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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Клеточные культуры млекопитающих играют ключевую роль в фармакологической промышленности, 
требуя постоянного мониторинга состояния во время ферментации. Помимо контроля физико-химических параметров 
важно оценивать состояние клеток, для чего используется анализ экспрессии генов. В настоящее время доминирую-
щим методом служит количественная полимеразная цепная реакция (кПЦР) с обратной транскрипцией. Однако метод 
петлевой изотермической амплификации (loop-mediated isothermal amplification, LAMP) также привлекает внимание 
благодаря своей высокой специфичности, чувствительности и скорости проведения реакции. LAMP становится пер-
спективным инструментом для быстрого анализа экспрессии генов, особенно в условиях ограниченного количества 
биологического материала или большого объёма проб.
Цель исследования — разработка методики полуколичественной оценки уровня экспрессии целевых генов в культу-
ре клеток человека Expi293 с помощью LAMP.
Материалы и методы. Для проведения LAMP был получен рекомбинантный большой фрагмент ДНК-полимеразы 
Bacillus stearothermophilus (Bst-pol), выполнена его очистка и определены оптимальные условия реакции. В качестве 
интеркалирующих красителей использовали SYBR Green I и LUCS13. Проанализированы параметры амплификации 
для различных концентраций фермента и красителя. Для кПЦР использовали стандартные наборы с SYBR Green I. 
Обе методики сравнивали в процессе анализа экспрессии генов IGF1, FGF2 и EIF3i в клеточных линиях с повышенным 
уровнем экспрессии этих генов.
Результаты. Показано, что использование красителя LUCS13 обеспечивает классическую S-образную форму кривой 
накопления сигнала в LAMP, в то время как использование SYBR Green I приводит к её искажению (вызывает арте-
факты). Оптимальной признана концентрация Bst-pol 40 нг/мкл. При сравнении двух методов установлено, что LAMP 
обладает большей чувствительностью, позволяет определять экспрессию генов с точностью, сравнимой с кПЦР, де-
монстрируя более короткое время реакции (до 35 мин).
Заключение. Хотя кПЦР остаётся основным методом оценки уровня экспрессии генов, LAMP предлагает ряд пре-
имуществ, которые делают её привлекательной альтернативой для различных биотехнологических целей. Благодаря 
высокой скорости, простоте выполнения и доступности, а также высокой чувствительности и специфичности LAMP 
является ценным инструментом для быстрого анализа экспрессии генов в ходе мониторинга клеточных культур.

Ключевые слова: количественная ПЦР; ДНК-полимераза I; рекомбинантный белок; петлевая изотермическая 
амплификация; экспрессия генов.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Mammalian cell cultures play a key role in the pharmaceutical industry, requiring constant monitoring of the cell 
conditions during fermentation. In addition to monitoring of the physical-chemical parameters, it is important to evaluate the 
transcription state of cells, for which gene expression analysis is used. Currently, quantitative reverse transcription polymerase 
chain reaction (qPCR) is the dominant method. However, the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) technique also 
attracts attention due to its high specificity, sensitivity and reaction rate. LAMP is becoming a promising tool for rapid analysis 
of gene expression, especially under the conditions of limited biological material or a large volume of samples.
AIM: Development of a technique for semi-quantifying the expression level of target genes in human cell culture Expi293 using 
LAMP.
MATERIALS AND METHODS: For LAMP, a recombinant large fragment of Bacillus stearothermophilus DNA polymerase 
(Bst-pol) was obtained, purified, and optimal reaction conditions were determined. SYBR Green I and LUCS13 were used 
as intercalating dyes. The amplification parameters for different concentrations of the enzyme and the dye were analyzed. 
Standard SYBR Green I kits were used for qPCR. Both methods were compared when analyzing the expression of IGF1, FGF2 
and EIF3i genes in cell lines with an increased expression level of these genes.
RESULTS: It has been shown that using LUCS13 dye provides the classic S-shape of the signal accumulation curve in LAMP, 
while using SYBR Green I dye causes artifacts. The optimal concentration of Bst-pol was 40 ng/µl. When comparing the two 
methods, it was found that LAMP has greater sensitivity, allows determining gene expression with an accuracy comparable to 
qPCR, demonstrating a shorter reaction time (up to 35 minutes).
CONCLUSION: Although qPCR remains the main method for assessing the level of gene expression, LAMP offers a number of 
advantages that make it an attractive alternative for various biotechnological purposes. Due to its high speed, ease of execution 
and accessibility, as well as high sensitivity and specificity, LAMP is a valuable technique for rapid analysis of gene expression 
during cell culture monitoring.

Keywords: real-time polymerase chain reaction; DNA polymerase I; recombinant proteins; loop-mediated isothermal 
amplification; gene expression.
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ВВЕДЕНИЕ
Культуры клеток млекопитающих используются в це-

лом ряде важнейших производственных процессов в со-
временной фармакологической промышленности: в про-
цессе изготовления продукции рекомбинантных белков 
[1], вакцин [2] и векторов для генной терапии [3]. Фермен-
тация клеточных культур требует постоянного оператив-
ного контроля их состояния. Помимо физико-химических 
параметров, таких как температура, рН, парциальных 
давлений кислорода и углекислого газа, концентрации 
питательных веществ, важно знать и транскрипционный 
профиль клеток. Регуляция экспрессии генов служит 
глобальным способом ответа клеток на изменение усло-
вий. Каждая культура экспрессирует как гены домашне-
го хозяйства, так и специфичные именно для неё гены. 
Экспрессия генов домашнего хозяйства может говорить 
об общем статусе клеточной культуры, а специфичных 
генов — об её соответствии технологическим условиям 
производства. Для анализа уровня экспрессии определён-
ных генов используют различные методы количественной 
амплификации нуклеиновых кислот. Доминирующее по-
ложение среди них занимает количественная цепная по-
лимеразная реакция (кПЦР) с обратной транскрипцией. 
Однако развитие методов аналитической амплификации 
продолжается.

