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Аннотация
В последние годы технологии на основе изотермической амплификации активно развиваются и постепен-
но внедряются в арсенал методов диагностики инфекционных заболеваний. Одним из наиболее быстрых 
изотермических методов является рекомбиназная полимеразная амплификация (РПА). Данный обзор со-
держит информацию о принципе РПА, значении отдельных компонентов реакции и характеристике прай-
меров. Включены сведения об особенностях различных способов детекции результатов РПА, влиянии 
ингибиторов, температуры и перемешивания на эффективность реакции. Описаны подходы к проведению 
количественной и мультиплексной РПА, а также некоторые варианты портативных устройств для выявле-
ния возбудителей инфекционных заболеваний. В заключении обобщены преимущества и недостатки РПА 
по сравнению с другими методами амплификации.
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Abstract
Isothermal amplification techniques have been actively developed in recent years and are gradually introduced 
into the range of methods for infectious disease diagnostics. One of the fastest isothermal methods is recombinase 
polymerase amplification (RPA). This review contains information about the principle of RPA, the role of individual 
reaction components and primer design considerations. It provides information on characteristics of various 
methods of RPA results detection, effects of inhibitors, temperature and agitation on the efficiency of reaction. 
Approaches to quantitative and multiplex RPA are described, as well as some variants of portable devices 
designed to identify infectious agents. The conclusion summarizes advantages and disadvantages of RPA in 
comparison with other amplification methods.
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Введение
Методы амплификации нуклеиновых кислот 

(НК) широко используются в лабораторной диагно-
стике для выявления возбудителей инфекционных 
заболеваний, определения вирусной нагрузки, гено-
типирования патогенов. В последние годы интен-
сивно развиваются методы, основанные на изотер-
мической амплификации. Протекание реакции при 
одной температуре позволяет проводить анализ в 
условиях ограниченных ресурсов, а также сокраща-
ет время исследования. 

Анализ числа публикаций в базе данных 
PubMed, посвящённых методам изотермической 
амплификации, за последние 3 года показал, что 
наиболее популярным методом является петле-
вая изотермическая амплификация (Loop-mediated 
isothermal amplification; LAMP), использованию ко-
торой посвящено около половины статей, на втором 
месте — рекомбиназная полимеразная амплифика-
ция (РПА; 27% статей), затем амплификация по ти-
пу катящегося кольца — 16% публикаций, осталь-
ные изотермические методы в совокупности заняли 
менее 7% от общего числа публикаций (рис. 1, а). 

Метод РПА был предложен относительно не-
давно, в 2006 г., группой учёных под руководством 
N.A. Armes [1]. В последние годы отмечается еже-
годный рост числа публикаций, посвящённых РПА 
(рис. 1, б), что свидетельствует об активном интере-
се к данной технологии. 

Принцип метода РПА заключается в моде-
лировании in vitro естественного биологического 
процесса — гомологичной рекомбинации; при этом 
денатурация двойной цепи ДНК осуществляется 
благодаря действию нескольких ферментов и реа-
гентов (рис. 2). 

Основной фермент РПА — рекомбиназа — 
является гомологом белка RecA Escherichia coli. 
В процессе гомологичной рекомбинации RecA свя-
зывается с одноцепочечной ДНК, осуществляет 
поиск комплементарной последовательности на го-
мологичной хромосоме, внедряется в неё, образуя 
гетеродуплекс и вытесняя вторую цепь. 

Реакция РПА начинается с присоединения 
рекомбиназы к праймерам посредством белка T4 
UvsY. Сформировавшийся нуклеопротеиновый 
комплекс при сближении с гомологичной последо-
вательностью двухцепочечной ДНК расплетает её, 
способствуя отжигу праймера. При этом образует-
ся D-петля. Раскрученные одноцепочечные нити 

Рис. 1. Анализ публикационной активности по методам 
изотермической амплификации согласно базе данных 

