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В современном промышленном животноводстве
при интенсивных технологиях выращивания жи�
вотных в нарушение технологических регламентов
иногда прибегают к незаконному использованию
гормональных стимуляторов роста, т.к. применение
этих препаратов позволяет добиваться значитель�
ного повышения производства продукции живот�
ного происхождения при минимизации вложенных
затрат. Такая продукция крайне опасна для здоровья
человека, т.к. гормональные стимуляторы роста об�
ладают канцерогенной активностью, а также вызы�
вают нарушения полового созревания и репродук�
тивной способности человека [1–4]. В настоящее
время использование гормональных стимуляторов
роста при выращивании животных запрещено в
большинстве стран. В странах Европейского союза
в соответствии с директивой 96/23/ЕС проводится
мониторинг остаточного содержания в кормах и
животноводческой продукции запрещенных анабо�
лических стимуляторов роста (стильбены, стерои�
ды, лактоны резорциновой кислоты, бета�адрено�
миметики). Все эти вещества отнесены к наиболее
опасным лекарственным препаратам (группа А).
При контроле препаратов данной группы основной
целью является обнаружение незаконного исполь�
зования их в любых концентрациях. 

Качество пищевых продуктов на наличие в них
гормональных стимуляторов роста наиболее часто
оценивается с применением хроматографических
методов анализа [5–7]. Данные методы, несмотря на

высокую чувствительность, воспроизводимость и
достоверность результатов, обладают существенны�
ми недостатками, которые обусловлены высокой
стоимостью оборудования, необходимостью при�
влечения высококвалифицированного персонала, а
также значительными трудозатратами и длительно�
стью анализа при характеристике серийных образ�
цов. В связи с этим активно разрабатываются имму�
нохимические методы определения гормональных
стимуляторов роста, которые лишены недостатков
хроматографических методов [8].

Цель исследования – разработка непрямого
конкурентного иммуноферментного метода опре�
деления гексестрола (ГЕК), одного из анаболиче�
ских препаратов стильбенового ряда, и использова�
ние данного метода для определения ГЕК в мясе
животных.

МЕТОДИКА

Материалы. Пероксидаза из корней хрена
(RZ 3.0) – препарат фирмы “Sigma” (США). Данный
фермент был использован в работе без дополнитель�
ной очистки.

Гексестрол, 3,3',5,5'�тетраметилбензидин (ТМБ) и
натриевая соль казеина – препараты фирмы “Sigma”
(США), Н2О2 (30%�ный) – “ХимМед” (Россия),
Твин�20 – “Ferak” (Германия). Все используемые соли
были аналитической или химической чистоты. Кон�
центрация пероксида водорода оценивалась спектро�
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Разработан непрямой конкурентный иммуноферментный анализ (ИФА) гексестрола (ГЕК), одного из
запрещенных в животноводстве анаболиков. Варьируя концентрации наслаивающего конъюгата (ГЕК�
овальбумина), антисыворотки против ГЕК, казеина и Твин�20, оптимизированы условия проведения
ИФА. Показано, что значения предела обнаружения (IC10), IC50 и рабочего диапазона (IC20–IC80) в от�
сутствие и присутствии 0.05% Твин�20 в реакционной смеси равны 0.01, 0.17, 0.03–0.86 нг/мл и 0.05, 2.9,
0.26–32.0 нг/мл соответственно. Среднеквадратичное отклонение результатов анализа не превышало
5.4%. При использовании бездетергентного формата ИФА при определении ГЕК в образцах говяжьего
мяса с различным содержанием аналита величина открытия составила 74–147%.
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фотометрически по измерению оптической плотно�
сти его растворов при 240 нм (ε240 = 43.6 М–1 см–1) [9]. 

Иммунореагенты. Гексестрол, конъюгированный
с овальбумином (ГЕК(ОВА) был получен, как описа�
но ранее [10]. Для этого, к 10 мг 3�карбоксипропил�
гексестрилового эфира, растворенного в 0.4 мл смеси
диоксана и диметилсульфоксида (1 : 1 об./об.), до�
бавляли 5 мл триметиламина и 20 мл изобутилхлор�
формиата и инкубировали в течение 1 ч при 48°С
(раствор А). В то же время 20 мг овальбумина раство�
ряли в 0.8 мл дистиллированной воды с последую�
щим добавлением 0.8 мл диметилсульфоксида. Дан�
ный раствор также инкубировали в течение 1 ч при
48°С (раствор Б). Затем раствор А медленно по кап�
лям добавляли к раствору Б, после чего полученную
смесь инкубировали в течение 4 ч при 48°С. Полу�
ченный конъюгат ГЕК�ОВА диализовали против
10 мМ К�фосфатного буфера, рН 7.4, содержащего
0.15 M NaCl (ФБС) и хранили при –20°С. Аналогич�
ным образом синтезировали конъюгат ГЕК с бычим
сыворотным альбумином (БСА).

