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Получены рекомбинантные антитела, специфичные к канамицину, с использованием овечьей дис-
плейной библиотеки фрагментов scFv (Griffin.1) и показана возможность их применения для опре-
деления канамицина методом дот-иммуноанализа. Минимальная определяемая концентрация ка-
намицина составляет 1 мкг/мл (различимое связывание метки, отличное от фонового уровня). По-
казано, что антиканамициновые фаговые антитела обладали специфичностью в отношении
канамицина и не взаимодействовали с другими антибиотиками (неомицином, тетрациклином, ам-
пициллином, гентамицином). Антиканамициновые фаговые антитела являются перспективной
альтернативой моноклональным антителам для использования при определении канамицина.
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Фаговый дисплей – технология, разработан-
ная американским химиком Джорджем П. Сми-
том, в основе которой лежит экспонирование чу-
жеродных пептидов или белков на поверхности
фаговых частиц в составе одного из химерных
белков оболочки [1–3]. Эта технология основана
на возможности экспрессии чужеродного белка
на поверхности нитчатого бактериофага М13,
проведении встройки гена, кодирующего фраг-
мент эндонуклеазы рестрикции EcoRI, в единую
рамку трансляции с минорным белком оболочки
pIII нитчатого бактериофага [4]. Метод представ-
ления пептида на поверхности бактериофага М13
был изобретен в 1985 г. В 1989 г. были клонирова-
ны гены иммуноглобулинов, что позволило обой-
тись без гибридомной технологии для получения
антител. Первоначально в бактериях синтезиро-
вали Fab или scFv фрагменты антител, создавая
библиотеки клонов, и проводили вручную отбор
наиболее аффинных клонов с помощью радиоак-
тивно-меченного антигена, что было весьма тру-
доемко и неэффективно. В 1990 г. впервые ис-
пользовали дисплейную технологию представле-
ния фрагментов антител на поверхности фагов, а
в 1991 создали первую библиотеку вариабельных
фрагментов. Метод фагового дисплея был ис-
пользован для экспонирования антигенсвязыва-
ющих фрагментов иммуноглобулинов на поверх-
ности бактериофага fd [5]. В результате появился

новый комбинаторный подход к разработке ре-
комбинантных антител, являющийся альтерна-
тивным традиционной гибридомной технологии.
Технология фагового дисплея основана на про-
стых процедурах манипулирования с ДНК и бак-
териями [4–6], что значительно сокращает время
получения и стоимость стабильных клонов [7, 8].
Общая схема получения комбинаторной фаговой
библиотеки включает следующие этапы.

1. Из донорских иммунных или интактных В-
лимфоцитов человека, мыши, кролика, цыплен-
ка, свиньи, собаки, обезьяны, овцы, коровы и др.
выделяют мРНК и клонируют гены scFv, Fab-
фрагментов или др.

2. Данные гены встраивают в фагмиду в еди-
ную рамку трансляции с геном, кодирующим бе-
лок капсида (обычно p3).

Полученными фагмидами заражают клетки
Escherichia coli, в которых происходит экспрессия
фагмидных генов и сборка вирионов, которые в
составе капсидных белков будут экспонировать и
чужеродный фрагмент антитела. В зависимости от
выбранной векторной системы этот этап проходит
с использованием хелперных фагов или без них.
Таким образом, получают популяцию бактерио-
фагов, каждый из которых экспонирует на своей
поверхности определенный антигенсвязывающий
домен [9, 10]. Схема конструирования фрагмен-
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тов антител фаговой библиотеки представлена на
рис. 1 [11].

