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Вопросы повышения точности видовой идентификации патогенов и сокращения продолжительно-
сти анализа и по сей день остаются актуальными для современной молекулярной диагностики.
В лабораторной и клинической практике для обнаружения патогенов наиболее востребованы ме-
тоды амплификации нуклеиновых кислот, “золотым стандартом” среди которых считается поли-
меразная цепная реакция (ПЦР). Тем не менее в ряде случаев альтернативой классической ПЦР-
диагностике выступает группа методов изотермической амплификации. За более чем 30-летнюю
историю развития способов синтеза ДНК при постоянной температуре появление метода петле-
вой изотермической амплификации (LAMP) сделало возможным развитие новых направлений в
области мобильной диагностики бактериальных и вирусных инфекций. В настоящем обзоре рас-
смотрены ключевые характеристики данного метода и особенности практической работы с ним.
Впервые обсуждается пространственное строение ампликонов реакции LAMP с одноцепочечны-
ми петлевыми структурами, благодаря которым становится возможным отжиг праймеров при
изотермических условиях. Проанализированы последние достижения по модификации метода
LAMP, позволяющие рассматривать его в качестве уникальной платформы для разработки
способов молекулярной диагностики нового поколения.
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ВВЕДЕНИЕ
Методы амплификации нуклеиновых кислот

нашли широкое применение в различных областях
молекулярной биологии, стали незаменимым
фундаментом для генной инженерии и ценным
источником информации о причинах инфекцион-
ных и наследственных заболеваний. Метод поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) по-прежнему
крайне востребован при решении широкого спек-
тра научно-исследовательских задач. Несмотря на
важную роль этого метода в области здравоохране-
ния, при создании способов мобильной диагности-
ки привлекательной альтернативой ПЦР становит-
ся группа разнообразных методов, основанных на
изотермической амплификации [1, 2].

При изотермической амплификации, в отли-
чие от ПЦР, нет необходимости в температурных
циклах для денатурации нуклеиновой кислоты,
отжига и элонгации олигонуклеотидных прайме-
ров, поскольку все эти этапы протекают последо-
вательно и без разделения каждого процесса во
времени. Возможность осуществления амплифи-
кации при изотермических условиях в значитель-
ной степени зависит от структуры и количества

Сокращения: Bst LF – большой фрагмент ДНК-полимера-
зы I из Geobacillus stearothermophilus; LAMP – петлевая изо-
термическая амплификация; Taq-полимераза – ДНК-по-
лимераза I из Thermus aquaticus.

# Автор для связи: (тел.: +7 (906) 114-70-00; эл. почта:
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праймеров, использования в реакционной смеси
особых ферментов и других вспомогательных
белков, а также от тщательного подбора осталь-
ных компонентов реакции [3]. Следует отметить,
что принцип некоторых вариантов изотермиче-
ской амплификации, не без существенных моди-
фикаций, был заимствован из различных меха-
низмов репликации вирусных геномов. Так, ис-
торически первым методом изотермической
амплификации стал метод 3SR (от англ. self-sus-
tained sequence replication), появившийся благо-
даря исследованиям по моделированию ретрови-
русной репликации в условиях in vitro [4]. Ампли-
фикация по принципу “катящегося кольца” (от
англ. rolling circle amplification, RCA) [5] основана
на механизме репликации вироидов и некоторых
вирусов, обладающих кольцевым геномом [6–8].
Петлевая изотермическая амплификация (от англ.
loop-mediated isothermal amplification, LAMP) име-
ет много структурных гомологий с механизмом ре-
пликации генома поксвирусов [9, 10]. В этой связи
совершенно очевидна важность фундаментальных
исследований прокариотических и вирусных фер-
ментов репликации, поскольку обнаружение но-
вых термостабильных, точных и процессивных
обратных транскриптаз и ДНК-полимераз спо-
собно вывести технологию LAMP на совершенно
иной уровень практического применения, как
это произошло когда-то в области ПЦР с откры-
тием ДНК-полимеразы I из Thermus aquaticus, или
Taq-полимеразы [11].

Метод LAMP оказался наиболее популярным
способом изотермической амплификации по це-
лому ряду причин: в силу малого количества ком-
понентов реакционной смеси, их доступности
для рутинной практики, а также благодаря высо-
кой специфичности реакции, которая обеспечи-
вается 4–6 праймерами [12, 13]. Простота реак-
ции амплификации позволила осуществить про-
ведение LAMP в максимально ограниченных
условиях на борту Международной космической
станции [14]. Несмотря на то что у технологии
LAMP пока остаются недостатки, связанные с

применяемыми на сегодняшний день фермента-
ми, метод обладает некоторыми преимуществами
перед ПЦР, особенно ценными для клинической
практики. Технология LAMP нашла множество
применений в “полевой” диагностике, когда не-
обходимо проводить амплификацию вне лабора-
торных условий [15–19].

В настоящем обзоре рассмотрены возможно-
сти метода LAMP и некоторые его особенности,
которые необходимо учитывать при разработке
новых тест-систем. Многие упомянутые в обзоре
методики апробированы авторами при разработ-
ке тест-систем на основе LAMP, а соответствую-
щие теоретические и практические аспекты мето-
да проиллюстрированы на примере конкретного
набора праймеров (табл. 1) [20]. Впервые демон-
стрируются результаты молекулярного модели-
рования пространственного строения гантелеоб-
разных стартовых структур, образующихся в ходе
реакции LAMP. Детально описаны процедуры
подбора генов-мишеней и дизайна праймеров,
отмечена важность такого этапа, как предсказа-
ние нежелательных вторичных структур в нуклео-
тидных последовательностях мишени и амплико-
на. Рассмотрены основные этапы оптимизации
состава реакционной смеси и условий проведе-
ния амплификации, приведены основные харак-
теристики ферментов, используемых в методе
LAMP, описаны способы детекции положитель-
ного сигнала амплификации и увеличения спе-
цифичности реакции.

ПРИНЦИП МЕТОДА LAMP

Метод LAMP был разработан и запатентован
группой японских исследователей из компании
Eiken Chemical в 1998 г. [21]. Одной из главных це-
лей создания нового метода амплификации было
повышение специфичности детекции нуклеотид-
ных полиморфизмов по сравнению с возможно-
стями ПЦР. В настоящее время патент на техно-
логию LAMP утратил свою охранную силу, чем

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров набора DAT [20], разработанные с помощью программ
MorphoCatcher и PrimerExplorer

Праймер Нуклеотидная последовательность, 5′→3′

FIP TCTTTTTCCCAACGTCCGGCGTCGTATCGCAGAAGAGG

BIP CACCGAGGACGCTGATTACCTTCTCATCTTCCGCTTCAC

F3 CGTCGTAAGGTCGAGGAA

B3 CCTTCCACCTGACGATCA

LF ATTTTCTTCTGCCATCTGG

LB ACGTAACCACCTCTCATCAC
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отчасти и объясняется повышенный интерес к
данному способу амплификации.

