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Одна из актуальных задач клинической токсикологии – разработка терапии, направленной 
на стехиометрическую и/или каталитическую детоксикацию фосфорорганических соеди-
нений (ФОС) в кровеносном русле, что предотвратит попадание яда в нервно-мышечные 

и нейрональные синапсы и поможет избежать необратимых последствий отравления. Вспомога-
тельным вариантом детоксикации ФОС в кровеносном русле может стать направленное воздей-
ствие на альбумин, основной транспортный белок крови, с помощью молекул, модулирующих 
его связывающие и/или эстеразные свойства. Цель представленного исследования – методами 
молекулярного моделирования на примере параоксона и олеиновой кислоты оценить влияние 
жирных кислот на связывающую и эстеразную активность альбумина человека по отношению 
к ФОС. Согласно полученным данным, повышенная концентрация жирных кислот в крови бу-
дет снижать вероятность связывания параоксона с альбумином и уменьшать вероятность псев-
доэстеразной реакции. 

Ключевые слова: сывороточный альбумин человека, фосфорорганические соединения, жирные 
кислоты, молекулярное моделирование.

Введение. Отравления фосфорорганиче-
скими соединениями (ФОС) занимают в об-
щем числе экзотоксикозов одно из ведущих 
мест [1]. Поскольку механизм токсического 
действия ФОС на организм обусловлен глав-
ным образом ингибированием ацетилхолин-
эстеразы (АХЭ), существующие принципы 
терапии острых отравлений сводятся к пре-
дотвращению и  ликвидации последствий 
воздействия ФОС на АХЭ [2]. Среди раз-
личных вариантов терапии  – стехиометри-
ческая и/или каталитическая детоксикация 
ФОС в кровеносном русле, что предотвратит 
попадание яда в нервно-мышечные и нейро-

нальные синапсы с последующим ингибиро-
ванием АХЭ. 

Сывороточный альбумин является мажор-
ным белком сыворотки крови. Установлено, 
что альбумин может участвовать в  детокси-
кации ФОС посредством их связывания и/или 
гидролиза [3-5]. В молекуле альбумина суще-
ствуют два основных сайта связывания лекар-
ственных средств и ксенобиотиков: Садлоу I 
и Садлоу II. Предполагается, что сайт Садлоу 
I с каталитическим тирозином Tyr150 отвеча-
ет за истинную эстеразную активность бел-
ка, а  сайт Садлоу II  – за псевдоэстеразную. 
Способом детоксикации ФОС в кровеносном 
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русле может стать направленное воздействие 
на альбумин с помощью молекул, модулиру-
ющих его связывающие и/или эстеразные 
свойства [5-6]. Основным кандидатом в  мо-
дуляторы являются мажорные жирные кис-
лоты (ЖК): олеиновая, пальмитиновая, стеа-
риновая и линолевая. Концентрация каждой 
из них в норме составляет десятки или даже 
сотни мкМ [7]. Известно, что альбумин чело-
века при взаимодействии с ЖК в растворе об-
ладает высокой пластичностью и гибкостью 
[8]. Во многих работах показано влияние ЖК 
на сродство альбумина к  различным лиган-
дам [9-11]. Поэтому нельзя исключать влияния 
связывания ЖК с альбумином на эффектив-
ность его взаимодействия с ФОС. 

Методом рентгеноструктурного анализа 
(РСА) было показано, что в молекуле альбу-
мина существует семь сайтов связывания ЖК: 
FA1 (возле Ala158), FA2 (возле Leu22), FA3 
(возле Asn391), FA4 (возле Tyr411), FA5 (возле 
Ala528), FA6 (возле Ala213), FA7 (возле Tyr150) 
[12]. Окружение сайта FA4 соответствует сай-
ту Садлоу II, а  сайта FA7  – сайту Садлоу I. 
Согласно литературным данным, олеиновая 
кислота обладает максимальным сродством 
к сайту FA5, и чуть меньшим сродством к сай-
ту FA2 [13]. Цель представленного исследова-
ния – методами in silico на примере олеиновой 
кислоты и параоксона изучить влияние жир-
ных кислот на связывающую и  эстеразную 
активность альбумина человека (ЧСА) по от-
ношению к ФОС. Для этого методом молеку-
лярной динамики были изучены геометриче-
ские характеристики комплексов параоксона 
с сайтами Садлоу I и Садлоу II ЧСА в отсут-
ствие и в присутствии молекул олеиновой кис-
лоты в сайтах FA5 и FA2. Были оценены зна-
чения свободной энергии образования этих 
комплексов.

