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Введение. Для определения уровня противовирусных антител в сыворотках крови людей и животных ис-
пользуют классическую реакцию торможения гемагглютинации (РТГА). При постановке РТГА требуется об-
работка исследуемых сывороток рецептор-разрушающим ферментом  (RDE) для удаления сывороточных 
гликанов, нарушающих точность реакции РТГА. При использовании препаратов RDE для оптимизации их 
количества в РТГА необходимо знать их реальную нейраминидазную активность. В настоящей статье раз-
работан простой и экономичный метод тестирования нейраминидазной активности рецептор-разрушающих 
препаратов с использованием стандартного лабораторного реагентного оснащения и оборудования.
Цель – разработать усовершенствованный простой и удобный метод для оценки активности нейраминида-
зы с помощью вируса гриппа.
Материал и методы. В основе метода лежит способность нейраминидазы гидролизовать остатки сиало-
вой кислоты на клеточной поверхности эритроцитов, что лишает эритроциты способности к агглютинации 
вирусом гриппа, так как именно к этим остаткам прикрепляется вирус, вызывая их агглютинацию.
Результаты и обсуждение. Разработан простой и удобный метод для оценки активности нейраминидазы 
способом двукратных разведений с эритроцитами человека или животных и последующей инкубацией с 
вирусом гриппа А для тестирования гемагглютинации.
Заключение. Метод позволяет точно оценить рецептор-разрушающую (нейраминидазную) активность пре-
паратов RDE и сравнить их между собой, что необходимо для оптимизации постановки РТГА при монито-
ринге сывороток крови животных и людей, больных или переболевших острой респираторной вирусной 
инфекцией, в том числе гриппом. Разработанный метод может быть включён в регламент методических 
указаний для постановки РТГА при мониторинге гриппа и других острых респираторных вирусных инфекций 
в различных лабораториях.
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Introduction. The classic hemagglutination inhibition reaction (RTGA) is used to determine the level of antiviral 
antibodies in human and animal serum specimens. During the performance of RTGA the tested sera must be 
treated with a receptor-destroying enzyme (RDE) to remove serum glycans that degrade the accuracy of the 
RTGA results. To optimize the amounts of RDE compounds used, it is necessary to know their real neuraminidase 
activity. This article describes a simple and economical method for testing the neuraminidase activity of receptor-
destroying compounds using standard reagents and laboratory equipment. 
Aims of investigation. Design of an improved simple and convenient method for evaluating the neuraminidase 
activity using the flu virus.
Material and methods. Here, we propose a convenient method for evaluating the activity of neuraminidase 
by double-fold dilution procedure with human or animal erythrocytes followed by hemagglutination assay with 
influenza A virus. 
Results and discussion. The method is based on the ability of neuraminidase to hydrolyze sialic acid residues on 
the cell surface of erythrocytes, that deprives red blood cells to be agglutinated with the flu virus, since these sialic 
glycans provide virus attachment and hemagglutination. 
Conclusion. The designed method allows the accurate measurement of the receptor-destroying (neuraminidase) 
activity of RDE compounds and the comparison of the compounds with each other. This test is necessary to optimize 
the RTGA protocol when monitoring blood sera of animals and humans after influenza infection and/or Acute 
Respiratory diseases (ARD). The designed method can be included in the guidelines of regulations for the RTGA 
protocol, which is used in different laboratories to monitor the epidemic process of influenza and ARD infections.
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Введение
При осуществлении мониторинга гриппозной ин-

фекции в природе наряду с выделением вирусных 
штаммов изучают уровень и профиль противови-
русных антител в популяциях различных видов жи-
вотных и у людей, используя классический метод 
торможения гемагглютинации (РТГА), который был 
разработан в прошлом столетии [1, 2]. Этот метод 
широко используется и в настоящее время для опре-
деления титров антител в сыворотках крови у различ-

ных хозяев, включая человека, как за рубежом [3], так 
и в России (Методические указания МУ 3.1.3490-17 
«Изучение популяционного иммунитета к гриппу 
у населения Российской Федерации», утвержде-
ны Главным государственным санитарным врачом 
РФ 27 октября 2017 г.1; далее – Методические указа-
ния МУ 3.1.3490-17), 