PubMed NCBI (а) за последние 3 года; б — по РПА. 
Fig. 1. Analysis of publication activity on isothermal 

amplification methods according to the PubMed NCBI 
database (a) over the past 3 years; b — on RPA.
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стабилизируют SSB белки T4 gp32. После отсоеди-
нения рекомбиназы происходят посадка Bsu-поли-
меразы (или Sau-полимеразы) и элонгация целевой 
мишени с вытеснением комплементарной цепи.  
В результате образуются два дуплекса, которые вы-
ступают в качестве матрицы при экспоненциальной 
амплификации. Фактор краудинга (высокомолеку-
лярный полиэтиленгликоль, PEG 35K) способству-
ет имитации условий in vivo и катализирует работу 
ферментов. Дитиотреитол стабилизирует работу 
ферментов; фосфокреатинин, креатинкиназа и аде-
нозинтрифосфат обеспечивают систему энергией. 
Дезоксирибонуклеозидтрифосфаты используются 
для синтеза ампликонов. Для поддержания необхо-
димого pH применяют буфер, содержащий трис и 
другие соли. Ацетат магния выступает в роли ко-
фактора ферментов и инициирует РПА [2].
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Рис. 2. Механизм РПА.
Fig. 2. Schematic representation of recombinase polymerase amplification.
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При добавлении в реакционную смесь обрат-
ной транскриптазы в качестве матрицы в РПА мо-
жет выступать РНК, что используется при выявле-
нии вирусов с РНК-геномом [3–5].

Аналогом РПА является метод Recombinase 
Aided Amplification (RAA), отличающийся источ-
ником происхождения ферментов [6, 7]. Учитывая 
общий принцип действия, в дальнейшем будут рас-
смотрены особенности РПА на основе публикаций 
по методам РПА и RAA.

Требования, предъявляемые к выбору прай-
меров и мишени для РПА, существенно отличают-
ся от аналогичных в полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Так, размер мишени не должен превышать 
500 п.н. Применяются ампликоны как менее 100 п.н., 
так и значительно большей длины. Оптимальный 
размер мишени, при котором обеспечивается эффек-
тивная амплификация, составляет 100–250 п.н. [8, 9]. 

В руководстве по РПА [8] описаны следующие 
характеристики праймеров: рекомендуемая длина 
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30–35 нуклеотидов, отсутствие однонуклеотидных 
и SSR-повторов, палиндромов, GC-состав в диа-
пазоне 40–60%, отсутствие вторичных структур, 
таких как праймер-димеры, шпильки, которые мо-
гут привести к артефактам амплификации. Нали-
чие на 3'-конце гуанозина или цитидина повышает 
производительность праймера. Олигонуклеотиды 
меньшей длины также могут использоваться для 
амплификации. Существует ряд публикаций о при-
менении праймеров для ПЦР в РПА, однако счи-
тается, что связывание рекомбиназы с короткими 
праймерами менее эффективно, что сказывается на 
чувствительности реакции [10, 11]. Больший раз-
мер праймеров повышает вероятность образования 
вторичных структур и димеров, что также неже-
лательно. В работе N. Sharma и соавт. [12] проде-
монстрировано использование модифицированных 
нуклеотидов, которые не связываются между со-
бой, но образуют водородные связи с нуклеотида-
ми матрицы, что позволяет избежать образования 
артефактных продуктов амплификации. В отличие 
от ПЦР, при выборе праймеров для РПА не важна 
расчётная температура их отжига, в требованиях 
указан диапазон 50–100ºC. Ведутся работы по соз-
данию приложений для подбора РПА-праймеров с 
учётом существующих критериев [13]. Но даже в 
руководстве по РПА указано, что на данный момент 
невозможно предсказать эффективность амплифи-
кации с конкретными праймерами, поэтому целесо-
образны выбор нескольких вариантов и их проверка 
эмпирическим путём [8]. 

