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Показана перспективность применения технологии фагового дисплея для получения антигентами-
циновых антител. Антигентамициновые рекомбинантные антитела впервые получены с использо-
ванием овечьей фаговой библиотеки (Griffin.1, UK). Контроль взаимодействия полученных фаговых 
антител с гентамицином проводили с помощью спектроскопии кругового дихроизма (КД). Показано, 
что взаимодействие антигентамициновых фаговых антител с соответствующим антибиотиком сопро-
вождалось появлением в спектрах КД характеристичного экситонного дублета: положительного пика 
при ~233 нм и более интенсивного отрицательного пика с максимумом ~240 нм. Впервые показана 
возможность индикации гентамицина с помощью тест-системы на основе метода дот-иммуноана-
лиза и антигентамициновых рекомбинантных антител в водных растворах. Нижний предел детекции 
антибиотика составлял – 0.5 мкг/мл. Методом дот-иммуноанализа установлено, что антигентамици-
новые фаговые антитела не взаимодействовали с ампициллином и тетрациклином, но взаимодейство-
вали с канамицином (нижний предел детекции – 1 мкг/мл). Результаты являются перспективными 
для дальнейшего развития методов определения гентамицина с помощью рекомбинантных фаговых 
антител.
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Антибактериальные препараты существенно 
улучшили показатели продолжительности жизни 
и здоровья людей, борясь с широким спектром 
инфекционных заболеваний [1]. Антибиотики 
активно применяются не только в медицине, но 
и для терапии в ветеринарии, а также в качестве 
стимуляторов роста животных и в кормовых до-
бавках для профилактики развития заболеваний. 
Нерациональное применение антибиотиков не 
только в медицине, но и ветеринарии и сельском 
хозяйстве привело к загрязнению остатками ан-
тибактериальных препаратов и их метаболитами 
поверхностных и грунтовых вод, питьевой воды, 
городских сточных вод, почвы, ила. Большая 
часть антибиотиков накапливается в иле, который 

впоследствии может быть распространен на сель-
скохозяйственных угодьях [2]. Попадание в водные 
ресурсы и дальнейшая циркуляция антибиотиков 
и продуктов их деградации создает глобальные 
экологические проблемы для человечества. Отсут-
ствие антибиотиков является одним из важнейших 
показателей качества питьевой воды [3]. Остатки 
антибиотиков, обнаруживаемые в питьевой воде, 
могут не только приводить к неблагоприятному 
воздействию на здоровье человека, но и способ-
ствовать формированию устойчивости к проти-
вомикробным препаратам. Особую опасность 
представляют аминогликозидные антибиотики, 
суммарный объем продаж которых составляет 
6.5% от общего объема реализации антибиотиков 
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(по данным, собранным для 31 европейской стра-
ны на 2022 г.) [4]. Гентамицин, как представитель 
аминогликозидных антибиотиков, достигает ан-
тибактериального эффекта, вмешиваясь в синтез 
бактериальных белков, проникает через клеточную 
мембрану бактерий, необратимо связывается с 
А-сайтом 30S субъединиц бактериальных рибосом 
(сайт связывания тРНК), угнетая синтез белка 
возбудителя. Гентамицин широко используется 
при лечении бактериальных инфекций, вызван-
ных грамотрицательными бактериями, кроме 
того, проявляет активность в отношении аэробных 
грамположительных кокков, в том числе устой-
чивых к пенициллинам и другим антибиотикам 
[5–6]. В животноводстве и сельскохозяйственном 
производстве гентамицин применяется для лече-
ния инфекций крупного рогатого скота, свиней 
и птицы, также его добавляют в корм животных. 
Остатки гентамицина с питьевой водой, молоком, 
яйцами, мясом попадают в организм человека [7]. 
Чрезмерные концентрации гентамицина могут 
приводить к негативным последствиям для здо-
ровья человека, что проявляется в потере слуха, 
нефротоксичности и аллергических реакциях на 
лекарственные препараты [8, 9]. О высокой токсич-
ности гентамицина свидетельствует тот факт, что 
Европейская комиссия установила максимальный 
предел остаточных количеств для гентамицина в 
молоке на уровне 100 мкг/кг (173.7 нМ), что ниже, 
чем у других аминогликозидных антибиотиков 
[10]. Нижние пределы количественного определе-
ния антибиотиков в питьевой воде должны быть  
<1 нг/л. Концентрации антибактериальных средств 
в загрязненной водопроводной воде варьируются 
от 0.3 до 5 нг/л, при средней концентрации 2 нг/л 
[11], поэтому исследования, направленные на раз-
витие ускоренных и простых методов индикации 
гентамицина в воде, являются приоритетными и 
представляют большой интерес для специалистов 
во всем мире.

