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Рекомбиназная полимеразная и петлевая изотермическая амплификация может быть проведе-
на во внелабораторных условиях, что делает эти методы перспективными для разработки экс-
пресс-тестов для ДНК-диагностики инфекционных заболеваний человека, а также сельскохо-
зяйственных животных и растений в формате оказания медицинской помощи на месте (англ. 

“point-of-care” testing) или полевой детекции (англ. “in-field” detection). В обзоре рассмотрены 
основные принципы, на которых основаны данные методы, а также их современное состояние 
с акцентом на неинструментальные методы регистрации результата изотермической амплифи-
кации с помощью колориметрии и иммунохроматографических тест-полосок. Подробно осве-
щены подходы к повышению селективности изотермической амплификации путём её объеди-
нения с CRISPR/Cas-детекцией или путём объединения двух методов по принципу гнездовой 
амплификации. 
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Современная ДНК‑диагностика представлена 
широким спектром методов анализа образцов 
генетического материала и может быть разделена 
на молекулярно-генетическую ДНК‑диагностику, 
которая сфокусирована на идентификации ин-
дивидуальных геномов (например, диагностика 
наследственных заболеваний), и ДНК‑диагно-
стику инфекционных заболеваний, нацеленную 
на выявление в образцах различного происхож-
дения (биомедицинские, сельскохозяйственные, 
из окружающей среды и т. п.) патогенных ми-
кроорганизмов и вирусов [1]. В настоящее вре-
мя доминирующим методом ДНК‑диагностики 
инфекционных заболеваний является метод на 
основе полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
изобретённой Кэри Муллисом 40 лет назад [2] 

и получивший широкое распространение в ру-
тинной практике клинических и санитарно-эпи-
демиологических лабораторий [3]. В последние 
десятилетия наблюдается растущий интерес к де-
централизации ДНК‑диагностики — проведению 
тестирования вне специализированных ПЦР‑лабо-
раторий в формате так называемого тестирования 

“у постели больного” (“point-of-care” testing) [4], 
получившего дополнительный импульс к разви-
тию в рамках борьбы с пандемией COVID‑19 [5, 
6]. Хотя выражение “point-of-care” testing является 
доминирующим в современной литературе для 
обозначения внелабораторной ДНК‑диагностики, 
в рамках данного обзора мы будем использовать 
термин “point-of-need” testing (PONT) [7] как бо-
лее корректный. Действительно, децентрализация 
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ДНК‑диагностики также представляет интерес для 
сельского хозяйства и пищевой индустрии, по-
скольку позволяет оперативно выявлять инфекци-
онные агенты, вызывающие заболевания растений 
и животных, или загрязнения продукции [4, 7, 8].

ПЦР‑анализ, вне всякого сомнения, остаётся 
золотым стандартом ДНК‑диагностики, поэтому 
одним из направлений его развития в формате 
PONT является создание мобильных автономных 
систем для проведения анализа во внелаборатор-
ных условиях [9, 10]. Однако такие аналитические 
системы всё ещё нуждаются в достаточно сложном 
и дорогостоящем оборудовании. Альтернативный 
подход, который можно отнести к развитию не-
инструментальных методов ДНК‑диагностики, 
основан на использовании изотермической ампли-
фикации нуклеиновых кислот [11, 12]. В отличие 
от ПЦР, которая требует многократного контро-
лируемого циклического изменения температу-
ры в ходе протекания реакции, изотермическая 
амплификация идет при постоянной температуре, 
тем самым значительно снижая техническую слож-
ность необходимого оборудования, что делает её 
привлекательным технологическим направлением 
развития ДНК‑диагностики в формате PONT [6, 
8, 11—13]. В настоящее время для обнаружения 
инфекционных агентов разработаны различные 
методы изотермической амплификации ДНК [11—
13], среди которых на практике наиболее широкое 
распространение получила петлевая изотермиче-
ская амплификация (англ. loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP) [14]. Среди методов изотер-
мической амплификации можно выделить и ре-
комбиназную полимеразную амплификацию (англ. 
recombinase polymerase amplification, RPA) [11, 15], 
интерес к которой в последние годы резко вырос. 
Так, поиск в базе научных публикаций PubMed 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) по словосочета-
нию recombinase polymerase amplification показал 
более чем 4-кратный рост числа публикаций, от-
носящихся к использованию RPA, за последние 
пять лет (с 220 до 1006).

В целом изотермическая амплификация, вклю-
чая LAMP и RPA, имеет меньшую селективность 
по сравнению с ПЦР, особенно если ПЦР про-
водят в формате TaqMan [15]. В ходе изотерми-
ческой амплификации ДНК‑мишени (здесь под 
ДНК‑мишенью понимается участок геномной 
ДНК, ограниченный последовательностями прай-
меров) наряду с целевыми ампликонами могут 
синтезироваться в сопоставимых количествах ам-
пликоны, источником которых не является после-
довательность ДНК‑мишени (например, другие 

участки генома детектируемого микроорганизма 
или вируса, геномов других микроорганизмов 
и вирусов, присутствующих в образце, участки 
генома инфицированного организма), что может 
приводить к ложноположительным результатам. 
Очевидно, что выбор ДНК‑мишени и праймеров 
является фактором, в наибольшей степени опреде-
ляющим селективность амплификации. Несмотря 
на наличие компьютерных программ для дизайна 
праймеров для LAMP [16, 17] и RPA [18], подбор 
праймеров, обеспечивающих желаемую селектив-
ность изотермической амплификации, требует их 
экспериментальной проверки и остаётся край-
не трудоёмким процессом без гарантированного 
успеха [15]. Как альтернатива в настоящее время 
наметились два подхода к решению проблемы 
недостаточной селективности изотермической 
амплификации. Один из них связан с открытием 
и введением в исследовательскую практику новых 
типов РНК‑направляемых CRISPR/Cas-нукле-
аз (англ. clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats, CRISPR; CRISPR associated protein, 
Cas) [19—21]. Примером другого подхода является 
объединение RPA и LAMP в формате “гнездовой” 
амплификации [22].

Цель данного обзора — познакомить заинтере-
сованного читателя с принципами RPA и LAMP, 
форматами наработки ДНК‑ампликонов, совме-
стимыми с требованиями PONT, а также подхо-
дами к повышению селективности данных ме-
тодов изотермической амплификации путём их 
комбинирования с CRISPR/Cas-нуклеазами или 
объединения по типу “гнездовой” амплифика-
ции. В связи со значительным числом публика-
ций, посвящённых разработке тестов на основе 
RPA и LAMP для обнаружения инфекционных 
агентов в формате PONT, их невозможно охватить 
в единичном обзоре. Только часть опубликован-
ных работ процитирована как иллюстративные 
примеры основных направлений развития экс-
пресс-ДНК‑диагностики инфекционных забо-
леваний. Вне рамок обзора остались вопросы, 
связанные с выбором ДНК‑мишеней и молеку-
лярным дизайном праймеров для RPA и LAMP, 
заслуживающие отдельного рассмотрения.