Для разрушения неспецифических сиалосодержа-
щих гликанов обычно применяют препараты ней-

1Бюллетень нормативных и методических документов Госсанэпиднадзора. 2018. Вып. 1.
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раминидазы, выделенной из нехолерного вибриона, 
так называемого рецептор-разрушающего фермента 
(RDE – Receptor Destroying Enzyme), который отще-
пляет остатки сиаловой кислоты и устраняет интер-
ферирующий эффект неспецифических ингибитор-
ных гликанов [4]. RDE гидролизует сывороточные си-
алосодержащие соединения, которые интерферируют 
с исследуемыми антителами за взаимодействие с те-
стовым вирусом при постановке РТГА, и тем самым 
устраняет эффект фальш-торможения, не связанного 
с действием антител. 

Для постановки РТГА требуется тестирование ней-
раминидазной активности исследуемых препаратов 
RDE для оптимизации её количества в РТГА. С этой 
целью обычно применяется колориметрический ме-
тод, требующий дорогостоящих специфических суб-
стратов и приборного оснащения. В настоящей рабо-
те нами предложен простой и удобный метод оценки 
активности нейраминидазы, не требующий специаль-
ных реактивов и приборов. Метод назван нейрамини-
дазным торможением реакции агглютинации эритро-
цитов человека вирусом гриппа, поскольку основан 
на способности вирусной нейраминидазы отщеплять 
остатки сиаловой кислоты с поверхности эритроцитов 
и предотвращать их агглютинацию вирусом гриппа.

Материал и методы
Вирусы  гриппа. Использовали вирусы гриппа А/

Aichi/2/68 (H3N2) и A/WSN/34 (H1N1), которые вы-
ращивали на 9-дневных куриных эмбрионах [5].
Препараты  рецептор-разрушающего  фермента 

(RDE). Изучали два препарата RDE, полученного 
из нехолерного вибриона (Нижегородский НИИ эпи-
демиологии и микробиологии им. акад. И.Н. Блохи-
ной, Россия; RDEниэм) и культуры холерного вибри-
она Огава типа 558 (Denka Seiken, Япония; RDEseik).
Рабочий раствор эритроцитов. Использовали све-

жие образцы крови курицы, морской свинки, кроли-
ка, мыши, а также I и III группы крови человека. Эри-
троциты трижды промывали фосфатным буфером (10 
mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7,2; 2,7 mM KCl; 137 mM 
NaCl) (ФБ) при 1000 об/мин в течение 5 мин при 4 °С. 
Рабочий раствор эритроцитов готовили на ФБ с кон-
центрацией 1% по объёму эритроцитов. 
Определение концентрации белка. Для определения 

концентрации белка в препаратах RDE использовали 
колориметрический метод Бредфорда [6]. Реакцию 
ставили в объеме 200 мкл, используя в качестве коли-
чественного стандарта сравнения бычий сывороточ-
ный альбумин (ICN Pharmaceuticals, США). Реакцию 
ставили в формате 96-луночных   планшетов, в объ-
ёме 200 мкл, реакцию регистрировали на спектрофо-
тометре Пикон, модель 136086 (ЗАО «Пикон»; Рос-
сия) при длине волны 595 нм [7].
Определение  рецептор-разрушающей  активности 

препаратов  RDE. Уровень рецептор-разрушающей 
активности препаратов RDE оценивали с помощью 
реакции торможения агглютинации эритроцитов 
посредством нейраминидазного разрушения их ре-
цепторов. Для этого готовили двукратные разведе-

ния исследуемых препаратов RDE (нейраминидазы) 
в объёме 25 мкл и к полученным разведениям добав-
ляли 25 мкл 1% суспензии эритроцитов определён-
ного вида животных или человека. Приготовленные 
эритроцитарно-нейраминидазные смеси инкубирова-
ли при 37 °С в течение 120 мин. После этого в иссле-
дуемые разведения добавляли равный объём вируса 
гриппа А/Aichi 2/68 (H3N2) либо A/WSN/34 (H1N1) 
в количестве 8 ГАЕ, смеси перемешивали и планшеты 
инкубировали при 4 °С в течение 1–2 ч для развития 
реакции агглютинации эритроцитов вирусом. Иссле-
довали эритроциты I и III групп крови человека, мы-
ши, курицы, кролика, морской свинки. Активность 
RDE оценивали по её разведению в последней лунке, 
в которой не наблюдалось гемагглютинации. Положи-
тельным считалось последнее разведение, в котором 
отсутствовала гемагглютинация. Величину рецеп-
тор-разрушающей активности препаратов нейрами-
нидазы определяли в рецептор-разрушающих едини-
цах (РРЕ), количество которых равнялось обратному 
титру последнего разведения, в котором не наблюда-
лось агглютинации эритроцитов в условиях реакции.
Расчёт  нейраминидазной  активности. Рецеп-