Относительно недавно был разработан метод пет-
левой изотермической амплификации (loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP) [4], который получил ши-
рокое распространение в ходе пандемии COVID-19 [5–7]. 
LAMP позволяет проводить амплификацию целевой ДНК-
последовательности при постоянной температуре и отли-
чается высокой специфичностью и чувствительностью, 
что делает его идеальным для быстрой и точной диагно-
стики различных инфекционных заболеваний [8]. Ключе-
вым ферментом, используемым в методе LAMP, является 
ДНК-полимераза с активностью смещения цепи. Этот 
фермент не только синтезирует новые цепи ДНК, но и эф-
фективно вытесняет уже существующие цепи, что позво-
ляет амплификации происходить непрерывно без необхо-
димости циклического нагрева и охлаждения. Чаще всего 
в LAMP используется фермент Bst-полимераза (из бакте-
рии Bacillus stearothermophilus), который обладает высо-
кой термостабильностью и активностью при постоянной 
температуре (обычно 60–65 °C). Такой критерий, как ши-
рокий диапазон детектируемых концентраций ДНК, даёт 
серьёзное преимущество именно при работе с биоптата-
ми тканей, мазками и другими образцами, содержащими 
малое количество биологического материала. В исследо-
вательских работах чаще всего ограничения на биологи-
ческий материал не столь существенны. Однако при ра-
боте с медленно растущими культурами, когда требуется 
продолжительное время для получения достаточного ко-
личества биоматериала, а также при анализе большого 
количества клонов клеток, полученных, например, в ходе 

геномного редактирования, перспективным вариантом 
быстрого анализа экспрессии генов представляется LAMP. 
Современные варианты LAMP адаптированы для быстро-
го анализа образцов с минимальной пробоподготовкой: 
варианты RT-LAMP (с обратной транскрипцией, reverse 
transcription) [9], а также варианты с интеркалирующими 
красителями или зондами для количественной оценки — 
qLAMP (количественная, quantitative LAMP) [10], dLAMP 
(цифровая, digital LAMP) [11, 12]. В  реакции LAMP ис-
пользуется шесть праймеров, которые распознают шесть 
разных участков целевой последовательности. Это значи-
тельно увеличивает специфичность метода по сравнению 
с традиционными, такими как ПЦР, где обычно приме-
няются два праймера. В  контексте экспрессии генов это 
позволяет точнее и более надёжно детектировать даже 
малые уровни экспрессии целевого гена, избегая ложно-
положительных результатов.

В представленной работе мы применили метод LAMP 
для полуколичественной оценки уровня экспрессии генов 
в трёх трансгенных линиях клеток Expi293 с повышенным 
уровнем экспрессии одного из эндогенных факторов 
пролиферации — IGF1, FGF2 или EIF3i [13]. Для этого 
мы получили рекомбинантный большой фрагмент ДНК-
полимеразы Bacillus stearothermophilus (Bst-pol) [4], по-
добрали условия проведения LAMP и сравнили получен-
ные результаты с результатами кПЦР. В нашей работе 
показаны высокий уровень корреляции между получен-
ными данными для двух этих методов и, следовательно, 
принципиальная возможность применения LAMP для бы-
строго анализа большого количества культур на наличие 
или отсутствие экспрессии целевых генов.

Цель исследования — разработка методики полу-
количественной оценки уровня экспрессии целевых генов 
в культуре клеток человека Expi293 с использованием ме-
тода LAMP.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Линии клеток
В работе использовали клеточные линии Expi293F 

(Gibco, США), а также модифицированные клеточные линии 
с активированной экспрессией одного из генов ростовых 
факторов: Expi293-IGF1, Expi293-FGF2, Expi293-EIF3i [13].

Получение рекомбинантной Bst-полимеразы I
Фрагмент ДНК, кодирующий участок ДНК-полимеразы 

(Bst-pol) бактерии Geobacillus stearothermophilus 
[14] (другое название — Bacillus stearothermophilus) 
без N-концевого экзонуклеазного домена, синтезирован 
in vitro из олигодезоксирибонуклеотидов. Полученный 
фрагмент ДНК был использован для конструирования 
экспрессионного вектора на основе плазмиды pET-22b 
(Novagen, США). В  результате получена плазмида pET-
BstPolI-NHis, в которой экспрессия рекомбинантного гена 
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находится под контролем промотора бактериофага Т7, 
а кодируемый белок имеет N-концевой гексагистидино-
вый мотив (приложение 1).

Для получения рекомбинантной Bst-pol клетки 
Escherichia coli штамма Bl21-gold (DE3) трансформиро-
вали плазмидой pET-BstPolI-NHis. Единичной колонией 
засевали среду LB (1% триптон, 0,5% дрожжевой экс-
тракт, 1% NaCl, 150  мкг/мл ампициллина) и культиви-
ровали в течение ночи при 30 °C в шейкере-инкубаторе. 
Полученную биомассу в объёме 100  мл вносили в био-
реактор Minifors-2 (Infors HT, Швейцария), заполненный 
двукратной средой LB (2% триптон, 1% дрожжевой экс-
тракт, 1% NaCl). Ферментацию проводили при темпера-
туре 30  °C. Уровень растворённого кислорода составлял 
30%, контроль осуществлялся оборотами импеллера 
(300–800  об./мин) и подачей воздуха (0,3–1,5  л/мин), 
pH поддерживали на уровне 7,1. Индукцию экспрессии 
рекомбинантного гена проводили путём добавления 
изопропил-бета-D-тиогалактопиранозида до концентра-
ции 1  мМ по достижении культурой оптической плотно-
сти — ОП600 2,0. После внесения индуктора культивиро-
вание продолжали в течение 4 ч.

Клетки E. coli центрифугировали при 2500 g в течение 
15  мин. Затем их промывали физиологическим раство-
ром и снова центрифугировали. После этого клетки ре-
суспендировали в дистиллированной воде. Охлаждённые 
клетки разрушали с использованием ультразвукового де-
зитегратора Branson 250 Sonifier (Branson, США) при 50% 
максимальной мощности в течение 10 мин. Лизат центри-
фугировали при 15 000 g в течение 15 мин. Далее к супер-
натанту добавляли хроматографический буфер (конечная 
концентрация: 500 мМ NaCl, 20 мМ NaH2PO4, 10 мМ ими-
дазола, pH 7,4), после чего проводили центрифугирова-
ние при 15 000 g в течение 15 мин. Супернатант наносили 
на хроматографическую колонку, содержащую сорбент Ni 
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, США), предваритель-
но уравновешенный хроматографическим буфером. По-
сле нанесения колонку промывали буферным раствором 
(500 мМ NaCl, 20 мМ NaH2PO4, 40 мМ имидазола, pH 7,4), 
после чего проводили элюцию с использованием элюиру-
ющего буфера (500 мМ NaCl, 20 мМ NaH2PO4, 500 мМ ими-
дазола, pH 7,4). Скорость потока составляла 1,5 мл/мин. 
Контроль процесса и сбор фракций проводили путём из-
мерения абсорбции элюата при 280 нм. Дополнительную 
очистку выделенного белка осуществляли, используя ио-
нообменную хроматографию с элюцией линейным гради-
ентом концентрации хлорида натрия. Для этого образец, 
содержащий целевой рекомбинантный белок, разводили 
в десять раз раствором 20  мМ ТрисCl (pH 7,0) и наноси-
ли на колонку, заполненную Q-Sepharose (GE Healthcare, 
США). Элюцию выполняли линейным градиентом от 20 мМ 
ТрисCl (pH 7,0) до 20  мМ ТрисCl, 500  мМ NaCl (pH 7,0). 
К выделенному рекомбинантному белку добавляли дити-
отреитол до 2 мМ, ЭДТА до 0,2 мМ, тритон Х-100 до 0,2%, 
глицерин до 50% и хранили при –20 °С. 