Поликлональная антисыворотка к ГЕК была по�
лучена при подкожной иммунизации кроликов ве�
сом 1.5–2.5 кг в течение 6 мес конъюгатом ГЕК�
БСА, как описано ранее [11]. Титр антисывороток
оценивали методом ИФА. Специфические антисы�
воротки хранили в 50%�ном (об./об.) растворе гли�
церина при –20°С.

Конъюгат поликлональных антител овцы против
IgG кролика с пероксидазой хрена был синтезиро�
ван, как описано [12]. Для этого 5 мг пероксидазы
хрена (ПХ) растворяли в 0.5 мл дистиллированной
воды с последующим добавлением раствора перйо�
дата натрия, конечная концентрация которого со�
ставляла 17 мМ. Окисление ПХ проводили при ком�
натной температуре в течение 20 мин в темноте, по�
сле чего реакционную смесь диализовали против
1 мМ Na�ацетатного буфера, рН 4.9, в течение ночи
при 4°С для удаления избыточного количества окис�
лителя и продуктов его разложения. На следующие
сутки в полученный раствор пероксидазы добавляли
0.5 мг очищенных поликлональных антител овцы
против IgG кролика, растворенных в 75 мкл 50 мМ
Na�карбонатного буфера, рН 9.6, и инкубировали
при комнатной температуре 2 ч при постоянном пе�
ремешивании. Восстановление образовавшихся ос�
нований Шиффа проводили, добавляя 10 мкл свеже�
приготовленного 10%�ного раствора NaBH4. Реак�
цию проводили при комнатной температуре в
течение 30 мин. Конъюгат диализовали против ФБС
и хранили в 50%�ном (об./об.) растворе глицерина
при –20°С.

Определение гексестрола методом ИФА. Предва�
рительно в лунки 96�луночных микропланшетов с
высокой сорбционной способностью (“Costar”,
США) вносили по 100 мкл раствора конъюгата ГЕК�
ОВА (0.25–2.00 мкг/мл) в 50 мМ карбонатном буфе�

ре, рН 9.6, и инкубировали в течение ночи при 4°С.
После удаления несорбированного конъюгата в
лунки планшета вносили по 100 мкл 0.1%�ного рас�
твора казеина в 50 мМ фосфатном буфере, рН 7.4,
содержащем 0.15 М NaCl (ФБС), и инкубировали в
течение 1 ч при 37°С. Избыток казеина удаляли че�
тырехкратной отмывкой планшетов ФБС, содержа�
щим 0.05% Твин�20 (ФБСТ). На следующем этапе в
лунки планшета вносили по 50 мкл ГЕК (0.003 до
600 нг/мл) и антисыворотки против ГЕК. Антисы�
воротку разводили ФБС или ФБСТ, в то время как
для ГЕК в качестве растворителя использовали ФБС
или ФБСТ, содержащие 0.2% казеина и 20% метано�
ла. Конкурентная иммунологическая реакция про�
текала в течение 1 ч при 37°С. После отмывания
микропланшета от несвязавшихся антител во все
лунки добавляли по 100 мкл раствора конъюгата
противовидовых антител с пероксидазой хрена (раз�
ведение 1 : 6000) в ФБСТ и инкубировали в течение
1 ч при 37°С. Рабочее разведение используемого
конъюгата было определено в отдельном экспери�
менте. Затем, после отмывания микропланшета, во
все лунки добавляли по 100 мкл свежеприготовлен�
ного субстратного раствора, содержащего 0.42 мМ
ТМБ и 1.2 мМ H2O2, растворенных в 100 мМ ацетат�
ном буфере, рН 4.3. Ферментативную реакцию оста�
навливали добавлением 50 мкл 2 M H2SO4, а затем в
лунках определяли значения оптической плотности
при 450 нм.