Механизм реакции LAMP со множеством про-
межуточных вторичных структур ДНК обеспечи-
вается необычной структурой праймеров и напо-
минает японское искусство оригами [9]. Для ам-
плификации методом LAMP необходимо найти в
гене-мишени шесть сайтов отжига для двух пар
праймеров, которые при средней длине одного
сайта отжига в 20 нт покрывают ~120 п.н. гена-ми-
шени. Это минимум в 3 раза увеличивает потенци-
альную аналитическую специфичность метода
LAMP, если сравнить его с ПЦР на основе прямо-
го и обратного праймеров.

Метод LAMP основан на особой структуре
внутренних праймеров (от англ. forward inner
primer, FIP и backward inner primer, BIP), участву-
ющих в формировании двух терминальных ин-
вертированных повторов в нуклеотидной после-
довательности ампликонов. Вторая пара внеш-
них праймеров (F3 и B3) участвует только на
первых стадиях амплификации, поэтому их кон-
центрация существенно ниже, чем у внутренних
праймеров [10]. Благодаря последовательному от-
жигу внутренних и внешних праймеров, ампли-
кон на начальных стадиях реакции LAMP форми-
рует два типа гантелеобразных стартовых струк-
тур (рис. 1), имеющих по две одноцепочечные
петли и одному сайту отжига для комплементар-
ного внутреннего праймера. С целью ускорения
амплификации разработчики метода предложили
использовать третью пару петлевых праймеров
(от англ. loop forward, LF и loop backward, LB),

сайты отжига которых тоже расположены в пет-
левых участках стартовых структур между сайта-
ми F1/B1 и F2/B2 [22]. Следует, однако, учиты-
вать, что вероятность обнаружения сайтов отжига
петлевых праймеров напрямую зависит от длины
соответствующих петель стартовых структур. Для
некоторых наборов “коровых” праймеров (так
называют совокупность внутренних и внешних
праймеров [23]) можно сконструировать только
один петлевой праймер, а для других ни одного.
Именно по этой причине петлевыми праймерами
удается дополнить не каждую тест-систему.

Процесс амплификации на основе метода
LAMP происходит в изотермических условиях
(60–65°C) и обычно занимает не более 15–30 мин, а
при высокой концентрации целевой нуклеино-
вой кислоты выход реакции на плато возможен за
5–7 мин. Вместо термической денатурации моле-
кулы ДНК в реакции LAMP используется цепь-
вытесняющая активность большого фрагмента
Bst-ДНК-полимеразы из Geobacillus stearothermo-
philus (Bst LF), при этом непрерывный во времени
отжиг внутренних и петлевых праймеров обу-
словлен одноцепочечным состоянием соответ-
ствующих сайтов отжига и их постоянной стери-
ческой доступностью для праймеров. При темпе-
ратуре 65°C, оптимальной для фермента Bst LF,
двойная спираль ДНК становится локально дена-
турированной благодаря эффекту “дыхания” це-
пей [24, 25], облегчающему процесс отжига прай-
меров на начальных стадиях. Цепь-вытесняющая
активность Bst LF позволяет высвобождать ранее
синтезированную цепочку ДНК, которая гибри-
дизуется сама на себя с помощью комплементар-

Рис. 1. Молекулярные модели пространственного строения стартовых структур, образующихся в реакции LAMP на ос-
нове набора праймеров DAT (табл. 1). Моделирование структуры ДНК проводили с помощью программ mFold и RNA-
Composer при температуре 65°C, концентрации ионов натрия – 50 мМ, ионов магния – 8 мМ. Приведены третичная
(слева) и вторичная (справа) структуры ампликонов, имеющих комплементарные нуклеотидные последовательности.
На вторичной структуре ампликонов показаны все сайты отжига для внутренних и петлевых праймеров, а также их ком-
плементарные участки. Длина нуклеотидной последовательности составляет 176 нт, GC-состав: 55%. (а) – Стартовая
структура F, получившая название благодаря наличию сайта отжига (F2c) для внутреннего праймера FIP; (б) – стартовая
структура B с сайтом отжига (B2c) для внутреннего праймера BIP.
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ных участков и образует новую точку инициации
синтеза ДНК. Образующиеся стартовые структу-
ры после отжига соответствующего внутреннего
праймера могут многократно служить матрицей
для синтеза комплементарной версии самих себя
без необходимости в исходной нуклеиновой кисло-
те, добавляемой к реакционной смеси. Следова-
тельно, метод LAMP представляет собой цепную
биохимическую реакцию, количество ампликонов
в которой увеличивается экспоненциально.

Быстрое накопление ДНК-продуктов в методе
LAMP обеспечивается в основном нуклеотидны-
ми последовательностями внутренних и петлевых
праймеров. При визуализации в агарозном геле
совокупность ампликонов разной длины форми-
рует характерную картину в виде регулярной “ле-
сенки”, плавно переходящей в “шмер” высоко-
молекулярных продуктов амплификации (рис. 2).
В ходе реакции LAMP на 25 мкл реакционной сме-
си образуется до 10 мкг ДНК, что примерно на два
порядка превосходит суммарный выход ПЦР [26].
Поэтому при работе с содержимым пробирок по-
сле реакции LAMP следует помнить о возможной
контаминации лаборатории и реагентов.

Интересная особенность реакции LAMP за-
ключается в необязательности включения в со-
став ампликона нуклеотидной последовательно-
сти, фланкированной праймерами. Если в ПЦР
прямой и обратный праймеры всегда фланкиру-
ют участок выбранного для амплификации гена,
то в случае LAMP между сайтами F1 и B1 может
не оставаться ни одного нуклеотида. При такой
конфигурации внутренних праймеров фрагмен-

ты исходного гена-мишени сохраняются только в
сайтах отжига петлевых праймеров (участки меж-
ду F1 и F2, а также между B1 и B2). В этой связи
следует подчеркнуть, что метод LAMP малопри-
годен для генной инженерии и в значительной
степени адаптирован для диагностики.

