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С применением овечьей дисплейной библиотеки фрагментов scFv (Griffin.1, UK) получены антите-
ла, специфичные к ампициллину. Методом дот-иммуноанализа при биоспецифичном взаимодей-
ствии отобранных рекомбинантных антител в фаговом формате (фаговых антител) проведено опреде-
ление ампициллина в водных растворах. Установлено, что фаговые антитела обладали специфично-
стью в отношении ампициллина и не взаимодействовали с другими антибиотиками тетрациклином и
канамицином, а также с близкими по химической формуле веществами – L-фенилаланином, L-трип-
тофаном и L-цистеином. Показано, что метод твердофазного иммуноанализа с визуальным учетом ре-
зультатов, позволял определять минимальную концентрацию ампициллина в воде 1 мкг/мл. Фаго-
вые антитела перспективны для использования в качестве чувствительного (распознающего) эле-
мента сенсорных систем при определении ампициллина.
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Антибактериальные препараты являются одной
из наиболее широко используемых групп лекар-
ственных средств на фармацевтическом рынке.
Антибиотики используются в медицине, ветерина-
рии, пищевой промышленности при консервиро-
вании и транспортировке, а также для усиления ро-
ста животных при добавлении их в корм в субтера-
певтических концентрациях [1]. В связи с этим
актуальным является проблема контроля содер-
жания антибиотиков в лекарственных формах, а
также их определение в питьевой воде, сточных
водах фармацевтических предприятий и других
объектах [2].

Одной из важных составляющих при разработке
диагностических аналитических систем анализа ан-
тибактериальных препаратов является подбор ан-
тибактериального биорецептора. В качестве биосе-
лективного агента (элемента распознавания) пре-
имущественно используют антитела, специфичные
к определяемому антигену и современная иммуно-
химия предлагает широкий ассортимент каче-
ственных и количественных методов анализа ан-
тигена, различающихся по чувствительности и

степени сложности [3]. Существует несколько
технологий получения антител, но наиболее про-
стым и доступным является метод отбора антител
путем иммунизации животных изолированными
препаратами антигена. Более сложным и, вместе
с тем, позволяющим получить более надежные
антитела методом (однажды полученные и оха-
рактеризованные гибридомы представляют со-
бой неограниченный источник моноклональных
антител) является гибридомная технология [4].
Однако гибридомы, подобно большинству других
клеточных культур животных, растут относитель-
но медленно, не достигают высокой плотности и
требуют сложных и дорогих сред, что создает
определенные сложности для их применения в
качестве аналитических реагентов. Для решения
подобных задач в молекулярной биологии стали
использоваться генно-инженерные технологии
клонирования узнающих фрагментов – гиперва-
риабельных участков иммуноглобулинов (фаго-
вых антител), которые являются дешевыми и мо-
гут конкурировать по селективности с гибридом-
ными технологиям. К такому методу относится
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технология фагового дисплея, в основе которой
лежит экспонирование чужеродных пептидов
или белков на поверхности фаговых частиц в со-
ставе одного из химерных белков оболочки. Дан-
ная технология была разработана Дж. Смитом [5],
который доказал возможность экспрессии чуже-
родного белка на поверхности нитчатого бактерио-
фага М13, осуществив встройку гена, кодирующего
фрагмент эндонуклеазы рестрикции EcoRI, в еди-
ную рамку трансляции с минорным белком обо-
лочки pIII нитчатого бактериофага [5, 6]. Данный
метод не требует использования животных, дли-
тельных процедур иммунизации, дорогих сред и
культур животных клеток.

Фаговые рекомбинантные антитела успешно
зарекомендовали себя в качестве биорецепторов
[7, 8]. Не менее востребованной окажется техно-
логия фагового дисплея для получения рекомби-
нантных антител, специфичных к низкомолеку-
лярным антигенам, в том числе, антибиотикам. В
частности, с применением этой технологии были
получены и апробированы в различных методах
иммуноанализа фаговые антитела к ивермектину
[9], диминазину [10] ферритину [11] и силимари-
ну [12]. В известной авторам литературе отсут-
ствует информация о получении фаговых анти-
тел, специфичных к β-лактамным антибиотикам.
На практике при выборе антибиотиков руковод-
ствуются принципом принадлежности антибак-
териального препарата к определенной группе,
поэтому в качестве антигена использовали ампи-
циллин (как представитель β-лактамных анти-
биотиков). β-лактамные антибиотики занимают
2 место по объему продаж среди всех антибиоти-
ков в соответствии с данными на 2020 г. [1].