Материалы и методы исследования. Конфор-
мационные изменения комплексов альбуми-
на с  лигандами во времени были рассчитаны 
методом молекулярной динамики с  помощью 
программного пакета Gromacs 5.0.4 [14]. Каж-
дый комплекс виртуально был помещен в пе-
риодическую кубическую ячейку, заполнен-
ную молекулами воды. Для описания молекул 
воды использовали модельный потенциал SPC 
(single point charge), приведенный в работе в [15]. 
Для нейтрализации заряда в систему были до-
бавлены ионы натрия. Для поддержания в рас-
четном эксперименте постоянной температуры 
300 К и постоян ного давления 1 бар применя-
ли термостат с масштабируемыми скоростями 
«V-rescale» [16] и баростат Берендсена [17] с вре-
менными константами 0,1 пс и  1 пс, соответ-
ственно. Дальние электростатические взаимо-

действия рассчитывали методом Эвальда [18]. 
Взаимодействия Леннард-Джонса не учитыва-
лись при межатомном расстоянии больше 1 нм. 
Длины связей в молекулах альбумина и лиган-
дов поддерживались постоянными с помощью 
алгоритма LINCS [19]. Расчету конформацион-
ных изменений комплексов белок-лиганд пред-
шествовала релаксация системы длиной 100 пс. 
Время симуляции конформационных измене-
ний комплексов методом молекулярной дина-
мики (длина траектории) составило 10 нс с ша-
гом интегрирования 0.002 пс.

Расчет свободной энергии связывания ли-
гандов с  альбумином проводили методом, 
сочетающим использование молекуляр-
ной механики и  решение уравнения Пуассо-
на-Больцмана (molecular mechanics  – Poisson 
Boltzmann surface area, MM-PBSA) [20] с помо-
щью модуля g_mmpbsa [21], встроенного в про-
граммный пакет Gromacs. Метод MM-PBSA 
позволяет оценить энергию образования ком-
плекса белок-лиганд из траекторий молеку-
лярной динамики. Предыдущие исследования 
выявили, что в  течение симуляции молеку-
лярной динамикой происходят очень боль-
шие колебания энтропии [21]. Было показано, 
что расчет только энтальпийного компонен-
та лучше коррелирует с  экспериментальны-
ми данными, чем расчет полной свободной 
энергии. Поэтому в данной работе рассчиты-
вали только энтальпийную составляющую 
свободной энергии образования комплекса. 
В данной работе значение свободной энергии 
образования комплекса рассчитывали каж-
дые 10 пс в течение симуляции. Таким обра-
зом, результатом запуска модуля g_mmpbsa 
для одной траектории молекулярной дина-
мики было 1000 значений свободной энергии. 
Итоговое значение рассчитывали из получен-
ных 1000 значений как среднее ± стандартное 
среднее отклонение.

Результаты и обсуждение. Структуры ком-
плексов ЧСА с молекулой параоксона в сай-
тах Садлоу I и Садлоу II и комплексов ЧСА 
с молекулой олеиновой кислоты в сайтах FA5 
и  FA2 были получены нами ранее методом 
молекулярного докинга [5, 22-23]. Путём объ-
единения координат атомов были получены 
модели тройных комплексов альбумина, па-
раоксона и олеиновой кислоты (модели 1-4).

