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Резюме

Работа представляет собой обзор метода петлевой изотермической амплификации (loop-mediated isothermal am-
plification, LAMP) и его применения для диагностики геморрагических лихорадок. Ее цель состояла в краткой 
характеристике изотермической амплификации и систематизации имеющихся данных о диагностике данным 
методом геморрагических лихорадок, вызываемых возбудителями, которые относятся к первой группе патоген-
ности. В обзоре описывается принцип работы LAMP, основанный на применении цепь-вытесняющей активно-
сти ДНК-полимеразы. Подробно рассматриваются преимущества метода, такие как высокая чувствительность и 
специфичность, простота проведения и экономическая эффективность. Также обсуждаются различные способы 
детекции результатов LAMP, включая турбидиметрический метод, использование флуоресцентных красителей 
и иммунохроматографический анализ. Отмечается, что LAMP имеет некоторые ограничения, такие как слож-
ность подбора праймеров и возможность ложноотрицательных результатов при наличии мутаций в геноме. Од-
нако в целом метод представляется перспективным для быстрого обнаружения вирусов в полевых условиях. 
Приводится информация о разработанных диагностических тест-системах на основе LAMP для выявления РНК 
особо опасных вирусов, относящихся к семействам Filoviridae и Arenaviridae. Отмечается, что, несмотря на 
перспективность метода, на данный момент ни одна из описанных тест-систем не зарегистрирована и не про-
изводится на коммерческой основе. Заключение подчеркивает необходимость разработки и внедрения новых 
методов диагностики опасных вирусных инфекций для контроля эпидемиологической ситуации и разработки 
стратегии противоэпидемических мероприятий. LAMP рассматривается как перспективный метод для создания 
быстрых и экономически эффективных тестов. 

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка, изотермическая амплификация, LAMP, способы детекции, 
диагностика.
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Abstract

The work is an overview of the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method and its application to diagnostics 
of hemorrhagic fevers. Its objective was to briefly characterize isothermal amplification and systematize the available 
data on diagnostics by this method of hemorrhagic fevers caused by pathogens belonging to the first pathogenicity group. 
The review describes the principle of LAMP operation, which is based on the use of chain-displacing activity of DNA 
polymerase. The advantages of the method, such as high sensitivity and specificity, simplicity of implementation and 
cost-effectiveness, are considered in detail. Various methods for detecting LAMP results are also discussed, including 
the turbidimetric method, the use of fluorescent dyes and immunochromatographic analysis. It is noted that LAMP 
has some limitations, such as the complexity of primer selection and the possibility of false negative results in the 
presence of mutations in the genome. However, in general, the method seems promising for rapid detection of viruses 
in the field. The review provides information on the developed diagnostic test systems based on LAMP for detecting 
RNA of especially dangerous viruses belonging to the Filoviridae and Arenaviridae families. It is noted that despite the 
promise of the method, at present none of the described test systems are registered or produced on a commercial basis. 
The conclusion emphasizes the need to develop and implement new methods for diagnosing dangerous viral infections 
to control the epidemiological situation and develop a strategy for anti-epidemic measures. LAMP is considered a 
promising method for creating rapid and cost-effective tests.
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Введение
Согласно Российской классификации пато-

генных для человека микроорганизмов, вирусы, 
относящиеся к первой группе патогенности и 
вызывающие геморрагические лихорадки, яв-
ляются представителями родов Orthoebolavi-
rus и Orthomarburgvirus (сем. Filoviridae) и рода 
Mammarenavirus (сем. Arenaviridae) (табл. 1). 
Поскольку геморрагические лихорадки трудно 
распознать клинически, особенно на ранних ста-
диях, необходима своевременная лабораторная 
диагностика для начала специфического лечения. 
Лабораторные методы выявления возбудителей 
геморрагических лихорадок основаны на обнару-
жении вируса или компонентов его вириона (РНК 
и специфических антигенов), а также исследова-
нии динамики титра специфических антител и 
проводятся с использованием вирусологических, 
серологических и молекулярно-генетических те-
стов [1].

