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ИЗУЧЕНИЕ СТЕПЕНИ ГИДРАТАЦИИ 

НЕЙРАМИНИДАЗЫ ВИРУСА ГРИППА

Н.С. Гребенкина, Н.А. Контаров, Н.В. Юминова

ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия

Резюме. Известно, что функционирование многих белков и ферментов зависит от степени гидратации их поверх-

ностей. В наших исследованиях в качестве модели поверхностного антигенного вирусного белка была выбрана 

нейраминидаза (NA) вируса гриппа. С помощью модели адсорбции Брунауэра–Эммета–Теллера (БЭТ) рассчита-

ны величины монослоя воды (am) при различных значениях упругости паров воды. Из полученных изотерм БЭТ 

можно сделать вывод о наличии гистерезиса, заключающегося в различном значении монослоя am при сорбции 

и десорбции воды с поверхности фермента, что связано, вероятно, с высокой степенью кооперативности обра-

зующейся гидратной оболочки. Максимальное связывание молекул воды наблюдалось при значении упругости 

паров p/pS = 0,65 и составило am = 224 молекулы воды на одну молекулу фермента. При сопоставлении с расчетной 

площадью поверхности тетрамера NA (S = 256 нм2) и учитывая максимальную площадь проекции молекулы воды 

можно сделать вывод о полном покрытии монослоем воды всей поверхности фермента. При данном значении am 

наблюдалась максимальная активность NA, минимум активности фермента приходился при значении am = 98 

молекул воды на молекулу фермента, что соответствовало значению упругости паров воды p/pS = 0,38. Таким об-

разом, для NA вируса гриппа показана зависимость ферментативной активности от степени гидратации поверх-

ности фермента. Получена зависимость иммуногенности вируса гриппа от степени гидратации NA.

Ключевые слова: степень гидратации, нейраминидаза, модель адсорбции Брунауэра–Эммета–Теллера, иммуногенность 

вируса гриппа.

THE STUDY OF INFLUENZA VIRUS NEURAMINIDASE HYDRATION DEGREE

Grebyonkina N.S., Kontarov N.A., Yuminova N.V.

I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. It is known that the functioning of many proteins and enzymes depends on the degree of hydration of their sur-

faces. In our studies, neuraminidase (NA) of influenza virus was selected as a model for surface antigenic viral protein. 

The Brunauer–Emmett–Teller (BET) model of adsorption was used to calculate the values of water monolayer (am) at differ-

ent values of water vapor pressure. The obtained BET isotherms allow for concluding that hysteresis takes place manifested 

by the difference between the monolayer am values for sorption and desorption of water from the surface of the enzyme, which 

is probably associated with a high degree of cooperation of the hydration shell formed. The maximum binding of water mol-

ecules was observed for the vapor pressure p/ps value of 0.65 and was am = 224 water molecules per a molecule of the enzyme. 

Basing on the calculated surface area of a NA tetramer (S = 256 nm2) and the maximum projection area of water molecule, 

it may be concluded that the entire surface of the enzyme is completely covered with a water monolayer. For said am value 

the maximum activity of NA was observed, whereas the minimum enzyme activity corresponded to the am value of 98 water 

molecules per a molecule of the enzyme, which corresponded to the water vapor pressure p/pS value of 0.38. Thus, for the 

influenza virus NA protein a dependency of the enzymatic activity on the degree of hydration of the surface of the enzyme 

is demonstrated. The dependence of immunogenicity of influenza virus from the extent of hydration of NA.
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Введение

Взаимодействие между биологическими мак-

ромолекулами имеет важное функциональное 

значение. Стабильность различных белковых 

структур зависит от величины контактных пло-

щадок, комплементарности центров взаимодей-

ствия, характера межмолекулярных сил, возни-

кающих при образовании комплексов, а также 

от процесса вытеснения части воды, связывае-

мой свободными компонентами комплексов [1].

При определенной степени гидратации бел-

ковой молекулы не происходит образования 

ассоциатов вирусных белков, что имеет непо-

средственное значение при получении, напри-

мер, различных противовирусных вакцин. Так, 

в процессе очистки вакцинного препарата бел-

ковые ассоциаты могут оседать на поверхности 

фильтра, что приводит к снижению специфичес-

кой активности вирусного препарата. Излишняя 

или недостаточная гидратация может приво-

дить к маскировке результатов при учитывании 

нейраминидазной (NA) активности. На сегод-

няшний день практически полностью отсутству-

ют данные о влиянии гидратации вирусных бел-

ков на их структурно-функциональные свойства. 

Поэтому целью данной работы было изучение 

структурно-функционального состояния NA ви-

руса гриппа при различных степенях гидратации 

белковых молекул и изучение влияния степени 

гидратации фермента NA на его активноcть [2, 3].