Подготовка образцов говядины. Измельчали до
состояния фарша 5 г говяжьего мяса, не содержаще�
го жира и соединительной ткани, смешивали с 5 мл
0.067 M фосфатного буфера, рН 7.2, и гомогенизи�
ровали в течение 2 мин в ножевом гомогенизаторе.
Затем 1 г полученного гомогената смешивали с 3 мл
метанола и подвергали ультразвуковой обработке
(“Elmasonic S”, Германия, мощность 80 Вт) в тече�
ние 20 мин, после чего смесь центрифугировали в
течение 10 мин при 4000 g. Используя полученный
осадок, процесс экстракции метанолом проводили
повторно. Осадок после вторичной экстракции
смешивали с 3 мл водно�метанольной смеси (1 : 3) и
подвергали ультразвуковой обработке в течение
20 мин. Полученный гомогенат центрифугировали
в течение 10 мин при 4000 g. Экстракцию водно�ме�
танольной смесью проводили дважды. После про�
ведения четырехэтапной экстракции полученные
супернатанты образца мяса объединяли и смешива�
ли при интенсивном встряхивании с 2 мл гексана.
Образовавшийся верхний слой гексана удаляли, и
экстракцию гексаном повторяли вновь. Для удале�
ния метанола из водно�спиртового (нижнего) слоя
полученый раствор подвергали выпариванию при
50°C. Водный раствор смешивали с 5.0 мл трет�бу�
тилметилового эфира, и экстракцию проводили в
течение 20 мин, встряхивая вручную каждые 5 мин.
Используя нижний слой, экстракцию с трет�бутил�



86

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 1  2011

ВДОВЕНКО и др.

метиловым эфиром проводили повторно. Затем по�
лученные органические фракции объединяли и
упаривали на роторном испарителе (45°C). Перед
анализом высушенный образец растворяли в 0.5 мл
рабочего буфера (ФСБ или ФСБТ) и центрифуги�
ровали в течение 10 мин при 7000 g. На последнем
этапе пробоподготовки супернатант разводили в
10 раз рабочим буфером. Растворы ГЕК с концен�
трациями, соответствующими значениям IC25, IC50

и IC75, в образце мясного экстракта получали сме�
шиванием этанольного раствора ГЕК (1 мг/мл) и
экстракта говяжего мяса.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Хотя качество проведения иммуноферментного
анализа во многом определяется характеристиками
используемых иммунореагентов (специфических
антител, наслаивающих и ферментных конъюгатов),
условия анализа также значительно влияют на пара�
метры данного аналитического метода. Учитывая
вышесказанное, на первом этапе разработки непря�
мого конкурентного ИФА (рис. 1), предназначенно�
го для определения ГЕК (химическая формула пред�
ставлена на рис. 2) в мясе животных, нами оптимизи�
ровалась концентрация антител против ГЕК в
реакционной среде. Как видно на рис. 3, использова�
ние слабо разбавленного раствора специфической
антисыворотки (разведение 1 : 800) приводит к фор�
мированию градуировочной кривой с высоким фо�
новым значением оптической плотности (рис. 3, 1).
С другой стороны, при применении сильно разбав�
ленной антисыворотки (разведение 1 : 6400) величи�
на регистрируемой оптической плотности не зависе�
ла от концентрации добавляемого в реакционную
среду ГЕК, т.е. при этом разведении антисыворотки
градуировочная кривая не позволяла измерять кон�
центрацию ГЕК (рис. 3, 4). И только антисыворотка
к ГЕК в разведениях 1 : 1600 и 1 : 3200 позволила нам
получить качественные градуировочные кривые для
определения ГЕК (рис. 3, 2 и 3). 

Традиционно в ИФА для предотвращения не�
специфической сорбции на поверхности полисти�
роловых планшетов в реакционную среду добавля�
ют ПАВ. Более того, часто в схему анализа также
вводят стадию сорбирования блокирующего белка.
На первом этапе нашей работы оба указанных мето�
дологических приема использовались нами при
определении ГЕК, используя Твин�20 как ПАВ и
казеин как блокирующий белок. Однако, как видно
на рис. 4, 1, и в этом варианте анализа значение оп�
тической плотности, соответствующей неспецифи�
ческой реакции, было достаточно велико. Поэтому
казеин был применен не только как блокирующий
белок, но и как один из компонентов реакционной
смеси на стадии конкуренции. Добавление 0.1% ка�
зеина в реакционную смесь позволило эффективно
подавить неспецифическую адсорбцию антител в
лунках микропланшета (рис. 4, 2). Надо также отме�
тить, что введение казеина в реакционную смесь
приводило и к понижению эффективности специ�
фической иммунологической реакции.

