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Аннотация
В обзоре рассмотрены и проанализированы методы изотермической амплификации нуклеиновых кислот, 
в частности петлевая изотермическая амплификация ДНК и РНК (LAMP/RT-LAMP), хеликазозависимая 
амплификация (HDA) и рекомбиназная полимеразная амплификация (RPA). Описаны преимущества и 
недостатки каждой технологии, оценена возможность их применения в молекулярной диагностике инфек-
ционных болезней. Проведён краткий обзор литературы по использованию LAMP, HDA, RPA в диагностике 
вирусных, бактериальных инфекций и заболеваний протозойной этиологии. Показано, что метод LAMP 
имеет ряд преимуществ по сравнению с другими методами диагностики: высокую эффективность, специ-
фичность, простоту, скорость постановки реакции и минимальные требования к приборному оснащению. 
Сделан вывод о том, что LAMP является перспективным методом в определении ДНК/РНК различных 
патогенов. Приведены данные о внедрении метода LAMP в диагностику особо опасных бактериальных и 
вирусных инфекций, в том числе для обнаружения РНК новой коронавирусной инфекции (SARS-CoV-2) в 
клинических образцах.
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Annotation
In this review, methods for isothermal amplification of nucleic acids are considered and analyzed, in particular, 
loop isothermal amplification of DNA and RNA (LAMP/RT-LAMP), helicase-dependent amplification (HDA) and 
recombinase polymerase amplification (RPA). The advantages and disadvantages of each of the techniques are 
described. The possibility of their application in the molecular diagnostics of infectious diseases is evaluated. 
A brief review of the literature on the use of LAMP, HDA, RPA in the diagnostics of viral, bacterial infections 
and diseases of protozoal etiology was conducted. It has been shown that the LAMP method has a number of 
advantages over other diagnostic methods: high efficiency, specificity, simplicity, turnaround time and minimum 
requirements for instrument equipment. As a result, it is concluded that loop isothermal amplification is a promising 
method for detecting the DNA/RNA of various pathogens. The data on the introduction of the LAMP method in 
the diagnostics of particularly dangerous bacterial and viral infections, including for the detection of RNA of a new 
coronavirus infection (SARS-CoV-2) in clinical samples, are presented.
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была разработана группа методов изотермической 
амплификации нуклеиновых кислот. 

Целью данного обзора является анализ изотер-
мических методов амплификации, альтернативных 
ПЦР, и оценка перспектив их применения в диагно-
стике и системе эпидемиологического надзора за 
инфекционными заболеваниями.

Изотермические методы амплификации 
нуклеиновых кислот

К настоящему времени в литературе описано 
большое количество изотер мических методов ам-
плификации нуклеиновых кислот. Самыми распро-
странёнными среди них, на которых остановимся 
подробнее, являются петлевая изотермическая ам-
плификация ДНК и РНК, хеликазозависимая ам-
плификация и рекомбиназная полимеразная ампли-
фикация.

 Петлевая изотермическая амплификация
Наиболее перспективной является петлевая 

изотермическая амплификация ДНК и РНК (Lооp 
mediated isothermal amplifcation — LAMP и reverse 
transcription-coupled — RT-LAMP)1. Понятие «изо-
термическая» означает, что реакция идет при посто-
янной температуре [5]. Метод LAMP позволяет про-
вести то же исследование, что и с помощью ПЦР, 
но значительно быстрее, специфичнее, не требует 
дорогого приборного оснащения и квалифициро-
ванного персонала.

Методика постановки LAMP была разрабо-
тана японским учёным Tsugunori Notomi и соавт.  
в 2000 г. [6]. Для проведения данной реакции было 
предложено использовать 4 или 6 (в более поздней 
модификации) олигонуклеотидных праймера, что 
позволяет значительно повысить специфичность 
реакции, и фермент Bst-полимеразу, которая яв-
ляется большой субъединицей ДНК-полимеразы 
Bacillus stearothermophilus и отличается сильной 
вытесняющей активностью. Амплификация мето-
дом LAMP включает следующие стадии: образова-

1 SkyGen. #28 Петлевая изотермическая амплификация ДНК 
и РНК (LAMP и RT-LAMP): решения New England Biolabs. 
Available at: https://www.skygen.com/podderzhka/obzory/28_
izotermicheskaya_amplifikatsiya_resheniya_ot_new_england_
biolabs

Введение
Молекулярно-генетические методы занимают 

особое место в диагностике и эпидемиологическом 
надзоре за инфекционными заболеваниями, т.к. от-
личаются преимущественно высокой специфично-
стью, чувствительностью и экспрессностью. Ис-
пользование молекулярно-генетических подходов, 
основанных, в частности, на амплификации нукле-
иновых кислот, особенно актуально и эффективно 
в случаях, когда возбудитель относится к группе 
трудно культивируемых или некультивируемых, а 
также присутствует в малом количестве. Модерни-
зация лабораторной диагностики инфекционных 
заболеваний предусматривает внедрение современ-
ных высокотехнологичных методов индикации и 
идентификации возбудителей [1].