Цель работы – отработка технологии фагового
дисплея для получения антител, специфичных к
ампициллину, и демонстрация возможности их
применения в качестве биорецептора методом
дот-иммуноанализа.

МЕТОДИКА

Бактериальная культура и питательные среды. В
работе были использованы бактерии Escherichia
coli XL-1 Blue (IBPPM 632), полученные из кол-
лекции ризосферных микроорганизмов ИБФРМ
РАН (Россия) (http://collection.ibppm.ru). Культу-
ру выращивали на среде 2хTY, следующего соста-
ва (г/100 мл воды): NaCl – 0.5; триптон (“Becton,
Dickinson and Co.”, Франция) – 1.6; дрожжевой
экстракт – 1.0, при 37°С и 160 об./мин.

В работе использовали следующие антибиоти-
ки: ампициллин, канамицин, тетрациклин (“Sig-
ma”, США), и аминокислоты: L-фенилаланин,
L-триптофан (“Fluka”, Швейцария), а также
L-цистеин (“Merck”, Германия).

Аффинная селекция миниантител из фаговой биб-
лиотеки. В работе использовали хелперный бакте-
риофаг М13К07 (“Stratagene”, Швеция), несущий
ген устойчивости к канамицину.

Синтез белковых конъюгатов ампициллина
проводили по методике, описанной в работе
[13], ампициллин и 1-этил-3-(3-диметиламино-
пропил)-карбодиимид (по 83 мкмоль каждого)
добавляли к 2 мл аликвот дистиллированной воды,
содержащих растворенный белок (0.83 мкмоль бы-
чьего сывороточного альбумина (БСА). Реакцион-
ную смесь инкубировали при комнатной темпера-
туре при непрерывном перемешивании в течение
2 ч, затем инкубировали при 4°С в течение 14 ч,
рН поддерживали на уровне 5.0. Полученные
конъюгаты диализовали против дистиллирован-
ной воды и лиофилизировали.

Для селекции фагов, несущих антитела к конъ-
югатам ампициллина с БСА, в качестве твердой фа-
зы для закрепления антигена использовали план-
шет для иммуноферментного анализа (ИФА).

В лунку вносили 200 мкл антигена и инкубиро-
вали в течение ночи при 4°С, затем блокировали
незанятое антигеном пространство на стенках
планшета 2%-ным раствором сухого обезжирен-
ного молока в течение 1 ч, после чего вносили
200 мкл рекомбинаторной фаговой библиотеки (с
концентрацией 1012 фагмид/мл), как описано в
работе [14] и затем инкубировали в течение ночи
при 4°С. Элюцию фаговых частиц проводили
триэтиламином. Элюированные фаговые части-
цы использовали для инфицирования клеток
E. coli штамма XL-1. Методика получения фаго-
вых антител подробно описана в работах [15].
Фаговые частицы осаждали центрифугировани-
ем 10 мин при 8000 g, осадок ресуспендировали в
1/10 от исходного объема культуры буфера ТЕ
pH 7.5 (5 мл). Полученный препарат осветляли
центрифугированием в тех же условиях, после че-
го фаговые частицы снова осаждали добавлением
1/5 объема раствора ПЭГ6000/NaCl (1.0 мл) с по-
следующим центрифугированием. Осадок рас-
творяли в 1 мл буферного раствора ТЕ.

Концентрацию фаговых частиц определяли
спектрофотометрически, как описано в работе
[16], используя для расчетов следующее соотно-
шение: A269 – А320 ~ 2 × 1014 фаговых частиц/мл,
где А320 – оптическая плотность суспензии фагов
при длине волны электромагнитного излучения
320 нм, А269 – оптическая плотность суспензии
при длине волны 269 нм. Измерения проводили
на спектрофотометре UV-VIS Specord BS 250
(“Analytik Jena”, Германия) в Центре коллектив-
ного пользования научным оборудованием в об-
ласти физико-химической биологии и нанобио-
технологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН.

