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Технология фагового дисплея антител произвела революцию в области иммунодетекции бактерий.
Данная технология позволяет экспрессировать антитело, слитое с белком оболочки нитевидного
бактериофага. Применение фагового дисплея позволяет получать высокоаффинные антитела, ми-
нуя этап иммунизации животных, сокращая время получения стабильных клонов, продуцирующих
антитела, с нескольких месяцев до нескольких недель, заметно удешевляя процесс. Данные пре-
имущества делают фаговые антитела важным инструментом для детекции бактерий. В работе пред-
ставлено краткое описание технологических приемов при получении фаговых антител к микроб-
ным клеткам. Обсуждаются возможности и перспективы применения фаговых антител в качестве
селективного агента в аналитических системах, в том числе в биосенсорах.
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Успехи современной биотехнологии, медици-
ны и сельского хозяйства зачастую зависят от того,
насколько быстро можно обнаружить специ-
фичные антигены. Антитела, благодаря специ-
фическому связыванию с комплементарными
участками антигенов, используются для решения
ряда биотехнологических задач [1–5].

Наиболее распространенным вариантом полу-
чения антител, обладающих специфичностью к
конкретному антигену, является иммунизация, в
ходе которой данный антиген вводится вместе с
компонентами, которые усиливают иммунный от-
вет (адъювантами), в организм животного (кроли-
ка, мыши, овцы и др.). Сыворотка крови иммуни-
зированного животного будет содержать поликло-
нальные антитела, представляющие собой
гетерогенную по строению, эпитопной специ-
фичности и аффинности популяцию антител [6].
Недостатком поликлональных антител является
их специфичность к ряду детерминант антигена
[7].

Следует отметить, что эффективность диагно-
стических иммунохимических методов зависит, в
первую очередь, от качества используемых спе-
цифических антител. Поэтому дальнейшее разви-
тие методов получения антител привело к созда-
нию гибридомной технологии. Получаемые при

помощи данной технологии моноклональные ан-
титела продуцируются одним клеточным клоном,
узнают один эпитоп и сохраняют свои свойства
во многих генерациях гибридной клетки [8]. Вы-
сокая специфичность моноклональных антител
при взаимодействии с антигенами, а также возмож-
ность их оперативного получения, позволяют ис-
пользовать данные антитела для исследования и де-
текции разнообразных по природе и свойствам
антигенов. В настоящее время с привлечением
гибридомной технологии получены антитела, ко-
торые применяются для выявления различных
соединений (гормонов, витаминов, лекарствен-
ных препаратов), патогенных микроорганизмов и
их токсинов, а также успешно используются в им-
мунотерапии [5, 9]. К примеру, при использовании
моноклональных антител показана возможность
определения холерного токсина [10], рекомби-
нантных и вирусных белков лихорадки Эбола и
Марбурга [11].

Большой научный и практический интерес
представляет фаговый дисплей, направленный на
получение и наработку антител к известным ан-
тигенам. Фаговые антитела в качестве биорецеп-
торов имеют ряд преимуществ перед стандартны-
ми иммуноглобулинами: они намного меньше по
размеру и обычно содержат менее 100 аминокис-
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лотных остатков, обладают высокой стабильно-
стью и химической устойчивостью, а также де-
шевле в производстве. Таким образом, фаговые
антитела отлично подходят для создания биосенсо-
ров, которые могут найти применение во многих
сферах деятельности, в том числе в пищевой про-
мышленности, медицине, фармакологии, биотех-
нологии, экологии и т.д.

Несмотря на то, что с начала 2000 гг. было
опубликовано несколько блестящих обзоров, по-
священных фаговому дисплею антител [12–14],
проблема их использования в аналитических ме-
тодах не нашла достаточно полного освещения в
литературе. Поэтому цель настоящего обзора за-
ключается не только в описании преимуществ
технологии фагового дисплея применительно к
получению специфичных антител, но и в оценке
возможности их использования для детектирова-
ния бактерий.

ОСОБЕННОСТИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
АНТИГЕН-АНТИТЕЛО

Свойство аффинности предоставляет уникаль-
ные возможности для изучения взаимодействий, в
частности, антиген-антитело или бактериофаг-
микробная клетка [15–18]. Под аффинным взаимо-
действием понимают способность двух или более
молекул к образованию химической связи, в том
числе между паратопом антитела и эпитопом ан-
тигена. Аффинитет, или прочность комплемен-
тарного связывания антигена с антителом, можно
количественно измерить при помощи определе-
ния константы ассоциации.

Важную функцию при взаимодействии анти-
тела с антигеном выполняют гипервариабельные
участки молекулы антитела – области CDR (com-
plementarity determining regions). Данные участки
представляют собой петли, расположенные между
β-складками, причем по протяженности и амино-
кислотной последовательности у различных анти-
тел они могут существенно отличаться. Формиру-
емая из шести петель CDR трехмерная структура
антитела участвует в распознавании комплемен-
тарного ей эпитопа на поверхности антигена [7].