На сегодняшний день одним из ключевых ме-
тодов идентификации патогенов и диагностики ин-
фекционных заболеваний является полимеразная 
цепная реакция (ПЦР). ПЦР — это метод молеку-
лярной биологии, который позволяет добиться зна-
чительного увеличения малых концентраций опре-
делённых фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК 
или РНК) в биологическом материале. Этот процесс 
включает этап денатурации (разделение двухцепо-
чечной ДНК при высокой температуре на одноцепо-
чечные), который обычно достигается при 95–97ºC, 
этап отжига (отжиг праймеров до одноцепочечной 
ДНК) и копирование одноцепочечных ДНК-цепей 
для создания новой двухцепочечной ДНК (этап уд-
линения, который требует ДНК-полимеразы) [2]. 
ПЦР, помимо амплификации ДНК, позволяет про-
изводить также большое количество других ма-
нипуляций с нуклеиновыми кислотами (введение 
мутаций, сращивание фрагментов ДНК), в связи с 
чем широко используется в биологической и меди-
цинской практике [3]. Разработанный в 1983 г. Кэри 
Мюллисом метод ПЦР постоянно совершенствуется 
и обсуждается на страницах научных журналов [4].  
Однако у данного метода при всех очевидных 
преимуществах есть существенные недостатки.  
А именно потребность в специализированном лабо-
раторном дорогостоящем оборудовании (термоци-
клере-амплификаторе, камере для электрофореза и 
т.д.), что ограничивает его использование в неболь-
ших диагностических лабораториях. Процедура 
анализа занимает длительное время. В связи с этим 
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ние базовой гантелеобразной структуры (с петлями 
на обоих концах), циклическую амплификацию и 
стадию элонгации и повторения циклов [7, 8]. Ме-
тод LAMP, подобно ПЦР, использует термостабиль-
ную полимеразу. Было показано, что Bst-полиме-
раза нестабильна и быстро выходит из строя при 
95ºC. Однако она вымещает вторую цепь ДНК без 
участия ферментов и использования высоких тем-
ператур, что является большим преимуществом 
перед Taq-полимеразой. Использование Bst-поли-
меразы в данном методе позволяет проводить ре-
акцию значительно быстрее, т.к. исключается по-
требность в первом шаге цикла. LAMP проводится 
при постоянной температуре, обычно около 65ºС, 
поскольку это температурный оптимум Bst-поли-
меразы. Также при этой температуре двухцепо-
чечная ДНК уже менее стабильна, что облегчает 
посадку праймеров.

Реакция подразумевает использование 4 прай-
меров (2 внутренних и 2 внешних), специфичных 
к 6 различным участкам искомой ДНК. Наружные 
праймеры: F3 — прямой наружный праймер, кото-
рый комплементарен участку F3c, B3 — обратный 
наружный праймер, комплементарный участку B3c 

(длина 15–25 нуклеотидов). Внутренние праймеры: 
FIP — прямой внутренний праймер длиной до 50 ну-
клеотидов, состоящий из 2 частей, F1c(5’) и F2(3’), 
комплементарных участкам F1 и F2c соответствен-
но, и BIP — обратный внутренний праймер из двух 
частей, B1c (5’) и B2 (3’), которые комплементар-
ны участкам B1 и B2c. Внутренние праймеры по-
добраны так, чтобы сформировать петли на концах 
искомого фрагмента. Для этого к 5′-концу прайме-
ра F2 прикреплена вторая часть, комплементарная 
F1 части матрицы, — F1c. В результате, как только 
новая цепь ДНК остаётся одна, из-за вымещающей 
активности Bst-полимеразы её конец тут же замы-
кается в петлю. То же происходит и с праймерами, 
садящимися на противоположный конец матрицы. 
В итоге появляется одноцепочечный фрагмент ДНК 
с петлями с обеих сторон — гантелевидная структу-
ра. На этом завершается первая стадия LAMP. Ука-
занная структура служит матрицей для дальнейшей 
амплификации, в результате которой менее чем за 
час генерируется до 109 копий целевого фрагмента 
ДНК. Продукт амплификации представляет собой 
петлевые структуры ДНК с несколькими инвер-
тированными повторами мишени, собранными во 

Рис. 1. Схема LAMP. 
Fig. 1. Schematic representation of the LAMP.
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множественные петли (подобно цветной капусте). 
Внешние праймеры F3 и B3 необходимы только в 
самом начале реакции для разделения двух мате-
ринских цепей (рис. 1). 