Среди часто применяемых методов для анализа 
гентамицина можно выделить методы на основе 
хроматографии, в том числе высокоэффективная 
жидкостная хроматография, жидкостная хрома-
тография с масс-спектрометрией, капиллярный 
электрофорез, иммуноферментный анализ и спек-
трофлуориметрия образцов, хемилюминесцент-
ный иммуноферментный анализ и др. [3, 10, 12–14]. 
Весьма успешными для анализа антибиотиков,  
в том числе гентамицина, являются разнообразные 
сенсорные системы [10, 15–20].

В качестве узнающего компонента аналитиче-
ских систем могут выступать антитела, получен-
ные с помощью технологии фагового дисплея. 
Фаговый дисплей антител зарекомендовал себя 
как надежный и эффективный молекулярный 
метод для создания обширных библиотек, содер-
жащих миллионы или даже миллиарды различных 
пептидов или белков. Он включает в себя пакет-

ное клонирование ДНК, кодирующей миллионы 
вариантов определенных лигандов (например, 
пептидов и белков или их фрагментов) в геном 
фага как часть одного из белков оболочки фага 
(p III, p VI или p VIII). Экспозиция белков или 
полипептидов на поверхности фага достигается 
путем слияния кодирующей последовательности 
одного из белков оболочки с интересующим геном, 
что помогает изолировать специфические связы-
вающие лиганды с помощью серии рекурсивных 
циклов отбора на антигене или лиганде, каждый 
цикл которого включает связывание, промывку, 
элюцию и амплификацию [21]. Успешность при-
менения фаговых антител показана при опреде-
лении бактерий [22–27], вирусов [24, 25, 28–30], 
диагностически важных антигенов и биомаркеров 
[25, 31–34], а так же некоторых антибиотиков: 
ампициллина [35] и канамицина [36]. В известных 
литературных источниках отсутствуют данные  
о наработке антител, специфичных к гентамицину, 
с использованием технологии фагового дисплея. 
Успех применения антител, полученных с исполь-
зованием технологии фагового дисплея, в качестве 
распознающего компонента аналитических систем 
зависит от отработки методики их получения. 

Цель работы – получение антигентамициновых 
фаговых антител и демонстрация возможности их 
применения для определения гентамицина с помо-
щью метода дот-иммуноанализа.

МЕТОДИКА
Бактериальная культура и питательные среды. 

Использованы бактерии Escherichia coli XL-1 Blue 
(IBPPM 632), полученные из коллекции ризос-
ферных микроорганизмов ИБФРМ РАН (Россия, 
http://collection.ibppm.ru). Культуры выращивали 
на жидкой питательной среде 2×TY следующе-
го состава (г/100 мл воды): NaCl – 0.5; триптон 
(“Becton, Dickinson and Company”, Франция) – 1.6; 
дрожжевой экстракт – 1.0, при 37°С с перемешива-
нием при 160 об./мин.

В работе использовали антибиотики: кана-
мицин, ампициллин, тетрациклин, гентамицин 
(“Sigma Aldrich”, США).

Аффинная селекция антител. Аффинная селек-
ция антител из фаговой библиотеки проводилась 
с помощью фаговой библиотеки антител овцы, 
которая была предоставлена в ИБФРМ РАН  
У. Харрисом (Университет г. Абердин, Велико-
британия) [37]. В работе использовали хелперный 
бактериофаг М13K07 (“Stratagene”, Швеция).

Синтез белковых конъюгатов гентамицина про-
водили по методике, описанной в работе [38].

