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Изотермическая петлевая амплификация (LAMP) широко применяется в качестве быстрого и чувствитель-
ного метода диагностики и наиболее перспективна для проведения анализа в условиях ограниченных време-
ни и ресурсов, например в местах оказания медицинской помощи. В работе рассмотрены основные принци-
пы работы LAMP, способы детектирования продуктов реакции, а также микрофлюидные устройства и ана-
литические системы на основе LAMP, в том числе разработанные для экспресс-диагностики в условиях пан-
демии COVID-19.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Методы амплификации нуклеиновых кислот 
являются важным инструментом, позволяющим 
значительно повысить чувствительность молеку-
лярно-генетического анализа. Наиболее популяр-
ной технологией амплификации на сегодняшний 
день является полимеразная цепная реакция (ПЦР). 
Амплификация на основе ПЦР требует сложного 
оборудования для высокоточного (± 0.5 °C) и быст-
рого (> 10 °C/с) термоциклирования, что не во 
всех случаях подходит для повседневной клиниче-
ской практики или диагностики в условиях огра-
ниченных ресурсов. Кроме того, относительно вы-
сокие температуры (до ~ 100 °C) требуют хорошей 
герметизации реакционного объема для предот-
вращения испарения.  

В течение двух последних десятилетий быстро 
развивались методы изотермической амплифика-
ции. Важное различие между ПЦР и изотермиче-
ской амплификацией — температурные режимы 
проведения реакции. Технологии изотермической 
амплификации нуклеиновых кислот работают при 
одной оптимальной температуре, что приводит  
к более простым, дешевым и надежным техниче-
ским решениям для конструкций приборов. Изо-
термические методы амплификации нуклеиновых 
кислот становятся альтернативой ПЦР и значи-
тельно упрощают реализацию методов амплифи-
кации в медицинских диагностических приборах  
и аналитическом оборудовании. 

Изотермическая амплификация ДНК / РНК, 
обеспечивающая сравнимую или даже более вы-
сокую чувствительность и специфичность, чем 
традиционная ПЦР, представляет перспективное 

направление в развитии методов экспресс-обнару-
жения возбудителей инфекционных заболеваний: 
в продуктах питания; в воде, воздухе и почве; для 
диагностики у постели больного и др. 

ТЕХНОЛОГИЯ ИЗОТЕРМИЧЕСКОЙ  
ПЕТЛЕВОЙ АМПЛИФИКАЦИИ  

(LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL 
AMPLIFICATION, LAMP) 

Изотермическая амплификация, использующая 
ферменты с высокой активностью смещения цепи 
и протекающая с образованием петлевых структур 
ДНК, ― это простой, быстрый, эффективный  
и перспективный метод амплификации нуклеино-
вых кислот. Метод петлевой амплификации 
(LAMP — loop-mediated isothermal amplification) 
был разработан в компании Eiken Chemical Co., 
Ltd (Япония) Tsugunori Notomi и его коллегами  
в 2000 г. [1].  

В методе LAMP используют ДНК-полимеразы 
с цепь-вытесняющей активностью и четыре (или 
шесть) праймера, что повышает специфичность 
реакции. Конечный продукт данной реакции пред-
ставляет собой специфические структуры, со-
стоящие из нескольких повторяющихся инверти-
рованных последовательностей оригинальной 
ДНК-мишени, соединенных петлями одноцепо-
чечной ДНК. Метод обеспечивает высокую эф-
фективность амплификации ДНК, количество ко-
торой увеличивается в 109–1010 раз за 15–60 мин. 
При совмещении с обратной транскрипцией  
за счет добавления обратной транскриптазы в ре-
акционную смесь метод LAMP подходит и для 
амплификации РНК. 
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К преимуществам петлевой изотермической 
амплификации относятся простота, скорость, спе-
цифичность и чувствительность, экономическая 
эффективность, высокая производительность. 
Кроме того: 

– нет необходимости в шаге (этапе) денатура-
ции двухцепочечных форм в одноцепочечные;  

– реакция амплификации происходит непре-
рывно в изотермических условиях; 

– производительность амплификации чрезвы-
чайно высока; 

– общая стоимость может быть снижена, т.к. 
для проведения LAMP не требуется специальных 
реактивов и сложного оборудования; 

– амплифицировать можно и РНК-мишени  
по той же процедуре, как и для ДНК-мишеней, 
просто путем добавления в пробирку обратной 
транскриптазы AMV. Обратную транскрипцию  
и амплификацию можно выполнить при постоян-
ной температуре в одну стадию. 

Для проведения данной реакции используется 
фермент Bst-полимераза, которая является боль-
шой субъединицей ДНК-полимеразы Bacillus 
stearothermophilus. Оптимальная температура для 
данного фермента 60–65 °С.  

Bst 2.0 ДНК-полимераза является разработан-
ным in silico гомологом большого фрагмента 
ДНК-полимеразы I Bacillus stearothermophilus (Bst 
ДНК-полимераза, большой фрагмент). Этот фер-
мент обладает 5’->3’ ДНК-полимеразной активно-
стью и хорошей способностью к замещению цепей 
ДНК, но не проявляет 5’->3’ экзонуклеазной ак-
тивности. Для Bst 2.0 ДНК-полимеразы характер-
ны повышенная скорость амплификации, высокий 
выход продукта, повышенная толерантность к со-
держанию солей и большая термостабильность  
по сравнению с большим фрагментом Bst ДНК-
полимеразы дикого типа. 

Bst 3.0 ДНК-полимераза ― это последняя но-
винка для проведения изотермической амплифи- 

кации, измененный in silico гомолог большого 
фрагмента ДНК-полимеразы I, выделенной из 
Bacillus stearothermophilis, который был модифи-
цирован для улучшения качеств при проведении 
реакции изотермической амплификации и улуч-
шения активности такого фермента, как обратной 
транскриптазы. Bst 3.0 обладает 5'->3' ДНК-
полимеразной активностью, используя в качестве 
матрицы как ДНК, так и РНК, и также может сама 
расплетать цепи нуклеиновых кислот. В то же 
время фермент не обладает 5'->3' и 3'->5' экзонук-
леазной активностью. Bst 3.0 демонстрирует на-
дежное проведение реакции и характеризуется 
значительно увеличенной активностью как обрат-
ная транскриптаза по сравнению с Bst ДНК-
полимеразой. 

SD-полимераза [2] ― новая искусственная тер-
мостабильная ДНК-полимераза с высокой актив-
ностью смещения цепи, которая подходит как для 
ПЦР, так и для изотермической амплификации.  
В отличие от ферментов дикого типа с высокой 
активностью смещения цепи, которые активны 
только ниже 68 °C (например, Bst-полимераза), 
SD-полимераза стабильна до 93–94 °С. Это позво-
ляет проводить изотермическую амплификацию 
LAMP с предварительным прогревом для увели-
чения специфичности реакции. SD-полимераза 
сочетает в себе такие особенности, как (5´->3´)-
полимеразная активность, (5´->3´)-активность 
смещения цепи, а также фермент не имеет какой-
либо экзонуклеазной активности [3].  

В методе LAMP используется набор из 4 (или 
6) специально подобранных праймеров для распо-
знавания 6 различных специфических участков 
анализируемой последовательности ДНК, фланки-
рующих целевую матрицу: участки F3c, F2c и F1c 
на 3'-конце, а участки В1, В2 и В3 на 5'-конце 
(рис. 1). Прямой внутренний праймер FIP (Forward 
Inner Primer) содержит на 3'-конце участок F2, а на 
5'-конце участок F1c. Прямой внешний праймер F3  

 
 

 
 

Рис. 1. Набор праймеров для 
проведения LAMP и ДНК-
мишень [4] 
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(Forward Outer Primer) содержит участок F3, кото-
рый комплементарен участку F3c. Обратный внут-
ренний праймер BIP (Backward Inner Primer ) со-
держит на 3'-конце участок B2, а на 5'-конце уча-
сток B1c. Обратный внешний праймер B3 
(Backward Outer Primer) содержит участок B3, ко-
торый комплементарен участку B3c. Внешние 
праймеры F3 и B3 необходимы для инициации 
реакции и участвуют только на начальном этапе.  

Внутренние праймеры FIP и BIP имеют слож-
ную структуру. Каждый из них состоит из двух 
специфических участков, соединенных несмысло-
вым линкером (обычно используют политимин). 
Внутренние праймеры участвуют в образовании 
петлевых структур, поэтому  подобраны таким 
образом, чтобы сформировать петли на концах 
целевого фрагмента.  

Для успешного проведения LAMP очень важен 
правильный дизайн праймеров. Компания Eiken 
(Япония) создала интернет-сервис Primer Explorer 
(LAMP primer designing software: 
http://primerexplorer.jp/e/), с помощью которого 
можно провести конструирование праймеров  
на основе известной последовательности нуклео-
тидов. 

LAMP-амплификация — это самоподдержи-
вающаяся реакция автоциклируемого синтеза 
ДНК, катализируемая ферментом ДНК-поли-
меразой с высокой активностью смещения цепи, 
проходящая при постоянной температуре 60–65 °С 
(рис. 2). При такой температуре одно- и двухцепо-
чечная формы ДНК находятся в динамическом рав-
новесии, поэтому для инициации реакции не требу-
ется нагрев до полной денатурации [5]. 

 
 

   

 

Рис. 2. Принцип реакции
LAMP [6] 
 



А. Н. ЗУБИК, Г. Е. РУДНИЦКАЯ, А. А. ЕВСТРАПОВ 

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2021, том 31, № 1 

6 

 
 
Реакция начинается с отжига одного из внут-

ренних праймеров BIP или FIP, который связыва-
ется с матрицей лишь частично, только соответст-
вующим участком (B2 или F2), и инициирует син-
тез комплементарной цепи с помощью ДНК-
полимеразы. Внешний праймер, например F3, 
присоединяется к F3с-фрагменту мишени, и поли-
мераза достраивает цепь, при этом смещая только 
что синтезированную последовательность. Сме-
щенная цепь формирует петлеобразные структуры 
на 5'-конце, так называемые структуры стебель-
петля, т.к. F1c-участок гибридизируется с участ-
ком F1. Процесс повторяется и на противополож-
ном 3'-конце. В итоге получается новая, похожая 
на гантель, структура с петлями на обоих концах.  

Далее следует стадия циклической амплифика-
ции, инициированная одним из внутренних прай-
меров, комплементарных участку петли на про-
дукте. Внешние праймеры на данном этапе не уча-
ствуют. Циклический этап заключается в образо-

вании большого количества продуктов со сложной 
структурой. Конечный продукт реакции представ-
ляет собой набор амплифицированных последова-
тельностей ДНК различной длины, состоящих из 
попеременно инвертированных повторов целевого 
фрагмента на той же цепи.  

Чтобы добиться ускорения реакции, авторы 
LAMP уже через два года усовершенствовали раз-
работанный метод с помощью добавления еще 
одной пары праймеров ― петлевых праймеров [7]. 
Петлевые праймеры (Loop Primer B и Loop Primer F) 
гибридизуются с петлевыми структурами и ини-
циируют синтез ДНК со смещением цепи. Петле-
вые праймеры содержат последовательности, ком-
плементарные к одноцепочечным участкам петель 
(между B1 и B2 или между F1 и F2) на 5'-конце 
гантелеобразной структуры, обеспечивая увеличе-
ние количества стартовых точек для начала синте-
за ДНК. Пример показан на рис. 3, где происходит 
синтез продукта, содержащего шесть петель.  

 
 

 
Рис. 3. Амплификация LAMP с использованием петлевых праймеров [8]  
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В оригинальной методике LAMP четыре из 
этих петель не будут использоваться, но с помо-
щью петлевых праймеров все одноцепочечные 
петли могут быть использованы в качестве старто-
вых точек для синтеза ДНК. Конечными продук-
тами реакции являются, кроме амплифицирован-
ных целевых последовательностей в виде инвер-
тированных повторов, разнообразные побочные 
продукты с разветвленной вторичной структурой 
(структура похожа на цветную капусту). 

Следует подчеркнуть, что петлевые праймеры 
не являются обязательными компонентами реак-
ции, однако их использование позволяет сократить 
время проведения анализа. Они повышают коли-
чество продуктов амплификации, взаимодействуя 
с петлевыми структурами на участках, отличных 
от сайтов связывания внутренних праймеров,  
и поэтому ускоряют достижение детектируемого 

уровня ДНК в реакционной смеси в 1.5–2 раза  
по сравнению с оригинальным методом [7]. Как 
показывает график (рис. 4), уже через 10–20 мин 
возможна регистрация продукта в достаточном 
количестве. 

Продукты амплификации LAMP могут быть 
обнаружены как в режиме реального времени, так 
и по конечной точке с помощью гель-элек-
трофореза, турбидиметрии, флуориметрии и фо-
тометрии или просто невооруженным глазом. 
Достижение эффективного генетического анализа 
с помощью LAMP зависит не только от эффектив-
ности самой амплификации ДНК, но также от ме-
тода, выбранного для детектирования продуктов 
реакции. В работе [9] авторы обсуждают основные 
методы мониторинга для LAMP. В табл. 1 пред-
ставлены способы детектирования и приведены их 
сравнительные характеристики. 

 
 
Табл. 1.  Сравнительные характеристики методов детектирования для LAMP [9] 
 

Метод детек-
тирования 

Принцип Преимущества Недостатки Качественный / 
количествен-

ный 

Ответ Продол-
житель-

ность 

Невооружен
ным глазом 
(белый 
осадок) 

Осадок пиро-
фосфата маг-
ния  

Простота, от-
сутствие 
загрязнений 

Субъектив-
ные ошибки, 
средняя чув-
ствительность 

Качествен-
ный 

По ко-
нечной 
точке 

0 

Невоору-
женным 
глазом, кра-
сители ДНК  

Флуорес-
центный кра-
ситель (до-
бавление по-
сле реакции) 

Простота, вы-
сокая чувстви-
тельность 

Возможность 
перекрестно-
го загрязне-
ния 

Качествен-
ный 

По ко-
нечной 
точке 

~2 мин 

Рис. 4. Сравнение эффективности 
LAMP с добавлением петлевых прайме-
ров (быстрый метод) с классической 
LAMP (стандартный метод) [8] 
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Продолжение табл. 1.  

Метод детек-
тирования 

Принцип Преимущества Недостатки Качественный / 
количествен-

ный 

Ответ Продол-
житель-

ность 

Невоору-
женным 
глазом (ко-
лоримет-
рия) 

Колоримет-
рические ин-
дикаторы 
(добавление 
до реакции) 

Простота, от-
сутствие за-
грязнений, от-
носительно 
высокая чувст-
вительность 

Возможное 
ингибирова-
ние амплифи-
кации 

Качествен-
ный 

По ко-
нечной 
точке / 
real time 

0 

Электрофо-
рез 

Электрофоре-
тическое раз-
деление в ге-
ле, окраши-
вание ДНК 
красителями 

Определение 
длины ампли-
конов, высокая 
чувствитель-
ность  

Трудоемкий 
процесс после 
амплифика-
ции, риск за-
ражения 

Качествен-
ный 

По ко-
нечной 
точке 

~1 ч 

Мутность 
в реальном 
времени  

Осадок пиро-
фосфата маг-
ния  

Автоматиза-
ция, отсутствие 
возможности 
загрязнения, 
без использо-
вания зондов 
или индикато-
ров 

Требование 
однородности  

Количествен-
ный 

В ре-
альном 
време-
ни 

0 

Флуорес-
ценция  
в реальном 
времени 

Флуоресцент-
ный краси-
тель связан  
с ампликоном 

Автоматиза-
ция, быстрый 
ответ, отсутст-
вие возможно-
сти загрязне-
ния 

Возможное 
ингибирова-
ние амплифи-
кации 

Количествен-
ный  

В ре-
альном 
време-
ни 

0 

 
 
В ходе реакции синтеза ДНК образуется боль-

шое количество пирофосфат-ионов (P2O7)4–  в ка-
честве побочного продукта. Было отмечено, что 
пирофосфат образует заметный нерастворимый 
белый осадок с ионами двухвалентных металлов 
[10]: 
(DNA)n –1  +  dNTP                (DNA)n  +  (P2O7)4–,  (1) 
(P2O7)4-   +  2Mg2+                  Mg2P2O7 ↓.                (2) 

Уравнение (1) описывает реакцию полимериза-
ции ДНК, опосредованную Bst-полимеразой в ме-
тоде LAMP. Когда вырабатывается большое коли-
чество пирофосфат-ионов, они реагируют с иона-
ми магния в реакционном буфере (уравнение (2))  
с получением белого осадка Mg2P2O7↓ [11, 12]. 
Наличие или отсутствие белого осадка позволяет 
провести оценку проведения амплификации ДНК 
методом LAMP визуально, невооруженным глазом 
(рис. 5). Сообщалось, что увеличение (возраста-

ние) мутности в реакционном растворе пропор-
ционально количеству амплифицированных про-
дуктов [12].  