Уже через 2 года авторы LAMP в целях уско-
рения реакции усовершенствовали разработанный 
метод путём добавления ещё одной пары  праймеров 
LoopF и LoopB, так называемых «петлевых прай-
меров» (loop-primers), которые комплементарны 
последовательностям между участками F1 и F2,  
а также B1- и B2-фрагментам-мишени. Они вступа-
ют в реакцию на третьей стадии, отжигаясь на од-
ноцепочечных участках образовавшихся ранее пе-
тель ДНК и становясь дополнительными центрами 
инициации полимеризации. Это повышает чувст-
вительность реакции и уменьшает время её прове-
дения: продукт можно детектировать всего через 
10–15 мин после начала реакции [9].

Модификацией реакции LAMP является вари-
ант метода с обратной транскрипцией (RT-LAMP). 
В этом случае в качестве матрицы используется 
РНК, а в реакционную смесь добавляется обрат-
ная транскриптаза, что позволяет детектировать 
широкий спектр РНК-содержащих патогенов. RT-
LAMP уже успешно применяется для обнаружения 
РНК-вирусов, в том числе SARS-CoV-2 [10].

Успех в разработке тест-систем на основе 
LAMP зависит от правильного дизайна прайме-
ров, определения их оптимальных концентраций, 
подбора нужной концентрации ионов магния, под-
ходящей температуры реакции и буфера [11]. Для 
конструирования праймеров на основе известной 
последовательности нуклеотидов компания «Eiken» 
(Япония) создала интернет-сервис Primer Explorer2. 
На этом же ресурсе представлено руководство с тре-
бованиями к LAMP-праймерам [12]. Температуру 
плавления подбирают равной 55–63ºС для прайме-
ров F3, B3 и для участков F2 и B2 праймеров FIP и 
BIP. Для фрагментов F1с и B1с праймеров FIP и BIP 
(именно они формируют шпилечные структуры, с 
которых начинается синтез), а также для петлевых 
праймеров температуру плавления подбирают рав-
ной 60–68ºС.

Также большое значение имеет выбранный 
метод детектирования продуктов реакции. Визуа-
лизация продуктов амплификации может быть осу-
ществлена как в режиме реального времени, так и 
по конечной точке с помощью гель-электрофореза. 
В последнем случае агарозный гель окрашивают 
интеркалирующим флюоресцентным красителем, 
например бромистым этидием или SYBR Green I.  
Поскольку конечный продукт состоит из цепей раз-
личной длины с многочисленными петлями ДНК, 
электрофорез в агарозном геле определяет продук-

2 LAMP primer designing software: 
 URL: http://primerexplorer.jp/e

ты с минимальным количеством копий ДНК-мише-
ни в загрузочной лунке. При этом видна характер-
ная «лестница» — конкатемерные продукты раз-
личной длины. Однако этот способ относительно 
трудоёмок и занимает много времени [13].

Визуальное обнаружение ДНК методом LAMP 
может быть выполнено по окончании LAMP, если 
реакционную смесь окрасить интеркалирующим 
красителем (например, SYBR Green, бромистый 
этидий, пропидиум йодид, PicoGreen) и посмотреть 
на неё в ультрафиолетовом свете. За изменением 
флюоресценции окрашенной реакционной смеси 
можно следить прямо в ходе процесса с помощью 
real-time амплификатора или специального real-
time флуориметра [14]. Некоторые исследователи 
используют для real-time LAMP/RT-LAMP не кра-
сители, а различные варианты FIP или BIP флюо-
ресцентных зондов. В частности, для мультиплекс-
ной real-time LAMP/RT-LAMP были предложены  
FIP/BIP DARQ-зонды [15].

Протекание реакции можно оценить и по дру-
гим признакам. В ходе синтеза ДНК в результате 
гидролиза нуклеозидтрифосфатов получается пи-
рофосфат, который образует белый осадок с при-
сутствующими в буфере ионами магния. Поскольку 
в ходе реакции LAMP образуется большое количе-
ство ДНК, то и побочного продукта (пирофосфата) 
тоже много. Благодаря этому помутнение реакцион-
ной смеси видно невооруженным глазом. Количе-
ство образующегося пирофосфата магния пропор-
ционально количеству синтезированной ДНК, по-
этому, измеряя концентрацию пирофосфата, можно 
судить о концентрации ДНК. Был даже разработан 
специальный прибор — турбидиметр, который по-
зволяет по мутности проводить количественную 
оценку в реальном времени [16]. 