Выделение РНК и обратная транскрипция
Клетки линии Expi293, в том числе модифицирован-

ные, культивировали в 12-луночных планшетах (Corning, 
США) в среде DMEM (HiMedia, Индия), дополненной 
10% эмбриональной телячьей сывороткой (Gibco, США), 
1,5  мкг/мл гентамицина (Gibco, США) при 37  ℃ в СО2-
инкубаторе (Heraeus, Германия), при относительной 
влажности ≥80% и 5% СО2. Для выделения суммарной 
РНК использовали реагент ExtractRNA («Евроген», Рос-
сия) в соответствии с рекомендациями производителя. 
Количество суммарной РНК определяли с помощью 
флуориметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США) 
и реактива Qubit RNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific, 
США). Далее 1  мкг суммарной РНК обрабатывали 2  е.а. 
ДНКазы  Е («Евроген», Россия) в соответствии с реко-
мендациями производителя. Комплементарную ДНК 
(кДНК) синтезировали с помощью RevertAid RT Reverse 
Transcription Kit (ThermoFisher Scientific, США) с исполь-
зованием гексамерных праймеров. Для реакции обратной 
транскрипции использовали 500 нг суммарной РНК, вы-
деленной из исследуемых клеточных линий. Реакцию об-
ратной транскрипции проводили в объёме 25 мкл, далее 
готовили десятикратные разведения кДНК и выполняли 
амплификацию. В  качестве контроля реакции обратной 
транскрипции использовали аналогичную реакционную 
смесь без обратной транскриптазы.

Количественная полимеразная цепная 
реакция

Полимеразную цепную реакцию в режиме реально-
го времени проводили в амплификаторе АНК-32 («Син-
тол», Россия) с использованием набора 5X qPCRmix-HS 
(«Евроген», Россия) и с добавлением 1X красителя SYBR 
Green I (Thermo Fisher Scientific, США), или 1,25–5,0 мкМ 
красителя LUCS13 (Lumiprobe, Россия), или набора 
5X qPCRmix-HS-SYBR («Евроген», Россия). Структуры оли-
гонуклеотидов, использованных в качестве праймеров, 
приведены в табл. 1. Амплификацию выполняли в таком 

Таблица 1. Последовательность олигонуклеотидов для коли-
чественной полимеразной цепной реакции
Table 1. Sequence of oligonucleotides for quantitative polymerase 
chain reaction

Название Последовательность 5’->3’

ACTB-F CACCATTGGCAATGAGCGGTTC

ACTB-R GGTCTTTGCGGATGTCCACGT

IGF1-F GCTGGTGGATGCTCTTCAGT

IGF1-R AGGGGTGCGCAATACATCTC

FGF2-F AGTGTGTGCTAACCGTTACCT

FGF2-R ACTGCCCAGTTCGTTTCAGTG

EIF3-F ATCACCAGTGCTGTTTGGGG

EIF3-R TGGATGTCGTTGATCTGCCG
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режиме: первичная денатурация 95  °C — 180  c, далее 
40 циклов: 95 °C 10 c, 65 °C — 30 c с детекцией сигнала 
в канале SYBR/FAM. Кривые накопления сигнала анализи-
ровали с помощью программного обеспечения ANK Shell 
(«Синтол», Россия). Для всех пар праймеров в ходе кПЦР 
использовали два отрицательных контроля: NTC (образец 
без матрицы) и NRT (в качестве матрицы для кПЦР до-
бавляли образец, полученный без добавления обратной 
транскриптазы).

Петлевая изотермическая амплификация
Подбор праймеров для проведения изотермиче-

ской амплификации проводили с помощью сервиса 
PrimerExplorer V5 [15] (табл. 2). LAMP выполняли в ампли-
фикаторе АНК-32 («Синтол», Россия) в объёме 25 мкл с ис-
пользованием буферного раствора, состоящего из 20 мМ 
Tris-HCl, 10  мМ (NH4)2SO4, 50  мМ KCl, 8  мМ MgSO4, 0,1% 

Tween 20, pH 8,8; 1,4  мМ дезоксинуклеотидтрифосфата, 
специфичных прймеров (0,2 мкМ F3/B3, 1,6 мкМ FIP/BIP, 
0,4  мкМ LF/BF); 0,25–2,0  мкг рекомбинантной Bst-pol. 
В качестве интеркалирующего красителя использовали 1X 
SYBR Green I или 1,25–5,0 мкМ LUCS13. Реакцию проводи-
ли при постоянной температуре 65 °C с детекцией сигнала 
в конце каждой минуты (30 с — инкубация, 30 с — инку-
бация с детекцией), таким образом дискретизация кривой 
накопления соответствовала 1  мин. Продолжительность 
реакции составляла 60 мин. Для всех наборов праймеров 
в ходе LAMP использовали два отрицательных контроля: 
NTC и NRT.

Статистический анализ
Для сравнения различий между выборками исполь-

зовали U-критерий Манна–Уитни [16, 17], для количе-
ственной оценки взаимосвязи между группами данных 

Таблица 2. Последовательность олигонуклеотидов для петлевой изотермической амплификации
Table 2. Sequence of oligonucleotides for loop-mediated isothermal amplification

Название Последовательность 5’->3’

ACTB-F3 GCGCGGCTACAGCTTCA

ACTB-B3 GGAAGAGTGCCTCAGGGC

ACTB-FIP AAGTCCAGGGCGACGTAGCACCGGCCGAGCGGGAAAT

ACTB-BIP GAGATGGCCACGGCTGCTTCCATTGCCAATGGT GATGACCT

ACTB-LF TTCTCCTTAATGTCACGCACG

ACTB-LB CCCTGGAGAAGAGCTACGAG

IGF1-F3	 CGCCTCAGACAGGTATCGT

IGF1-B3 GGAGGGTCTTCCTACATCCT

IGF1-FIP CTTGGCAGGCTTGAGGGGTGGCTTCCGGAGCTGTGATC

IGF1-BIP GCCACACCGACATGCCCAAGACTCCCTCTACTTGCGTTCT

IGF1-LF CAATACATCTCCAGCCTCCT

IGF1-LB ACCCAGAAGGAAGTACATTTGA

FGF2-F3 GCGACCCTCACATCAAGCTA

FGF2-B3 CGTTTCAGTGCCACATACCA

FGF2-FIP CCTTCATAGCCAGGTAACGGCAGAAGAGAGAGGAGTTGTG

FGF2-BIP ATGTGTTACGGATGAGTGTTTCTCCTTGACCGGTAAGTATTGT

FGF2-LF AGCACACACTCCTTTGATAG

FGF2-LB TTGAACGATTGGAATCTAATAACT

EIF3-F3 GCGAAGGAGACCTCCTCTT

EIF3-B3 ACAGTCCCAGAGACGACAG

EIF3-FIP TGCCCAGCCTCTCACCATTCCTGTGGCCAAGGACCCTA

EIF3-BIP CATGGGCCATACCGGAGCTGTGTCAGCTGAGCCAGTGA

EIF3-LF ACAGAGTACCATACATTGACGA

EIF3-LB TGTGGTGTGTGGACGCT

Примечание: F3/B3 — прямой и обратный праймеры, FIP/BIP — прямой и обратный внутренние праймеры, LF/LB — прямой и обратный 
петлевые праймеры.
Note: F3/B3 — forward and reverse primers, FIP/BIP — forward and reverse internal primers, LF/LB — forward and reverse loop primers.
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применяли коэффициент корреляции Пирсона. Для этого 
использовали библиотеку SciPy [18] (язык программиро-
вания Python, v. 3.12; Python Software Foundation, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение рекомбинантной Bst-pol
В ходе культивирования клеток E. coli Bl21-gold (DE3) 