Чувствительность и специфичность
Аналитическая чувствительность и специ-

фичность — это ключевые характеристики любого 
метода, применяемого для обнаружения возбудите-
лей инфекционных заболеваний. Чувствительность 
РПА зависит от конкретных праймеров. Как показа-
но в ряде работ [14, 15], в зависимости от располо-
жения праймера на целевой ДНК меняется эффек-
тивность амплификации. Длина праймера также 
имеет большое значение. Так, при проверке различ-
ных комбинаций праймеров, незначительно варьи-
руемых по длине, месту отжига и не образующих 
вторичных структур in silico, в ряде случаев ампли-
коны не образовывались вовсе, либо чувствитель-
ность реакции отличалась на несколько порядков 
[16]. В литературе есть данные о чувствительности 
РПА, сопоставимой и даже выше, чем в ПЦР [17]. 
Однако стоит учитывать, что для РПА чувствитель-
ность часто считают в числе копий НК, попадаю-
щих в реакцию. Это связано с тем, что в стандарт-
ном протоколе РПА добавляется всего 1 мкл анали-
зируемой пробы [8], тогда как в ПЦР обычно вносят 
5–10 мкл. 

Особенностью действия рекомбиназы являет-
ся её способность распознавать комплементарный 

участок, даже если в нём есть однонуклеотидные 
замены. Биологический смысл данного явления — 
осуществление репарации повреждённой ДНК. Ре-
комбиназа распознаёт участки целевой последова-
тельности при наличии в них большого числа замен 
(до 9) [2]. Как и в ПЦР, наибольшее значение имеет 
комплементарность нуклеотидов на 3'-конце прай-
меров, поскольку именно этот участок важен для 
начала работы полимеразы. С одной стороны, это 
может быть преимуществом при выборе целевой 
мишени для вирусных высоковариабельных гено-
мов, с другой стороны, это повышает риск неспе-
цифической амплификации и перекрёстного обна-
ружения близкородственных видов [18].

Методы детекции
Детекция с помощью электрофореза позво-

ляет оценить результат амплификации по наличию 
ампликонов специфической длины. В реакцион-
ной смеси РПА содержится много белков, большая 
часть ампликонов после реакции связана с белками 
и агентами краудинга, что влияет на подвижность 
ампликонов в геле при электрофорезе и приводит 
к появлению артефактов на электрофореграмме. 
Существует несколько способов обработки реакци-
онной смеси для денатурации белков и устранения 
искажений. Удобным, достаточно эффективным 
и поэтому часто используемым методом является 
прогрев при 65ºC в течение 10 мин [19]. Иногда для 
этой цели смесь прогревают при 95ºC, возможны 
обработка детергентом (SDS), ферментативное рас-
щепление (протеиназой K), высокоскоростное цен-
трифугирование [2, 19, 20].

Применение электрофореза в качестве спосо-
ба детекции результатов РПА нерационально, по-
скольку занимает больше времени, чем сама реак-
ция, и требует специального оборудования, поэто-
му обычно используется только на этапе подбора и 
проверки праймеров. 

Детекция с помощью зондов. Флуоресцентно 
меченные зонды, применяемые в ПЦР, не подходят 
для РПА: для молекулярных маяков температура 
реакции является слишком низкой, а отсутствие 
экзонуклеазной активности Bsu-полимеразы не по-
зволяет использовать зонды типа TaqMan. Поэтому 
для флуоресцентной детекции разработаны специ-
альные зонды и нуклеазы (рис. 3).

При использовании экзонуклеазы III выбирают 
зонд длиной 45–50 нуклеотидов, в котором флуоро-
фор и гаситель должны быть связаны с тимином на 
расстоянии примерно 30–40 нуклеотидов от нача-
ла и на расстоянии 2–5 нуклеотидов друг от друга. 
Между флуорофором и гасителем вместо одного из 
нуклеотидов помещают остаток тетрагидрофурана, 
который в случае гибридизации зонда разрезается 
экзонуклеазой, и при этом генерируется флуорес-
центный сигнал. 
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Мишенью для экзонуклеазы Fpg служит лин-
кер C-O-C (так называемая dR-группа, например, 
карбоксифлуоресцеин), с помощью которого флуо-
рофор крепится к зонду. После гибридизации зонда 
с мишенью Fpg расщепляет dR-остаток, флуорофор 
освобождается от действия гасителя и испускает 
флуоресцентный сигнал [2, 8]. 

Преимуществами флуоресцентной детекции 
являются высокая скорость получения результата 
амплификации, точность анализа, отсутствие не-
обходимости дополнительных манипуляций. Од-
нако использование меченых олигонуклеотидов, 
ферментов и специального оборудования повыша-
ет стоимость анализа. Тем не менее данный подход 
может применяться для одновременной амплифи-
кации различных мишеней при проведении РПА в 
мультиплексном формате [4, 21–23].

