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Петлевая изотермическая амплификация нуклеиновых кислот:  
принцип и применение 

Статья посвящена новому методу молекулярной диагностики — петлевой изотермической амплифи-
кации (LAMP). Рассматриваются компоненты, этапы данной реакции, методы визуализации продук-
тов амплификации, также описаны ее преимущества и недостатки. К преимуществам петлевой изо-
термической амплификации относятся простота, скорость, специфичность и чувствительность, эко-
номическая эффективность. В отличие от полимеразной цепной реакции в методе LAMP используется 
четыре (шесть) праймера, что обеспечивает высокий уровень его специфичности. Автором под-
черкнуто, что LAMP проводится в условиях постоянной температуры, т.е. для его осуществления не 
требуется такого дорогостоящего оборудования, как амплификатор. Для постановки LAMP можно 
использовать приборы на базе термоблока или водяную баню. Кроме того, в статье дана информация 
о возможности применения данного метода для диагностики бактериальных, вирусных инфекцион-
ных заболеваний. На данный момент разработано небольшое количество тест-систем для определения 
ДНК и РНК патогенов. Основным производителем тест-систем является компания Eiken Chemical. 
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Петлевая изотермическая амплификация (LAMP) является новым методом амплификации нук-
леиновых кислот, который был разработан Tsugunori Notomi и его коллегами в 2000 г. [1]. Сущность 
данного метода заключается в удвоении участка ДНК с высокой специфичностью, эффективностью и 
скоростью в условиях постоянной температуры. При совмещении с обратной транскрипцией LAMP 
может с высокой эффективностью амплифицировать РНК последовательности. Данный метод осно-
ван на автоматическом цикле синтеза ДНК цепи со смещением при использовании ДНК-полимераз с 
высокой активностью смещения и четырех (шести) специально созданных праймеров. Четыре прай-
мера сконструированы таким образом, чтобы быть нацеленными на шесть определенных регионов 
гена-мишени. Последние обозначаются как F3c, F2c и F1c на 3’-конце и В1с, В2с и В3с на 5’-конце. 
Различают внешние (Outer) и внутренние (Inner) праймеры. Первый внешний праймер F3 (Forward 
Outer Primer) состоит из F3 региона, который комплементарен F3c фрагменту гена-мишени. Второй 
внешний праймер В3 (Backward Outer Primer) состоит из В3 региона, который комплементарен В3с 
участку гена-мишени. Третий праймер — внутренний FIP (Forward Inner Primer) содержит F2 
фрагмент на 3’-конце, который комплементарен F2c, а также такую же последовательность, как и F1c 
регион ДНК мишени на 5’-конце. Четвертый праймер BIP Backward Inner Primer также является 
внутренним и состоит из региона В2 на 3’-конце и такой же последовательности, как и В1с регион на 
5’-конце [2]. 

Этапы LAMP показаны на рисунке. В LAMP-реакции различают три этапа: 1) этап синтеза 
начального материала (starting material producing step); 2) этап циклической амплификации (cycling 
amplification step); 3) этап элонгации и рециклирования (elongation and recycling step). 

Реакция протекает в изотермических условиях, так как денатурация цепей происходит за счет их 
смещения. Сама реакция инициируется внутренними праймерами, содержащими смысловые и бес-
смысленные последовательности ДНК мишени. При температуре 60 ºС F2 регион внутреннего прай-
мера FIP гибридизируется с мишенью, и цепь достраивается с помощью ДНК-полимеразы. Затем 
внешний праймер F3 присоединяется к F3с фрагменту мишени, и полимераза достраивает цепь, при 
этом смещая только что синтезированную последовательность. Смещенная цепь формирует 
петлеобразные структуры на 5’-конце, так как F1c участок гибридизируется с F1 регионом. 
На 3’-конце праймеры также гибридизируются с мишенью, и в итоге получается новая цепь 
с петлеобразными структурами на обоих концах. С такой, похожей на гантель ДНК начинается 
второй этап — цикл экспоненциальной амплификации. Цепи с несколькими инвертированными 
повторяющимися последовательностями ДНК мишени могут быть синтезированы благодаря 
повторениям процессов достраивания и смещения цепей [3]. 
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Рисунок. Этапы LAMP реакции 

Цикл продолжается около 1 часа и приводит к образованию примерно 109 копий ДНК мишени. 
Конечный продукт реакции представляет собой цепи ДНК с петлями различной длины, состоящие из 
нескольких перевернутых, повторяющихся последовательностей оригинального ДНК-шаблона 
(структура похожа на цветную капусту). 