Полученный препарат фаговых частиц исполь-
зовали для проведения последующих раундов се-
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лекции, осуществляемых в аналогичных условиях.
Специфичность полученных препаратов фаговых
антител определяли методом дот-иммуноанализа.
Титр сыворотки определяли с помощью ИФА по
общепринятой методике [17]. Титр фаговых анти-
тел составил 1 : 1200.

Приготовление наночастиц золота. Наночасти-
цы золота (НЗ) со средним диаметром частиц
(15 нм) получали, используя реакцию восстанов-
ления золотохлористоводородной кислоты (“Al-
drich”, США) цитратом натрия (“Fluka”, Швей-
цария) по методу, описанному в работе [18]. Под-
готовленные наночастицы контролировали по
фотометрической калибровке, а также с помо-
щью трансмиссионной электронной микроско-
пии и регистрации динамического рассеяния све-
та, как описано в работе [19] в Центре коллектив-
ного пользования научным оборудованием в
области физико-химической биологии и нано-
биотехнологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН.

Фотометрическую оценку НЗ проводили на
спектрофотометре UV-vis Specord BS 250 при длине
волны 520 нм (A520).

Трансмиссионную электронную микроскопию
осуществляли с помощью электронного микроско-
па Libra 120 (“Carl Zeiss AG, Oberkochen”, Гер-
мания).

Динамическое рассеяние света исследовали на
приборе Malvern Zetasizer Nano Nanoparticle
Characterization System (“Malvern Instruments”,
Великобритания) с He-Ne лазером (длина волны
633 нм, мощность 4 мВт). Измерения проводили
под фиксированным углом 173° при 25°С. Значе-
ния гидродинамического радиуса, полученные
при регистрации динамического рассеяния света,
составили 15.2 ± 1.4 нм для нативных золотых ча-
стиц.

Процедуру получения конъюгатов наночастиц
золота с фаговыми антителами проводили соглас-
но методике [20].

Дот-иммуноанализ. Для дот-иммуноанализа
использовали мембрану “Western S” (“Sigma-Al-
drich”, США), которую предварительно погружа-
ли в раствор метанола на 30 с. Ампициллин в кон-
центрациях 1.0, 4.0, 6.0, 12, 25, 50 и 100 мкг/мл на-
носили на мембрану “Western S”, а затем
проводили блокировку мембраны с нанесенным на
нее антигеном в течение 1 ч 2%-ным сухим моло-
ком, разведенным в фосфатном буферном растворе
(рН 7.0). Мембрану погружали в раствор специфи-
ческих фагмид, разведенных до концентрации 1 ×
1013 фагмид/мл 10 мМ фосфатного буфера, и прово-
дили инкубацию в течение ночи при 4°С. Затем
мембрану отмывали от неспецифически связав-
шихся фаговых антител в фосфатном буферном
растворе и погружали в конъюгат коллоидного
золота (КЗ) с кроличьими антифаговыми антите-
лами (А520 = 0.5), при 25°С на ночь.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В работе проводили отработку технологии полу-

чения фаговых антител, специфичных в отноше-
нии ампициллина. В 1999 г. в ИБФРМ РАН в ходе
выполнения совместного научного проекта с Уни-
верситетом г. Абердина (Великобритания) был пе-
редан фаговый дисплей антител овцы, протоколы и
методические рекомендации по применению дан-
ной технологии [14]. Основой метода является со-
здание комбинаторной библиотеки, в которой ва-
риабельные участки легких и тяжелых цепей им-
муноглобулинов соединены случайным образом и
представлены на поверхности нитевидного бакте-
риофага (М13К07). Каждый бактериофаг экспрес-
сирует антитела единственной специфичности.
Фаги, несущие антигенсвязывающие фрагменты
антител (scFv, Fab) нужной специфичности, могут
быть отобраны на иммобилизованном антигене.

Для получения фаговых антител, специфичных
к ампициллину, оптимальным носителем выбрана
мембрана “Western S”. Установлено, что количе-
ство антигена, используемого для иммобилизации,
должно быть не менее ×1012 бактериофагов/мл. По-
добран элюент – 100 мМ раствор триэтиламина, для
его нейтрализации выбран 1.0 М Трис-НСl, рН 7.4.
Для повышения чувствительности фаговых анти-
тел рекомендовано проводить не менее 4 раундов
селекции. Контроль специфичности антител ре-
комендовано проводить методом дот-иммуноана-
лиза, титр антител определять методом ИФА. Из-
мерение проводили на микропланшетном спек-
трофотометре АИФ-Ц-01С (ЗАО “Илип”, РФ) при
длине волны 490 нм. Титр полученных фаговых
антител составил 1 : 1200.