Эндонуклеазу IV обычно используют при де-
текции с помощью иммунохроматографических 
тест-полосок. Зонд и обратный праймер на 5'-конце 
содержат различающиеся антигенные метки. До-
полнительно в зонд на расстоянии 30–35 нуклеоти-
дов от начала встраивают остаток тетрагидрофура-
на, который разрезается эндонуклеазой при гибри-
дизации зонда с мишенью, а на 3'-конце — блок, 
препятствующий неспецифической амплификации. 
После действия нуклеазы зонд выполняет роль 

прямого праймера. В результате амплификации об-
разуется фрагмент, меченный с 2 сторон разными 
антигенами, который может быть обнаружен по-
средством иммунохроматографических тест-поло-
сок. Дополнительно для инициации амплификации 
реакционная смесь может содержать немеченый 
прямой праймер. В отличие от экзонуклеазы III, ко-
торая расщепляет большую долю двухцепочечной 
ДНК, эндонуклеаза IV действует точнее и не расще-
пляет ампликоны, поэтому после её использования 
результат РПА можно проверять методом электро-
фореза.

Детекция на основе иммунохроматографиче-
ских тест-полосок отличается быстротой получе-
ния результата, простотой проведения, отсутствием 
необходимости специального оборудования, однако 
открытие пробирок с ампликонами повышает риск 
контаминации. Существуют устройства для прове-
дения иммунохроматографического анализа, пред-
ставляющие собой герметичный картридж, в кото-
ром изолированно расположены тест-полоски, что 
позволяет предотвратить риск контаминации про-
дуктами реакции, но их использование значительно 
повышает себестоимость каждого теста.

SHERLOCK. Одним из наиболее активно 
развивающихся методов амплификации НК явля-
ется «Specifc High-Sensitivity Enzymatic Reporter 

Рис. 3. Структура зондов и принцип детекции при использовании различных типов нуклеаз.
а — экзонуклеаза III; б — экзонуклеаза Fpg; в — эндонуклеаза IV.

Fig. 3. Structure of probes and detection principles with different types of nucleases.
a — exonuclease III; b — exonuclease Fpg; c — endonuclease IV).
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Unlocking» (SHERLOCK), основанный на сочета-
нии РПА и детекции с помощью системы CRISPR–
Cas13 [24]. В методике SHERLOCK после выделе-
ния НК проводят изотермическую амплификацию 
мишени методом РПА или LAMP. Далее T7-транс-
криптазу применяют для синтеза на основе ампли-
конов комплементарных РНК. Способность распоз-
навать целевую последовательность и проявлять 
побочную (неспецифическую) нуклеазную актив-
ность Cas13 используют для детекции РНК-мише-
ней. Специфичность обеспечивается проявлением 
нуклеазной активности Cas13 только после связи 
crРНК и мишени, которая запускает расщепление 
флуоресцентно меченных репортёрных РНК (ко-
роткие РНК, меченные биотином, флуорофором и 
гасителем). РНК-репортеры служат для усиления 
сигнала. После их расщепления в результате по-
бочной нуклеазной активности Cas13 образуются 
фрагменты, меченные биотином и флуорофором, 
которые можно обнаружить посредством имму-
нохроматографических тест-полосок. Сочетание 
Cas13 с Cas12 в одном тесте позволяет одновремен-
но обнаруживать несколько мишеней в рамках од-
ной реакции. 

На основе системы CRISPR–Cas разработаны 
различные диагностические платформы для мно-
гих инфекционных патогенов, предложены разно-
образные системы пробоподготовки: от примене-
ния термического лизиса в качестве экстракции НК 
до обработки магнитными частицами с целью нако-
пления искомого материала и повышения чувстви-
тельности теста [25–27]. По данным публикаций, 
метод SHERLOCK обладает более высокой чувстви-
тельностью по сравнению с аналогичными подхо-
дами, предел обнаружения сочетанного использо-
вания технологий РПА и CRISPR–Cas составляет 
несколько копий мишени в реакции [24, 28]. 