Материалы и методы

Препарат белка. NA вируса гриппа выделяли 

из концентрированного и очищенного вируса 

гриппа А/Victoria/361/2011 (серотип Н3N2). С этой 

целью вирусы ресуспендировали в Na-ацетатном 

буфере (50 мМ ацетат Na, 2 мМ NaCl, 0,2 мМ 

ЭДТА; рН = 7,0) и разрушали 7% октилглюкази-

дом в течение 2 ч при +4°С. Затем материал цен-

трифугировали при 15 000 об./мин в течение 1 ч 

(ротор Beckman SW50.1). К супернатанту, содер-

жащему NA, добавляли 2%-ный водный раствор 

бромида цетримония (Sigma, Германия) до ко-

нечной концентрации 0,1%. Образец наносили 

на анионо обменную колонку (1 × 3 см, сорбент 

DEAE Sephadex A-50), предварительно уравнове-

шенную стартовым буфером (50 мМ Трис-HCl, 

0,1% октилглюкозид, рН = 7,2). NA элюировали 

30 мл стартового буфера. Каждую фракцию диа-

лизовали против буфера STE в течение 72 ч для 

удаления остатков октилглюкозида. Контроль чи-

стоты выделенного материала осуществляли при 

помощи электрофореза в полиакриламидном геле 

в присутствии SDS по методу Лэммли (концентра-

ция ПААГ 10%, сила тока при входе в гель 50 мА, 

далее 80 мА, время проведения — 40 мин) [4] с по-

следующим анализом гелей на денситомет ре GS-

700 (Bio-Rad Laboratories) (рис. 1).

Лиофилизация NA. Сконцентрированный ма-

териал разливали по 2 мл в биовиалы объемом 

4 мл, замораживали при –80°С и лиофилизиро-

вали в течение 12 ч.

Гидратирование NA измеряли при температу-

ре 25°С на весах Мак-Бена в интервале относи-

тельной упругости паров воды 0.38÷0.65. Для из-

мерения изотерм использовали NA (~150 мг), 

имеющую после длительного вакуумирования 

при 25°С и 10–4 мм рт.ст. постоянный вес [5].Рисунок 1. Результаты электрофореза 

в полиакриламидном геле

Figure 1. The results of electrophoresis 
in polyacrylamide gel
А — электрофореграмма неочищенного 
вируссодержащего материала; Б — электрофореграмма 
вируссодержащего материала после очистки 
и концентрирования белкового кольца в градиенте 
сахарозы; В — электрофореграмма вируссодержащего 
материала после очистки и концентрирования белкового 
осадка в градиенте сахарозы. 1 — Р-белки (РB1, РB2, РA); 
2 — нейраминидаза; 3 — гемагглютинин; 4 — NP-белок; 
5 — М-белок; 6 — белковый маркер масс.
A — The electrophoretogram of not purified virus containing 
material; B — The electrophoretogram virus containing 
material after purification and concentration of protein rings 
in the gradient of sucrose; C — The electrophoretogram virus-
containing material after purification and concentration of the 
protein precipitate in a gradient of sucrose. 1 — P-proteins 
(PB1, PB2, PA); 2 — neuraminidase; 3 — hemagglutinin; 
4 — NP-protein; 5 — M-protein; 6 — protein mass marker.

Рисунок 2. Изотерма сорбции и десорбции 

паров воды NA вируса гриппа

Figure 2. The isotherm of adsorption and desorption 
of water vapor NA of influenza virus
1 — изотерма сорбции; 2 — изотерма десорбции.
1 — isotherm sorption; 2 — isotherm desorption.
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Активность NA определяли по методу [6]. Го-

товили реакционную смесь (0.1 мл очищенной 

NA и 0.1 мл фетуина в 0,2 М фосфатном буфере 

с рН = 6.0). Смесь тщательно перемешивали и ин-

кубировали 2 ч при 35°С. Затем смесь охлаждали 

до ком натной температуры и добавляли 0,1 мл 

периодат ного реагента, перемешивали и инкуби-

ровали 20 мин при 25°С. К смеси добавляли 1 мл 

арсенит ного реагента и перемешивали до раство-

рения осадка. К смеси добавляли 2,5 мл тиобар-

битуратного реагента, перемешивали и помещали 

на 15 мин в кипящую водяную баню. После охлаж-

дения к смеси добавляли 4 мл бутанолового реа-

гента (N-бутанол, содержащий 5% по объе му кон-

центрированной соляной кислоты) и интенсивно 

встряхивали для лучшей экстракции окрашенно-

го вещества. Смесь центрифугировали 10 мин при 

1500 об./мин при 25°С. Отбирали водную (нижнюю) 

фазу и определяли на спектрофотометре величину 

поглощения при длине волны 549 нм с соответ-

ствующим контролем. Оптимальное поглощение 

составляло 0,58 опти ческой единицы. Получен-

ный результат сопостав ляли с калибровочной 

кривой (с концентрацией N-ацетилнейраминовой 

кислоты от 5 до 40 мкг (в 0,2 мл 0,2 М фосфатного 

буфера, рН = 6,0). Иммуногенность вируса гриппа 

определялась по РТГА [9].

