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Разработана методика иммуноферментного анализа для контроля присутствия и оценки содержа-
ния соевого сырья в мясных продуктах питания, основанная на связывании специфических антител
с антигенными детерминантами соевого ингибитора трипсина. Из-за возможного влияния фермен-
тативной и высокотемпературной обработок продуктов, которые могут нарушать нативную структуру
ингибитора и приводить к его фрагментации, анализ основан на конкурентном взаимодействии с ан-
тителами антигена, содержащегося в пробе и иммобилизованного в лунках микропланшета. Установ-
лены условия проведения анализа, обеспечивающие минимальный предел обнаружения и высокую
точность измерений. Разработанный анализ имел продолжительность 60 мин, предел обнаружения
3.5 нг/мл и диапазон определяемых концентраций ингибитора 7.7–110 нг/мл. Показана возможность
использования предложенной методики для тестирования мясных продуктов.

Ключевые слова: иммуноферментный анализ, соевый ингибитор трипсина, безопасность пищевой
продукции, контроль состава продуктов питания
DOI: 10.31857/S0555109920040157

В настоящее время широко распространено до-
бавление в мясные продукты растительных белков,
что обусловлено технологическими и экономиче-
скими причинами. Самым популярным раститель-
ным компонентом является соя, благодаря высо-
кому содержанию в ней белка (около 40%), способ-
ности к эмульгированию, впитыванию воды и
жира, а также регулированию консистенции пище-
вых продуктов [1, 2]. Рецептуры различных мясных
продуктов устанавливают предельное содержание
в них немясных компонентов, превышение кото-
рых рассматривается как фальсификация. Кроме
того, использование соевого сырья сопряжено с
рисками аллергических реакций на его компонен-
ты – прежде всего на глицинин, β-конглицинин,
профилин, вакуолярный соевый белок и ингиби-
тор трипсина типа Кунитца [1, 3]. В связи с этим
для контроля соблюдения рецептуры пищевых
продуктов крайне важно располагать достовер-
ными производительными методами, выявляю-
щими специфические компоненты соевого сырья
и позволяющими оценивать его содержание в из-
готовленной продукции [4].

Для детектирования соевых добавок в продук-
тах питания предложены и применяются разно-
образные методы [5, 6]. Однако большинство из
них сопряжено с использованием специализиро-

ванного оборудования и являются часто весьма
трудоемкими и продолжительными. К таким ме-
тодам относятся высокоэффективная жидкост-
ная хроматография [7, 8], полимеразная цепная
реакция [9–11], а также электрофоретический [12]
и гистохимический [13] анализы.

Более перспективны для массового примене-
ния иммунохимические методы, характеризую-
щиеся высокой производительностью, методи-
ческой простотой и не требующие сложного
приборного обеспечения [14, 15]. Описан ряд
методов иммунодетекции соевых белков в про-
дуктах питания [16], основанных, как правило,
на принципах иммуноферментного [17–19] и
иммунохроматографического [20] анализов. Од-
нако выбор контролируемого биомаркера соево-
го сырья и формата иммуноанализа, обеспечива-
ющих максимальную достоверность тестирова-
ния, остается дискуссионным. Так, в качестве
кандидатных биомаркеров рассматривались
β-конглицинин [17, 20], глицинин [19], Gly m 4
[21], Gly m 8 [22] и ингибиторы трипсина Баума-
на-Бирка [23] и Кунитца [18]. При этом в описан-
ных аналитических системах реализован сэндвич-
формат иммуноанализа с образованием детекти-
руемых тройных комплексов (иммобилизованное
антитело – антиген, содержащийся в пробе, – ме-
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ченое антитело). Такой выбор оправдан, если не-
обходимо достижение максимальной чувствитель-
ности анализа [24] и аналит в пробе не подвергает-
ся деструкции. Однако изготовление пищевых
продуктов сопряжено с ферментативной и тепло-
вой обработкой, в результате чего в тестируемых
пробах содержатся как нативные белковые моле-
кулы, так и их фрагменты, препятствующие обра-
зованию детектируемых тройных комплексов.