Аминокислотные остатки (а.о.), входящие в
состав CDR и взаимодействующие с эпитопом,
называют участками, определяющими специ-
фичность, или участками SDR (specificity deter-
mining regions). Во взаимодействии антигена и
антитела могут участвовать от 5 до 15 а.о., входя-
щих в состав эпитопа, и, как правило, столько же
а.о. паратопа [19]. Помимо а.о., непосредственно
контактирующих с эпитопом, ключевую роль в
распознавании антигена играют а.о., которые вы-
полняют структурную функцию и обеспечивают
необходимую конформацию CDR-петель, тем са-
мым осуществляя правильное взаимное располо-

жение в пространстве взаимодействующих поверх-
ностей [20]. Связь антигена с антителом является
обратимой и осуществляется за счет водородных
связей, электростатических и гидрофобных взаи-
модействий, а также за счет сил Ван-дер-Ваальса.
Несмотря на то, что данные виды связей слабее
ковалентной, в совокупности они обеспечивают
высокоаффинное взаимодействие эпитопа и па-
ратопа [21].

ОСНОВНЫЕ МЕТОДИЧЕСКИЕ ЭТАПЫ 
ТЕХНОЛОГИИ ФАГОВОГО ДИСПЛЕЯ

Д. Маккаферти с соавт. [22] предложили ис-
пользовать метод фагового дисплея антител. В
своей работе авторы показали возможность отбора
антигенсвязывающих фрагментов антител (Fab),
которые экспонированы на поверхности ните-
видного фага, на иммобилизованном антигене.

Предложенный метод получения рекомби-
нантных моноклональных антител стал широко
использоваться и зарекомендовал себя как высо-
ко эффективный подход для изучения белок-бел-
ковых, белок-пептидных, ДНК-белковых взаи-
модействий [23]. Метод позволяет использовать
бактериофаги для соотнесения генотипа (гены
вариабельной области антитела) с фенотипом
(белок с требуемой связывающей функцией). Для
выявления соответствия между генотипом и фе-
нотипом требуется тщательный скрининг и ам-
плификация белковых библиотек в процессе, на-
зываемом in vitro селекцией, который аналогичен
естественному отбору [24, 25].

Данная технология является альтернативой
гибридомной технологии, при этом фаговая систе-
ма заменяет основные этапы работы по иммуниза-
ции животных процедурами манипулирования с
ДНК и бактериями. При этом существенно сокра-
щается время получения стабильных клонов, про-
дуцирующих антитела (с месяцев до недель), а так-
же снижаются затраты на их наработку. Молеку-
лярно-направленные аффинные лиганды играют
важную роль в исследовании патогенеза ряда забо-
леваний [26–29], используются в фармацевтиче-
ских разработках [30–32], приложениях для нано-
технологий [33], дизайне агентов молекулярной
визуализации [34–37]. Кроме того, антитела, полу-
ченные с помощью технологии фагового дисплея,
проходят несколько этапов отбора по аффинности
и могут быть использованы в качестве селектив-
ных рецепторов в составе биосенсоров [38, 39].

Суть технологии фагового дисплея антител со-
стоит в получении высокоаффинных антител (или
их фрагментов), экспонированных в составе обо-
лочки бактериофагов.

Основные этапы данной технологии включают:
• конструирование фаговых библиотек или

выбор из имеющихся;
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• обогащение фаговой библиотеки при помощи
аффинной селекции (биопэннинг).

При использовании метода фагового дисплея
в геном бактериофагов встраивают последова-
тельность, кодирующую ген химерного белка,
продукт которого состоит из какого-либо фраг-
мента антитела и белка поверхности фаговой ча-
стицы [40]. Одним из наиболее распространен-
ных фагов, применяемых для дисплея, является
бактериофаг M13, на поверхности которого пред-
ставлены фрагменты антител, связанные с белка-
ми pIII, pIV и pVIII капсида фага [41].

Селекцию частиц из фаговой библиотеки про-
водят, используя их свойства комплементарно
связываться с антигеном. Используют различные
формы отбора фаговых частиц, включая их пря-
мое связывание с антигеном, который присоеди-
нен к определенной матрице или же сорбирован
на чашках или иммунотьюбах, а также с антигеном,
локализованным непосредственно на поверхно-
сти клеток. При получении антител к гаптенам,
последние предварительно конъюгируют с бел-
ком-носителем. Отбор фаговых частиц может
осуществляться не только на пластиковой под-
ложке, но и на магнитных шариках. Для истоще-
ния библиотек авторы работы [42] предложили
использовать парамагнитные гранулы с полисти-
роловым покрытием, на которых были иммоби-
лизованы антигены. Такой способ отбора связы-
вающихся фаговых частиц оказался более эффек-
тивным, так как повышал площадь активной
поверхности, на которой происходило связывание.
Кроме того, существенно упростилась процедура
отмывки, было получено 1.5-кратное повышение
специфичности селекции по сравнению с традици-
онными методами. Также был разработан метод
селекции антител из комбинаторных фаговых
библиотек с использованием конъюгатов антиге-
нов (в том числе гаптенов) с наночастицами золо-
та [43].

Из фаговых частиц, прошедших не менее 3–6
раундов селекции, выделяют ДНК, в которой опре-
деляют последовательность нуклеотидов, кодирую-
щих интересующие фрагменты антител [39, 44].
Таким образом, в результате использования данного
метода, возможно получить не только высокоаф-
финные антитела, но и их нуклеотидную последова-
тельность, которая также может быть клонирована и
представлена в виде фрагментов иммуноглобули-
нов [45].