Фаговый дисплей антител, позволяющий по-
лучать антитела к низкомолекулярным антигенам
(гаптенам), является перспективной методикой
для определения антибактериальных препаратов.
С момента получения первых антител на поверх-
ности фагов интерес к применению фагового
дисплея неуклонно растет. За последние пять лет
количество публикаций, посвященных примене-
нию рекомбинантных фаговых антител возросло
более чем в два раза: от 70 статей в 2018 г. до 142
статей в 2022 г. [12–16]. Так, например, с приме-
нением технологии фагового дисплея получены и
апробированы в различных методах иммуноана-
лиза фаговые антитела к ивермектину [17], дими-
назину [18], ферритину [19], силимарину [20], ам-
пициллину [21]. Одним из антибиотиков, кото-
рый применяется не только для лечения, но и в
качестве стимулятора роста животных и в кормовых
добавках для профилактики заболеваний, является
канамицин [22]. Неконтролируемое применение

канамицина приводит не только к повышению
устойчивости бактерий к нему, но и вызывают
накопление остатков канамицина в воде. Кана-
мицин угрожает здоровью человека, поскольку
он может накапливаться в организме и характе-
ризуется потенциальной ототоксичностью и неф-
ротоксичностью [23, 24]. Особенную опасность
представляет канамицин при попадании в воду,
поскольку для его гидролиза необходима темпе-
ратура не ниже 100°C [25], поэтому контроль со-
держания канамицина в воде и развитие методов
для его определения представляет особый инте-
рес.

Наиболее распространенным вариантом полу-
чения антител, обладающих специфичностью к
конкретному антигену, является иммунизация
животных. Возможность использования антика-
намициновых антител нефагового происхождения
для определения антибиотика описана в работах
[26–30]. Альтернативным методом получения спе-
цифичных антител, не требующим иммунизации
животных, является технология фагового дис-

Рис. 1. Схема конструирования фрагментов антител фаговой библиотеки [11].
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плея. Поэтому важным моментом при развитии
методов определения канамицина является под-
бор специфичного антитела, в том числе с помо-
щью технологии фагового дисплея.

Цель работы – совершенствование технологии
фагового дисплея для получения антиканамици-
новых антител и оценка возможности их приме-
нения для определения канамицина.

МЕТОДИКА
Бактериальная культура и питательные среды.

Использованы бактерии Escherichia coli штамма
TG1, полученные из коллекции ризосферных мик-
роорганизмов ИБФРМ РАН (Россия, http://collec-
tion.ibppm.ru). Культуры выращивали на жидкой
питательной среде 2хTY следующего состава
(г/100 мл воды): NaCl – 0.5; триптон (“Becton,
Dickinson and Company”, Франция) – 1.6; дрож-
жевой экстракт – 1.0, при 37°C с перемешивани-
ем при 160 об./мин.

В работе использовали антибиотики: канами-
цин, ампициллин, тетрациклин, гентамицин,
неомицин (“Sigma”, США).

Аффинная селекция миниантител из фаговой
библиотеки. В работе использовали фаговую биб-
лиотеку антител (Ат) овцы, любезно предостав-
ленную профессором Университета г. Абердин
(Великобритания) У. Харрисом [9]. В работе ис-
пользовали хелперный бактериофаг М13К07
(“Stratagene”, Швеция).

Синтез белковых конъюгатов канамицина
проводили по методике, описанной в работе [30].

Для селекции фагов, несущих антитела к
конъюгатам канамицина с бычьим сывороточ-
ным альбумином (БСА), в качестве твердой фазы
для закрепления антигена использовали мембра-
ну “Wester S”, как описано в [21, 32]. Блокировку
незанятого антигеном пространства на стенках
планшета проводили 2% раствором сухого обез-
жиренного молока (“Scharlau”, Испания) в тече-
ние 1 ч. Элюцию фаговых частиц проводили три-
этиламином. Элюированные фаговые частицы
использовали для инфицирования клеток E. coli
штамма TG1. Методика получения фаговых анти-
тел подробно описана в работе [21].

Отбор фаговых частиц библиотеки или аф-
финная селекция проводилась следующим обра-
зом: клоны библиотеки инкубировали с иммоби-
лизованным антигеном (канамицином); удаляли
при помощи отмывки фаговые частицы, не свя-
завшиеся с антибиотиком; элюировали связав-
шиеся фаговые частицы; заражали отобранными
клонами клетки E. coli и проводили амплифика-
цию с последующим выделением аффинных кло-
нов, как описано [21].