Поскольку в составе ампликонов разной дли-
ны многократно присутствует одна и та же нук-
леотидная последовательность [27, 28], то в каче-
стве характеристики специфичности реакции
можно использовать анализ кривых плавления,
отслеживая однажды измеренную и воспроизво-
димую для конкретного набора праймеров темпе-
ратуру плавления (Тпл) получаемого продукта ам-
плификации. Наличие в ампликоне хотя бы од-
ного сайта рестрикции вне последовательностей
праймеров позволяет получить в агарозном геле
всего одну полосу с характерной молекулярной
массой [9] и тем самым дает возможность оценить
специфичность реакции. Любые отклонения в
количестве пиков плавления продуктов реакции
LAMP, в получаемом значении Тпл, в регулярно-
сти “лесенки” ампликонов в агарозном геле и ко-
личестве полос после обработки амплификата ре-
стриктазами свидетельствуют о наличии в реак-
ционной смеси фоновой неспецифической
амплификации, причины которой будут рассмот-
рены далее.

ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫЕ ПРАЙМЕРЫ

В методах амплификации определяющим фак-
тором высокой специфичности и чувствительно-

Рис. 2. Визуализация продуктов реакции LAMP на основе праймеров DAT с помощью агарозного гель-электрофо-
реза [20]. (а) – Характерная “лесенка” продуктов реакции амплификации с периодичностью молекулярных масс
(п.н.). M – маркер молекулярных масс ДНК (MassRuler DNA Ladder Mix, ThermoFisher Scientific, Литва); N – отри-
цательный контроль без добавления ДНК-матрицы; 1–3 – реакция на матрице геномной ДНК разных штаммов
бактерий Dickeya solani; 4–9 – реакции с добавлением в качестве матрицы геномной ДНК представителей Pectobac-
terium spp., встречающихся на картофеле вместе с D. solani; (б) – профиль локализации полос ДНК и рассчитанные
с помощью программы Vision-Capt (Vilber Lourmat, Франция) молекулярные массы продуктов амплификации (п.н.).
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сти детекции является дизайн олигонуклеотидных
праймеров. Метод LAMP, основанный на син-
хронной работе 4–6 праймеров, требует особого
внимания к их последовательностям. Если рас-
сматривать LAMP как мультиплексную реакцию из
нескольких пар праймеров, то становится очевид-
ным влияние на эффективность реакции различ-
ных термодинамических характеристик праймеров,
таких как стабильность гибридизации растущих 3′-
концов и предрасположенность праймеров к диме-
ризации. В условиях постоянной ферментативной
активности Bst LF димеризация 3′-концов прайме-
ров способствует их элонгации и, следовательно,
появлению в праймерах новой нуклеотидной по-
следовательности. Элонгированные праймеры
могут непредсказуемо влиять на эффективность и
специфичность реакции. Поэтому при обнаруже-
нии признаков неспецифической фоновой ам-
плификации в некоторых случаях помогает сдвиг
сайтов отжига проблемных праймеров на не-
сколько нуклеотидов для сокращения или устра-
нения комплементарности в предполагаемых ди-
мерах [29]. Экспериментально показана приме-
нимость такого подхода для сокращения фоновой
амплификации, однако при оценке потенциаль-
ных димеров следует помнить о существовании
комплементарности не только между парами A·T
и G·C, которые обычно предсказываются in silico, но
и о термодинамическом вкладе в гибридизацию
праймеров неканонических пар нуклеотидов [30].

Стандартная конфигурация праймеров для ре-
акции LAMP, состоящая из коровых и петлевых
праймеров, со временем была пересмотрена, и
появились новые типы праймеров:

1) “стволовые” праймеры (от англ. stem forward,
StF и stem backward, StB), сайты отжига которых
локализованы в промежутке между сайтами F1 и
B1 [31]. Данный тип праймеров, как и в случае с
петлевыми праймерами, сильно зависит от длины
нуклеотидной последовательности, фланкируе-
мой сайтами F1 и B1;

2) “роевые” (от англ. swarm) праймеры
F1S/B1S, которые отжигаются на сайты F1c/B1c
[32]. Отметим, что идентичные сайты отжига бы-
ли использованы позднее другими авторами для
праймеров под названиями FC/RC [33]. В данной
работе было показано, что сокращение расстояния
между сайтами отжига F2/B2 и F1/B1 позволяет
значительно снизить неспецифичную фоновую
амплификацию и повысить аналитическую чув-
ствительность. Преимущество “роевых” прайме-
ров заключается в том, что их сайты отжига не
требуется искать отдельно, т.к. они совпадают с
сайтами отжига внутренних праймеров.

Как мы видим, модификация архитектуры
праймеров и физического расстояния между их
сайтами отжига являются дополнительными фак-
торами в оптимизации специфичности или чув-

ствительности метода. При этом каждая допол-
нительная пара праймеров увеличивает мульти-
плексность реакции и требует предварительной
проверки in silico на совместимость с другими
олигонуклеотидами для исключения возможных
димеров.

Эволюция метода LAMP в отношении состава
праймеров, по всей видимости, происходит не
только по пути создания новых типов праймеров.
В недавней работе авторам удалось провести ам-
плификацию только на основе внутренних прай-
меров, не добавляя внешние праймеры, при этом
в остальном состав реакционной смеси остался
неизменным [34].

Выбранная мишень и ампликон, находясь на
некоторых стадиях реакции в одноцепочечном
состоянии, не должны содержать нежелательных
вторичных структур в сайтах отжига праймеров,
снижающих эффективность амплификации. Ос-
новной вклад в образование вторичных структур
вносит неравномерное распределение GC-со-
става и, следовательно, локальное повышение
Тпл в таких участках ДНК. Предсказание вторич-
ной и третичной структур одноцепочечных нук-
леиновых кислот (как РНК, так и ДНК) можно
проводить с приближением к оптимальным для
Bst LF значениям температуры и концентраци-
ям ионов магния с помощью веб-сервисов
mFold (http://www.unafold.org) [35] и RNACom-
poser (http://rnacomposer.ibch.poznan.pl) [36].
Таким образом, следует тщательно проверять
каждый потенциальный набор праймеров и его
физико-химические свойства с помощью мето-
дов биоинформатики.

Трудности в дизайне и совместимости разных
наборов праймеров являются, пожалуй, самым
главным недостатком метода LAMP, усложняю-
щий процесс разработки мультиплексных тест-си-
стем [37–40]. Учитывая эти особенности, следует
отметить, что на сегодняшний день оптимальным
вариантом для LAMP-диагностики является тест-
система, состоящая из отрицательного контроля
без матрицы, положительного контроля на осно-
ве плазмидной ДНК или армированной РНК в
составе фаговой частицы и, наконец, оптимизи-
рованной реакционной смеси для исследуемого
образца.