ПЕТЛЕВАЯ ИЗОТЕРМИЧЕСКАЯ 
И РЕКОМБИНАЗНАЯ ПОЛИМЕРАЗНАЯ 

АМПЛИФИКАЦИЯ

Как в случае LAMP, так и при RPA амплифи-
кация ДНК осуществляется ДНК‑полимеразой, 
обладающей так называемой цепь-вытесняющей 
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активностью (англ. strand-displacing DNA 
polymerase); синтез новой цепи происходит на 
одной из цепей двухцепочечной ДНК‑матри-
цы (дцДНК) с образованием новой дцДНК, при 
этом вторая цепь не разрушается, а вытесняется, 
высвобождаясь в раствор в виде полинуклеотида 
(одноцепочечная ДНК, оцДНК), которая также 
может служить матрицей для синтеза ДНК. Для 
проведения LAMP достаточно только ДНК‑по-
лимеразы с цепь-вытесняющей активностью, в то 
время как для RPA необходима довольно сложная 
ферментативная смесь, дополнительно включа-
ющая рекомбиназу и белки, специфически свя-
зывающиеся с оцДНК (англ. single-stranded DNA 
binding proteins, SSB‑белки).

Наряду с ДНК, в качестве мишени может ис-
пользоваться и комплементарная ДНК (кДНК). 
кДНК получают путём обратной транскрипции 
in vitro (англ. reverse transcription, RT) — энзимати-
ческого синтеза ревертазой (обратной транскрип-
тазой) оцДНК на РНК‑матрице. Это позволяет 
определять методами LAMP и RPA микроорганиз-
мы, используя специфические для них последо-
вательности транскриптов, а также РНК‑вирусы 
(например, такие как SARS-CoV‑2), добавлением 
обратной транскриптазы в реакционную смесь.

Рекомбиназная полимеразная амплификация. Ме-
тод RPA предложен в 2006 году группой исследо-
вателей под руководством Армса [23] и основан 
на использовании рекомбиназы UvsX фага Т4. 
Рекомбиназа формирует комплекс с праймером 
и в присутствии АМФ осуществляет его встраива-
ние в дцДНК на участке, содержащим комплемен-
тарную праймеру последовательность, при этом 
образующийся локально участок оцДНК стабили-
зируется SSB‑белком gp32 фага Т4 (рис. 1). После 
диссоциации комплекса рекомбиназа/ДНК прай-
мер достраивается Bsu-полимеразой с цепь-вытес-
няющей активностью с использованием одной из 
цепей ДНК как матрицы. Вновь синтезированная 
дцДНК и вытесненная цепь выступают как новые 
матрицы, тем самым обеспечивая экспоненциаль-
ную амплификацию ДНК‑мишени (рис. 1). Реко-
мендованный размер ДНК‑мишени (и соответ-
ственно длина образующихся ампликонов) в RPA 
лежит в интервале от 100 до 500 пар оснований 
(п. о.) [11, 24]. Амплификация протекает при 37—42 
оC, обеспечивая увеличение количества копий 
ДНК‑мишени до 109 раз в течение 20—40 мин (что 
позволяет обнаружить нескольких копий ДНК‑ми-
шени в тест-пробирке при удачном подборе прай-
меров), и не требует использования какого-либо 
оборудования [23, 24]. Если в качестве мишени 

используется кДНК, ревертаза для синтеза кДНК 
может быть добавлена непосредственно в реак-
ционную смесь (англ. reverse transcription-RPA, 
RT-RPA) [22, 23]. Смесь реагентов для проведе-
ния RPA может быть лиофилизирована для целей 
транспортировки и хранения и регидрирована 
перед применением [11] c повышением таким об-
разом соответствия RPA требованиям PONT.

В отличие от ПЦР, где длина праймеров со-
ставляет 18—25 нуклеотидов (нт), рекомендован-
ная длина праймеров в RPA составляет 30—35 нт. 
Относительно низкая температура проведения 
амплификации (≤ 42 оC) и большая длина прай-
меров повышают вероятность формирования ими 
устойчивых димеров, а также “шпилек” внутри 
праймера, что может снижать эффективность RPA 
вплоть до её полного ингибирования [11, 24]. Кро-
ме того, рекомбиназа допускает наличие несколь-
ких неспаренных оснований между праймером 
и комплементарным участком в цепи ДНК [25], 
что, в свою очередь, может приводить к появлению 
нецелевых ампликонов. Таким образом, подбор 
и проверка праймеров, обеспечивающих необ-
ходимые эффективность и специфичность RPA, 
становится крайне время- и ресурсозатратной за-
дачей. Как попытка упростить решение этой про-
блемы, недавно предложен способ, основанный 
на использовании праймеров, содержащих моди-
фицированные основания, присутствие которых 
существенно снижает вероятность формирования 
праймерами димеров и “шпилек” [26].

Петлевая изотермическая амплификация. Ме-
тод LAMP разработан в 2000 году Нотоми с соавт. 

Рис. 1. Схематическое изображение рекомбинант-
ной полимеразной амплификации (RPA).

Праймер
Bsu-полимераза

SSB-белок
Рекомбиназа
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[27]. В данном методе используют только один 
фермент — Bst-полимеразу с цепь-вытесняющей 
активностью, но, в отличие от RPA, не одну, а две 
пары праймеров, первая из которых обозначается 
как “внешние” (англ. outer primers), а вторая — 

“внутренние”(англ. inner primers) [27, 28]. Внутрен-
ние праймеры сконструированы определённым 
образом: с 5'-конца они имеют участок, компле-
ментарный участку ДНК‑мишени, а с 3'-конца — 
участок, чья последовательность идентична по-
следовательности участка ДНК‑мишени (рис. 2, 
шаг 1). Такая конструкция внутренних праймеров 
в сочетании с внешними и способностью Bst-по-
лимеразы отодвигать цепь ДНК при синтезе новой 
цепи по ДНК‑матрице приводит к формированию 
гантелеподобных ДНК‑структур (рис. 2, шаг 2), ко-
торые далее экспоненциально амплифицируются 
с участием внутренних праймеров и Bst-полимеразы 
(рис. 2, шаг 3). LAMP проводят при постоянной 
температуре в интервале 60—65 оC, однако для на-
чала амплификации, в отличие от RPA, необходимо 
предварительно денатурировать ДНК‑матрицу (что 
достигается прогреванием реакционной смеси при 

95 оC в течение 5 мин) для последующего связыва-
ния внутренних и внешних праймеров с комплемен-
тарными им участками цепей дцДНК при понижении 
температуры до 60—65 оC [27, 28]. Для обнаружения 
микроорганизмов по специфическим транскриптам 
или РНК‑вирусов обратная транскрипция должна 
быть выполнена либо отдельно от LAMP, либо 
в формате “одной пробирки” непосредственно пе-
ред амплификацией (до прогревания LAMP‑пробы 
при 95 оC) внесением в реакционную смесь обрат-
ной транскриптазы (англ. reverse transcription LAMP, 
RT-LAMP) [28]. Поскольку для проведения LAMP 
могут использоваться такие рекомбинантные поли-
меразы, как Bst‑3.0 и OmniAmp, которые обладают 
ревертазной активностью, детекция РНК‑мишени 
возможна и в формате “одной пробирки” без до-
бавления обратной транскриптазы [29, 30]. Как 
и в случае RPA, смесь реагентов для LAMP может 
быть лиофилизована и регидрирована перед ис-
пользованием [31, 32].