c индуцированной экспрессией рекомбинантного гена по-
казано накопление Bst-pol (~69,4 кДа) в цитоплазматиче-
ской фракции клеток. За счёт двух стадий хроматографи-
ческой очистки удалось получить рекомбинантный белок 
в чистом виде (рис. 1). Для дальнейшей работы исполь-
зовали фракцию, содержащую наибольшее количество 
рекомбинантного белка (рис.  1, линия 7). Конечный вы-
ход рекомбинантного белка составил около 50 мг на литр 
бактериальной культуры.

Подбор условий для петлевой 
изотермической амплификации

В серии экспериментов по подбору концентрации фер-
мента и интеркалирующего красителя для LAMP и кПЦР 
применяли праймеры, специфичные к гену бета-актина 

(ACTB) (см. табл. 2). В качестве интеркалирующего краси-
теля использовали SYBR Green I или LUCS13. Использо-
вание SYBR Green I приводит к формированию нехарак-
терной для изотермической амплификации формы кривой 
накопления сигнала. Во всех случаях наблюдался сначала 
небольшой пик, затем провал, за которым следовал боль-
шой пик, уходящий в область отрицательных значений 
(рис.  2,  а). В случае LUCS13 кривая накопления сигнала 
имела классическую S-образную форму (рис. 2, b). При ис-
пользовании Bst-pol в концентрации 80 нг/мкг наблюда-
ется провал в начале амплификации и дополнительный 
горб на кривой, исчезающий при меньших концентраци-
ях фермента. Снижение концентрации фермента в два 
раза меняет форму кривой при сопоставимом значении 
порогового времени (см.  рис.  2,  b). При последующем 
уменьшении количества фермента происходит смеще-
ние кривой вправо, что соответствует большему времени 
реакции. На основании полученных результатов для по-
следующих экспериментов была выбрана концентрация 
фермента 40  нг/мкл (1  мкг на реакцию), так как в этом 
случае, с одной стороны, кривая накопления сигнала име-
ет гладкую форму без заметных артефактов, а с другой 
стороны — обеспечивает минимально достигнутое вре-
мя выхода. Далее была подобрана оптимальная концен-
трация LUCS13 для проведения реакции изотермической 
амплификации (рис. 2, c). Уменьшение количества краси-
теля в два раза приводит к понижению уровня сигнала, 
а дальнейшее уменьшение его количества — к неболь-
шому смещению порогового времени в сторону увели-
чения. Для дальнейших экспериментов использовали 
1 мкг Bst-pol и 2,5 мкМ красителя LUCS13. Для прямого 
сравнения двух красителей в одинаковых условиях ам-
плификации была проведена LAMP серии десятикратных 
разведений кДНК. Показано, что в случае использования 
красителя LUCS13 при разведении матрицы наблюдает-
ся равномерное смещение кривых накопления сигнала, 
в то время как при использовании красителя SYBR Green I 
смещение происходит неравномерно (рис. 2, d). При ана-
логичном сравнении красителей в случае кПЦР смещение 
кривых происходит равномерно на одинаковое количе-
ство циклов, что характеризуется одинаковой разностью 
между пороговыми циклами (∆Ct), однако различаются 
формы кривых в зависимости от красителя (рис.  2,  e). 
В  связи с тем, что при кПЦР краситель не сильно влия-
ет на форму кривой накопления, в дальнейшем перешли 
на использование готовых наборов для кПЦР с красите-
лем qPCRmix-HS-SYBR для упрощения пробоподготовки 
и повышения воспроизводимости результатов.

При анализе серии разведений методом кПЦР до-
стоверно проявляются кривые накопления для разведе-
ний в 10–105 раз. График зависимости порогового цикла 
от логарифма разведения кДНК-матрицы показывает 
линейную зависимость с коэффициентом детерминации 
~0,99 (рис.  2,  f,  g). При анализе серии разведений мето-
дом LAMP достоверно определяются кривые накопления 