Многие критерии скрининга мишеней в гено-
ме и подбора праймеров для LAMP удалось фор-
мализовать на языках программирования, что
привело к созданию новых высокоэффективных
инструментов для решения различных задач мо-
лекулярной диагностики. Для упрощения проце-
дуры дизайна LAMP-праймеров создано не-
сколько удобных веб-сервисов, позволяющих
проводить предварительный анализ потенциаль-
ных генов-мишеней, а затем использовать полу-
ченную информацию при конструировании
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праймеров с необходимыми параметрами. Среди
таких сервисов получили особую популярность
PrimerExplorer (http://primerexplorer.jp/e) [10] япон-
ской компании Eiken Chemical, а также LAMP
Primer Design Tool (https://lamp.neb.com) [13] аме-
риканской компании New England Biolabs (NEB).
Эти программы позволяют получить кандидат-
ные наборы праймеров по интересующей нук-
леотидной последовательности, имеют опции
сортировки праймеров по GC-составу и другим
физико-химическим параметрам (например, по
термодинамической стабильности 3′-концов или
риску димеризации). Несмотря на сходство этих
веб-сервисов, PrimerExplorer обладает некоторы-
ми преимуществами. Например, предоставляет
ряд уникальных возможностей для дизайна прай-
меров с различной степенью специфичности к
гомологичным нуклеотидным последовательно-
стям. Сервис позволяет вручную выбрать те нук-
леотиды, которые при расположении на концах
праймеров повысят их специфичность в отноше-
нии конкретного таксона. Если же такие нуклео-
тидные позиции окажутся в середине последова-
тельности праймера, это приведет к повышению
толерантности тест-системы, т.е. отжиг прайме-
ров будет происходить с большей эффективно-
стью, несмотря на различия в нуклеотидных по-
следовательностях близкородственных генов-
мишеней.

В научной литературе часто встречаются мето-
дики дизайна праймеров, когда после выбора ге-
на-мишени анализируются гомологичные гены
во всех штаммах целевого патогена, а далее про-
водится множественное выравнивание с целью
определения консервативных областей без поли-
морфизмов [41, 42]. При таком подходе, однако,
некоторые участки множественного выравнива-
ния, идентифицируемые как консервативные, на
самом деле могут и не содержать видоспецифич-
ных нуклеотидов. Таким образом, в процессе ди-
зайна праймеров необходимо включать в множе-
ственное выравнивание последовательности
близкородственных ортологичных генов, чтобы
дополнить консервативные участки праймеров
только видоспецифичными нуклеотидами, кото-
рых нет в генах-ортологах.

Для устранения необходимости картировать
множественное выравнивание вручную нами бы-
ла разработана программа [43] и онлайн-сервис
MorphoCatcher (http://morphocatcher.ru) [44].
Данный сервис позволяет извлечь из множе-
ственного выравнивания информацию о локали-
зации таксон-специфичных нуклеотидов и вы-
брать наиболее полиморфный в сравнении с
ортологами участок гена-мишени. Производи-
тельность сервиса ограничена только алгоритма-
ми множественного выравнивания, поэтому он
полезен на этапе скрининга как отдельных генов-

ортологов, так и при анализе множественного
выравнивания полных вирусных геномов.

В последнее время намечается тенденция сов-
мещения инструментов для дизайна и скрининга
праймеров с международными базами геномных
данных вирусов человека в рамках глобальной
инициативы GISAID (https://www.gisaid.org) [45],
что привело к появлению высокопроизводитель-
ных аналитических сервисов, таких как COVID-19
CG (https://covidcg.org) [46] и Primer Monitor Tool
(https://primer-monitor.neb.com) [47]. Со време-
нем алгоритмы дизайна праймеров для LAMP бу-
дут становиться более удобными для пользовате-
лей, учитывать множество термодинамических
параметров олигонуклеотидов, их вторичную и
третичную структуру, а также осуществлять по-
иск подходящих для диагностики мишеней на ос-
нове актуальных данных со всего мира.

ФЕРМЕНТЫ ДЛЯ МЕТОДА LAMP

Исторически первым и наиболее часто ис-
пользуемым ферментом в технологии LAMP стал
большой фрагмент ДНК-полимеразы I из термо-
фильной бактерии Geobacillus stearothermophilus
(ранее вид относили к роду Bacillus [48, 49], что те-
перь отражено в названии фермента). Фермент
Bst LF обладает 5′→3′ полимеразной, цепь-вытес-
няющей и ревертазной активностью, но не имеет
5′→3′ экзонуклеазной активности [50, 51]. Со вре-
менем были разработаны гомологи Bst LF с точеч-
ными изменениями аминокислотной последова-
тельности, повысившими процессивность, термо-
стабильность и ревертазную активность фермента
при температуре >65°C [13, 52].

Использование технологии олигонуклеотид-
ных аптамеров [53] позволяет обратимо ингиби-
ровать проявление полимеразной активности
Bst-полимеразы при комнатной температуре,
что повышает специфичность реакций на основе
фермента Bst 2.0 WarmStart (NEB, США) [13, 23].
Таким образом, в настоящее время существуют го-
мологи Bst-полимеразы, совместимые с форматом
амплификации по принципу “горячего” старта,
широко используемым в современных приложени-
ях ПЦР. Стоит отметить, что если Taq-полимера-
за обратимо инактивируется с помощью TP7-ан-
титела [54], диссоциирующего при первой стадии
денатурации ДНК, то применяемые для ингиби-
рования Bst-полимеразы специфические олиго-
нуклеотидные аптамеры диссоциируют от фер-
мента при температуре >45°C [13].

Дальнейшие исследования показали, что
ДНК-полимеразы из других прокариот и вирусов
также применимы в методе LAMP. Примерами
могут служить термостабильная ДНК-полимера-
за OmniAmp с ревертазной активностью из бакте-
риофага PyroPhage 3173 горячих источников Йелло-
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устонского национального парка [55, 56], а также
большой фрагмент ДНК-полимеразы I из почвен-
ной бактерии Ureibacillus thermosphaericus [57].

При использовании в качестве матрицы моле-
кул РНК, как и в случае с методом ПЦР, необхо-
димо включать в протокол амплификации ста-
дию обратной транскрипции и добавлять в реак-
ционную смесь один из следующих ферментов:

1) ревертазу из миелобластоз-ассоциирован-
ного вируса-сателлита (от англ. myeloblastosis-asso-
ciated virus, MAV), происхождение которой часто
ошибочно приписывают вирусу миелобластоза
птиц (от англ. avian myeloblastosis virus, AMV) [58];

2) ревертазу вируса лейкемии мышей Молони
(от англ. Moloney murine leukemia virus, MMLV) [59];

3) ревертазу с "горячим" стартом WarmStart
RTx (NEB, США), которая может работать при
65°C [13].