тор-разрушающую активность препаратов RDE учи-
тывали по разведению в последней лунке, в которой 
не наблюдалось гемагглютинации. Величину рецеп-
тор-разрушающей активности препарата нейрамини-
дазы определяли в единицах РРЕ. Для более точного 
анализа и учёта реакции использовали параллельные 
ряды двукратных разведений исследуемого RDE, ког-
да титрование начинали с различного начального раз-
ведения: 1:2, 1:3, 1:5.
Определение  нейраминидазной  активности  по  ги-

дролизу  нейраминидазного  субстрата. Для прямого 
сравнения нейраминидазной активности использу-
емых препаратов RDE оценивали способность рас-
щеплять флуорогенный субстрат нейраминовой кис-
лоты MuNANA (Sigma, США). В качестве стандарта 
использовали очищенную нейраминидазу холерного 
вибриона фирмы Behring (Германия), имеющую ак-
тивность 0,04Е на 1 мкг белка. За единицу актив-
ности (Е) принимали отщепление 1 ммоль нейра-
миновой кислоты от субстрата за 1 мин в условиях 
используемой реакции. Готовили двукратные раз-
ведения препаратов RDE в объёме 120 мкл ФБ, со-
держащего 0,1 мМ CaCl2, добавляли 50 мкл 0,04 мМ 
раствора MuNANA (2-(4-methylumbelliferyl)-a-D-N-
acetylneuraminic acid (Sigma; Cat No. M8639) и инку-
бировали 60 мин при 37 °С. Реакцию останавливали 
добавлением 50 мкл раствора, содержащего 75% эта-
нола и 25 мМ NaOH. Количество отщеплённой нейра-
миновой кислоты определяли по интенсивности по-
тока флуоресценции 460 нм при возбуждении 360 нм 
на флуориметре для микропланшетов Synergy™ HT 
(Bio-Tek Instruments, США) [8]. 

Результаты
Во многих вирусологических исследованиях ис-

пользуют препараты RDE, обладающие нейрами-
нидазной активностью, разрушающей клеточные 
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гликопротеидные рецепторы. Наиболее часто при-
меняют нейраминидазу при определении титров 
противогриппозных антител в сыворотках человека 
и животных методом РТГА [1–3]. В этом методе RDE 
используется для удаления неспецифических глика-
нов сыворотки, содержащих остатки сиаловой кис-
лоты, которые мешают определению точных титров 
вирус-специфических антител, так как нарушают 
взаимодействие референс-вируса и эритроцитов, на 
котором основан тест РТГА.

В работе проводили сравнительное исследование 
двух нейраминидазных препаратов (RDE) произ-
водства РФ и Японии. Для оценки уровня рецеп-
тор-разрушающей активности готовили двукратные 
разведения исследуемых препаратов нейраминидазы 
в объёме 25 мкл и к полученным разведениям добав-
ляли 25 мкл 1% суспензии эритроцитов определённо-
го вида животных, а также человека. Приготовленные 
эритроцитарно-нейраминидазные смеси инкубирова-
ли при 37 °С в течение 120 мин для удаления сиало-
вых рецепторов на поверхности эритроцитов. После 
этого в исследуемые разведения добавляли равный 
объём вируса гриппа А/Aichi 2/68 (H3N2) либо A/
WSN/34 (H1N1) в количестве 8 ГАЕ, смеси переме-
шивали и планшеты инкубировали при 4 °С в тече-
ние 1 ч для развития реакции агглютинации эритро-
цитов вирусом. 

