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В статье рассматривается комплекс исследований при создании лиофилизированной тест-системы для диагностики 
малярии на основе изотермической амплификации (LAMP). Малярия остается одним из наиболее распространенных 
и опасных заболеваний в мире, уносящим тысячи жизней. Традиционная диагностика (микроскопия, экспресс-тесты, 
полимеразная цепная реакция) надежна, но непрактична в регионах с ограниченными ресурсами для оказания меди-
цинской помощи. Разработка лиофильно высушенных LAMP-тестов, стабильных при хранении и транспортировке без 
использования холодовой цепи, – перспективная альтернатива для быстрой и высокоэффективной диагностики маля-
рийного плазмодия. Разработанная нами тест-система в лиофильно высушенном формате для выявления малярии 
поможет улучшить диагностику и лечение малярии, особенно в регионах с ограниченным доступом к медицинской 
помощи.
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This article discusses the research behind the development of a lyophilized malaria diagnostic test system based on isothermal 
amplification. Malaria remains one of the most widespread and dangerous diseases worldwide, claiming thousands of lives. 
Traditional diagnostics (microscopy, RDT, PCR) are reliable but impractical in resource-limited regions. The development of 
lyophilized LAMP tests, stable during storage and transportation without the use of a cold chain, is a promising alternative for 
rapid and highly effective diagnostics of malaria parasites. Our lyophilized malaria detection test system will help improve 
malaria diagnosis and treatment, particularly in regions with limited access to healthcare.
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М алярия остается серьезной проблемой мирового 
здравоохранения, особенно в тропических и субтро-

пических районах, где она вызывает высокую заболевае-
мость и смертность. Согласно последнему Всемирному 
докладу о малярии [1], в 2023 г. в мире зарегистрировано 
263 млн случаев заболевания малярией по сравнению с 

252 млн в 2022 г. Симптомы малярии варьируют от легких до 
угрожающих жизни больного. Типичными симптомами явля-
ются лихорадка, озноб и головная боль. Тяжелые симптомы 
включают слабость, спутанность сознания, судороги и 
затрудненное дыхание. Повышенному риску тяжелого тече-
ния инфекции подвергаются младенцы, дети в возрасте до 5 
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лет, беременные, лица, совершающие поездки, и больные с 
ВИЧ-инфекцией. 

Малярия – это острое инфекционное природно-очаговое 
заболевание, передающееся через укусы инфицированных 
комаров рода Anopheles, переносящих простейших рода 
Plasmodium (Plasmodium spp.). Среди 5 видов возбудителей 
малярии, которые могут поражать человека, наиболее рас-
пространены P. falciparum и P. vivax [2]. P. falciparum в основ-
ном встречается в Африке, тогда как P. vivax чаще встреча-
ется в Юго-Восточной Азии и западной части Тихого океана 
[3]. Малярия, вызванная P. falciparum, может при отсутствии 
лечения в течение 24 ч развиться в тяжелую форму и при-
вести к летальному исходу. Возбудитель P. vivax способен к 
длительной персистенции в организме, что приводит к реци-
дивирующему течению лихорадки. Для регионов с коцирку-
ляцией обоих возбудителей особенно важна их ранняя диф-
ференцировка, поскольку тактика лечения малярийных 
больных отличается.

В 2024 г. в России было зарегистрировано 153 случая 
завозной малярии в 49 субъектах страны [4]. Это больше, 
чем в 2023 г., когда было зафиксировано 136 случаев. Все 
случаи малярии в России являются завозными. Больше 
всего малярии завозится из стран Африканского континен-
та. В 2024 г. наблюдался рост заболеваемости по сравнению 
с 2023 г. Основным фактором распространения болезни в 
мире считается активная миграция населения – чаще всего 
малярию разносят туристы, сезонные рабочие, представите-
ли сферы бизнеса и торговли.

Бремя малярии продолжает оказывать значительное дав-
ление на системы здравоохранения, экономику и сообще-
ства, особенно в регионах с ограниченным доступом к меди-
цинской помощи [5].