Побочными продуктами ферментативного син-
теза ДНК, кроме ионов пирофосфата, являются про-
тоны (ионы водорода). И если используемый буфер 
обладает не очень большой ёмкостью, pH раствора 
может заметно сдвинуться в кислую сторону. Такое 
значительное изменение рН сделало возможным де-
тектирование с помощью рН-чувствительных инди-
каторов. В качестве pH-чувствительных красителей 
могут быть использованы феноловый, крезоловый 
или нейтральный красный, которые при добавле-
нии в реакционную смесь меняют свой цвет [17].

Основными преимуществами метода LAMP 
являются (в сравнении с ПЦР):

• простота в исполнении и дешевизна (в отли-
чие от других методов изотермической ам-
плификации);

• окончательный результат за 5–20 мин, не счи-
тая времени на выделение и реверсию [18];

• LAMP более специфичен, потому что для 
реакции используется целых 4 или 6 прайме-
ров, а в ПЦР — только два;
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• в случае визуальной детекции продуктов ам-
плификации не требуется сложной техники и 
оборудования;

• на LAMP не оказывает влияния присутствие 
биологических компонентов, зачастую не по-
зволяющих провести ПЦР. Исследуемый об-
разец можно заносить в реакционную смесь 
без очистки [19].

Несмотря на очевидные достоинства метода 
LAMP, имеющего большие перспективы в качестве 
инструмента обнаружения вирусных и бактериаль-
ных нуклеиновых кислот, метод имеет ряд ограни-
чений. Существенным недостатком является слож-
ность, связанная с конструированием праймеров, 
т.к. необходимо подобрать сразу 6–8 участков на до-
статочно коротком фрагменте ДНК и избежать при 
этом амплифицирования других (нежелательных) 
её последовательностей, особенно в геноме хозяи-
на, что существенно ограничивает выбор целевых 
участков. Другая проблема связана с оптимизаци-
ей условий данной реакции, т.к. рекомендации от-
носительно оптимизации изотермических реакций 
амплификации подробно не разработаны, в отличие 
от ПЦР [20]. Факторами, влияющими на скорость и 
аналитическую чувствительность изотермических 
реакций амплификации, являются одновременное 
использование нескольких ферментов, большое 
количество этапов отжига праймеров и отсутствие 
многократных этапов денатурации [21]. LAMP ме-
нее универсален, чем ПЦР, он не пригоден для мно-
гих приложений молекулярной биологии. Подходы 
к мультиплексированию для LAMP менее развиты, 
чем для ПЦР. Большее число праймеров на мишень 
увеличивает вероятность взаимодействий праймер–
праймер для мультиплексированных наборов мише-
ней. Имеются ограничения, связанные с трудностя-
ми в специфической детекции продуктов амплифи-
кации ДНК, хотя предложены различные стратегии 
для преодоления ложноположительных результа- 
тов [10]. Также необходимо указать на ограничен-
ность предложений на российском рынке реагентов 
отечественного производства для реакции петлевой 
изотермической амплификации. 

 Хеликазозависимая амплификация
В 2004 г. сотрудники компании «New England 

Biolabs» предложили альтернативу ПЦР — хели-
казозависимую амплификацию (helicase-dependent 
amplification, HDA), в которой этап тепловой дена-
турации для разделения двухцепочечных ДНК ис-
ключается за счёт использования хеликаз, способ-
ных разрушать водородные связи [22]. 

На первом этапе фермент хеликаза разделяет 
нити двухцепочечной ДНК. Присутствие в реак-
ционной смеси белка MutL стимулирует актив-
ность хеликазы, а белок SSB (single-stranded binding 
protein), связывающийся с одноцепочечными ДНК, 

предотвращает регибридизацию уже «расплетён-
ных» хеликазой молекул. На следующем этапе два 
специфичных праймера отжигаются со свободны-
ми однонитевыми молекулами ДНК, а ДНК-поли-
мераза удлиняет их, синтезируя новые двунитевые 
цепи ДНК-мишени. Вновь синтезированные ду-
плексы ДНК затем вновь используются в качестве 
субстратов для ДНК-хеликаз, вступая в следующий 
раунд реакции, и цикл повторяется. Таким образом 
развивается одновременная цепная реакция, приво-
дящая к экспоненциальной амплификации выбран-
ной целевой последовательности (рис. 2). Реакция 
проходит при 37ºС [23, 24].

