
Рекомендации по 
работе с наборами на 
основе петлевой 
изотермической 
амплификации (LAMP)



Петлевая изотермическая амплификация (LAMP)

Наиболее популярным методом амплификации 
нуклеиновых кислот является полимеразная цепная 
реакция (ПЦР). В 2000 г. был предложен другой способ 
амплификации нуклеиновых кислот, названный петлевой
изотермической амплификацией (loop-mediated isothermal
amplification, LAMP).

LAMP – это метод амплификации ДНК при          
постоянной температуре с использованием                  
ДНК-полимеразы, способной вытеснять вто-
рую цепь ДНК, и праймеров,при достройке 
которых формируются ампликоны, содержа-
щие структуры типа «шпилька».

В LAMP наиболее часто используют Bst-полимеразу –
ДНК-полимеразу I из термофильной бактерии Bacillus
stearothermophilus.



https://youtu.be
/L5zi2P4lggw

Схема протекания LAMP

https://youtu.be/L5zi2P4lggw


Петлевая изотермическая амплификация

• LAMP протекает непрерывно, пока поддерживается

температура реакции 65 °С (оптимум для Bst-полимеразы), и

в реакционной смеси остаются свободные дНТФ и праймеры.

• При анализе кривых флуоресценции проводят определение

порогового цикла реакции Ct, который не эквивалентен Ct

ПЦР. Понятие «цикл» для LAMP условно и соответствует

интервалам времени, через которые проводится детекция

флуоресцентного сигнала.

• Из-за лавинообразного накопления продуктов

амплификации, трудно провести количественную оценку

анализируемой мишени в образце.



LAMP vs ПЦР преимущества



М образец М образец

LAMP vs ПЦР недостатки



Рекомендации по работе с наборами

 Необходимо соблюдать указания и

рекомендации, приведенные в инструкции по

применению и вкладыше к набору реагентов.

 «IT-комплект» хранить в морозильной

камере при температуре от минус 24 до минус

16 °С. IT-mix-E хранить в защищенном от света

месте.

 Допускается хранение реагентов IT-

комплекта после разморозки в течение 1

недели при температуре от 2 до 8 °С. По

истечении указанного срока реагенты

утилизировать.

Рекомендации по работе с наборами



 Необходимо провести LAMP сразу

после соединения реакционной смеси c

РНК/ДНК-пробами и контролями.

 Если в набор входят калибраторы,

рекомендуется внести их в пробирки с

готовой реакционной смесью в первую

очередь, а потом только остальные

образцы (контрольные и биологические).

Рекомендации по работе с наборами



 При постановке использовать программу амплификации, указанную в

инструкции по применению набора.

Температурный профиль программы (37°С – 65°С) является универсальным для тестов с

изотермической амплификацией, включая тесты с обратной транскрипцией.

При одновременном проведении нескольких тестов допускается задать в программе наибольшее

количество циклов амплификации из указанных в инструкциях к используемым наборам реагентов.

Флуоресцентные сигналы, детектируемые при увеличении количества циклов, не учитываются при анализе и

интерпретации результатов (см. вкладыш к набору реагентов).

Первый шаг программы (37°С-5 минут) используется для обратной транскрипции и может быть

удален для экономии времени, если в одном приборе одновременно проводятся тесты только для выявления

ДНК возбудителя.

 При подозрении на контаминацию в лаборатории рекомендуется поставить

отрицательный контроль амплификации.

Рекомендации по работе с наборами



 Реагенты IT-комплекта рекомендуется

размораживать при комнатной температуре с

периодическим перемешиванием на вортексе,

контролируя отсутствие кристаллических

образований в пробирке.

 Компоненты реакционной смеси следует

смешивать непосредственно перед проведением

исследования.

 Реагент IT-mix-E является достаточно вязким

раствором,

поэтому при его добавлении в реакционную смесь

рекомендуется тщательное пипетирование без

образования пузырей.