Традиционные методы диагностики малярии включают 
микроскопию, экспресс-диагностические тесты и полиме-
разную цепную реакцию (ПЦР) [6–8].

Такие методы диагностики, как микроскопия и ПЦР-
тестирование, надежны, но часто непрактичны в слабораз-
витых или отдаленных областях из-за зависимости от слож-
ного оборудования и отсутствия квалифицированного пер-
сонала. Использование экспресс-тестов позволяет прово-
дить анализы в течение 15–20 мин, что делает их идеальны-
ми для проведения исследований непосредственно на месте 
оказания медицинской помощи. Однако чувствительность 
экспресс-тестов довольно низкая [9]. Для выявления возбу-
дителей малярии перспективно использование тест-систем, 
основанных на изотермической амплификации ДНК, приме-
нение которых возможно во внелабораторных условиях. 
Петлевая изотермическая амплификация (loop mediated 
isothermal amplification/LAMP) стала многообещающей аль-
тернативой для диагностики малярии, особенно в регионах с 
нехваткой медицинских учреждений, оборудования и кадров, 
особенно в первичной медико-санитарной помощи и специ-
ализированных видах помощи [10]. Для проведения LAMP 
используются ферменты, буферы и ДНК-праймеры, требую-
щие определенных условий хранения (-20°C или -80°C). Для 
сохранения стабильности LAMP-реагентов при транспорти-
ровке требуется холодовая цепь. Это ограничивает примене-
ние LAMP-тестирования возбудителей инфекционных забо-
леваний в малоресурсных регионах мира. Для решения этой 

проблемы может быть применена процедура лиофилизации 
компонентов реакции, направленная на сохранение и прод-
ление срока службы создаваемых тест-систем. 

В процессе лиофилизации происходит замораживание 
материала с последующим удалением воды путем сублима-
ции под вакуумом, что позволяет сохранять биологические 
реагенты в стабильной форме [11]. Лиофилизация готовой 
смеси LAMP-реагентов проводится в контролируемых услови-
ях для минимизации денатурации белков и нуклеиновых кис-
лот. Сначала реагенты смешиваются с защитными агентами 
(стабилизаторами), такими как трегалоза, сахароза (в концен-
трации 5–20%), чтобы предотвратить агрегацию ферментов 
во время сушки. Затем смесь быстро замораживают при 
-40…-80°C и проводят сублимационную сушку – под вакуумом 
(давление <0,1 мбар) лед испаряется, не проходя жидкую 
фазу. Процесс занимает 12–48 ч, в зависимости от объема 
смеси. После этого реагенты подвергают вторичной сушке, в 
процессе которой происходит удаление остаточной влаги при 
более высокой температуре (20–30°C), чтобы влажность была 
не выше 1–2%. На заключительном этапе готовый продукт 
герметично упаковывают в пробирки или стрипы.

Целью нашей работы стала разработка готового к 
использованию, стабильного при хранении при комнатной 
температуре LAMP-теста в высушенном формате для выяв-
ления ДНК возбудителя малярии. Реакционная смесь LAMP 
содержала фермент Bst-полимеразу собственного произ-
водства.

Материалы и методы

�Получение Bst-полимеразы из биомассы 
рекомбинантного штамма Escherichia coli
Для выделения рекомбинантной Bst-полимеразы клетки 

разработанного штамма-продуцента E. coli выращивали при 
температуре 30°C в жидкой аэрируемой среде LB c добавле-
нием ампициллина (100 мкг/мл) и глюкозы (0,4%) в лабора-
торном ферментере New Brunsuik Scientific (США) с рабочим 
объемом 5 л до оптической плотности А600 = 0,6–0,8. Затем 
добавляли изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид (IPTG) до 
концентрации 1мМ и растили еще 4 ч. Клеточную суспензию 
центрифугировали при 7000 g в течение 10 мин при темпе-
ратуре 4°С.

