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Для ранней диагностики инфекционного заболевания COVID-19, вызванного вирусом SARS-
CoV-2, чаще всего применяют ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией. Однако 
существует метод изотермической петлевой амплификации LAMP (Loop-Mediated Isothermal 
Amplification,), который превосходит ПЦР по скорости, а также по простоте исполнения, поскольку 
не требует дорогостоящего оборудования и квалифицированного персонала. Первые тест-системы 
для обнаружения SARS-CoV-2 на основе LAMP уже разработаны, однако доля тестов с его 
применением пока еще низка. Метод имеет большой потенциал для применения, обсуждаются 
технические и методические аспекты его широкого внедрения.
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Вирус SARS-CoV-2 относится к роду 
Betacoronavirus семейства Coronaviridae. Пред-
ставители этого семейства поражают главным об-
разом млекопитающих [1]. К этому же роду отно-
сятся вызвавшие атипичную пневмонию и ближ-
невосточный респираторный синдром вирусы 
SARS-CoV и MERS-CoV. Их геномы имеют со-
ответственно ~79% и ~50% сходство с геномом 
SARS-CoV-2 [2]. Наибольшее сходство (~96%) 
SARS-CoV-2 имеет с геномом коронавируса лету-
чих мышей RaTG13 [3]. Геном SARS-CoV-2 пред-
ставлен одноцепочечной (+) РНК длиной ~ 
29 800 нуклеотидов, содержащей 14 открытых ра-
мок считывания, которые кодируют 27 белков [4]. 

Весь цикл размножения вируса проходит в цито-
плазме, хотя ранее для бетакоронавирусов была 
продемонстрирована ядрышковая локализация 
белка нуклеокапсида N и показано, что он нару-
шает клеточное деление [5]. Недавно в составе 
белка N SARS-CoV-2 были обнаружены сигналы 
ядерной локализации [6]. Интересно, что для ле-
чения COVID-19 предложено использовать анти-
паразитарный и противовирусный препарат ивер-
мектин (ivermectin) [7], ингибирующий взаимо-
действие вирусных белков с импортином (IMP) 
α/β1, осуществляющим ядерный импорт. Добав-
ление ивермектина к клеткам Vero-hSLAM че-
рез 2 ч после инфицирования SARS-CoV-2 через 

Список сокращений: ПЦР — полимеразная цепная реакция; LAMP — loop-mediated isothermal amplification.



7Биотехнология 2020 Т. 36 № 5

ИЗОТЕРМИчЕСКАЯ ПЕТлЕВАЯ АМПлИФИКАЦИЯ — ПЕРСПЕКТИВНЫй МЕТОД

48 ч приводило к снижению количества вирусной 
РНК по сравнению с контролем в 5000 раз [8]. 
Возможно, ивермектин воздействует и на дру-
гие стадии взаимодействия SARS-CoV-2 с клет-
кой [9], однако весьма вероятно, что важные для 
успешного размножения фрагменты жизненного 
цикла SARS-CoV-2 связаны с ядром.

Вирус проникает в клетку за счет поверхност-
ного структурного белка S (spike protein), кото-
рый связывается с ангиотензинпревращающим 
ферментом 2 (angiotensin converting enzyme-2, 
ACE2) — пептидазой, расположенной на плаз-
матической мембране клеток [3, 10]. Для про-
никновения также необходим процессинг белка 
S сериновыми протеазами: мембранно-связан-
ной TMPRSS2 [11] и фурином, процессирую-
щим неактивные про-белки [12]. Проникновение 
в клетку, вероятно, как и у других коронавиру-
сов, осуществляется двумя способами: слия-
нием мембран у поверхности клетки и погло-
щением эндоцитозом с последующим выходом 
из эндосом [13, 14]. Похожим образом проника-
ют в клетку не только вирусы, но и ряд белко-
вых токсинов [15–17]. Наиболее высокий уро-
вень экспрессии АСЕ-2 обнаружен в эпителии 
лёгких и в тонком кишечнике [18] (последнее со-
гласуется с данными о том, что у ~ 10% боль-
ных COVID-19 наблюдается диарея, и SARS-
CoV-2 обнаружен в фекальных пробах [19]). 
АСЕ-2 экспрессируется и в других органах 
и тканях, в частности, в эпителии носовой поло-
сти [20], в слизистой оболочке языка [21], брон-
хах [22] и в центральной нервной системе [23].