В настоящей работе рассматриваются возмож-
ности применения в качестве контролируемых
компонентов молекул соевого ингибитора трип-
сина (СИТ) и их фрагментов. Данный белок явля-
ется специфическим биомаркером для соевого
сырья, который не имеет иммунохимического
сходства с белками, содержащимися в мясе. Его
содержание в сое высокое, что позволяет работать
со значительными разбавлениями проб, исклю-
чая влияние компонентов матрикса на результа-
ты анализа.

Установлено, что частичный гидролиз СИТ
различными ферментами – алкалазой, трипси-
ном, химотрипсином, бромелаином и папаином –
не приводит к разрушению как минимум аллер-
генных детерминант, а в некоторых случаях даже
усиливает связывание с ними [25]. Поэтому оправ-
данным решением для контроля соевого сырья в
мясопродуктах представляется реализация конку-
рентного иммуноанализа СИТ. Для повышения
доступности антигенных детерминант были учте-
ны рекомендации работы [26], предлагающие в
качестве иммуногена подвергнутый структурной
модификации СИТ. Такая модификация проис-
ходит, в частности, при конъюгировании СИТ с
низкомолекулярными гаптенами. В связи с этим
разработка анализа осуществлялась с использова-
нием антисывороток против конъюгатов СИТ с
гаптенами, отсутствующими в мясопродуктах.

Цель работы – разработка иммуноферментно-
го анализа (ИФА) для определения соевого сырья
в пищевых продуктах.

МЕТОДИКА

Реактивы. В работе использовали соевый ин-
гибитор трипсина Кунитца (T9003), детергент
тритон X-100 (“Sigma-Aldrich”, США), трис-ос-
нование (“Химмед”, Россия), однокомпонент-
ный субстратный раствор тетраметилбензидина
(ТМБ) (“НВО Иммунотех”, Россия), антивидо-
вые антитела (коза против кролика), меченные
пероксидазой (“Медгамал”, Россия). Кроличьи
поликлональные антитела против СИТ (8 препа-
ратов) были получены в рамках предыдущих ис-
следований лаборатории иммунобиохимии ФИЦ
биотехнологии РАН (Россия). Все вспомогатель-
ные реагенты (соли, кислоты, щелочи и органи-
ческие растворители) были аналитической или

химической чистоты. Буферные растворы гото-
вили на воде, деионизированной с помощью
установки Milli-Q (“Millipore”, США). ИФА про-
водили в 96-луночных прозрачных полистироло-
вых микропланшетах Costar 9018 (“Corning Co-
star”, США).

Тестирование связывания антисывороток с СИТ.
В лунках микропланшета сорбировали по 50 мкл
раствора 0.1 мкг/мл СИТ в 50 мМ К-фосфатном
буфере, рН 7.4, содержащем 0.1 М NaCl (ФБС), в
течение ночи при 4°С. Затем четырехкратно от-
мывали микропланшет ФБС, содержащим 0.05%
Тритона Х-100 (ФБСТ). Далее в лунки микроплан-
шета вносили по 50 мкл антисывороток против
СИТ (интервал разведений 1 : 200–1 : 107), инкуби-
ровали в течение 1 ч при 37°С, а затем четырех-
кратно отмывали ФБСТ и добавляли в лунки по
50 мкл антивидовых антител, меченных перокси-
дазой (разведение 1 : 3.000 в ФБСТ), и снова ин-
кубировали 1 ч при 37°С. После отмывки опреде-
ляли пероксидазную активность связавшейся с
носителем ферментной метки. Для этого в лунки
микропланшета вносили по 50 мкл раствора суб-
страта, инкубировали 15 мин при комнатной тем-
пературе и останавливали реакцию добавлением
25 мкл 1 М H2SO4. Оптическую плотность (D450)
продукта реакции измеряли при 450 нм с исполь-
зованием микропланшетного фотометра Zenyth
3100 (“Anthos Labtec Instruments”, Австрия).