Результаты тестирования рецептор-разрушающей 
активности препаратов RDE c эритроцитами I и III 
группы крови человека показаны на рис. 1. Приво-
дятся ряды двукратных разведений RDE, с которыми 
последовательно инкубировали эритроциты и вирус 
гриппа А. Как видно, эритроциты после обработки 
RDE теряли способность агглютинироваться виру-
сом гриппа А. Уровень активности RDE оценивали 
по последнему разведению, при котором ещё не про-
исходило агглютинации эритроцитов. Как показано 
на рис. 1, последними без агглютинации были лун-

ки 6 и 3 для российского и японского препаратов 
RDE, что соответствовало разведениям 1:128 и 1:32 
соответственно. Величину рецептор-разрушающей 
активности препаратов нейраминидазы определяли 
в РРЕ по последнему разведению, в котором не на-
блюдалось агглютинации эритроцитов в условиях ре-
акции (см. таблицу). 

Для более точного сравнения активности препара-
тов RDE определяли специфическую нейраминидаз-
ную активность методом прямой колориметрической 
реакции в расчёте на количество белка в препарате. 
С этой целью использовали метод Бредфорда и флуо-
ресцентный метод прямого определения нейрамини-
дазной активности. Результаты типичного экспери-
мента по определению удельной нейраминидазной 
активности приведены в таблице и на рис. 2. Удель-
ная RDE активность составляла 3,5 и 1,1 РРЕ на 1 мкг 
белка у российского и японского препаратов соответ-
ственно, что хорошо коррелировало с величинами 
нейраминидазной активности, полученными прямым 
измерением по расщеплению нейраминидазного суб-
страта (см. рис. 2). Эти наблюдения подтверждают 
достоверность предложенного метода оценки RDE 
с помощью вируса гриппа и позволяют сделать вывод 
о высокой активности RDE российского препарата, 
что позволяет брать меньшее белковое количество 
RDEниэм по сравнению с препаратом RDEseik для об-
работки сывороток крови при постановке РТГА. 

Обсуждение
В настоящей работе предложен простой метод оцен-

ки нейраминидазной активности препаратов RDE c 
использованием эритроцитов человека и лаборатор-
ного вируса гриппа А. В основе метода лежит способ-
ность нейраминидазы гидролизовать остатки сиало-
вой кислоты на клеточной поверхности эритроцитов 
разных видов животных и человека. Такое удаление 
сиаловой кислоты лишает эритроциты способности 

Характеристики рецептор-разрушающей и нейраминидазной активности препаратов RDE
Characteristics of receptor-destroying and neuraminidase activity of RDE compounds

Препарат RDE
Compound

RDE

Титр рецептор-разру-
шающей активности1

Titer of receptor-de-
stroying activity1

Концентрация белка в препа-
рате, мг/мл2 

Protein concentration in the 
sample (mg/ml)2

Специфическая рецептор-раз-
рушающая активность, РРЕ/мг3

Specific receptor-destroying 
activity (RDU/mg)3

Нейраминидазная активность 
препарата, Е/мг4

Neuraminidase activity of the 
sample (U/mg of protein)4

RDEниэм
RDEniem

1:128 0,037 ± 0,015 3460 31.5

RDEseik
RDEseik

1:16 0,015 ± 0,003 1067 8,4

Примечание. 1Aктивность RDE титровали методом двукратных разведений с эритроцитами I группы крови человека, как описано в 
материалах и методах; 2 концентрацию белка в препаратах RDE определяли методом Бредфорда, используя в качестве стандарта БСА [7]. 
Стандартная ошибка величины средней рассчитана в программе Excel по алгоритму Fx=стандотклон.G; 3 специфическую рецептор-разру-
шающую активность рассчитывали в условных единицах (РРЕ) на 1 мг белка в исследуемом препарате RDE, как описано в материалах и 
методах; 4 нейраминидазную активность препаратов определяли прямым флуориметрическим методом с субстратом нейраминовой кислоты 
MuNANA, как описано в материалах и методах (см. рис. 2). В качестве препарата сравнения использовали очищенную нейраминидазу холер-
ного вибриона фирмы Behring (Германия), имеющую активность 40Е на 1 мг белка. 