 
 
 

Рис. 5. Детектирова-
ние реакции LAMP 
по мутности. 
Слева — без мишени 
(отрицательный кон-
троль); справа —
с ДНК-мишенью (по-
ложительная реакция) 
[13]    
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Турбидиметрический метод в реальном време-
ни позволяет количественно определять исходное 
количество ДНК-мишени в исследуемых образцах. 
Побочными продуктами ферментативного синтеза 
ДНК, кроме ионов пирофосфата, являются и ионы 
водорода. На детектировании протонов как побоч-
ных продуктов синтеза цепей ДНК основаны тех-
нологии секвенирования на платформах Ion 
Torrent [14–16]. Модификация подобного pH-дат-
чика была использована для контроля амплифика-
ции ДНК с помощью методов LAMP и ПЦР [17]. 
Проведенные исследования продемонстрировали 
способность ДНК-полимеразы эффективно вы-
полнять реакцию амплификации даже в слабо бу-
ферных растворах.  

Авторы работы [18] использовали это свойство 
фермента для проведения LAMP-реакций в при-
сутствии низких концентраций буфера и наблюда-
ли значительное изменение рН реакционной смеси 
от исходного щелочного значения до конечного 
кислотного. Такое значительное изменение рН 
сделало возможным детектирование с помощью 
рН-чувствительных индикаторов. В работе пока-
зано, что визуальное детектирование по измене-
нию цвета при обнаружении ДНК методом LAMP 
является простым в использовании, быстрым  
и надежным способом. 

В работе [18] продемонстрирована чувстви-
тельность реакции LAMP при использовании кис-
лотно-основных индикаторов (табл. 2): фенолово-
го красного, крезолового красного, нейтрального 
красного и м-крезолового пурпурового, ― при 
обнаружении количества геномной ДНК в диапа-
зоне 0.01–100.00 нг (~3–30 000 копий) по гену 
трансмембранного регулятора проводимости (ген 
CFTR).  

Таким образом, колориметрическая визуализа-
ция реакции амплификации с помощью рН-инди-
каторов может способствовать использованию ме-
тода амплификации в качестве диагностического 
инструмента, позволяющего проводить полевую 
диагностику с быстрым и надежным визуальным 
обнаружением. 

К преимуществу визуального способа детекти-
рования по конечной точке можно отнести отсут-
ствие инструментальных затрат. Однако T.H. Le  
и соавторы [19] показали, что трудно определить 
чувствительность и вариабельность (отличие) ме-
жду пробирками невооруженным глазом при ос-
вещении солнечным светом. Кроме того, замут-
ненность положительных проб стабильна в тече-
ние только короткого времени, что означает, что 
контроль должен осуществляться как можно ско-
рее после завершения реакции [20]. S.L. Wastling 
отмечает, что для успешного проведения визуаль-
ного мониторинга ДНК необходим "тренирован-
ный глаз" [21]. 

Визуальное обнаружение ДНК методом LAMP-
амплификации может быть выполнено при ис-
пользовании  флуоресцентного металлоиндикато-
ра — кальцеина. Кальцеин (CAS № 1461-15-0) ― 
это металлоиндикатор, который дает сильную 
флуоресценцию за счет формирования комплексов 
с ионами двухвалентных металлов, таких как 
кальций и магний. В работе [22] кальцеин добави-
ли в исходную реакционную смесь для монито-
ринга концентрации ионов магния в растворе при 
амплификации LAMP. Концентрация ионов маг-
ния в растворе уменьшается из-за связывания  
с образующимися в ходе реакции синтеза ДНК пи-
рофосфатами и выпадением нерастворимого осад-
ка. Однако снижение концентрации ионов   магния  

 
 
 

Табл. 2.  Кислотно-основные индикаторы    
 

Индикатор Диапазон рН 
Окраска реакционного раствора 

Отрицательный  
результат 

Положительный  
результат 

Феноловый крас-
ный 6.8–8.4 Красная Желтая 

Крезоловый крас-
ный 7.2–8.8 Пурпурно-красная Янтарно-желтая 

Нейтральный 
красный  6.8–8.4 Янтарно-желтая Красная 

М-крезоловый 
пурпуровый 7.4–9 Пурпуровая Желтая 
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Рис. 6. Принцип детектирования с помощью флуоресцентного металлоиндикатора — 
кальцеина [22]    

 
 
 

за счет проведения LAMP-реакции не было доста-
точным, чтобы изменение цвета обеспечивало бы 
визуальное обнаружение. Поэтому в исходную 
реакционную смесь были введены ионы марганца, 
которые гасят флуоресценцию кальцеина за счет 
комплексообразования и образуют нерастворимые 
соли с пирофосфатами в ходе реакции (рис. 6). 

В этом случае кальцеин в реакционной смеси 
изначально связывается с ионами марганца (Mn2+), 
при этом флуоресценция гасится. Когда выполня-
ется реакция амплификации, кальцеин лишается 
ионов марганца из-за связывания последних с ге-
нерируемыми ионами пирофосфата (P2O7

4–), что 
приводит к флуоресценции. А свободный кальце-
ин способен связываться с ионом магния (Mg2+)  
в реакционной смеси, что приводит к усилению 
флуоресценции. Наличие флуоресценции указыва-
ет на присутствие ДНК-мишени, и, следовательно, 
визуальное обнаружение может быть достигнуто. 

Установлено, что интенсивность флуоресцен-
ции пропорциональна начальной концентрации 
ДНК-мишени в реакциях LAMP. Флуоресценция 
кальцеиновых комплексов также может использо-
ваться для мониторинга реакций LAMP в реаль-
ном времени. 

Другим красителем с аналогичным действием 
является гидроксинафтоловый синий (HNB, CAS 
№ 63451-35-4), который окрашивает раствор  
в фиолетовый цвет в присутствии Mg2+. В процес-
се амплификации образуется значительное коли-
чество нерастворимого пирофосфата магния, что 
вызывает значительное уменьшение концентрации 
Mg2+ в растворе. Это уменьшение концентрации 

приводит к изменению цвета реакционного рас-
твора в присутствии HNB от фиолетового до не-
бесно-голубого [23]. Небесно-голубой цвет пробы 
означает наличие в ней ДНК-мишени, тогда как 
фиолетовый цвет наблюдается у отрицательного 
контроля.  

S.L. Wastling  и соавторы [21] сообщили, что 
гидроксинафтоловый синий не ингибирует реак-
цию LAMP. Он широко используется для монито-
ринга реакции LAMP в одностадийных методах 
[21, 23, 24]. Преимущество такого подхода заклю-
чается в возможности проведения анализа в мик-
ротитровальной пластине и количественной оцен-
ке результатов колориметрическим методом с по-
мощью ридера. 

HNB изменяет цвет реакционного раствора  
от фиолетового до голубого. Однако изменение 
цвета было незначительным, потому что два цвета 
относятся к одному и тому же тону. Это затрудня-
ет обнаружение изменений невооруженным гла-
зом, особенно когда образцы содержат только не-
большое количество ДНК-мишеней. В работе [25] 
предложен более простой для визуального детек-
тирования результатов LAMP колориметрический 
анализ с использованием другого металлоиндика-
тора — кислотного хромового синего K. Цвет ре-
акции изменяется с красного на синий, т.к. Mg2+ 

связывается с P2O7
4– и комплекс осаждается в ходе 

реакции, при этом уменьшается концентрация 
магния в растворе. 

Колориметрическое обнаружение продуктов 
LAMP-амплификации может быть получено с по-
мощью Эриохромового Черного Т (EBT) ― ком-



ИЗОТЕРМИЧЕСКАЯ  ПЕТЛЕВАЯ  АМПЛИФИКАЦИЯ  LAMP 

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2021, том 31, № 1 

11

плексонометрического индикатора [26]. Действи-
тельно, снижение концентрации Mg2+ в ходе 
LAMP-реакции за счет комплексообразования  
с EBT приводит к изменению цвета, которое видно 
невооруженным глазом. После амплификации це-
левой последовательности ДНК исходный пур-
пурный цвет реакционной смеси LAMP меняется 
на голубой.  

Основным недостатком технологии LAMP яв-
ляется использование косвенных методов детек-
тирования (например, электрофорез, осаждение, 
турбидиметрический метод, неспецифические 
красители: SYBR Green I, краситель гидроксинаф-
толовый синий, краситель кальцеин / Mn2+ ), кото-
рые не могут различать целевые продукты и про-
дукты неспецифической амплификации, что часто 
приводит к ложноположительным результатам.  
В работе [27] разработан метод прямого обнару-
жения. Используется меченый флуорофором пет-
левой зонд, который не флуоресцирует в свобод-
ном несвязанном состоянии, а флуоресцирует 
только тогда, когда он связан со своей мишенью 
(ампликоном). Это называется флуоресценцией 
петлевого праймера при проведении LAMP 
(FLOS-LAMP). Метод позволяет детектировать 
LAMP-ампликоны, специфичные для целевой по-

следовательности. Концепция FLOS-LAMP была 
подтверждена для быстрого обнаружения патогена 
человека — вируса ветряной оспы, в клинических 
образцах. FLOS-LAMP имел предел обнаружения 
500 копий мишени с клинической чувствительно-
стью и специфичностью 96.8 % и 100 % соответ-
ственно. Высокий уровень специфичности являет-
ся большим достижением и устраняет один из ос-
новных недостатков технологии LAMP — ложно-
положительные результаты.  

В работе [28] проведен сравнительный анализ 
метода изотермической амплификации LAMP  
и широко используемых методов стандартной 
ПЦР и ПЦР в реальном времени. Метод петлевой 
изотермической амплификации LAMP обладает 
высокой чувствительностью и эффективностью, 
имеет больше преимуществ, чем недостатков, по 
сравнению с ПЦР. Авторы делают вывод, что 
LAMP представляет собой простой, быстрый  
и высокоэффективный метод с превосходной спе-
цифичностью и может быть широко применен  
в клинической диагностике, мониторинге окру-
жающей среды, оценке качества пищевых продук-
тов и здоровья человека. Эти данные приведены  
в табл. 3. 

 
 

Табл. 3.  Сравнение преимуществ и недостатков LAMP-амплификации и широко используемых методов 
на основе ПЦР [28]  

 
Свойства LAMP ПЦР ПЦР-РВ 

Преимущества ♦ Нет потребности в дорого-
стоящем термоциклере, т.к. 
реакция выполняется в изотер-
мических условиях 
♦ Легко выполняется в полевых 
условиях с использованием 
недорогой водяной бани или 
нагревательного блока 
♦ Высоко специфичная и эф-
фективная амплификация бла-
годаря использованию петле-
вых праймеров 
♦ Менее трудоемкая, может 
закончиться в течение часа 
♦ Измерение в реальном вре-
мени и количественное изме-
рение с использованием недо-
рогого прибора 
 

♦ Широко исполь-
зуемый молекуляр-
ный инструмент 
♦ Легкий способ пре-
дварительного под-
тверждения 

♦ Мониторинг хода 
реакции в режиме 
реального времени 
♦ Количественный 
метод амплифика-
ции последователь-
ности мишеней  
♦ Использование 
герметичных проби-
рок минимизирует 
загрязнение  
♦ Повышенная чув-
ствительность бла-
годаря добавлению 
флуоресцентного 
красителя в реакции  
♦ Высоконадежный 
анализ, полученный 
в результате работы 
с программным 
управлением 
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Продолжение табл. 3.   

Свойства LAMP ПЦР ПЦР-РВ 

Преимущества ♦ Подтверждение успеха реак-
ции визуальным наблюдением 
невооруженным глазом по 
мутности или изменению цвета 
по конечной точке с использо-
ванием флуоресцентных краси-
телей, таких как SYBR Green I 
или кальцеин  
♦ Менее чувствительна к инги-
бирующим веществам, присут-
ствующим в биологических 
образцах 

  

Недостатки ♦ Чувствительность к ложно-
положительным результатам 
из-за переноса или перекрест-
ного загрязнения  
♦ Сложный дизайн праймеров, 
требующий программного 
обеспечения  
♦ Требование двух длинных 
праймеров высшей степени 
чистоты  
♦ Проблемы с доступностью 
реагентов по всему миру 

♦ Более затратный по 
времени способ  
(> 3 ч)  
♦ Требуются системы 
термоциклирования 
и гель-документи-
рования  
♦ Качественная тех-
ника, указывающая 
положительный или 
отрицательный ре-
зультат  
♦ Более высокая ве-
роятность контами-
нации после реакции 

♦ Дорогостоящие 
оборудование и реа-
генты 
♦ Необходимость  
в флуоресцентных 
зондах  
♦ Времяемкий (2 ч) 

 
 
 
При использовании метода LAMP основная 

сложность заключается в конструировании прай-
меров. Но метод более специфичен, потому что 
необходимо распознавать целых шесть участков  
в искомой молекуле ДНК, а в ПЦР — только два. 
Кроме того, на LAMP не оказывает влияния при-
сутствие биологических компонентов, зачастую не 
позволяющих провести ПЦР, т.е. LAMP менее 
подвержена действию ингибиторов. 

УСТРОЙСТВА ДЛЯ ИЗОТЕРМИЧЕСКОЙ  
ПЕТЛЕВОЙ АМПЛИФИКАЦИИ 

Микрофлюидные устройства обладают многи-
ми привлекательными характеристиками, такими 
как высокая производительность, быстрый анализ 
и низкое потребление реагентов. Выбрав изотер-
мическую амплификацию LAMP вместо ПЦР, 
можно значительно снизить энергопотребление 
устройств для анализа нуклеиновых кислот за счет 
исключения техники термоциклирования. Благо-
даря своей превосходной производительности 
LAMP более подходит для миниатюризации, чем 

традиционная ПЦР. Достижения и разработки  
в технологии LAMP предполагают ее использова-
ние в качестве полезного диагностического инст-
румента в микрофлюидных устройствах и порта-
тивных приборах point-of-care diagnostic tool 
(POC), работающих на месте оказания медицин-
ской помощи и в условиях ограниченных ресур-
сов. Интеграция технологии LAMP в микрофлю-
идные устройства показала большой потенциал 
для молекулярно-биологической диагностики: 
снижение затрат, общего времени анализа и влия-
ния потенциальных источников загрязнения [29]. 