Альтернативным вариантом для тест-систем
на РНК-мишень может быть использование
ДНК-полимеразы Bst 3.0 (NEB, США), обладаю-
щей выраженной ревертазной активностью [13].

При использовании ревертаз в методе LAMP
важно помнить об их различиях в процессивно-
сти, стабильности и температурном диапазоне
активности, который не всегда пересекается с
температурным оптимумом Bst-полимеразы [59].
Таким образом, при совмещении ревертаз
AMV/MAV и MMLV с методом LAMP возникает
необходимость в двух температурных режимах,
отводимых на обратную транскрипцию и соб-
ственно амплификацию, что делает саму концеп-
цию изотермического теста несколько противо-
речивой, поскольку в данном случае его проведе-
ние потребует программируемого термостата или
термоциклера. В этой связи оправдано использо-
вание ревертаз, способных осуществлять РНК-
зависимый синтез ДНК в температурном оптиму-
ме используемой ДНК-полимеразы [13, 60].

В некоторых задачах диагностики, когда допу-
стима идентификация патогена с низким таксо-
номическим разрешением [47], оправдан подход,
направленный на снижение специфичности тест-
системы к нуклеотидным полиморфизмам в гене-
мишени. Повысить толерантность праймеров к
незначительным отличиям в нуклеотидной по-
следовательности удалось сначала для ПЦР [61], a
через некоторое время этот способ был адаптиро-
ван для LAMP [62]. Методика предполагает ис-
пользование в реакционной смеси двух полиме-
раз: классической Bst-полимеразы и ДНК-поли-
меразы с 3′→5′ экзонуклеазной активностью.
Второй фермент выполняет при этом функцию
удаления из последовательности праймеров всех
некомплементарных матрице нуклеотидов. Такая
модификация метода LAMP уже нашла примене-
ние при создании тест-систем для диагностики

вируса лихорадки денге [62] и коронавируса
SARS-CoV-2 [63].

Среди других ферментов, успешно адаптиро-
ванных для метода LAMP, следует отметить хели-
казу UvrD [64, 65], способную снизить вероят-
ность фоновой амплификации, а также урацил-
ДНК-гликозилазу [66], применяемую в техноло-
гии ПЦР для предотвращения контаминации
продуктами амплификации.

ИНЖЕНЕРИЯ НОВЫХ ФЕРМЕНТОВ
Эра поиска новых ферментов дикого типа для

решения актуальных задач биотехнологии посте-
пенно уходит в прошлое. На первое место выхо-
дят современные методы инженерной энзимоло-
гии и способы предсказания третичной структуры
белков, позволяющие с помощью единичных мо-
дификаций аминокислотной последовательности
добиться изменения их активности [67–69]. При-
менение подобных подходов помогло создать
термостабильные гомологи Bst LF, переносящие
нагрев до 90°C в течение 2 мин, что превосходит
по этому критерию существующие коммерческие
ферменты (табл. 2) [70–72]. Стабильность третич-
ной структуры гомологов Bst LF может быть полез-
на как для экспресс-методов прямой амплифика-
ции с термическим лизисом мембран патогенов
[73], так и при создании сухих реакционных сме-
сей по протоколам лиофилизации или вакуум-
ной сушки [74, 75]. Кроме того, рациональный
дизайн Taq-полимеразы открыл для этого фер-
мента новую сферу применения в изотермиче-
ской амплификации (табл. 2). Таким образом,
методы направленной эволюции [81, 82] стано-
вятся необходимыми инструментами при адапта-
ции известных и новых ферментов под широкий
спектр узкоспециализированных задач молеку-
лярной диагностики.

Интересно, что поиск ДНК-полимераз с цепь-
вытесняющей активностью оказывается возмож-
ным не только в геномах обитателей геотермаль-
ных источников, но и среди арктических микро-
организмов. В качестве примера может служить
ДНК-полимераза из морской психрофильной
бактерии Psychrobacillus sp. (PB-полимераза) с оп-
тимумом активности при 25–37°C, которой необ-
ходима всего одна модификация (табл. 2) для сов-
местимости с методом LAMP [57]. Тем не менее в
своей нативной форме низкотемпературная PB-
полимераза может стать основой для тест-систем,
использующих в качестве источника постоянной
температуры тепло человеческого тела. Прототи-
пы таких тест-систем на основе метода RPA (от
англ. recombinase polymerase amplification) были
разработаны для диагностики фитопатогенных
вирусов [83]. Поиск других ДНК-полимераз с
низкотемпературным оптимумом активности мо-
жет привести к созданию методов амплифика-
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ции, не требующих нагревательных приборов,
что может быть востребовано при организации
мобильных пунктов диагностики.

Таким образом, идеальная ДНК-полимераза
для амплификации LAMP, по всей видимости,
должна объединять в себе сразу несколько свойств:
сильно выраженную цепь-вытесняющую актив-
ность, высокую скорость синтеза ДНК и процес-
сивность фермента, наличие активности обрат-
ной транскриптазы, отсутствие экзонуклеазной
активности, а также устойчивость фермента к
различным ингибиторам амплификации.

ОПТИМИЗАЦИЯ АМПЛИФИКАЦИИ
При создании и оптимизации тест-систем на

основе LAMP важным этапом является скрининг
праймеров, не подверженных фоновой амплифи-
кации и ложноположительному срабатыванию
при отсутствии в реакционной смеси ДНК-мат-
рицы. При этом влияние конкретного фактора
или компонента реакционной смеси необходимо
контролировать не только по скорости появления
сигнала амплификации, но и по его специфично-
сти. В наиболее быстром сигнале амплификации
может остаться незамеченным вклад фоновой ам-
плификации, который при использовании интер-
калирующих красителей может быть выявлен
только при анализе кривых плавления финально-
го амплификата. 

Оптимизация амплификации LAMP мини-
мально включает в себя определение температур-
ного режима проведения реакции (рис. 3а) и не-
обходимой концентрации ионов магния (рис. 3б),
а также подбор концентраций всех пар прайме-
ров, которые планируется включить в состав ре-
акционной смеси (рис. 4). Использование в каче-
стве дополнительных компонентов реакционной

смеси различных энхансеров амплификации,
обычно применяемых для оптимизации ПЦР, до-
пустимо и при работе с методом LAMP. Для каж-
дого нового компонента реакционной смеси не-
обходимо демонстрировать его положительное
влияние на эффективность амплификации. На-
пример, добавляя в состав буфера гуанидин гид-
рохлорид, можно значительно ускорить реакцию
LAMP и увеличить чувствительность праймеров
для детекции РНК или ДНК [84]. Примером не-
гативного влияния на скорость реакции LAMP
может служить бетаин, который, снижая темпе-
ратуру плавления пар G·C [85], ингибирует не-
специфическую и специфическую амплифика-
цию, что подтверждается некоторыми авторами и
нашими наблюдениями (рис. 5) [23, 86].