Рис. 1. Электрофореграмма разделения в денатурирующем 
12% полиакриламидном геле выделенной Bst-pol. Окраска Ку-
масси G-250. М — маркёр молекулярных масс, кДа; 1 — кле-
точный лизат; 2 — фракция белков, не связавшихся с сорбен-
том при металл-хелатной хроматографии; 3 — фракция белков, 
связавшихся с сорбентом при металл-хелатной хроматографии; 
4 — фракция белков, не связавшихся с сорбентом при ионо-
обменной хроматографии; 5–7 — фракции белков, полученных 
при градиентной элюции в ходе ионообменной хроматографии.
Fig. 1. Electrophoregram of separation of isolated Bst-pol in de-
naturing 12% polyacrylamide gel. The staining was done using 
Coomassie G-250. М — molecular weight marker (kDa), 1 — cell 
lysate, 2 — fraction of proteins that did not bind to the sorbent 
during metal chelate chromatography, 3 — fraction of proteins 
that bound to the sorbent during metal chelate chromatography, 
4 — fraction of proteins that did not bind to the sorbent during ion 
exchange chromatography, 5–7 — protein fractions obtained dur-
ing gradient elution during ion exchange chromatography.
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Рис. 2. Подбор оптимальных условий проведения реакций петлевой изотермической амплификации (LAMP) и количественной 
полимеразной цепной реакции (кПЦР): а — оценка влияния количества Bst-pol на значение порогового времени (краситель — 
1X SYBR Green I); b — оценка влияния количества Bst-pol на значение порогового времени (краситель — LUCS13); c — оценка 
влияния количества красителя LUCS13 на форму кривой накопления сигнала; d — LAMP серии десятикратных разведений компле-
ментарной ДНК (кДНК), полученной из суммарной РНК клеток Expi293, мишень — ген бета-актина; e — кПЦР серии десятикратных 
разведений кДНК, полученной из суммарной РНК клеток Expi293, мишень — ген бета-актина; f — кривые накопления сигнала 
кПЦР при анализе десятикратных разведений матрицы кДНК; g — график зависимости среднего значения порогового цикла 
от десятичного логарифма разведения матрицы при кПЦР; h — кривые накопления сигнала LAMP при анализе десятикратных раз-
ведений матрицы кДНК, краситель LUCS13 (2,5 мкМ); i — график зависимости среднего значения порогового цикла от десятичного 
логарифма разведения матрицы при LAMP; j — кривые плавления ПЦР-продуктов, полученных в ходе кПЦР, –d(ОИФ)/dt — произ-
водная флуоресценции по температуре, 10–1, 10–3, 10–5 — кривые плавления ПЦР-продуктов, индексы соответствуют фактору раз-
ведения кДНК, полученной из суммарной РНК клеток Expi293, контроль — кривая плавления для контрольного образца (в качестве 
матрицы использовали ПЦР-продукт, полученный с использованием пары праймеров ACTB-F/ACTB-R); k — электрофоретическое 
разделения продуктов амплификации в ходе LAMP; l — электрофоретическое разделения продуктов амплификации в ходе кПЦР. 
На рис. d, e: чёрные линии — краситель LUCS13 (2,5 мкМ), красные линии — краситель SYBR Green I; на рис. f, h: NTC — контроль 
без матрицы; на рис. g, i: R2 — коэффициент детерминации; на рис. k, l: 1 — контрольный образец (в качестве матрицы исполь-
зовали ПЦР-продукт, полученный с использованием пары праймеров ACTB-F3/ACTB-B3); 2, 3 — ПЦР-продукты из разведений 
кДНК 10–1 и 10–5, полученной из суммарной РНК клеток Expi293; 4 — образец NRT, 5 — образец NTC; М — маркёр GeneRuller DNA 
LadderMix (Thermo Fisher Scientific, США), числами указана длина некоторых полос (п. н.).
Fig. 2. Optimization of conditions for loop-mediated isothermal amplification (LAMP) and quantitative polymerase chain reaction (qPCR): 
a — impact assessment of the Bst-pol amount on the threshold time value, dye — 1X SYBR Green I; b — impact assessment of the 
Bst-pol amount on the threshold time value, dye — LUCS13; c — impact assessment of the LUCS13 dye amount on the shape of the 
signal accumulation curve; d — LAMP series of tenfold dilutions of complementary DNA (cDNA) obtained from the total RNA of Expi293 
cells, the target is the beta actin gene; e — qPCR of a series of tenfold dilutions of cDNA obtained from the total RNA of Expi293 cells, 
the target is the beta actin gene; f — curves of accumulation of the qPCR signal in the analysis of tenfold dilutions of the cDNA matrix; 
g — dependency graph of the average value of the threshold cycle on the decimal logarithm of matrix dilution at qPCR; h — LAMP signal 
accumulation curves in the analysis of tenfold dilutions of the cDNA matrix, LUCS13 dye (2.5 μM); i — dependency graph of the average 
value of the threshold cycle on the decimal logarithm of the matrix dilution at LAMP; j — melting curves of PCR products obtained during 
qPCR, –d(ОИФ)/dt — derivative of fluorescence with respect to temperature, 10–1, 10–3, 10–5 melting curves of PCR products, indices 
correspond to the dilution factor of cDNA obtained from total RNA of Expi293 cells, control — melting curve for the control sample (PCR 
product obtained using the ACTB-F/ACTB-R primer pair was used as the template); k — electrophoretic separation of amplification prod-
ucts during LAMP; l — electrophoretic separation of amplification products during qPCR. Fig. d, e: black lines — LUCS13 dye (2.5 µM), 
red lines — SYBR Green I dye; fig. f, h: NTC — control without a matrix; fig. g, i: R2 — coefficient of determination; fig. k, l: 1 — control 
sample (PCR product obtained using the ACTB-F3/ACTB-B3 primer pair was used as the template), 2, 3 — PCR products obtained from 
10–1 and 10–5 dilutions of cDNA obtained from total RNA of Expi293 cells, 4 — NRT sample, 5 — NTC sample; M — GeneRuler DNA 
Ladder Mix marker (Thermo Fisher Scientific, USA), numbers indicate the length of some bands (bp).
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для разведений в 10–107 раз. График зависимости време-
ни выхода кривой от логарифма разведения ДНК-матрицы 
также показывает линейную зависимость с коэффициентом 
детерминации ~0,98 (рис. 2, h, i). Определено, что в случае 
кПЦР при десятикратном шаге разведений разница поро-
гового цикла (ΔCt) соответствует 3,3±0,5  цикла, в случае 
LAMP при десятикратном разведении разница порогового 
времени (∆Tt) составляет 3,9±0,5 мин.

Для валидации данных, полученных в ходе кПЦР 
и LAMP, были амплифицированы фрагменты ДНК с ис-
пользованием пар праймеров ACTB-F/ACTB-R и ACTB-F3/
ACTB-R3 соответственно. Последовательности верифи-
цированы секвенированием по Сэнгеру. Полученные 
фрагменты ДНК использовали в качестве контрольной 
матрицы при амплификации. В  ходе анализа кривых 
плавления, полученных при амплификации контроль-
ной матрицы и разведений кДНК, была обнаружена 
сходимость пиков, подтверждающих специфичность 
праймеров (рис. 2, j). Кроме того, при электрофоретиче-
ском разделении продуктов ПЦР также было показано 
наличие целевой полосы в контрольном и исследуемых 
образцах. Отрицательные контроли (контроль, содер-
жащий все компоненты ПЦР-смеси, кроме матрицы, — 
NTC — и контроль, полученный при проведении реак-
ции обратной транскрипции без добавления обратной 
транскриптазы — NRT) при этом не содержали никаких 
продуктов амплификации (рис.  2,  l). Электрофоретиче-
ское разделение продуктов LAMP в агарозном геле по-
казало идентичность (соответствие полос) контрольного 

и исследуемых образцов, а также отсутствие сигнала 
в отрицательных контролях (рис. 2, k).

Оценка экспрессии генов ростовых факторов
Для оценки уровня экспрессии генов ростовых фак-

торов IGF-1, FGF-2, EIF3i в клеточных линиях выделена 
суммарная РНК из клеток Expi293, а также модифици-
рованных клеточных линий с активированной экспрес-
сией одного из генов ростовых факторов: Expi293-IGF1, 
Expi293-FGF2, Expi293-EIF3. Далее была получена кДНК 
и определено изменение значений порогового времени 
и порогового цикла при анализе серии десятикратных 
разведений кДНК для соответствующего набора прайме-
ров (табл. 3, 4). Каждый образец анализировали в четы-
рёх повторах.

При сравнении двух методов для каждого исследуе-
мого образца получено по два значения: пороговое вре-
мя/цикл для исследуемого гена и пороговое время/цикл 
для референсного гена. В  качестве матрицы использо-
вали стократное разведение кДНК. Далее для каждого 
исследуемого гена были рассчитаны отношения значений 
порогового цикла/времени исследуемого гена к значению 
референсного гена. Полученные отношения для кПЦР 
и LAMP для каждого гена сравнивали между собой 
(рис. 3, а). Статистически значимых различий между ис-
пользуемыми методами не выявлено. Для сравнения двух 
методов при анализе экспрессии генов ростовых факто-
ров также проводили корреляционный анализ (рис. 3, b). 
Показан высокий уровень корреляции (96,7%) между 

Рис. 2. Окончание.
Fig. 2. The End.
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данными кПЦР и LAMP, что позволяет использовать ме-
тод LAMP для быстрого анализа уровня экспрессии генов. 
Кроме того, из рисунка 3, b видно, что наибольшее зна-
чение порогового времени составляет 31  мин при наи-
большем среднем значении 30,7±2,8 мин, что позволяет 
проводить анализ экспрессии генов в течение 35 мин.