Как правило, отбор фаговых частиц библиоте-
ки, называемый также биопэннинг, включает
следующие этапы (рис. 1):

• клоны библиотеки инкубируют с иммобили-
зованным антигеном;

• удаляют при помощи отмывки фаговые ча-
стицы, не связавшиеся с антигеном;

• связавшиеся фаговые частицы элюируют;

• заражают отобранными клонами бактери-
альные клетки (Escherichia coli);

• проводят амплификацию и выделение аф-
финных клонов [46].

Длительность процедуры получения антител
методом фагового дисплея зависит от иммуно-
генности антигенов, метода их иммобилизации, и
соответственно количества раундов биопэннин-
га. В зависимости от этого процедура занимает от
нескольких часов до нескольких суток.

КОМБИНАТОРНЫЕ ФАГОВЫЕ 
БИБЛИОТЕКИ

Комбинаторные фаговые библиотеки антител
представляют собой своеобразный аналог популя-
ций В-лимфоцитов, каждый из которых произво-
дит один тип антител определенной специфично-
сти, однако бактериофаги, входящие в состав биб-
лиотеки, экспонируют на своей поверхности не
целые природные антитела, а лишь их фрагменты,
чаще всего одноцепочечное антитело (scFv – single
chain variable fragment) или Fab-фрагмент (рис. 2)
[47–49].

В некоторых исследованиях применяли не-
стандартные по свойствам антитела природного
происхождения. Например, животные из семей-
ства верблюдовых (Camelidae), к которому отно-
сятся верблюды, ламы и альпаки, обладают как
обычными IgG (IgG1), так и неканоничными
подклассами IgG (IgG2 и IgG3), которые состоят
только из двух тяжелых цепей. Подобные антите-
ла могут быть использованы в качестве перспек-
тивного биораспознающего элемента при реше-
ния различных прикладных задач в биотехноло-
гии [50].

Каждый из двух антигенсвязывающих сайтов
антитела тяжелой цепи образован только одним
вариабельным доменом (VHH). Способность VHH
функционировать в отсутствии двух доменов VL и
CH1 в 1997 г. подтолкнула ученых к созданию пер-
вых самостоятельных рекомбинантных молекул
VHH методами генной инженерии [51]. Эти моле-
кулы были названы однодоменными антителами
(sdAb). Установлено несколько преимуществ ис-
пользования sdAb перед scFv: высокая стабиль-
ность, способность успешно ренатурировать по-
сле нагрева или химического воздействия, не-
большие размеры (15 кДа) и кодируемость одним
геном длиной 380 нуклеотидных пар [51, 52]. По-
казано, что подобные антитела имеют больший
потенциал для использования в иммунобиотех-
нологии и медицине [51–53].

Общая схема получения комбинаторной фаго-
вой библиотеки выглядит следующим образом.

1. Из иммунных или интактных В-лимфоци-
тов человека, мыши, кролика, цыпленка, свиньи,
собаки, обезьяны, овцы, коровы и др. выделяют
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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 pIII).

3. Полученным репертуаром фагмид заражают
клетки E. coli, в которых происходит экспрессия
фагмидных генов и сборка вирионов. В составе
капсидных белков вирионов будут экспонирова-
ны чужеродные фрагменты антитела. В зависи-
мости от выбранной векторной системы этот этап
проходит с использованием хелперных фагов или
без них.

Таким образом получают популяцию бакте-
риофагов, каждый из которых экспонирует на
своей поверхности определенный антигенсвязы-
вающий домен [54, 55].

ТИПЫ КОМБИНАТОРНЫХ 
ФАГОВЫХ БИБЛИОТЕК

Существует два принципиально разных типа
библиотек: естественные (наивные и иммунные)
и синтетические. Наивные и иммунные библиоте-
ки конструируют, используя естественным образом
реорганизованные гены, кодирующие вариабель-
ные домены иммуноглобулинов интактных или им-
мунных к какому-либо антигену доноров, соответ-
ственно. Для этого выделяют мРНК клеток лим-
фоидного ряда, продуцирующих антитела. Эта
мРНК подвергается обратной транскрипции в
кДНК, которая используется для ПЦР генов, коди-
рующих фрагменты антител (рис. 3) [56]. Преиму-
щество этого метода заключается в том, что полу-
ченные антитела будут правильной конформации,
так как их гены кодируют функциональные антите-
ла. Однако основным недостатком является то,
что разнообразие последовательностей ограниче-

Рис. 1. Схема аффинной селекции фаговых частиц из библиотеки: 1 – инкубация фагмидных частиц библиотеки (на
поверхности которых представлены фрагменты антител) с иммобилизованным антигеном; 2 – отмывка не связавших-
ся с антигеном фаговых частиц; 3 – элюция связавшихся с антигеном фаговых частиц и их наработка в клетках Е. coli;
4 – следующий раунд селекции фаговых частиц библиотеки, включающий в себя повторную инкубацию отобранных
после первого цикла частиц с антигеном и отмывку низкоаффинных фаговых частиц; 5 – элюция высокоаффинных
фаговых частиц библиотеки и инфицирование ими клеток E. coli.
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но охватом естественной иммунной системы, в
которой существует определенная неравномер-
ность использования тех или иных последова-
тельностей. Также фрагменты из природных биб-
лиотек сильно отличаются по качеству и непред-
сказуемы по составу; многие из них могут
оказаться недостаточно стабильными или непод-
ходящими по другим причинам. Репертуар есте-
ственных библиотек составляет 107–1011 фраг-
ментов.

