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Распознавание биомолекул имеет решающее 
значение не только для своевременной диагности-
ки соматических и инфекционных заболеваний, 
но и при контроле качества пищевых продуктов 
и экологическом мониторинге. Антибиотики – 
важный класс препаратов, предназначенных для 
лечения бактериальных заболеваний человека и 
животных, кроме того, антибиотики широко ис-
пользуются в сельском хозяйстве и пищевой про-
мышленности с начала 1940 гг. Практика исполь-
зования антибиотиков в ветеринарной медицине 
произвела революцию в отрасли. Антибиотики в 
основном используются для лечения инфекций, 
например, лечения респираторных и кишечных 
инфекций на ранней стадии жизни животных или 
для лечения бактериальных инфекций, таких как 
мастит, на взрослой стадии [1]. Кроме того, анти-
биотики активно применяются в качестве корма в 
субтерапевтических концентрациях для ускорения 
роста животных. Злоупотребление антибиотика-
ми создало серьезную угрозу экологии, поскольку 
антибиотики и продукты их деградации попада-
ют в объекты окружающей среды. Повсеместное 

распространение антибиотиков приводит к ухуд-
шению здоровья и качества жизни человека.

Одним из важнейших мероприятий, направлен-
ных на ограничение распространения антибиотиков 
в окружающей среде является мониторинг остатков 
антибактериальных препаратов. В связи с этим ак-
туальной является проблема контроля содержания 
антибиотиков в лекарственных формах, а также их 
определение в биологических жидкостях, в про-
дуктах питания, сточных водах фармацевтических 
предприятий и других объектах. Стандартные ме-
тоды определения антибиотиков обладают высокой 
чувствительностью, но требуют трудоемких этапов 
предварительной обработки образца, что увеличи-
вает их стоимость. Поэтому разрабатываются но-
вые технологии, направленные на экспресс-анализ 
антибиотиков. Одной из наиболее перспективных 
технологий для экспресс-анализа антигенов явля-
ются биосенсоры. Биосенсорные методы анализа 
имеют довольно широкое применение и постепен-
но становятся неотъемлемой частью клинической 
диагностики и экологического мониторинга. Реша-
ющей задачей при разработке биосенсоров является 
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подбор биоселективного агента (элемента распозна-
вания), который обеспечивает специфичное связы-
вание с целевым аналитом, которое фиксируется 
датчиком. В качестве узнающих биоспецифических 
молекул в биосенсорах чаще всего используют ан-
титела, поскольку специфичное взаимодействие 
антиген-антитело обеспечивает уникальную изби-
рательность и высокую чувствительность сенсоров, 
которые характеризуются простотой использова-
ния, надежностью, малым временем отклика. Им-
муноаналитические тест-системы являются одним 
из самых удобных методом мониторинга таких со-
единений, как антибиотики, гормоны, витамины, 
нейромедиаторы, пестициды и др. в крови людей и 
животных, в мясных и молочных продуктах, в куль-
туральных средах [2, 3].

В статье приводится обзор современных мето-
дов определения антибиотиков с помощью имму-
носенсорных систем на основе полноразмерных 
(поликлональных, моноклональных) и фаговых 
антител. Хотя в обзоре и не приведена полная ха-
рактеристика всех существующих разработок по 
иммунодетекции антибиотиков, в ней подробно 
обсуждаются различные распространенные мето-
ды иммуноанализа, их преимущества и недостатки 
в отношении обнаружения широкого спектра ан-
тибиотиков разных групп.

АНТИБИОТИКИ И ВАЖНОСТЬ 
ИХ ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Антибактериальные препараты являются одни-
ми из наиболее важных препаратов, используемых 
в здравоохранении. Однако их эффективному при-
менению препятствует огромное и широко распро-
страненное во всем мире явление бактериальной 
резистентности. Бактериальная антибиотикорези-
стентность ускоряется из-за неконтролируемого 
и иногда неадекватного применения противоми-
кробных препаратов в медицине, широкого ис-
пользования в ветеринарии, а также присутствия 
антибактериальных препаратов в окружающей 
среде и продуктах питания. В результате возникает 
необходимость активизации поиска новых препа-
ратов антибиотиков и ограничения их распростра-
нение в окружающей среде.

В последнее время внимание человечества обра-
щено на безопасность пищевых продуктов, ожида-
ется, что к 2030 г. потребление антибактериальных 
препаратов достигнет более чем 100000 тонн в год 
[4]. Большое количество неиспользованных ан-
тибиотиков, их метаболитов и остатков попадают 
различными путями в окружающую среду, что вли-
яет на природные экосистемы, а также способству-
ет развитию антибиотикорезистентности бактерий.

Антибиотики применяют не только для лече-
ния в медицине и ветеринарии, но и в качестве 
стимуляторов роста скота, при транспортировке 

продуктов питания, в пчеловодстве [5]. Остатки 
антибиотиков являются ключевым объектом мо-
ниторинга качества пищевых продуктов. Чрез-
мерное попадание антибактериальных препаратов 
через пищу приводит к онкологическим заболева-
ниям, повреждению репродуктивной системы или 
тератогенности [6]. Небезопасная пища обычно 
содержит один или несколько антибиотиков. За 
счет синергизма сосуществование нескольких ан-
тибиотиков в одном продукте может повысить их 
токсичность, поэтому важно разрабатывать мето-
ды, способные определять несколько антибиоти-
ков в одной пробе [7].