Способы детекции продуктов реакции HDA 
различны. Обычно продукты HDA могут быть ви-
зуализированы в режиме реального времени с по-
мощью флюоресценции или электрофореза в ага-
розном геле. Кроме того, приме няются латеральные 
проточные методы, биочи пы и электрохимические 
биосенсоры.

Праймеры для HDA могут быть разработаны 
с использованием программы «PrimerQuestSM» 
(«Integrated DNA Technologies»). А для конструи-
рования праймеров обратной транскрипции HDA 
(RT-HDA) могут быть использованы программы 
«Primer3»3 и «Primer3web»4 [25].

Достоинства метода HDA:
• быстрый и чувствительный метод ампли-

фикации нуклеиновой кислоты конкретной 
мишени при изотермической температуре, 
который не требует термоциклера (за счёт 
исключения стадии высокотемпературной 
денатурации); 

• простая схема реакции по сравнению с дру-
гими изотермическими методами амплифи-
кации;

• по некоторым данным, HDA улавливает 
в пробе меньшую концентрацию целевой 
ДНК, чем LAMP [26].

Однако у этого метода есть и недостатки: 
• максимальный размер амплифицируемо-

го фрагмента не превышает 120 п.н. А если 
использовать хелимеразу (особым образом 
сшитые Tte-UvrD и Bst-полимераза), создан-
ную компанией «BioHelix», то размер ампли-
фицируемого фрагмента увеличивается до 
1,5 т.п.н.;

• необходимость оптимизации праймеров, 
а иногда и буферов. Обычно оптимизация 
праймера и буфера проверяется и достигает-
ся с помощью ПЦР, в связи с чем возникает 
вопрос о необходимости дополнительных за-
трат на отдельную систему для фактической 
амплификации;

3 Primer3Plus. URL: http://primer3plus.com
4 Primer3web. URL: http://primer3.ut.ee
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• массовая диагностика большого количества 
образцов ещё не может быть достигнута с 
помощью HDA; 

• стоимость приобретения реагентов для HDA 
относительно высока по сравнению с реаген-
тами для ПЦР; 

• бóльшая часть работы, необходимой для об-
наружения потенциально опасных микроор-
ганизмов с использованием метода, выпол-
няется в условиях лаборатории [27].

Рекомбиназная полимеразная амплификация
В 2006 г. британским учёным Найлом Арме-

сом из биотехнологической компании «TwistDX 
Ltd.» был разработан метод рекомбиназной поли-
меразной амплификация (recombinase polymerase 
amplification, RPA) [28].

RPA — это новая изотермическая технология 
амплификации и детекции ДНК, которая позволяет 
амплифицировать ДНК в течение 30 мин при посто-
янной температуре 37–42ºC путём моделирования 
in vivo рекомбинации ДНК. Данный метод был ис-
пользован для амплификации различных мишеней, 
включая RNA, miRNA, ssDNA и dsDNA, из широко-
го спектра организмов и образцов. 

В RPA используют большой фрагмент Bsu-по-
лимеразы (ДНК-полимеразы Bacillus subtilis), 
SSB-белки gp32 фага Т4 и его же рекомбиназу uvsX, 
а также два противоположных праймера, подобно 
ПЦР. Часть молекул рекомбиназы связывают с од-
ним праймером, часть — с другим. После внесения 
в реакционную смесь такие молекулы сканируют 
ДНК в поисках комплементарных праймеру участ-

ков и, найдя их, инициируют процесс расплетения 
двухцепочечной молекулы и присоединения прай-
мера. Расплетённую ДНК стабилизируют SSB-бел-
ки, а полимераза начинает синтез. Процесс АТФ-за-
висимый, поскольку энергия нужна для освобожде-
ния 3ˊ-конца праймера от молекул рекомбиназы. 
Размер амплифицируемого фрагмента ограничива-
ется тысячей пар нуклеотидов, а минимальная дли-
на праймера должна быть 30 нуклеотидов для по-
вышения его специфичности [29]. Если мы имеем 
дело с РНК-матрицей, то описанную смесь реаген-
тов дополняет обратная транскриптаза, превращаю-
щая реакцию в RT-RPA. 

Хотя первоначально считалось, что для RPA 
необходимы специально разработанные праймеры 
длиной 30–35 оснований, есть несколько сообще-
ний, демонстрирующих, что можно использовать 
обычные ПЦР-праймеры и достичь эффективной 
амплификации [30, 31]. По сравнению с ПЦР, реко-
мендации по конструированию праймеров и зондов 
для RPA менее известны. 