Альтернативные методы детекции резуль-
татов РПА. Обнаружение методом флокуляции 
основано на использовании особых полимеров, ко-
торые способствуют связыванию ампликонов, по-
лученных в результате РПА, и магнитных частиц с 
образованием агрегатов, выпадающих в виде хло-
пьев, легко различимых невооруженным глазом. 
Для образования хлопьев важными условиями яв-
ляются длина НК более 100 нуклеотидов и опреде-
лённый pH буфера. РПА в сочетании с полимерной 
флокуляционной седиментацией была предложена 
J. Hu и соавт. для выявления Staphylococcus aureus, 
чувствительность составила 38 КОЕ/мл [29]. Дан-
ный способ относится к детекции по конечной 
точке, не требует специального оборудования, за-
нимает 10 мин. Однако необходимость выбирать 
ампликоны длиннее, чем обычно, может негативно 
отразиться на эффективности амплификации. 

В качестве методов детекции результатов РПА 
также применяют хемилюминесценцию, измере-

ние силы тока в растворе, фотонную детекцию на 
основе кремниевого микрокольцевого резонатора 
[30, 31]. На основе электрохимической детекции 
для обнаружения ДНК HPV16 разработан биосен-
сор с высокой специфичностью и чувствительно-
стью 0,23 копии/мкл [30]. Поверхностно-усиленная 
Рамановская спектроскопия позволяет при исполь-
зовании нескольких репортёрных молекул прово-
дить одномоментный анализ до 5 мишеней [32]. По-
скольку данные методы детекции требуют специ-
ального оборудования, они не находят широкого 
применения в практике.

Влияние температуры и перемешивания
В руководстве по РПА рекомендуется темпе-

ратура реакции 37–42ºC [8]. Y. Yang и соавт. про-
тестировали широкий диапазон температур — 15–
50ºC [33]. Установлено, что для успешной амплифи-
кации минимальная температура реакции должна 
быть выше 30ºC. В некоторых источниках сообща-
ется о положительном результате РПА при 25ºC [34, 
35]. Такая относительно низкая температура позво-
ляет отказаться даже от термостата и использовать 
для поддержания температуры другие источники, 
например грелку для рук. Z.A. Crannell и соавт. про-
веряли возможность поддержания постоянной тем-
пературы РПА путём инкубирования пробирок на 
различных участках тела человека [36]. Отмечены 
высокая чувствительность и стабильность реакции 
при зажимании пробирок в кулаке.

Развитие диагностики «у постели больного» 
или возможность применения РПА для самоте-
стирования подразумевает разработку устройства, 
удобного для применения, с минимальным количе-
ством компонентов и простой техникой проведения. 
В рамках данного направления несколькими груп-
пами учёных [37, 38] были разработаны браслеты на 
предплечье, в которые вставляется чип или колон-
ки, где проходит реакция. Для детекции предлагают 
устройство, подключаемое к смартфону. Использо-
вание таких браслетов позволяет также с лёгкостью 
перемешивать реакционную смесь, что значительно 
влияет на эффективность амплификации.

Буфер, в котором протекает РПА, отличается 
повышенной вязкостью по сравнению с ПЦР. Мно-
гими исследователями показано, что при переме-
шивании в ходе РПА повышается эффективность 
амплификации, причем наилучшие результаты по-
лучены при постоянном автоматизированном пере-
мешивании, а необходимым минимумом считается 
дополнительное встряхивание через 4–5 мин после 
начала реакции. В работе L. Wambua и соавт. без 
перемешивания положительный флуоресцентный 
сигнал был получен через 8–14 мин, а при условии 
перемешивания — в среднем через 5–8 мин [39]. 

L. Lillis и соавт. продемонстрировали, что 
уменьшение реакционного объёма с 50 до 5 мкл мо-
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жет компенсировать эффект перемешивания [40], 
поскольку меньший объём увеличивает взаимо-
действие между реагентами и олигонуклеотидами, 
необходимыми для амплификации. Уменьшение 
объёма реакционной смеси также снижает себесто-
имость реакции.