В мясе, печени, почках, молоке, твороге, сме-
тане, сыре, яйцах, рыбе, меде и других продуктах 
питания достаточно часто обнаруживают остаточ-
ные количества антибиотиков, что предопределяет 
необходимость проведения выборочного, перио-
дического или систематического их контроля. При 
реализации программ по обеспечению продоволь-
ственной безопасности особое внимание уделяют 
качеству молока как стратегически важного про-
дукта питания. На его пищевую ценность влия-
ет множество факторов, прежде всего, состояние 
здоровья животных, от которых оно было получе-
но. Срок годности молока, как сырья для произ-
водства готовой продукции, весьма непродолжи-
телен. Поэтому своевременный и повсеместный 
контроль наличия в молоке остаточных количеств 
ветеринарных препаратов, в том числе антибио-
тиков, считается приоритетной задачей. Важность 
контроля содержания антибиотиков невозможно 
переоценить по той причине, что молочные про-
дукты используются в качестве ингредиентов при 
производстве разнообразных продуктов питания, 
в том числе для детей [8]. В связи с этим проблема 
определения содержания антибиотиков и их мета-
болитов в пищевых продуктах и объектах окружаю-
щей среды представляется весьма актуальной.

Для определения антибиотиков используют 
стандартные, успешно зарекомендовавшие себя 
методы анализа, такие как: микробиологические, 
спектрофотометрические, флуориметрические, 
хемилюминесцентные, различные варианты хро-
матографических методов, в том числе высокоэф-
фективную жидкостную хроматографию и хрома-
то-масс-спектрометрию, инверсионную вольтам-
перометрию, электроаналитическое определение 
с модифицированными электродами, поверхност-
ный плазмонный резонанс, биохимические методы 
(капиллярный электрофорез), колориметрические 
методы и др. [9–12]. Основные аналитические ме-
тоды, используемые для определения антибиоти-
ков, представлены на рис. 1 [1].

Несмотря на значительное количество разра-
ботанных методов определения антибиотиков, од-
ной из наиболее перспективных технологий для 
экспресс-анализа антибактериальных препаратов 
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являются биосенсорные системы. Биосенсоры по-
зволяют проводить качественный и количествен-
ный анализ антибиотиков, что делает их весьма 
востребованными при необходимости крупномас-
штабного анализа антибактериальных препаратов. 
Биосенсоры различной конструкции и техники 
применялись для поиска антибактериальных ве-
ществ в объектах окружающей среды и пищевых 
продуктов.

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О БИОСЕНСОРАХ

Согласно действующему определению Меж-
дународного союза теоретической и прикладной 
химии (IUPAC, International Union of Pure and 
Applied Chemistry), биосенсор представляет собой 
автономный интегрированный биорецептор/пре-
образователь, устройство, предназначенное для 
получения выборочной количественной или по-
луколичественной аналитической информации с 
использованием элемента биораспознавания [13]. 
Биосенсорные систем можно разделить в зависи-
мости от типа биологически чувствительного эле-
мента на три группы: ферментные, аффинные и 
клеточно-тканевые [14, 15]. В качестве элемента 
биораспознавания в биосенсорах используются 
следующие компоненты: ферменты, антигены, ан-
титела, гормоны, клетки, органеллы и др. Общая 
схема сенсора представлена на рис. 2. Биосенсоры 
обладают высоким потенциалом для обнаружения 
антибиотиков из-за их высокой специфичности, 
являются идеальным аналитическим инструмен-
том для быстрого получения информации о соста-
ве сложных систем.

Остаточные количества антибиотиков в пи-
щевых продуктах могут привести к серьезным 
проблемам со здоровьем и безопасностью чело-
веческого организма. Быстрый и своевременный 
анализ антибиотиков с использованием простых 
и чувствительных методов пользуется большим 
спросом. Биосенсоры, в том числе на основе 

наноматериалов, представляют собой аналитиче-
ское оборудование с полезными характеристиками, 
такими как простота, низкая цена, возможность 
установки на месте, высокая точность и чувстви-
тельность для обнаружения аналитов [16, 17].

К молекулам распознавания в составе биосен-
соров предъявляются высокие требования. Лиган-
ды должны быть высокоспецифичными, стабиль-
ными и экономичными в производстве. Принцип 
образования комплекса антиген-антитело широко 
используется в методах иммуноанализа для опре-
деления остаточных количеств антибиотиков, осо-
бенно в качестве рутинных скрининговых методов. 
Среди иммунохимических методов, применяемых, 
в том числе, для детекции антибиотиков, ранее 
активно использовали радиоиммунологический 
и иммунофлуоресцентный анализы. В настоящее 
время чаще применяют различные варианты им-
муноферментного анализа (ИФА), а также твердо-
фазного иммуноанализа (дот-блот, иммунохрома-
тография) [18]. Антитела активно используются как 
датчики биоаффинных взаимодействий в различ-
ных сенсорных системах, успешно применяются 
для разработки разнообразных биочипов и биосен-
соров. Этот же принцип широко применяется при 
конструировании биосенсоров. Аффинные био-
сенсоры являются одной из бурно развивающихся 
областей иммуноанализа, где ключевым моментом 
является регистрация формирования комплек-
са антиген-антитело [19, 20]. Группа биосенсоров 
(используемых, в том числе, для определения анти-
биотиков), основанная на использовании иммуно-
химических реакций биораспознавания получила 
название иммуносенсоры.