В настоящее время доступны лабораторные 
и коммерческие анализы, но тестирование в ос-
новном проводится в референс-лабораториях, что 
задерживает начало лечения и может приводить 
к летальным исходам заболевания. Наиболее ши-
роко используемым вариантом амплификации 
нуклеиновых кислот в лабораторной диагно-

стике вирусных инфекций на сегодняшний день 
является ПЦР в реальном времени, в том числе 
с использованием обратной транскрипции (ОТ-
ПЦР) в случае РНК-вирусов. Тесты, основанные 
на ПЦР, обладают высокой чувствительностью 
и специфичностью, а также экономической эф-
фективностью. Однако в последние годы изотер-
мические методы амплификации нуклеиновых 
кислот постепенно становятся не менее важным 
диагностическим инструментом. За счет отсут-
ствия необходимости обеспечения сложных тем-
пературных режимов при проведении реакции 
становится возможным использовать более про-
стое и доступное оборудование, что делает изо-
термические методы привлекательными для соз-
дания быстрых диагностических тестов.

Цель обзора – краткая характеристика пет-
левой изотермической амплификации (loop-
mediated isothermal amplification, LAMP) и си-
стематизация имеющихся данных о диагностике 
данным методом геморрагических лихорадок, 
вызываемых возбудителями, которые относятся к 
первой группе патогенности.

Характеристика метода
LAMP основана на применении ДНК-

полимеразы с цепь-вытесняющей активностью. 
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Таблица 1. Перечень видов вирусов, относящихся к I группе патогенности

Table 1. List of types of viruses belonging to pathogenicity group I

Род Вид
Сокращенное название, 
используемое в данной 

статье

Orthoebolavirus

Orthoebolavirus bombaliense

EBOV

Orthoebolavirus bundibugyoense
Orthoebolavirus restonense
Orthoebolavirus sudanense
Orthoebolavirus taiense
Orthoebolavirus zairense

Orthomarburgvirus Orthomarburgvirus marburgense MARV

Mammarenavirus

Mammarenavirus guanaritoense GTOV
Mammarenavirus lassaense LASV
Mammarenavirus juninense JUNV
Mammarenavirus machupoense MACH

Примечание. Данные о таксономии взяты из https://ictv.global/taxonomy.

Впервые данный метод описан в 2000 г. T. Notomi 
et al. [2]. Для постановки реакции требуется ми-
нимум четыре праймера: два внешних (“forward 
outer primer” и “backward outer primer”, F3 и B3 
соответственно) и два внутренних (“forward inner 
primer” и “backward inner primer”, FIP и BIP соот-
ветственно). Все стадии реакции протекают при 
оптимальной температуре 60–65 °C. В реакции 
применяется Bst-полимераза, представляющая 
собой ДНК-полимеразу I, выделенную из термо-
фильной бактерии Geobacillus stearothermophilus. 
Она устойчива к ингибиторам, обладает сильной 
цепь-вытесняющей активностью и способна син-
тезировать длинные участки цепи. Применяются 
и другие термостабильные полимеразы с улуч-
шенными характеристиками: Bst 2.0 (NEB, Ве-
ликобритания), Bst 3.0 (NEB, Великобритания), 
OmniAmp (Lucigen, США) [3]. 

Праймер FIP гибридизуется с целевой кДНК 
и инициирует синтез комплементарной цепи (ри-
сунок, а). Внешний праймер F3 приводит к заме-
щению цепи FIP новой цепью ДНК-полимеразы 
(рисунок, б). Освободившаяся одноцепочечная 
ДНК служит матрицей для обратных прайме-
ров: синтеза цепи BIP и замещающей цепи B3 
(рисунок, в). Одноцепочечные ДНК в результате 
формируют шпилечные структуры из-за компле-
ментарности 5′- и 3′-концов участков F1 и B1 к 
последовательностям F1c и B1c соответственно, 
следующим после праймеров (рисунок, г). Такие 
“стволовые шпильки” служат основой для неци-
клической амплификации целевого фрагмента, 
образующей конкатемеры. Таким образом, LAMP 
обладает высокой чувствительностью и меньше 
чем за час приводит к накоплению около 109 ко-

пий ДНК [2]. Использование четырех праймеров, 
комплементарных шести различным последова-
тельностям ДНК, обусловливает высокую спе-
цифичность метода.