К настоящему времени в мире разработа-
но большое количество тест-систем для обна-
ружения SARS-CoV-2, определяющих либо сам 
патоген, либо антитела к нему. Однако антите-
ла появляются только ко второй неделе заболе-
вания, поэтому главная роль в выявлении новых 
носителей инфекции принадлежит тестам, де-
тектирующим наличие SARS-CoV-2. Большин-
ство из них основано на ПЦР, совмещенной с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) — этот метод 
на сегодня является «золотым стандартом» диа-
гностики COVID-19 по генетическому материа-
лу вируса. Однако существуют и другие методы, 
в частности, основанные на изотермической ам-
плификации нуклеиновых кислот, которые в теку-
щих условиях, когда необходима быстрая и мас-
совая диагностика, имеют существенные пре-
имущества по сравнению с ОТ-ПЦР. Наиболее 
широко распространенный из этих методов по-
лучил название «изотермическая петлевая ампли-
фикация» (loop-mediated isothermal amplification, 
LAMP) [24]. Этот метод быстрее ПЦР, для его 

применения не нужен дорогостоящий амплифи-
катор: достаточно обычного термостата. Для про-
ведения реакции используют не Taq-полимеразу, 
а полученную из термофильной бактерии Bacillus 
stearothermophilus Bst-полимеразу. Это ДНК-по-
лимераза I, способная к синтезу ДНК с вытес-
нением цепи. Поэтому стадия плавления, необ-
ходимая при ПЦР, в данном случае не нужна. 
Температурный оптимум фермента ~65 °С. Ин-
тенсивность образования продуктов настолько ве-
лика, что их можно детектировать уже через 10–
20 мин после начала реакции [25, 26].

В отличие от ПЦР, в LAMP используют не два, 
а четыре праймера. В более поздней модифика-
ции используют шесть праймеров (рис. 1) [25]. 
Большее количество праймеров позволяет по-
высить специфичность реакции [24]. Предполо-
жим, вероятность ложноположительного взаи-
модействия праймера с идентичным заданному 
или очень похожим на него фрагментом геном-
ной ДНК составляет p. Тогда для двух праймеров 
ПЦР эта вероятность — p2. Учитывая, что прай-
меры должны расположиться в верном порядке, 
ее значение будет p2/2. В аналогичном случае для 
LAMP нужно ложное срабатывание шести после-
довательностей, причем расположенных в един-
ственно возможном порядке, т.е вероятность это-
го события p6/6!= p6/720. Даже если p очень ве-
лика (близка к единице), различие в значениях 
p2 и p6 невелико, однако результирующие вели-
чины p2/2 и p6/720 отличаются очень сильно. Та-
ким образом вероятность ложноположительного 
взаимодействия при использовании шести прай-
меров много ниже, чем двух.

Праймеры для LAMP устроены следую-
щим образом: по краям ампликона, составляю-
щего обычно ~200–250 н., расположены имею-
щие обычную длину (18–22 н.) внешние прайме-
ры F3 (forward outer primer) и В3 (backward outer 
primer). Внутренние праймеры имеют стандарт-
ные названия FIP (forward inner primer) и BIP 
(backward inner primer). Они устроены сложнее 
и состоят из двух сегментов, каждый из которых 
соответствует участку целевой последователь-
ности, причем эти участки отстоят друг от друга 
на 20–40 н. (рис. 1).

Праймеры подобраны таким образом, что 
в начале амплификации образуется шпилечная 
структура, на основе которой затем формируют-
ся многочисленные конкатемеры, содержащие 
первоначальный ампликон (подробнее см. об-
зор [27]). Внешние праймеры нужны только для 
эффективного образования шпилечной струк-
туры, а дальнейшая ее амплификация происхо-
дит с участием праймеров FIP и BIP. Поэтому 
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в реакционной смеси их концентрация в не-
сколько раз выше. В результате выход продуктов 
реакции очень высок: количество ДНК в ходе 
реакции возрастает в ~109 раз [24]. Выход про-
дуктов был еще увеличен, когда была разработа-
на модификация метода с использованием не 4, 
а 6 праймеров [25]. Два новых праймера полу-
чили название «петлевые»: loop forward primer 
(LFP) и loop backward primer (LBP). Они подби-
раются к участкам ампликона, расположенным 
между сегментами, комплементарными прайме-
рам FIP и BIP (рис.1). При использовании ше-
сти праймеров продукты реакции можно детек-
тировать уже через ~ 10 мин после ее начала, что 
по скорости намного превосходит ПЦР [25, 26].