Иммуносенсоры – устройства, состоящие из 
специфичного антитела (антигена), связанно-
го с преобразователем, и электронного устрой-
ства, отображающего сигнал о связывании с 
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Рис. 1. Аналитические методы определения анти-
биотиков [1].

Рис. 2. Общая схема биосенсора.
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соответствующим лигандом. C 1980-х годов актив-
но развивается разработка биосенсоров для скри-
нинга остатков антибиотиков, первыми биорецеп-
торами которых являлись антитела [21]. Наиболее 
часто применяемые иммуносенсоры – электрохи-
мический и оптический, последний чаще всего яв-
ляется биосенсором поверхностного плазмонного 
резонанса (ППР). Хотя иммуносенсоры очень се-
лективны, скорость анализа зависит от времени 
инкубации, необходимого для образования ком-
плекса антиген-антитело [22, 23].

Иммуносенсоры используются для оценки ка-
чества лекарственных препаратов, то есть для каче-
ственного и количественного определения веществ 
в анализируемой пробе после реакции связывания 
антигена со специфичными антителами и последу-
ющей детекции. Качественный анализ позволяет 
получить положительный или отрицательный ре-
зультат содержания антигена или антитела в иссле-
дуемом веществе. При проведении количественно-
го анализа определяют содержание того или иного 
антигена или антитела в исследуемом веществе с 
использованием калибровочного графика.

Специфические взаимодействия антиген-анти-
тело обеспечивают уникальную избирательность 
и высокую чувствительность иммуносенсоров, 
простоту в использовании, надежность, малое 
время отклика. Основные принципы современ-
ных методов иммуноанализа представлены в об-
зорах [18, 20, 24].

АНТИТЕЛА ДЛЯ ИММУНОАНАЛИЗА

Антитела – широко распространенный инстру-
мент современной биохимии и микробиологии, 
специфичное взаимодействие антиген-антите-
ло лежит в основе разнообразных иммунохими-
ческих реакций [25]. Высокоаффинные антитела, 
связывающие антигены, используются в качестве 

чувствительного компонента большинства имму-
носенсоров. Антитела в зависимости от техноло-
гии получения могут быть поликлональными, мо-
ноклональными и рекомбинантными.

Антитела, образующиеся в сыворотке крови в 
разных клонах B-лимфоцитов и связывающиеся с 
различными антигенными детерминантами (эпи-
топами) молекулы-мишени (антигеном), называют 
поликлональными антителами. Структура антител 
представлена на рис. 3 [26].

Поликлональные антитела широко используют-
ся в иммунодиагностике и для их получения им-
мунизируют лабораторных животных. Активность 
поликлональных антител представляет собой ком-
бинацию антител различного антигенсвязывающе-
го действия, что делает иммунохимический метод 
менее чувствительным. Присущая поликлональ-
ным антителам вариабельность объясняется раз-
ным иммунным статусом экспериментальных жи-
вотных. Поликлональные антитела продуцируются 
многочисленными клонами. Общая схема взаимо-
действия поликлональных антител с анализируе-
мым агентом представлена на рис. 4.

Использование поликлональных антител име-
ет следующие недостатки при их применении 
в диагностике:
– содержание отдельных антител в поликлональ-
ном препарате может варьировать от одной партии 
к другой;
– поликлональные антитела нельзя применять, 
если необходимо различить две подобные ми-
шени, например, когда патогенная (мишень) и 

Рис. 4. Общая схема действия поликлональных ан-
тител с анализируемым агентом.

Рис. 3. Структура антител [26].

Àíòèãåí-ñâÿçûâàþùèé 
ó÷àñòîê

Âàðèàáåëüíûé
ó÷àñòîê

Êîíñòàíòíûé
ó÷àñòîêÒÿæåëàÿ öåïü

Ëåãêàÿ öåïü



	 ИММУНОАНАЛИЗ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПОЛНОРАЗМЕРНЫХ И ФАГОВЫХ АНТИТЕЛ� 329

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 60	 № 4	 2024

непатогенная (не-мишень) формы различаются 
единственной детерминантой.

Несмотря на указанные недостатки поликло-
нальные антитела широко используются в иммуно-
диагностике и лабораторных исследованиях, пре-
жде всего из-за низкой стоимости их получения, 
также для поиска вариантов белка, если неизвест-
но, какой именно эпитоп открыт для связывания с 
антителами.

В дополнение к поликлональным были разра-
ботаны препараты антител, специфичных к одной 
определенной антигенной детерминанте, то есть 
препараты моноклональных антител. Монокло-
нальные антитела синтезируются одним клоном, 
происходящим от одного предшественника плаз-
матической клетки, направлены только против од-
ного конкретного эпитопа иммуногенного веще-
ства, идентичны по своему строению, относятся к 
одному классу/изотипу/аллотипу иммуноглобули-
нов, имеют одинаковую структуру лиганд-связыва-
ющего сайта и обладают одинаковыми специфич-
ностью и родством, как показано на рис. 5.