Визуализация продуктов амплификации. Для визуализации конечного продукта LAMP-реакции 
могут использоваться несколько методов. Чаще всего применяется метод визуализации с помощью 
электрофореза в агарозном геле. Агарозный гель обрабатывают красителями, например, бромистым 
этидием или SYBR Green I. Так как конечный продукт состоит из цепей различной длины 
с многочисленными петлями ДНК, электрофорез в агарозном геле определяет продукты с минималь-
ным количеством копий ДНК мишени в загрузочной лунке, которые выглядят как мазок на верхушке 
петли в основании геля. LAMP реакция позволяет синтезировать чрезвычайно большое количество 
ДНК. Добавление красителя SYBR Green I в реакционную пробирку дает возможность визуализиро-
вать продукты с помощью прибора для УФ просвечивания флуоресцирующих в свете или погло-
щающих свет объектов. Данный метод пригоден для полевых наблюдений, где лимитирующим фак-
тором является электрофорез в агарозном геле. Другой способ предусматривает накопление большо-
го количества побочных продуктов реакции. В LAMP-реакции образуется большое количество по-
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бочных продуктов, ионов пирофосфата, от которых в реакционной смеси получается белый осадок 
пирофосфата магния. Поэтому, определяя присутствие или отсутствие белого осадка, можно узнать, 
амплифицировалась ли ДНК. Так как в ходе реакции происходит возрастание плотности раствора, 
для определения её окончания можно использовать колориметрию [4]. 

Таким образом, нами были рассмотрены такие методы детекции продуктов LAMP, как визуали-
зация продуктов реакции электрофорез + окрашивание бромидом этидия/нитратом серебра; флуорес-
центная детекция в растворе интеркалирующими агентами (SybrGreen, PicoGreen, Yo-Pro-Iodide, 
PicoGreen) — Optigene и турбидиметрическая визуализация — образование нерастворимого пиро-
фосфата, турбидиметрия + флуоресценция Calcein/Naphtol Blue с пирофосфатом магния — Eiken. 
Кроме того, могут быть использованы BART — турбидиметрия + люминесценция — 3М, электрохи-
мическое определение продуктов, реакция биотин-СТР-продуктов с Nanogold-частицами, Surface 
Plasmon Resonance, флуоресцентно-меченые праймеры. 

Преимущества LAMP-метода 
1. Простота. Изотермическая амплификация выполняется в один этап, легко визуализировать 

конечные продукты. 
2. Скорость. Конечные результаты анализа можно получить уже через 15–60 минут. 
3. Специфичность и чувствительность. Использование 4 или 6 праймеров обеспечивают 

высокую специфичность реакции, так как они узнают 6 или 8 последовательностей-мишеней. Многие 
исследователи сообщают о высокой чувствительности LAMP до 6 копий искомого гена, что в 10 раз 
превышает чувствительность стандартной ПЦР. 

4. Экономическая эффективность. Не требуется специальных дорогостоящих реагентов и обору-
дования. 

5. Количество амплифицированных продуктов. В течение 15–60 мин приводит к образованию 
примерно 109–1010 копий ДНК мишени. 

6. Амплификация РНК. Метод подходит для амплификации РНК при добавлении обратной 
транскриптазы [5]. 