Note.1 Titration of RDE activity was performed by double dilution procedure with human red blood cells of group 1, as described in the materi-
als and methods; 2 the protein concentration in RDE compounds was determined by the Bradford method, using the BSA standard [7]. The standard 
deviation error was calculated in the Excel program using the Fx=standdeviation algorithm.G; 3 specific receptor-destroying activity was calculated 
in arbitrary units (receptor destroying units; RDU) per mg of protein in the analyzed RDE compounds, as described in the materials and methods; 4 
the neuraminidase activity of the analyzed compounds was determined by direct fluorimetric method with a fluorogenic substrate of neuraminic acid 
MuNANA, as described in the materials and methods (see Fig.2). As a comparison drug, we used purified neuraminidase compound of a cholera Vibrio 
from Behring (Germany), which has the activity of 40 U per mg of protein.
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Рис. 1. Определение активности препаратов RDE методом нейраминидазного торможения реакции гемагглютинации вирусом гриппа.
Двукратные разведения препаратов RDE инкубировали с 1% суспензией эритроцитов человека I (ряды 1, 3) и III (2, 4) группы крови. Полученные 
смеси инкубировали 90 мин при 37 °С и в смеси вносили 8 ГАЕ вируса A/Aichi/2/68 (H3N2) либо A/WSN/34 (H1N1) и инкубировали 2 ч при 4 °С. 

Планшеты фотографировали при дневном свете.
Fig. 1. Determination of the activity of RDE compounds by neuraminidase activity inhibition in the reaction of hemagglutination by the 

influenza virus.
Two-fold dilutions of RDE compounds were prepared, which were incubated with a 1% suspension of human red blood cells of group 1 (rows 1, 3) and group 3 
(2, 4). Then, the resulting mixtures were incubated for 90 minutes at 37 °C and 8 HAE of A/Aichi/2/68 (H3N2) or A/WSN/34 (H1N1) viruses were added to the 

mixture and incubated for 2 hours at 4 °C. The plates were photographed under day light.

к агглютинации вирусом гриппа человека, так как 
именно к этим остаткам прикрепляется вирус, вызы-
вая их агглютинации в мультиклеточные комплексы 
(так называемая гемагглютинация). Метод позволя-
ет оценить рецептор-разрушающую (нейраминидаз-
ную) активность препаратов RDE и сравнить их меж-
ду собой, что бывает необходимо для оптимизации 
постановки РТГА при мониторинге сывороток крови 
животных и людей, больных или переболевших грип-
позной инфекцией. По сравнению с биохимическим 
колориметрическим тестированием со специфиче-
ским субстратом предлагаемый метод обладает рядом 
достоинств. К таковым относятся простота методики, 
отсутствие в протоколе исследования дорогостоящих 
реагентов и приборов, необходимость простого лабо-
раторного инструментария и возможность выполне-
ния в любой биохимической лаборатории.

Утверждён технический регламент постановки  
РТГА для определения титров антивирусных антител 
в сыворотках крови людей при различных заболева-
ниях гриппом и сходными инфекциями (Методиче-
ские указания МУ 3.1.3490-17). В сельском хозяйстве 
реакция РТГА широко применяется для изучения 
инфицированных сельскохозяйственных животных 
и птиц актуальными вирусами гриппа H5N1, H7N5, 
H9N2, H5N8 и др. В указанном регламенте прописан 
этап обработки исследуемых сывороток препаратом 
RDE для удаления неспецифических сиалосодержа-
щих ингибиторов (приложение № 2 к Методическим 
указаниям МУ 3.1.3490-17). Однако в нём отсутству-
ет методика тестирования и стандартизации этого 
фермента на этапе обработки сывороток RDE при 
постановке РТГА. Учитывая важность обработки ис-

следуемых сывороток данным ферментом, регламент 
может быть дополнен настоящим тестом на актив-
ность фермента RDE, что будет способствовать более 
точному определению титров антивирусных антител 
в исследуемых сыворотках крови человека и живот-
ных и повышению оптимизации стандарта примене-
ния РТГА в различных лабораториях. Для обработки 
сыворотки крови животных или человека при поста-
новке РТГА в качестве базового режима можно реко-
мендовать применение не менее 10 РРЕ на 1 мл об-
рабатываемого разведения сыворотки при инкубации 
в течение 60–120 мин при 37 °С.