Преимущество моноклональных антител заклю-
чается в возможности стандартизации препаратов 
антител. Определенная клеточная линия гибри-
домы при производстве моноклональных антител 
обеспечивает стабильное производство антител и 
не зависит от статуса животного, как в случае с по-
ликлональными антителами. Моноклональные ан-
титела используют в аналитических и прикладных 
исследованиях для отработанных методик и стан-
дартных задач (изготовление лекарств, иммуноди-
агностика и проч.). Важнейший фактор, определя-
ющий широкое использование моноклональных 

антител в различных областях заключается в их 
уникальной специфичности к определенному 
эпитопу.

У гибридомной технологии, несмотря на преи-
мущества, есть ограничения: низкая иммуноген-
ность некоторых целевых молекул, высокая стои-
мость наработки, непредсказуемый иммунный от-
вет в связи с происхождением антител от грызунов, 
большие временные затраты и потребность в клет-
ках миеломы [27].

Рекомбинантные антитела представляют собой 
моноклональные антитела, генерируемые in vitro (без 
использования животных) посредством технологии 
рекомбинантных ДНК. Рекомбинантные антитела 
преодолевают многие ограничения, свойственные 
обычным моноклональным антителам [28]:
– рекомбинантные антитела могут быть получены 
против нестабильных, токсичных, летучих, имму-
носупрессивных или неиммуногенных антигенов;
– рекомбинантные антитела могут быть сконстру-
ированы так, чтобы иметь аффинность от пикомо-
лярного до фемтомолярного диапазона;
– производство рекомбинантных антител занимает 
приблизительно от 2 до 8 нед, в то время как при 
иммунизации животных весь процесс займет более 
4 месяцев;
– нет надобности в содержании животных;
– в отличие от клеточных линий гибридомы, за-
пасы рекомбинантных антител не имеют риска 
истощения.

Развитие технологий дисплеев (фаговых, бак-
териальных, дрожжевых, рибосомных и мРНК) 
стало отправной точкой для продукции различных 
форматов рекомбинантных антител с необходимы-
ми характеристиками. Рекомбинантные антитела, 
такие как Fab-фрагменты или антитела с одноце-
почечным вариабельным фрагментом (scFv) по 
сравнению с полноразмерными природными ан-
тителами, имеют меньшую молекулярную массу и 
повышенную молекулярную подвижность, что обе-
спечивает им более легкий доступ к эпитопу анти-
гена. Это делает их альтернативой классическим 
моноклональным антителам.

Метод фагового дисплея – эффективный метод 
выделения моноклональных антител с высокой 
аффинностью к целевой молекуле. Метод фаго-
вого дисплея основан на манипуляциях с генами 
покровных белков нитевидных фагов – в основ-
ном M13 и Fd. Антитела, полученные с помощью 
фагового дисплея, проходят несколько этапов от-
бора по аффинности и могут использоваться в ка-
честве селективных рецепторов в биосенсорах [29]. 
Показано, что фаговые библиотеки представляют 
собой богатый источник фрагментов антител, свя-
зывающихся с белковыми и гликопротеиновыма 
антигенами с наномолярным сродством и высо-
кой специфичностью. Поэтому фаговые антитела 

Рис. 5. Общая схема действия моноклональных ан-
тител с анализируемым агентом.
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используются в диагностике из-за их специфич-
ности и аффинности. Многие платформы, такие 
как ммунохроматографический анализ, ИФА и 
иммунофлуоресценция, позволяют быстро и точ-
но идентифицировать целевые антигены, обнару-
женные в образце [29].

Огромный потенциал комбинаторных фаговых 
библиотек открывает беспрецедентную возмож-
ность обнаруживать бактерии, вирусы и токси-
канты, игнорируя использование трудоемких диа-
гностических процедур. Одним из важных компо-
нентов при проектировании биосенсора является 
выбор подходящего сенсорного элемента. Фаговый 
дисплей фрагментов антител является перспектив-
ным методом получения стабильных сенсорных 
элементов. Фаговые антитела высокоэффективны 
при обнаружении желаемого аналита; они имеют 
преимущества перед природными иммуноглобу-
линами и в ряде случаев перед их растворимыми 
фрагментами. Сама технология дешевая и быстрая, 
и она позволяет быстро получить репертуар фраг-
ментов антител посредством саморепликации фага. 
Этот репертуар можно даже расширить за счет ис-
кусственного синтеза. Другим важным преиму-
ществом фаговых антител является возможность 
создания гибридных молекул с маркерными бел-
ками, что позволяет эффективно детектировать 
иммунохимические реакции. Кроме того, с появ-
лением фагового дисплея появилась возможность 
вырабатывать антитела к гаптенам, в том числе 
антибиотикам.

ПОЛНОРАЗМЕРНЫЕ АНТИТЕЛА ДЛЯ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИБИОТИКОВ

Загрязнение пищевых продуктов остатками 
антибиотиков стало всемирной проблемой из-за 
интенсивного и неправильного использования 
антибиотиков. Разработка быстрых, высокопро-
изводительных, простых и экономичных методов 
скрининга для обнаружения остатков антибио-
тиков является важным требованием в качестве 
альтернативы традиционным анализам. Иммуно-
анализ является широко распространенным пер-
спективным методом, способным достичь условий 
аналитических методов при оценке защиты пище-
вых продуктов и окружающей среды [18, 30].