 Исследуемые образцы и контроли к реакционной

смеси рекомендуется добавлять пипетированием,

избегая образование пузырей.

Рекомендации по приготовлению реакционной 
смеси



В некоторых случаях могут наблюдаться кривые, отличающиеся от

классической S-образной формы. В большей степени это характерно

для образцов с более низкой концентрацией ДНК/РНК, со значениями Ct

более 25.

Формы кривых флуоресценции



Кривые флуоресценции для нескольких повторов одного и того же

образца, особенно при низком содержании целевой РНК/ДНК, могут

отличаться не только по форме, но и по величине Ct (до 10 циклов).

Формы кривых флуоресценции



Формы кривых флуоресценции 

для образцов, содержащих высокую концентрацию геномной ДНК 
(любая высокомолекулярная ДНК в высокой концентрации)

Обычный 

образец, 

содержащий 

РНК SARS-

Cov-2

Образец с высоким 

содержанием 

неспецифической

ДНК

Обычный 

образец, 

содержащий 

РНК SARS-

Cov-2

Образец с 

высоким 

содержанием 

неспецифической 

ДНК

При получении результатов амплификации подобных образцу с

высоким содержанием неспецифической ДНК рекомендуется разбавить

элюат в 5-10 раз буфером для элюции и повторить реакцию

амплификации.



После нахождения IT-mix-E на свету (при неправильном хранении) кривые

флуоресценции будут иметь низкие разгорание и фон (синие кривые).

При полном выгорании интеркалятора отсутствуют фазы нарастания и

плато.

Выгорание интеркалирующего красителя



Возможная проблема: Низкое соотношение сигнал/ фон.

Решение проблемы: Уменьшение времени экспозиции регистрации сигнала в

среднем в 2-4 раза в настройках амплификатора ДТ.

Для проверки выбранного значения экспозиции рекомендуется провести пробную

постановку с положительными контролями в исходной концентрации и

разведенными в 10 раз.

Длительная экспозиция при регистрации сигнала 

(на амплификаторах ДТ96/ДТпрайм)



Проверьте правильность программы 
амплификации  и каналов детекции

флуоресценции

Проверьте выставленные характеристики в 

настройках прибора (например, время 

экспозиции) и во вкладыше к набору реагентов

Посмотрите на исходные кривые флуоресценции 

без обработки в ПО детектирующего 

амплификатора. 

наблюдается низкая фоновая флуоресценция и 

отсутствуют фазы нарастания и плато?

Интеркалятор выгорел, необходимо 

утилизировать реагент IT-mix-E и повторить 

постановку с новым реагентом

Повторить постановку с 
соответствующей 

программой 
амплификации

Повторить постановку с 
правильными 

характеристиками и 
настройками прибора

Обратитесь за 
консультацией на почту 

obtk@pcr.ru

Не 

верно

Не 

верно

Все верно

Все верно

нет

да

Если в постановке отсутствуют кривые 
флуоресценции



При удалении пробирок, содержащих продукты изотермической амплификации,
недопустимо открывание пробирок и разбрызгивание содержимого. Нужно с
большой внимательностью и аккуратностью проводить утилизацию пробирок
после проведения амплификации, чтобы не допустить контаминации лаборатории
продуктами амплификации лабораторной зоны, оборудования и реагентов.

М – маркеры молекулярных масс

1 – образец с концентрацией 105 копий ДНК/мл

2 – образец с концентрацией 103 копий ДНК/мл

электрофореграммы продуктов амплификации

М М1 2 2

LAMP ПЦР

1

Особенности утилизации



СПАСИБО ЗА ВНИМАНИЕ!

При возникновении вопросов просим 
обращаться на почту obtk@pcr.ru

или https://www.amplisens.ru/obratnaya-svyaz/

mailto:obtk@pcr.ru
https://www.amplisens.ru/obratnaya-svyaz/