LAMP в большинстве случаев обеспечивает 
не менее чем 109-кратное увеличение количества 
копий ДНК‑мишени, однако типичное время 

Рис. 2. Схематическое изображение петлевой амплификации (LAMP).
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реакции амплификации составляет около 1 ч. Для 
снижения времени реакции Нагамине с соавт. [33] 
в 2002 году модифицировали метод, дополнительно 
введя ещё одну пару праймеров (петлевые прай-
меры), комплементарных последовательностям 
в петлях гантелеподобных ампликонов (рис. 2, 
шаг 3). Использование трёх пар праймеров по-
зволило сократить время амплификации практи-
чески вдвое [33].

МЕТОДЫ РЕГИСТРАЦИИ РЕЗУЛЬТАТА 
ИЗОТЕРМИЧЕСКОЙ АМПЛИФИКАЦИИ

RPA и LAMP характеризуются образованием 
продукта амплификации в виде фрагментов дцДНК 
в количестве на порядок превышающем выход 
стандартной ПЦР [11, 14, 24]. Значительное коли-
чество дцДНК позволяет зарегистрировать резуль-
тат реакции визуально (невооружённым глазом) 
по изменению цвета красителей, включая такой 
распространённый флуоресцентный краситель 
ДНК, как SYBR Green I, широко используемый 
для наблюдения за протеканием ПЦР в реальном 
времени [2, 3]. Следует отметить, что слежение за 
RPA и LAMP в реальном времени также возможно 
с использованием SYBR Green I, хотя в последнем 
случае присутствие данного красителя может за-
медлять реакцию амплификации [24, 34]. В связи 
с этим LAMP в реальном времени часто проводят 
с привлечением турбидиметрии (на основе преци-
питации пирофосфата магния) [35] или специаль-
но сконструированных флуоресцентно-меченных 
праймера и зонда, чья флуоресценция изменяется 
при встраивании в ампликоны [36]. Однако ко-
личественная оценка как мутности, так и интен-
сивности флуоресценции требует использования 
довольно сложных аналитических устройств. В дан-
ном обзоре упор сделан на регистрацию результата 
амплификации неинструментальными методами 
по завершении реакции (по конечной точке, англ. 
end-point detection) c использованием одноразовых 
иммунохроматографических тест-полосок (англ. 
lateral flow assays, LFA) [37] или путем фиксации 
изменения цвета красителя в реакционной пробе 
невооружённым глазом.

Колориметрические методы анализа. Как уже 
упоминалось выше, такой флуоресцентный 
интеркалирующий ДНК‑краситель, как SYBR 
Green I, в присутствии большого количества 
дцДНК изменяет свой цвет с жёлто-оранжевого 
на жёлто-зелёный [38], что делает возможным 
визуальную фиксацию результата RPA или LAMP. 
Однако, несмотря на простоту такого подхода, 

он характеризуется высоким значением предела 
обнаружения. Например, в случае обнаружения 
бактерий M. tuberculosis предел обнаружения со-
ставил 0.05 нг бактериальной ДНК в RPA‑пробе 
[39], что, исходя из размера генома (~ 4.4 млн п.о. 
[40]), соответствует около 10 000 бактерий. Когда 
анализ этих же RPA‑образцов проводили с помо-
щью агарозного гель-электрофореза в присутствии 
флуоресцентного красителя и визуализацией по-
лос ДНК помещением геля на ультрафиолетовый 
(УФ) трансиллюминатор, то предел обнаружения 
снижался до 0.05 пг бактериальной ДНК в реак-
ционной пробе (около 10 бактерий) [39]. Стоит 
отметить, что предел обнаружения для прямого 
(визуального) определения невооружённым глазом 
при добавлении SYBR Green I в RPA‑пробу может 
быть также существенно снижен при использова-
нии такого простого устройства, как УФ‑лампа. 
Например, проявление окраски пробы при её осве-
щении УФ‑лампой позволило идентифицировать 
бактерии Yersinia enterocolitica (вызывают иерсини-
оз — острое желудочно-кишечное инфекционное 
заболевание) с пределом обнаружения в 10 колоние- 
образующих единиц (КОЕ) на RPA‑образец  [41]. 
Для LAMP регистрация ДНК‑ампликонов по ко-
нечной точке  реакции без использования како-
го-либо оборудования, основанная на изменении 
цвета SYBR Green I, также давно известна [42]. 
Интересно, что в случае LAMP предел обнару-
жения ниже, чем для RPA, вероятно, вследствие 
более высокого выхода ДНК‑ампликонов в ре-
зультате реакции. Например, авторы работы [43] 
сообщают о пределе обнаружения 10 бактерий 
Escherichia coli на реакцию. Однако из работы [43] 
неясно, относится ли этот предел к регистрации 
аналитического сигнала по изменению цвета SYBR 
Green I при обычном освещении или при освеще-
нии УФ‑светом, поскольку использовались оба 
подхода. С другой стороны, предел обнаружения 
4—8 паразита на LAMP‑образец установлен при 
определении Plasmodium knowlesi (патогенный ми-
кроорганизм, вызывающий малярию) по измене-
нию цвета SYBR Green I при обычном освеще-
нии [44]. Сравнение различных флуоресцентных 
красителей — SYBR Green I и шести красителей 
семейства SYTO — показало, что наиболее эффек-
тивным среди них является SYTO‑24, использо-
вание которого позволило обнаружить бактерию 
Salmonella typhimurium (использовалась как модель-
ный организм) по изменению цвета LAMP‑образца 
при обычном освещении с пределом обнаружения 
14 КОЕ на 1 мл крови (бактерии выделены из 1 
мл крови с использованием магнитных частиц 
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с иммобилизованными антителами к сальмонелле) 
[45]. Из других распространённых флуоресцент-
ных интеркалирующих ДНК‑красителей, которые 
применялись для регистрации результата LAMP, 
можно отметить пропидий йодид [43] и PicoGreen 
[46, 47]. Однако предел обнаружения при их ис-
пользовании был выше 100 000 патогенов в реак-
ционной пробе.