Ранее часто для определения антибиотиков ис-
пользовали радиоиммунологический и иммунофлу-
оресцентный анализы. Так описан радиоиммуноло-
гический анализ для обнаружения остатков левоми-
цетина (хлорамфеникола) в яйцах, молоке и мясе. 
Для тканей и других пищевых продуктов животных, 
получавших левомицетин (кур, коров, свиней), пре-
дел обнаружения составил около 200 нг/кг [31]. Этот 
же антибиотик было предложено определять метода-
ми иммунохемилюминесцентной детекции на мем-
бранных носителях [32] и иммунодот-анализа [33]. 

Также иммунодот-анализ использовали для детек-
ции антибиотиков группы аминогликозидов (гента-
мицина, неомицина, канамицина), линкозамидов 
(клиндамицина, линкомицина), фторхинолонов 
(пефлоксацина, энрофлоксацина, ципрофлокса-
цина, норфлоксацина) [34–37]. Фторхинолоновый 
антибиотик левофлоксацин также было предложено 
определять методом флуоресцентно-поляризацион-
ного иммуноанализа, предел обнаружения составил 
0.5 нг/мл [38].

Для детекции антибиотика из группы трици-
клических гликопептидов ванкомицина разрабо-
тан гомогенный конкурентный иммуноанализ тур-
бидиметрического ингибирования [39]. Антитела 
и частицы латекса связываются, образуя агрегаты, 
которые увеличивают мутность раствора. Свобод-
ное лекарственное средство из образца конкуриру-
ет за антитела, тем самым снижая скорость агрега-
ции частиц. Скорость агрегации обратно пропор-
циональна концентрации препарата в образце.

Особенность методов электрохимического ана-
лиза состоит в том, что в анализируемую систему 
не вводятся какие-либо химические реагенты, а 
используются процессы, связанные с переносом 
ионов или электронов. Перспективы использова-
ния электрохимического анализа для определения 
антибиотикочувствительности продемонстрирова-
ны в работах [24, 40, 41]. Привлекательность элек-
трохимических методов для определения антибио-
тиков обусловлена их низкой общей стоимостью, 
быстрым временем анализа и возможностью ми-
ниатюризации аналитической платформы [41–43].

Так, например, в работе [44] описан электрохи-
мический биосенсор на основе аффинности для 
безметочного обнаружения остатков цефтиофура 
в образцах мяса. Датчик использует иммуноанализ 
на самособранных монослоях для нацеливания на 
антибиотик с помощью электрохимической им-
педансной спектроскопии для исследования меж-
фазных емкостных изменений, когда цефтиофур 
связывается с поверхностью датчика. Разные мо-
дификации электрохимических сенсорных си-
стем разработаны для определения левомицетина 
[45, 46].

Магнитные наночастицы, модифицированные 
хитозаном, также использовались для создания 
простых и недорогих электрохимических иммуно-
сенсоров с моноклональными антителами против 
антибиотиков. Магнитные наночастицы облада-
ют хорошей биосовместимостью, низкой токсич-
ностью и высоким переносом электронов; пленки 
хитозана использованы из-за их высокой механи-
ческой прочности [47]. Разработан электрохими-
ческий биосенсор для определения пенициллина 
G путем иммобилизации антител к пенициллину в 
поддерживаемой двухслойной липидной мембране, 
модифицированной наночастицами золота [48].
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Возможности амперометрического определе-
ния тетрациклина с помощью амперометрическо-
го магнитоиммуносенсора, включающего исполь-
зование селективного захватывающего антитела, 
иммобилизованного на поверхности магнитных 
шариков, функционализированных белком G, и 
угольных электродов с трафаретной печатью по-
казаны в работе [49]. Был представлен ампероме-
трический иммуносенсорный метод определения 
β-лактамных антибиотиков в сыворотке и моче 
человека. Этот метод оказался очень чувствитель-
ным, дешевым и воспроизводимым; значение пре-
дела обнаружения составило около 10–11М [50]. 
Отдельные направления применения антител в ка-
честве распознающих компонентов связано с раз-
витием иммуносенсоров на основе трафаретного 
углеродного рабочего электрода [51], а также ком-
бинирования с пьезоэлектрическим резонатором 
[52–54]. Принципы конкурентного иммуноанали-
за реализованы в иммуносенсоре на основе инте-
грированной микро-электромеханической систе-
мы, содержащей восемь золотых микроэлектродов 
(µWE) для определения тетрациклина [55].

Согласно данным, представленным в работе 
[1] оптические биосенсоры на основе ППР до-
вольно часто используются для обнаружения или 
количественного определения остатков антибак-
териальных или противомикробных препаратов в 
пищевой промышленности. Использование мето-
да ППР является предпочтительным выбором из-
за его надежности и высокой чувствительности, а 
также практичности с точки зрения высокой про-
изводительности, надежности и экономической 
эффективности. Оптические иммуносенсоры для 
скрининга остатков ампициллина описаны в рабо-
тах [56, 57]. Разновидности сенсорной ППР-систе-
мы для определения антибиотиков на основе как 
прямого (с иммобилизацией антитела), так и кон-
курентного (с иммобилизацией антигена) методов 
описаны в работе [58]. Некоторые другие виды им-
муносенсоров описаны в работах [24, 59, 60].