Одна из первых работ по проведению петлевой 
изотермической реакции в микрочипе датируется 
2004 г. — исследователи объединили на полимер-
ном микрочипе LAMP и электрофорез [5]. Позднее 
в 2007 г. в работе [30] был представлен микрочип 
из полиметилметакрилата (ПММА) с реакционной 
камерой объемом 25 мкл. Реакцию LAMP прово-
дили за 60 мин при 65 °С с применением внешнего 
нагревателя. Для количественной регистрации  
в режиме реального времени использовали мини-
спектрометр. 
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Рис. 7. Похожий на осьминога микрочип для LAMP c одновременной амплификацией фрагментов разных 
нуклеиновых кислот.  
а — изображение микрочипа.  
б — схема микроструктур: в камерах 1/1’, 2/2’ и 3/3’ находятся высушенные праймеры для гриппа подтипа 
А, сезонного гриппа А (H1N1) и гриппа А (H1N1) пандемии 2009 г. соответственно; в камерах 4/4’ содер-
жатся праймеры β-актина человека, который применялся в качестве положительного контроля; камеры 5/5’ 
использовались в качестве отрицательного контроля.  
в — визуальная оценка результата по белой мутности от образования пирофосфата магния.  
г — детектирование результата по сигналу флуоресценции от интеркалирующего красителя SYBR Green I.  
д — подтверждение результатов анализа методом электрофореза в агарозном геле, в котором наблюдается 
характерный ступенчатый рисунок продукта LAMP [31]   
 
 
 
Для одновременной амплификации нескольких 

фрагментов нуклеиновых кислот в работе [31] ис-
пользовали иммобилизированные праймеры. 
Микрочип представлял собой диск из полидиме-
тилсилоксана (ПДМС), в котором от центра к кра-
ям были сформированы 10 реакционных камер-
каналов (рис. 7). Предварительно в микроканалы 
через внешние отверстия были введены растворы 
праймеров, которые затем высушивали. При вве-
дении готовой смеси для LAMP (50 мкл) в цен-
тральную загрузочную камеру, жидкость под дей-
ствием капиллярных сил заполняла все каналы. 
Затем все отверстия герметизировали неотвер-
жденным ПДМС для предотвращения испарения  
и загрязнения. Амплификацию проводили при  

63 °С, для нагрева использовали водяную баню. 
Регистрацию продуктов реакции осуществляли  
по конечной точке (образование пирофосфата  
в каналах наблюдали невооруженным глазом),  
а также в режиме реального времени — изменение 
оптической плотности количественно оценивали  
с применением оптоволокна и цифрового датчика. 
Амплификация 10 фг/мкл ДНК-мишени с положи-
тельным и отрицательным контролями была вы-
полнена менее чем за 1 ч. 

Устройство для количественного обнаружения 
ДНК-мишени в реальном времени было разрабо-
тано авторами [32]. В качестве основы использо-
вались стандартные диски (CD, DVD), в которых 
формировали массив микрореакторов для LAMP. 

а б 

в г д 
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Диск для LAMP состоял из трех слоев: 1) подлож-
ки из модифицированного оптического диска 
(компакт-диск, цифровой универсальный диск или 
диск Blu-Ray), 2) двухстороннего чувствительного 
к давлению адгезива, 3) ацетатной пленки для 
герметизации системы. Так как исходная поликар-
бонатная поверхность диска обладала гидрофоб-
ными свойствами, необходимо было обеспечить 
гидрофильность поверхности. Для этого были 
протестированы различные методы модификации 
поверхности: обработка поверхностно-активными 
веществами, кислотой и щелочью, а также УФ-
облучение, плазменная обработка. Плазменная 
обработка в кислородной среде была признана 
наиболее эффективной, т.к. позволила уменьшить 
краевой угол до 20°. Детектирование осуществля-
лось при циклическом сканировании поверхности 
диска с помощью стандартного CD/DVD-привода 
и было основано на изменении интенсивности 
сигнала от лазерного привода из-за наличия мут-
ности или изменения цвета растворов в микроре-
акторах. 

Также для проведения LAMP применяются 
микрочипы, в которых управление движением 
жидкости осуществляется центробежными уст-
ройствами. Такие устройства, называемые "лабо-
ратория на диске" (Lab-on-CD), за счет микро-
структур (сеть каналов, камер, клапанов и др.) 
специальной формы, размеров и свойств поверх-
ности рабочих каналов и камер позволяют осуще-
ствлять автоматическую транспортировку, дози-
рование и смешивание реагентов при изменении 
скорости вращения диска, тем самым устраняя 

потребность во внешних насосах. 
Например, центробежное микрофлюидное уст-

ройство (диаметром 12 см) для одновременного 
проведения амплифицикации 25 образцов было 
представлено S.J. Oh и соавторами [26]. Устройст-
во предназначалось для обнаружения нескольких 
пищевых патогенов методом LAMP с возможно-
стью дозирования и смешивания различных ком-
понентов реакционной смеси с помощью коммер-
ческой центрифуги, а также визуального детекти-
рования результатов. Основные жидкие компо-
ненты для LAMP (реакционная смесь, праймеры  
и проба) вводили отдельно в специальные отвер-
стия на микрочипе. Жидкость под действием ка-
пиллярных сил заполняла подводящие каналы, 
которые были соединены с основным каналом  
за счет узкого соединительного микроканала 
(рис. 8). При вращении микрочипа центробежные 
силы заставляли жидкость преодолевать микрока-
налы и перетекать через основной канал в реакци-
онную камеру. Размер соединительных каналов 
задавался таким образом, чтобы для преодоления 
гидравлического сопротивления для каждого сле-
дующего компонента  требовалось увеличить час-
тоту вращения диска примерно в 2 раза. В частно-
сти, сечение соединительного канала (ширина × глу-
бина) для реакционной смеси было 500 × 250 мкм, 
для праймеров — 250 × 125 мкм, для пробы —  
100 × 125 мкм. Согласно расчетам, частота враще-
ния для "включения" таких микроканалов состав-
ляла 522, 808 и 1739 об./мин, что соответствовало 
500, 1000 и 2000 об./мин на практике.  

 
 

 
 

Рис. 8. Центробежное микрофлюидное устройство для обнаружения пищевых патогенов.  
а — послойное изображение центробежного устройства: I – диск из поликарбоната (толщиной 1 мм)  
с подводящими каналами, II —  адгезивный слой (30 мкм), III — диск поликарбоната (1 мм) с резервуа-
рами для реагентов, основным и соединительными каналами и реакционными камерами, IV — односто-
ронняя адгезивная пленка;  
б — схематичное изображение одного блока микроструктур [26]  

 

а б 
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После сбора всех трех растворов в реакцион-

ных камерах проводилось смешивание реагентов 
при кратковременных вращениях микрочипа. За-
тем входные отверстия герметизировали с помо-
щью специального скотча, и микрочип нагревали 
до 65 °С. Визуальное детектирование проводили  
с использованием индикатора Эриохромовый 
Черный Т (EBT), который после амплификации 
менял первоначальный  пурпурный цвет жидкости 
на небесно-голубой. Спектры поглощения жидко-
сти также анализировали с помощью традицион-
ного спектрофотометра. При апробации устройст-
ва чувствительность составила 380 копий фраг-
ментов ДНК кишечной палочки (E. coli), а про-
должительность анализа не превышала 60 мин.  

Проведение пробоподготовки на микрочипе ак- 

туально для создания портативных микроаналити-
ческих систем, ориентированных на применение  
в условиях ограниченных ресурсов. В работе [33] 
представлено центробежное микрофлюидное уст-
ройство (радиусом 6 см) для мультиплексной ам-
плификации с целью обнаружения бактерий. Ли-
зис клеток, смешивание пробы с реагентами и изо-
термическая амплификация были реализованы на 
диске из полиметилметакрилата, на котором фре-
зерованием были выполнены два или четыре на-
бора идентичных микроструктур (рис. 9, а) с деся-
тью реакционными камерами в каждой. В допол-
нение к центробежной силе для управления жид-
костью использовались гидрофобные каналы-
клапаны, каналы-сифоны и каналы для отвода 
воздуха.  

 
 

 
Рис. 9. Схема одного сектора центробежного микрочипа для обнаружения бактерий (а) и иллюстрация по-
следовательных этапов анализа (б). 
На (б): I — предварительный ввод пробы с лизатом в камеру для лизиса, а реакционной смеси для LAMP — 
в камеру для хранения; II — под действием центробежных сил жидкость переходит в следующие камеры 
(для выделенной пробы и реагентов LAMP соответственно) и затем заполняет каналы-сифоны; III — сме-
шивание пробы с реакционной смесью для LAMP в специальной камере; IV — разделение пробы на аликво-
ты по числу реакционных камер; V — заполнение реакционных камер, чип готов к изотермической ампли-
фикации [33] 

а 

б 



А. Н. ЗУБИК, Г. Е. РУДНИЦКАЯ, А. А. ЕВСТРАПОВ 

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2021, том 31, № 1 

16 

 
Как только центробежные силы (создаваемые 

при вращении) превышали уровень капиллярных 
сил, жидкость начинала перемещаться по гидро-
фобным каналам-клапанам. Для обработки по-
верхности таких каналов использовалась перфтор-
углеродная жидкость EGC-1700 (3 M, Китай). Ка-
налы в форме сифона заполнялись 2 % спиртовым 
раствором Tween 20. После выпаривания этанола 
Tween 20 адсорбировался на поверхности каналов, 
делая каналы-сифоны гидрофильными. Когда ско-
рость вращения понижалась до определенного 
значения, каналы заполнялись под действием ка-
пиллярных сил. Для циркуляции воздуха  
в микрочипе используются отводящие каналы, 
поскольку чип полностью герметизируется перед 
анализом. 

Перед анализом в лунку с реакционной каме-
рой загружались праймеры, которые высушива-
лись при комнатной температуре. Затем в камеру 
для лизиса помещали шарики из диоксида цирко-
ния (диаметром ~100 мкм) и магнитный брусок 
(длиной 7 мм). Диск с подготовленными микро-
структурами герметизировали пленкой с исполь-
зованием адгезивов (PSA, Adhesive Research, Ки-
тай). Пробу (60 мкл) и смесь для LAMP (60 мкл) 
вводили через отверстия, расположенные на об-
ратной стороне чипа, которые также заклеивали  
с использованием адгезивного скотча. Затем чип 
помещали над магнитами и проводили лизис кле-
ток в течение 3 мин. Вращающиеся магниты при-
водили в движение магнитный брусок, который 
перемешивал шарики из диоксида циркония. Ша-
рики, сталкиваясь с бактериями, разрушали их.  

На рис. 9, б,  приведена схема движения пото-
ков жидкости в микрочипе под действием враще-
ния. После стадии лизиса клеток при частоте вра-
щения 3000 об./мин жидкости преодолевали гид-
рофобные  клапаны  и перемещались: раствор 
ДНК ― в камеру для выделенной пробы и смесь 
LAMP — в камеру хранения 2. Затем скорость 
вращения уменьшалась, чтобы жидкость могла 
под действием капиллярных сил заполнить канал-
сифон.  Во время этой стадии клеточный "мусор", 
остающийся в лизате, осаждался и отфильтровы-
вался. Таким образом, в отличие от химических 
методов, не проводилась стадия очистки ДНК или 
стадия концентрирования. Поэтому предваритель-
но была проведена внечиповая пробоподготовка 
образца для очистки от белков и других примесей. 
Позднее исследователи оптимизировали тополо-
гию микрочипа, упразднив первую камеру для 
хранения реакционной смеси [34].  

Для успешной амплификации LAMP необхо-
димо обеспечить однородное смешивание реакци-
онной смеси с выделенной пробой. Наилучшее 
перемешивание достигается при V-образном по-

ложении каналов-сифонов, когда при вращении 
диска траектории движения растворов пересека-
ются, и они перемешиваются. Также указано, что 
для улучшения перемешивания можно использо-
вать кратковременную смену направления враще-
ния диска. После смешивания пробы и реагентов 
для LAMP смесь должна заполнить реакционные 
камеры. Объем каждой реакционной камеры со-
ставлял 10 мкл. Чтобы предотвратить перекрест-
ное загрязнение во время заполнения реакционных 
камер, в конструкции микрочипа предусмотрено 
устройство предварительного распределения жид-
кости, в котором аликвоты смеси распределялись 
по десяти подводящим карманам при 1000 об./мин 
(рис. 9, б, — IV). Затем при увеличении скорости 
центрифугирования до 4000 об./мин через каналы-
клапаны смесь поступала в реакционные камеры, 
где она растворяла праймеры. На этом этапе рас-
твор реагентов полностью готов для проведения 
реакции. После завершения программы вращения 
осуществлялся нагрев до 65 °С для инициирования 
и выполнения амплификации. Продолжительность 
LAMP в экспериментах составляла 60 мин, а вре-
мя, необходимое для завершения всего анализа, — 
приблизительно 70 мин. Результаты анализа могли 
быть зарегистрированы с использованием флуо-
ресцентного детектора или невооруженным гла-
зом. 

Интересным представляется применение тест-
полосок для визуального обнаружения амплико-
нов при генетическом анализе. Это простой и бы-
стрый способ детектирования продуктов ампли-
фикации, не требующий специальной квалифика-
ции персонала и детектирующих устройств. Впер-
вые использование тест-полосок для регистрации 
продуктов LAMP продемонстрировали в 2008 г.  
на примере обнаружения вируса, вызывающего 
синдром Таура у креветок [35]. Принцип детекти-
рования показан на рис. 10, а. Изначально один  
из внутренних праймеров FIP был помечен биоти-
ном. Продукт реакции, в котором после амплифи-
кации оказывается биотин, смешивали с меченны-
ми FITC ДНК-зондами. Зонды комплементарно 
гибридизировались с ампликонами в течение не-
скольких минут. Гибридизированные ампликоны 
добавляли в раствор, содержащий золотые части-
цы, меченные антителами к FITC, и в образовав-
шуюся смесь окунали тест-полоску LFS (Milenia 
Biotec, Германия). Антитела с золотыми частица-
ми связывались с продуктом реакции, окрашивая 
ампликоны. Раствор за счет капиллярных сил рас-
пространялся по LFS. Биотиновым концом ампли-
коны осаждались в анализируемой области (на слой 
стрептавидина), тем самым формируя полоску 
темно-красного цвета, сохраняющуюся 15 мин  
при комнатной температуре. Результаты считались  
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Рис. 10. Детектирование продуктов реакции LAMP на тест-полоске.  
а — общий принцип работы HybriDetect (Milenia Biotec, Германия) [36]. 
б — мультиплексный анализ для определения типа вируса гриппа А. После реакции ампликоны содержат 
специфичные зонды с антигенами и биотин, встроенный в двухцепочечную ДНК. Наночастицы золота, по-
крытые стрептавидином и мышиным IgG, связываются с ампликонами. На тест-полоске расположены анти-
тела на дигоксигенин, на Техасский Красный и контроль, которые связываются с соответствующими анти-
генами [37]  
 
 

положительными, если были видны две полосы 
(контрольная и тестовая), и отрицательными, если 
была видна только одна контрольная полоса. 

В 2015 г. было предложено центробежное мик-
рофлюидное устройство для обнаружения  
и подтверждения типа гриппа A методом LAMP  
и обратной транскрипции со встроенной тест-
полоской для визуального детектирования [38]. 
Диск диаметром 7 см состоял из слоев поликарбо-
ната, в которых были изготовлены трехмерные 
структуры с высушенными праймерами. Микро-
чип позволял в автоматическом режиме разделять 
по трем реакционным камерам вводимую смесь 
пробы и реагентов (общим объемом 7 мкл), про-
водить LAMP c обратной транскрипцией и смачи-
вать тест-полоску, одновременно смешивая полу-
ченный раствор с буфером, содержащим зонды  
и золотые частицы. Особенностью работы было 
одновременное детектирование двух генов — H1  
и консервативного М, для которых использовали 
разные комплексы антиген – антитело при форми-
ровании полос (рис. 10, б). Так, праймеры LF и LB 
для фрагмента гена H1 были мечены гаптеном  
с Техасским Красным, а праймер LF для гена М 
пометили дигоксигенином. Следовательно, на тест-
полоске первая полоса была покрыта монокло-
нальными антителами на дигоксигенин, а вторая — 
антителами на Техасский Красный. Третья кон-
трольная полоса содержала антимышинные IgG. 
При этом золотые наночастицы были модифици-
рованы стрептавидином и мышинными иммуно-
глобулинами IgG, а в растворе для LAMP содер-
жался свободный биотин, который по мере ам-
плификации встраивался в двухцепочечный про-

дукт по принципу интеркаляции [37]. На микрочи-
пе удалось различить подтип вируса гриппа А при 
концентрации 10 копий вирусных РНК за 55 мин. 