Присоединение нуклеотида к растущей цепи 
ДНК‑полимеразой сопровождается образованием 
побочного продукта — пирофосфата [48], который, 
как упоминалось выше, при взаимодействии с ио-
нами магния образует нерастворимую соль [35]. 
Однако регистрация образования пирофосфата 
магния по изменению мутности пробы невоору-
жённым глазом затруднительна [49]. В связи с этим 
предложен другой подход, основанный на исполь-
зовании колориметрических металлоиндикаторов, 
которые конкурируют за ионы металлов с пиро-
фосфатом. Один из первых металлоиндикаторов, 
использованных для фиксирования результата 
LAMP, — кальцеин (флуорексон), который вме-
сте с хлоридом марганца вносили в LAMP‑пробу 
до начала реакции (конечная концентрация ио-
нов марганца составляла 1 мМ) [49]. Успешное 
прохождение амплификации сопровождалось 
изменением цвета пробы от желтоватого к изум-
рудно-зелёному. Этот способ использован для 
выявления ряда инфекционных вирусных заболе-
ваний у сельскохозяйственных животных и птиц 
на основе метода LAMP в формате PONT [50]. 
Например, применительно к бактерии Plesiomonas 
shigelloides, которая вызывает серозно-геморра-
гическое воспаление кожи у рыб и представляет 
серьезную угрозу в промышленном рыболовстве, 
предел обнаружения составил 200 копий ДНК‑ми-
шени на реакционную пробу [51]. Наряду с каль-
цеином, использовали такие колориметрические 
металлоиндикаторы, как гидроксинафтол синий 
(hydroxynaphthol blue, HNB) и малахитовый зелё-
ный (тетраметил‑4,4-диаминотрифенилметан). 
В случае HNB бесцветная реакционная проба при-
обретала голубой цвет, при этом были достигну-
ты пределы обнаружения около 30 и 50 молекул 
ДНК‑мишени на LAMP‑образец при определении 
золотистого стафилококка (Staphylococcus aureus) 
и гонококка (Neisseria gonorrhoeae) соответственно 
[52, 53]. Так же как кальцеин и малахитовый зелё-
ный, HNB может быть добавлен в смесь до начала 
реакции, при этом цвет меняется от фиолетового 
к голубому при успешном прохождении ампли-
фикации. В случае золотистого стафилококка, 
предел обнаружения с HNB составил 8 копий при 

использовании очищенной плазмиды, несущей 
последовательность ДНК‑мишени, и 400 КОЕ 
бактерий на LAMP‑образец [54]. Сравнение вари-
антов анализа с использованием HNB, кальцеина 
и SYBR Green I (в последнем случае с освещением 
пробы УФ‑лампой) показало, что HNB и SYBR 
Green I дают существенно более низкий предел 
обнаружения, чем кальцеин — около 160 копий 
фала λ на LAMP‑пробу против 1600 [55]. Возмож-
но, это связано с тем, что ионы марганца могут 
снижать эффективность LAMP [56].

В то время как колориметрические металло-
индикаторы относительно часто применяют для 
регистрации результата LAMP, нам удалось найти 
только одну публикацию, касающуюся RPA: HNB 
использовали для идентификации сельскохозяй-
ственного вредителя Thrips palmi [57]. Причиной 
может быть низкая чувствительность определения 
с использованием металлоиндикаторов из-за недо-
статочного количества ДНК, синтезируемой в ходе 
RPA и, соответственно, более низкого количества 
пирофосфата.

Наряду с образованием пирофосфата, присо-
единение нуклеотида ДНК‑полимеразой сопро-
вождается высвобождением протона, что в случае 
низкой буферной ёмкости реакционной смеси мо-
жет привести к заметному изменению значения рН: 
c начального 8.8 до 6.0—6.5 в конце реакции  [56]. 
Как оказалось, Bst-полимераза, используемая 
в LAMP, может с приемлемой эффективностью 
амплифицировать ДНК в буферных растворах 
с низкой емкостью в широком диапазоне значений 
рН от 6 до 10 [56]. Это позволило в случае LAMP 
применить колориметрические рН‑индикаторы для 
регистрации результата реакции. Ряд индикаторов, 
таких как феноловый красный (фенолсульфофта-
леин), крезоловый красный (о-крезолсульфофта-
леин), нейтральный красный (3-амино‑6-диме-
тиламино‑2-метилфеназоний хлорид) и метакре-
золовый пурпурный (м-крезолсульфофталеин), 
оказался хорошо совместимым с LAMP [56]. Так, 
нейтральный красный использовали для обнаруже-
ния паразитов Plasmodium falciparum и Plasmodium 
vivax, вызывающих малярию (после их выделе-
ния из крови больных) с пределом обнаружения 
от 12 до 18 клеток на LAMP‑образец (в зависимо-
сти от участка в геноме паразитов, используемого 
как ДНК‑мишень) [58]. Индикатор, добавленный 
в пробу перед реакцией, изменяет окраску образца 
с желтой на розовую после успешного заверше-
ния амплификации. Крезоловый красный при-
меняли для контроля присутствия спор бактерии 
Clostridium tyrobutyricum (вызывает порчу продукта 
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в сыроделии) в молоке — цвет пробы менялся от 
розового к жёлтому, при этом предел обнаруже-
ния составил 2 споры на LAMP‑образец [59, 60].

Использование колориметрических рН‑ин-
дикаторов для регистрации результата LAMP 
коммерциализировано компанией New England 
Biolabs (Великобритания), которая выпустила на-
бор WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix 
(DNA & RNA). Набор даёт возможность обнару-
жить присутствие патогенов методом LAMP за 
15—40 мин по изменению цвета пробы от розового 
к жёлтому. Использование данного набора позво-
лило определить SARS-CoV‑2 в формате RT-LAMP 
с пределом обнаружения, равным 25 копий вируса 
в реакционной пробе [61].

Таким образом, сегодня существует широкий 
класс красителей, совместимых с изотермической 
амплификацией, которые могут быть использо-
ваны для неинструментального анализа образцов 
на содержание инфекционных агентов в формате 
PONT. При этом можно отметить, что колориме-
трические металло- и рН‑индикаторы используют, 
как правило, в LAMP, в то время как определение 
по изменению цвета флуоресцентных красителей — 
в RPA. Возможность внесения красителя до начала 
реакции амплификации является значительным 
преимуществом, поскольку позволяет проводить 
анализ без вскрытия пробирки с реакционной 
пробой и, слндовательно, избежать контаминации 
окружающего пространства продуктами ампли-
фикации, таким образом понижается вероятность 
получения ложноположительного результата.