Широко распространенным методом детекции 
антибиотиков является ИФА. Его использовали, в 
частности, для определения антибиотиков амино-
гликозидного ряда (канамицина и тобрамицина) 
[61–65], а также тетрациклина [66].

В настоящее время наиболее популярным ме-
тодом определения антибиотиков в биологических 
средах и объектах окружающей среды становится 
иммунохроматографический анализ [67]. С его по-
мощью детектируют антибиотики ряда хинолонов, 
тетрациклинов, β-лактамов, сульфонамидов, лево-
мицетина, стрептомицина и др. [68]. В частности 
иммунохроматографический анализ использовали 
для определения энрофлоксацина [69], цефалекси-
на [70], офлоксацина [71], линкомицина [72], нео-
мицина [73], тетрациклина [74], пенициллина [75]. 
Разработаны иммунохроматографические тесты 

для одновременного обнаружения сразу несколь-
ких антибиотиков в одном образце [76–79].

Иммунохроматографический анализ (также на-
зываемый lateral flow immunoassay, strip test) пред-
ставляет собой иммунохимический тест, основан-
ный на хроматографии (разделения компонентов 
образца на основе различий в их движении через 
сорбент) и иммуноанализе, предназначенного для 
определения наличия или отсутствия целевого ана-
лита. Он основан на том же принципе, что и другие 
твердофазные иммунохимические методы анали-
за (ИФА дот-блот, дипстик-тест), с тем отличием, 
что иммунологическая реакция осуществляется 
на хроматографической бумаге за счет капилляр-
ного действия. Для иммунохроматографического 
анализа используются две разновидности специ-
фических антител против антигена – меченные и 
нативные. Когда жидкий образец наносят на под-
ложку для образцов, антиген в образце образует 
иммунокомплекс с меченым красителем антите-
лом. Комплекс антиген-антитело мигрирует вместе 
с жидким образцом и вступает в контакт с немече-
ным антителом, иммобилизованным на мембране, 
с последующим образованием иммунокомплекса. 
По мере того, как все больше и больше комплек-
сов антиген-антитело останавливаются на тесто-
вой линии, она дает окрашенную полосу, которая 
свидетельствует о присутствии искомого антигена 
в образце. Поскольку жидкость образца проходит 
через мембрану очень быстро, это позволяет опре-
делить наличие или отсутствие антигена в течение 

~15 мин [67].
Для усиления чувствительности анализа пред-

ложен способ, сочетающий недорогой, простой, 
быстрый иммунохроматографический анализ с 
методом гигантского комбинационного рассеяния 
(ГКР). С помощью этого способа разработаны ме-
тодики определения как отдельных антибиотиков, 
так и нескольких антибиотиков в одном образце 
[80–83].

Ведутся исследования по развитию современ-
ных иммуносенсоров для определения аминогли-
козидов [84]. Так, например, для количественного 
определения неомицина предложено использовать 
поликлональные антитела, иммобилизованные на 
бумажной полоске, модифицированной одностен-
ными нанотрубками [85]. Предел обнаружения 
составляет 0.04 нг/мл, относительно широкий ли-
нейный диапазон обнаружения от 0.2 до 125 нг/мл.

Новым направлением исследований являет-
ся развитие иммуносенсоров для одновременно-
го определения нескольких антибиотиков [20, 86]. 
Так, например, в работе [87] показана возмож-
ность одновременного обнаружения тетрацикли-
на, стрептомицина и пенициллина в молоке с ис-
пользованием в качестве узнающего компонента 
антител, с пределом детекции 5 пг/мл для каждого 
из исследуемых препаратов. В табл. 1 представлены 
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различные варианты иммуносенсоров для опреде-
ления ряда антибиотиков с использованием поли-
клональных и моноклональных антител.

Отметим, что по чувствительности анализа им-
мунологические методы определения антибиоти-
ков сопоставимы с традиционно используемыми 
микробиологическими и хроматографическими 
методами. Стандартный диапазон концентраций 
всех методов (0.1–100 нг/мл) охватывает диапазон 
концентраций рутинной дозы анибиотиков, кото-
рый отвечает клиническим потребностям. Имму-
нологические методы хорошо коррелируют с тра-
диционными методами (коэффициент корреляции 
> 0.9), при этом они проще в использовании, об-
ладают хорошей производительностью, более эко-
логичны, экономичны и практичны для больниц 
первичного звена, где нет дорогостоящего обору-
дования. Поскольку имеется широкая номенкла-
тура коммерчески доступных реагентов, иммуно-
логические методы являются часто используемыми 
методами обнаружения антибиотиков в клинике 
[88]. Из недостатков этих методов следует отме-
тить большее количество образца, требуемое для 
анализа, несколько меньшую чувствительность и 
специфичность (во многом из-за большого раз-
мера молекулы иммуноглобулина по сравнению с 
молекулами антибиотиков) по сравнению хромато-
графическими методами. При этом биосенсоры – 
относительно новые аналитические инструменты – 
помогают избежать этих недостатков для простого, 
быстрого, недорогого, высокопроизводительного, 
специфичного и чувствительного обнаружения 
антибиотиков in situ [61, 89]. Помимо этого, на-
блюдается важная тенденция к миниатюризации 
скрининговых систем (чипы, микрочипы), а так-
же к автоматизации. По этим причинам будущие 
разработки должны также включать новые иссле-
дования в области нанотехнологий для обеспече-
ния контроля безопасности пищевых продуктов и 
объектов окружающей среды [90, 91].