Регистрация продуктов LAMP с помощью од-
норазовых тест-полосок — это многообещающий 
подход при разработке диагностических систем 
экспресс-анализа. За счет того, что зонд компле-
ментарен ампликону, такие тесты обеспечивают 
дополнительную специфичность, а сочетание про-
стой реализации с визуальным детектированием 
делает тест-полоски привлекательными для рабо-
ты в условиях ограниченных ресурсов. Объедине-
ние этого метода с автономными микрофлюидны-
ми системами устраняет риск перекрестного за-
грязнения, обеспечивает непрерывность и высо-
кую скорость анализа. Однако использование тест-
полосок для регистрации продуктов амплифика-
ции ограничено исключительно качественным 
анализом, что связано с низкой точностью детек-
тирования. На результат влияют различные усло-
вия освещения и вариации в цветовом восприятии 
пользователей. Для достижения количественного 
анализа необходимо использовать специальные 
устройства для детектирования полос и цветовые 
датчики для регистрации интенсивности цвета  
с последующим использованием программного 
обеспечения для обработки и анализа изображе-
ний [39]. 

Электрохимические датчики также перспек-
тивны для создания быстрых, чувствительных, 
миниатюрных и недорогих диагностических си-
стем. Микрочип для LAMP со встроенным элек-
трохимическим датчиком был представлен в рабо-
те [40]. Реакция LAMP осуществляется внутри 

б 
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однокамерного микрочипа, реакционная камера 
которого (объемом 20 мкл) одновременно является 
электрохимической измерительной ячейкой. К ре-
акционной смеси добавляли метиленовый синий 
(МС). До амплификации МС свободно находился 
в растворе и за счет его диффузии к поверхности 

золотого рабочего электрода способствовал гене-
рации окислительно-восстановительного тока. По 
мере образования продукта реакции МС встраи-
вался в синтезированные двухцепочечные ампли-
коны, что сопровождалось уменьшением тока 
(рис. 11).   Начальное    количество    ДНК-мишени 

 

 
Рис. 11. Микрочип для обнаружения пищевых патогенов со встроенным электрохимическим датчиком.  
а — чип с реакционной камерой и встроенными электродами;  
б — принцип работы детектора: сначала свободный метиленовый синий обеспечивает окислительно-
восстановительный ток у поверхности рабочего электрода; по мере синтеза ампликонов концентрация свобод-
ных молекул интеркалирующего красителя уменьшается с соответствующим изменением величины тока;  
в — схема экспериментальной установки; г — измерение окислительно-восстановительного тока в реальном 
времени по мере продолжительности реакции [40] 

а 

б 

в г 
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количественно определяли путем измерения вре-
мени, необходимого для достижения порогового 
сигнала ― точки, в которой амплификация проис-
ходит с максимальной эффективностью, анало-
гично оптическим методам ПЦР в реальном вре-
мени. Микрочип был изготовлен из полидиметил-
силоксана и стекла с электродами из платины  
и золота. Предел обнаружения такой системы со-
ставил 16 копий ДНК-мишени сальмонеллы 
S.Typhimurium. 

В работе [41] описано оригинальное портатив-
ное устройство для обнаружения и количественно-
го определения ГМО кукурузы CBH 351, пред-
ставляющее собой трубочку с разделительным 
клапаном. В одной части трубочки проводили 
LAMP с реагентами и ДНК-мишенью, затем  
за счет легкого встряхивания повреждали раздели-
тельную перегородку, смешивая продукты реак-
ции с раствором активного окислительно-
восстановительного вещества Hoechst 33258. 
Электрохимическое детектирование проводили 
методом вольтамперометрии с помощью однора-
зового электронного чипа, прикрепленного к тру-
бочке со стороны детектирующей камеры. Анало-
гично предыдущему примеру, интеркаляция моле-
кул Hoechst 33258 вызывала значительное падение 
интенсивности тока. В отличие от метиленового 
синего, присутствие Hoechst 33258 ингибирует 
реакцию LAMP, поэтому использование данного 
вещества возможно только для детектирования по 
конечной точке. В дальнейшем в работе [42] те же 
авторы применяли гексамин рутения, позволяю-
щий проводить регистрацию продуктов LAMP  
в режиме реального времени. Для электрохимиче-
ского детектирования был разработан специаль-
ный электронный чип-полоска с электродами, ко-
торый помещался в полипропиленовую пробирку. 
Чувствительность такой системы составила 20 ко-
пий/мкл для ДНК за 30 мин. 

Простой картридж для проведения LAMP с де-
тектированием методом плазмонного поверхност-
ного резонанса был представлен в работе [43]. 
Картридж из полиметилметакрилата с двумя реак-
ционными камерами (объемом 25 мкл каждая) был 
объединен с трапециевидной призмой из поликар-
боната (рис. 12). Призма была изготовлена мето-
дом литья под давлением и покрыта пленкой золо-
та толщиной 47 нм. Было показано, что поликар-
бонатная призма (показатель преломления n = 
= 1.51) может быть использована для детектирова-
ния LAMP методом плазмонного резонанса нарав-
не со стеклянными призмами. Обнаружение виру-
са гепатита В было продемонстрировано за 17 мин 
с минимальной концентрацией 2 фг/мл. Изменение 
объемного показателя преломления раствора по-
сле реакции LAMP составило примерно 0.0011 

единиц показателя преломления (RI). Преимуще-
ствами метода плазмонного поверхностного резо-
нанса являются относительно высокая чувстви-
тельность и малая продолжительность анализа,  
а также отсутствие дополнительных компонентов 
реакции (красителей).  

Для осуществления изотермической амплифи-
кации в качестве источника тепла наравне с тра-
диционными электрическими нагревателями (эле-
менты Пельтье, тонкослойные нагреватели или 
водяные  бани)  также  применяются   нагреватели, 

 

 
 

 
Рис. 12. Система для проведения LAMP с детектиро-
ванием методом плазмонного поверхностного резо-
нанса.  
а — схема полимерного картриджа: полимерная осно-
ва с реакционными камерами соединена  трапецие-
видной призмой, покрытой слоем золота; 
б — схема устройства для проведения LAMP с детек-
тированием методом плазмонного поверхностного 
резонанса; модуль источника света состоит из свето-
диода (850 нм), линзы и поляризатора для генерации 
параллельно поляризованного светового потока; блок 
нагревателя — из медной пластины с двумя тонкопле-
ночными нагревателями и термопарой, а также источ-
ника питания мощностью 60 Вт [43] 
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основанные на экзотермических реакциях, напри-
мер: гидратация оксида кальция, хлорида кальция 
или магниевых покрытий, а также окисление же-
леза и кристаллизация ацетата натрия. Такие уст-
ройства могут представлять собой вариант нагре-
вателей с одноразовыми модулями, которые могут 
работать автономно, независимо от доступа  
к электросети. 

Впервые нагрев за счет химических реакций 
для LAMP был продемонстрирован в 2010 г. [44]. 
В качестве источника тепла использовали реакцию 
гидратации оксида кальция в сочетании с моди-
фицированным материалом со свойствами изме-
нения фазы (твердое тело — жидкость). Тепло ге-
нерировалось в результате реакции оксида каль-
ция с водой, а необходимая температура вокруг 
реакционной камеры поддерживалась модифици-
рованным жиросодержащим соединением, имею-
щим высокую удельную теплоемкость и диапазон 
плавления около 65 °C. Было показано, что 20 г 
оксида кальция и 6.8 мл воды обеспечивали на-
грев, достаточный для расплавления применяемого 
модифицированного материала, что позволяло под-
держивать температуру в диапазоне (65 ±0.75) °С  
в течение 45 мин. Амплификацию ДНК-мишени 
Plasmodium falciparum в полипропиленовых про-
бирках (объемом 0.2 мл) детектировали по конеч-
ной точке с измерением сигнала флуоресценции  
и светопропускания (по мутности). Результаты 
амплификации на химическом нагревателе срав-
нивали с результатами, полученными на коммер-
ческом приборе для ПЦР. Предел обнаружения 
Plasmodium falciparum  для обеих систем составил 
примерно 50 копий ДНК-мишени. Добавление 
контейнера для хранения пищевых продуктов 
(термоса) и простого пружинного таймера со зву-
ковым сигналом сделало это устройство еще более 
привлекательным для применения в условиях ог-
раниченных ресурсов [45]. Среди недостатков та-
кого устройства можно отметить: необходимость 
дополнительного времени (15 мин) для полного 
прогрева нагревателя и реакционного объема, 
сложность обеспечения детектирования в режиме 
реального времени и невозможность повторного 
использования фазово-измененного материала по-
сле реакции. 

Применение микрочипа вместо пробирок по-
зволяет уменьшить продолжительность предвари-
тельного прогрева благодаря низкой тепловой 
массе микроустройства. В работе [46] был проде-
монстрирован самонагревающийся микрофлюид-
ный картридж из ПММА, в котором использова-
лась экзотермическая реакция между сплавом Mg–
Fe и водой, а также модифицированный материал 
с фазовым переходом (PureTemp 68, Entropy 
Solutions Inc., Великобритания). Тепло, выделяе-
мое экзотермической реакцией, через модифици-

рованный материал и алюминиевый радиатор на-
гревало микрочип до температуры примерно 63 °С.  
Сигнал флуоресценции детектировали с красите-
лем SYTO 9 по конечной точке: визуально и с по-
мощью портативной цифровой камеры. Для ам-
плификации 10 копий фрагмента ДНК кишечной 
палочки потребовалось 60 мин. 

Позднее авторы доработали свою систему, до-
бавив мобильное приложение для детектирования 
и количественного анализа с помощью устройств 
на базе смартфонов [47]. Теперь аналитическая 
система, помимо микрочипа, состояла из: 1) хими-
ческого нагревателя — "кружки" (в термосе с ва-
куумной изоляцией), 2) смартфона с пользователь-
ским приложением, 3) подставки-переходника, 
распечатанной  на  3D-принтере  и   объединяю-
щей  микрочип,  нагреватель и  смартфон (рис. 13). 
Смартфон в этой системе выполнял функции  
и оптического регистратора, и источника возбуж-
дения флуоресценции для проведения LAMP  
в режиме реального времени. Разработанное поль-
зовательское приложение для Android позволяло 
осуществлять: регистрацию и запись сигнала 
флуоресценции в режиме реального времени, об-
работку изображений, количественную оценку 
концентрации НК, формирование отчета и переда-
чу результатов. Работоспособность системы была 
продемонстрирована на примере количественного 
обнаружения вируса Зика в моче и слюне и ВИЧ  
в крови за 45 мин. Пользовательское приложение 

 
Рис. 13. Система для количественного анализа нук-
леиновых кислот с микрочипом для LAMP, химиче-
ским нагревателем и детектором флуоресценции 
в режиме реального времени на основе смартфона [47] 
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на смартфоне позволяет при необходимости пере-
давать данные по беспроводной сети на удален-
ный сервер, где они будут записаны в файл для 
клиента и вместе с GPS-координатами будут вне-
сены в актуальную карту территориального рас-
пространения заболевания (картографирование)  
с целью эпидемиологического надзора. 

ИЗОТЕРМИЧЕСКАЯ ПЕТЛЕВАЯ  
АМПЛИФИКАЦИЯ LAMP ДЛЯ НОВОГО  

КОРОНАВИРУСА SARS-COV-2 

В 2020 г. коронавирусная инфекция (COVID-
19) стала причиной чрезвычайной ситуации в об-
ласти общественного здравоохранения во всех 
странах мира [48]. Новый коронавирус SARS-
CoV-2  ―  недавно появившийся штамм, который 
никогда раньше не обнаруживался у людей. Эпи-
демические данные показали, что вирус обладает 
сильной способностью к передаче от человека  
к человеку и распространяется воздушно-
капельным путем, заражая восприимчивых субъ-
ектов через прямые контакты и другие возможные 
пути передачи [49, 50]. 

Молекулярная диагностика COVID-19 в пер-
вую очередь основана на обнаружении РНК виру-
са [51, 52]. В настоящее время полимеразная цеп-
ная реакция с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 
является основным методом подтверждения ин-
фекции COVID-19. ОТ-ПЦР обеспечивает чувст-
вительное обнаружение специфических последо-
вательностей генов, кодирующих РНК-зависимую 
РНК-полимеразу (RNA dependent RNA polymerase, 
RdRP), нуклеокапсид (nucleocapsid, N), белки обо-
лочки (envelope, E) и шипов (spike, S) вируса. 

Однако острая потребность в быстром и широ-
комасштабном тестировании на COVID-19 требует 
новых диагностических инструментов. Авторы 
работы [53] отмечают, что за очень короткое вре-
мя был достигнут огромный прогресс в молеку-
лярной диагностике COVID-19 и было разработа-

но множество тестов. Однако нынешние возмож-
ности тестирования не могут удовлетворить бес-
прецедентный мировой спрос на быструю молеку-
лярную диагностику. Хотя в настоящее время ОТ-
ПЦР является золотым стандартом для молеку-
лярной диагностики COVID-19 [54, 55], альтерна-
тивные методы экспоненциальной амплификации, 
такие как LAMP, имеют большой потенциал, осо-
бенно для приложений POC. 

Разработано несколько вариантов проведения 
изотермической амплификации c обратной транс-
крипцией RT-LAMP: с детектированием сигнала 
флуоресценции [56] или колориметрическим де-
тектированием [57, 58].  

Используя кальцеин, Yan C. et al. [56] разрабо-
тали анализ RT-LAMP для визуального обнаруже-
ния SARS-CoV-2. Они правильно идентифициро-
вали 58 из 58 положительных и 72 из 72 отрица-
тельных пациентов, что было подтверждено па-
раллельной ОТ-ПЦР. Этот анализ RT-LAMP об-
разцов экстрактов РНК пациентов требовал только 
60-минутной инкубации при 63 °C. 

Для визуального считывания результатов RT-
LAMP Baek Y.H. et al. [58] использовали кислот-
но-основной индикатор феноловый красный, ко-
торый меняет цвет с красного (pH 8.8) на желтый 
(pH < 8.0), что указывает на положительный ре-
зультат амплификации. После 30-минутной инку-
бации реакционной смеси при 65 °C  RT-LAMP 
обнаружила 200 копий РНК SARS-CoV-2, выде-
ленных из образцов пациентов с COVID-19. 

В работе [59] предложен метод RT-LAMP в ре-
альном времени с интеркалирующим красителем 
SYTO 9. Реакцию проводили при 63 °C в течение 
50 мин с использованием системы ПЦР в реаль-
ном времени Light Cycler 96 (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany). Результаты показали, что 
RT-LAMP может обнаруживать всего 3 копии 
РНК SARS-CoV-2 в 25 мкл (рис. 14). По графикам 
амплификации регистрируют положительную ре-
акцию для 300 копий за 20 мин. 

 
 

 
 

Рис. 14. Чувствитель-
ность теста SARS-CoV-2 
RT-LAMP. 
ОК — отрицательный 
контроль [59] 
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В России биофармацевтической компанией 

"Генериум" в Росздравнадзоре зарегистрирована 
тест-система "Изотерм SARS-CoV-2 РНК-скрин", 
разработанная группой компаний "Медико-
биологический союз" [60]. В тест-системе исполь-
зован метод петлевой изотермической амплифи-
кации (LAMP). Экспресс-тестирование включает  
в себя две стадии: выделение РНК коронавируса 
из анализируемых образцов и проведение петле-
вой изотермической амплификации (LAMP), кото-
рая подтверждает наличие или отсутствие РНК 
SARS-CoV-2. Реакция проводится при постоянной 
температуре 65 °С.  

Среди отличительных особенностей метода 
разработчики отмечают: быстрое накопление про-
дуктов реакции (15–60 мин), низкую чувствитель-
ность к примесям, высокую специфичность, воз-
можность использовать в качестве исходной мат-
рицы кровь или другие биологические жидкости. 
Предварительная подготовка образцов занимает 
35 мин. Производитель планирует выпускать до 
500 тысяч экспресс-тестов в неделю. 

Компания "Синтол" (г. Москва) выпускает на-
бор реагентов "АмплИзо-SARS-CoV-2" [61], кото-
рый позволяет обнаруживать фрагменты нуклеи-
новых кислот коронавируса SARS-CoV-2 методом 
обратной транскрипции, совмещенной с петлевой 
изотермической амплификацией в реальном вре-
мени (RT-LAMP) в одной микропробирке, что 
уменьшает количество манипуляций с реакцион-
ной смесью и тем самым максимально снижает 
количество ошибок и возможность контаминации 
при постановке. Время анализа — не более 40 мин. 
Порог обнаружения — не более 20 копий фраг-
ментов комплементарной ДНК (кДНК) SARS-
CoV-2. На текущий период набор не имеет Регист-
рационного удостоверения Росздравнадзора. 