Влияние ингибиторов
В ряде исследований была показана высокая 

устойчивость РПА к присутствию ингибиторов. 
При проведении термического лизиса реакцию 
можно проводить без полноценного выделения 
НК из таких образцов, как сыворотка, кал, моча, 
плевральная жидкость, молоко, почва [17, 27, 41–
44]. Продемонстрирована устойчивость к наличию 
гемоглобина, этанола и гепарина [45]. Тем не менее 
РПА может подавляться высокими концентрациями 
геномной ДНК в образцах цельной крови (20–100 
нг/мкл). При анализе нативных образцов мочи за-
мечено также снижение чувствительности РПА при 
низких концентрациях целевой ДНК и внесении 
мочи в объёме более 5% от общего объёма реакци-
онной смеси [46].

Надёжность РПА в присутствии традиционных 
ингибиторов позволяет исключить предваритель-
ную обработку образца, упрощает анализ и снижает 
затраты [19]. Стоит отметить, что в некоторых рабо-
тах наблюдалось снижение чувствительности РПА 
при прямом исследовании образца [2, 44].

Количественная РПА
Проведение количественного анализа необхо-

димо для оценки уровня экспрессии генов, опре-
деления количества вирусной РНК/ДНК в крови с 
целью прогноза течения заболевания и эффектив-
ности лечения. Способ количественной РПА был 
предложен для выявления Vibrio mimicus, вирусов 
иммунодефицита человека и денге [21, 47, 48]. Кон-
центрация ДНК экспоненциально коррелировала с 
подъёмом кривых флуоресценции в РПА, в экспе-
риментах удалось определить концентрацию опыт-
ных образцов с незначительной погрешностью. 

В отличие от классической ПЦР в реальном 
времени, в РПА сложно точно контролировать на-
чальную точку реакции, поскольку РПА иницииру-
ется путём добавления ацетата магния, а не повыше-
нием температуры реакции. Кроме того, ПЦР син-
хронизируется в течение каждого цикла, тогда как 
в РПА отжиг и элонгация происходят параллельно 
при оптимальной температуре. По этим причинам 
РПА в реальном времени не считается надёжным 
средством определения концентрации НК.

Количественный анализ НК возможен с по-
мощью цифровой РПА [49]. Данный метод пред-
полагает фракционирование образца и распределе-
ние его в разных разведениях на отсеки объёмом от 
микро- до пиколитров, в каждом из которых впо-

следствии отдельно происходит амплификация НК.  
В качестве метода детекции обычно используют 
флуоресцентные зонды. В конце амплификации 
подсчёт положительных и отрицательных резуль-
татов разных разведений даёт точную, абсолютную 
количественную оценку исходного количества ма-
трицы нуклеиновой кислоты на основе статистики 
Пуассона. 

Часто цифровую РПА реализуют в формате 
микрочипов [50–52]. Для одномоментного запуска 
реакции во всех камерах (лунках) применяются 
различные подходы. Так, в работе F. Shen и соавт. 
применили чип, состоящий из 2 планшетов, сколь-
зящих относительно друг друга, содержащих раз-
личные реагенты для РПА, реакция запускалась при 
сопоставлении планшетов в определённом положе-
нии [50]. В другом микрочипе, состоящем из мас-
сива 27 000 пиколитровых лунок (PWA), загрузка 
образца осуществлялась скребковым лезвием [51]. 
J.Q. Cui и соавт. разработали технологию PADLOCK 
(Picoinjection Aided Digital reaction unLOCKing),  
в которой пикоинъектором в отдельные капли ре-
акционной смеси вносили ацетат магния [52]. В 
сочетании с детекцией на основе CRISPR/Cas13a 
методом цифровой капельной РПА авторам удалось 
обнаруживать отдельные копии НК за 30 мин.

Мультиплексная РПА
Возможность параллельного тестирования 

нескольких генетических маркеров одновременно 
предпочтительнее с точки зрения себестоимости и 
времени анализа. Мультиплексирование удобно при 
проведении дифференциальной диагностики забо-
леваний со сходными клиническими симптомами и 
эпидемиологическим анамнезом. 