Как видно из представленных данных, в имму-
носенсорах для определения антибиотиков актив-
но используются как поликлональные, так и мо-
ноколональные антитела, при этом разработанные 
системы направлены на обнаружение следовых 
количеств определенных антибиотиков. При всех 
достоинствах используемых антител, в последнее 
время все большее внимание уделяется антителам 
фагового происхождения и их применению для де-
текции различных биомолекул.

ФАГОВЫЕ АНТИТЕЛА  
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИБИОТИКОВ

Иммуноанализ – это надежный, эффективный 
и точный метод анализа низкомолекулярных ве-
ществ (в том числе антибиотиков), которые мо-
гут присутствовать в пищевых продуктах. Однако 

традиционные поликлональные и моноклональ-
ные антитела ограничены использованием живот-
ных. С постепенным применением метода фаго-
вого дисплея в качестве эффективной технологии 
селекции in vitro, вариабельные одноцепочечные 
фрагменты иммуноглобулинов (scFv) представля-
ют собой интересную альтернативу традиционным 
антителам. С использованием эффективно создан-
ных исходных библиотек scFv и специально разра-
ботанных схем биопэннинга можно получать scFv, 
обладающие специфическими способностями 
распознавания. Рациональная стратегия мутагене-
за еще больше повышает аффинность scFv и по-
зволяет ей достичь уровня, которого невозможно 
достичь при иммунизации. Наконец, соответству-
ющие меры прокариотической экспрессии обеспе-
чивают стабильное и эффективное производство 
scFv [92].

Большой научный интерес представляет фаго-
вый дисплей, направленный на получение и на-
работку антител к известным антигенам. Данная 
технология является выгодной заменой гибридо-
мной технологии, т.к. фаговая система заменяет 
все этапы работы по иммунизации животных и 
удалению селезенки простыми процедурами ма-
нипулирования с ДНК и бактериями, сокращая 
время получения стабильных клонов, продуци-
рующих антитела, с месяцев до недель и удешев-
ляя процесс [28]. В дальнейшем, полученные та-
ким образом антитела, могут быть использованы 
в качестве селективных рецепторов биосенсоров, 
т.к. они проходят несколько этапов отбора по 
аффинности – биопэннинга.

Биопэннинг – это метод, используемый для 
скрининга и отбора библиотек фагового дисплея 
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Рис. 6. Схема аффинной селекции антител из фаго-
вой библиотеки [93].



	 ИММУНОАНАЛИЗ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПОЛНОРАЗМЕРНЫХ И ФАГОВЫХ АНТИТЕЛ� 335

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 60	 № 4	 2024

на наличие антител, которые специфически свя-
зываются с желаемой мишенью. Этот процесс 
включает в себя несколько этапов выделения и 
амплификации вариантов связывания, исключая 
при этом неспецифическое связывание. Ключевы-
ми этапами биопэннинга являются: иммобилиза-
ция интересующего лиганда на твердой подложке, 
нанесение библиотеки фагового дисплея на твер-
дую подложку, промывка для удаления несвязы-
вающихся клонов, элюирование оставшихся свя-
завшихся фагов с твердой подложки, повторная 
обработка, реамплификация элюированных фагов 
посредством бактериальной инфекции, повторе-
ние процесса, по меньшей мере, в течение трех 
раундов для обогащения вариантов связывания и 
исключения любых неспецифических связываю-
щихся агентов, скрининг элюированных фагов из 
последнего раунда для идентификации и выделе-
ния клонов со специфическим связыванием (рис. 
6). Каждый раунд биопэннинга увеличивает долю 
специфически связывающихся клонов в библиоте-
ке фагового дисплея [93].

Фаговые антитела успешно используются для 
терапии [94, 95], для индикации вирусов [93, 96], 
бактерий и биомаркеров [27, 97]. Развитие техно-
логии фаговой инженерии привело к созданию 
нового типа библиотек фагового дисплея, которые 
обладают огромным ресурсом диагностических/
обнаруживающих зондов и универсальной кон-
струкцией [27].

Для определения фармакодинамики лекар-
ственных средств в организме хорошим инстру-
ментом является фаговый дисплей антител, позво-
ляющий получать антитела к низкомолекулярным 
антигенам (гаптенам). В частности, с применением 
этой технологии были получены и апробированы 
в различных методах иммуноанализа фаговые ан-
титела, специфичные к ампициллину [98] и кана-
мицину [99]. С помощью метода дот-иммуноана-
лиза показана их специфичность к определяемому 
антибиотику.