RPA проводится как в гомогенной, так и в гете-
рогенной среде. Метод позиционируется как наибо-
лее быстрый среди прочих методов амплификации. 
Описано использование RPA для определения раз-
личных патогенов в сочетании с различными метода-
ми детекции продуктов амплификации ДНК [32, 33].

RPA может проводиться в присутствии инги-
биторов ПЦР, таких как гепарин, этанол и гемогло-
бин. Это, в отличие от ПЦР, позволяет проводить 
амплификацию непосредственно в биологичес ких 
образцах (молоко, моча, кал, плевральная жид-
кость) после предварительного термического ли-

Рис. 2. Схема реакции HDA.
1 — хеликаза разделяет дуплексы ДНК в присутствии SSB и вспомогательных белков; 2 — отжиг праймеров; 3 — однонитевые  
молекулы ДНК амплифицируются до двух с помощью ДНК-полимеразы; 4 — синтезированные дуплексы ДНК снова вступают  

в реакцию, и цикл повторяется.
Fig. 2. Schematic diagram of HDA.

1 — helicases unwind DNA duplexes in the presence of SSB and accessory protein; 2 — primers anneal to DNA; 3 — DNA polymerases 
extend the primers, one duplex is amplified to two duplexes; 4 — DNA are separated by helicases and this chain reaction repeats itself.
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зиса. Несмотря на то что RPA — метод быстрый и 
чувствитель ный, высокое значение фонового сиг-
нала часто является проблемой при его использова-
нии. Стадия расщепления с помощью эндонуклеа-
зы в RPA служит дополнительным этапом, позволя-
ющим уменьшить фоновый сигнал [34].

J. Gootenberg и соавт. объединили аллель-спе-
цифическую сенсорную способность CRISPR-
Cas13a (кластеризованные регулярно чередующи-
еся короткие палиндромные повторы) с RPA для 
обнаружения специфических последовательностей 
РНК и ДНК [35]. Этот новейший метод диагно-
стики, получивший название SHERLOCK (Specific 
High sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing) дает 
уникальную возможность детектировать отдельные 
молекулы полинуклеотидов с помощью системы в 
виде бумажной тест-полоски, которую можно опу-
стить в исследуемый образец и по положению ли-
ловых поперечных линий увидеть, обнаружена ли 
искомая молекула. Метод не требует специального 
оборудования, подходит для полевых условий. Си-
стема совместима как с ДНК, так и с РНК. Реакция 
протекает в изотермических условиях с оптимумом 
в 37–42ºС, и единственный прибор, необходимый 
для работы, — флуориметр. 

Метод SHERLOCK начинается со стадии ам-
плификации (RPA или RT-RPA). Затем смесь оли-
гонуклеотидов подвергается транскрипции с помо-
щью T7 РНК-полимеразы, промотор которой содер-
жится в праймерах, использованных в RPA. После  
2 или 3 (в случае RT-RPA) реакций синтеза получает-
ся смесь нуклеиновых кислот, обогащенная молеку-
лами РНК искомой последовательности. В качестве 
зонда выступает crРНК, часть последовательности 
которой комплементарна искомой последователь-
ности полинуклеотида-мишени. Образовавшийся 
РНК-дуплекс активирует фермент нуклеазу Cas13a 
из Leptotrichia wadei. Связавшись с дуплексом  
crРНК-мишени, Cas13a начинает неспецифично ре-
зать свободные нуклеиновые кислоты, в том числе 
флюоресцентно меченные РНК-сенсоры. Разруше-
ние РНК приводит к флюоресценции, которая легко 
детектируется флуориметром [35]. Этот метод мо-
жет быть использован для выявления патогенов, ге-
нотипирования и мониторинга генетических забо-
леваний. Его можно легко и эффективно применять 
как в лаборатории, так и в полевых условиях [36].

Применение методов изотермической  
амплификации нуклеиновых кислот  

в молекулярной диагностике и системе  
эпидемиологического надзора  

за инфекционными заболеваниями

Учитывая, каким большим диагностическим 
потенциалом обладают методы изотермической 
амплификации нуклеиновых кислот, они успешно 

применяются для выявления возбудителей вирус-
ных и бактериальных инфекций.

Такие характеристики метода LAMP, как вы-
сокие эффективность, специфичность, простота и 
скорость постановки реакции, минимальные тре-
бования к приборному оснащению, позволяют ис-
пользовать его в качестве скринингового метода в 
клинической лабораторной диагностике и в эпиде-
миологических исследованиях. В литературе опи-
сано применение LAMP для выявления генов ши-
рокого круга возбудителей бактериальных инфек-
ций, в том числе особо опасных [37]. Так, в работе 
О. Mayboroda и соавт. LAMP был использован для 
определения ДНК Y. pestis [38].