J. Zhai и соавт. описали способ обнаружения 
Chlamydia trachomatis и Neisseria gonorrhoeae ме-
тодом РПА с иммунохроматографической детек-
цией на тест-полосках [53]. Аналитическая чув-
ствительность составила 200 копий на реакцию. 
Мультиплексную РПА в одной пробирке с электро-
форетической детекцией результатов применили 
для выявления разных штаммов вируса папилломы 
человека. По сравнению с ПЦР метод показал 100% 
специфичность, 78% диагностическую точность, 
75% чувствительность, но был намного быстрее и 
дешевле, поэтому авторы предложили использовать 
его в экспресс-диагностике [54].

В тесте для выявления новой коронавирусной 
инфекции на основе мультиплексной РПА прово-
дится одновременное обнаружение двух консерва-
тивных мишеней SARS-CoV-2 — генов E и RdRP, 
что позволяет получать более точные результаты 
анализа. При флуоресцентной детекции аналитиче-
ская чувствительность теста составила 9,5 и 17 ко-
пий РНК на реакцию для генов Е и RdRP соответ-
ственно. При использовании тест-полосок анали-
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тическая чувствительность метода соответствовала 
130 копиям РНК на реакцию [4].

Мультиплексная РПА также была предложена 
для обнаружения бактерий [55, 22], вирусов [56], 
простейших [57]. Наибольший уровень мульти-
плексности представлен в работе J. Song и соавт., 
которые предложили объединить реакции РПА и 
LAMP на микрочипе. Вначале на этапе РПА прохо-
дила одновременная амплификация 16 различных 
ДНК-мишеней, затем реакционная смесь распре-
делялась между 16 камерами, в которых проходили 
LAMP и флуоресцентная детекция результатов по 
отдельности для каждого возбудителя. Такая двух-
этапная изотермическая амплификация РПА-LAMP 
в 16-плексном формате позволила обнаружить до  
1 БОЕ штамма вируса Зика [58]. 

Другим подходом к мультиплексированию яв-
ляется проведение параллельного анализа. Напри-
мер, разработан подход на основе микрочипа,  
в котором сначала проводится РПА в отдельных 
пробирках, а затем продукты амплификации пере-
носят в микрочип, лунки которого покрыты части-
цами с иммобилизованными квантовыми точками. 
Удалось добиться одновременной детекции ВИЧ и 
вируса гепатита B с пределом обнаружения 1000 ко-
пий вируса на 1 мл [59].

Для диагностики лихорадки Эбола разработа-
но бумажное микрофлюидное устройство (micro-
Paper Analytical Devices — µPADs), на котором в 
каплях воска были лиофилизированы компоненты, 
необходимые для проведения РПА [5]. Для апроба-
ции «в полевых условиях» все реактивы помещали 
в небольшой чемодан, для детекции использовали 
портативную фотокамеру и 2 светодиода. Далее ав-
торы модифицировали µPADs, добавив новые точ-
ки с лиофилизированными на них праймерами ещё 
к 2 мишеням. При сопоставлении с ПЦР чувстви-
тельность технологии µPADs составила 90%.

В целом проведение мультиплексной РПА в 
параллельном формате имеет более высокую про-
изводительность анализа, позволяет избежать ди-
меров между олигонуклеотидами и анализировать 
большее число мишеней по сравнению с постанов-
кой РПА в одной пробирке. Степень мультиплекси-
рования ограничена количеством доступных уни-
кальных меток, используемых для детекции разных 
мишеней, и размерами реакционной поверхности. 
Однако в данном случае экономится только время 
реакции при той же себестоимости, а в некоторых 
случаях возникает риск контаминации. 

Автономные портативные устройства
В последние годы значительное внимание 

уделяется разработке автономных миниатюрных 
устройств (микрочипов) для проведения молекуляр-
но-генетических исследований. РПА — наиболее 
удобный для этой цели метод, поскольку реакция 

протекает быстро и при относительно невысокой 
температуре. Цель разработки микрочипа — инте-
грировать процессы подготовки пробы, амплифика-
ции и детекции в одном устройстве, обычно за счёт 
микрофлюидики. 