В дальнейшем исследовали влияние концентра�
ции конъюгата ГЕК�ОВА, используемого как насла�
ивающий антиген, на аналитические характеристи�
ки ИФА. Как видно на рис. 5, 1 при низких концен�
трациях наслаивающего антигена градуировочная
кривая не формируется. Повышение концентрации
ГЕК�ОВА позволило получить качественные граду�
ировочные кривые для определения ГЕК (рис. 5, 2 и
3). Однако, дальнейшее повышение концентрации
ГЕК�ОВА (до 2 мкг/мл) приводило к негативному
результату, что выражалось в резком ухудшении ана�
литических характеристик ИФА, а именно в повы�
шении величины предела обнаружения и резком
сужении рабочего диапазона измеряемого ГЕК
(рис. 5, 4). По�видимому, обнаруженный эффект
связан с формированием неактивных агрегатов ГЕК�
ОВА, образующихся за счет гидрофобного взаимо�
действия фрагментов ГЕК различных молекул на�
слаивающего конъюгата. Сравнение таких аналити�
ческих величин, как IC10, IC50 и интервала рабочего
диапазона (IC20–IC80) для 4 градуировочных кривых
с использованием различных концентраций ГЕК�
ОВА, показало, что наилучшие результаты были по�
лучены при использовании наслаивающего конъ�
югата с концентрацией 0.5 мкг/мл (табл. 1).

В работе [13], посвященной разработке ИФА для
определения азинфосфометила в образцах воды, бы�
ло показано, что удаление Твин�20 из реакционной

HO OH

H5C2 H

H C2H5

Рис. 2. Химическая структура гексестрола.

+

Овальбумин

Антиген

Антитело

Вторичное
антитело

Пероксидаза

+

Рис. 1. Схема непрямого конкурентного твердофаз�
ного иммуноферментного анализа гексестрола.
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смеси на стадии конкуренции приводит к повыше�
нию чувствительности анализа. Аналогичный под�
ход был апробирован нами и в случае определения
ГЕК. Как видно на рис. 6, удаление ПАВ из реакци�
онной смеси приводило к смещению градуировоч�
ной кривой в область более низких концентраций
ГЕК, т.е. к понижению предела обнаружения анали�
за исследуемого анаболического гормона. Следует
также с удовлетворением отметить, что такое удале�
ние ПАВ из реакционной среды не привело к значи�
тельному увеличению значения фоновой оптиче�
ской плотности (рис. 6). В отсутствие Твин�20 в реак�

ционной смеси величины IC10 и IC50 составили 0.01 и
0.17 нг/мл соответственно, при этом рабочий диапа�
зон анализа ГЕК лежал в интервале от 0.03 до
0.86 нг/мл (табл. 2). Среднеквадратичное отклонение
результатов анализа находилось в интервале 0.3–5.4%.

Сопоставление полученных аналитических па�
раметров при определении ГЕК с помощью ИФА
без применения ПАВ и жидкостной хроматографии
с масс�спектроскопической регистрацией, для ко�
торой предел обнаружения равнялся 0.8 нг/мл, по�
казало [14], что разработанный ИФА имеет более

A450

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.01 0.1 1 10 100

1

2

3

[ГЕК], нг/мл

Рис. 3. Подбор оптимального разведения антисыво�
ротки против ГЕК в ИФА гексестрола. При оптими�
зации использовались разведения: 1 – 1 : 800, 2 – 1 : 1600,
3 – 1 : 3200, 4 – 1 : 6400.
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Рис. 4. Градуировочные кривые для определения ГЕК
с помощью ИФА, используя в качестве рабочего бу�
фера ФСБТ с 10% метанола без добавления (1) или с
добавлением 0.1% казеина (2). 
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Рис. 5. Подбор оптимальной концентрации ГЕК�
ОВА, использованного как наслаивающий конъюгат,
в ИФА гексестрола. При оптимизации использова�
лись концентрации (мкг/мл): 1 – 0.25, 2 – 0.5, 3 – 1.0
и 4 – 2.0.
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Рис. 6. Градуировочные кривые для определения ГЕК
с помощью ИФА, используя в качестве рабочего бу�
фера ФБС с 0.1% казеина и 10% метанола без добав�
ления (1) или с добавлением 0.05% Твин�20 (2).

4



88

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 1  2011

ВДОВЕНКО и др.

низкий предел обнаружения ГЕК по сравнению с
хроматографическим методом. Сравнение разрабо�
танного метода с другими опубликованными имму�
нохимическими методами анализа показало, что
аналитические параметры ИФА без применения
ПАВ значительно лучше параметров для непрямого
ИФА (рабочий диапазон от 0.1 до 8.1 нг/мл, IC50 –
0.671 нг/мл) [15] и сопоставимы с аналитическими

характеристиками для прямого ИФА (рабочий диа�
пазон от 0.01 до 8.1 нг/мл, IC50 – 0.23 нг/мл) [11].