Конкурентный ИФА СИТ. В лунках микро-
планшета сорбировали по 50 мкл раствора
0.1 мкг/мл СИТ в ФБС в течение ночи при 4°С,
после чего микропланшет четырехкратно отмы-
вали ФБСТ. Далее в лунки вносили по 25 мкл рас-
твора СИТ (интервал концентраций от 1 мкг/мл
до 10 пг/мл) или экстрактов соевых продуктов
(интервал разведений от 1 : 6 до 1 : 350.000) в
ФБСТ и добавляли по 25 мкл антисывороток про-
тив СИТ в разведении 1 : 15.000 в ФБСТ. Микро-
планшет инкубировали 1 ч при 37°С, затем четы-
рехкратно отмывали ФБСТ, добавляли в лунки
по 50 мкл антивидовых антител, меченных перок-
сидазой (разведение 1 : 3.000 в ФБСТ), и снова
инкубировали 1 ч при 37°С. После отмывки в лун-
ки вносили по 50 мкл раствора субстрата, инкуби-
ровали 15 мин при комнатной температуре, оста-
навливали реакцию добавлением 25 мкл 1 М H2SO4
и измеряли D450. Каждую пробу тестировали в
трех повторностях.

Зависимости оптической плотности (y) от
концентрации антигена в пробе (x) аппроксими-
ровали 4-параметрической сигмоидной функци-
ей y = (A − D)/(1 + (x/C)B) + D с помощью про-
граммного обеспечения Origin Pro 9.0 (“OriginLab”,
США). Значение параметра С соответствовало кон-
центрации антигена, ингибирующей связывание
антител на 50% (IC50). Концентрацию антигена, вы-
зывающую 10%-ное ингибирование (IC10), рассчи-
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тывали с использованием той же функции и рас-
сматривали как предел обнаружения.

Подготовка экстрактов из соевых продуктов.
Были протестированы препараты соевого белка
и соевого изолята, любезно предоставленные
Н.Л. Востриковой (Федеральный научный центр
пищевых систем им. В.М. Горбатова РАН), а так-
же приобретенные через розничную торговую
сеть. К 15 мг сухих препаратов прибавляли 1.5 мл
буферного раствора и тщательно перемешивали с
помощью ротационного смесителя RM-1L (“Elmi”,
Латвия) в течение 15–45 мин. После этого раство-
ры центрифугировали при 12000 g 10 мин и отби-
рали для анализа надосадочную жидкость.

Подготовка экстрактов из мясных продуктов.
Мясные продукты (колбаса, ветчина и сардельки)
покупали в розничной торговой сети. Пробы (2 г)
тщательно растирали в ступке с 4 мл буферного
раствора, центрифугировали при 12000 g 10 мин и
отбирали для анализа надосадочную жидкость.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика антисывороток. На первом эта-
пе работы было изучено связывание препаратов
кроличьих антисывороток с СИТ, иммобилизо-
ванным в лунках микропланшета. Из 8 охаракте-
ризованных препаратов наиболее эффективно с
антигеном взаимодействовали антисыворотки 3,
5, 6 и 8, кривые титрования которых представле-
ны на рис. 1.

Разработка методики ИФА для определения
СИТ. Отобранные препараты были использова-
ны для реализации конкурентного ИФА СИТ.
Использовали разведения, найденные по кривым
титрования, – 1 : 15.000 (3), 1 : 5.000 (5), 1 : 20.000 (6)
и 1 : 15.000 (8).

Для этих разведений были получены концен-
трационные зависимости аналитического сигна-
ла (D450) в диапазоне концентраций СИТ от
5 мкг/мл до 0.03 нг/мл. Пределы обнаружения
СИТ варьировали от 0.24 (антисыворотка 8) до
22.9 нг/мл (антисыворотка 6). Следует отметить,
что чувствительность ИФА не коррелировала с
титром антисывороток, отражающим как аффин-
ность специфических к СИТ антител, так и их со-
держание в антисыворотке. В дальнейших экспе-
риментах использовали антисыворотку 8, обеспе-
чивающую минимальный предел обнаружения
СИТ в конкурентном ИФА.