Модель 1: Олеиновая кислота в сайте FA5, 
параоксон в сайте Садлоу I (рис. 1А)

Модель 2: Олеиновая кислота в сайте FA5, 
параоксон в сайте Садлоу II (рис. 1Б)

Модель 3: Олеиновая кислота в сайте FA2, 
параоксон в сайте Садлоу I (рис. 1В)

Модель 4: Олеиновая кислота в сайте FA2, 
параоксон в сайте Садлоу II (рис. 1Г)
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На следующем этапе конформационные 
изменения полученных комплексов были 
рассчитаны методом молекулярной динами-
ки. По полученным траекториям движений 
атомов для каждого комплекса была рассчи-
тана зависимость от времени значения рас-
стояния между атомом фосфора параоксона 
и гидроксильным атомом кислорода катали-
тического тирозина (distO-P) (рис. 2). Извест-
но, что для образования новой ковалентной 
связи между параоксоном и  тирозином это 
расстояние не должно превышать 0.4 нм [24]. 
Ранее такая зависимость уже была изучена 
нами для комплексов параоксона с альбуми-
ном в  отсутствие жирных кислот [23] (рис. 
2А,Б). Было выявлено, что комплекс альбу-

мина человека со связанной молекулой па-
раоксона в сайте Садлоу I нестабилен (рис. 
2А). Значение distO-P первые 2000 пс симу-
ляции колеблется в  промежутке 0.4-1.0 нм, 
затем оставшиеся 8000 пс симуляции оста-
ется неизменным и колеблется незначитель-
но на уровне 0.6 нм. В случае комплекса па-
раоксона с сайтом Садлоу II, динамика этой 
зависимости выглядит следующим образом 
(рис. 2Б): участки, на которых расстояние 
колеблется в пределах 0.37-0.40 нм (что до-
статочно близко для образования ковалент-
ной связи между лигандом и белком), чере-
дуются с  участками, на которых молекула 
параоксона отдаляется от каталитического 
тирозина.

Рис. 1. Комплексы альбумина с параоксоном (PAR) в сайте Садлоу I (А, В) и Садлоу II (Б, Г) и олеиновой кислотой (OLE) 
в сайте FA5 (А, Б) и FA2 (В, Г) по данным молекулярного докинга.
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Рис. 2. Зависимость от времени значения расстояния (distO-P) между атомом фосфора параоксона и гидроксильным 
атомом кислорода каталитического тирозина Ty150 для сайта Садлоу I (А, В, Д) и Tyr411 для сайта Садлоу II (Б, Г, Е). А, Б – 
комплекс альбумина с параоксоном в отсутствие жирных кислот; В, Г – комплекс альбумина с параоксоном в присутствие 
молекулы олеиновой кислоты в сайте FA5; Д,Е – комплекс альбумина с параоксоном в присутствие молекулы олеиновой 
кислоты в сайте FA2.

Связывание молекулы олеиновой кисло-
ты в сайте FA5 влияет на геометрию связы-
вания параоксона в сайте Садлоу I (рис. 2В). 
Расстояние между атомом фосфора параоксо-
на и гидроксильным атомом кислорода ката-
литического тирозина быстро увеличивается 

в первые 2000 пс симуляции, затем остается 
неизменным на протяжении почти всей симу-
ляции и колеблется вблизи значения 1 нм, то 
есть в этом случае устойчивая конформация 
параоксона в  сайте Садлоу I отличается от 
устойчивой конформации параоксона в  сво-
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бодном от ЖК белке. Примечательно, что, да-
же находясь в другом домене альбумина (рис. 
2А), молекула олеиновой кислоты влияет на 
положение параоксона в сайте Садлоу I. 