Хроматографическую очистку рекомбинантной Bst-
полимеразы проводили на HisTrapТМ НР колонке (GE, США) 
по методике фирмы-производителя. Целевой белок элюиро-
вали буфером, содержащим 300 мМ имидазола, с последу-
ющим обессоливанием на колонке HiPrepTM26/10 Desalting 
(GE, США), уравновешенной фосфатно-солевым буфером. 
Доочистку Bst-полимеразы проводили на гепарин-сефарозе 
(США) по методике производителя. Очищенную Bst-
полимеразу анализировали электрофорезом в 10%-м поли-
акриламидном геле (ПААГ).

Конструирование LAMP-праймеров
Последовательности генов-мишеней для подбора прай-

меров с целью детекции ДНК возбудителя малярии методом 
LAMP были получены из базы GenBank NCBI (National Center 
for Biotechnology Information, США).

Для дизайна олигонуклеотидных праймеров использова-
ли программу для расчета праймеров он-лайн Primer Explorer 
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5 (http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html). При подборе 
праймеров руководствовались требованиями к олигонуклео-
тидам, используемым в LAMP.

Анализ формирования вторичных структур (димеров, 
шпилек) выбранными праймерами проводили с помощью 
компьютерной программы mfold (http://unafold.rna.albany.
edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form) и Multiple Primer Analyzer 
(https://www.thermofisher.com/ru/ru/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/
molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/
multiple-primer-analyzer.html). 

Структуры всех олигонуклеотидов сравнивались с помо-
щью информационного ресурса NCBI BLAST (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) с последовательностями ДНК, разме-
щенными в базе данных GenBank. При проведении этого 
анализа олигонуклеотиды с существенной гомологией с 
ДНК каких-либо других организмов исключали.

В качестве ДНК-мишени для детекции P. falciparum 
использована последовательность гена Pfr364. На основе 
анализа in silico нуклеотидных последовательностей возбу-
дителя малярии P. falciparum, присутствующих в базе дан-
ных Genbank (NCBI Reference Sequence: NC_004331.3; 
GenSegm ID: Pf3D7_13:7053-8580), были сконструированы 
прямые и обратные внешние праймеры F3 и B3, прямые и 
обратные внутренние праймеры FIP и BIP, а также петлевой 
праймер LB.

В качестве ДНК-матрицы служила плазмида pUC57 с кло-
нированным участком последовательности гена Pfr364 
P. falciparum.

�Составление реакционной LAMP-смеси 
для лиофилизации
Реакционная смесь объемом 15 мкл содержала LAMP-

буфер (20 мM Tris-HCl, 10 мM (NH4)2SO4, 50 мM KCl, 2 мM 
MgSO4, 0,1% Tween 20, pH 8,8 при 25°C), 20 пмоль Bst-
полимеразы (ФБУН ГНЦ ПМБ), 6,0 мМ MgSO4, 0,5 мМ каждо-
го динуклеотидтрифосфат (дНТФ), 4 праймера: 0,2 мкМ F3, 
0,2 мкМ B3, 1,6 мкМ BIP, 1,6 мкМ FIP, 0,6 мкМ красителя 
SYTO 82. В качестве криопротектора использовали диги-
драт трегалозы.

Лиофилизация реакционной смеси LAMP-теста
Для лиофилизации реакционной смеси использовали 

напольную сублимационную установку Innova INOFD 12S 
(Китай) со стандартной сушильной камерой. Для предвари-
тельной подготовки установки охлаждали конденсор до -70°С 
в течение 1 ч. Готовую реакционную смесь раскапывали в 
стандартные ПЦР-плашки по 15 мкл и переносили в камеру 
лиофильной установки на поддоны морозильной камеры.

Высушивание материала проводили в следующем режиме:
1) замораживание образца в камере при температуре 

-70°С в течение 2 ч при атмосферном давлении;
2) лиофилизация материала при -70°С в течение 3 ч при 

давлении 10 Па;
3) удаление остаточной влажности образца при темпера-

туре полок +25°С в течение 2 ч при давлении 10 Па.
В конце процесса лиофилизации камеру заполняли арго-

ном и проводили ручную укупорку образцов в асептических 
условиях.