Представленный на рис. 2 эксперимент был
проведен при иммобилизации в лунках микро-
планшета 0.1 мкг/мл СИТ. Снижение концентра-
ции иммобилизуемого в лунках СИТ, потенци-
ально способствующее дополнительному увели-
чению чувствительности анализа, существенно
снижало амплитуду изменений D450 и, соответ-

ственно, ухудшало точность определения его
содержания в пробах (рис. 3).

Показано, что сокращение продолжительности
конкурентной стадии (рис. 4а) и стадии взаимодей-
ствия с антивидовыми антителами (рис. 4б), мечен-
ными пероксидазой, с 1 ч до 15 мин не приводило
к потере чувствительности ИФА и амплитуды из-
менений D450, что позволяло сократить продол-
жительность анализа с 2 ч 30 мин до 1 ч.

На рис. 5 представлен полученный в оптими-
зированных условиях градуировочный график за-

Рис. 1. Регистрация методом ИФА взаимодействия
антисывороток № 3 (1), 8 (2), 6 (3) и 5 (4) с иммобили-
зованным СИТ в 50 мМ К-фосфатном буфере, рН 7.4,
содержащем 0.1 М NaCl и 0.05% Тритона Х-100.
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висимости оптической плотности при 450 нм от
логарифма концентрации СИТ. Предел обнару-
жения СИТ составил 3.5 нг/мл, а диапазон опреде-
ляемых концентраций – 7.7–110 нг/мл. Относи-
тельное отклонение сигнала в рабочем диапазоне
анализа изменялось в интервале от 0.1 до 2.9%.

Пробоподготовка. Переход к анализу реальных
проб сопряжен с необходимостью выбора режима
пробоподготовки, прежде всего, состава экстра-
гирующего раствора, позволяющего, с одной сто-
роны, максимально извлечь СИТ из препарата, а
с другой – минимизировать влияние других ком-
понентов матрикса на результаты ИФА. Вопросы
пробоподготовки для иммуноанализа препаратов

сои неоднократно рассматривались в предше-
ствующих работах и суммированы в сравнитель-
ных исследованиях [27, 28]. Однако вопросы о рН
экстрагирующей среды и содержании в ней де-
тергента оставались открытыми и потребовали
дополнительного изучения.

Для экстракции СИТ из соевых препаратов,
используемых при производстве продуктов пита-
ния (соевый изолят и соевый белок), были проте-
стированы растворы с рН 5.0 (50 мМ ацетатный
буфер), 7.4 (50 мМ ФБС) и 9.0 (50 мМ Трис-HCl).

Показано, что ФБС и Трис-HCl обладали оди-
наковой экстрагирующей способностью, тогда
как с помощью ацетатного буфера за то же время
экстрагировалось в 7–8 раз меньше иммуноак-
тивных компонентов. Для дальнейших экспери-
ментов был выбран ФБС, оптимальный для про-
ведения ИФА.

Увеличение концентрации детергента Тритон
Х-100, добавляемого к экстрагирующему буфер-
ному раствору, в диапазоне от 0.05 до 1% не при-
водило к увеличению количества экстрагируемых
из соевых препаратов иммуноактивных компо-
нентов. Поэтому для дальнейшей работы исполь-
зовали ФБС, содержащий 0.05% детергента.

Сравнение результатов ИФА при разной про-
должительности экстракции показало, что основ-
ная часть (85–90%) белка экстрагировалась из со-
евых препаратов в первые 15 мин. Дальнейшее
увеличение времени экстракции не приводило к
существенному увеличению содержания экстра-
гируемого белка.

Для оценки эффективности выбранного таким
образом протокола пробоподготовки были оха-
рактеризованы результаты, получаемые при не-
скольких последовательных циклах экстракции.