Анализ с использованием иммунохроматографи‑
ческих тест-полосок. LFA основан на перемещении 
раствора аналита (в данном случае ДНК‑амплико-
нов) через различные зоны пористой полимерной 
мембраны без помощи внешних сил в результате 
капиллярного эффекта, аналогично тому, как это 
происходит в тонкослойной хроматографии [62]. 
Как правило, ампликоны мечены одновременно 
флуоресцеином (чаще всего 5(6)-карбоксифлу-
оресцеином, FAM) и биотином, что достигается 
использованием в амплификации олигонуклео-
тидных зондов и/или праймеров, конъюгирован-
ных с этими молекулами [24, 37]. По окончании 
амплификации реакционную смесь наносят на 
впитывающую часть тест-полоски, где она сме-
шивается с находящимися там антителами к FAM, 
конъюгированными с наночастицами (напри-
мер, коллоидным золотом), которые использу-
ют для усиления окраски. При перемещении по 
мембране комплексы ампликонов с наночасти-
цами проходят через зону с иммобилизованным 

биотин-связывающим белком (тест-зона), фор-
мируя визуально наблюдаемую полосу красного 
цвета, и далее через зону с иммобилизованными 
вторичными антителами, формируя вторую (кон-
трольную) полосу. В случае отсутствия амплико-
нов формируется только контрольная полоса [24, 
37, 62]. Можно отметить, что как альтернатива 
праймерам/зонду, конъюгированным с биотином 
и флуоресцеином, ампликоны могут быть поме-
чены этими молекулами с использованием моди-
фицированных нуклеотидов, конъюгатов биотина 
и флуоресцеина с дезоксинуклеозидтрифосфатами, 
выступающими в роли субстратов применяемых 
в RPA и LAMP полимераз [63, 64].

Комбинирование RPA с LFA (RPA-LFA) ис-
пользовано для определения уровня содержания 
инфекционных агентов, значимых с точки зрения 
здравоохранения и сельхозпроизводства, а также 
для мониторинга состояния окружающей среды 
[65—67]. При определении вируса гепатита В чело-
века (ДНК‑содержащий вирус) методом RPA-LFA 
предел обнаружения составил 6 копий вируса в ре-
акционной пробе [65]. Применительно к такому 
РНК‑вирусу, как SARS-CoV‑2 анализ образцов 
в формате RT-RPA-LFA характеризовался преде-
лом обнаружения 180 вирионов на RPA‑образец 
(при этом использование очищенной вирусной 
РНК дало предел обнаружения 13 копий мишени 
на образец) [68]. Интересно, что размер (длина) 
генерируемых RPA‑ампликонов может изменять 
эффективность их определения с использованием 
LFA, по-видимому, по-разному влияя на агрега-
цию наночастиц золота [69].

Метод LAMP также может быть совмещен с ре-
гистрацией результата амплификации с помощью 
LFA (LAMP-LFA) и показывать при этом значения 
предела обнаружения, сопоставимые со значе-
ниями для RPA-LFA. Так, предел обнаружения 
вируса SARS-CoV‑2 методом RT-LAMP-LFA со-
ставил у разных авторов 20 [70] и 30 [71] копий 
РНК‑мишени на реакцию, что сопоставимо со 
значением для RT-RPA-LFA — 13 копий РНК‑ми-
шени SARS-CoV‑2 в пробе [68]. Применительно 
к бактерии Listeria monocytogenes предел обнаруже-
ния метода LAMP-LFA составил около 100 копий 
ДНК‑мишени в LAMP‑пробе [72]. Сопоставление 
LFA с колориметрическим методом регистрации 
результата LAMP, а именно: с помощью красителя 
SYBR Green I, показало, что предел обнаружения 
в обоих подходах одинаков [73]. Однако в другом 
исследовании [72] анализ с помощью LFA ока-
зался значительно более чувствительным, чем по 
варианту с применением SYBR Green I — пределы 
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обнаружения различались в 100 раз. Представляет-
ся наиболее вероятным, что такая разница между 
двумя способами регистрации результата реакции 
амплификации связана с использованием раз-
личных концентраций красителя, который может 
влиять на эффективность LAMP.

Анализ образцов в форматах RPA-LFA и LAMP-
LFA требует переноса ампликонов из реакционной 
пробы на тест-полоску, что создаёт потенциаль-
ную возможность контаминации окружающего 
пространства продуктами амплификации, что, 
в свою очередь, может привести к появлению лож-
ноположительных результатов. В случае LAMP для 
устранения влияния контаминации на результат 
анализа предложен способ, аналогичный ранее 
разработанному для ПЦР [74] и основанный на 
использовании 2'-дезоксиуридин‑5'-трифосфата 
(dUTP) вместо 2'-дезокситимидин‑5'-трифосфата 
(dTTP) в реакционной смеси (это также потребовало 
замены Bst-полимеразы на полимеразу Bst 2.0) [75]. 
В рамках этого способа в реакционную смесь до-
бавляют урацил-ДНК‑гликозилазу (УДГ), которая 
удаляет урацил в ампликонах, попавших в пробу, тем 
самым блокируя их последующую амплификацию 
(УДГ в дальнейшем инактивируется при повышении 
температуры до 60 оC или выше в ходе LAMP) [75].

Таким образом, регистрация результатов RPA 
и LAMP с помощью LFA характеризуется про-
стотой и достаточно высокой чувствительностью, 
отвечающими требованиям PONT. Пределы об-
наружения RPA-LFA и LAMP-LFA сопоставимы 
с пределами обнаружения, которые достигаются 
при использовании колориметрических методов 
регистрации продуктов амплификаци. Однако, как 
и в случае колориметрических методов регистра-
ции, LFA не позволяет дифференцировать целевые 
и нецелевые продукты амплификации, так что 
селективность теста полностью определяется тем, 
насколько удачным оказался выбор праймеров.

КОМБИНИРОВАНИЕ ИЗОТЕРМИЧЕСКОЙ 
АМПЛИФИКАЦИИ С CRISPR/

CAS-АНАЛИЗОМ

CRISPR/Cas-нуклеазы являются основой им-
мунной системы бактерий и архей, обеспечивая 
их устойчивость к чужеродным генетическим эле-
ментам, таким как бактериофаги и плазмиды [76]. 
Cas-нуклеазы образуют комплексы с направляю-
щей РНК (нРНК) — молекулой РНК определен-
ной последовательности, состоящей из участка, 
ответственного за взаимодействие с Cas-нукле-
азой, и участка (спейсер), комплементарного 

последовательности в мишени (протоспейсер) [19]. 
Cas-нуклеаза активируется только в том случае, 
если образуется гетеродуплекс между спейсером 
и протоспейсером, что in vivo приводит к расщепле-
нию последовательности-мишени. Такие CRISPR/
Cas-нуклеазы, как Cas12а, Cas12b и Cas13а при ак-
тивации в условиях in vitro приобретают сопутству-
ющую (коллатеральную) активность — способность 
неселективно расщеплять молекулы РНК (Cas13а) 
или оцДНК (Cas12а и Cas12b) [19], при этом реак-
ция эффективно протекает при 37—41 оC (а в случае 
Cas12b — при 60—65 оC).