При работе с фаговыми библиотеками антител
возникают технические неудобства. Например, для
амплификации библиотеки размером 1010 клонов
требуется объем культуры в несколько десятков
литров. Это во многом объясняет современную
тенденцию предпочтения библиотек меньшего
размера и узконаправленных репертуаров, полу-
ченных от иммунизированных доноров. Иммун-
ные библиотеки обладают двумя основными ха-
рактеристиками: они обогащены антиген-специ-
фичными антителами, и аффинность некоторых
из этих антител уже имеет высокий уровень, как
следствие развития иммунного ответа. Таким об-
разом, большую представленность в библиотеке
имеют клоны, продуцирующие высокоаффин-
ные антитела к антигену, использованному для
иммунизации, появляющиеся в результате вто-
ричного иммунного ответа на антиген. Посколь-
ку представленность каждого семейства V-генов в
популяции молекул определяет размер библиоте-
ки и число клонов, необходимых для анализа, то
в случае библиотек от иммунизированных живот-
ных достаточно получить около 106 независимых

рекомбинантов, чтобы среди них нашлись проду-
центы антител, специфично связывающих ис-
пользованный для иммунизации антиген. Тогда
как библиотеки, сконструированные на основе
генетического материала лимфоцитов неиммун-
ных доноров, должны содержать, по крайней мере,
108 индивидуальных клонов для воссоздания ис-
ходного разнообразия детерминант антител
[57, 58].

Конструирование синтетических библиотек
основано на замене природных определяющих
комплементарность областей (CDR) на набор
случайных последовательностей, что позволяет
создавать огромное разнообразие антигенсвязы-
вающих сайтов. Использование синтетических и
полусинтетических библиотек обусловлено их
большей представленностью, чем натуральных,
однако создание таких библиотек является более
трудоемким процессом, сопряженным с опреде-
ленными ограничениями, которые приходится
учитывать. Например, введение полностью син-
тетических участков CDR может привести к не-
правильному сворачиванию и агрегации белка
[59]. Потребовалось время для отработки подхо-
дов к определению того, какие CDR лучше ис-
пользовать. Репертуар синтетических библиотек,
как правило, доходит до 109–1011 фрагментов.

В целом, наивные и синтетические библиотеки
более универсальны, так как обладают большим ре-
пертуаром. Вместе с тем, иммунные библиотеки
обогащены антиген-специфичными высокоаф-
финными антителами. Поэтому выбор типа биб-
лиотеки зависит от характера поставленной задачи.

Рис. 2. Природный иммуноглобулин класса G и антигенсвязывающие фрагменты иммуноглобулина [49].
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Рис. 3. Схема конструирования фрагментов антител фаговой библиотеки [56].
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На сегодняшний день разрабатываются методы
оценки качества фаговой библиотеки, главным
образом, ее представленности и разнообразия.
Обычно ее определяют методом “отпечатков
пальцев” ДНК, либо секвенирования нескольких
сотен случайных библиотечных элементов. Одна-
ко вывод о разнообразии из такой небольшой вы-
борки является очень поверхностным и дает огра-

ниченную информацию о реальном состоянии
библиотеки. Недавно был предложен метод се-
квенирования нового поколения Next generation
sequencing (NGS). Однако еще многое предстоит
сделать, чтобы полностью использовать потенци-
ал NGS для количественного анализа репертуа-
ров антител и преодолеть существующие ограни-
чения [55, 60–63].
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ФАГОВЫЕ АНТИТЕЛА 
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БАКТЕРИЙ

Фаговые антитела являются весьма перспектив-
ным объектом для применения в качестве биоре-
цепторов. Как отмечалось ранее, сама технология
получения фаговых антител отличается быстро-
той и меньшей трудоемкостью, чем гибридомная
технология, а сами фаговые антитела обладают ря-
дом преимуществ перед природными аналогами:

• небольшой размер фрагментов антител
обычно сопровождается уменьшением неспеци-
фического связывания, часто вызываемым обла-
стью Fc интактного антитела;

• возможность более плотной иммобилизации
фаговых антител в биосенсоре;

• в отличие от полноразмерных антител, фаго-
вые антитела могут синтезироваться в бактериях,
таких как E. coli, что значительно снижает стои-
мость производства, поскольку отсутствует необ-
ходимость в специализированном оборудовании
для культивирования клеток гибридомных кле-
точных линий [64].

Технология фагового дисплея, созданная
Д.П. Смитом [22, 65, 66] основана на упрощенных
процедурах манипулирования с ДНК и бактерия-
ми, что значительно сокращает время получения
и стоимость стабильных клонов [67, 68]. Данные
преимущества обусловливают перспективы приме-
нения фаговых антител в биосенсорах и биочипах, в
том числе для детекции патогенных бактерий, виру-
сов и эукариотических патогенов [58, 69, 70].

На сегодняшний день актуален вопрос мони-
торинга патогенных микроорганизмов, которые
распространены повсеместно и представляют
значительный риск для здоровья человека и жи-
вотных, а также могут серьезно снижать качество
сельскохозяйственной продукции. Следователь-
но, мониторинг этих микроорганизмов имеет пер-
востепенное значение для профилактики внутри-
больничных инфекций, поддержания здоровья
населения в целом и для обеспечения соблюдения
законодательных норм и стандартов качества.
Быстрое обнаружение и идентификация патогена
необходимы в случае анализа образцов пищевых
продуктов с коротким сроком хранения или при
внедрении подходящего противомикробного
препарата для лечения потенциально опасной
инфекции [71–73].