Метод конкурентного флуоресцентного поля-
ризационного анализа с использованием фаговых 
антител был разработан для определения ветери-
нарного антибиотика моненсина, который широ-
ко применяется в кормах для жвачных животных. 
Чувствительность метода составила 0.03 мкМ [100].

Был разработан воспроизводимый конкурент-
ный ИФА для определения ципрофлоксацина с 
использованием магнитных шариков в качестве 
носителя фаговых антител. Этот анализ показал 
пределы обнаружения и количественного опреде-
ления 9.3 нМ и 33 нМ соответственно [101]. Метод 
непрямого конкурентного ИФА с использовани-
ем фаговых антител был предложен для детекции 
ципрофлоксацина в пищевых продуктах животно-
го происхождения [102]. Этот же метод применя-
ли для обнаружения макролидных антибиотиков 

в целях мониторинга безопасности пищевых про-
дуктов [103] и определения левомицетина в море-
продуктах [104]. scFv против ампициллина было 
предложено применять в методе ИФА в качестве 
диагностического реагента при использовании ан-
тибиотиков у человека и животных, в качестве мо-
дели эффекта экспрессии в Escherichia coli молекул, 
связывающих антибиотики, а также для направ-
ленной эволюции в сторону высокой устойчивости 
к антибиотикам [105].

Для контроля лекарственной аллергии и созда-
ния диагностических тестов на β-лактамный анти-
биотик амоксициллин был разработан хемилюми-
несцентный иммуноанализ с использованием фа-
говых антител [106].

* * *
Неадекватное применение антибактериальных 

препаратов ускорило явление бактериальной рези-
стентности, что является огромной проблемой для 
здоровья человека и окружающей среды. Для обна-
ружения антибиотиков и их метаболитов в различ-
ных объектах окружающей среды перспективным 
направлением является использование современ-
ных методик иммуноанализа и биосенсорики [107].

Предложено большое количество коммерчески 
доступных реагентов и аналитических наборов для 
иммуноанализа антибиотиков. Так ИФА, являясь 
одним из наиболее часто используемых клиниче-
ских методов определения антибиотиков, может 
использоваться для быстрого тестирования образ-
цов с применением обычных биохимических ана-
лизаторов и коммерческих наборов [88]. В частно-
сти, коммерческие ИФА наборы для определения 
ряда антибиотиков выпускает фирмы PerkinElmer 
(США), Roche Diagnostics (Швейцария), Siemens 
Healthineers (ФРГ) и др. [104, 108]. Также в послед-
ние годы различные коммерческие стрип-тесты на 
основе иммунохроматографического метода были 
произведены несколькими компаниями под раз-
ными торговыми названиями (Bioo AuroFlow™, 
PerkinElmer; Charm ROSA, CHARM Science, США; 
IDEXX SNAP, ThermoFisher Scientific, США). Та-
кие тесты выявляют многочисленные антибиоти-
ки с высокими пороговыми значениями [89, 90]. 
Для анализа с использованием метода ППР широ-
ко используются аналитические системы Biacore™ 
(“Cytiva”, Швеция), SPReeta (“Texas Instruments”, 
США) и BioSuplar (“Mivitec”, ФРГ) [22, 58]. На ос-
нове иммунофлуоресцентного анализа была разра-
ботана мультифункциональная платформа Extenso 
(“Unisensor”, Бельгия), которая позволяет опреде-
лить остаточные уровни 98 антибиотиков [8].

Разрабатываются новые модели иммуноанализа 
с применением машинного обучения и интеллек-
туальных наномашин [109, 110]. Учитывая преи-
мущества разработки и применения иммунобио-
сенсоров в области детекции антибиотиков, в этом 
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обзоре представлены данные об использовании и 
перспективах применения биосенсоров для обна-
ружения антибактериальных веществ в окружаю-
щей среде и пищевых продуктах.

За последние три десятилетия поликлональные 
и моноклональные антитела стали наиболее важ-
ными классами биоспецифичных компонентов 
сенсорных систем при обнаружении антибиотиков. 
Разработка антител была ускорена благодаря тех-
нологиям рекомбинантной ДНК, которые позво-
лили гуманизировать мышиные моноклональные 
антитела, сделать их пригодными для применения 
в качестве селективного агента. Фаговый дисплей 
антител – первая и наиболее широко используемая 
технология селекции in vitro. Он оказался надежной 
и универсальной платформой для получения анти-
тел. Учитывая высокую специфичность фаговых 
антител к антибиотикам, в дальнейшем они смо-
гут составить конкуренцию антителам нефаговой 
природы при использовании в биосенсорах.
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Immunoassay Using Full-Length and Phage Antibodies  
for Antibiotic Detection
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The widespread use of antibiotics, leading to antibiotic resistance and the appearance of antibiotics in the 
environment and food, stimulates the development of new methods for monitoring antibacterial drugs in 
environmental objects. One of the promising areas for the development of methods for determining antibiotics 
belongs to sensor technologies. The key point in the development of sensory systems is the selection of a sensitive 
(recognizing) element. One of the most popular methods for recognizing antibiotics is the use of antibodies. 
The work presents the main immunosensory systems based on recording the “antigen-antibody” interaction 
and shows the advantages and disadvantages of polyclonal and monoclonal antibodies. The possibility of using 
phage antibodies to determine of antibiotics is described separately.
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