Подбор праймеров для LAMP представляет 
собой довольно трудоемкую задачу. Они долж-
ны удовлетворять тем же характеристикам, что 
и праймеры для ПЦР, причем особенно важным 
является отсутствие гомо- и гетеродимеров, т. к. 
они полностью ингибируют образование целе-
вого продукта в ходе нематричной амплифика-
ции, давая ложноположительный результат [28]. 
Как правило, подбирают несколько комплектов 
и затем выбирают лучшие. Подбор праймеров 
вручную — трудоемкий процесс, поэтому в на-
стоящее время разработаны программы, автома-
тизирующие решение этой задачи. Наиболее ча-
сто используемой программой является «Primer 
Explorer» (https://primerexplorer.jp/e/).

С помощью LAMP детектируют широкий 
спектр ДНК- и РНК-содержащих патогенов. 

В последнем случае совмещают LAMP с обрат-
ной транскрипцией (RT) прямо в одной пробир-
ке (RT-LAMP). RT-LAMP успешно применен для 
обнаружения РНК-содержащих вирусов [29]. Ме-
тод также нашел применение в онкологии для де-
текции микрометастазов в сторожевых лимфоуз-
лах [30]. Мы протестировали его для детекции 
единичных опухолевых клеток рака предстатель-
ной железы в сторожевых лимфоузлах. Было по-
казано, что по чувствительности и специфично-
сти он не уступает существующим иммунохи-
мическим методам, и при этом проще и быстрее 
них [31]. Это позволяет использовать RT-LAMP 
для интраоперационной диагностики, что может 
существенно улучшить качество терапии.

В настоящее время разработана модифика-
ция Bst-полимеразы (Bst 3.0), обладающая одно-
временно активностью ДНК-полимеразы I и об-
ратной транскриптазы. Тем не менее, все еще 
продолжают широко использоваться как пре-
дыдущие варианты Bst в сочетании с обратной 
транскриптазой, так и новая Bst 3.0 в сочета-
нии с обратной транскриптазой (например, [26, 
32, 33]). Нами показана возможность примене-
ния Bst 3.0 в in  vitro-системе детекции марке-
ров рака предстательной железы и без обратной 
транскриптазы [34]. Продукты реакции детекти-
руются на 10 мин позже [34]. Это лишь незначи-
тельно удлиняет время реакции, однако позволя-
ет упростить LAMP за счет использования мень-
шего числа ферментов.

Визуализация продуктов реакции может осу-
ществляться по ряду признаков. В ходе реакции 
происходит накопление пирофосфата: он высво-
бождается при синтезе ДНК благодаря гидроли-
зу нуклеозидтрифосфатов. Пирофосфат образу-
ет белый осадок с присутствующими в буфере 
ионами магния, так что в ходе реакции происхо-
дит помутнение раствора, которое может быть 
зафиксировано с помощью турбидиметра [35, 
36].частым способом является добавление в ре-
акцию флуоресцентных красителей, например, 
SYBR GREEN I, что позволяет с помощью при-
бора для ПЦР в реальном времени получать кри-
вые амплификации. Разработан ряд методик для 
визуализации продуктов невооружённым глазом. 
Как правило, к реакционной смеси добавляют 
индикаторы, меняющие цвет в случае прохожде-
ния реакции. Для одних индикаторов (например, 
крезоловый красный или нейтральный красный) 
необходимо довести рН исходной реакционной 
смеси до определенного значения (~8,8). В ходе 
реакции рН снижается до ~6,0–6,5, что сопро-
вождается изменением цвета индикатора[37]. 
Другие индикаторы не требуют специальной 

Рис.1. Схема расположения праймеров для LAMP. 
F3 — forward outer primer; В3 — backward outer 
primer; FIP — forward inner primer; BIP — backward 
inner primer; LFP — loop forward primer, LBP — loop 
backward primer.