Высушенные образцы LAMP-тестов хранили при +4°С и 
при комнатной температуре (+22°С). Часть образцов отбира-

ли для исследования функциональной активности и сроков 
хранения лиофилизированного материала.

Проведение петлевой изотермической амплификации
К лиофильно высушенным реагентам (LAMP-тестам) 

добавляли по 15 мкл стерильной деионизованной воды и по 
10 мкл выделенной ДНК анализируемого образца. Реакцию 
изотермической амплификации проводили на приборе для 
проведения ПЦР-анализа с детекцией продукта в режиме 
реального времени Applied Biosystems 7500 (США) в следую-
щем режиме: при температуре 65°С в течение 30 мин со счи-
тыванием флуоресценции каждую минуту. Накопление спец-
ифического продукта амплификации детектировали по кана-
лу JOE. Результат амплификации считали положительным 
при регистрации роста флуоресцентного сигнала по каналу 
JOE, при этом значение порогового цикла не превышало 25. В 
образцах, соответствующих отрицательным контролям, рост 
флуоресцентного сигнала должен отсутствовать.

Результаты исследования

Для лиофилизации использовали быстрый режим замо-
розки испытуемого состава. Ранее было показано, что при 
медленном замораживании образуются крупные кристаллы 
льда, что в итоге приводит к разрушению структуры веществ 
вследствие деформации льдом. Во время быстрого замора-
живания образуются мелкие кристаллы льда и повреждения 
структуры веществ не происходит [11].

В первой серии экспериментов проводили высушивание 
фермента для LAMP  – Bst-полимеразы, как самого уязвимо-
го реагента амплификации. Часто в растворы для хранения 
ферментов (например, ДНК-полимераз или рестриктаз) 
добавляют глицерин, который является распространенным 
стабилизатором. Глицерин помогает сохранить третичную 
структуру белков. При низких температурах (например, 
-20°C или -80°C) он предотвращает образование льда в рас-
творе, что могло бы повредить фермент. Хотя глицерин 
действует как криопротектор, в наших экспериментах он 
мешал высушиванию фермента – в препаратах наблюдали 
наличие остаточной влаги. Поэтому от использования глице-
рина в качестве криопротектора отказались. В качестве 
криопротекторов при лиофилизации обычно используют 
полиолы, сахара, полимеры и аминокислоты. На основании 
опыта, полученного при лиофилизации ферментов для ПЦР 
[12], на роль криопротектора была выбрана трегалоза.

К полученному препарату Bst-полимеразы добавляли раз-
ное количество трегалозы. Испытывали 3%-, 4%-, 5%- и 
6%-е содержание трегалозы в препарате фермента. Лиофи- 
лизацию 100 мкл Bst-полимеразы проводили в микропро-
бирках объемом 1,5 мл. Работоспособность Bst-фермента 
после высушивания оценивали в реакции изотермической 
амплификации на серийных разведениях ДНК (в диапазоне 
1фг – 10нг) ДНК плазмиды pUC57 с клонированным участ-
ком последовательности Pfr364 P. falciparum). После высу-
шивания Bst-полимераза сохраняла активность при исполь-
зовании всех концентраций трегалозы практически без 
потери активности фермента. Наилучшие результаты полу-
чены при добавлении 5% криопротектора (рис. 1).

В процессе хранения при +4°С значительного снижения 
активности Bst-полимеразы не отмечалось (рис. 2).
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Высушенную таким образом Bst-полимеразу можно 
использовать для создания диагностических наборов реа-
гентов для LAMP-детекции ДНК различных возбудителей 
инфекции.