Заслуживает внимания выбор эритроцитов для ис-
пользования в предлагаемом методе. При изучении 
препаратов RDE наиболее стабильные и воспроизво-
димые результаты получены с эритроцитами челове-
ка. Эритроциты кролика оказались непригодными, так 
как не агглютинировались использованными вируса-
ми гриппа А. Результаты, полученные с эритроцита-
ми морской свинки, курицы и мыши оказались менее 
воспроизводимыми. Эритроциты данных видов про-
являли повышенную резистентность к действию RDE 
и требовали более продолжительной инкубации для 
полного гидролиза сиаловых рецепторов, что услож-
няло методику и снижало точность определения. Об-
наруженный феномен вариабельности в чувствитель-
ности к RDE у эритроцитов различных животных, 
вероятно, обусловлен различиями как в соотношении 
N- или O-гликановых рецепторов, обладающих свя-
зью типа α2-3 и/или α2-6 галактозы (или ацетилга-
лактозамина) с остатками N-ацетил-нейраминовой 
кислоты, так и в стерической доступности самих ре-
цепторов для RDE на поверхности эритроцитов раз-
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личного происхождения [9, 10]. С учётом полученных 
результатов можно рекомендовать эритроциты чело-
века как наиболее подходящие для предлагаемого те-
ста нейраминидазного торможения гемагглютинации.

Заключение
Предложен простой метод оценки нейраминидаз-

ной активности препаратов RDE c использованием 
эритроцитов человека и лабораторного вируса гриппа 
А. В основе метода лежит способность нейраминида-
зы отщеплять остатки сиаловой кислоты на клеточ-
ной поверхности эритроцитов разных видов живот-
ных и человека, что лишает эритроциты способности 

к агглютинации вирусом гриппа человека. Метод 
позволяет оценить рецептор-разрушающую (нейра-
минидазную) активность препаратов RDE и сравнить 
их между собой, что бывает необходимо для оптими-
зации постановки РТГА при мониторинге сывороток 
крови животных и людей, больных или переболевших 
гриппозной инфекцией. Метод прост в исполнении, 
не требует дорогих реагентов и оборудования и до-
ступен для любой вирусологической лаборатории.
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Рис. 2. Определение нейраминидазной активности препаратов 
RDE прямым колориметрическим методом с флуоресцентным 

субстратом.
Готовили четырёхкратные разведения препаратов RDE с начальной 
концентрацией белка 500 нг/мл для каждого исследуемого препара-
та: seik (▲), ниэм (■) и Behring (●). В каждое разведение вносили 
флуорогенный субстрат MuNANA, инкубировали 60 мин и опреде-
ляли интенсивность флуоресценции при 460 нм (ось ординат), как 
описано в методах. По оси абсцисс откладывали двоичный логарифм 
величины обратного разведения препаратов RDE. Специфическую 
активность препаратов рассчитывали посредством сравнения коли-
чества белка в пробе на уровне 50% интенсивности OD460 (горизон-
тальная линия), принимая в качестве стандарта сравнения RDEbeh-
ring, имеющей известную нейраминидазную активность 40Е на 1 мг  
белка (проба А). Препараты RDEниэм (Б) и RDEseik (В) имели нейрами-

нидазную активность 31,5 и 8,5 Е/мг соответственно. 
Fig. 2. Determination of neuraminidase activity of RDE compounds 

by direct calorimetric method with a fluorescent substrate.
Four-fold dilutions of RDE compounds were prepared, with an initial protein 
concentration of 500 ng/ml for each tested drug: seiken (▲), niem (■), and 
behring (●). A fluorogenic MuNANA substrate was added to each dilution, 
incubated for 60 minutes, and the fluorescence intensity was determined at 
460 nm (ordinate axis), as described in the methods. The binary logarithm 
of the reverse dilution of RDE compounds was outlined at the abscissa axis. 
The specific activity of the drugs was calculated by comparing the amount of 
protein in the sample at the level of 50% of the OD460 intensity (horizontal 
line), using the RDE/behring as a comparison standard, which has a known 
neuraminidase activity of 40U per mg of protein (sample A). The RDE 

compounds giem (B) and seiken (C) had 31.5 and 8.5 U/mg, respectively.


