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ИММУНОФЕРМЕНТНАЯ СИСТЕМА ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДЕЗОКСИНИВАЛЕНОЛА

Аннотация. Разработан и испытан набор реагентов «ИФА-ДЕЗОКСИНИВАЛЕНОЛ» для определения дезок-
синиваленола (ДОН) в кормах для животных, пищевой продукции и продовольственном сырье методом прямого 
конкурентного иммуноферментного анализа в микропланшетном формате. Базовые компоненты набора представ-
ляют собой поликлональные антитела к ДОН, полученные в результате иммунизации кроликов конъюгатом ДОН 
с бычьим сывороточным альбумином, и конъюгат пероксидазы из корней хрена с микотоксином. Установлены тех-
нико-аналитические параметры набора и метрологические характеристики методики выполнения измерений. Набор 
позволяет с надлежащей точностью определять ДОН в диапазоне концентраций от 0,2 до 6,0 мг/кг, предел количе-
ственного определения исследуемого микотоксина в зерне и продуктах его переработки не превышает 0,2 мг/кг.
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ENZYME IMMUNOASSAY KIT FOR THE DETERMINATION OF DEOXYNIVALENOL

Abstract. A reagent kit EIA-DEOXYNIVALENOL for the determination of mycotoxin deoxynivalenol (DON) in feeds 
and foods by a direct competitive enzyme immunoassay using microtitration plate has been developed and tested. The basic 
components of the kit are polyclonal antibodies to DON, obtained as a result of immunization of rabbits with a conjugate of 
DON with bovine serum albumin and a conjugate of horseradish peroxidase with DON. The evaluated parameters of the kit 
and metrological characteristics of the technique of measurements correspond to the modern level of immunoassay devel-
opment and provide the determination of DON content of agricultural products in a range of 0.2 to 6.0 mg/kg with proper 
accuracy and precision. The limit of quantitative determination of DON in grain and cereal foods does not exceed 0.2 mg/kg.
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Введение. Микотоксин дезоксиниваленол (ДОН) является метаболитом Fusarium culmorum 
и Fusarium graminearum. Чаще всего этот микотоксин обнаруживают в пшенице, кукурузе, яч-
мене и продуктах их переработки. Химически ДОН принадлежит к трихотеценам. Попадание 
токсинов этой группы в организм человека и животного может приводить к возникновению 
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микотоксикоза, являться причиной нарушения эмбрионального развития (тератогенное дей-
ствие), запускать процесс некроза внутри клетки (цитотоксическое действие), подавлять актив-
ность иммунной системы (иммунодепрессивное действие), воздействовать на кроветворные ор-
ганы и центральную нервную систему, вызывать лейкопению и гемораггию [1].

Присутствие ДОН в зерне и продуктах его переработки не только представляет непосред-
ственную угрозу здоровью людей, но и наносит большой экономический ущерб сельскому хо-
зяйству. Данный микотоксин малотоксичен для птиц благодаря особенностям их метаболизма. 
Наибольшую опасность токсин представляет для свиней. Поступление ДОН в организм этих 
животных в очень низких концентрациях вызывает отказ от корма, а в сравнительно высоких – 
рвоту. Вследствие этого наблюдается существенное снижение прироста живой массы [2, 3]. Бы-
строе разрушение ДОН в желудочно-кишечном тракте и печени животных приводит к тому, что 
этот токсин не накапливается в органах и тканях.

В Беларуси установлены предельные допустимые уровни содержания ДОН в кормах, продо-
вольственном сырье и продуктах питания. Они указаны в гигиеническом нормативе «Показате-
ли безопасности и безвредности для человека продовольственного сырья и пищевых продуктов» 
(постановление Министерства здравоохранения Республики Беларусь от 21.06.2013 г. № 52), в ве-
теринарно-санитарных правилах обеспечения безопасности кормов, кормовых добавок и сырья 
для производства комбикормов (постановление Министерства сельского хозяйства и продоволь-
ствия Республики Беларусь от 10.02.2011 г. № 10), в технических регламентах таможенного союза 
ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции» и ТР ТС 015/2011 «О безопасности зерна». 
ДОН считается одним из наименее токсичным среди трихотеценов. В зависимости от вида корма 
и того, для какого животного он будет использоваться, допустимый уровень микотоксина варьи-
руется от 0,25 до 2,0 мг/кг. Количество ДОН в продовольственном сырье и продуктах питания 
(за исключением пищевых продуктов, предназначенных для питания беременных и кормящих 
женщин, детей раннего, дошкольного и школьного возраста, где содержание ДОН не допускает-
ся и должно составлять менее 0,05 мг/кг) не может превышать 0,7–1,0 мг/кг.