ОБСУЖДЕНИЕ
В последние годы LAMP зарекомендовала себя 

как высокочувствительный и быстрый метод детек-
ции нуклеиновых кислот. В  отличие от кПЦР, LAMP вы-
полняется при постоянной температуре, что упрощает 
и ускоряет процесс амплификации, делая его более до-
ступным и более быстрым. Этот метод широко применя-
ется в анализе клинических образцов при диагностике 
инфекционных заболеваний, так как позволяет получить 
результаты за короткое время с высокой точностью. В ру-
тинной работе часто требуется оперативная оценка состо-
яния клеточных культур для обеспечения эффективного 

производства рекомбинантных белков и других продуктов 
фармацевтической промышленности. В  рамках данной 
задачи мы решили использовать метод количественной 
LAMP с детекцией в режиме реального времени для ана-
лиза уровня экспрессии генов в клеточных линиях. Ранее 
нами были созданы и охарактеризованы клеточные линии 
с активированной экспрессией генов ростовых факторов 
методом геномного редактирования с применением си-
стемы CRISPR/Cas9 SAM [13]. Мы использовали клеточные 
линии с известным уровнем экспрессии генов IGF-1, FGF-
2, EIF3i для подбора условий проведения LAMP, чтобы 
оценить надёжность и воспроизводимость выбранного 
нами подхода. На первом этапе мы получили рекомби-
нантный большой фрагмент ДНК-полимеразы Bacillus 
stearothermophilus. Были подобраны условия культи-
вирования в настольном биореакторе и выделения Bst-
pol с конечным выходом рекомбинантного белка около 
50 мг на литр бактериальной культуры (см. рис. 1). Про-
изводство собственного рекомбинантного белка Bst-pol 
в рамках программы импортозамещения и в условиях 

Таблица 3. Средние значения пороговых циклов и порогового времени при анализе серии разведений комплементарной ДНК ме-
тодами количественной полимеразной цепной реакции и петлевой изотермической амплификации 
Table 3. Average Ct and Tt values in complementary DNA dilution series assay with quantitative polymerase chain reaction and loop-
mediated isothermal amplification 

Разведение 
комплементарной 

ДНК
Метод

Ген

ACTB IGF1 FGF2 EIF3i

10–1
Ct, цикл 24,1±0,1 21,3±0,5 25,5±0,2 22,1±0,3

Tt, мин 13,0±0,2 15,0±1,5 21,5±0,2 19,5±0,7

10–2
Ct, цикл 27,5±0,3 24,5±0,4 28,8±0,2 25,4±0,3

Tt, мин 17,2±0,3 18,9±1,8 25,2±1,8 23,0±1,2

10–3
Ct, цикл 31,4±0,2 27,9±0,6 32,0±0,4 28,8±0,2

Tt, мин 21,1±0,7 23,1±1,5 29,1±2,1 27,5±1,8

10–4
Ct, цикл 34,0±0,2 31,2±0,3 35,6±0,5 32,2±0,2

Tt, мин 25,3±0,5 27,0±1,5 33,0±1,3 31,4±1,5

10–5
Ct, цикл 37,4±0,2 35,0±0,3 38,5±0,4 35,6±0,4

Tt, мин 28,3±0,5 31,1±1,3 37,1±1,1 35,9±1,4

10–6
Ct, цикл Нд 38,2±0,4 Нд 38,3±0,4

Tt, мин 32,3±0,3 35,1±1,7 41,1±0,5 39,1±0,9

10–7
Ct, цикл Нд Нд Нд Нд

Tt, мин 36,3±0,6 39,0±1,8 44,8±1,1 42,7±0,2

Среднее изменение
∆Ct, цикл 3,3±0,5 3,4±0,2 3,3±0,1 3,4±0,1

∆Tt, мин 3,9±0,5 4,0±0,2 4,0±0,2 3,9±0,4

Примечание: Ct — пороговый цикл реакции количественной полимеразной цепной реакции; Tt — пороговое время петлевой изотермической 
амплификации, данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение; Нд — нет данных, кривая накопления сигнала ниже по-
роговой линии. Количество повторов, n=4. ACTB — ген бета актина человека, IGF1 — ген инсулиноподобного фактора роста 1, FGF2 — ген 
фактора роста фибробластов, EIF3i — ген эукариотического фактора инициации трансляции 3 (субъединица i).
Note: Ct — the threshold cycle of the real-time polymerase chain reaction; Tt — the threshold time of loop isothermal amplification, the data are 
presented as: mean ± standard deviation; Нд — no data, the signal accumulation curve is below the threshold line. The number of repeats, n=4. 
ACTB — human β-actin gene, IGF1 — insulin-like growth factor 1 gene, FGF2 — fibroblast growth factor 2 gene, EIF3i — eukaryotic translation 
initiation factor 3 (subunit i) gene.
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санкционных ограничений позволяет обеспечить стабиль-
ность биотехнологических проектов. Следующим этапом 
стала детальная характеристика полученного фермента 
для подтверждения его функциональной активности. 
Мы провели серию экспериментов с целью подбора усло-
вий проведения LAMP для выделенной рекомбинантной 

Bst-pol. В  нашей работе определена оптимальная кон-
центрация Bst-pol — 40 нг/мкл, что в пересчёте на одну 
реакцию составляет 1 мкг фермента (см. рис. 2, а, b). Эта 
концентрация выше, чем обычно указывается в некоторых 
стандартных протоколах LAMP. Например, протокол NEB 
«Typical LAMP Protocol» предлагает использовать 320 е.а. 