Разработанный метод анализа был использован
для определения ГЕК, добавленного в образцы экс�
тракта говяжьего мяса. Концентрация ГЕК в приго�
товленных образцах равнялась 0.04, 0.17 и
0.55 нг/мл. При проведении реакции конкуренции
между ГЕК�ОВА и ГЕК за места связывания специ�
фических антител в ФБС, т.е. в отсутствие ПАВ, ве�
личины открытия для определения ГЕК в образцах
мяса варьировались в пределе 74–147% (табл. 3).
Здесь следует подчеркнуть, что когда определение
ГЕК проводилось с помощью ИФА с добавлением
Твин�20, матричный эффект мяса был столь значи�
телен, что, в отличие от ИФА без применения ПАВ,
не позволил корректно измерять концентрацию
ГЕК в образцах мяса (0.43, 2.9 и 18.5 нг/мл). Вели�
чины открытия в этом случае лежали в интервале
545–1355% (табл. 3).

Таким образом, разработан непрямой конкурент�
ный иммуноферментный анализ гексестрола. При
этом было показано, что удаление ПАВ из реакцион�
ной смеси на стадии конкуренции позволило не толь�
ко значительно понизить предел обнаружения данно�
го анаболического гормона, но и минимизировать
матричный эффект мяса при определении ГЕК с по�
мощью ИФА.

Работа поддержана Российским фондом фунда�
ментальных исследований (08�03�92201 ГФЕН_a и 09�
04�01639�а), Национальным фондом естественных
наук Китая (20675035) и Перспективной программой
развития науки и технологии Китая (2006BAK02A09 и
2006BAK02A19).

Таблица 1. Влияние концентрации наслаивающего конъ�
югата (ГЕК�ОВА) на величины аналитических парамет�
ров ИФА гексестрола

ГЕК�ОВА, 
мкг/мл IC10, нг/мл IC50, нг/мл

Рабочий 
диапазон, 

нг/мл

0.25 0.4 3.6 0.7–16

0.5 0.1 3.4 0.4–30

1.0 0.7 11.5 1.5–98

2.0 8.0 34.6 16–92

Таблица 2. Влияние присутствия Твин�20 в реакционной
среде стадии конкуренции на величины аналитических
параметров ИФА гексестрола

Состав реакционной 
среды

IC10, 
нг/мл

IC50, 
нг/мл

Рабочий 
диапазон, 

нг/мл

ФБС с 0.1% казеина, 
10% метанола и 0.05% 
Твин�20

0.05 2.9 0.26–32.0

ФБС с 0.1% казеина и 
10% метанола

0.01 0.17 0.03–0.86

Таблица 3. Определение гексестрола в образцах говяжьего мяса с помощью непрямого конкурентного иммуно�
ферментного анализа

Образец 
мяса

ИФА без использования Твин�20 ИФА с использованием Твин�20

концентрация ГЕК
открытие, %

концентрация ГЕК
открытие, %добавленного, 

нг/мл
определенного, 

нг/мл (n = 3)
добавленного, 

нг/мл 
определенного, 

нг/мл (n = 3)

№ 1 0.04 0.06 140 0.4 5.0 1163

0.17 0.20 118 2.9 18.5 638

0.55 0.57 104 18.5 100.9 545

№ 2 0.04 0.06 140 0.4 5.0 1163

0.17 0.25 147 2.9 27.0 931

0.55 0.70 127 18.5 177.4 959

№ 3 0.04 0.03 74 0.4 5.0 1163

0.17 0.14 82 2.9 39.3 1355

0.55 0.57 104 18.5 214.2 1158
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Abstract—An indirect competitive enzyme�linked immunosorbent assay (ELISA) of hexestrol (HES), an
antibiotic forbidden for use in livestock farming, has been developed. Conditions of ELISA have been opti�
mized by varying the concentrations of the coating conjugate (HES�ovalbumin), anti�HES antiserum,
casein, and Tween 20. In the absence of Tween 20 in the reaction mixture, the detection limit (IC10) equaled
0.01 ng/ml, IC50 equaled 0.17 ng/ml, and the working range (IC20–IC80) equaled 0.03–0.86 ng/ml, while, in
the presence of 0.05% Tween 20, these values equaled 0.05 ng/ml, 2.9 ng/ml, and 0.26–32.0 ng/ml, respec�
tively. Standard deviation of the analysis results did not exceed 5.4%. If ELISA was performed in the absence
of detergents, the recovery value upon HES determination in spiked beef samples ranged from 74 to 147%.
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