Для селекции фагов, несущих антитела к конъю-
гатам гентамицина с бычьим сывороточным альбу-
мином (БСА), в качестве твердой фазы для закрепле-
ния антигена использовали мембрану “Western S”,  
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как описано ранее [36, 37]. Блокировку незанятого 
антигеном пространства на стенках планшета про-
водили 2%-ным раствором, приготовленным из су-
хого обезжиренного молока (“Scharlau”, Испания), 
в течение 1 ч. Элюцию фаговых частиц проводили 
триэтиламином. Элюированные фаговые частицы 
использовали для инфицирования клеток E. coli 
штамма XL-1. Методика получения фаговых анти-
тел подробно описана в работе [36].

Отбор фаговых частиц библиотеки или аффин-
ная селекция включала этапы:

– инкубирование клонов библиотеки с иммо-
билизованным антигеном (гентамицином);

– удаление методом отмывки фаговых частиц, 
которые не связались с антибиотиком;

– элюирование связавшихся с гентамицином 
фаговых частиц; 

– заражение отобранными клонами клеток  
E. coli и проведение амплификации с последующим 
выделением аффинных клонов, как описано ранее  
[36, 39]. 

Концентрацию фаговых частиц определяли 
на спектрофотометре UV-VIS Specord BS 250 
(“Analytik Jena AG”, Германия) в Центре коллек-
тивного пользования научным оборудованием в 
области физико-химической биологии и нанобио-
технологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН, используя 
для расчетов следующую формулу: 

	 (A269 − A320) × 1014/15, 	 (1)

где А320 – оптическая плотность суспензии фагов 
при длине волны электромагнитного излучения 
320 нм; А269 – оптическая плотность суспензии 
фагов при длине волны электромагнитного излу-
чения 269 нм. 

С учетом соотношения, при котором 2 × 1014 
фаговых частиц/мл соответствуют 30 оптическим 
единицам, как описано в работе [40].

Полученный препарат фаговых частиц исполь-
зовали для проведения последующих раундов 
селекции, осуществляемых в аналогичных услови-
ях. Титр сыворотки определяли с помощью ИФА 
по методике [41]. Титр (предельное разведение 
сыворотки, при котором могут быть обнаружены 
антитела) антигентамициновых фаговых антител 
составил 1 : 2400.

Наночастицы золота (НЧЗ). НЧЗ со средним 
диаметром частиц (15 нм) получали, используя ре-
акцию восстановления золотохлористоводородной 
кислоты (“Sigma Aldrich”, США) цитратом натрия 
(“Fluka”, Швейцария) по методу, описанному в ра-
боте [42]. К кипящему 0.01%-ному раствору золо-
тохлористоводородной кислоты добавляли 7.75 мл 
1%-ного водного раствора цитрата натрия. После 
смешивания реагентов продолжали кипячение еще 
в течение 20 мин. Отмечалось формирование золя, 

имеющего красный цвет. Размер полученных нано-
частиц контролировали спектрофотометрически, 
а также c помощью просвечивающей электронной 
микроскопии (ПЭМ) и регистрации динамическо-
го рассеяния света (ДРС), как описано в работе [43].

Получение конъюгатов наночастиц золота и про-
теина А. Смешивали 150 мкл 1 мг/мл протеина А  
и 25 мл раствора НЧЗ с A518  =  1, перемешивали  
10 мин и затем вносили в реакционную смесь  
500 мкл 1%-ного ПЭГ-20000. Перемешивали еще  
5 мин и центрифугировали при 12000 g в течение  
40 мин. Супернатант удаляли, осадок перерас-
творяли в 10 мМ фосфатном буферном растворе 
(ФБР), содержащим 0.02 M NaN3, 0.02%-ный  
ПЭГ-20000, 30%-ный глицерин, таким образом, что-
бы уменьшить объем в 5 раз по сравнению с исходным 
образцом коньюгата. Оптическая плотность при  
λ = 519 нм исходного образца составляла 1.0. Скон-
центрированные образцы конъюгатов хранили  
при −20°С.