Таблица 4. Значения порогового времени и пороговых циклов для всех исследуемых образцов при анализе серии разведений 
комплементарной ДНК методами количественной полимеразной цепной реакции и петлевой изотермической амплификации
Table 4. Ct and Tt values for all repeats in complementary DNA dilution series assay with quantitative polymerase chain reaction and loop-
mediated isothermal amplification

Разведение 
комплементарной 

ДНК

ACTB IGF1 FGF2 EIF3i

Ct, цикл Tt, мин Ct, цикл Tt, мин Ct, цикл Tt, мин Ct, цикл Tt, мин

10–1

24,1 13,3 21,2 13,9 25,5 21,7 22,1 20,2

24,2 13,0 22,0 13,7 25,2 21,2 21,8 20,0

24,1 12,9 20,9 16,9 25,5 21,6 22,5 19,1

24,0 12,9 21,1 15,5 25,7 21,5 22,0 18,7

10–2

27,7 17,2 24,5 16,3 29,0 26,7 25,8 23,5

27,2 17,3 25,1 19,2 28,9 22,6 25,1 21,9

27,3 16,8 24,3 20,5 28,6 25,6 25,5 22,2

27,8 17,5 24,1 19,6 28,8 25,9 25,2 24,5

10–3

31,5 20,95 28,2 22,5 32,2 32,2 28,8 29,6

31,6 21,07 28,4 21,8 32,4 27,7 29,1 26,5

31,2 20,34 27,1 25,3 31,5 28,5 28,7 28,3

31,3 22,03 28,0 22,8 31,9 28,0 28,6 25,6

10–4

34,2 25,3 31,4 26,7 35,2 33,1 32,5 31,1

33,8 25,9 31,4 25,9 36,1 34,1 32,3 31,8

33,9 25,4 30,8 29,2 35,9 33,6 32,1 29,5

34,1 24,6 31,2 26,2 35,1 31,1 32,0 33,1

10–5

37,6 28,5 35,1 29,5 38,2 37,8 35,5 35,4

37,1 27,8 35,1 30,8 38,2 38,0 35,3 37,7

37,5 28,9 34,6 32,6 39,0 37,1 36,2 34,4

37,5 28,0 35,2 31,6 38,7 35,6 35,4 36,1

10–6 Нд

32,4 38,0 33,0

Нд

41,2 38,5 39,5

32,1 37,9 36,6 41,6 38,7 40,2

32,7 38,1 34,4 40,4 37,8 38,4

31,9 38,8 36,3 41,1 38,2 38,3

10–7 Нд

36,7

Нд

41,1

Нд

44,5

Нд

42,9

35,5 36,9 45,0 42,5

36,1 39,6 46,2 42,6

36,9 38,3 43,5 42,9

Примечание: Ct — пороговый цикл реакции количественной полимеразной цепной реакции; Tt — пороговое время петлевой изотермической 
амплификации; Нд — нет данных, кривая накопления сигнала ниже пороговой линии. Количество повторов, n=4. ACTB — ген бета актина 
человека, IGF1 — ген инсулиноподобного фактора роста 1, FGF2 — ген фактора роста фибробластов, EIF3i — ген эукариотического фактора 
инициации трансляции 3 (субъединица i).
Note: Ct — the threshold cycle of the real-time polymerase chain reaction; Tt — the threshold time of loop isothermal amplification; Нд — no data, 
the signal accumulation curve is below the threshold line. The number of repeats, n=4. ACTB — human β-actin gene, IGF1 — insulin-like growth fac-
tor 1 gene, FGF2 — fibroblast growth factor 2 gene, EIF3i — eukaryotic translation initiation factor 3 (subunit i) gene.



DOI: https://doi.org/10.17816/gc635661

435
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ Гены и клетки Том 19, № 4, 2024

в реакции объёмом 25 мкл, что соответствует ~67 нг фер-
мента при удельной активности фермента 120000 е.а./мг 
[19]. В нашем случае расчётная удельная активность фер-
мента составляла 8000 е.а/мг. В других работах исполь-
зовали 20 пмоль фермента в реакции, что соответствует 
~1,34  мкг фермента [20], кроме того, в некоторых ис-
следованиях удельная активность полученной Bst-pol 
составляла от 813,56 е.а./мг [21] до 150 000 е.а./мг [22]. 
При использовании в LAMP интеркалирующего красителя 
SYBR Green I мы обнаружили аномальное изменение кри-
вой накопления сигнала, что выражается в уменьшении 
уровня флуоресценции (после достижения максимального 
уровня), уходящего в некоторых случаях в область отри-
цательных значений. Это делает невозможной автомати-
ческую обработку результатов, так как кривая пересекает 
пороговую линию два раза (см. рис.  2,  а), а также про-
исходит неравномерное смещение кривой относительно 
временнόй шкалы при разведении исходных образцов 
кДНК (см.  рис.  2,  d). Ингибирование LAMP SYBR Green I 
уже описано ранее в литературе. Например, в ходе иссле-
дования ингибирования LAMP различными красителями 
SYBR Green I был отнесён к группе красителей с сильным 
ингибирующим эффектом, а такие красители, как SYTO9, 
SYTO13, SYTO16 и другие, не обладали таким эффектом 
[23]. В связи с этим для проведения LAMP мы использо-
вали отечественный аналог SYTO13 — краситель LUCS13 
[24]. Нами установлено, что интеркалирующий краситель 
LUCS13 в концентрации 2,5  мкМ позволяет добиться 

нормальной формы кривой накопления и воспроизво-
димых результатов при проведении LAMP (см. рис. 2, c). 
При использовании данного красителя наблюдается ста-
бильное нарастание флуоресцентного сигнала, что позво-
ляет получить качественную кривую накопления сигнала 
для определения значений порогового времени реакции. 
В  то же время при использовании красителя LUCS13 
в кПЦР наблюдается небольшое изменение формы кри-
вой накопления сигнала (см. рис. 2, e), однако это иска-
жение не влияет на значение порогового цикла реакции. 
Далее мы проводили анализ чувствительности и точно-
сти LAMP и кПЦР при использовании различных разве-
дений кДНК-матрицы. Результаты показали, что метод 
кПЦР позволяет детектировать целевой ген при разве-
дении матрицы от 10 до 105 раз (см. рис. 2,  f), в то вре-
мя как метод LAMP позволяет детектировать целевой 
ген в более широком диапазоне разведений  — от 10 
до 107 (см. рис. 2, h). Это согласуется с результатами дру-
гих исследований, которые также сообщают о высокой 
чувствительности метода LAMP при определении низких 
концентраций целевой ДНК, превышающей ПЦР в 100 раз 
[25, 26]. Значительные различия в механизмах амплифи-
кации этих методов могут объясняться различиями в чув-
ствительности. В  реакции LAMP используется три пары 
праймеров, что значительно повышает специфичность 
и чувствительность метода. Это отличает LAMP от кПЦР, 
где используется одна пара праймеров. Дополнительные 
праймеры в LAMP создают большее количество точек 