Кроме необходимости в дешевых и быстрых 
подходах для постановки диагноза на месте ис-
пользования требуются альтернативные платфор-
мы для тестирования, которые были бы точными, 
простыми и портативными. 

В работе [62] демонстрируется обнаружение 
SARS-CoV-2 методом RT-LAMP с помощью про-
стой и портативной диагностической POC-систе-
мы (Point-of-Care Testing, POC — диагностика  
у постели больного), основанной на картридже, 
изготовленном по аддитивной трехмерной (3D) 
технологии, и ридере на базе смартфона (рис. 15).  

В картридж образцы загружались вручную  
с применением шприцов. Портативный прибор 
содержал: нагревательные элементы, обеспечи-
вающие тепловой режим амплификации; оптиче-
ские элементы, необходимые для регистрации ре-
акции, и источники питания. На рис. 15 показаны 
схемы и фотографии микрофлюидного картриджа 

(вид сверху и снизу с серпантинным каналом 
смешивания), используемого для быстрого обна-
ружения SARS-CoV-2. В картридже шесть камер 
для амплификации и детектирования. Картридж 
изготовлен из полиуретана на принтере Carbon M2 
по стандартной технологии. Верхняя и нижняя 
стороны картриджа покрыты прозрачной биосо-
вместимой лентой (ARSeal 90880, Adhesive 
Research) для герметизации. Прозрачная лента по-
зволяет проводить визуальный осмотр во время 
заполнения и визуализацию во время детектиро-
вания. В серпантинном канале картриджа образец 
смешивается с реагентами для амплификации под 
воздействием шприцевых насосов. После переме-
шивания реакционная смесь поступает в резервуа-
ры для амплификации. Геометрия и размеры ре-
зервуаров специально подобраны для обеспечения 
синхронного и равномерного заполнения всех ка-
мер (по 20 мкл каждая). После того, как камеры 
амплификации полностью загружены, они плом-
бируются биосовместимым клеем, и картридж 
вставляется в ридер для проведения реакции. 
Встроенный нагреватель поддерживает темпера-
туру 65 °C. Для регистрации и анализа изображе-
ний продукта реакции амплификации в камерах 
использовался смартфон (Huawei P30 Pro, 
Huawei). На рис. 15, г, показано изображение при-
бора POC с картриджем. На рис. 15, д, представ-
лен компонентный состав прибора POC. Свето-
диоды и фильтры подобраны в соответствии  
с длинами волн возбуждения и излучения исполь-
зуемого интеркалирующего флуоресцентного кра-
сителя (EvaGreen). Смартфон делает фотографии 
реакционных камер с 10-минутными интервалами 
в первые 30 мин анализа, а затем с 2-минутными 
интервалами для большего количества точек дан-
ных амплификации в течение следующих 10 мин. 

Перед тестированием клинических образцов 
была проведена первоначальная оценка платфор-
мы путем добавления инактивированного SARS-
CoV-2 (5000 копий на мкл) и отрицательного кон-
троля. При использовании такого образца положи-
тельный результат был получен всего за 30 мин от 
начала реакции. Созданный прибор POC проде-
монстрировал предел обнаружения 50 копий/мкл  
с геномной РНК и неактивными вирусами в буфе-
ре, что соответствует клиническим потребностям. 

Авторы работы отмечают, что предложенный 
подход позволяет быстро (менее чем за 40 мин) 
обнаружить вирус, при этом нет необходимости  
в наборе для экстракции РНК и соответствующих 
инструментах. Эти результаты могут обеспечить 
масштабируемое развертывание диагностики 
COVID-19  в регионах без развитой инфраструк-
туры и ресурсов  лабораторного  уровня, особенно  
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Рис. 15. Микрофлюидный картридж, изготовленный с применением аддитивных технологий, и портативный POC-
инструмент.  
а — схема микрофлюидного диагностического картриджа, используемого для быстрого обнаружения SARS-CoV-2; 
входные отверстия для жидкости соединяются со шприцами, которые вводят реагенты RT-LAMP и термически 
лизированный образец пациента в трехмерный серпантинный канал смесителя перед заполнением реакционных 
камер для амплификации и детектирования;  
б — фотографии одноразового микрофлюидного картриджа.; 
в — 3D-микрофлюидный картридж и увеличенное изображение камер для амплификации и детектирования кар-
триджа;  
г — фотография прибора POC; 
д — компонентный состав портативного прибора POC: смартфон, микролинзы, светофильтры, батареи, выключа-
тели светодиода и нагревателя, нагреватель, чип, шприцы 1 мл [62] 

 
 

в условиях, когда требуется немедленная диагно-
стика на месте сбора образцов, например в шко-

лах, учреждениях по уходу за престарелыми или 
инвалидами или на спортивных мероприятиях. 
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Из опубликованных в Интернете сведений сле-
дует, что Федеральный научно-клинический центр 
физико-химической медицины (ФНКЦ ФХМ) 
ФМБА России разработал диагностические тест-
системы на новую коронавирусную инфекцию 
SARS-CoV-2 [63]. Тестирование основано на ме-
тоде изотермической амплификации и проводится 
при использовании специальных микрофлюидных 
чипов. Время исследования сократилось до 15– 
20 мин. Тест-система разработана для применения 
в приборе "Индикатор-Био" (рис. 16), который был 
создан в Троицком инженерном центре по заказу 
и в кооперации с РНИМУ им. Н.И. Пирогова (рук. 
проф. Д.В. Ребриков). ФМБА России имеет свое 
опытное производство тест-системы на основе 
микрофлюидных чипов, которое расположено  
в Центре технологий и микрофабрикации ФНКЦ 
ФХМ ФМБА России. Методы производства, обра-
ботки и спекания адаптированы под требования 
изотермической амплификации. Мощность опыт-
ного производства, по данным [63], составляет 
более 50 чипов в течение суток. Однако научных 
публикаций и технических характеристик по со-
вместному использованию разработанной тест-
системы и прибора "Индикатор-Био" не обнару-
жено.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Поскольку LAMP является привлекательным 
методом изотермической амплификации для пор-
тативных устройств, то число работ, в которых 

предлагаются разные варианты таких устройств,  
с каждым годом становится все больше. Популя-
ризации метода также способствует появление 
наборов коммерческих реактивов для LAMP  
и возможность на первых порах использовать обо-
рудование и устройства, разработанные для ПЦР. 

Продолжительность анализа методом LAMP  
на микрочипе составляет от 15 мин до часа, что 
меньше, чем средняя длительность ПЦР. Сравне-
ние микросистем для ПЦР и для LAMP показыва-
ет, что последние являются в равной степени чув-
ствительными и специфичными, но в дополнение 
к этому они проще и дешевле благодаря изотер-
мическому режиму. Разнообразие визуальных ме-
тодов детектирования продуктов LAMP позволяет 
подобрать варианты, при которых для различения 
положительного и отрицательного результата не 
требуется измерительное оборудование. Примене-
ние таких систем актуально для проведения пред-
варительных тестов или мониторинга.  

Для количественного анализа методом LAMP 
требуются стандартные разведения или внутрен-
ние контроли. В этом случае не обойтись без де-
текторов и специального программного обеспече-
ния.  

Ограничением LAMP является сложность при 
проведении мультиплексного анализа. Иммобили-
зация праймеров в микроструктурах чипа позволя-
ет осуществлять амплификацию и детектирование 
различных фрагментов ДНК одновременно в раз-
ных камерах, при использовании, например, одного 
и того же интеркалирующего красителя.   

 
 

 
 

Рис. 16. Прибор "Индикатор-Био" с микрофлюидными чипами [64] 
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На данный момент подобная возможность про-

странственного разделения используется и при 
детектировании на тест-полосках. Например, 
фирмой Milenia Biotec (Германия) разработана 
коммерческая система HybriDetect 2T, позволяю-
щая регистрировать на одной тест-полоске сразу 
два аналита из одной пробы. Универсальность та-
кой системы для обнаружения различных молекул 
(белков, антител, продуктов амплификации) соз-
дает превосходные перспективы для исследования 
сложных проб. 

Применение изотермических нагревателей  
на основе экзотермических реакций, а также уп-
рощение технических решений системы регистра-
ции результатов вплоть до адаптера к мобильному 
телефону наряду с использованием тест-полосок 
отражает современные тенденции проведения ана-
лиза портативным "карманным" прибором [65, 66]. 
Для аналитических систем на основе LAMP сле-
дующим шагом может стать интеграция и автома-
тизация всех функциональных возможностей  
на едином комплексном устройстве с набором од-
норазовых комплектующих, что позволит прово-
дить полный анализ исходной пробы аналогично 
сенсору с быстрым ответом "Да / Нет".  
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TECHNIQUE  IN  MICRODEVICE  FORMAT 
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is widely used as a fast and sensitive diagnostic method 
and is most promising for analysis in conditions of limited time and resources, for example, in places of care. 
The paper discusses the basic principles of LAMP technique, methods for detecting reaction products, as well as 
some microfluidic devices and analytical systems based on LAMP, including those developed for express 
diagnostics in the context of the COVID-19 pandemic. 
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INTRODUCTION 

Nucleic acid amplification methods are an impor-
tant tool for significantly increasing the sensitivity of 
molecular genetic analysis. The most popular amplifi-
cation technology today is the polymerase chain reac-
tion (PCR). PCR-based amplification requires sophis-
ticated equipment for high-precision (± 0.5 °C) and 
fast (> 10 °C/s) thermal cycling, which is not always 
suitable for routine clinical practice or diagnostics in 
resource-limited settings. In addition, relatively high 
temperatures (up to ~ 100 °C) require good sealing of 
the reaction volume to prevent evaporation. 

Isothermal amplification techniques have devel-
oped rapidly over the past two decades. An important 
difference between PCR and isothermal amplification 
is the temperature regime of the reaction. Isothermal 
nucleic acid amplification technologies operate at one 
optimum temperature, resulting in simpler, cheaper 
and more reliable technical solutions for instrument 
designs. Isothermal methods for amplifying nucleic 
acids are becoming an alternative to PCR and greatly 
simplify the implementation of amplification methods 
in medical diagnostic devices and analytical equip-
ment. 

Isothermal amplification of DNA / RNA, which 
provides comparable or even higher sensitivity and 
specificity than traditional PCR, represents a promis-
ing direction in the development of methods for the 
rapid detection of infectious diseases pathogens: in 
food; in water, air and soil; for diagnosis at the pa-
tient's bedside, etc. 

LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL 
 AMPLIFICATION (LAMP) TECHNOLOGY 

Isothermal amplification, which uses enzymes with 

high strand displacement activity and proceeds with 
the formation of DNA loop structures, is a simple, 
fast, efficient and promising method for amplifying 
nucleic acids. The loop-mediated isothermal amplifi-
cation (LAMP) method was developed at Eiken 
Chemical Co., Ltd (Japan) by Tsugunori Notomi and 
his colleagues in 2000 [1]. 

The LAMP method uses DNA polymerases with 
chain-displacing activity and four (or six) primers, 
which increases the specificity of the reaction. The 
end product of this reaction is a specific structure con-
sisting of several repetitive inverted sequences of the 
original target DNA, connected by single-stranded 
DNA loops. The method provides a high efficiency of 
DNA amplification, the amount of which increases 
109–1010 times in 15–60 min. When combined with 
reverse transcription by adding reverse transcriptase to 
the reaction mixture, the LAMP method is also suita-
ble for RNA amplification. 

The advantages of isothermal loop amplification 
include simplicity, velocity, specificity and sensitivity, 
cost-effectiveness, and high productivity. Besides: 

– there is no need for a step (stage) of denaturation 
of double-stranded forms into single-stranded ones; 

– the amplification reaction occurs continuously 
under isothermal conditions; 

– the amplification performance is extremely high; 
– the total cost can be reduced, since LAMP does 

not require special reagents and complex equipment; 
– RNA targets can also be amplified by the same 

procedure as DNA targets, simply by adding AMV 
reverse transcriptase to the test tube. Reverse tran-
scription and amplification can be performed at con-
stant temperature in one step. 

To carry out this reaction, the enzyme Bst polyme-
rase is used, which is a large subunit of Bacillus stea-
rothermophilus DNA polymerase. The optimum tem-
perature for this enzyme is 60–65 °C. 
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Bst 2.0 DNA polymerase is an in silico homologue 
of the large fragment of Bacillus stearothermophilus 
DNA polymerase I (Bst DNA polymerase, large 
fragment). This enzyme has 5’ –> 3’ DNA polyme-
rase activity and good DNA strand displacement abili-
ty, but does not exhibit 5’ –> 3’ exonuclease activity. 
Bst 2.0 DNA polymerase is characterized by an in-
creased rate of amplification, a high product yield, 
increased tolerance to the salt content, and greater 
thermal stability compared to a large fragment of 
wild-type Bst DNA polymerase. 

Bst 3.0 DNA polymerase is the latest novelty for 
isothermal amplification — an in silico altered homo-
logue of a large fragment of DNA polymerase I iso-
lated from Bacillus stearothermophilis, which has 
been modified to improve the performance of the iso-
thermal amplification reaction and to improve the ac-
tivity of such an enzyme as reverse transcriptase. Bst 
3.0 possesses 5'–3'DNA polymerase activity, using 
both DNA and RNA as a template, and can also un-
wind nucleic acid chains by itself. At the same time, 
the enzyme lacks 5'–3 'and 3'–5' exonuclease activity. 
Bst 3.0 demonstrates reliable performance of the reac-
tion and is characterized by significantly increased 
activity as a reverse transcriptase compared to Bst 
DNA polymerase. 

SD-polymerase [2] is a new artificial thermostable 
DNA polymerase with high strand displacement activ-
ity, which is suitable for both PCR and isothermal 
amplification. Unlike wild-type enzymes with high 
strand displacement activity, which are only active 
below 68 °C (eg Bst polymerase), SD polymerase is 
stable up to 93–94 °C. This allows to carry out iso-
thermal LAMP amplification with preheating to in-
crease the specificity of the reaction. SD-polymerase 
combines such features as (5´–3´) — polymerase ac-
tivity, (5´–3´) — strand displacement activity, as well 
as the absence of exonuclease activity [3] of the en-
zyme. 

The LAMP method uses a set of 4 (or 6) specially 

selected primers to recognize 6 different specific re-
gions of the analyzed DNA sequence that flank the 
target template: regions F3c, F2c and F1c at the 3'-
end, and regions B1, B2 and B3 at the 5'-end (Fig. 1). 
The Forward Inner Primer (FIP) contains the region 
F2  at the 3 'end and the F1c region at the 5' end. The 
Forward Outer Primer contains the region F3 that is 
complementary to the F3c region. The Backward In-
ner Primer (BIP) contains the B2 region at the 3'-end 
and the B1c region at the 5'-end. The Backward Outer 
Primer contains the B3 region that is complementary 
to the B3c region. External primers F3 and B3 are re-
quired to initiate the reaction and are involved only at 
the initial stage.  

The internal primers FIP and BIP have a complex 
structure. Each of them consists of two specific areas 
connected by a samesense linker (usually  polythy-
mine is used). Inner primers are involved in the for-
mation of loop structures; therefore, they are selected 
in such a way as to form loops at the ends of the target 
fragment. 

Correct primer design is essential for a successful 
LAMP. Eiken (Japan) Co has created the Primer Ex-
plorer Internet service (LAMP primer designing soft-
ware: http://primerexplorer.jp/e/), which can be used 
to design primers based on a known nucleotide se-
quence. 

LAMP amplification is a self-sustaining autocycl-
able DNA synthesis reaction catalyzed by a DNA po-
lymerase enzyme with a high strand displacement ac-
tivity at a constant temperature of 60–(~ 65) °С 
(Fig. 2). At this temperature, single- and double-
stranded forms of DNA are in dynamic equilibrium, 
therefore, heating to complete denaturation is not re-
quired to initiate the reaction.  

The reaction begins with the annealing of one of 
the inner primers, BIP or FIP, which binds to the tem-
plate only partially only by the corresponding region 
(B2 or F2), and initiates the synthesis of the comple-
mentary strand using DNA polymerase.  