Концентрацию фаговых частиц определяли
спектрофотометрически, как описано в работе

[33] на спектрофотометре UV-VIS Specord BS 250
(“Analytik Jena AG”, Германия) в Центре коллек-
тивного пользования научным оборудованием в
области физико-химической биологии и нано-
биотехнологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН.

Полученный препарат фаговых частиц исполь-
зовали для проведения последующих раундов се-
лекции, осуществляемых в аналогичных условиях.
Специфичность полученных препаратов фаговых
антител определяли методом дот-иммуноанали-
за. Титр сыворотки определяли с помощью мето-
да твердофазного иммуноферментного анализа
(ИФА) по общепринятой методике [34]. Титр фа-
говых антител составил 1 : 2000.

Наночастицы золота. Наночастицы золота со
средним диаметром частиц (15 нм) получали, ис-
пользуя реакцию восстановления золотохлори-
стоводородной кислоты (“Aldrich”, США) цитра-
том натрия (“Fluka”, Швейцария) по методу,
описанному в работе [35]. Наночастицы контро-
лировали по фотометрической калибровке, с по-
мощью трансмиссионной электронной микро-
скопии и регистрации динамического рассеяния
света, как описано [36] в Центре коллективного
пользования научным оборудованием в области
физико-химической биологии и нанобиотехно-
логии “Симбиоз” ИБФРМ РАН.

Дот-иммуноанализ. Для дот-иммуноанализа
использовали мембрану “Western S” (“Sigma-Al-
drich”, США), которую предварительно погружа-
ли в раствор метанола на 30 с. Методика проведе-
ния подробно описана в работе [21]. Канамицин
наносили на мембрану “Western S” в концентра-
циях 0.5; 1; 2; 4, 6, 12, 25, 50 и 100 мкг/мл. Блоки-
ровку мембраны проводили в течение 1 ч 2%-ным
сухим молоком, разведенным в фосфатном бу-
ферном растворе (рН 7.0). Мембрану погружали в
раствор специфичных фагмид, разведенных до
концентрации 1 × 1013 в 1 мл 10 мМ фосфатного
буфера, и проводили инкубацию в течение ночи
при 4°C. Затем мембрану отмывали от неспеци-
фически связавшихся фаговых антител в фосфат-
ном буфере и погружали в конъюгат коллоидного
золота с кроличьими антифаговыми антителами
(А520 = 0.5) при 25°C на ночь. После окрашивания
мембрану промывали в фосфатном буфере и вы-
сушивали.

Метод твердофазного иммуноферментного ана-
лиза (ИФА). Для ИФА использовали 96-луночные
полистироловые планшеты. Ампициллин, кана-
мицин и тетрациклин растворяли в 10 мМ фос-
фатном буфере (рН 7.0). Антибиотики титровали
(исходная концентрация 1 мг/мл) с помощью
двойных последовательных разведений и иммо-
билизировали в планшетах методом простой ад-
сорбции при комнатной температуре на протяже-
нии ночи. В качестве первичных антител вносили
фаговые антиканамициновые антитела (разведе-
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ние 1 : 10), которые затем взаимодействовали со
вторичными кроличьими антифаговыми антите-
лами (разведение 1 : 2). Для ферментативного ме-
чения взаимодействия антиген-антитело была
использована пероксидаза хрена, конъюгирован-
ная с козьими антикроличьими антителами. В
качестве субстрата для пероксидазы использова-
ли о-фенилендиамин в присутствии перекиси во-
дорода. Оптическую плотность образцов после
проведения ферментативной реакции измеряли
с помощью мультипланшетного фотометра Mul-
tiskan Ascent (“ThermoLabsystems”, Финляндия)
при длине волны 492 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При отработке технологии фагового дисплея

для получения антиканамициновых антител, бы-
ли проведены с первого по четвертый раунды се-
лекции фаговых антител, специфичных к кана-
мицину. Проверку специфичности антиканами-
циновых фаговых антител после каждого раунда
селекции проводили методом дот-иммуноанализа,
который заключается в качественном и полуколиче-
ственном тестировании антител. Суть метода за-
ключается в визуализации специфического взаимо-
действия адсорбированного на мембране антигена и
меченых (коллоидными или молекулярными мет-
ками) антител. В работе использовали стратегию
вторичного мечения, которая успешно была ра-
нее апробирована в работе [19]: сначала проводи-
ли биоспецифическую реакцию канамицин/фа-
говые антитела, а затем визуально оценивали ре-
акцию с помощью меченых наночастицами
поликлональных кроличьих антифаговых антител.