Рис. 3. Сравнение количественной полимеразной цепной реакции (кПЦР) и петлевой изотермической амплификации (LAMP) 
при анализе экспрессии генов ростовых факторов: а — гистограмма отношений значений порогового цикла/времени исследуемого 
гена к значению порогового цикла/времени референсного гена; K — клетки Expi293, в скобках указано название анализируемого 
гена; EIF3i, FGF2, IGF1 — клетки линий Expi293-EIF3, Expi293-FGF2, Expi293-IGF1 соответственно; b — корреляционный анализ 
данных уровней экспрессии генов ростовых факторов в клетках Expi293. R — коэффициент корреляции.
Fig. 3. Comparison of quantitative polymerase chain reaction (кПЦР) and loop-mediated isothermal amplification (LAMP) while analyzing 
gene expression of growth factors: а — histogram of the ratio of the values of the threshold cycle/time of the studied gene to the value 
of the threshold cycle/time of the reference gene; K — cells Expi293, the name of the analyzed gene is indicated in parentheses; EIF3i, 
FGF2, IGF1 — cells of the lines Expi293-EIF3, Expi293-FGF2, Expi293-IGF1, respectively; b — correlation analysis of these expression 
levels genes of growth factors in cells Expi293. R — correlation coefficient.
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инициации для синтеза ДНК, что способствует ускорению 
реакции и увеличению общей чувствительности метода. 
При анализе десятикратных разведений кДНК-матрицы 
разница порогового цикла (ΔCt) для кПЦР составляет 
3,3±0,5 цикла, что хорошо соответствует теоретически 
ожидаемому значению 3,32 цикла при 100% эффектив-
ности амплификации. Этот результат свидетельствует 
о высокой точности и воспроизводимости метода кПЦР, 
что подтверждается также линейной зависимостью Ct 
от логарифма разведения ДНК-матрицы и коэффициен-
том детерминации ~0,99 (см. рис. 2, g). Такое соответствие 
между экспериментальными и теоретическими данными 
подчёркивает стабильность и надёжность кПЦР при ана-
лизе концентраций ДНК. Для LAMP, несмотря на другой 
принцип амплификации, также была выявлена линейная 
зависимость между пороговым временем и логарифмом 
разведения кДНК, с коэффициентом детерминации ~0,98 
(см. рис. 2, i). Для метода LAMP разница порогового вре-
мени при анализе десятикратных разведений кДНК со-
ставила 3,9±0,5 мин, что также свидетельствует о высокой 
точности метода, хотя и с несколько большей вариацией. 
Значения ΔTt могут отличаться при использовании раз-
личных Bst-pol. Некоторые исследования демонстрируют 
изменения ΔTt при анализе серии десятикратных разве-
дений от 3,5±1,7 мин [27] до 5,1±0,8 мин [25]. Таким обра-
зом, полученные результаты подтверждают высокую точ-
ность и чувствительность как кПЦР, так и LAMP, при этом 
LAMP демонстрирует более широкий диапазон детекции 
(см.  рис.  2,  h). Мы также подтвердили специфичность 
подобранных наборов праймеров. Анализ кривых плав-
ления, полученных как для контрольной матрицы, так 
и для серийных разведений кДНК, показал сходные пики, 
подтверждающие специфичность амплификации в обоих 
методах (см. рис. 2, j). Данный этап кПЦР является обяза-
тельным при использовании интеркалирующих красите-
лей, поскольку невозможно отличить кривые накопления 
сигнала, получаемые при амплификации целевых про-
дуктов, от нецелевых или димеров праймеров. Специ
фичность амплифицированных продуктов также была 
подтверждена методом электрофореза в агарозном геле: 
как в контрольных, так и в исследуемых образцах присут-
ствовали целевые полосы, соответствующие ожидаемым 
продуктам амплификации (см. рис. 2,  l). При проведении 
LAMP возникает проблема анализа кривых плавления, 
поскольку в ходе этой процедуры конечный продукт 
представляет собой смесь различных форм амплифи-
цированной ДНК, включая конкатемеры — длинные 
цепи, состоящие из многократно повторённых целевых 
последовательностей. Для верификации были проана-
лизированы продукты амплификации в агарозном геле 
(см. рис. 2, k). Идентичность получаемых продуктов в ходе 
амплификации контрольных и исследуемых образцов 
подтвердила специфичность подобранных праймеров.

Далее мы сравнили методы LAMP и кПЦР при ана-
лизе экспрессии генов ростовых факторов. С этой целью 

мы использовали клеточные линии Expi293 с активиро-
ванной экспрессией генов IGF-1, FGF2, EIF3i с помощью 
системы синергичных медиаторов активации CRISPR/
Cas9 SAM. С  целью количественного анализа экспрес-
сии целевых генов подобраны специфические прайме-
ры как для кПЦР, так и для LAMP; для каждого набора 
праймеров и соответствующей матрицы кДНК определе-
ны значения Ct, Tt, а также ΔCt и ΔTt для серии десяти-
кратных разведений матрицы (см.  табл.  3). Результаты 
анализа показали, что статистически значимых различий 
между значениями ΔCt, а также между значениями ΔTt 
для различных наборов праймеров нет, что позволяет 
использовать оба метода для количественного срав-
нения изменения уровня экспрессии целевых генов. 
Для взаимного сравнения двух методов данные кПЦР 
и LAMP нормировали путём расчёта отношения значе-
ний порогового цикла/времени для исследуемого гена 
к значению для референсного гена ACTB. Полученные 
отношения для кПЦР и LAMP сравнивали между собой 
(см. рис. 3, a). Показано отсутствие статистически значи-
мых различий между нормализованными значениями Ct 
и Tt, что свидетельствует о сопоставимой точности обо-
их методов. Кроме того, для оценки двух методов был 
проведён корреляционный анализ (см. рис. 3, b). Высо-
кий уровень корреляции (96,7%) между данными кПЦР 
и LAMP подтверждает, что метод LAMP может быть ис-
пользован как альтернативный и быстрый способ анали-
за уровня экспрессии генов.

Полученные данные (см.  табл.  3) также показы-
вают, что наибольшее значение порогового времени 
для метода LAMP составляет 30,7±2,8 мин. Это указыва-
ет на то, что анализ экспрессии генов с использованием 
метода LAMP может быть проведён в течение 35  мин, 
что значительно сокращает время анализа по сравнению 
с кПЦР, которая обычно занимает 90 мин.

Метод LAMP позволяет детектировать небольшие 
количества целевой матрицы в образцах, что даёт пре-
имущества при оценке уровня экспрессии генов. Не-
смотря на высокую чувствительность метода, простоту 
постановки и большую скорость реакции, в настоящее 
время существует ряд трудностей для полноценной за-
мены метода кПЦР. Основным преимуществом кПЦР 
является дискретность метода, в котором на фоне 100% 
эффективности работы праймеров количество матри-
цы удваивается при каждом цикле [28]. Дискретность 
метода позволяет также проводить нормализацию 
данных, необходимую для количественной оценки из-
менения уровня экспрессии. LAMP же проходит непре-
рывно, что затрудняет количественную оценку уровня 
экспрессии, поскольку отсутствие дискретных циклов, 
как в кПЦР, ограничивает возможности для точной нор-
мализации данных. Таким образом, метод LAMP допу-
стимо использовать для быстрой полуколичественной 
оценки уровня экспрессии целевого гена относительно 
референсного гена. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метод LAMP даёт ряд преимуществ по сравнению 

с кПЦР, которые делают его привлекательной альтер-
нативой в различных биотехнологических приложениях. 
Высокая скорость, простота и доступность метода LAMP 
наряду с его чувствительностью и специфичностью де-
лают его ценным инструментом для мониторинга со-
стояния клеточных культур, диагностики и контроля ка-
чества, а также исследований в области молекулярной 
биологии. Таким образом, оба метода могут быть ис-
пользованы в зависимости от конкретной задачи и тре-
бований исследования.
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