Далее проводили высушивание реакционной смеси, содер-
жащей все необходимые компоненты для проведения LAMP. 
Реакционную смесь объемом 15 мкл удалось высушить в 
плашках и стрипах для ПЦР на 0,2 мл (рис. 3). К полностью 
готовой рабочей смеси, содержащей все LAMP-реагенты, 
добавляли 5% трегалозы. Бетаин и другие добавки были 
исключены из формулы. Бетаин мешал высушиванию реак-
ционной смеси. При введении в реакцию ТМА (тетраметилам-
мония хлорид), повышающего специфичность отжига прай-
меров, выход продуктов амплификации снижался. 
Добавление гуанидина хлорида приводило к увеличению 
скорости реакции и накоплению специфического продукта 
реакции, но и к раннему появлению ложноположительных 
сигналов в отрицательных контролях вследствие достройки 
Bst-полимеразой вторичных продуктов амплификации.

Для оценки эффективности лиофилизированных тестов в 
процессе хранения высушенные LAMP-смеси, хранившиеся 
в течение 10 и 30 дней при различных температурах (+4°C, 
+22°С), сравнивали со свежеприготовленными реакционны-
ми смесями. В качестве ДНК-положительного контроля 
использовали серию разведений плазмиды pUC57 с клони-

рованным участком последовательности гена Pfr364 
P.  falciparum. Мы наблюдали незначительную потерю чув-
ствительности в реакциях LAMP, приготовленных с восста-
новленными реагентами, по сравнению со свежеприготов-
ленными даже после 30 дней хранения при +4°C (рис. 4). 
Лиофилизированная смесь реагентов, хранившаяся при 
комнатной температуре, сохраняла реакционную способ-
ность после 10 дней хранения (рис. 5).

Обсуждение

LAMP-реагенты (буферы, праймеры, фермент Bst-
полимераза) обычно хранятся в жидкой форме при низких 
температурах (-20°C или -80°C), что затрудняет их транс-
портировку и использование в малоресурсных регионах 
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Рис. 1. Графики амплификации с ДНК pUC57 с клонированным 
участком последовательности Pfr364 P. falciparum: А  – Bst-
полимераза в жидкой форме, Б – Bst-полимераза в лиофилизи-
рованной форме с добавлением 5% трегалозы. А, B – отрица-
тельные контроли, С – 1 нг ДНК матрицы, D – 100 пг ДНК матри-
цы, E – 10 пг ДНК матрицы, F – 1 пг ДНК матрицы, G – 100 фг 
ДНК матрицы, H – 10 фг ДНК матрицы.
Fig. 1. Amplification graphs with pUC57 DNA containing a cloned 
portion of the P. falciparum Pfr364 sequence: А – Bst polymerase in 
liquid form, Б – Bst polymerase in lyophilized form with the addition 
of 5% trehalose. A, B – negative controls, C – 1 ng of template DNA, 
D – 100 pg of template DNA, E – 10 pg of template DNA, F – 1 pg of 
template DNA, G – 100 fg of template DNA, H – 10 fg of template DNA.

Рис. 2. Графики амплификации с ДНК pUC57 с клонированным 
участком последовательности ДНК Pfr364 P. falciparum: А – Bst-
полимераза в жидкой форме и хранении при -20°С, Б  – Bst-
полимераза в лиофилизированной форме и хранении при +4°С. 
А – отрицательный контроль, B – 100 пг ДНК матрицы, C – 10 пг 
ДНК матрицы, D – 1 пг ДНК матрицы, E – 100 фг ДНК матрицы.
Fig. 2. Graphs of amplification with pUC57 DNA with a cloned 
fragment of the Pfr364 P. falciparum DNA sequence: А  – Bst 
polymerase in liquid form and stored at -20°C, Б – Bst polymerase 
in lyophilized form and stored at +4°C. A  – negative control, B  – 
100 pg of template DNA, C – 10 pg of template DNA, D – 1 pg of 
template DNA, E – 100 fg of template DNA.