Коллатеральная активность CRISPR/Cas-
нуклеаз положена в основу методов определения 
концентрации нуклеиновых кислот (рис. 3), где 
целевые продукты RPA или LAMP (или фрагмен-
ты РНК, синтезированные по ним как матрицам) 
селективно узнаются комплексом CRISPR/Cas-
нуклеазы с нРНК (рис. 3, шаг 2). При этом в реак-
ционной смеси присутствуют короткие РНК- или 
ДНК‑олигонуклеотиды (“репортёры”), меченные 
FAM и молекулой-“гасителем” (англ. quencher); 
их расхождение в пространстве при расщеплении 
олигонуклеотида приводит к росту интенсивности 
флуоресценции (рис. 3, шаги 3 и 4). Напротив, для 
сопряжения с LFA “репортёры” несут на концах 
FAM и биотин. При этом стоит отметить, что в слу-
чае CRISPR/Cas-анализа положения контрольной 
и тестовой полос в LFA меняются местами. Это 
связано с тем, что регистрируют не появление 
ампликонов, меченных FAM и биотином, а ис-
чезновение несущих их “репортёров” в результате 
расщепления Cas-нуклеазами. В случае использо-
вания Cas13а ампликоны, представляющие фраг-
менты дцДНК, содержат промотор РНК‑полиме-
разы фага Т7 для синтеза фрагментов РНК (рис. 
3, шаг 1), что достигается дополнением последо-
вательности одного из праймеров в RPA и LAMP 
участком с последовательностью промотора [77]. 
После формирования направляющей РНК, нахо-
дящейся в комплексе с CRISPR/Cas-нуклеазой, 
дуплекса с последовательностью-мишенью (либо 
непосредственно с одной из нитей дцДНК, либо 
с РНК, транскрибированной с дцДНК как матри-
цей), происходит активация нуклеазы с приобре-
тением ферментом коллатеральной активности 
[19]. Расщепление молекул-репортёров приводит 
к появлению флуоресценции, которую можно на-
блюдать визуально при освещении пробы синим 
светом, либо к исчезновению (ослаблению) первой 
полосы на тест-полоске.

CRISPR/Cas‑13a-нуклеаза является РНК‑на-
пр авляемой рибонуклеаз ой,  узнающей 
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последовательность РНК‑мишени. Первая работа, 
демонстрирующая возможность комбинирова-
ния изотермической амплификации (RPA и RT-
RPA) с CRISPR‑нуклеазой Cas13а опубликована 
Гутенбергом с соавт. в 2017 году [77]. CRISPR/

Cas13а-детекция требует введения этапа транс-
крипции, где ДНК‑ампликоны, образующиеся 
в ходе RPA или LAMP, используются в качестве ма-
трицы для энзиматического синтеза молекул РНК, 
выступающих в роли узнаваемой Cas13а-нуклеазой 

Рис. 3. Схематическое изображение детекции RPA- и LAMP-ампликонов с использованием CRISPR/Cas-нуклеаз 
Cas13а и Cas12 (Cas12а или Cas12b). 

“Гаситель”“ репортер”

“ репортер”
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мишени. Предложенный метод биохимического 
анализа получил название SHERLOCK (Specific 
High-sensitivity Enzymatic Reporter un-LOCKing). 
Чуть позже [78] та же группа исследователей по-
казала возможность сопряжения метода с LFA 
(SHERLOCK-LFA) для обнаружения вирусов денге 
и Зика с пределом обнаружения 1 копия гено-
ма вируса на микролитр образца. В дальнейшем 
SHERLOCK-LFA использовали, например, для 
определения РНК‑вируса репродуктивно-респира-
торного синдрома свиней с пределом обнаружения 
172 копии вируса на RPA‑образец (при этом другие 
вирусы, также вызывающие эпизоотии у свиней, 
такие как вирус свиного герпеса, парвовирус и цир-
ковирус 2 свиней, не мешали определению) [79] 
и для высокоселективного определения вируса 
тембусу у уток с пределом обнаружения 1 вирус 
в реакционной пробе при высокой селективно-
сти [80].

Ещё в первой работе [77] по методу SHERLOCK 
показано, что все стадии (RPA, транскрипция 
и последующий CRISPR/Cas13а-анализ) могут 
выполняться в одной реакционной смеси. Такая 
схема проведения анализа в дальнейшем реализо-
вана, например, для определения бактерий, вызы-
вающих сальмонеллёз, с пределом обнаружения 
200 бактерий на реакционную пробу, что сравни-
мо с аналитическими характеристиками ПЦР, но 
заметно выше, чем в случае проведения стадии 
CRISPR/Cas-регистрации раздельно (20 бактерий 
на RPA‑образец) [81]. Интересно, что предло-
жен также способ, где амплификацию и CRISPR/
Cas-анализ проводили в одной тест-пробирке, но 
последовательно [82]. Для этого в тест-пробирку 
помещали вторую пробирку меньшего размера 
из гидрофобного материала с отверстием в дне, 
через которое в обычных условиях реакционная 
смесь не проходила. RPA и транскрипция проте-
кали во внутренней пробирке, после чего её со-
держимое переносили в реакционную смесь для 
Cas13а-регистрации либо центрифугированием 
тест-пробирки (лабораторные условия), либо путем 
её интенсивного встряхивания (внелабораторные 
условия). Во втором случае (совместим с PONT) 
результат может быть определён визуально с ис-
пользованием УФ‑лампы или светодиодного све-
тильника с голубым светом с пределом обнаруже-
ния 30 копий вируса африканской чумы свиней на 
пробу [82]. Другой подход к визуальному определе-
нию коллатеральной активности Cas13а-нуклеазы, 
который можно отнести к колориметрическим, 
предложен в работе [83]: нуклеаза расщепляла 
РНК‑олигонуклеотиды, иммобилизованные на 

поверхности золотых наночастиц, что приводило 
к агрегации последних и изменению цвета пробы 
от пурпурного к сиреневому и далее к фиолетовому.

Наряду с RPA LAMP дополнена CRISPR/
Cas13а-анализом. Так, вирус SARS-CoV‑2 опреде-
лили с пределом обнаружения 10 вирусных частиц 
на реакцию в RT-LAMP-Cas13a-тесте, сопряжён-
ном с LFA [84]. Несмотря на значительное коли-
чество примеров успешной реализации метода 
SHERLOCK для обнаружения инфекционных 
агентов, у него есть существенный недостаток — 
необходимость получения РНК с ДНК‑амплико-
нов в качестве матрицы требует добавления к од-
ному из праймеров последовательности промотора 
полимеразы фага Т7, что значительно усложняет 
подбор праймеров из-за возможности нежелатель-
ного спаривания остатков оснований промотора 
и праймеров.

