as well as modern methods and approaches that 
implement ultrafast analysis of the entire proteome.
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