A A

Б Б

Рис. 3. Внешний вид теста.
Fig. 3. Appearance of the test.
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мира. Лиофилизация позволяет сохранить активность сухих 
реагентов при комнатной температуре (до 20–30°C) в тече-
ние длительного времени без потери чувствительности. 
Лиофильно высушенные LAMP-тесты просты в использова-
нии. Смесь компонентов реакции растворяют в воде перед 
анализом, вносят исследуемый образец ДНК и помещают в 
прибор для проведения изотермической амплификации, 
которым может быть водная баня. Регистрация результата 
возможна при использовании трансиллюминатора или, при 
его отсутствии, с помощью фонарика с УФ/LED-лампой. 
Это делает диагностику малярии простой и доступной. 
Кроме того, это снижает риск загрязнения и ускоряет про-
цесс  – результат достигается за 30–60 мин. Уменьшается 
потребность в холодильниках при транспортировке и 
использовании, что критично для эндемичных зон (Африка, 
Азия, Латинская Америка), где распространена малярия.

В результате проведенной работы нами разработан ста-
бильный при хранении при +4°С (30 дней) и комнатной тем-
пературе (10 дней), готовый к использованию LAMP-тест для 
экспресс-диагностики малярии. Процедура теста включает в 
себя добавление в пробирку стерильной деионизованной 
воды, выделенного образца ДНК и последующее проведе-
ние изотермической амплификации. Тест в высушенном 
формате минимизирует риск переноса загрязнения, вызван-
ного многократным пипетированием при приготовлении 

реакционной смеси и многократным замораживанием-раз-
мораживанием реагентов. Тест может быть использован для 
оптимизации диагностики малярии и оказания медицинской 
помощи в регионах с ограниченными финансовыми возмож-
ностями для поддержки системы здравоохранения. Для 
оценки диагностической эффективности разработанной 
тест-системы необходимы дальнейшие исследования, пре-
жде чем ее можно будет широко применять в качестве 
инструмента для выявления возбудителя малярии. Поэтому 
разработанные образцы тест-систем планируется в ходе 
клинико-лабораторных исследований испытать на пробах 
крови от заболевших малярией пациентов. Кроме того, 
необходимо провести дальнейшие исследования и устано-
вить сроки хранения лиофильно-высушенных LAMP-реаген- 
тов при разных температурах.
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Рис. 4. Графики амплификации с ДНК pUC57 с клонированным 
участком последовательности гена Pfr364 P. falciparum: А – све-
жеприготовленная реакционная смесь, Б – реагенты в лиофи-
лизированной форме и хранении при +4°С в течении 30 дней. 
А – отрицательный контроль, B – 100 пг ДНК матрицы, C – 10 пг 
ДНК матрицы, D – 1 пг ДНК матрицы, E – 100 фг ДНК матрицы.
Fig. 4. Amplification graphs with pUC57 DNA with a cloned fragment 
of the Pfr364 gene sequence of P. falciparum: A – freshly prepared 
reaction mixture, Б – reagents in lyophilized form and stored at +4°C 
for 30 days. A – negative control, B – 100 pg of template DNA, C – 
10  pg of template DNA, D  – 1 pg of template DNA, E  – 100 fg of 
template DNA.

Рис. 5. Графики амплификации с ДНК pUC57 с клонированным 
участком последовательности гена Pfr364 P. falciparum: А – све-
жеприготовленная реакционная смесь, Б – реагенты в лиофи-
лизированной форме и хранении при +4°С в течении 30 дней. 
А – отрицательный контроль, B – 100 пг ДНК матрицы, C – 10 пг 
ДНК матрицы, D – 1 пг ДНК матрицы, E – 100 фг ДНК матрицы, 
F – 10 фг ДНК матрицы.
Fig. 5. Amplification graphs with pUC57 DNA with a cloned fragment 
of the Pfr364 gene sequence of P. falciparum: A – freshly prepared 
reaction mixture, Б – reagents in lyophilized form and stored at +4°C 
for 30 days. A – negative control, B – 100 pg of template DNA, C – 
10  pg of template DNA, D  – 1 pg of template DNA, E  – 100 fg of 
template DNA, F – 10 fg of template DNA.

A A

Б Б
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