 
 
 
 
 
 

 
An outer primer, for example F3, is attached to the 
F3c-fragment of the target, and polymerase completes 
the strand, thus displacing the newly synthesized se-
quence. The displaced strand forms loop-like struc-
tures at the 5'-end, the so-called stem-loop structures, 
since the F1c-region hybridizes to the F1 region. The 
process is repeated at the opposite 3'-end. The result is 
a new dumbbell-like structure with loops at both ends 

This is followed by a cyclic amplification step in-
itiated by one of the inner primers complementary to 

the loop region on the product. Outer primers are not 
involved at this stage. The cyclic stage consists in the 
formation of a large number of products with a com-
plex structure. The final product of the reaction is a 
set of amplified DNA sequences of various lengths, 
consisting of alternately inverted repeats of the target 
fragment on the same strand. 

In two years in order to accelerate the reaction, the 
authors of LAMP improved the developed method by 
adding one more pair of primers — loop primers [6]. 

Fig. 1. LAMP primer set and target DNA [4] 
 
 
Fig. 2. LAMP reaction principle [5] 
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Loop primers (Loop Primer B and Loop Primer F) 
hybridize to loop structures and initiate DNA synthe-
sis with strand displacement. Loop primers contain 
sequences complementary to single-stranded loop re-
gions (between B1 and B2 or between F1 and F2) at 
the 5 'end of the dumbbell structure, providing an in-
creased number of starting points for starting DNA 
synthesis. An example is shown in Fig. 3, where the 

synthesis of a product containing six loops takes 
place. In the original LAMP technique, four of these 
loops will not be used, but with the help of loop pri-
mers, all single-stranded loops can  be  used  as  start-
ing  points  for  DNA  synthesis. 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

The end products of the reaction are, in addition to the 
amplified target sequences in the form of inverted re-
peats, a variety of by-products with a branched sec-
ondary structure (structure similar to that of caulif-
lower). 

It should be emphasized that loop primers are not 
mandatory components of the reaction, but their use 
can reduce the analysis time. They increase the 
amount of amplification products by interacting with 
loop structures in the redions other than the binding 
sites of inner primers, and therefore accelerate the 
achievement of the detectable amount of DNA in the 
reaction mixture by 1.5–2 times as compared with the 
original method [6]. As the graph shows (Fig. 4), it is 
possible to register a sufficient amount of the product 
in 10–20 min. 

LAMP amplification products can be detected both 
in real time and by endpoint using gel electrophoresis, 
turbidimetry, fluorimetry and photometry, or simply 
with the naked eye. Achieving efficient genetic analy-
sis with LAMP depends not only on the efficiency of 
the DNA amplification itself, but also on the method 
chosen to detect the reaction products. In [9], the au-
thors discuss the basic monitoring methods for 
LAMP. Tab. 1 shows the detection methods and their 
comparative characteristics. 

During the DNA synthesis reaction, a large amount 
of pyrophosphate ions ((P2O7)4–  is formed as a by-
product. It was noted that pyrophosphate forms a noti-

ceable insoluble white precipitate with divalent metal 
ions [10]: 
(DNA)n –1  +  dNTP                (DNA)n  +  (P2O7)4–,  (1) 
(P2O7)4-   +  2Mg2+                  Mg2P2O7 ↓.                (2) 

Equation (1) describes the Bst-polymerase me-
diated DNA polymerization reaction in the LAMP 
method. When a large number of pyrophosphate ions 
are produced, they react with magnesium ions in the 
reaction buffer (equation 2) to produce a white preci-
pitate of Mg2P2O7↓ [11, 12]. The presence or absence 
of a white precipitate makes it possible to assess the 
performance of DNA amplification by the LAMP me-
thod visually, with the naked eye (Fig. 5). It was re-
ported that the increase in turbidity in the reaction so-
lution is proportional to the amount of amplified 
products [12].  

The real-time turbidimetric method allows the 
quantitative determination of the initial amount of tar-
get DNA in the samples under study. By-products of 
enzymatic DNA synthesis, in addition to pyrophosphate 
ions, are also hydrogen ions. Ion Torrent platforms se-
quencing technologies are based on the detection of pro-
tons as by-products of DNA strand synthesis [14–16]. 

 
 
 

 
Tab. 1. Comparative characteristics of detection methods for LAMP [9] 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

Fig 3. Amplification of LAMP using loop primers 
[7] 
 
 

Fig. 4. Comparison of the efficiency of LAMP with 
the addition of looped primers (fast method) with 
classical LAMP (standard method) [8] 
 
 

Fig. 5. Detection of the LAMP reaction by turbidity 
Left, no target (negative control); on the right, with a DNA 
target (positive reaction) [13] 
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Tab. 2. Acid-base indicators 
 

Indicator Range рН 
Coloring the reaction solution 

Negative result Positive result 

Phenol red 6.8–8.4 Red Yellow 

Cresol red 7.2–8.8 Purplish red Amber yellow 

Neutral red 6.8–8.4 Amber yellow Red 

M-cresol purple 7.4–9 Purple Yelow 
 
 

 
A modification of such a pH sensor was used to con-
trol DNA amplification using LAMP and PCR me-
thods [17]. These studies have demonstrated the abili-
ty of DNA polymerase to efficiently carry out the am-
plification reaction even in dilute buffer solutions.  

The authors of [18] used this property of the en-
zyme to carry out LAMP reactions in the presence of 
low buffer concentrations and observed a significant 
change in the pH-reaction mixture from the initial al-
kaline value to the final acidic one. This significant 
change in pH made detection possible by means of  
pH-sensitive indicators. The paper shows that visual 
color change detection by LAMP detection of DNA is 
an easy-to-use, fast and reliable method. 

In [18], the sensitivity of the LAMP reaction was 
demonstrated by means of use of acid-base indicators 
(Tab. 2): phenol red, cresol red, neutral red, and m-
cresol purple, so that to detect the amount of genomic 
DNA in the range 0.01–100.00 ng (~ 3–30.000 copies) 
for the gene of transmembrane regulator of conduc-
tance (CFTR gene). 

Thus, colorimetric visualization of the amplifica-
tion reaction by means of pH indicators can facilitate 
the use of the amplification method as a diagnostic 
tool that allows for field diagnostics with fast and reli-
able visual detection. 

The advantage of the visual method of endpoint 
detection is the absence of instrumental costs. Howev-
er, Le T.H. and co-authors [19] have shown that it is 
difficult to determine the sensitivity and variability 
(difference) between tubes with the naked eye when 
illuminated by sunlight. In addition, the turbidity of 
positive samples is stable for only a short time, which 
means that monitoring should be carried out as soon 
as possible after completion of the reaction [20].  
Wastling S.L. notes that a “trained eye” is required for 
successful visual DNA monitoring [21]. 

Visual detection of DNA by LAMP amplification 
can be performed using a fluorescent metal indicator 
— calcein. Calcein (CAS No. 1461-15-0) is a metal 
indicator that produces strong fluorescence due to  
forming complexes with divalent metal ions such as 

calcium and magnesium. In [22], calcein was added to 
the initial reaction mixture to monitor the concentra-
tion of magnesium ions in solution during LAMP am-
plification. The concentration of magnesium ions in 
solution decreases because of binding with pyrophos-
phates formed during the DNA synthesis reaction and 
the precipitation of an insoluble precipitate. However, 
the decrease in the concentration of magnesium ions 
by the LAMP reaction was not sufficient for the color 
change to provide visual detection. Therefore, manga-
nese ions were introduced into the initial reaction mix-
ture, which quench the fluorescence of calcein due to 
complexation and form insoluble salts with pyrophos-
phates during the reaction (Fig. 6). 

In this case, calcein in the reaction mixture initially 
binds to manganese ions (Mn2 +), and the fluores-
cence is quenched. When the amplification reaction is 
performed, calcein is deprived of manganese ions due 
to the binding of the latter to the generated pyrophos-
phate ions (P2O7

4–), which leads to fluorescence. And 
free calcein is able to bind with the magnesium ion 
(Mg2+) in the reaction mixture, which leads to in-
creased fluorescence. The presence of fluorescence 
indicates the presence of a target DNA, and therefore 
visual detection can be achieved. 

It was found that the fluorescence intensity is pro-
portional to the initial concentration of the target DNA 
in LAMP reactions. The fluorescence of calcein com-
plexes can also be used to monitor LAMP responses 
in real time. 

Another dye with a similar effect is hydroxy naph-
thol blue (HNB, CAS No. 63451-35-4), which dyes 
the solution purple in the presence of Mg2+. During 
the amplification process, a significant amount of in-
soluble magnesium pyrophosphate is formed, which 
causes a significant decrease in the concentration of 
Mg2+ in solution. This decrease in concentration leads 
to a change in the color of the reaction solution from 
violet to sky blue in the presence of HNB [23]. The 
sky blue color of the sample indicates the presence of 
the target DNA, while the purple color is observed in 
the negative control. 
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Wastling S.L. et al. [21] reported that Hydroxy 

Naphthol Blue does not inhibit the LAMP response. It 
is widely used to monitor the LAMP response in one-
step methods [21, 23, 24]. The advantage of this ap-
proach is the ability to perform analysis in a microtiter 
plate and to quantify the results colorimetrically using 
a reader. 

HNB changes the color of the reaction solution 
from violet to light blue. However, the color change 
was negligible because two colors refer to the same 
tone. This makes it difficult to detect changes with the 
naked eye, especially when samples contain only 
small amounts of target DNA. In [25], a simpler colo-
rimetric analysis for visual detection of LAMP results 
was proposed using another metal indicator — acid 
chromium blue K. The color of the reaction changes 
from red to blue, since Mg2+ binds to P2O7

4-- and the 
complex precipitates during the reaction, while de-
creasing concentration of magnesium in solution. 

Colorimetric detection of LAMP amplification 
products can be obtained using Eriochrome Black T 
(EBT), a complexometric indicator [26]. Indeed, dur-
ing the LAMP reaction, a decrease in Mg2+ concentra-
tion due to a complexation with EBT leads to a color 
change that is visible to the naked eye. After amplifi-
cation of the target DNA sequence, the original ma-
genta color of the LAMP reaction mixture changes to 
cyan. 

The main disadvantage of LAMP technology is the 
use of indirect detection methods (for example, elec-
trophoresis, precipitation, turbidimetric method, non-
specific dyes: SYBR Green I, hydroxy naphthol blue, 
calcein / Mn2+), which cannot differ target products 
from non-specific amplification products, which often 
leads to the false positives results. A direct detection 
method was developed in [27]. A fluorophore-labeled 

loop probe is used that does not fluoresce in a free 
unbound state, but only fluoresces when it is bound to 
its target (amplicon). This is called the Fluorescence 
of Loop Primer Upon Self Dequenching–LAMP 
(FLOS-LAMP). The method allows the detection of 
LAMP-amplicons specific to the target sequence. The 
FLOS-LAMP concept has been validated for the rapid 
detection of the human pathogen, varicella-zoster vi-
rus, in clinical samples. FLOS-LAMP had a detection 
limit of 500 target copies with clinical sensitivity and 
specificity of 96.8 % and 100 %, respectively. The 
high level of specificity is a great achievement and 
eliminates one of the main disadvantages of LAMP 
technology — false positive results. 

In [28], a comparative analysis of the LAMP iso-
thermal amplification method and the widely used 
methods of standard PCR and real-time PCR was car-
ried out. The LAMP isothermal loop amplification 
method has high sensitivity and efficiency and has 
more advantages than disadvantages compared to 
PCR. The authors conclude that LAMP is a simple, 
fast and highly effective method with excellent speci-
ficity and can be widely applied in clinical diagnos-
tics, environmental monitoring, food quality assess-
ment and human health. These data are shown in  
Tab. 3. 

When using the LAMP method, the main difficulty 
lies in the design of the primers. But the method is 
more specific, because it is necessary to recognize as 
many as six regions in the desired DNA molecule, but 
in PCR — only two ones. In addition, LAMP is not 
affected by the presence of biological components that 
often do not allow PCR to be performed, i.e. LAMP is 
less susceptible to inhibitors. 

 

 
Tab. 3. Comparison of the advantages and disadvantages of LAMP amplification and  
widely used PCR-based methods [28] 

 
 LAMP PCR PCR-RT 

Advantages ♦ No need for an expensive ther-
mal cycler as the reaction is car-
ried out under isothermal condi-
tions 
♦ Easy to perform in the field 
using an inexpensive water bath 
or heating block 
♦ Highly specific and efficient 

♦ Widely used molecu-
lar instrument 
♦ Easy way of prelim-
inary confirmation 

♦ Monitoring the progress 
of the reaction in real time 
♦ Quantitative method for 
amplifying target se-
quence 
♦ Use of sealed tubes mi-
nimizes contamination 
♦ Increased sensitivity 

Fig. 6. The principle of detection using a fluorescent metal indicator —
calcein [22] 
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amplification due to the use of 
loop primers 
♦ Less labor intensive, can be 
finished within an hour 
♦ Real-time measurement and 
quantitative measurement using 
an inexpensive instrument 
♦ Confirmation of the success of 
the reaction by visual observation 
with the naked eye for turbidity 
or color change at the endpoint 
using fluorescent dyes such as 
SYBR Green I or calcein 
♦ Less sensitive to inhibiting sub-
stances present in biological 
samples 

due to the addition of a 
fluorescent dye in the 
reaction 
♦ Highly reliable analysis 
resulting from work with 
programmed control 

Disadvantages ♦ Sensitivity to false positives 
results due to carryover or cross-
contamination 
♦ Complex primer design requir-
ing software 
♦ Requirement of two long pri-
mers of the highest purity 
♦ Problems with reagent availa-
bility worldwide 

♦ More time-
consuming method  
(> 3 h) 
♦ Requires thermal 
cycling and gel docu-
mentation systems 
♦ Technique of high 
quality indicating a 
positive or negative 
result 
♦ Higher likelihood of 
contamination after 
reaction 

♦ Expensive equipment 
and reagents 
♦ Need for fluorescent 
probes 
♦ Time consuming (2 h) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ISOTHERMAL LOOP  
AMPLIFICATION DEVICES 

Microfluidic devices offer many attractive features 
such as high throughput, fast analysis and low reagent 
consumption. By choosing isothermal LAMP amplifi-
cation instead of PCR, the power consumption of 
nucleic acid analysis devices can be significantly re-
duced by eliminating the thermal cycling technique. 

Due to its superior performance, LAMP is more suita-
ble for miniaturization than traditional PCR. Ad-
vances and developments in LAMP technology sug-
gest its use as a useful diagnostic tool in microfluidic 
devices and portable point-of-care diagnostic tools 
(POCs) operated in the point of care and in resource-
limited settings. The integration of LAMP technology 
into microfluidic devices has shown great potential for 
molecular biological diagnostics: cost reduction, over-

Fig. 7. An octopus-like microchip for LAMP with simultaneous amplification of fragments of different 
nucleic acids.  
а — Image of the microchip. 
б — Scheme of microstructures: chambers 1 / 1`, 2 / 2`, and 3 / 3` contain dried primers for influenza A 
subtype, seasonal influenza A (H1N1) and influenza A (H1N1) pandemic 2009, respectively; chambers  
4 / 4` contain primers for human β-actin, which was used as a positive control, chambers 5 / 5` were used 
as a negative control.  
в — Visual assessment of the result for white turbidity from the formation of magnesium pyrophosphate. 
г — Detection of the result by the fluorescence signal from the intercalating dye SYBR Green I.  
д — Confirmation of the results of the analysis by electrophoresis in agarose gel, in which a characteris-
tic step pattern of the LAMP product is observed [31] 
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all analysis time, and the impact of potential pollution 
sources [29]. 

One of the first works on carrying out an isother-
mal loop reaction in a microchip dates back to 2004: 
the researchers combined LAMP and electrophoresis 
on a polymer microchip [5]. Later, in 2007, work [30] 
presented a microchip made of polymethyl methacry-
late (PMMA) with a 25 μL reaction chamber. The 
LAMP reaction was carried out for 60 min at 65 °C 
using an external heater. A mini-spectrometer was 
used for quantitative registration in real time. 