Относительно недорогим и в то же время чрезвычайно чувствительным и селективным ме-
тодом определения ДОН является иммуноферментный анализ (ИФА). В его основе лежит спе
цифическое взаимодействие антитела с антигеном, чем определяются высокие аналитические 
характеристики этого метода. Для определения ДОН предложены прямой [4, 5] и непрямой [5–8] 
конкурентный ИФА. Как правило, прямой ИФА по сравнению с непрямым является более удоб-
ным и менее продолжительным.

Целью настоящей работы, выполняемой в рамках Государственной научно-технической про-
граммы «Промышленные био- и нанотехнологии–2020», является создание набора реагентов 
«ИФА-ДЕЗОКСИНИВАЛЕНОЛ» для определения ДОН в кормах для животных, пищевой про-
дукции и продовольственном сырье методом прямого ИФА.

Настоящая статья является продолжением цикла работ, посвященных разработке наборов 
ИФА для определения микотоксинов в кормах и продуктах питания [9–12].

Материалы и методы. Чистый ДОН, имеющий статус стандарта, поступил от фирмы 
«Romer Labs» (Австрия), диизопропилкарбодиимид, N-гидроксисукцинимид, бычий сыво-
роточный альбумин (БСА), детергенты и бактериостатики приобретены у фирмы «Sigma-
Aldrich» (США). Разборные микропланшеты из полистирола, состоящие из двенадцати 
8-луночных полосок (стрипов), производства «Greiner bio-one» (Германия). Очищенная пе-
роксидаза из корней хрена (ПХ) получена от фирмы «ДИА-М» (РФ). Растворы хромогена 
3,3′,5,5′-тетраметилбензидина (ТМБ) и субстрата (Н2О2), а также стоп-реагент (раствор H2SO4) 
изготовлены в Институте биоорганической химии НАН Беларуси. Измельченные образцы раз-
личных зерновых культур, в которых содержание ДОН установлено c помощью набора реагентов 
«RIDASCREEN® FAST DON» («R-Biopharm AG», Германия) и референсный материал предостав-
лены ГУ «ЦНИЛхлебопродукт» (Беларусь). Продукты переработки зерна закуплены в торговой 
сети г. Минска.

Для детекции колориметрического сигнала в ИФА использовали прибор АИФ М/340 («Ви-
тязь», Беларусь). Спектры MALDI-TOF снимали в масс-спектрометре Microflex LRF («Bruker», 
Германия). Спектры ультрафиолетового поглощения растворов ДОН и его производных записы-
вали в кювете с длиной оптического пути 1 см в приборе Cary 5000 («Agilent», США).
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Конъюгаты БСА и ПХ с ДОН синтезировали с использованием 3-гемисукцината ДОН, полу-
ченного по ранее описанным методикам с некоторыми изменениями [5, 13]. 5,0 мг (17,0 мкмоль) 
ДОН и 10 мг (84,0 мкмоль) фенилборной кислоты растворяли в 0,2 мл сухого пиридина, пере-
мешивали в течение 18 ч при температуре 20–25 °C. Затем добавляли 34 мг (340 мкмоль) анги-
дрида янтарной кислоты и 4 мг (34 мкмоль) 4-диметиламинопиридина. Перемешивали в тече-
ние 2 ч при 40 °C. Пиридин упаривали, остаток растворяли в 0,2 мл ацетона, добавляли 0,1 мл 
воды, 4 мкл трифторуксусной кислоты и 4 мг пентаэритрита. Перемешивали в течение 1,5 ч при 
40 °C. Растворители упаривали, остаток растворяли в хлороформе и проводили хроматографию 
на колонке, заполненной силикагелем, элюируя смесью хлороформ–метанол. К 1,5 мг (5,1 мкмоль) 
выделенного 3-гемисукцината ДОН в 0,05 мл диметилформамида добавляли 0,9 мг (7,7 мкмоль) 
N-гидроксисукцинимида и 1,2 мкл (7,7 мкмоль) диизопропилкарбодиимида в 0,1 мл диметилфор-
мамида. Перемешивали при 4–10 °C в течение 1 ч, затем при температуре 20–25 °C в течение 2 ч. 
Осадок диизопропилмочевины отделяли после центрифугирования. Раствор добавляли к 0,5 мл 
15 г/л раствора БСА или к 1,0 мл 4 г/л раствора ПХ в 0,1 М NaHCO3. Перемешивали в течение 
3 ч при 20–25 °C, затем конъюгат ДОН–БСА обессоливали на колонке с Sephadex G-25, конъюгат 
ДОН–ПХ очищали методом гель-хроматографии на колонке с Superose 12 (1 ç 30 см). Содержание 
остатков микотоксина в конъюгатах определяли с помощью масс-спектрометрии MALDI TOF.