В настоящее время применяют модифика-
цию метода с использованием шести праймеров, 
комплементарных восьми участкам ДНК [5, 6]. В 
реакцию добавляются два дополнительных «пет-
левых» праймера, прямой (LF) комплементарен 
участку между последовательностями F1с и F2с, 
обратный (LB) – участку между последователь-
ностями B1с и B2с. Данная модификация позво-
ляет детектировать результаты меньше чем за 30 
минут после начала реакции.

Способы детекции результатов
Основным преимуществом LAMP является 

возможность применения простых методов для 
обнаружения продуктов реакции. Классический 
анализ ампликонов «по конечной точке» основан 
на проведении электрофореза в агарозном или 
полиакриламидном геле. Конкатемеры различной 
длины образуют полоски, формируя характерную 
«лестницу» на электрофореграмме. При поста-
новке электрофореза тратится много времени на 
приготовление геля, а также увеличивается риск 
контаминации продуктами амплификации, что 
приводит к необходимости поиска более удобных 
методов. Для LAMP применяется колориметриче-
ская детекция с использованием флуоресцентных 
красителей, флуоресценция в реальном времени, 
турбидиметрический метод, иммунохроматогра-
фический анализ [7]. 

Анализ в режиме реального времени требу-
ет дорогостоящих флуоресцентных зондов для 
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специфичности реакции, поэтому разрабатыва-
ются и другие, более простые и экономически 
выгодные количественные методы. Для LAMP 
был специально разработан турбидиметрический 
метод [8]: в ходе амплификации из нуклеозидтри-
фосфатов высвобождается пирофосфат, который 
способен связываться с ионами магния из буфе-
ра и осаждаться (Mg2P2O7) [9], количество осадка 
пропорционально количеству синтезированной 
ДНК. При помощи турбидиметра возможно изме-
рение оптической плотности реакционной смеси 
в режиме реального времени без риска контами-
нации. 

Использование флуоресцентных красителей 
повышает чувствительность детекции и ускоряет 
процесс анализа результатов [10]. В 2008 г. пред-
ложен метод визуализации продуктов реакции 
при помощи металлоиндикатора кальцеина [11]. 
Ионы марганца способны гасить флуоресцент-
ный сигнал кальцеина, формируя с ним комплек-
сы, при добавлении их в реакционную смесь, та 
приобретает оранжевый цвет. В ходе амплифика-
ции ионы марганца комплекса и магния из буфера 
конкурируют за образующийся пирофосфат. Сво-
бодный от марганца кальцеин начинает флуорес-

 цировать, его свечение усиливается иона-
ми магния. Изменение цвета реакционной 
смеси от оранжевого к желтому можно 
заметить невооруженным глазом, что зна-
чительно упрощает анализ. К другим ши-
роко используемым индикаторам относят-
ся гидроксинафтоловый синий [12–15] и 
эриохром черный Т [16, 17]. Первый при-
водит к изменению окраски раствора от 
темно-синего к голубому, второй – от фи-
олетового к синему. Также существуют pH-
чувствительные индикаторы, способные 
реагировать на изменение концентраций 
катионов водорода в ходе амплификации. 
К таким красителям относятся феноловый 
красный, крезоловый красный и нейтраль-
ный красный [10].

Различные интеркалирующие краси-
тели используются для обнаружения про-
дукта LAMP как в режиме реального вре-
мени, так и по конечной точке [18]. Они 
способны внедряться в двухцепочечные 
участки нуклеиновых кислот, вызывая 
сильный флуоресцентный сигнал. Интер-
калирующий краситель SYBR Green I явля-
ется специфическим красителем  для  двух-

цепочечной ДНК, но его можно использовать и 
для визуализации одноцепочечной ДНК, а так-
же РНК, но со значительно меньшей эффектив-
ностью. Он способен изменять окраску от оран-
жевой к желто-зеленой в случае положительной 
пробы, также возможна детекция свечения в уль-
трафиолете. Данный краситель активно приме-
няется в исследованиях [19–21], однако он явля-
ется сильным ингибитором ДНК-полимеразы. В 
реакции LAMP используют и другие интеркали-
рующие красители: EvaGreen, PicoGreen, SYTO-
9 [15], SYTO-81, йодид пропидия [22], берберин 
[23].