Рис. 3. Градуировочные кривые ИФА СИТ, получен-
ные для 0.5 (1), 0.2 (2), 0.1 (3) и 0.05 (4) мкг/мл СИТ,
иммобилизованных в лунках микропланшета.
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Рис. 4. Градуировочные кривые ИФА СИТ, полученные при изменении продолжительности конкурентной стадии от
60 (1), 45 (2), 30 (3) до 15 (4) мин (а) и стадии взаимодействия с мечеными антивидовыми антителами (б).
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После проведения первого цикла к полученному
осадку добавлялась новая порция экстрагирующе-
го буфера, смесь перемешивали, центрифугирова-
ли и отбирали супернатант, а полученный осадок
подвергали очередной экстракции. При тестиро-
вании полученного ряда супернатантов методом
ИФА показано, что 89.3% СИТ экстрагируется уже
после первого цикла (табл. 1).

Использование разработанной методики ИФА
для анализа пищевых продуктов. Разработанная
методика была применена для анализа 6 препара-
тов сои. Для двух соевых изолятов содержание
СИТ составило 309 и 137 мкг на мл экстракта, для
четырех препаратов соевого протеина – 269, 154,
4.0 и 1.2 мкг на мл экстракта. Все величины, полу-
ченные методом ИФА, соответствовали данным
изготовителей о номинальном содержании сое-
вого сырья.

Разработанная методика была также примене-
на для анализа 6 мясных продуктов. Содержание
СИТ составило: для сарделек – 1.0%, для колбасы

ливерной – 0.05%, для ветчины из бедра индейки –
0.15%. В двух препаратах колбасы и препарате бу-
женины СИТ не был выявлен. Как следует из по-
лученных данных, несмотря на температурную и
ферментативную обработки, сохранялись антиген-
ные компоненты СИТ, которые позволили прове-
сти количественную оценку содержания соевого
сырья. В отличие от соевых препаратов в данном
случае достоверные сведения о составе продуктов
были получены лишь для препарата колбасы, изго-
товленной в ФНЦ пищевых систем им. В.М. Гор-
батова РАН (Москва, Россия). Тем не менее по-
лученные результаты позволили сделать вывод
как о пригодности разработанного аналитическо-
го метода, так и соответствии содержания соевого
сырья в протестированных продуктах его допусти-
мому уровню для соответствующей продукции.

Принципиальными преимуществами ИФА
как средства характеристики состава пищевых
продуктов являлись его малая продолжительность,
производительность благодаря возможности одно-
временной характеристики нескольких десятков
проб, доступность недорогого оборудования для
проведения тестирования и регистрации результа-
тов, автоматизация основных манипуляций и воз-
можность количественной характеристики содер-
жания контролируемых компонентов. Важно, что,
несмотря на особенности технологии получения
мясопродуктов, вызывающие частичную деструк-
цию СИТ, сохраняющиеся антигенные детерми-
нанты позволили осуществить достоверную имму-
нодетекцию.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 19-16-
00108).
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Таблица 1. Определение СИТ с помощью разработан-
ной методики ИФА в пробах, полученных после не-
скольких последовательных экстракций из соевого изо-
лята

Цикл экстракции
СИТ

мкг/мл %

1 29 89.3
2 2.7 8.3
3 0.4 1.2
4 0.3 0.9
5 0.1 0.3
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Development of Immunoenzyme Assay for Detection of Soybean Raw Material
in Food Products

N. I. Smirnovaa, E. A. Zverevaa, A. V. Zherdeva, and B. B. Dzantieva, *
aBach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences,

Moscow, 119071 Russia
*e-mail: dzantiev@inbi.ras.ru

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) has been developed to control the presence and estimate the
content of soybean raw materials in meat food products, based on the binding of specific antibodies to antigenic
determinants of a soybean trypsin inhibitor. Due to the possible influence of enzymatic and high-temperature
treatments of products that can disrupt the native structure of the inhibitor and lead to its fragmentation, the
analysis is based on competitive interaction with antibodies of the antigen contained in the sample and immo-
bilized in microplate wells. The conditions to implement the ELISA were established, providing a minimum de-
tection limit and high accuracy of measurements. The developed assay was characterized by duration of 60 min,
detection limit of 3.5 ng/mL and range of detectable concentrations of 7.7–110 ng/mL. The possibility of using
the proposed methodology for testing meat products was shown.

Keywords: enzyme immunoassay, soybean trypsin inhibitor, food safety, control of food composition
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