Примеры использования фаговых антител в
составе биосенсорных датчиков для определения
патогенов представлены в табл. 1. В частности,
был разработан биосенсор для детекции Salmonel-
la typhimurium и спор Bacillus anthracis на основе
нескольких магнитоупругих датчиков, объеди-
ненных в одну систему. Причина выбора двух
разных видов бактерий заключалась в том, чтобы
продемонстрировать возможность магнитоупру-
гих биосенсоров со специфичными фаговыми ан-

тителами одновременно определять и различать
патогены, как представлено на рис. 4 [76]. В данной
работе были сконструированы векторы на основе
нитчатых фагов E2 (специфичных к S. typhimurium)
и JRB7 (специфичных к спорам B. anthracis). Дан-
ная система показала, что высокоспецифичные
фаговые антитела связывали соответствующие
антигены, причем неспецифическое связывание
исключалось обработкой раствором бычьего сыво-
роточного альбумина. Подобные датчики показали
хорошую устойчивость к внешним факторам в си-
стеме с проточной жидкостью, о чем свидетельству-
ет отсутствие коррозии; пределы обнаружения дат-
чиков оценивались в 5 × 103 КОЕ/мл, а насыщение
происходило при более чем 5 × 108 КОЕ/мл. Та-
ким образом, данный подход предполагает воз-
можность анализировать объект на наличие сразу
нескольких видов микроорганизмов, что удобно
при исследовании пищевых объектов, которые
обсеменены посторонней микрофлорой. Этот
метод имеет значительные преимущества в мони-
торинге больших объемов пищевых продуктов на
наличие небольшого количества биологических
патогенов или загрязняющих веществ [76]. Отме-
тим при этом, что нормативные требования к со-
держанию патогенов в пищевых продуктах на-
много ниже, и сенсор с таким пределом обнару-
жения может применяться лишь в сочетании с
предварительными действиями по концентриро-
ванию и/или доращиванию.

Возможность определения бактерий Listeria
monocytogenes с помощью фаговых антител и дат-
чиков на основе эффекта поверхностного плаз-
монного резонанса (SPR) показана в работе [80].
Действие данных датчиков является быстрым и
позволяет осуществлять прямое обнаружение це-
левых объектов. Авторами была подобрана кон-
центрация фаговых антител, обеспечивающая
наиболее эффективную адсорбцию к поверхно-
сти биосенсора, что значительно сократило время
на их иммобилизацию. Данные эксперимента
указывают на высокую специфичность фаговых
антител, при этом биосенсор обеспечивает расчет-
ный предел обнаружения 2 × 106 КОЕ/мл для целых
клеток L. monocytogenes [80]. Другим коллективом
авторов показана перспективность применения
фаговых антител для дифференциации бактерий
L. monocytogenes, E. coli и Campylobacter jejuni
[84, 85].

Для идентификации клеток Legionella pneu-
mophila с помощью фаговых антител был разрабо-
тан электрохимический VR2 сенсор (Vantix) [79].
Пара антител scFv-Fc была интегрирована в био-
сенсор, демонстрируя специфическое и быстрое
обнаружение L. pneumophila на портативном устрой-
стве. С помощью этой системы в течение 35 мин бы-
ло обнаружено около 10000 клеток бактерий.
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Таблица 1. Примеры биосенсорных систем с использованием рекомбинантных антител в качестве рецепторного
элемента для определения бактерий

* – информация не указана.

Тип
сенсорной системы

Формат
фаговых
антител

Бактерия Мишень Предел 
детекции

Время
анализа Ссылка

1 2 3 4 5 6 7

Электрооптический
и акустический 
датчики

scFv Azospirillum
brasilense

Клетки 
бактерий,
флагеллин, 
ЛПС

103 клеток/мл 10 мин  [39, 74, 75]

Магнитоупругий 
биосенсор на основе 
нескольких типов 
фагов

–* Bacillus anthracis Споры 5 × 103 КОЕ/мл 15–20 мин  [76]

Salmonella
typhimurium

Клетки
бактерий

Электрооптический 
датчик

scFv Herbaspirillum 
seropedicae

Экзополи-
сахарид,
капсульный 
полисахарид, 
ЛПС

–* 5 мин  [77, 78]

Электрохимический 
сенсор VR2 (Vantix)

scFv-Fc Legionella
pneumophila

Целые клетки 104 клеток 35 мин  [79]

Сенсор на основе 
поверхностного
плазмонного 
резонанса (SPR)

scFv Listeria
monocytogenes

Белок, 
индуцирующий 
полимеризацию 
актина (ActA)

2 × 106 КОЕ/мл 2 ч  [80]

Колориметрический 
биосенсор с наноча-
стицами золота и 
фаговыми антителами

–* Staphylococcus 
aureus

Клетки
бактерий

19 КОЕ/мл 30 мин  [81]

Датчик на основе 
поверхностно-усилен-
ного рамановского 
рассеяния (SERS)

–* 10 КОЕ/мл –*  [82]

Система детекции с 
использованием
рамановской 
спектроскопии

–* Staphylococcus 
aureus

Клетки 
бактерий

10 КОЕ/7 мл 6 ч  [83]

Pseudomonas 
aeruginosa

Escherichia coli



158

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 2  2023

ГУЛИЙ и др.