В диагностических тестах применяют имму-
нохроматографический анализ [22]. Меченные 
биотином и изотиоцианатом флуоресцеина прай-
меры после амплификации дают модифициро-
ванные продукты с метками. Полученные ампли-
коны наносят на тест-полоску, они связываются 
с антителами к флуоресцеину, которые располо-
жены на поверхности наночастиц коллоидного 
золота. По принципу тонкослойной хроматогра-
фии комплекс ампликона, антител и наночастиц 
золота движется вдоль тест-полоски, достигая 
участка, содержащего авидин (биотин-связыва-

Общая схема метода LAMP [4]
General principle of loop-mediated isothermal 
amplification [4]
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ющий белок), и образуется цветная линия. При 
отрицательном результате наночастицы проходят 
до участка, содержащего вторичные антитела, где 
происходит их связывание с образованием кон-
трольной линии. Данный метод легок в исполь-
зовании, удобен и экономически доступен [10], а 
также допускает применение различных антител 
и меток для мультиплексного анализа. 

Однако большинство методов детекции не 
позволяет отличить специфическую амплифика-
цию от неспецифической. В работе L. Schneider 
et al. [24] для решения данной проблемы раз-
работана математическая модель для прогно-
зирования полосовых схем LAMP-продуктов в 
гель-электрофорезе в зависимости от заданных 
условий реакции. Для построения модели ис-
пользовали данные об оценки структур амплико-
нов с помощью электрофореза на микрочипах. 

Ограничения метода
Высокая специфичность, скорость наработки 

ампликонов и быстрые методы детекции отлича-
ют LAMP от ПЦР. Несмотря на множество пре-
имуществ, данный метод имеет свои недостатки. 
Главная сложность состоит в подборе праймеров, 
они должны узнавать от 6 до 8 (в случае исполь-
зования петлевых праймеров) участков целевой 
ДНК. Необходимо учитывать не только темпе-
ратуру плавления, концентрацию, размер, но и 
расстояния между сайтами их связывания. Кро-
ме того, большое количество применяемых в 
реакции праймеров увеличивает вероятность их 
взаимодействия друг с другом [7]. Программы 
и онлайн-ресурсы для конструирования LAMP-
праймеров, такие как PrimerExplorer, NEB LAMP 
Primer Design Tool, LAVA, GLAPD, LAMPrim-
er iQ, MorphoCatcher, FastPCR и STITCHER, 
описаны в обзоре К.Г. Птицына и соавт. [25]. Тем 
не менее существующие программы для набора 
LAMP-праймеров не всегда способны предусмо-
треть все факторы, что требует дополнительной 
эмпирической оптимизации [26]. В результате 
этого процесс дизайна праймеров получается 
долгим и трудоемким. Высокая специфичность 
также может приводить к ложноотрицательным 
результатам в случае мутаций в геноме. В работе 
[27] проводилось исследование влияний одной и 
нескольких нуклеотидных мутаций на протека-
ние реакции изотермической амплификации. В 
результате некоторые мутации препятствовали 
связыванию праймеров и снижали скорость ам-
плификации. Особенно оказались критичны му-
тации в области 3′-конца праймера F3.

Чувствительность метода LAMP, как прави-
ло, ниже, чем метода ПЦР, а предел обнаружения 
(копий/мл) сильно варьирует от выбора способа 

детекции. В недавних разработках метода LAMP 
для быстрого и визуального обнаружения виру-
са оспы обезьян он показал предел обнаружения 
2×104 копий/мл, что превысило чувствительность 
ПЦР-детекции электрофорезом на два порядка 
[28]. Несмотря на это, многие тест-системы на 
основе LAMP уступают современным методам 
ПЦР в чувствительности (например, в 2 раза – 
ПЦР в реальном времени с использованием зон-
дов [29] и с проведением обратной транскрипции 
[30], в 10 раз – цифровой капельной ПЦР [31]).