При разработке многокомпонентных реакци-
онных смесей, требующих нахождения сбаланси-
рованного сочетания всех реагентов, существует
способ значительно сократить количество необхо-
димых экспериментов по поиску оптимальных
значений факторов, влияющих на эффективность
амплификации. Для этого следует выполнять ди-
зайн экспериментов с помощью метода построения
ортогональных матриц, принцип которого был ис-
ходно предложен японским инженером Гэнъити
Тагути для оптимизации производственных про-
цессов и контроля качества продукции [87, 88]. В
применении к методам амплификации ортогональ-
ная матрица Тагути будет содержать информа-
цию о минимальном количестве комбинаций
различных факторов, позволяющем малым чис-
лом экспериментальных проверок наиболее ши-
роко оценить ландшафт оптимальных значений
каждого интересующего фактора, измеряя отно-
шение сигнал/шум.

Дизайн экспериментов на основе классиче-
ской факториальной матрицы при наличии пяти

Таблица 2. Модификации аминокислотной последовательности известных ДНК-полимераз, повышающие их
применимость в методе LAMP

Фермент Модификация Наблюдаемый эффект Ссылки

PB D422A Повышение термостабильности при 65°C [57]

Bst LF T493N
A552G

Повышение термостабильности и возможность повышения 
температуры реакции до 73°C [71]

Taq

G46D Снижение 5′→3′ экзонуклеазной активности [76–78]

K738F
A743F

Появление цепь-вытесняющей активности и возможность 
применения в реакции LAMP

D732N Увеличение процессивности и скорости амплификации, 
появление цепь-вытесняющей и ревертазной активности

[79]
D119A
D119N Снижение 5′→3′ экзонуклеазной активности

E507K Ускорение полимеразной активности и повышение толерант-
ности фермента к цельной крови [80]
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факторов оптимизации (например, температура
и четыре компонента реакционной смеси) в трех
различных переменных значениях предписыва-
ет экспериментально проверить 243 (35) комби-

нации. Метод Тагути позволяет сократить коли-
чество необходимых экспериментов до 27. Со-
здаваемая на основе дисперсионного анализа
экспериментальных данных математическая мо-

Рис. 3. Влияние температуры (а) и концентрации ионов магния (б) на скорость (слева) и специфичность (справа) ре-
акции LAMP на основе набора праймеров DAT. ОЕФ – относительные единицы флуоресценции. Каждый фактор оп-
тимизации тестировали в трех технических повторах (n = 3). Кривые амплификации даны в логарифмическом мас-
штабе. Для измерения сигналов флуоресценции использовали термоциклер CFX96 Touch (Bio-Rad, США) и интерка-
лирующий краситель EvaGreen (Biotium, США). Кривые плавления финального амплификата только в случае
повышенной температуры (66°C) и концентрации ионов магния (10 мМ) позволяют заметить изменение
специфичности амплификации по появлению минорных пиков или смещению основных пиков плавления. Сигналы
отрицательных контролей без добавления ДНК-матрицы показаны серым цветом.
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меры. (а) – Кривые амплификации в логарифмическом масштабе. Каждый петлевой праймер в концентрации 0.8 мМ
способен ускорять амплификацию, поэтому при добавлении двух праймеров наблюдается выраженный синергетиче-
ский эффект на скорость реакции; (б) – кривые плавления финального амплификата с идентичной Тпл, свидетель-
ствующей о сохранении уровня специфичности при увеличении скорости реакции.
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дель позволяет определить оптимальные значения
факторов, а также вычислить процентный вклад
каждого фактора в эффективность амплификации
[89]. Несмотря на очевидные преимущества этого
подхода в области разработки тест-систем, метод
Тагути используется незаслуженно редко.

СПОСОБЫ ДЕТЕКЦИИ

Метод LAMP оказался совместим с используе-
мыми ранее в ПЦР способами детекции, такими
как агарозный гель-электрофорез и детекция ам-
плификации в режиме реального времени с ин-
теркалирующими красителями [9]. С целью вы-
явления подходящих интеркалирующих красите-
лей (например, некоторые красители семейства
SYTO, EvaGreen и др.) была проведена серия
сравнительных исследований их ингибирующего
действия на реакцию LAMP [90, 91]. Позднее для
детекции LAMP была предложена методика, ос-
нованная на мечении внутренних и петлевых
праймеров для последующей визуализации ам-
плификата с помощью бумажных тест-полосок
[92, 93]. Благодаря особенностям прохождения
реакции, для LAMP были разработаны принци-
пиально новые способы визуальной детекции,
которые на сегодняшний день недоступны в тех-
нологии ПЦР. Рассмотрим эти способы детекции
более подробно.

Первым качественным признаком положи-
тельной реакции, обнаруженным и характерным
для реакции LAMP, стало образование на дне
пробирок белого нерастворимого осадка пиро-
фосфата магния. Динамику повышения мутности
реакционной смеси с протекающей амплифика-
цией было предложено оценивать на основе тур-
бидиметрии с помощью специально созданных
для этого портативных приборов-термостатов [26].
Таким образом, дополнительным признаком про-
хождения амплификации оказалось снижение

концентрации свободных ионов магния в реакци-
онной смеси.

Визуализация сигнала реакции LAMP по маг-
нию основана на применении веществ-индика-
торов двухвалентных ионов металлов, которые
при изменении концентрации свободных ионов
способны менять цвет реакционной смеси в ви-
димом или ультрафиолетовом свете [94, 95]. Ис-
торически первым таким металлоиндикатором
стал кальцеин [10], механизм действия которого
требует добавления в реакционную смесь ионов
марганца. Немного позднее стали применять кра-
ситель гидроксинафтоловый синий (рис. 6г), ши-
роко используемый для мобильной диагностики
и не требующий дополнительных модификаций
состава реакционной смеси [96]. В последнее вре-
мя, особенно при детекции LAMP в микрофлю-
идных чипах, набирает популярность индикатор
эриохромовый черный Т [74, 97]. Другой метал-
лоиндикатор, известный под названием кислот-
ный хром синий K, был также успешно апроби-
рован для детекции LAMP [98].