For the simultaneous amplification of several 
fragments of nucleic acids, immobilized primers were 

used in [31]. The microchip was a polydimethylsilox-
ane (PDMS) disk, in which 10 reaction chambers-
channels were formed from the center to the edges 
(Fig. 7). Preliminarily, primer solutions were intro-
duced into microchannels through external holes, 
where were then dried. When the ready mixture for 
LAMP (50 μL) was introduced into the central load-
ing chamber, the liquid filled all channels under the 
influence of capillary forces. All holes were then 
sealed with uncured PDMS to prevent evaporation 
and contamination. Amplification was carried out at 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

63 °C; a water bath was used for heating. The reaction 
products were recorded at the end point — the forma-
tion of pyrophosphate in the channels was observed 
with the naked eye, as well as in real time the change 
in optical density was quantified using an optical fiber 
and a digital sensor. Amplification of 10 fg / μl of tar-
get DNA with positive and negative controls was per-
formed in less than 1 hour. 

A device for the quantitative detection of a target 
DNA in real time was developed by the authors [32]. 
As a basis, they used standard disks (CD, DVD), on 
which an array of microreactors for LAMP was 
formed. The LAMP disc consisted of three layers: 1) a 
modified optical disc backing (CD, digital versatile 
disc, or Blu-ray disc), 2) a double-sided pressure-
sensitive adhesive, and 3) acetate film to seal the sys-
tem. Since the original polycarbonate surface of the 
disc had hydrophobic properties, it was necessary to 
ensure that the surface was hydrophilic. For this, vari-
ous methods of surface modification were tested: 
treatment with surfactants, acid and alkali, as well as 
UV irradiation, plasma treatment. Plasma treatment in 
an oxygen atmosphere was recognized as the most 
effective, since it allowed reducing the contact angle 
to 20 °. The detection was carried out by cyclic scan-
ning of the disk surface using a standard CD / DVD 
drive, and was based on the change in the signal in-
tensity from the laser drive due to the presence of turbid-
ity or color change of solutions in the microreactors. 

Also, for LAMP, microchips are used, in which the 
fluid movement is controlled by centrifugal devices. 
Such devices, called lab-on-CD, due to microstruc-
tures (a network of channels, chambers, valves, etc.) 
of a special shape, dimensions and surface properties 
of working channels and chambers allow automatic 

transportation, dosing and mixing reagents when 
changing the speed of rotation of the disk, thereby 
eliminating the need for external pumps. 

For example, a centrifugal microfluidic device  
(12 cm in diameter) for simultaneous amplification of 
25 samples was presented by Oh et al [26]. The device 
was designed to detect several foodborne pathogens 
by the LAMP method with the possibility of dosing 
and mixing various components of the reaction mix-
ture using a commercial centrifuge, as well as visual 
detection of the results. The main liquid components 
for LAMP (reaction mixture, primers and sample) 
were injected separately into special holes on the mi-
crochip. The liquid, under the impact of capillary 
forces, filled the supply channels, which were con-
nected to the main channel by a narrow connecting 
microchannel (Fig. 8). As the microchip rotated, cen-
trifugal forces forced the liquid to overcome the mi-
crochannels and flow through the main channel into 
the reaction chamber. The size of the connecting 
channels was set in order to that to overcome the hy-
draulic resistance for each next component, it was re-
quired to increase the disk rotation frequency by about 
2 times. In particular, the cross-section of the connect-
ing channel (width × depth) for the reaction mixture 
was 500×250 μm, for primers — 250×125 μm, for the 
sample — 100×125 μm. According to the calcula-
tions, the rotational speed for “switching on” such 
microchannels was 522, 808 and 1739 rpm, which 
corresponded to 500, 1000 and 2000 rpm in practice. 
After collecting all three solutions in the reaction 
chambers, the reagents were mixed with short rota-
tions of the microchip. 

 
 

Fig. 8. Centrifugal microfluidic device for detecting foodborne pathogens.  
а — Layer-by-layer image of a centrifugal device: I — polycarbonate disc (1 mm thick) with supply 
channels, II — adhesive layer (30 μm), III — polycarbonate disc (1 mm) with reagent reservoirs, main 
and connecting channels and reaction chambers , IV — one-sided adhesive film.  
б — Schematic representation of one block of microstructures [26] 



ISSN 0868–5886                                         NAUCHNOE  PRIBOROSTROENIE, 2021, Vol. 31, No. 1, pp. 3–43 

28 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Then the inlets were sealed with special tape and the 
microchip was heated to 65 °C. Visual detection was 
performed using an Eriochrome Black T (EBT) indi-
cator, which after amplification changed the original 
purple color of the liquid to sky blue. The absorption 
spectra of the liquid were also analyzed using a con-
ventional spectrophotometer. When testing the device, 
the sensitivity was 380 copies of E. coli DNA frag-
ments, and the analysis duration did not exceed 60 
min. 

Carrying out sample preparation on a microchip is 
important for creating portable microanalytical sys-
tems designed for use in conditions of limited re-
sources. In [33], a centrifugal microfluidic device 
(with a radius of 6 cm) for multiplex amplification to 
detect bacteria is presented. Cell lysis, mixing of the 
sample with reagents, and isothermal amplification 
were performed on a polymethyl methacrylate disk, 

on which two or four sets of identical microstructures 
were milled (Fig. 9, a) with ten reaction chambers 
each. In addition to centrifugal force, hydrophobic 
valve channels, siphon channels and air exhaust chan-
nels were used to control the fluid. As soon as the cen-
trifugal forces (created during rotation) exceeded the 
capillary forces, the liquid began to move along the 
hydrophobic channels-valves. EGC-1700 perfluoro-
carbon liquid (3M, China) was used to treat the sur-
face of these channels. The siphon-shaped channels 
were filled with 2 % alcohol solution of Tween 20. 
After the ethanol was evaporated, Tween 20 was ad-
sorbed on the surface of the channels, making the si-
phon channels hydrophilic. When the rotation speed de-
creased to a certain value, the channels were filled under 
the influence of capillary forces. Offtake channels are 
used to ensure air circulation in the microchip, since the 
chip is completely sealed before analysis. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prior to analysis, primers were loaded into a well 

with a reaction chamber and dried at room tempera-
ture. Then, zirconia balls (~ 100 μm in diameter) and a 
magnetic bar (7 mm long) were placed in the lysis 
chamber. The disk with prepared microstructures was 
sealed with a film using adhesives (PSA, Adhesive 
Research, China). The sample (60 μl) and LAMP mix 
(60 μl) were injected through the holes located on the 
back of the chip, they were also sealed using adhesive 
tape. The chip was then placed over the magnets and 
the cells were lysed for 3 min. Rotating magnets acti-
vated a magnetic bar that stirred the zirconia balls. 

The balls, colliding with bacteria, destroyed them. 
Fig. 9, б, shows a diagram of the movement of flu-

id flows in a microchip under the impact of rotation. 
After the stage of cell lysis at a rotational speed of 
3000 rpm, the liquids overcame hydrophobic valves 
and moved: the DNA solution — into the chamber for 
the isolated sample, and the LAMP mixture — into 
the storage chamber 2. Then the rotation speed de-
creased so that the liquid could fill the siphon channel 
under the impact of capillary forces. During this stage, 
cellular "debris" remaining in the lysate was precipi-
tated and filtered out. Thus, unlike chemical methods, 

Fig. 9. Diagram of one sector of a centrifugal microchip for the detection of bacteria (a) and  illustra-
tion of the successive stages of the analysis (б). 
On the (b): I — preliminary introduction of the sample with lysate into the lysis chamber, and the 
reaction mixture for LAMP— into the storage chamber, II — under the impact of centrifugal forces, 
the liquid passes into the following chambers (for the selected sample and LAMP reagents, respec-
tively) and then fills the channels-siphons, III — mixing the sample with the reaction mixture for 
LAMP in a special chamber, IV — dividing the sample into aliquots according to the number of 
reaction chambers, V — filling the reaction chambers, the chip is ready for isothermal amplification 
[33] 

Fig. 10. Detection of LAMP reaction products on a test strip.  
а  — General principle of operation of HybriDetect (Milenia Biotec, Germany) [36].  
б — Multiplex assay to determine the type of influenza A. After the reaction, amplikons contain specific 
probes with antigens and biotin embedded in double-stranded DNA. Gold nanoparticles coated with 
streptavidin and mouse IgG bind to the amplicons. The test strip contains anti-bodies for digoxigenin, 
Texas Red and controls, which bind to the corresponding antigens [37] 
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no DNA purification step or concentration step was 
carried out. Therefore, chip sample preparation for 
purification from proteins and other impurities had 
been performed preliminarily. Later, researchers op-
timized the microchip topology by eliminating the 
first chamber for storing the reaction mixture [34]. 

For successful LAMP amplification, it is necessary 
to ensure that the reaction mixture is mixed with the 
isolated sample homogeneously. The best mixing is 
achieved with the V-shaped position of the siphon 
channels, when the trajectories of the solutions motion 
intersect during disk rotation and they mix. It is also 
stated that a short change in the direction of rotation 
of the disc can be used to improve mixing. After mix-
ing the sample and LAMP reagents, the mixture 
should fill the reaction chambers. The volume of each 
reaction chamber was 10 μl. To prevent cross-
contamination during the filling of the reaction cham-
bers, the microchip design includes a liquid pre-
dispensing device in which aliquots of the mixture are 
dispensed into ten supply pockets at 1000 rpm (Fig. 9, 
б-IV). Then, with an increase in the centrifugation 
speed to 4000 rpm, the mixture entered the reaction 
chambers through the valve channels, where it dis-
solved the primers. At this stage, the reagent solution 
is completely ready for the reaction. After the comple-
tion of the rotation program, heating was carried out 
to 65 °C to initiate and perform amplification. The 
LAMP duration in the experiments was 60 min, and 
the time required to complete the entire analysis was 
approximately 70 min. The analysis results could be 
recorded using a fluorescent detector or with the 
naked eye.  

The use of test strips for the visual detection of 
amplicons seems to be interesting in genetic analysis. 
This is a simple and fast way to detect amplification 
products, which does not require special qualifications 
of personnel and detecting devices. For the first time, 
the use of test strips for registration of LAMP prod-
ucts was demonstrated in 2008 in the case of the de-
tection of the virus that causes Taura syndrome in 
shrimp [35]. The detection principle is shown in 
Fig. 10, а. Initially, one of the internal primers FIP 
was labeled with biotin. The reaction product, which 
contains biotin after amplification, was mixed with 
FITC-labeled DNA probes. The probes hybridized 
complementarily with the amplicons for several min. 
Hybridized amplicons were added to a solution con-
taining gold particles labeled with antibodies to FITC, 
and an LFS test strip (Milenia Biotec, Germany) was 
dipped into the resulting mixture. Antibodies with 
gold particles bound to the reaction product, staining 
them, and the solution spreads along the LFS due to 
capillary forces. With the biotin end, aplikons were 
deposited in the analyzed area (on the streptavidin 
layer), thereby forming a dark red strip that lasted 15 
min at room temperature. Results were considered 

positive if two bands were visible (control and test), 
and negative if only one control band was visible. 

In 2015, a centrifugal microfluidic device was pro-
posed for the detection and confirmation of type A 
influenza by the LAMP method and reverse transcrip-
tion with a built-in test strip for visual detection [38]. 
The disc 7 cm in diameter consisted of polycarbonate 
layers in which three-dimensional structures with 
dried primers were made. The microchip made it 
possible to automatically separate the injected mixture 
of sample and reagents (total volume of 7 μL) into 
three reaction chambers, perform LAMP with reverse 
transcription and wet the test strip, while simulta-
neously mixing the resulting solution with a buffer 
containing probes and gold particles. A feature of the 
work was the simultaneous detection of two genes — 
H1 and conservative M, for which different antigen-
antibody complexes were used to form bands (Fig. 10, 
б). Thus, primers LF and LB for the H1 gene fragment 
were labeled with a Texas Red hapten, and the LF 
primer for the M gene was labeled with digoxigenin. 
Therefore, on the test strip, the first strip was coated 
with digoxigenin monoclonal antibodies and the 
second strip was coated with Texas Red antibodies. 
The third control strip contained anti-mouse IgG. In 
this case, gold nanoparticles were modified with strep-
tavidin and murine immunoglobulins IgG, and the 
LAMP solution contained free biotin, which, during 
amplification, was incorporated into the double-
stranded product on the principle of intercalation [37]. 
The microchip was able to distinguish the subtype of 
the influenza A virus at a concentration of 10 copies 
of viral RNA in 55 min. 

Registration of LAMP products with disposable 
test strips is a promising approach in the development 
of rapid diagnostic systems. Due to the fact that the 
probe is complementary to the amplicon, such tests 
provide additional specificity, and the combination of 
simple implementation with visual detection makes 
test strips attractive for use in resource-limited set-
tings. Combining this method with stand-alone micro-
fluidic systems eliminates the risk of cross-
contamination, ensuring continuous and fast analysis. 
However, the use of test strips for registration of am-
plification products is limited exclusively to qualita-
tive analysis, which is associated with low detection 
accuracy. The result is influenced by different lighting 
conditions and variations in the color perception of 
users. To achieve quantitative analysis, it is necessary 
to use special devices for detecting stripes and color 
sensors to register the color intensity with subsequent 
use of software for image processing and analysis 
[39]. 

Electrochemical sensors are also promising for 
creating fast, sensitive, miniaturized and inexpensive 
diagnostic systems. A microchip for LAMP with a 
built-in electrochemical sensor was presented in [40]. 
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The LAMP reaction is carried out inside a single-
chamber microchip, the reaction chamber of which 
(with a volume of 20 μL) is simultaneously an elec-
trochemical measuring cell. Methylene blue (MB) was 
added to the reaction mixture. Before amplification, 
MВ was freely in solution, and due to its diffusion to 
the surface of the gold working electrode, it facilitated 
the generation of a redox current. As the reaction 
product was formed, MS was incorporated into the 
synthesized double-stranded amplicons, this process 
was accompanied by a decrease in the current (Fig. 
11). The initial amount of target DNA was quantified 
by measuring time required to reach the threshold sig-
nal — the point at which amplification occurs with 
maximum efficiency, similar to optical real-time PCR 
methods. The microchip was made of polydimethylsi-
loxane and glass with platinum and gold electrodes. 
The detection limit of such a system was 16 copies of 
the target DNA of S. typhimurium salmonella. 

Paper [41] describes an original portable device for 
the detection and quantitative determination of corn 
GMO CBH 351, which is a tube with a separating 

valve. LAMP with reagents and a target DNA was 
carried out in one part of the tube, then, by gentle 
shaking, the dividing septum was damaged, mixing 
the reaction products with a solution of the active re-
dox substance Hoechst 33258. Electrochemical detec-
tion was performed by voltammetry using a disposa-
ble electronic chip attached to the tube from the  side 
of the detection chamber. Similar to the previous ex-
ample, intercalation of Hoechst 33258 molecules 
caused a significant drop in current intensity. Unlike 
methylene blue, the presence of Hoechst 33258 inhi-
bits the LAMP reaction, so this substance can only be 
used for endpoint detection. Subsequently, in [42], the 
same authors used ruthenium hexamine, which makes 
it possible to register LAMP products in real time. For 
electrochemical detection, a special electronic chip 
strip with electrodes was developed, which was placed 
in a polypropylene test tube. The sensitivity of this 
system was 20 copies / μl for DNA in 30 min. 

A simple cartridge for LAMP with detection by 
surface plasmon resonance was presented in [43].  
A polymethyl methacrylate cartridge with two reaction 
chambers (25 μL each) was combined with a polycar-
bonate trapezoidal  prism  (Fig. 12).  The  prism  was 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

made by injection molding and covered with a 47 nm 
thick gold film. It was shown that a polycarbonate 
prism (refractive index n = 1.51) can be used for 
LAMP detection by the plasmon resonance method 
along with glass prisms. Detection of hepatitis B virus 
was demonstrated within 17 min with a minimum 
concentration of 2 fg / ml. The change in the volume-
tric refractive index of the solution after the LAMP 
reaction was approximately 0.0011 refractive index 
units (RI). The advantages of the surface plasmon re-
sonance method are the relatively high sensitivity and 

short duration of the analysis, as well as the absence 
of additional reaction components (dyes). 