Сравнение чувствительности некоторых ме-
тодов визуализации LAMP, включая барберин, 
представлено в статье J. Fischbach et al. [32]. Ав-
торы утверждают, что чувствительность детекции 
по конечной точки при использовании гидрокси-
нафтолового синего сравнима с таковой при ис-
пользовании кальцеина, а при детекции в реаль-
ном времени с интеркалирующими красителями 
SYBR Green I и EvaGreen – с чувствительностью 
барберина. Однако при использовании барбери-
на при детекции «невооруженным взглядом», без 
флуориметра, достаточно сложно интерпретиро-
вать результаты.

Метод мониторинга в реальном времени на 
основе флуоресценции (интеркалирующие кра-
сители, зонды) отличается более высокой чув-
ствительностью и скоростью реакции, чем тур-
бидиметрия [7]. При обнаружении вируса оспы 
обезьян (MPXV) методом LAMP [28] турбидиме-
трический анализ показал сравнимую чувстви-
тельность детекции в реальном времени с визу-
ализацией результата реакции амплификации 
кальцеином. Для быстрого обнаружения вируса 
ZEBOV (Orthoebolavirus zairense) проводилось 
сравнение LAMP с разными способами детекции 
[33]: в реальном времени с интеркалирующим 
красителем SYBR Safe, в реальном времени с 
зондом и по конечной точке с изменением цвета, 
с использованием набора реагентов WarmStart 
LAMP (NEB, Великобритания). Детекция в ре-
альном времени показала одинаковый предел 
обнаружения – 4×104 копий/мл, в то время как 
колориметрическая детекция позволила обна-
ружить минимум 104 копий/мл. Таким образом, 
колориметрическая детекция не уступает в чув-
ствительности детекции в реальном времени, что 
открывает возможности для быстрого и доступ-
ного анализа результатов петлевой изотермиче-
ской амплификации.

В силу высокой специфичности и простоты 
проведения метода LAMP рекомендуется исполь-
зовать его для быстрого обнаружения вируса в 
полевых условиях. В таком случае вирусная на-
грузка больного максимальна, и с детекцией по 
конечной точке красителем легко визуализиро-
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вать результат. Добиться более высокой чувстви-
тельности позволяют другие дорогостоящие ла-
бораторные методы и разные способы детекции, 
но LAMP превосходит их в экономическом плане, 
предоставляя возможность бесприборного ана-
лиза образцов. В статье M.K. Nwe et al. [34] еще 
отмечается повышенная устойчивость LAMP к 
ингибиторам в сравнении с ПЦР. Более того, уже 
успешно разработаны LAMP-наборы с лиофили-
зированными реакционными смесями [35–37], 
что облегчает их транспортировку и хранение.

На 2025 г. в литературе имеется информация 
о 12 диагностических тест-системах, основанных 
на методе LAMP, которые позволяют обнаружи-
вать РНК особо опасных вирусов, относящихся 
к семействам Filoviridae и Arenaviridae (табл. 2). 
Большинство из них разработаны для выявления 
генетического материала вируса EBOV (9 публи-
каций), для MARV и LASV представлены данные 
об одном и двух лабораторных вариантов набо-
ров соответственно. Для вирусов GTOV, MACHV 
и JUNV литературные данные о наборах реаген-
тов для выявления РНК методом петлевой изо-
термической амплификации отсутствуют. 

Диагностика EBOV
В работах, посвященных разработке наборов 

реагентов для выявления РНК EBOV методом 
LAMP, в качестве основных способов детекции 
выступают турбидиметрический метод и исполь-
зование интеркалирующего красителя как в ре-
жиме реального времени, так и при детекции по 
конечной точке. В основном используют интерка-
лирующие красители SYBR Safe и SYBR Green I. 
Чувствительность реакции при измерении тур-
бодиметром может достигать 3,2×103 копий/мл, а 
при использовании интеркалирующего красителя 
– 2,6×103 копий/мл [40, 44].