Колориметрический биосенсор с использова-
нием наночастиц золота и фаговых антител был
разработан для быстрой, специфичной и чувстви-
тельной идентификации Staphylococcus aureus в
клинических образцах [81]. Также для быстрой и
чувствительной диагностики стафилококковой
инфекции с использованием фаговых частиц был
разработан метод на основе спектроскопии по-
верхностно-усиленного рамановского рассеяния
(SERS) [82]. Кроме того, предложенный SERS-зонд
проявлял бактерицидные свойства в отношении
S. aureus, что показывает многообещающий потен-
циал его использования в качестве многофункцио-
нальной платформы для одновременного обнару-
жения и инактивации данного патогена.

Липополисахариды (ЛПС), локализованные
на поверхности внешней мембраны грамотрица-
тельных бактерий в значительной степени опре-
деляют антигенные и поверхностные свойства
микроорганизмов [86–89], а также участвуют в
процессах адгезии, механизмах узнавания чуже-
родных объектов и индукции защитных реакций
макропартнера. Данные по строению ЛПС явля-
ются основой для внутривидовой классификации
бактерий. Были проведены эксперименты по от-
работке методики получения фаговых антител к
микробным клеткам на примере ассоциативных
почвенных бактерий Azospirillum brasilense Sp245.
Наработанные фаговые антитела к клеткам азо-
спирилл использовали для определения ЛПС и
флагеллина с применением иммунодота и мето-
дов электрооптического и акустического анализа
клеточных суспензий [39, 74, 76]. Полученные
данные позволили использовать технологию фа-
гового дисплея для отбора антител, специфичных
к ЛПС другого вида почвенных бактерий Her-

baspirillum seropedicae Z78, которые применяли
для их селективного определения c помощью оп-
тической платформы [77]. Также электрооптиче-
ским методом с применением фаговых антител к
основным антигенам клеток H. seropedicae Z78
(экзополисахариды, капсульные полисахариды и
ЛПС) проведена оценка их комплементарного
взаимодействия в системе антиген-антитело. Вы-
явленные закономерности изменения электро-
физических параметров хорошо согласовывались
с компонентным составом антигенов бактерий
рода Herbaspirillum, их топографическим распре-
делением, а также были подтверждены результа-
тами электронной микроскопии и дот-анализа
[78].

Особый интерес представляет применение фа-
говых антител для определения бактерий в имму-
ноаналитических системах, одной из которых яв-
ляется метод иммуноферментного анализа (ИФА).
ИФА, являющийся классическим методом для де-
текции антигенов, характеризуется высокой чув-
ствительностью детекции ферментативной метки
(вплоть до 10–12 моль в образце и ниже) [90]. В свя-
зи с широкой востребованностью метода ИФА для
определения бактерий в клинической практике
важно оценить возможность применения фаговых
антител в качестве селективного агента. Например,
в работе [91] показана возможность применения
фаговых антител против пяти различных антигенов
S. typhimurium для определения данного патогена
методом твердофазного ИФА. Также метод ИФА с
применением фаговых антител (табл. 2) был ис-
пользован для идентификации бактерий родов
Acinetobacter, Bacillus, Bordetella, Brucella, Chlam-
ydophila, Chlamydia, Clostridium, Escherichia, Fran-
cisella, Klebsiella, Haemophilus, Helicobacter, Lepto-

Рис. 4. Принцип использования фаговых антител для обнаружения патогенов при помощи нескольких магнитоупру-
гих датчиков 74 с изменениями.

Сенсор, покрытый фагами, с БСАСенсор, покрытый фагами

Взаимодействие с бактериями/спорами

Нитчатый фаг БСА Бактерия/спора
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spira, Listeria, Moraxella, Mycobacterium, Neisseria,
Porphyromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Staphylococ-
cus, Streptococcus, Vibrio, Yersinia. В табл. 2 представ-
лены тип фаговых библиотек и форматы фаговых
антител при определении разных патогенов [92–
95, 97–106, 108–116, 118, 119, 121–128].

Дот-блот иммуноанализ и иммунохроматогра-
фические тест-системы успешно объединяют мак-
симальную простоту проведения определения и
быстрое получение результатов. Дот-блот иммуно-
анализ основан на визуализации специфичного
взаимодействия адсорбированного на мембране
антигена и меченых (коллоидными или молекуляр-
ными метками) антител. Иммунохроматографи-
ческий анализ основан на движении элюента
вдоль мембраны (латеральная диффузия), приво-
дящем к образованию специфических иммунных
комплексов, которые визуализируются в виде
цветных полос. Дот-блот иммуноанализ и иммуно-
хроматографические тест-системы с использовани-
ем фаговых антител применяются для определения
бактерий Mycobacterium tuberculosis, Neisseria menin-
gitidis, S. aureus, Streptococcus suis и т.д. (табл. 2).

***

Развитие иммунологии и генной инженерии
привело к разработке новых методов получения
антител, в том числе к созданию технологии фа-
гового дисплея [129, 130]. Данная методика явля-
ется предпочтительным выбором для производ-
ства рекомбинантных антител в большинстве ла-
бораторий, поскольку обеспечивает быструю и
экономичную наработку антител с использова-
нием нитевидного фага.