С использованием отработанной методики было
проведено 4 раунда селекции фаговых антител к ам-
пициллину. Для увеличения их специфичности с
каждым раундом вдвое уменьшалась концентрации
антигена, как описано в [21]. Начальная концентра-
ция антигена составляла 100 мг/мл. Концентрация
фаговых частиц, определенная спектрофотомет-
рическим методом с использованием формулы:
A269 – А320, составила ~1.2 × 1013 вирионов/мл.

Специфичность фаговых антител определяли
методом дот-иммуноанализа. Метод дот-имму-
ноанализа является, в основном, качественным
или полуколичественным методом, тем не менее,
его использование может оказывать большую по-
мощь при предварительном тестировании. Суть ме-
тода заключается в визуализации специфического
взаимодействия адсорбированного на мембране
антигена и меченых (коллоидными или молекуляр-
ными метками) антител. В работе использовали
стратегию вторичного мечения, аналогично, как
описано [11], то есть сначала проводили биоспеци-
фическую реакцию ампициллин/фаговые антите-
ла, а затем визуализировали ее с помощью меченых
наночастицами поликлональных кроличьих ан-
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тифаговых антител. Были проведены с первого по
четвертый раунды селекции фаговых антител,
специфичных к ампициллину. Только после чет-
вертого раунда селекции методом дот-иммуно-
анализа показано, что фаговые антитела обладали
специфичностью к ампициллину (рис. 1б). После
первого раунда селекции такой четкой картины
не наблюдалось (рис. 1а), также, как и после вто-
рого и третьего раунда. Поэтому сделан вывод,
что для повышения чувствительности фаговых ан-
тител рекомендуется проводить не менее 4 раундов
селекции. Необходимо было определить мини-
мальную концентрацию антигена, детектируемую
визуально с помощью фаговых антител методом
дот-иммуноанализа. Для этого использовали фаго-
вые антитела, специфичные к ампициллину, полу-
ченные после 4 раунда селекции, и ампициллин в
концентрациях 1.0, 4.0, 6.0, 12, 25, 50 и 100 мкг/мл.
В качестве метки использовали 15 нм конъюгаты
коллоидного золота с кроличьими антифаговыми
антителами (200 мкл конъюгата на 1 мл фосфат-

ного буферного раствора при визуальном контро-
ле (около 20 мин).

Из данных, представленных на рис. 2 видно,
что конъюгат связывался с комплексом антиген-
антитело, что можно было визуально наблюдать в
виде серии розовых пятен. Следовательно, полу-
ченные в работе фаговые антитела способны де-
тектировать ампициллин с помощью метода дот-
иммуноанализа при минимальной определяемой
концентрации 1 мкг/мл (различимое связывание
метки, отличное от фонового уровня).

На следующем этапе проводили анализ специ-
фичности взаимодействия полученных фаговых
антител в отношении представителей других
групп антибиотиков. Для этого использовали ан-
тибактериальные препараты, которые, в соответ-
ствии с данными 2020 г., активно используются
во всем мире [1]: тетрациклин (занимает 1 место
по объему продаж) и канамицин (как представи-
тель аминогликозидных антибиотиков, объем

Рис. 1. Дот-иммуноанализ фаговых антител, специфичных к ампициллину, полученных с использованием фаговой биб-
лиотеки после (а) первого раунда и (б) обогащенной библиотеки после 4 раунда селекции: 1 – 100; 2 – 50; 3 – 25; 4 – 12; 5 –
6.0; 6 – 4.0; 7 – 1.0 мкг/мл ампициллина.

(а)

(б)

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

Рис. 2. Дот-иммуноанализ фаговых антител, специфичных к ампициллину, полученных с использованием овечьей фа-
говой библиотеки (Griffin.1, Англия) после 4 раунда селекции, при детекции ампициллина в концентрации: 1 – 1.0; 2 –
4.0; 3 – 6.0; 4 – 12; 5 – 25; 6 – 50; 7 – 100 мкг/мл.