Способ колориметрической детекции РНК 
EBOV описан у L.C. Bonney et al. [33] и основан на 
добавлении в реакционную смесь, помимо стан-
дартных компонентов LAMP, pH-чувствительного 
красителя. Накопление продуктов амплификации 
сопровождается высвобождением протонов, что 
приводит к изменению pH реакционной смеси, и 
краситель меняет окраску (например, с розового 
на желтый). Чувствительность такого способа де-
текции EBOV составляет порядка 104 копий/мл, 
что позволяет использовать его в первые дни по-
явления симптомов заболевания, когда уровень 
вирусной нагрузки уже высок. Одним из колори-
метрических способов детекции накопления ам-
пликонов, полученных на матрице кДНК EBOV, 
является использование комплекса кальцеин/
Mn2+. В такой реакции происходит изменение 
цвета с оранжевого на зеленый, что можно уви-

деть невооруженным глазом или в ультрафиолете 
[39]. 

Наибольший интерес представляет публика-
ция C. Xu et al [42], где после амплификации в 
изотермических условиях детекция продуктов 
проводится на специальных картриджах по прин-
ципу иммунохроматографического анализа. Чув-
ствительность такой реакции составляет порядка 
104 копий/мл. Такой способ детекции позволяет в 
короткие сроки поставить диагноз пациенту без 
использования дорогостоящего оборудования в 
регионах, эпидемичных по лихорадке Эбола.

Диагностика MARV
В единственной научной публикации, по-

священной разработке набора реагентов для вы-
явления РНК MARV [45], авторы предлагают 
использовать в качестве генной мишени ген ну-
клеопротеина, а в качестве способа детекции – 
измерение флуоресценции тест-пробирки в уль-
трафиолете после амплификации. Разработчики 
сконструировали два набора праймеров, специ-
фичных для генетических линий Musoke и Ravn 
MARV. Множественный анализ методом LAMP 
позволил выявить штаммы обоих линий MARV, 
при этом отсутствовала перекрестная реактив-
ность с другими вирусами, вызывающими лихо-
радку Эбола и Ласса. Чувствительность разрабо-
танного набора составила 105 копий/мл, а время 
постановки реакции не превышает 40 минут, что 
позволяет использовать данный вариант анализа 
в полевых условиях в эндемичных по лихорадке 
Марбург регионах. 

Диагностика LASV
На данный момент существует семь генетиче-

ских линий LASV, обнаруженных на различных 
территориях стран Западной Африки [48]. Из-за 
генетического разнообразия достаточно пробле-
матично подобрать универсальные праймеры, 
специфичные для всех линий LASV. В литературе 
имеется информация о двух наборах реагентов, 
основанных на LAMP фрагментов генома LASV 
[46, 47]. Один из наборов способен специфиче-
ски выявлять 1–4-ю линии вируса с турбодиме-
трической детекцией и чувствительностью 2×104 

копий/мл [46], с помощью другого можно обнару-
жить несколько различных штаммов второй ли-
нии LASV с чувствительностью 106–103 копий/мл 
при использовании интеркалирующего красителя 
для детекции результата LAMP [47]. Оба анализа 
занимают около 30 минут, что является преиму-
ществом перед ПЦР-анализом. При доработке 
данных тестов для выявления всех генетических 
линий они могут стать качественным инструмен-
том экспресс-диагностики LASV и использовать-
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ся в медицинских учреждениях, в которых отсут-
ствуют клинико-диагностические лаборатории с 
возможностью проведения ПЦР-анализа.

К сожалению, в настоящее время в мире офи-
циально не зарегистрирована и не производится 
ни одна из описанных выше тест-систем.

Заключение
Необходимость разработки и внедрения но-

вых методов диагностики опасных вирусных 
инфекций I групп патогенности обусловлена 
многократно возросшей мобильностью населе-
ния. Своевременная и масштабная диагностика 
обеспечивает контроль эпидемиологической си-
туации и помогает разрабатывать стратегию про-
тивоэпидемических мероприятий. Представля-
ется перспективным создание диагностических 
тестов на основе метода LAMP, поскольку он 
позволяет проводить молекулярную диагностику 
существенно дешевле и быстрее, чем метод ПЦР. 
LAMP способен детектировать целевой генетиче-
ский материал бесприборным способом и суще-
ственно упрощает анализ биологического мате-
риала в полевых условиях или «непосредственно 
у постели больного» («point-of-care testing»). 
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