Альтернативный способ детекции LAMP ос-
нован на использовании различных pH-чувстви-
тельных красителей, меняющих цвет при подкис-
лении реакционной смеси в процессе синтеза
ДНК. К этой группе индикаторов можно отнести
феноловый красный, крезоловый красный, ней-
тральный красный, а также метакрезол фиолето-
вый [99]. Недавно было показано применение в
детекции LAMP ксиленолового оранжевого [100]
и некоторых производных флуоресцеина [101].

При использовании описанных выше красите-
лей-индикаторов мы имеем дело с непрямой де-
текцией амплификации, поскольку в механизме
их работы важную роль играют побочные продук-
ты реакции LAMP: пирофосфат магния и ионы
водорода. Поэтому присутствие в образце различ-
ных интерферирующих веществ (например, двух-
валентных ионов металлов) или неподходящий

Рис. 5. Влияние бетаина на скорость, а также на специфичность и температуру плавления амплификата в реакции
LAMP. (а) – Кривые амплификации в логарифмическом масштабе. При увеличении концентрации бетаина наблюда-
ется ингибирование реакции; (б) – кривые плавления финального амплификата. Наблюдается постепенное снижение
Тпл амплификата при увеличении концентрации бетаина в реакционной смеси.
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уровень pH образца может привести к изменению
окраски реакционной смеси LAMP до начала ам-
плификации. Так, даже атмосферный углекис-
лый газ может оказать негативное влияние на
срок хранения реагентов на основе фенолового
красного, подкисляя слабозабуференную реак-
ционную смесь [102].

К индикаторам, которые меняют свою окраску
в ответ на повышение концентрации амплифи-
цируемой ДНК, относят берберин [103], кристал-
лический фиолетовый [104], малахитовый зеле-
ный [105], а также метиловый зеленый [106]. 

Подводя итог, отметим, что использование
любых видов визуальной детекции в клинической
диагностике требует максимально объективной
оценки изменения цвета, основанной на спек-
трофотометрическом анализе [84, 102].

Актуальной задачей по-прежнему является
совершенствование способов прямой детекции
LAMP посредством особой структуры прайме-
ров, меченных флуорофором и гасителем флуо-
ресценции [12]. Отсутствие у Bst LF 5′→3′ экзо-
нуклеазной активности затрудняет использова-
ние в методе LAMP линейных разрушаемых

TaqMan-проб, а также проб с инвертированным
концевым повтором, или “молекулярных мая-
ков” [107, 108], для детекции накопления ДНК в
режиме реального времени. Технология TaqMan
работает в LAMP с некоторой долей фоновой ам-
плификации в отрицательных контролях без мат-
рицы [109], а “молекулярные маяки” характери-
зуются крайне низкой специфичностью [110].
Поэтому наиболее оптимальным решением про-
блемы прямой детекции представляется мечение
флуорофором внутренних праймеров [37].

КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ

Преимущество количественного анализа нук-
леиновых кислот на основе ПЦР состоит в том,
что удвоение количества ампликонов в оптими-
зированных условиях реакции, при которых эф-
фективность амплификации составляет ~100%,
строго связано со стадиями термоциклирования
и происходит в каждом новом цикле [111]. В реак-
ции LAMP кинетические параметры отжига
праймеров и элонгации ДНК могут сильно варьи-
ровать, поскольку они определяются термодина-
мическими свойствами праймеров и амплифици-

Рис. 6. Аналитическая чувствительность набора праймеров DAT в диапазоне концентраций 4 × 100–4 × 105 копий ге-
номной ДНК D. solani в ходе реакции LAMP. (а) – Кривые амплификации в логарифмическом масштабе; (б) – кривые
плавления финального амплификата; (в) – стандартная кривая с визуализацией линейного динамического диапазона
и предела детекции. Эффективность амплификации составила 99.4%, R2 = 0.948; (г) – детекция LAMP с помощью
гидроксинафтола синего. ГЭ – геном-эквивалент; РС – реакционная смесь; N – отрицательный контроль без добав-
ления ДНК-матрицы; 1–6 – реакции с добавлением геномной ДНК в порядке падения концентрации. На дне проби-
рок с положительными реакциями (1–5) виден осадок пирофосфата магния. Предел детекции (40 ГЭ/РС) на основе
гидроксинафтола синего совпадает с таковым, полученным в формате детекции в режиме реального времени.
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руемого участка гена-мишени. Таким образом,
высокая эффективность реакции LAMP способ-
ствует снижению разрешающей способности
тест-системы на образцах со слабыми отличиями
в концентрации целевой нуклеиновой кислоты
[112]. Парадоксально, но метод LAMP может быть
одновременно охарактеризован как весьма чув-
ствительный метод с низким значением предела
детекции, а с другой стороны, он имеет слабую
разрешающую способность при попытке оценить
количество копий мишени в образцах с менее чем
10-кратной разницей в концентрации исходной
нуклеиновой кислоты. Во многом это связано с
тем, что на прохождение всего линейного дина-
мического диапазона реакции LAMP требуется
лишь несколько минут (рис. 6в) [112]. И если зна-
чения пороговых циклов ПЦР можно с достаточ-
но высокой точностью пересчитать в количество
копий гена-мишени, то в случае с пороговыми
значениями времени LAMP мы можем гаранти-
рованно различать только 10-кратную разницу
концентраций искомой нуклеиновой кислоты. В
этой связи вопрос применимости метода LAMP
для количественной диагностики в режиме ре-
ального времени представляется довольно спор-
ным, несмотря на предложенные математические
модели кинетики амплификации [27, 113]. Озна-
чает ли это, что метод LAMP абсолютно неприме-
ним для количественной диагностики?

Для понимания ответа на этот вопрос следует
рассмотреть технологию LAMP в свете метода
цифровой ПЦР, как наиболее совершенного спо-
соба количественного анализа нуклеиновых кис-
лот [114, 115]. Суть цифровой ПЦР состоит в том,
что стандартная реакционная смесь разделяется
на тысячи индивидуальных микрореакций, в
каждой из которых может содержаться единичное
количество генов-мишеней. Обнаружение мише-
ни в таком случае происходит на пределе анали-
тической чувствительности, поскольку множе-
ство индивидуальных микрореакций устраняет
возможные различия концентраций гена-мише-
ни в каждой из них. Следовательно, это позволяет
использовать для детекции нуклеиновой кислоты
любой чувствительный метод амплификации,
среди которых следует рассматривать и метод
LAMP [116].