Рекомбинантные антитела используются в диа-
гностике благодаря их специфичности и аффин-
ности. На сегодняшний день на рынке доступно
множество платформ, таких как иммунохромато-
графический анализ, ИФА и микроскопическая
визуализация клеток, которые позволяют быстро и
точно идентифицировать антигены-мишени, об-
наруженные в образце. Большинство платформ
используют либо анализ захвата антигена, либо
анализ захвата антител для диагностики опреде-
ленных заболеваний [131].

Следует отметить, что годовой объем продаж те-
рапевтических антител превысил 98 млрд долларов
США в 2017 г., а прогноз на 2028 г. составляет более
450 млрд [132]. По данным Fortune Business Insights
в 2021 г. соответствующий объем рынка составил
178.5 млрд долларов (https://www.fortunebusines-
sinsights.com/monoclonal-antibody-therapy-mar-
ket-102734). Но при этом отсутствуют точные све-
дения об объеме применения рекомбинантных ан-
тител. На данный момент использование подобных
антител в терапии и диагностике весьма ограниче-

но, и необходимо проводить дополнительные ис-
следования в данном направлении.

Большой потенциал применения комбинатор-
ных библиотек дает исследователям беспрецедент-
ную возможность определения бактерий, игнори-
руя использование длительных диагностических
процедур. Одним из важных моментов при разви-
тии биосенсоров является подбор соответствую-
щего сенсорного элемента. Технология фагового
дисплея фрагментов антител является перспек-
тивным методом получения стабильных сенсор-
ных элементов для их использования в датчиках.

Отметим основные преимущества использова-
ния фагового дисплея антител по сравнению с
классическими методами получения антител:

– Производство рекомбинантных антител
проводится in vitro и отсутствует необходимость
проведения экспериментов с привлечением жи-
вотных.

– Уменьшение времени, необходимого для
продукции антител, поскольку классические мето-
ды требуют иммунизации, которая может занять
несколько недель или месяцев, чтобы вызвать до-
статочный иммунный ответ для выработки антител.

– Фаговые антитела обладают высокой эф-
фективностью в детекции необходимого аналита;
имеют преимущества перед природными имму-
ноглобулинами и, в некоторых случаях, перед их
растворимыми фрагментами.

– Технология получения фаговых антител не-
трудоемкая, обладает низкой себестоимостью и
достаточно быстрая, что позволяет за короткий
срок посредством саморепликации фагов полу-
чать репертуар фрагментов антител, существую-
щих в организме, и даже расширять этот реперту-
ар посредством искусственного синтеза.

– Возможность создания гибридных молекул с
маркерными белками (например, с tag-пепти-
дом), что позволяет эффективно выявлять имму-
нохимическую реакцию.

– С появлением технологии фагового дисплея
стало возможным получение антител к аутоанти-
генам, слабоиммуногенным соединениям (гапте-
нам) и токсинам.

Однако следует признать, что фаговые антите-
ла имеют более низкую аффинность по сравне-
нию с обычными иммуноглобулинами. Это свя-
зано с отсутствием созревания аффинности анти-
тел фагового происхождения, тогда как антитела
животного происхождения продуцируются после
процесса созревания. В связи с этим, было пред-
ложено ввести дополнительную стадию созрева-
ния аффинности для улучшения свойств фаговых
антител [129].

Производство антител с помощью рекомби-
нантных методов сможет повысить скорость их
наработки, избегая серьезных затрат. В силу сво-
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Таблица 2. Рекомбинантные антитела к патогенным бактериям, полученные с помощью технологии фагового
дисплея [58, c изменениями и дополнениями]

Бактерия Мишень фаговых 
антител

Тип фаговой 
библиотеки

Формат фаговых 
антител

Применение фаговых 
антител Ссылка

1 2 3 4 5 6

Acinetobacter 
baumannii

Белок клеточной 
поверхности Bap

Иммунная VHH ИФА, вестерн-блот-
тинг, in vivo нейтрали-
зация

 [92]

Bacillus anthracis Защитный антиген PA Наивная scFv ИФА, in vitro
ингибирование

 [93]

Bordetella pertussis Филаментный
гемагглютинин,
пертактин

Иммунная scFv ИФА, in vitro
ингибирование,
in vivo исследования

 [94]

Brucella melitensis Облученные 
бактерии

Иммунная scFv ИФА  [95]

Burkholderia mallei Целые бактериальные 
клетки, убитые нагре-
ванием

Наивная scFv –*  [96]
Burkholderia 
pseudomallei
Chlamydophila 
psittaci

2,4 [2, 8]2,4-связанный 
Kdo тетрасахарид

Иммунная scFv ИФА, иммунофлуо-
ресценция

 [97]

Chlamydia
trachomatis

Клетки бактерий Наивная scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунофлуо-
ресценция

 [98]

Clostridium
difficile

Протеины клеточной 
поверхности, включая 
FliC и FliD

Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг, пробы подвиж-
ности in vitro

 [99]

Clostridium
perfringens

Эпсилон-токсин ETX Синтетическая scFv, VH ИФА  [100]

Escherichia coli Живые клетки
бактерий

Иммунная VHH ИФА  [101]