Нуклеазы CRISPR/Cas‑12a и CRISPR/Cas‑12b. 
CRISPR/Cas12-нуклеаза в комплексе с нРНК уз-
наёт заданную последовательность в одной из це-
пей дцДНК, что устраняет необходимость этапа 
транскрипции. Однако, в отличие от Cas13a, данная 
CRISPR/Cas-нуклеаза для эффективной актива-
ции требует наличия так называемого PAM (англ. 
protospacer adjacent motif) — последовательности 
TTTV, непосредственно примыкающей к участку, 
комплементарному протоспейсеру с 5’-конца [85]. 
Наряду с TTTV ряд других последовательностей 
из четырёх нуклеотидов также может выступать 
в качестве PAM, однако за счёт заметного сниже-
ния эффективности активации Cas12-нуклеазы 
(субоптимальные PAM) [86].

Метод определения целевых RPA‑ампликонов 
с использованием нуклеазы CRISPR/Cas12а 
предложен в 2018 году [87] и получил название 
DETECTR (англ. DNA Endonuclease Targeted 
CRISPR Trans Reporter). Годом позже показано 
[88], что обе стадии DETECTR (RPA или RT-RPA 
и определение целевых ампликонов) могут быть 
проведены в одной реакционной смеси, что, оче-
видно, наиболее соответствует требованиям PONT. 
Такой формат DETECTR стал преобладающим 
в последнее время для определения уровня содер-
жания различных инфекционных агентов с высо-
кой селективностью и пределом обнаружения до 
нескольких молекул РНК- или ДНК‑мишени на 
реакционную пробу [85, 86, 88—93].

Для проведения амплификации и CRISPR/
Cas-анализа в одной реакционной пробе исполь-
зуют два подхода: либо все компоненты сразу сме-
шивают в реакционной смеси [88, 94, 95], либо 
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реакции протекают в одной тест-пробирке, но 
последовательно, для чего предложено помещать 
реакционную смесь для RPA на дно пробирки, 
а реакционную смесь, содержащую Cas12а-ну-
клеазу, на нижнюю часть крышки пробирки [96]. 
При этом смеси могут дополнительно разделяться 
нанесением слоя минерального масла на реакцион-
ную смесь для RPA [97]. После прохождения RPA 
обе смеси смешивают либо центрифугированием 
(лабораторные условия) [96], либо встряхиванием 
тест-пробирки (формат PONT) [96, 97].

Хотя проведение обеих реакций одновременно 
со смешиванием всех компонентов в одной реак-
ционной смеси кажется более предпочтительным, 
изначально такой подход столкнулся с проблемой 
более низкой чувствительности, что связано с рас-
щеплением активированной Cas12а-нуклеазой как 
участков оцДНК, формирование которых сопро-
вождает RPA, так и, возможно, праймеров [85, 98, 
99]. Интересно, что частично эта проблема может 
быть решена добавлением в реакционную смесь 
глицерина [98]. Однако более успешным решени-
ем стало понижение коллатеральной активности 
Cas12а-нуклеазы, которое достигалось отказом от 
необходимости наличия PAM в последовательно-
сти RPA‑ампликона или выбором субоптимального 
PAM [85, 86, 90, 99]. Хотя при этом значительно 
снижается эффективность активации Cas12а-ну-
клеазы и, соответственно, проявление её коллате-
ральной активности, такое снижение компенсиру-
ется увеличением числа мишеней в ходе успешного 
прохождения RPA. Отказ от PAM одновременно 
существенным образом упрощает подбор ком-
бинации RPA‑праймеров и последовательности 
спейсера нРНК. Дополнительно предложено ис-
пользовать мутантные варианты Cas12а-нуклеазы 
с пониженной коллатеральной активностью [90].

В формате PONT результат RPA-CRISPR/
Cas12a-детекции может быть определён визуально 
по появлению зеленоватой окраски пробы при её 
освещении синим светом (с использованием све-
тодиодного светильника) с применением коротких 
ДНК‑олигонуклеотидов, несущих на концах FAM 
и “гаситель” в качестве “репортёров” [85, 89, 92]. 
С другой стороны, при использовании “репортё-
ров”, меченных FAM и биотином, результат может 
быть определён с помощью LFA [100, 101]. Кроме 
того, для визуального обнаружения применяли 
наночастицы золота, конъюгированные с ДНК‑о-
лигонуклеотидами [102, 103], а также колориме-
трические методы, основанные на использовании 
производных политиофена (образуют комплекс 
с оцДНК; при деградации оцДНК, активированной 

Cas12a-нуклеазой, происходит конформационная 
реорганизация политиофена, сопровождающаяся 
изменением цвета реакционной смеси с красно-
го на жёлтый) [93] и тетраметилбензидина [104]. 
В последнем случае реализована сложная схема 
анализа, в которой расщепление ДНК‑аптаме-
ра активированной Cas12а-нуклеазой вызывало 
высвобождение связанных аптамером ионов се-
ребра, что, в свою очередь, приводило к окисле-
нию тетраметилбензидина, сопровождавшемуся 
развитием окраски синего цвета [104].

Наряду с RPA сопряжение LAMP с CRISPR/
Cas12а-анализом также получило широкое рас-
пространение. Первая работа, демонстрирующая 
возможность комбинирования CRISPR/Cas12а 
и LAMP, опубликована в 2019 году [105]. Хотя 
первоначально LAMP и CRISPR/Cas12а-анализ 
выполнялись последовательно в разных тест-про-
бирках (например, в работе [106], где SARS-CoV‑2 
определён с пределом обнаружения 20 вирусов на 
LAMP‑образец), довольно быстро был реализо-
ван вариант анализа, где реакция выполнялась 
в одной тест-пробирке [107, 108]. Как и в случае 
RPA-Cas12а-анализа, реакционную смесь для 
RT-LAMP помещали на дно пробирки, а содер-
жащую Cas12а — на нижнюю сторону крышки 
пробирки. Обе смеси были разделены слоем воз-
духа и минерального масла, которое наслаивалось 
на нижнюю реакционную смесь. Только нижняя 
часть пробирки подвергалась нагреванию. После 
прохождения реакции обе части смешивали ин-
тенсивным встряхиванием тест-пробирки. Резуль-
тат определяли визуально при освещении пробы 
синим светом, при этом предел обнаружения со-
ставил 50 копий РНК‑мишени (фрагмент генома 
SARS-CoV‑2)  [107]. Кроме того, LAMP-Cas12а-де-
текция может быть интегрирована с LFA [109, 110], 
а также с колориметрическим методом с исполь-
зованием наночастиц золота [111].

Одновременная регистрация несколько мише-
ней (мультиплексная детекция) является несомнен-
ным достоинством любого теста. Возможность 
проведения анализа в таком формате продемон-
стрирована в случае комбинирования CRISPR/
Cas12а как с RPA [91, 102], так и с LAMP [112]. Од-
нако это требует раздельного проведения реакций 
амплификации и Cas-анализа: амплификация вы-
полняется одновременно с несколькими наборами 
праймеров, а затем присутствие специфических 
ампликонов определяется в отдельных реакци-
ях с использованием комплексов Cas12а с нРНК, 
селективно узнающей заданный ампликон. Кро-
ме того, показана возможность одновременной 
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регистрации двух мишений в одной реакционной 
пробе после RT-RPA комбинированием нуклеаз 
Cas12а и Cas13а и “репортёров”, представляющих 
собой короткие ДНК- и РНК‑олигонуклеотиды, 
меченные разными флуорофорами, соответствен-
но [113].