На рис. 2 представлены данные дот-иммуноанализа
для антиканамициновых фаговых антител после 3 и
4 раундов селекции, поскольку специфичность ан-
тиканамициновых фаговых антител в отношении
канамицина увеличилась после этих раундов се-
лекции. При проведении исследований по опре-
делению минимальной концентрации антигена,
визуально детектируемого с помощью антикана-
мициновых фаговых антител методом дот-имму-
ноанализа показано, что данные антитела позво-
ляют определять канамицин. Так, из результатов,
представленных на рис. 2б видно, что фаговые
антитела, специфичные к канамицину, позволя-
ли определять канамицин в водных растворах ме-
тодом дот-иммуноанализа с нижним пределом
детекции 1 мкг/мл.

Дополнительно для оценки специфичности
антиканамициновых антител проводили ИФА
после первого (рис. 3а), второго (рис. 3б), третьего
(рис. 3в) и четвертого (рис. 3г) раундов селекции ан-
тител. В качестве дополнительного контроля спе-
цифичности антиканамициновых фаговых анти-
тел, использовали ампициллин и тетрациклин.
Данные, полученные методом ИФА (рис. 3), по-
казывают, что фаговые антиканамициновые ан-
титела выявляли канамицин, но не обнаруживали
другие антибиотики.

На основании проведенных исследований сде-
лан вывод, что для повышения чувствительности
фаговых антител рекомендовано проводить не
менее четырех раундов селекции.

Для экспериментов по оценке специфичности
фаговых антител к канамицину использовали ан-
тибиотики, которые относятся к разным классам:

тетрациклин – представитель тетрациклинов,
занимает 1 место по объему продаж среди всех ан-
тибиотиков; ампициллин – представитель бета-
лактамных антибиотиков вместе с пенициллина-
ми (сведения по бета-лактамным антибиотикам
приводятся совместно с пенициллинами) зани-
мают 2 место по объему продаж среди всех анти-
биотиков [37].

При разработке специфичного рецептора для
определения антигена одним из важных моментов
является оценка неспецифичного взаимодействия с
другими аналитами. Поэтому дополнительно про-
водили анализ возможности неспецифичного вза-
имодействии антиканамициновых антител с дру-
гими представителями аминогликозидных анти-
биотиков. В работе использовали гентамицин и
неомицин. Структурные формулы используемых
в работе аминогликозидных антибиотиков пред-
ставлены на рис. 4. Условия проведения анализа
для всех антибиотиков были аналогичны тем, ко-
торые были и при использовании канамицина.
Как видно из данных, представленных на рис. 5,
фаговые антиканамициновые антитела взаимо-
действуют только с канамицином, но не связыва-

Рис. 2. Дот-иммуноанализ фаговых антител, специ-
фичных к канамицину, полученных с использовани-
ем фаговой библиотеки после третьего (а) и четверто-
го (б) раундов селекции: 1 – 100; 2 – 50; 3 – 25; 4 –
12.5; 5 – 6; 6 – 5; 7 – 4; 8 – 3; 9 – 2; 10 – 1 (мкг/мл).

(а)

(б)

1 2 3 4 5

1 2 3 4 5
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ются с ампициллином, гентамицином, тетрацик-
лином и неомицином.