Перспективность применения реакции изотер-
мической амплификации в эпидемиологических ис-
следованиях подтверждена при обнаружении гена 
ompW холерного вибриона в чистых культурах пато-
гена, а также искусственно контаминированных об-
разцах молока, испражнений и морской воды [39].  
Также данный метод был апробирован в период 
вспышки холеры в Таиланде в 2000–2008 гг. при ис-
следовании образцов материала от больных, контак-
тировавших с ними лиц и здоровых волонтёров [40].  
В 2008 г. W. Yamazaki и соавт. была произведена 
оценка применения LAMP для выявления токси-
генных штаммов V. cholerae в реакции с набором из  
6 праймеров, фланкирующих участок гена субъеди-
ницы А холерного токсина — ctxA, и детекцией в 
режиме real-time [41].

Системы детекции на основе LAMP разрабо-
таны для другого клинически значимого микроор-
ганизма рода Vibrio — Vibrio parahaemolyticus. По-
казаны высокие чувствительность и специфичность 
реакции при анализе генов основных факторов па-
тогенности парагемолитического вибриона — пря-
мого (tdh) и связанного (trh) термостабильных гемо-
лизинов [42].

И.Ю. Щит и соавт. была показана возможность 
использования петлевой изотермической амплифи-
кации ДНК с применением оригинальных прайме-
ров, оптимизированных условий и термостабиль-
ного фермента ДНК-полимеразы для выявления 
и идентификации микроба Bacillus anthracis [43]. 
Авторами доказано, что реакция позволяет вос-
производимо выявлять мишени, специфичные для 
штаммов B. anthracis, на хромосомной и плазмид-
ной ДНК без обнаружения перекрёстных реакций 
со штаммами видов группы В. сereus. Однако в 
случае сложных для LAMP матриц, например ДНК  
B. mallei и B. pseudomallei, исследователи рекомен-
дуют использовать для детекции метод real-time 
ПЦР [44].

С помощью LAMP диагностированы возбу-
дители различных вирусных инфекций: лихорадки 
Западного Нила, лихорадки Денге, тяжелого остро-
го респираторного синдрома (ТОРС), японского 
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энцефалита, тропической комариной лихорад-
ки, герпеса, высокопатогенного гриппа А(H5N1) 
и новой коронавирусной инфекции, вызванной  
SARS-CoV-2 [45].

Зарубежные исследования показали успешное 
применение LAMP для обнаружения РНК новой 
коронавирусной инфекции (SARS-CoV-2) в клини-
ческих образцах, демонстрируя высокие чувстви-
тельность и специфичность. Разработанный подход 
RT-LAMP для скрининга SARS-CoV-2, который 
требует только нагрева реакционной смеси при по-
стоянной температуре и визуального контроля, об-
легчит диагностику этой инфекции не только в хо-
рошо оборудованных лабораториях, но и в полевых 
условиях [46]. Учёными ЦНИИ Эпидемиологии на 
основе метода LAMP была разработана тест-систе-
ма для выявления нуклеиновых кислот возбудителя 
SARS-CoV-25. Тест полностью адаптирован для ис-
пользования на базе реагентов отечественного про-
изводства.

С помощью LAMP можно проводить диагно-
стику не только бактериальных и вирусных инфек-
ций, но и заболеваний, вызываемых простейшими. 
Например, в исследовании В. Poschl и соавт., где 
в качестве метода сравнения был использован ме-
тод ПЦР, специфичность LAMP для идентифика-
ции Plasmodium falciparum составила 100% [47], 
что говорит об оправданности применения метода 
LAMP [48].

RPA также является инструментом для бы-
строй, специфической и экономически эффектив-
ной идентификации различных патогенов. Данный 
метод также применяется в сельском хозяйстве для 
обнаружения трансгенов и выявления паразитов. 
Так Y. Wu и соавт. разработали способ обнаружения 
ооцист Toxoplasma gondii в почве и воде, который 
основан на реакции RPA в сочетании с анализом бо-
кового потока (LF) [49]. Было доказано, что метод 
B1-LF-RPA достаточно толерантен к существую-
щим ингибиторам в окружающей среде. Кроме то-
го, такие преимущества, как простота, скорость и 
экономичность, делают B1-LF-RPA перспективным 
молекулярным инструментом для обнаружения  
T. gondii в исследуемом материале. 