Реактивы и оборудование для LAMP 
Для проведения данной реакции используется фермент Bst-полимераза, которая является боль-

шой субъединицей ДНК-полимеразы Bacillus stearothermophilus (Eiken, NEB, 3M). Оптимальная 
температура для данного фермента 60–65 ºС. Данная реакция более специфична к последовательно-
сти матрицы, так как в ней участвуют 4–6 праймеров, нацеленных на многие ее звенья. Так же как и 
для любой реакции амплификации, должны быть ДНК-матрица и четыре дезоксирибонуклеотида, а 
также буфер, бетаин, сульфат магния. 

Для постановки LAMP можно использовать приборы на базе термоблока (не требуется точного 
термоциклирования) или водяную баню, градуированную микроволновую печь. Отсутствие специ-
альных дорогостоящих аппаратов также доказывает преимущества метода. 

Использование LAMP для диагностики инфекций 
Хотя LAMP был создан в 2000 г., его популярность стала расти только после широкого 

распространения вирусов лихорадки Западного Нила и тяжелого острого респираторного синдрома 
(ТОРС). 

На сегодняшний день с помощью данного метода диагностированы возбудители таких вирусных 
заболеваний, как лихорадка денге [6], японский энцефалит [7], чикунгунья [8] (тропическая комари-
ная лихорадка), лихорадка Западного Нила [9], тяжелый острый респираторный синдром — ТОРС 

[10], высокопатогенный «птичий грипп» (H5N1) [11]. 
Метод LAMP используют также для определения бактериальных инфекций. В настоящее время 

коммерциализированы тест-системы для следующих возбудителей: Salmonella, Legionella, Listeria, 
Esherichia coli, продуцирующая веротоксин, Campylobacter. В таблице 1 представлен список 
патогенов, диагностированных с помощью LAMP, с указанием ученых, разработавших методику их 
определения [2]. 
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Т а б л и ц а  1  

Список бактерий, идентифицированных методом LAMP 

Автор Название бактерии 
1 2 

Xu et al., 2014 E. feacalis 
Su et al., 2014 S.aureus 
Kaewphinit et al., 2013 M. tuberculosis 
Lim et al., 2013 S. aureus 
Wang et al., 2012 S.agalactiae 
Wang et al., 2012 E. coli various serogroups 
De Souza et al., 2012 M. ulcerans 
Tang et al., 2012 S.enteric 
Nagarajappa et al., 2012  Enterotoxigenic Staphylococci 
Yang et al., 2012 Borrelia burgdorferi 
Sun et al., 2011 V. parahaemolytics 
Han et al., 2011 V. vulnificus 
Kubota et al., 2011 Ralstonia solanacearum 
Kohan et al., 2011 M. tuberculosis 
Suwanampai et al., 2011 S.aureus 
Tang et al., 2011 Listeria monocytogenes 
Lin et al.,  Chlamidia psittaci abortus strain 
Pan et al., 2011 Brucella species 
Yang et al., 2011 S.aureus 
Ward et al., 2010 Xylella fastidiosa 
Xu et al., 2010 V. cholera 
Techathuvanan et al., 2010 S. typhimurium 
Zhao et al., 2010 S.species 
Fukasawa et al., 2010 M. tuberculosis 
Lu et al., 2010 Legionella pneumophila 
Nakao et al.,2010 Enrlichia ruminantium 
Rigano et al., 2010 Xanthomonas axonopodis pv.citri 
Kawai et al., 2009 Chlamydophila pneumonia 
Gahlawat et al., 2009 Renibacterium salmoninarium 
Yamazaki et al., 2010 Vibrio paraharmolyticus tdh, trh genes 
Li et al., 2009 Pseudomonas syringea pv. phaseolica 
Hill et al., 2008 Escherichia coli 
Salah et al., 2008 Renibacterium salmoninarum 
Yamazaki et al., 2008 Campylobacter jejuni 
Yamazaki et al., 2008 V. cholerae 
Pandey et al., 2008 M. tuberculosis 
Misawa et al., 2007 Methicillin устойчивый S.aureus 
Hara-kudo et al., 2007 E. coli 
Qiao et al., 2007 B. anthracis 
Boehme et al., 2007 Pulmonary tuberculosis 
Kato et al., 2007 E. faecalis 
Aoi et al., 2006 Ammonia-oxidizing bacteria 
El-Matbouli et al., 2006 Thelohania contejeani 
Kamachi et al., 2006 Bordetella pertussis 
Yeh et al., 2006 Flavobacterium columnare 
Mukai et al., 2006 M. species 
Ohtsuka et al., 2005 S. enteric 
Kato et al., 2005 Clostridium difficile 
Hara-kudo et al., 2005 Salmonella 
Saito et al., 2005 Mycoplasma pneumonia 
Yoshida et al., 2005 Porphyromonas gingivalis, forsythia, 