1 2 3 4 5 6 7
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продаж которого составляет 6.2% от общего объе-
ма продаж всех антибактериальных препаратов).

Условия проведения анализа для всех анти-
биотиков были аналогичны тем, как и при ис-
пользовании ампициллина. Установлено, что
конъюгат связывался с комплексом ампициллин
(антиген) – специфичные фаговые антитела, что
можно визуально наблюдать в виде серии розо-
вых пятен (рис. 3). Из представленных данных
видно, что фаговые антитела, специфичны толь-
ко к ампициллину и не взаимодействуют с тетра-
циклином и канамицином.

При разработке биорецептора для определения
антигена одним из важных моментов является ана-
лиз возможности неспецифичного взаимодействия
с другими аналитами, близкими по химическому
строению. Поскольку химическая формула ампи-
циллина, L-фенилаланина и L-триптофана содер-
жат ароматическое кольцо и группу NH2 (рис. 4),
были проведены контрольные исследования по ис-
ключению возможности неспецифичного взаимо-
действия полученных фаговых антител с L-фенил-
аланином и L-триптофаном. Дополнительно
проводили исследования, исключающие неспе-
цифичное взаимодействие фаговых антител в от-
ношении L-цистеина, который также в своем со-
ставе содержит группу NH2 (рис. 4).

Из результатов, представленных на рис. 5, вид-
но, что фаговые антитела, специфичные в отно-
шении ампициллина, не взаимодействуют L-фе-
нилаланином, L-триптофаном и L-цистеином.

Рис. 3. Определение специфичности фаговых антител в отношении ампициллина (а), тетрациклина (б, мкг/мл), кана-
мицина (в) методом дот-иммуноанализа при их концентрации: 1 – 1.0; 2 – 4.0; 3 – 6.0; 4 – 12; 5 – 25; 6 – 50; 7 – 100
мкг/мл.

(а)

(б)

(в)

1 2 3 4 5 76

Рис. 4. Структурные формулы ампициллина, L-фе-
нилаланина, L-триптофана и L-цистеина.
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Как показало исследование, технология фаго-
вого дисплея является перспективным инстру-
ментом для получения антител, специфичных к
ампициллину. Полученные фаговые антитела об-
ладают достаточно высокой специфичностью по
отношению к ампициллину и не взаимодейству-
ют с другими антибиотиками: тетрациклином и
канамицином, а также аминокислотами: L-фе-
нилаланином, L-триптофаном и L-цистеином.
Рекомендовано проводить не менее 4 раундов
биопэннинга для получения фаговых антител,
специфичных к ампициллину. Фаговые антитела,
специфичные к ампициллину, в дальнейшем
могут быть использованы для детекции ампи-
циллина в водных растворах методом дот-имму-
ноанализа, при этом нижний предел детекции
составлял 1 мкг/мл. На данном этапе показана
возможность получения фаговых антител, специ-
фичных к ампициллину, и продемонстрирована
принципиальная возможность их применения для
иммунодетекции ампициллина. В дальнейшем та-
кие фаговые антитела могут быть использованы в
качестве чувствительного (распознающего) эле-
мента сенсорных систем при определении ампи-
циллина в водных растворах.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 22-24-00417, https://rscf.ru/project/22-24-00417/.
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Phage Antibodies as Bioreceptors for Ampicillin Detection
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Ampicillin-specific antibodies were obtained using a sheep display library of scFv fragments (Griffin.1, UK).
Ampicillin was determined by dot-immunoassay with biospecific interaction of selected recombinant anti-
bodies in phage format (phage antibodies). It has been established that the phage antibodies are specific for
ampicillin and do not interact with other antibiotics as tetracycline and kanamycin, as well as with substances
similar in chemical formula – L-phenylalanine, L-tryptophan and L-cysteine. It has been shown that the
method of solid-phase immunoassay with visual consideration of the results makes it possible to ampicillin
detection with the minimum concentration of 1 μg/ml. Phage antibodies are promising for use as a sensitive
(recognizing) element of sensory systems at the ampicillin detection.

Keywords: phage display technology, antibodies, ampicillin, dot-immunoassay
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