Результаты и обсуждениe

По полученным данным были построены изо-

термы сорбции-десорбции паров воды (рис. 2), 

а также их линейные анаморфозы в координатах 

уравнения Брунауэра–Эммета–Теллера (БЭТ) 

(рис. 3).

Как видно из графика (рис. 2), максимальное 

связывание молекул воды наблюдалось при зна-

чении упругости паров p/pS = 0,65 и составило 

8,66 мМ воды на 1 г NA, что соответствует 224 мо-

лекулам воды на 1 молекулу фермента. Минималь-

ное связывание молекул воды наблюдалась при 

значении упругости паров воды 0,38 и составило 

3,6 мМ воды на 1 г NA. При сопоставлении с рас-

четной площадью (S) тетрамера NA (S = 256 нм2) 

[7] и учитывая максимальную S проекции моле-

кул воды можно сделать вывод о полном покрытии 

монослоем воды всей поверхности фермента.

Также видно, что изотермы сорбции и де-

сорбции паров воды не совпадают, что связано 

с явлением гистерезиса, заключающегося в раз-

личном значении монослоя am при сорбции и де-

сорбции паров воды с поверхности фермента NA 

в виду высокой степени кооперативности обра-

зующейся гидратной оболочки.

С помощью линейных анаморфоз (рис. 3) 

были рассчитаны параметры уравнения БЭТ. 

Из полученных данных можно сделать вывод, 

что величина am (емкость монослоя) соответ-

ствует совокупности молекул воды, связанных 

в первую очередь теми центрами, которые име-

ют большую энергию сорбции, по сравнению 

с энергией связанной воды, завершающих обра-

зование гидратной оболочки.

При анализе линейных анаморфоз была рас-

считана теплота сорбции, равная 3,4 кДж/моль.

Теплоту сорбции рассчитывали по формуле [10]:

Q = RT LnC,

где Q — теплота сорбции, R — универсальная га-

зовая постоянная, T — абсолютная температура 

в Кельвинах, С — параметр модели БЭТ.

Из полученного значения видно, что резуль-

тат теории сходен с экспериментальными дан-

ными по гидратации белков [8].

Рисунок 3. Линейная анаморфоза изотермы 

сорбции и десорбции паров воды NA вируса 

гриппа в координатах уравнения БЭТ

Figure 3. Linear anamorphosis of the isotherms 
of sorption and desorption of water vapor NA 
of influenza virus in the coordinates of equation BET
1 — линейная анаморфоза изотермы сорбции 
в координатах уравнения БЭТ; 2 — линейная анаморфоза 
изотермы десорбции в координатах уравнения БЭТ.
1 — linear anamorphosis sorption isotherms in coordinates 
of equation BET; 2 — linear anamorphosis desorption 
isotherms in coordinates of equation BET.

Рисунок 4. Зависимость среднего 

геометрического титра антител от степени 

гидратации нейраминидазы вируса гриппа 

А/Victoria/361/2011 (серотип Н3N2)

Figure 4. The dependence of the average geometric 
titers of antibodies to the degree of hydration 
of the neuraminidase of influenza virus 
A/Victoria/361/2011 (H3N2 serotype)
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Поэтому можно сделать вывод, что процесс 

сорбции обратимый, сопровождается выделени-

ем тепла, называемого теплотой сорбции, кото-

рое тем больше, чем прочнее связь между моле-

кулами сорбента и сорбата.

Максимальная активность фермента NA ви-

руса гриппа наблюдалась при значении am = 224 

молекулы паров воды на 1 молекулу фермента, 

а минимум активности NA соответствовал аm = 

98 молекул паров воды на молекулу фермента, 

что соответствовало значению упругости паров 

воды 0,38. Таким образом, для нейраминидазы 

вируса гриппа показана зависимость фермента-

тивной активности от степени гидратации по-

верхности фермента.

Степень гидратации оказывает также влияние 

на иммуногенность вируса гриппа, что являет-

ся важным при получении различных противо-

гриппозных вакцин. Нами получена зависимость 

среднего геометрического титра антител от степе-

ни гидратации нейраминидазы вируса гриппа А/

Victoria/361/2011 (серотип Н3N2) (рис. 4). Данная 

зависимость имеет экстремум в виде максимума 

при степени гидратации W0 = 35%, что практи-

чески соответствует значению am = 235 молекул 

паров воды на 1 молекулу фермента, при котором 

наблюдался максимум активности нейраминида-

зы. Полученный результат указывает на необхо-

димость учета гидратации нейраминидазы вируса 

гриппа при получении вакцинных препаратов.
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