Treponema denticola 
Seki et al., 2005 S. pneumonia 
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П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы  1  
1 2 

Song et al., 2005 Shigella и энтероинвазивная E. coli 
Horisaka et al., 2004 Yersinia pseudotuberculosis 
Enosawa et al., 2003 M.avium subsp. para-tuberculosis 

 
В настоящее время большое количество бактериальных патогенов диагностируется методом 

петлевой изотермической амплификации. Некоторые исследователи разработали коммерческие тест-
системы, которые позволяют быстро и легко определять вид бактерии (табл. 2). Эти наборы содержат 
буфер, бетаин, дезоксирибонуклеотиды, праймеры, Bst-полимеразу, MgSO4 в соответствующих кон-
центрациях. Готовые наборы для детекции M.tuberculosis, Campylobacter spp и т.д. 
коммерциализированы химической компанией Eiken (Eiken Chemical Co., Ltd) [2]. 

Т а б л и ц а  2  

Список коммерческих тест-систем для диагностики бактериальных патогенов 

Производитель Название организма Тест-система 

Mitarai et al., 2011 M.tuberculosis Loopamp® Tuberculosis Complex Detection 
Reagent Kit 

Eiken Chemical Co., Ltd., 2011 M.tuberculosis «Loopamp® Pure DNA Extraction Kit», 
«Loopamp® Homethermal Equipment with 
Fluorometer», «Pure LAMPTM Heater»  

Eiken Chemical Co., Ltd., 2008  M.tuberculosis «Loopamp TB detection Kit» 
Eiken Chemical Co., Ltd., 2006 Campylobacter «Loopamp Campylobacter detection Kit» 
Eiken Chemical Co., Ltd., 2005 E.coli O157 «Loopamp 0157 detection Kit» 
Eiken Chemical Co., Ltd., 2005 L.monocytogenes «Loopamp L.monocytogenes detection Kit» 
Eiken Chemical Co., Ltd., 2004 Legionella «Loopamp Legionella screening Kit E» для 

детекции в окружающей среде 
Eiken Chemical Co., Ltd., 2003 Salmonella, E.coli, 

продуцирующая веротоксин 
«Novel Loopamp Salmonella screening kit», 
«Loopamp verotoxin-producing Escherichia 
coli screening kit», «Loopamp Verotoxin 
Typing Kit»  

 
С помощью метода LAMP диагностируются не только бактериальные и вирусные патогены, но 

также и инфекции, вызываемые простейшими. Одним из таких патогенов является малярийный плаз-
модий. Так, Birgit Pöschl и его коллеги провели сравнительный анализ следующих трех методов ди-
агностики для обнаружения возбудителей малярии: микроскопия, вложенная полимеразная цепная 
реакция (nPCR) и LAMP. С этой целью в 105 образцах крови человека, собранных в Северном Таи-
ланде, определяли наличие Plasmodium falciparum и Plasmodium vivax. Общее количество положи-
тельных образцов Plasmodium falciparum составило 57 (54 %), а Plasmodium vivax — 25 (24 %). В 
качестве эталона для сравнения был использован метод nPCR. Чувствительность LAMP для 
Plasmodium falciparum составила 100 %. Все nPCR-отрицательные образцы для данного возбудителя 
также были отрицательными при диагностике методами микроскопии и LAMP (специфичность 
100 %). Для диагностики Plasmodium vivax методом микроскопии обнаружены 15 из 23 nPCR-
положительных образцов (чувствительность 65 %), методом LAMP — 22 из 23 (чувствительность 
96 %). Из 82 nPCR-отрицательных образцов микроскопия обнаружила два положительных образца 
(специфичность 98 %). Все 82 nPCR-отрицательные также были отрицательными по методу LAMP 
(специфичность 100 %). Использование как родоспецифичных, так и видоспецифичных наборов 
праймеров для LAMP давало одни и те же результаты во всех образцах. Следовательно, для диагно-
стики видов Plasmodium в образцах крови данной популяции применение метода LAMP так же оп-
равданно, как и nPCR. Кроме того, он надежнее, чем микроскопия [5]. 