Связывание молекулы олеата в сайте FA2, 
который находится в непосредственной бли-
зости от сайта Садлоу I (рис. 1В), ожидаемо 
повлиял на положение молекулы параоксо-
на в сайте Садлоу I. Конформация параоксо-
на в сайте также стабилизируется за 2000 пс 
симуляции, затем расстояние между атомом 
фосфора параоксона и  гидроксильным ато-
мом кислорода каталитического тирозина 
остается практически неизменным и  коле-
блется незначительно в районе величины 0.8 
нм. И снова устойчивая конформация параок-
сона в сайте Садлоу I отличается от устойчи-
вой конформации параоксона в свободном от 
ЖК белке и в белке со связанной в сайте FA5 
молекулой олеиновой кислоты. Таким обра-
зом, связывание олеиновой кислоты в сайтах 
FA5 и  FA2 влияет на геометрию комплекса 
альбумин-параоксон, но не влияет на вероят-
ность образования ковалентной связи меж-
ду параоксоном и каталитическим Tyr150, то 
есть на эстеразную активность альбумина.

Связывание молекулы олеиновой кислоты 
в сайте FA5 практически не изменяет геоме-
трию связывания параоксона в сайте Садлоу 
II (рис. 2Г). Как и в случае отсутствия олеино-
вой кислоты, участки, на которых расстояние 
distO-P колеблется в  пределах 0.37-0.40 нм, 
чередуются с участками, на которых молеку-
ла параоксона отдаляется от каталитическо-
го тирозина. В целом, связывание олеиновой 
кислоты в  сайте FA5 не влияет на вероят-
ность образования новой ковалентной связи 
в сайте Садлоу II, то есть не влияет на псев-
доэстеразную активность альбумина по отно-
шению к параоксону.

Связывание молекулы олеиновой кислоты 
в  сайте FA2 существенно влияет на геоме-
трию связывания параоксона в сайте Садлоу 

II (рис. 2Е). Значение distO-P остается ста-
бильным только первые 2000 пс симуляции, 
затем молекула параоксона отдаляется от ка-
талитического тирозина и  не возвращается 
в  продуктивную конформацию на протяже-
нии оставшихся 8000 пс. Таким образом, свя-
зывание молекулы олеиновой кислоты в сай-
те FA2 уменьшает вероятность образования 
новой ковалентной связи, а  значит, должен 
снижать псевдоэстеразную активность альбу-
мина по отношению к параоксону.

На следующем этапе на основе полученных 
методом молекулярной динамики траекторий 
движения атомов были рассчитаны значения 
свободных энергий (ΔG) образования иссле-
дуемых комплексов альбумина с параоксоном 
(табл.). Как видно из таблицы, связывание мо-
лекулы олеиновой кислоты в сайте FA5 прак-
тически не влияет на эффективность взаи-
модействия параоксона с альбумином в сайте 
Садлоу I, тогда как связывание в  сайте FA2 
ухудшает эффективность взаимодействия. 
И наоборот, связывание олеиновой кислоты 
в  сайте FA5 альбумина снижает эффектив-
ность взаимодействия с параоксоном в сайте 
Садлоу II, а связывание в сайте FA2 – не вли-
яет. Такой эффект закономерен, поскольку 
сайт FA5 находится вблизи сайта Садлоу II, 
а сайт FA2 – вблизи сайта Садлоу I. 

По всей видимости, основной вклад в изме-
нение связывающей способности альбумина 
вносит отрицательный заряд молекулы олеи-
новой кислоты. Появление дополнительного 
отрицательного заряда приводит к  перерас-
пределению зарядов на поверхности альбу-
мина и  конформационным изменениям сай-
тов связывания, что, в свою очередь, влияет 
на эффективность взаимодействия альбумина 
с параоксоном.