D. Liu и соавт. для диагностики новой корона-
вирусной инфекции разработали микрочип на осно-
ве микрофлюидных технологий [60], который объ-
единил РПА с обратной транскрипцией (ОТ-РПА) и 
систему детекции на основе иммунохроматографи-
ческих тест-полосок. Разработанная система пока-
зала предел обнаружения, равный 1 копии/мкл или 
30 копиям на образец, при проверке клинических 
образцов диагностическая чувствительность соста-
вила 97%, а специфичность — 100%, что сопоста-
вимо с характеристиками ОТ-ПЦР. При решении 
аналогичной задачи другими авторами было созда-
но устройство в форме ручки, совмещающее моду-
ли амплификации, иммунохроматографической де-
текции и герметизации [61].

Для обнаружения SARS-CoV-2 предложен чип 
на основе центробежной микрофлюидики, соче-
тающий ОТ-РПА и флуоресцентную детекцию по 
конечной точке [62]. Микрофлюидный чип в форме 
предметного стекла для микроскопа позволял одно-
временно обнаруживать наличие 3 вирусных мише-
ней и 1 мишень ДНК человека за 30 мин. Чувстви-
тельность составила 40 копий РНК на реакцию для 
гена E, 20 копий — для гена N, 10 копий — для гена 
ORF1ab. Альтернативный вариант микрочипа, объ-
единяющий все этапы анализа, основан на очист-
ке образца с помощью магнитных частиц и РПА с 
флуоресцентной детекцией. Его применение обе-
спечивало выявление РНК SARS-CoV-2 за 37 мин с 
чувствительностью 10 копий/мл [63].

В целом разработка интегрированных систем 
анализа на основе РПА, позволяющих исследовать 
образец без дополнительных этапов пробоподго-
товки до этапа получения результата, направлена на 
обеспечение портативности данного метода, про-
ведения диагностики «у постели больного» и даже 
для самотестирования. Однако ускоренные методы 
экстракции НК не подходят для некоторых видов 
биологического материала, например цельной кро-
ви или секционного материала. 

Заключение
Идеальный метод выявления возбудителей ин-

фекционных заболеваний должен быть специфич-
ным, чувствительным, быстрым и экономически 
выгодным. Оценивать чувствительность и специ-
фичность РПА в целом довольно трудно, посколь-
ку данные параметры сильно зависят от выбора 
конкретных праймеров и способа детекции резуль-
татов. Не существует надежных критериев и про-
граммного обеспечения, гарантирующих высокую 
эффективность РПА, что затрудняет разработку но-
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вых тест-систем. Специфичность РПА теоретиче-
ски может быть ниже, чем у ПЦР, за счёт устойчи-
вости рекомбиназы к однонуклеотидным заменам, 
но большая длина праймеров в РПА частично ни-
велирует этот недостаток. Чувствительность РПА 
сопоставима с ПЦР и достигает нескольких копий 
ДНК/РНК на реакцию, однако может превышать 
100 копий на реакцию. 

РПА отличается самой высокой скоростью по-
лучения результата. При условии перемешивания 
реакционной смеси и флуоресцентной детекции 
положительные результаты регистрируют через 
5–10 мин. Изотермичность реакции в сочетании с 
температурным оптимумом в 37–40ºC позволяют 
не только отказаться от термоциклеров, но и ис-
пользовать для инкубации тепло человеческого те-
ла, что может быть актуальным для диагностики в 
«полевых» условиях. Несомненным достоинством 
метода является устойчивость РПА к ряду ингиби-
торов, которая дает возможность исключить этап 
выделения НК при исследовании большинства 
типов образцов, что снижает время проведения и 
общую стоимость анализа. С другой стороны, се-
бестоимость реакционной смеси РПА выше, чем 
LAMP и ПЦР, за счёт большего числа ферментов и 
компонентов реакции.

На сегодняшний день технология РПА, в отли-
чие от LAMP, защищена патентом, что препятству-
ет ее широкому внедрению в лабораторную диагно-
стику. Наиболее перспективными направлениями 
развития данного метода, на наш взгляд, является 
сочетание РПА с детекцией на основе CRISPR–
Cas, обеспечивающее высокую чувствительность, а 
также разработка портативных устройств, объеди-
няющих все этапы анализа и подходящих для экс-
пресс-диагностики. 
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