Таким образом, нами были рассмотрены принцип, этапы и компоненты нового метода молеку-
лярной диагностики — петлевой изотермической амплификации. Было выявлено, что данный метод 
имеет ряд преимуществ по сравнению с другими методами диагностики. Также был проведен крат-
кий обзор литературы по использованию LAMP в диагностике вирусных, бактериальных инфекций и 
заболеваний протозойной этиологии. Из всего сказанного выше можно сделать вывод о том, что 
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петлевая изотермическая амплификация является перспективным методом и требует дальнейших 
исследований по определению его эффективности в определении ДНК различных патогенов. 
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А.Г.Жұмина 

Нуклеин қышқылдарының ілмекті изотермді амплификациясы:  
принципі жəне қолданылуы 

Мақала молекулалық диагностиканың жаңа əдісі — ілмекті изотермді амплификацияға арналған. Осы 
реакция компоненттері, кезеңдері мен амплификация өнімдерінің визуализация əдістері жəне оның 
артықшылықтары мен кемшіліктері қарастырылды. Ілмекті изотермді амплификацияның артықшы-
лықтарына қарапайымдылық, жылдамдық, ерекшелік пен сезімталдылық, экономикалық тиімділік 
жатады. Полимеразалы тізбекті реакцияға қарағанда LAMP əдісінде төрт (алты) праймер қолданы-
лады, бұл жағдай оның ерекшелігінің жоғары деңгейін қамтамасыз етеді. LAMP температураның 
өзгеруін қажет етпейді, яғни оны жүзеге асыру үшін амплификатор сияқты қымбат құрал-жабдық 
керегі жоқ. LAMP-ты жасау үшін термоблокпен құралдарды немесе су моншасын пайдалануға 
болады. Сондай-ақ осы əдісті бактериялық жəне вирустық жұқпалы ауруларды анықтау үшін қолдану 
мүмкіндіктері туралы ақпарат берілді. Қазіргі кезге патогендердің ДНҚ мен РНҚ-сын анықтауға 
арналған тест-жүйелердің аздаған саны жасалынып шығарылды. Тест-жүйелердің негізгі өндірушісі 
Eiken Chemical компаниясы болып табылады. 

 
А.G.Zhumina 

Loop-mediated isothermal amplification of nucleic acids:  
principle and application 

The article is devoted to the new methods of molecular diagnostics — loop-mediated isothermal amplifica-
tion. The components, stages of this reaction, the amplification products visualization techniques and its ad-
vantages and disadvantages are also described. The advantages of loop-mediated isothermal amplification in-
clude ease, speed, sensitivity and specificity, cost effectiveness. Unlike polymerase chain reaction method, 
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LAMP uses four (six) primer that provides a high level of specificity. LAMP carry out under conditions of 
constant temperature, that is, for its implementation does not require expensive equipment such as a thermal 
cycler. Devices on the basis of thermoblock or a water bath can use for statement of LAMP. In addition, in-
formation about the possible uses of the method for the diagnosis of bacterial and viral infections is given in 
the article. At present a small number of test systems for the detection of pathogens DNA and RNA were de-
veloped. The main producer of test systems is the Eiken Chemical company. 

 
 