Поликлональные антитела (ПАт) к ДОН получали в результате иммунизации кроликов конъ-
югатом ДОН–БСА. Перед каждой иммунизацией получали эмульсию иммуногена ДОН–БСА 
и полного адъюванта Фрейнда. Первые две инъекции проводили, используя 0,45 мг иммуногена, 
с интервалом в 2 недели. Затем проводили иммунизацию с использованием 0,25 мг конъюгата 
ДОН–БСА один раз в 3 недели. Начиная с 4 цикла, осуществляли периодический отбор проб 
крови из ушной вены животных. Иммунизацию продолжали в течение 6 месяцев. Полученные 
образцы сыворотки тестировали на наличие связывающей способности в отношении ДОН–ПХ. 
Титры антител определяли как рабочее разведение антисыворотки в тест-системе, включающей 
покрытую антикроличьими антителами твердую фазу, при связывании ДОН–ПХ в отсутствие 
немеченого ДОН в пределах от 2,0 до 2,3 оптических единиц колориметрического сигнала ПХ.

Микропланшетный иммуносорбент получали биоспецифической иммобилизацией ПАт 
к ДОН (в титре 1 : 20 000–1 : 50 000) на внутренней поверхности лунок полистирольного планше-
та, предварительно покрытой очищенными ПАт овцы к иммуноглобулинам класса G кролика. 
Стабилизацию иммобилизованных антител проводили специальным раствором, содержащим 
инертные для анализа белки, неорганические соли, сахара и антибактериальные добавки. 

При приготовлении градуировочных проб точную концентрацию исходного раствора ДОН 
в ацетонитриле устанавливали спектрофотометрически, используя ε217 = 6825 M–1 · см–1. Градуи-
ровочные пробы ДОН получали путем последовательного разведения исходного раствора ДОН 
буферным раствором с нейтральным значением рН. Для удобства расчетов результатов анали-
за сделан перевод истинных концентраций ДОН в градуировочных растворах (0; 10–300 нг/мл) 
в массовые концентрации (мг/кг) микотоксина в образцах путем умножения на коэффициент 20, 
учитывающий массу экстрагируемого образца, объем экстракта и степень его разбавления при 
пробоподготовке. Это позволяет при расчетах находить значение массовой концентрации ДОН 
в исследуемом образце сразу по градуировочному графику.

В состав готового набора «ИФА-ДЕЗОКСИНИВАЛЕНОЛ» входят следующие компоненты: 
иммуносорбент, 96-луночный полистирольный планшет, 12 стрипов по 8 лунок, с иммобили-
зованным ПАт к ДОН, 1 планшет; градуировочные растворы ДОН, жидкие препараты, 5 фла-
конов, (0,7 ± 0,02) мл. Массовая концентрация ДОН в диапазоне 0; 0,2–6,0 мг/кг; конъюгат ДОН–
ПХ, 21-кратный концентрат, жидкий препарат, 1 флакон, (1,0 ± 0,02) мл; раствор для разведения 
конъюгата, жидкий препарат, 1 флакон, (20,0 ± 0,5) мл; промывочный раствор, 10-кратный кон-
центрат, жидкий препарат, 1 флакон (30,0 ± 0,5) мл; раствор хромогена ТМБ, жидкий препарат, 
1 флакон, (0,7 ± 0,02) мл; субстратный буферный раствор, жидкий препарат, 1 флакон, (14,0 ± 0,5) 
мл; стоп-реагент, жидкий препарат, 1 флакон, (15,0 ± 0,5) мл.

Анализ с использованием набора «ИФА-ДЕЗОКСИНИВАЛЕНОЛ» проводили следующим 
образом. Навеску (5,0 ± 0,1) г размолотого образца экстрагировали 100 мл дистиллированной 
воды, фильтровали и доводили рН раствора до значения 6–8. Полученный экстракт использовали 