Таким образом, метод LAMP может составить
конкуренцию ПЦР именно в формате цифровой
амплификации. Во-первых, для реакции LAMP
достаточно простейшего резистивного нагрева-
тельного элемента, поэтому из стоимости устрой-
ства для цифровой LAMP можно смело вычитать
затраты на разработку точного и высокоскорост-
ного термоциклера. Во-вторых, высокий выход
реакции LAMP в сочетании с яркими интеркали-
рующими красителями способен обеспечить бо-
лее высокую интенсивность флуоресценции ин-
дивидуальных микрореакций с положительным
сигналом, что позволит более точно отличать их
от микрореакций с отрицательным сигналом.

Пожалуй, не останется значимых преимуществ у
цифровой LAMP только на этапах разработки и
производства чипов, необходимых для генерации
капель реакционной смеси в масле [117] или внут-
ри отдельных микрореакторов [74].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гибкость методов изотермической амплифи-

кации с возможностью тонкой настройки каждо-
го компонента реакции является одной из движу-
щих характеристик, способствовавших появле-
нию огромного количества модификаций метода
LAMP. На сегодняшний день многие из них пре-
тендуют на роль “золотого стандарта” для мо-
бильной диагностики [118, 119]. Неприхотливость
изотермической амплификации к источнику тем-
пературы и совместимость с сухим форматом ре-
акционной смеси открывает перед методом
LAMP широкие перспективы. Существует множе-
ство различных портативных платформ, созданных
в том числе благодаря усилиям российских научных
групп, для проведения реакции LAMP:

1) мобильные термостаты для пробирок 0.2 мл
с детекцией сигнала амплификации в режиме ре-
ального времени [13, 65, 120, 121];

2) микрофлюидные лаборатории “на чипе”,
имеющие отсеки для выделения нуклеиновых
кислот, проведения LAMP и детекции амплифи-
кации с помощью бумажной тест-полоски [122];

3) одноразовые чипы со множеством микроре-
акционных камер и специальные картриджи для
реакционной смеси LAMP, позволяющие анали-
зировать результаты амплификации с помощью
смартфона [74, 97, 123].

В настоящее время обнаружение однонуклео-
тидных полиморфизмов так и не стало главным
преимуществом LAMP, как планировалось разра-
ботчиками метода [21]. Тем не менее весьма ори-
гинальный способ аллель-специфичной детек-
ции был предложен на основе LAMP и двух оли-
гонуклеотидных зондов, каждый из которых
представляет собой половину стартовой структу-
ры [124]. Отжиг таких зондов на однонуклеотид-
ном полиморфизме приводит к их лигированию и
формированию полноценной стартовой структу-
ры, которая запускает реакцию LAMP только при
наличии в гене-мишени искомой нуклеотидной
замены. Возможно, развитие именно этого спо-
соба амплификации поможет в адаптации метода
LAMP к исследованиям в области генетических
заболеваний.

Особенности строения стартовых структур и
архитектура праймеров LAMP послужили важ-
ной отправной точкой в создании других спосо-
бов изотермической амплификации [33, 125]. Не-
которые результаты представляются весьма пер-
спективными для внедрения в метод LAMP с
целью повышения его чувствительности к нук-
леотидным заменам. В частности, особый инте-
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рес представляет ДНК-связывающий белок MutS
из T. aquaticus, ставший основой для детекции
нуклеотидных полиморфизмов в одном из асси-
метричных методов изотермической амплифика-
ции [126]. Совершенствование алгоритмов дизайна
праймеров и рациональное включение в их после-
довательность модифицированных нуклеотидов,
таких как LNA и PNA [127, 128], может повысить
стабильность праймеров при хранении и привести
к появлению более специфичных методик ал-
лель-специфичной LAMP.

Пандемия коронавирусной инфекции COVID-19
послужила важным стимулом для развития мето-
да LAMP, вдохновив исследователей на совер-
шенствование экспресс-методов пробоподготов-
ки [129, 130], разработку методов диагностики без
выделения и очистки нуклеиновых кислот [131,
132], оптимизацию альтернативных ДНК-поли-
мераз и ревертаз [60], создание новых способов
детекции на основе различных нуклеаз CRISPR-
Cas [133–136]. Именно в последние годы началось
широкомасштабное тестирование технологии
LAMP в клинической практике [19, 102, 137].

Все эти исследования могут способствовать
постепенному внедрению метода LAMP в систе-
му здравоохранения как недорогого, специфич-
ного и быстрого способа проведения скрининго-
вого обследования больших групп населения
[138]. Впереди перед ним множество испытаний
на пути в сферу молекулярной диагностики, воз-
никающих по причине повсеместного внедрения
ПЦР в диагностических лабораториях и домини-
рующего положения ПЦР в нормативно-право-
вых документах, регулирующих эту область в ме-
дицине и сельском хозяйстве. Можно рассчиты-
вать, что именно экономический фактор сыграет
важную роль в интенсивности мер по внедрению
технологии LAMP во многих странах мира.

Таким образом, метод LAMP стал во многом
революционным решением в области мобильной
молекулярной диагностики, создав целую плеяду
новых способов детекции амплификации нукле-
иновых кислот. В перспективе технология LAMP
имеет все шансы стать полноценной альтернати-
вой ПЦР в области молекулярной диагностики
патогенов, а новые модификации проведения
LAMP обязательно помогут найти этому интерес-
ному способу амплификации свою уникальную
сферу применения.
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Loop-Mediated Isothermal Amplification: From Theory to Practice

F. V. Shirshikov*, # and J. A. Bespyatykh*
#Phone: +7 (906) 114-70-00; e-mail: shrshkv@ya.ru

*Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine of Federal Medical Biological Agency,
ul. Malaya Pirogovskaya 1A, Moscow, 119435 Russia

Increasing the accuracy of pathogen identification and reducing the duration of analysis remain relevant for
modern molecular diagnostics up to this day. In laboratory and clinical practice, methods of nucleic acid am-
plification are most in demand for the detection of pathogens, among which polymerase chain reaction (PCR)
is considered the “gold standard”. Nevertheless, in some cases, a group of isothermal amplification methods
acts as an alternative to PCR diagnostics. For more than thirty years of the development of isothermal DNA
synthesis, the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) allows to try new directions of in-field diag-
nostics of bacterial and viral infections. This review examines the key characteristics of the LAMP method
and corresponding features in practice. We clarify the structure of LAMP amplicons with single-stranded
loops, which have the annealing sites for primers under isothermal conditions. The latest achievements in the
modification of the LAMP method are analyzed, which make it possible to consider it as a unique platform
for creating a next-generation diagnostic assays.

Keywords: loop-mediated isothermal amplification, LAMP, primer design, amplicon
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