To carry out isothermal amplification as a heat 
source, along with traditional electric heaters (Peltier 
elements, thin-layer heaters or water baths), heaters 
based on exothermic reactions are also used, for ex-
ample: hydration of calcium oxide, calcium chloride or 
magnesium coatings, as well as iron oxidation and 
crystallization sodium acetate. Such devices can be  
a variant of heaters with disposable modules that can 
operate autonomously, regardless of access to the mains. 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 11. Microchip for detecting foodborne pathogens with a built-in electrochemical sensor.  
а — A chip with a reaction chamber and built-in electrodes.  
б — The principle of operation of the detector: first, free methylene blue provides a redox current 
at the surface of the working electrode; as amplicons are synthesized, the concentration of free 
molecules of the intercalating dye decreases with a corresponding change in the current value.  
в — Diagram of the experimental setup. D) Measurement of redox current in real time over the 
duration of the reaction [40] 

Fig. 12. System for LAMP with plasmon surface resonance detection.  
а — Diagram of a polymer cartridge: a polymer base with reaction chambers is connected by a trape-
zoidal prism covered with a layer of gold 
б — Diagram of a device for LAMP with detection by the method of plasmon surface resonance. The 
light source module consists of a light-emitting diode (850 nm), a lens and a polarizer to generate a 
parallel polarized light flux. The heater block consists of a copper plate with two thin-film heaters and 
a thermocouple, and 60 W power supply [43] 
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Heating due to chemical reactions for LAMP was 

first demonstrated in 2010 [44]. A calcium oxide hy-
dration reaction in combination with a modified ma-
terial with phase change properties (solid-liquid) was 
used as a heat source. Heat was generated by the reac-
tion of calcium oxide with water, and the required 
temperature around the reaction chamber was main-
tained with a modified fat-containing compound hav-
ing a high specific heat and a melting range of about 
65 °C. It was shown that 20 g of calcium oxide and 
6.8 ml of water provided heating sufficient to melt the 
applied modified material, which made it possible to 
maintain the temperature in the range of (65 ± 0.75) ° 
C for 45 min. Amplification of the Plasmodium falci-
parum target DNA in polypropylene tubes (0.2 ml 
volume) was detected by the endpoint with measure-
ment of the fluorescence signal and light transmission 
(by turbidity). The results of the amplification with 
the use of the chemical heater were compared with the 
results obtained on a commercial instrument for PCR. 
The detection limit for Plasmodium falciparum for 
both systems was approximately 50 copies of the tar-
get DNA. The addition of a container for storing food 
(thermos) and a simple spring-loaded timer with an 
audible signal made this device even more attractive 
for use in resource-limited settings [45]. Among the 
disadvantages of such a device are: the need for addi-
tional time (15 min) for complete warming up of the 
heater and the reaction volume, the difficulty of pro-
viding detection in real time, and the impossibility of 

reusing the phase-changed material after the reaction. 
The use of a microchip instead of test tubes reduces 
the preheating time due to the low thermal mass of the 
microdevice. In [46], a self-heating microfluidic car-
tridgemade of PMMA was demonstrated, in which an 
exothermic reaction between an Mg–Fe alloy and wa-
ter was used, as well as a modified material with a 
phase transition (PureTemp 68, Entropy Solutions 
Inc., UK). The heat released by the exothermic reac-
tion heated the microchip to a temperature of about  
63 °C through a modified material and an aluminum 
radiator. The fluorescence signal was detected by  
SYTO 9 dye at the end point: visually and using a 
portable digital camera. It took 60 min to amplify 10 
copies of the E. coli DNA fragment. 

Later, the authors improved their system by adding 
a mobile application for detection and quantitative 
analysis using smartphones [47]. Now the analytical 
system, in addition to the microchip, consisted of: 1) a 
chemical heater — a "mug" (in a thermos with va-
cuum insulation), 2) a smartphone with a user applica-
tion, 3) an adapter stand, printed on a 3D printer, and 
combining a microchip, a heater and smartphone (Fig. 
13). The smartphone in this system performed the 
functions of both an optical recorder and a fluores-
cence excitation source for conducting LAMP in real 
time. The developed custom application for Android 
made it possible to carry out: registration and recording 
of a fluorescence signal in real time, image processing, 
quantitative assessment of nucleic acid concentration,  

 
 

 
 
 
 
 

 
report generation and transmission of results. The sys-
tem's performance was demonstrated by the quantita-
tive detection of Zika virus in urine, saliva and HIV in 
blood within 45 min. A user smartphone application 
allows, if necessary, to transmit data wirelessly to a 
remote server, where it can be recorded into the client 
file the and, together with GPS coordinates, will be 
entered into an up-to-date map of the territorial distri-
bution of the disease for the purpose of epidemiologi-
cal surveillance. 

ISOTHERMAL LAMP LOOP AMPLIFICATION 
FOR THE NOVEL SARS-COV-2 CORONAVIRUS 

In 2020, coronavirus infection (COVID-19) caused 
a public health emergency around the world [48]. The 
new coronavirus SARS-CoV-2 is a recently emerging 
strain that has never been detected in humans before. 

Epidemic data have shown that the virus has a strong 
ability to transmit from human to human  and spreads 
by airborne droplets, infecting susceptible subjects 
through direct contact and other possible transmission 
routes [49, 50]. 

Molecular diagnosis of COVID-19 is primarily 
based on the detection of the virus RNA [51, 52]. Re-
verse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) is currently the main method for confirming 
COVID-19 infection. RT-PCR provides sensitive de-
tection of specific gene sequences encoding RNA de-
pendent RNA polymerase (RdRP), nucleocapsid (N), 
envelope (E) and spike (S) protein of the virus. 
However, the urgent need for rapid and large-scale 
testing for COVID-19 requires new diagnostic tools. 
The authors of [53] note that in very short time, tre-
mendous progress has been made in the molecular 
diagnosis of COVID-19, and many tests have been 

Fig. 13. System for quantitative analysis of nucleic acids with a microchip for LAMP, 
a chemical heater and fluorescence detector in real time based on a smartphone [47] 
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developed. But current testing capabilities cannot 
meet the unprecedented global demand for rapid mo-
lecular diagnostics. Although RT-PCR is currently the 
gold standard for molecular diagnostics of COVID-19 
[54, 55], alternative exponential amplification me-
thods such as LAMP have great potential, especially 
for POC applications. 

Several variants of isothermal amplification with 
RT-LAMP reverse transcription have been developed: 
with fluorescence signal detection [56] or colorimetric 
detection [57, 58]. 

Yan et al. [56] developed an RT-LAMP assay for 
the visual detection of SARS-CoV-2 using calcein. 
They correctly identified 58 of 58 positive and 72 of 
72 negative patients, that was confirmed by parallel 

RT-PCR. This RT-LAMP assay of patient RNA ex-
tract samples required only 60 min incubation at  
63 °C. 

For visual reading of RT-LAMP results, Baek et al. 
[58] used acid-base Phenol Red indicator, which 
changes color from red (pH 8.8) to yellow (pH <8.0), 
that indicates a positive result of amplification. After a 
30-min incubation of the reaction mixture at 65 °C, 
RT-LAMP detected 200 copies of SARS-CoV-2 RNA 
isolated from samples of patients with COVID-19. 

The work [59] proposed a real-time RT-LAMP 
method with intercalating SYTO 9 dye. The reaction 
was carried out at 63 °C for 50 min using the Light 
Cycler 96 real-time PCR system (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany). 
 

 
 

 
 
 

 
 

The results showed that RT-LAMP can detect only 3 
copies of SARS-CoV-2 RNA in 25 μl (Fig. 14). On 
the amplification graphs, a positive reaction is record-
ed for 300 copies within 20 min. 

In Russia, the biopharmaceutical company Gene-
rium registered the Isotherm SARS-CoV-2 RNA-
screen test system in Roszdravnadzor, system was 
developed by the Medico-Biological Union group of 
companies [60]. The test system uses the method of 
loop isothermal amplification (LAMP). Rapid testing 
includes two stages: the isolation of coronavirus RNA 
from the analyzed samples and loop isothermal ampli-
fication (LAMP), which confirms the presence or ab-
sence of SARS-CoV-2 RNA. The reaction is carried 
out at a constant temperature of 65 °C. 

Among the distinctive features of the method, the 
developers note: the rapid accumulation of reaction 
products (15–60 min), low sensitivity to impurities, 
high specificity, an ability to use blood or other bio-
logical fluids as an initial matrix. Sample preparation 
takes 35 min. The manufacturer plans to release up to 
500 thousand rapid tests per week. 

The Syntol company (Moscow) produces the Am-
plIzo-SARS-CoV-2 reagent kit [61], which allows the 
detection of nucleic acid fragments of the SARS-
CoV-2 coronavirus by reverse transcription combined 
with real-time isothermal loop amplification (RT-
LAMP) in one microtube, which reduces the number 
of manipulations with the reaction mixture and there-
by minimizes the number of errors and the possibility 
of contamination during the process. Analysis time is 
no more than 40 min. The detection threshold is no 
more than 20 copies of SARS-CoV-2 cDNA frag-
ments. For the current period, the kit does not have a 

Registration Certificate from Roszdravnadzor. 
In addition to the need for cheap and fast ap-

proaches for on-site diagnosis, alternative testing plat-
forms are required that are accurate, simple and porta-
ble. 

[62] demonstrates the RT-LAMP detection of 
SARS-CoV-2 using a simple and portable POC diag-
nostic system based on an additive three-dimensional 
(3D) cartridge and a smartphone-based reader (Fig. 
15). 

Samples were loaded into the cartridge manually 
using syringes. The portable device contained: heating 
elements providing thermal amplification mode; opti-
cal elements required for registration of reactions and 
power supplies. Fig. 15, а–в show schematics and 
photographs of the microfluidic cartridge (top and 
bottom view with serpentine mixing channel) used for 
rapid detection of SARS-CoV-2. The cartridge con-
tains six chambers for amplification and detection. 
The cartridge is made of polyurethane on a Carbon 
M2 printer using standard technology. The top and 
bottom of the cartridge are covered with transparent 
biocompatible tape (ARSeal 90880, Adhesive Re-
search) for sealing. The transparent tape allows visual 
inspection during filling and visualization during de-
tection. In the serpentine channel of the cartridge, the 
sample is mixed with amplification reagents by means 
of syringe pumps. After stirring, the reaction mixture 
enters the amplification tanks. The geometry and di-
mensions of the tanks are specially selected to ensure 
synchronous and uniform filling of all chambers (20 
μL each). After the amplification chambers are fully 
loaded, they are sealed with biocompatible glue, and 
the cartridge is inserted into the reader for the reac-

Fig. 14. Sensitivity of SARS-CoV-2 RT-LAMP test 
OK: negative control [59] 
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tion. The built-in heater maintains a temperature of  
65 °C. A smartphone (Huawei P30 Pro, Huawei) was 
used to register and analyze images of the amplifica-
tion reaction product in the cameras. Fig. 15, г shows 
an illustration of a POC with a cartridge. Fig. 15, д, 

shows the component composition of the POC device. 
The LEDs and filters are matched to the excitation 
and emission wavelengths of the used intercalating 
fluorescent dye (EvaGreen). The smartphone takes 
photos of the reaction chambers at 10 min intervals 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

in the first 30 min of analysis, and then at 2 min inter-
vals for more amplification data points over the next 
10 min. 

Prior to testing clinical samples, an initial platform 
assessment was performed by adding inactivated 
SARS-CoV-2 (5000 copies / μl) and negative control. 
With this sample, a positive result was obtained in just 
30 min from the start of the reaction. The created POC 
device demonstrated a detection limit of 50 copies / μl 
with genomic RNA and inactive viruses in buffer, 
which meets clinical needs. 

The authors of the work note that the proposed ap-
proach allows to detect the virus quickly (in less than 
40 min), without the need for an RNA extraction kit 

and appropriate tools. These results can enable scala-
ble deployment of COVID-19 diagnostics in regions 
without advanced laboratory-level infrastructure and 
resources, especially in settings where immediate di-
agnostics are required at the point of collecting sam-
ples, such as in schools, care facilities for the elderly 
or disabled, or at sporting events. 

From the information published on the Internet, it 
follows that the Federal Scientific and Clinical Center 
for Physical and Chemical Medicine (FSCC PCM) of 
FMBA of Russia has developed diagnostic test systems 
for the new coronavirus infection SARS-CoV-2 [63]. 
 
 

 
 
 
 
The testing is based on the isothermal amplification 
method and is carried out using special microfluidic 
chips. The research time was reduced to 15–20 min. 
The test system is designed for use in the "Indicator-
Bio" device (Fig. 16), which was created at the Troitsk 
Engineering Center by order and in cooperation with 
the Russian National Research Medical University 
named after N.I. Pirogov (headed by Prof. D.V. Rebri-
kov). FMBA of Russia has its own pilot production of 
test systems based on microfluidic chips, which is lo-
cated in the Center for Technologies and Microfabrica-
tion of FSCC PCM. Manufacturing, processing and 
sintering methods are adapted to the requirements of 
isothermal amplification. The pilot production capacity, 
according to [64], is more than 50 chips per day. How-
ever, no scientific publications and technical characte-
ristics on the joint use of the developed test system and 
the "Indicator-Bio" device were found. 

CONCLUSION 

Since LAMP is an attractive method of isothermal 
amplification for portable devices, the number of 
works offering different versions of such devices is 
growing every year. The popularization of the method 
is also facilitated by the emergence of commercial 
reagent kits for LAMP and the ability at first to use 
equipment and devices developed for PCR. 

The duration of analysis by the LAMP method on 
a microchip is from 15 min to an hour, which is less 
than the average duration of PCR. Comparison of mi-
crosystems for PCR and for LAMP shows that the 
latter are equally sensitive and specific, but in addi-
tion, they are simpler and cheaper due to the isother-
mal regime. The variety of visual methods for detect-
ing LAMP products allows to select options where no 
measuring equipment is required to differ positive and 

Fig. 15. Additive microfluidic cartridge and portable POC instrument.  
a — Diagram of a microfluidic diagnostic cartridge used for the rapid detection of 
SARS-CoV-2. Fluid inlets connect to syringes that inject RT-LAMP reagents and a 
thermally lysed patient sample into the mixer's 3D serpentine channel prior to filling 
the amplification and detection reaction chambers.  
б — Photos of the disposable microfluidic cartridge.  
в — 3D microfluidic cartridge and an enlarged image of the cameras for amplifica-
tion and detection of the cartridge.  
г — Photo of the POC device.  
д — Component composition of a portable POC device: smartphone, microlenses, 
light filters, batteries, switches for LED and heater, heater, chip, 1 ml syringes [62] 

Fig. 16. Device "Indicator-Bio" with microfluidic chips [65] 
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negative results. The use of such systems is relevant 
for conducting preliminary tests or monitoring. 

Quantitative LAMP assays require standard dilu-
tions or internal controls. In this case, one cannot do 
without detectors and special software. 

A limitation of LAMP is the difficulty in doing 
multiplex analysis. Immobilization of primers in the 
microstructures of the chip allows amplification and 
detection of different DNA fragments simultaneously 
in different chambers, using, for example, the same 
intercalating dye. At the moment, this possibility of 
spatial separation is also used for detection on test 
strips. For example, Milenia Biotec (Germany) has 
developed a commercial HybriDetect 2T system, 
which allows registering two analytes from one sam-
ple on one test strip at the same time. The versatility 
of such a system for the detection of various mole-
cules (proteins, antibodies, amplification products) 
creates excellent prospects for the study of complex 
samples. 

The use of isothermal heaters based on exothermic 
reactions, as well as the simplification of technical 
solutions of the results registration system up to an 
adapter for a mobile phone, along with the use of test 
strips, reflects the current trends in analysis with a 
portable "pocket" device [66, 67]. For LAMP-based 
analytical systems, the next step can be the integration 
and automation of all functionalities on a single com-
plex device with a set of disposable components, 
which will allow a complete analysis of the original 
sample similar to a sensor with a quick Yes / No re-
sponse. 
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