Дот-иммуноанализ. Для дот-иммуноанализа 
использовали мембрану “Western S” (“Sigma-Al-
drich”, США), которую предварительно погружали 
в раствор метанола на 30 с. Методика проведения 
описана в работе [36]. Гентамицин наносили на 
мембрану “Western S” в концентрациях от 0.5 до 
24 мкг/мл в виде точек. После высушивания про-
водили блокирование мембраны с нанесенным 
на нее антигеном (антибиотиком) 2%-ным сухим 
молоком, разведенным в 10 мМ в ФБР (pH 7.2) в 
течение часа. Затем мембрану погружали в раствор 
специфических фагмид (разведение 1 × 1013 фагмид 
в 1 мл 10 мМ фосфатного буфера) и инкубировали в 
течение ночи при +4°С. Затем мембрану отмывали 
от неспецифически связавшихся фаговых антител 
в ФБР и погружали в кроличьи антифаговые анти-
тела (А520 = 0.5) при +25°С на 1 ч, затем отмывали в 
ФБР и погружали в раствор конъюгата наночастиц 
золота с протеином А для визуализации специфич-
ного взаимодействия. При наличии биоспецифи-
ческого взаимодействия антитела связывались с 
антигеном, адсорбированным на мембране, что 
можно было визуально наблюдать в виде серии 
красных пятен.

Измерение спектров кругового дихроизма (КД) 
проводили на спектрометре Chirascan (“Applied 
Photophysics”, Великобритания), снабженном 
системой постоянной продувки азотом особой 
чистоты (99.996%, объемная доля кислорода не 
более 0.001%). Для регистрации спектров исполь-
зовалась свободная от внутренних напряжений 
стекла и предназначенная для поляризационных 
измерений кварцевая кювета 101-QS P (“Hellma 
Analytics”, Германия) с длиной оптического пути 
1 мм. Диапазон измерений 180–280 нм с шагом в 
1 нм, скорость сканирования 4 нм/с, результаты 
измеренной эллиптичности представлены в мил-
лиградусах (mdeg). В качестве раствора сравнения 
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регистрировался спектр соответствующего рас-
творителя в аналогичных условиях. Измерения 
проводились при комнатной температуре в ЦКП 
“Симбиоз” при ИБФРМ РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены характеристики наноча-

стиц: электронно-микроскопическое изображение 
НЧЗ (рис. 1а), диаграмма распределения наноча-
стиц по размерам (рис. 1б) и их спектр поглощения 
(рис. 1в). Полученные наночастицы характери-
зовались высокой степенью монодисперсности. 
Средний размер НЧЗ, по данным обсчета 100 ча-
стиц на ПЭМ-изображении, составил 15.4 ± 1.2 нм.  
Согласно ДРС, в растворе наночастицы имели 
узкий диапазон распределения по размеру, сред-
невзвешенный гидродинамический диаметр со-
гласовывался с данными ПЭМ (рис. 1б). Для НЧЗ 
был характерен максимум поглощения в зеленой 
спектральной области λ = 519 нм. Данное поло-
жение максимума типично для НЧЗ, имеющих 
размер 15 нм [44]. Полученные НЧЗ использовали 
для коньюгации с протеином А и визуализации 
специфичного взаимодействия фаговых антител с 
соответствующим антибиотиком методом дот-им-
муноанализа.

Для получения антигентамициновых антител 
были проведены с первого по четвертый раунды се-
лекции фаговых антител, специфичность которых в 
отношении гентамицина проверяли после каждого 
раунда селекции с помощью метода дот-иммуно-
анализа. Поскольку специфичность антител в от-
ношении гентамицина увеличилась после 2 раунда 
селекции антител, результаты дот-иммуноанализа 
по оценке взаимодействия антигентамициновых 
фаговых антител с гентамицином представлены 
на рис. 2 после 2 (рис. 2а) и 3 (рис. 2б) раундов 
селекции. Установлено, что конъюгат связывался с 
комплексом гентамицин (антиген) – специфичные 
антигентамициновые фаговые антитела, что можно 
визуально наблюдать в виде серии розовых пятен.

После 4 раунда селекции антигентамициновых 
антител визуально регистрируемый результат их 
взаимодействия с соответствующим антибиотиком 
методом дот-иммуноанализа является более пока-
зательным, можно наблюдать хорошо различимое 
связывание метки, отличное от фонового уровня. 
На следующем этапе проводили исследования по 
определению гентамицина с помощью тест-си-
стемы на основе метода дот-иммуноанализа и 
антигентамициновых рекомбинантных антител 
после 4 раунда селекции. Полученные результаты 
представлены на рис. 2в, в данном случае был 
увеличен диапазон определяемых концентраций. 
Как видно из данных, представленных на рис. 2, 
минимальная визуально детектируемая концентра-
ция гентамицина, определяемая с помощью метода 
дот-иммуноанализа и полученных антигентамици-
новых фаговых антител, составляла 0.5 мкг/мл.