CRISPR/Cas-нуклеаза, аналогичная Cas12а, но 
обнаруженная в термофилах, получила название 
CRISPR/Cas12b. Существенно большая термоста-
бильность потенциально позволяет комбинировать 
её с LAMP в одной реакционной смеси. Впервые 
такая возможность продемонстрирована в рабо-
те [114] для рекомбинантной CRISPR/Cas12b-
нуклеазы термофильной бактерии Alicyclobacillus 
acidoterrestris. Однако данная Cas-нуклеаза пока-
зывала приемлемую коллатеральную активность 
при температурах не выше 55 оС, что требова-
ло понижения температуры LAMP и приводило 
к значительному увеличению времени анализа. 
Позднее было предложено использовать рекомби-
нантную CRISPR/Cas12b-нуклеазу из Brevibacillus 
sp. с более высокой термостабильностью, что по-
зволило определить различные варианты вируса 
SARS-CoV‑2 с пределом обнаружения от 60 до 
2500 копий на реакцию в комбинации с RT-LAMP 
и температурой проведения амплификации 60—
62 оС [115]. Интересно, что реакционная смесь 
для RT-LAMP-Cas12b может быть лиофилизована 
и регидрирована перед анализом [115], что яв-
ляется несомненным плюсом при тестировании 
в формате PONT.

Таким образом, к настоящему времени опубли-
ковано значительное количество эксперименталь-
ных работ, показывающих возможность интегри-
рования CRISPR/Cas-нуклеаз с RPA и LAMP для 
разработки высокоселективных и высокочувстви-
тельных тестов для ДНК‑диагностики инфекци-
онных заболеваний, позволяющих регистрировать 
конечный результат визуально по окраске пробы 
(с использованием простых и дешёвых светоди-
одных светильников) или с помощью LFA.

“ГНЕЗДОВАЯ” ИЗОТЕРМИЧЕСКАЯ 
АМПЛИФИКАЦИЯ

В 2017 году группа исследователей под руко-
водством Бау [22] предложила совместить RPA 
и LAMP на том же принципе, на котором осно-
вана “гнездовая” ПЦР. При этом на первом этапе 
происходит амплификация ДНК‑мишени, а на 
втором — амплификация участка дцДНК, нахо-
дящегося внутри ДНК‑мишени между последо-
вательностями праймеров [3]. Разработанный 

способ биохимического анализа получил название 
“Penn-RAMP” [22]. При проведении Penn-RAMP 
сначала выполняется амплификация ДНК‑ми-
шени методом RPA, после чего RPA‑ампликоны 
используют как стартовый материал для LAMP. Со-
ответственно, последовательности праймеров для 
LAMP должны подбираться так, чтобы они были 
комплементарны участкам ДНК, находящимся 
внутри целевых RPA‑ампликонов. Как следствие, 
нецелевые RPA‑ампликоны не амплифицируют-
ся на втором шаге, что обеспечивает требуемую 
селективность определения ДНК‑мишени при 
сохранении высокой чувствительности, обеспе-
чиваемой RPA. При этом оптимальное время для 
первой реакции (RPA) составляет 10—20 мин (при 
37 оC), для второй реакции (LAMP) — около 15  мин 
(при 65 оC) [22]. В итоге реакция Penn-RAMP за-
нимает 30—40 мин.

Очевидным недостатком первоначального ва-
рианта метода Penn-RAMP была необходимость 
проведения его в двух тест-пробирках, что в силу 
высокой чувствительности метода могло приво-
дит к ложноположительным результатам из-за 
возможности контаминации окружающего про-
странства ампликонами. Для преодоления этого 
недостатка предложено проводить обе реакции 
в одной тест-пробирке [116]: первая стадия (RPA 
или RT-RPA) происходит на крышке пробирке 
в 5  мкл реакционной смеси при 39 оC в течение 
15—20  мин, первая смесь затем смешивается 
с 70 мкл второй реакционной смеси (LAMP) при 
помощи короткого центрифугирования и инкуби-
руется при 65 оC в течение 40 мин. Применительно 
к образцам SARS-CoV‑2 данный вариант метода 
показал 10-кратное снижение предела обнаруже-
ния по сравнению с RT-LAMP и ПЦР с обратной 
транскрипцией [116]. В 2022 году метод Penn-RAMP 
в формате “одной пробирки” получил дальнейшее 
развитие [117]: RPA проводили над слоем застыв-
шего докозана (англ. docosane; относится к классу 
парафинов, совместим с LAMP) с температурой 
плавления 45 оC, под которым помещали раствор 
ингредиентов, необходимых для проведения LAMP, 
в буферном растворе, который при смешивании 
с реакционной смесью для RPA давал буферный 
раствор, совместимый с проведением LAMP. Это 
позволило обнаружить вирусы гепатита человека 
В и С с пределами обнаружения 10 и 25 вирио-
нов в тест-пробирке соответственно в течение 
30 мин  [117]. Результат Penn-RAMP может быть 
зарегистрирован любым методом, используемым 
для LAMP и отвечающим требованиям РОNТ, 
в том числе с использованием флуоресцентных 
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и колориметрических красителей, а также имму-
нохроматографических тест-полосок [14, 28].

*      *      *

Суммируя изложенное, можно заключить, что 
рекомбиназная полимеразная и петлевая изотер-
мическая амплификация позволяет определять 
РНК- и ДНК‑мишени во внелабораторных усло-
виях в отсутствие технически сложного оборудова-
ния. Оба метода амплификации характеризуются 
сопоставимыми значениями пределов обнаруже-
ния, которые могут варьироваться в диапазоне 
от нескольких копий ДНК‑мишени до более чем 
тысячи копий в реакционной пробе, что опреде-
ляется в первую очередь тем, насколько удачно 
подобраны праймеры в каждом случае. Сочетание 
RPA и LAMP в формате “гнездовой” амплифика-
ции позволяет на порядок понизить предел обна-
ружения по сравнению с использованием только 
RPA. В настоящее время предложены и апроби-
рованы различные простые способы регистрации 
результата амплификации: визуально по измене-
нию окраски реакционной пробы или с помощью 
иммунохроматографических тест-полосок. Теку-
щий уровень развития технологий изотермиче-
ской амплификации, особенно возможность их 
сопряжения с селективным определением целевых 
ампликонов с помощью CRISPR/Cas-нуклеаз, от-
крывает широкие возможности для практической 
разработки тестов для экспресс ДНК‑диагностики 
инфекций человека, а также сельскохозяйственных 
животных и растений.

Исследование выполнено за счёт гранта Россий-
ского научного фонда № 19-14-00247, https://rscf.
ru/project/19-14-00247/
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