Метод RPA нашел широкое применение для 
диагностики возбудителей различных инфекций. 
Так, K. Shahin и соавт. оптимизировали метод ре-
комбинантной полимеразной амплификации для 
быстрого обнаружения Francisella noatunensis 
subsp. orientalis в морепродуктах [50]. В итоге дан-
ная технология показалa высокую специфичность 

5 Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потре-
бителей и благополучия человека. Роспотребнадзор разрабо-
тал инновационный высокоточный тест для экспресс-диагно-
стики COVID-19. Available at: https://www.rospotrebnadzor.ru/
region/rss/rss.php?ELEMENT_ID=16811

без перекрёстного обнаружения близкородствен-
ных Francisella spp. и других тестируемых бакте-
рий. Xin‐jun Du и соавт. предлагают использовать 
RPA для быстрой и надёжной детекции Listeria 
monocytogenes в пищевых продуктах [51]. W. Jiang и 
соавт. оптимизировали RPA и анализ бокового пото-
ка в сочетании с иммуномагнитной сепарацией для 
идентификации V. parahaemolyticus в сырых устри-
цах [52]. Благодаря высокой чувствительности, 
специфичности и скорости анализа разработанный 
метод открывает новый путь для быстрого скринин-
га V. parahaemolyticus в морепродуктах.

Диагностическая система SHERLOCK, осно-
ванная на работе системы CRISPR-Cas13a в соче-
тании с RPA, была эффективно использована для 
обнаружения специфических штаммов вируса Зика 
и Денге [36].

В литературе описано применение HDA в 
клини ческой диагностике для выявления различ-
ных инфекций бак териальной и вирусной природы, 
а также для обследования объектов окружающей 
среды. На основе HDA разработаны тесты для об-
наружения в исследуемом материале Staphylococ- 
cus aureus и MRSA (метициллинрезистентный  
S. aureus), Clostridium difficile, ВИЧ, Herpes simplex, 
Chlamydia trachomatis и Neisseria gonorrhea с детек-
цией результатов при использовании специальных 
кассет [53–55]. Главной составляющей кассеты яв-
ляется тест-полоска с иммобилизованными реаген-
тами, которые в случае положительного результата 
образуют окрашенные полосы. 

Технология HDA в сочетании с электрохи-
мической детекцией сигнала была использована 
для количественного определения бактерий рода 
Salmonella [56], а в сочетании с латеральным про-
точным методом — для определения Salmonella 
typhimurium в воде [57]. Кроме детекции патогенов, 
HDA был успешно использован при разработке 
флюоресцентного метода анализа мик роРНК как 
перспективных онкомаркеров [58].

Заключение
Высокочувствительное тестирование нуклеи-

новых кислот имеет важное значение для усовер-
шенствования идентификации патогенов, которые 
представляют серьёзную угрозу для здоровья насе-
ления. Доступные в настоящее время молекулярные 
анализы, основанные преимущественно на ПЦР, 
имеют ограничения при работе в полевых условиях 
или условиях недостаточности ресурсов. Следова-
тельно, существует большой интерес к разработке 
экономически эффективных, надежных и портатив-
ных платформ для раннего обнаружения патогенов. 
Изотермические методы амплификации нуклеино-
вых кислот становятся перспективной альтернати-
вой ПЦР и значительно упрощают реализацию ме-
тодов амплификации. 
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При сравнении эффективности LAMP, RPA, и 
HDA можно сделать вывод, что каждый из методов 
имеет свои сильные и слабые стороны, которые мо-
гут варьироваться в зависимости от поставленной 
цели и задач. В настоящее время разработаны диа-
гностические тесты на основе этих технологий для 
детекции ДНК широкого круга бактериальных и 
вирусных патогенов, в том числе ряда возбудителей 
особо опасных инфекций. Несмотря на имеющиеся 
ограничения этих методов (проблемы с конструи-
рованием праймеров, сложности с мультиплексиро-
ванием, трудности в специфической детекции про-
дуктов амплификации ДНК и т.д.), преимущества 
их использования значительны. Это прежде всего 
простота применения, высокие спе цифичность 
(благодаря использованию большего числа прай-
меров), результативность и скорость (отсутствие 
затрат времени на термоциклирование), экономиче-
ская эффективность (не требует использования до-
рогостоящего оборудования) и простая визуальная 
детекция результатов реакции. 

Анализ данных литературы указывает на не-
обходимость продолжения интенсивных научных 
исследований по оценке использования в лабора-
торной диагностике и усовершенствованию изотер-
мических методов амплификации, а также по разра-
ботке на их основе высо кочувствительных и высо-
коэффективных мето дов анализа, необходимых для 
практического применения.
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