В работе [25] методами равновесного диа-
лиза, кругового дихроизма и молекулярного 
моделирования изучали влияние олеиновой 
кислоты на взаимодействие альбумина чело-

Таблица
Значения свободных энергий (ΔG, ккал/моль) образования комплексов альбумина с параоксоном 

в отсутствие и присутствии олеиновой кислоты

параоксон
Олеиновая кислота

отсутствует в сайте FA5 в сайте FA2

в сайте Садлоу I -20.8±2.5 -21.8±2.8 -17.7±2.4

в сайте Садлоу II -25.2±2.8 -23.0±2.9 -24.9±2.6
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века с  дансил-L-аспарагином (DNSA, лиган-
дом сайта Садлоу I) и  ибупрофеном (лиган-
дом сайта Садлоу II). Согласно полученным 
данным, увеличение концентрации олеино-
вой кислоты приводило к увеличению аффин-
ности сайта Садлоу I к DNSA (по нашим же 
данным аффинность к параоксону уменьша-
лась) и уменьшению аффинности сайта Сад-
лоу II к ибупрофену (как и аффинность к па-
раоксону). Авторы показали, что связывание 
олеиновой кислоты приводит к  изменению 
конформации сайта Садлоу I и изменению по-
ложения молекулы DNSA в этом сайте. В на-
шем случае мы получили схожий результат: 
связывание олеиновой кислоты в сайтах FA5 
и FA2 влияет на положение параоксона в сай-
те Садлоу I. Возможно, разная направлен-
ность изменения аффинности объясняется 
различиями в структуре параоксона и DNSA: 
в молекуле DNSA содержится положительно 
заряженная гуанидиновая группа, «отклика-
ющаяся» на появление отрицательного заряда 
при связывании молекул олеиновой кислоты.

Заключение. Согласно полученным дан-
ным, связывание олеиновой кислоты в  сай-
те FA5 не влияет на эстеразную активность 
альбумина по отношению к  параоксону, не 
влияет на связывающую активность в сайте 
Садлоу I, не влияет на псевдоэстеразную ак-
тивность альбумина, но уменьшает связываю-
щую активность в сайте Садлоу II. Связыва-
ние олеиновой кислоты в сайте FA2 не влияет 

на эстеразную активность белка, уменьшает 
связывающую активность в сайте Садлоу I, не 
влияет на псевдоэстеразную активность аль-
бумина, а также не влияет на связывающую 
активность в сайте Садлоу II. В реальных ус-
ловиях олеиновая кислота будет связываться 
и в сайте FA5, и в сайте FA2. Поэтому можно 
ожидать, что повышенная концентрация ЖК 
в крови, даже без учета конкуренции за свя-
зывание с альбумином в сайтах Садлоу I (FA7) 
и Садлоу II (FA4), будет снижать вероятность 
связывания параоксона с альбумином и умень-
шать вероятность псевдоэстеразной реакции. 
Из-за уменьшения связывающей способности 
альбумина по отношению к  ФОС молекулы 
параоксона с  меньшей эффективностью бу-
дут транспортироваться к нервно-мышечным 
и  нейрональным синапсам. Полученный ре-
зультат дополняет данные, представленные 
в работе [26], согласно которым омега-3 жир-
ные кислоты проявляют защитное действие 
при отравлении ФОС. Новые данные о  воз-
можности биологически активных соедине-
ний разных классов модулировать связываю-
щую и эстеразную активность альбумина по 
отношению к ФОС помогут в дальнейшем вы-
работать рекомендации для усовершенствова-
ния антидотной терапии.
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One of the urgent tasks of clinical toxicology is the development of therapy aimed at stoichiometric 
and/or catalytic detoxification of organophosphorus compounds in the bloodstream, which will prevent 
the poison’s entering the neuromuscular and neuronal synapses and help to avoid irreversible conse-
quences of poisoning. An auxiliary option for the detoxification of organophosphorus compounds in the 
bloodstream may be a directed effect on albumin, the main transport protein of the blood, by means of 
molecules modulating its binding and/or esterase properties. The aim of the present study is to evaluate 
the effect of fatty acids on the binding and esterase activity of human albumin to organophosphorus com-
pounds by molecular modeling methods on the example of paroxone and oleic acid. According to the 
data obtained, an increased concentration of fatty acids in the blood reduces the likelihood of paraoxon 
binding to albumin and pseudo-esterase reaction.
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