Для контроля взаимодействия антигентамици-
новых фаговых антител с соответствующим анти-
биотиком проведены исследования с помощью из-
мерения спектров кругового дихроизма. Круговой 
дихроизм (циркулярный дихроизм) – один из эф-
фектов оптической анизотропии, проявляющийся 
в различии коэффициентов поглощения левого и 
правого циркулярно-поляризованного света. Пре-
имуществом спектроскопии кругового дихроизма 
является возможность детекции процесса специ-
фичного связывания при низкой концентрации 
анализируемых компонентов в биологической 
пробе (до 20 мкг/мл). Кроме того, метод не требует 
значительных материальных и технических затрат 
и позволяет использовать различные биологиче-
ские агенты для исследования [45].

Спектры кругового дихроизма до (линия 1)  
и после (линия 2) взаимодействия антигентамици-
новых антител с соответствующим антибиотиком 
характеризуются наличием экситонного дублета: 
положительного пика при ~233 нм и более ин-
тенсивного отрицательного пика с максимумом 
~240 нм (отмечено пунктирными стрелками,  
рис. 3). Изменения сигнала КД в этой части спек-
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Рис. 1. Электронно-микроскопическое изображение НЧЗ (а), диаграмма распределения наночастиц по размерам 
(б), спектр оптической плотности НЧЗ (в).
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Рис. 2. Дот-иммуноанализ фаговых антител, специфичных к гентамицину, полученных после 2 (а) и 3 (б) раундов 
селекции, при определении гентамицина в концентрации: 1 – контроль (без антибиотика); 2 – 0.5; 3 – 1.0; 4 – 4.0; 
5 – 6.0; 6 – 12 мкг/мл;после 4-го раунда (в) селекции, при определении гентамицина в концентрации (мкг/мл):  
1 – 0.5; 2 – 1.0; 3 – 2.0; 4 – 4.0; 5 – 6; 6 – 8; 7 – 12; 8 – 24.
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с гентамицином (1 мкг/мл).
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тра отражают конформационные перестройки в 
вариабельной области фаговых антител и зависят 
от степени связывания антител с антигеном, 
что согласуется с данными, представленными в 
работе [46]. Изменения интенсивности пиков 
указывали на то, что один или оба хромофора, 
вовлеченные в экситонную пару отсутствуют  
и/или их конформация, либо пространственное 
расположение неблагоприятны, по сравнению с 
нативным состоянием. Связывание антибиотика со 
специфичными фаговыми антителами, вероятно, 
приводит к образованию агрегирующих ассоциа-
тов, что сопровождается изменением эллиптично-
сти и, соответственно, изменению спектрального 
профиля КД.

На основании данных дот-иммуноанализа  
и результатов измерения спектров кругового 
дихроизма можно заключить, что фаговые антите-
ла, специфичные к гентамицину, взаимодействуют 
с сайтами связывания антибиотика и могут быть 
использованы в качестве узнающего компонента 
при его определении.

Немаловажным моментом является сохранение 
активности фаговых антител в процессе хранения. 
Для этого полученные фаговые антитела хранили 
при температуре −4°С и проверяли сохранение их 
активности в отношении гентамицина методом 
дот-иммуноанализа один раз в месяц. Установлено, 
что антигентамициновые фаговые антитела сохра-
няли свою активность в отношении гентамицина  
в процессе хранения в течение 4 месяцев (на мо-
мент написания публикации), с сохранением пре-
дела детекции.

Для экспериментов по оценке специфичности 
фаговых антител, специфичных к гентамицину, 
использовали антибиотики, которые относятся  
к разным классам:

– ампициллин – представитель бета-лактамных 
антибиотиков (сведения по бета-лактамным анти-
биотикам приводятся совместно с пенициллина-
ми, занимают 1 место по объему продаж среди всех 
антибиотиков);

– тетрациклин – представитель тетрациклинов 
(занимает 2 место по объему продаж среди всех 
антибиотиков) [4].