Francisella
tularensis

ЛПС Иммунная scFv, IgG ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунофлуо-
ресценция, in vitro 
нейтрализация

 [102]

Klebsiella
pneumoniae

–* Наивная scFv, scFv-Fc, IgG ИФА, иммунофлуо-
ресценция, тесты 
in vivo

 [103]

Haemophilus
influenzae

Капсульный
полисахарид

Иммунная Fab ИФА  [104]

Helicobacter
pylori

Уреаза Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг

 [105]

Вакуолизирующий 
цитотоксин A VacA

Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, электрофорез, 
вестерн-блоттинг, 
SPR-диагностика, 
проточная цитофлуо-
риметрия, молекуляр-
ное моделирование

 [106]

Lactobacillus
acidophilus

Белок S-слоя Наивная scFv Определение клеток, 
активируемых
флуоресценцией, 
вестерн-блоттинг

 [107]
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Leptospira spec. Белок внешней
мембраны LipL21

Наивная scFv ИФА  [108]

Listeria monocytogenes Целые клетки Синтетическая scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунологиче-
ская детекция

 [84]

Пируватдегидрогеназ-
ный комплекс-фер-
мент 2 PDC-E2

Наивная scFv, scFv-Fc ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунофлуо-
ресценция

 [109]

Интерналины A (InlA) 
и B (InlB)

Наивная scFv-Fc ИФА  [110]

Listeria monocytogenes Клетки, убитые
нагреванием

Наивная VHH ИФА, вестерн-блот-
тинг

 [111]

Moraxella catarrhalis Высокомолекулярный 
белок наружной 
мембраны 
HMW-OMP

Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, определение 
клеток, активируемых 
флуоресценцией, 
вестерн-блоттинг,
in vitro ингибирование

 [112]

Mycobacterium
tuberculosis

Антиген 85B Наивная scFv, scFv-Fc ИФА, вестерн-блот-
тинг

 [113]

Липоарабиноманнан 
LAM

Иммунная scFv ИФА  [114]

Липоарабиноманнан 
LAM

Иммунная scFvIgG ИФА, вестерн-блот-
тинг, дот-блоттинг, 
проточная цитомет-
рия

 [115]

Neisseria, 4 strains Бациллозамин –* scFv ИФА, иммунофлуо-
ресцентное окраши-
вание и конфокальная 
лазерная сканирую-
щая микроскопия

 [116]

Neisseria meningitidis Адгезин NadA Иммунная VHH Дот-блоттинг, 
вестерн-блоттинг, 
иммуногистохимия, 
тесты in vitro

 [117]

Porphyromonas 
gingivalis

Гингипаин RgpB Наивная VHH ИФА  [118]

Pseudomonas 
aeruginosa

ЛПС Иммунная Fab ИФА, иммунофлуо-
ресцентный анализ

 [119]

Кэпирующий белок 
жгутика FliD

Наивная scFv, scFv-Fc Вестерн-блоттинг  [120]

Белок, связывающий 
спермидин SpuE

Наивная scFv ИФА  [121]

Бактерия Мишень фаговых 
антител

Тип фаговой 
библиотеки

Формат фаговых 
антител

Применение фаговых 
антител Ссылка

1 2 3 4 5 6

Таблица 2. Продолжение
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ей “гибкости” в отношении модификаций реком-
бинантные антитела возможно адаптировать с
применением новых технологий и механизмов для
последующих применений в диагностике. Опти-
мизация процедуры получения фаговых антител
и варьирование их свойств позволит повысить
эффективность использование данных антител в
биосенсорных системах, которые незаменимы
практически в любой отрасли медицины, биотехно-
логии, экологии, пищевой промышленности и др.

Таким образом, рекомбинантные антитела,
полученные с помощью фагового дисплея, обес-
печивают важную платформу для детекции бакте-
рий, и могут быть задействованы в медицине и ве-
теринарии для быстрого и точного обнаружения
патогенов.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 22-24-00417.
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Ralstonia
solanacearum
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ресценция, вестерн-
блоттинг
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Salmonella
typhimurium
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aureus
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ингибирование
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Yersinia pestis Капсулоподобный 
антиген F1
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Бактерия Мишень фаговых 
антител

Тип фаговой 
библиотеки

Формат фаговых 
антител

Применение фаговых 
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1 2 3 4 5 6
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The Use of Phage Antibodies for Microbial Cells Detection (Review)
O. I. Guliya, *, S. S. Evstigneevaa, and L. A. Dykmana
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Institution Saratov Federal Scientific Centre of the Russian Academy of Sciences (IBPPM RAS), Saratov 410049 Russia
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Phage antibody display technology has revolutionized the field of bacterial immunodetection. This technol-
ogy allows the expression of an antibody fused to the coat protein of a filamentous bacteriophage. The use of
phage display makes it possible to obtain high-affinity antibodies by passing the stage of animal immuniza-
tion, reducing the time for obtaining stable antibody-producing clones from several months to several weeks,
significantly reducing the cost of the process. These advantages make phage antibodies an important tool for
bacterial detection. The paper presents a brief description of the technological methods for obtaining phage
antibodies to microbial cells. The possibilities and prospects for using phage antibodies as a selective agent in
analytical systems, including biosensors, are discussed.

Keywords: phage display technology, microbial cells, biosensors
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