Fig.1. LAMP primers. F3 — forward outer primer; 
В3 — backward outer primer; FIP — forward inner 
primer; BIP — backward inner primer; LFP — loop 
forward primer, LBP — loop backward primer. 
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подготовки реакционной смеси: например, ги-
дронафтол синий или флуоресцентный краси-
тель Quant-iT PicoGreen, изменение цвета кото-
рых также видно невооруженным глазом [38]. 
При использовании SYBR GREEN I пробирки 
освещают ультрафиолетовой лампой, что дает 
контрастное окрашивание положительных проб. 
В этом случае для детекции необходима только 
ультрафиолетовая лампа, которая может быть за-
менена светодиодом [39].

В условиях текущей пандемии 
COVID-19 LAMP вполне предсказуемо при-
влек к себе пристальное внимание. Хотя на ста-
дии подбора праймеров метод более трудое-
мок по сравнению с ПЦР, на стадии диагностики 
он оказывается значительно проще. Уже разра-
ботаны наборы праймеров, созданы прототипы 
и зарегистрировано несколько тест-систем для 
детекции SARS-CoV-2 с помощью LAMP [26, 
32, 40, 41], в том числе в России (http://rspp.ru/
events/news/perechen-test-sistem-dlya-vyyavleniya-
koronavirusnoy-infektsii). Достоинством LAMP 
является низкая чувствительность к примесям, 
присутствующим в пробах. Так, для проведения 
реакции достаточно просто добавить в реакцион-
ную смесь лизат ткани, крови или слизистых вы-
делений из дыхательных путей (обычно 1–2 мкл 
в реакцию объемом 25 мкл)[30, 42, 43]. Хотя та-
кой способ может иметь более низкую чувстви-
тельность по сравнению с использованием пред-
варительно очищенной РНК (86% для детекции 
РНК SARS-CoV-2 с помощью взятия мазка из ды-
хательных путей) [43], он значительно сокращает 
время проведения и упрощает анализ, что весьма 
важно при массовой диагностике.

Аналитическую чувствительность мето-
да (минимальное количество копий амплико-
на в пробе, которое может быть детектировано 
данным методом не менее чем в 95% всех проб), 
как правило, определяют с использованием ис-
кусственно синтезированных целевых фрагмен-
тов ДНК или РНК. Для ПЦР эта характеристика 
составляет 3 копии на реакцию [49], а для суще-
ствующих ПЦР-тестов, детектирующих SARS-
CoV-2, — от 10 до 50 копий на реакцию (напри-
мер, тесты «ДНК-технологии» (10 копий на реак-
цию), «CerTest Biotec» (20 копий) и «R-Biopharm 
AG» (50 копий)).

По аналитической чувствительности LAMP 
может быть сопоставим с ПЦР и даже превос-
ходить его [32, 44– 48], однако чувствитель-
ность первого метода сильно зависит от эффек-
тивности работы праймеров [26, 32, 48]. При 
детекции SARS-CoV-2 определяется до 10 ко-
пий на реакцию (объемом 25 мкл), а при 

использовании индикаторов для детекции не-
вооруженным глазом чувствительность может 
снижаться (до 100 копий на реакцию [50]. При 
тестировании на клинических образцах эффек-
тивность LAMP оказалась сравнимой или чуть 
ниже чем у ПЦР [32, 33].

Все вышеизложенное указывает на перспек-
тивность использования технологии RT-LAMP 
для диагностики COVID-19.
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Abstract–Real-time RT-PCR currently remains most popular for early COVID-19 diagnostics. However 
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method outperform real-time RT-PCR in rapidity 
and simplicity because it doesn't require expensive laboratory equipment and trained personnel. LAMP-
based diagnostic kits for COVID-19 testing are already exist, but LAMP-based tests are not yet widely 
adopted. The method has great potential for mass application. Here we discuss technical and methodological 
aspects of its widespread implementation.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, LAMP, loop-mediated isothermal amplification, diagnostics, 
coronavirus.
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