Условия проведения анализа для всех антибио-
тиков были аналогичны тем, которые были и при 
использовании гентамицина. При тестировании 
антигентамициновых антител в отношении тетра-
циклина и ампициллина методом дот-иммуноа-
нализа после 2, 3 и 4 раундов селекции антител не 
зафиксировано связывание антител с антибиоти-
ками. Из данных, представленных на рис. 4 видно, 
что антигентамициновые антитела после 4 раунда 
селекции антител не взаимодействовали с тетра-
циклином (рис. 4а) и ампициллином (рис. 4б).

При разработке специфичного рецептора для 
определения антигена одним из важных моментов 
является анализ возможности неспецифичного 
взаимодействия с другими аналитами близкими 
по химической структуре. Поэтому был проведен 
анализ возможности неспецифичного взаимо-
действия антигентамициновых фаговых антител с 
другими представителями аминогликозидных ан-
тибиотиков. В работе использовали канамицин. Из 
результатов, представленных на рис. 4в видно, что 
конъюгат связывался с комплексом антиген-анти-
тело, что можно было визуально наблюдать в виде 
серии красных пятен. Связывание наблюдалось 
при концентрации канамицина 1 мкг/мл (разли-
чимое связывание метки, отличное от фонового 
уровня). Следовательно, полученные в работе 
антигентамициновые фаговые антитела способны 
детектировать не только гентамицин, но и кана-
мицин. Специфичность антигентамициновых 
антител в отношении гентамицина и канамицина 

1 2 3  4     5 6

(в)

(б)

(а)

Рис. 4. Дот-иммуноанализ фаговых антител, специфичных к гентамицину, при определении ампициллина (а), те-
трациклина (б) и канамицина (в) в концентрации: 1 – контроль (без антибиотика); 2 – 0.5; 3 – 1.0; 4 – 4.0; 5 – 6.0; 
6 – 12 мкг/мл.
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может быть обусловлена тем, что оба антибиотика 
принадлежат к группе аминогликозидов и облада-
ют близкими структурными формулами, которые 
представлены на рис. 5.

Таким образом, данное исследование включает 
демонстрацию возможности применения техно-
логии фагового дисплея для получения антигента-
мициновых антител. Методом дот-иммуноанализа 
при биоспецифичном взаимодействии отобранных 
антигентамициновых фаговых антител проведено 
определение гентамицина и канамицина в водных 
растворах, при минимальной определяемой кон-
центрации 0.5 и 1 мкг/мл соответственно (разли-
чимое связывание метки, отличное от фонового 
уровня). Показано, что антигентамициновые фа-
говые антитела не взаимодействовали с ампицил-
лином и тетрациклином.

Полученные результаты имеют большой по-
тенциал для развития методов определения ан-
тибиотиков с использованием фаговых антител. 
Представленный дизайн исследований по полу-
чению антител и их применению для индикации 
гентамицина может быть адаптирован для других 
антибактериальных препаратов.

Исследования проводились с использованием 
оборудования Центра коллективного пользования 
“Симбиоз” (ЦКП “Симбиоз”) ИБФРМ РАН (г. 
Саратов, Россия).
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Production of Recombinant Phage Antibodies Specific to Gentamicin  
and Their Use in Dot Immunoassay
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The potential of using phage display technology to obtain antigentamycin antibodies has been demonstrated. 
Antigentamycin recombinant antibodies were obtained for the first time using a sheep phage library (Griffin.1, 
UK). The interaction between obtained phage antibodies and gentamicin was monitored using a circular dichro-
ism spectroscopy. It was shown that the interaction between antigentamycin phage antibodies and correspond-
ing antibiotic is characterized by the presence of a characteristic exciton doublet: a positive peak at ~233 nm 
and a more intense negative peak with a maximum at ~240 nm. The possibility of gentamicin indication using 
a test system based on the dot immunoassay method and antigentamycin recombinant antibodies in aqueous 
solutions has been demonstrated for the first time; the lower limit of antibiotic detection is 0.5 μg/ml. Using the 
dot immunoassay method, it was found that antigentamycin phage antibodies did not exhibit activity towards 
ampicillin and tetracycline, but showed activity towards kanamycin (lower limit of detection – 1 μg/ml).  
The results are promising for further development of methods for gentamicin detection using recombinant phage 
antibodies.
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