Таким образом, отработана технология полу-
чения антиканамициновых антител с помощью
фагового дисплея. Методом дот-иммуноанализа
при биоспецифичном взаимодействии отобранных
фаговых антиканамициновых антител проведе-
но определение канамицина в водных растворах,
при минимальной определяемой концентрации
1 мкг/мл (различимое связывание метки, отлич-
ное от фонового уровня). Показано, что получен-
ные антиканамициновые антитела специфичны в
отношении канамицина и не взаимодействуют с
представителями других антибактериальных пре-
паратов: ампициллином, тетрациклином, гента-
мицином и неомицином.

Перспективность получения и применения
моноклональных и поликлональных антител для
определения канамицина показаны с помощью
конкурентного прямого ИФА и иммунохромато-
графического анализа [38], метода поляризаци-
онного флуоресцентного иммуноанализа [39], а

также с помощью иммуносенсорных технологий
[40–43]. В данной работе показана альтернатив-
ная возможность получения антител, специфич-
ных к канамицину, с применением технологии
фагового дисплея. Технология фагового дисплея
обеспечивает быструю и экономичную наработку
антител с использованием нитевидного фага.
Производство рекомбинантных антител включает
несколько этапов, но все они проводятся in vitro и
отсутствует необходимость проведения экспери-
ментов с привлечением животных. Это основное и
важное преимущество данной технологии по
сравнению с традиционными методами получе-
ния антител. Еще одним преимуществом фагово-
го дисплея является меньшее время, необходимое
для продукции антител. Это делает фаговый дис-
плей эффективным в долгосрочной перспективе.
Однако, следует признать, что фаговые антитела
имеют низкую аффинность по сравнению с
обычными иммуноглобулинами.

Таким образом, рекомбинантные антитела,
полученные с помощью фагового дисплея, созда-

Рис. 3. ИФА фаговых антител, специфичных к канамицину после первого (а), второго (б), третьего (в) и четвертого (г)
раундов селекции: 1 – канамицин, 2 –ампициллин, 3 – тетрациклин.

0

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

4210.5 8 15 31 63 125 250 5001000

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь 
(4

92
 н

м
)

Концентрация, мкг/мл

(а)

1 раунд
1
2
3

0

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

4210.5 8 15 31 63 125 250 5001000

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь 
(4

92
 н

м
)

Концентрация, мкг/мл

(б)

2 раунд

1

2

3

0

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

4210.5 8 15 31 63 125 250 5001000

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь 
(4

92
 н

м
)

Концентрация, мкг/мл

(в)

3 раунд
1

2

3

0

1.0

0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

0.3
0.2
0.1

4210.5 8 15 31 63 125 250 5001000

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь 
(4

92
 н

м
)

Концентрация, мкг/мл

(г)

4 раунд

1

2

3



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 5  2023

ФАГОВЫЕ АНТИТЕЛА ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАНАМИЦИНА 517

ют перспективную платформу для определения
антибиотиков и могут быть использованы для их
анализа.
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Phage Antibodies for Kanamycin Detection
O. I. Guliya, *, S. S. Evstigneevaa, S. A. Staroverova, b, A. S. Fomina, and O. A. Karavaevaa

a Institute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms – Subdivision of the Federal State Budgetary Research 
Institution Saratov Federal Scientific Centre of the Russian Academy of Sciences (IBPPM RAS), Saratov 410049 Russia

b Saratov State Vavilov Agrarian University, Saratov 410049 Russia
*e-mail: guliy_olga@mail.ru

Recombinant antibodies specific to kanamycin were obtained using a sheep display library of scFv fragments
(Griffin.1) and the possibility of their use for the determination of kanamycin by dot-immunoassay was
demonstrated. The minimum detectable concentration of kanamycin is 1 μg/mL (distinguishable label bind-
ing other than background). It has been shown that anti-kanamycin phage antibodies are specific for kana-
mycin and do not interact with other antibiotics (neomycin, tetracycline, ampicillin, gentamicin). Anti-ka-
namycin phage antibodies are a promising alternative to monoclonal antibodies for use in the determination
of kanamycin.

Keywords: phage display antibodies, kanamicin, detection, dot-immunoassay
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