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Ранее установленное воздействие формы минерального азота питательной среды (аммоний, нит-
рат) на содержание рибосом в клетках хламидомонады и каллуса сои нуждается в эксперименталь-
ном обосновании предполагаемой интерпретации обнаруженного феномена. С целью выяснения
механизма действия аммония на формирование белок-синтезирующих структур (рибосом) у клеток
зеленой водоросли хламидомонады (Chlamydomonas reinhardtii, штамм gr 21), проводились сравни-
тельные исследования по воздействию формы минерального азота (нитрата и аммония) на рост и
гетеротрофную фиксацию 14С-бикарбоната. Проведенные исследования показали, что при культиви-
ровании клеток на нитратной среде наблюдалось торможение процесса клеточного деления (митоза)
в начале цикла выращивания (1–3 день). В дальнейшем, к концу цикла выращивания (7–10 день),
число клеток и содержание сухой массы в клетках выравнивалось. Установлено, что клетки, выра-
щенные на аммонийной среде ТАР, фиксировали Н14С  с большей скоростью, чем клетки, выра-
щенные на нитратной среде ТАР. Анализ полученных результатов показал, что превышение скоро-
сти темновой фиксации Н14С  у клеток, выращенных на аммонийной среде, по сравнению со ско-
ростью темновой фиксации Н14С  у клеток, выращенных на нитратной среде, сохранялось
независимо от параметра относительно которого проводилось сравнение: число клеток или едини-
ца сухой массы. 
Обсуждается предположение о том, что наличие аммония в питательной среде может активировать
синтез дополнительного количества аминокислот, участвующих в образовании белковых компо-
нентов рибосом клеток водоросли хламидомонады.
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ВВЕДЕНИЕ
Аммоний и нитрат – две основные формы ми-

нерального азота, которые доминируют в почве и
которые способны усваиваться фотосинтезирую-
щими организмами. Для большинства раститель-
ных культур нитрат является предпочтительной
формой минерального азота, тогда как аммоний-
ная форма азота часто используется растительны-
ми объектами только в сочетании с нитратом. Ис-
пользование аммония в качестве единственного
источника азота весьма нежелательно, поскольку
приводит к гибели растения, если концентрация
этого компонента превышает допустимый предел
[1, стр. 210].

Минеральный азот необходим клеткам для
синтеза азотсодержащих органических соедине-

ний – аминокислот и белков. И если аммонийная
форма азота является уже готовой формой для
синтеза азотсодержащих органических соедине-
ний [2, стр. 188], то для утилизации нитрата рас-
тительной клеткой требуется его восстановление
до аммония. Для этого в клетках растения суще-
ствует целый комплекс ферментных систем, спо-
собствующих переходу окисленной формы мине-
рального азота в восстановленную [2, стр. 159].

При исследовании влияния формы минераль-
ного азота на становление структуры фотосинте-
тического аппарата у клеток каллусной культуры
сои (Glycine max L.) [3], было замечено, что отсут-
ствие аммония в составе питательной среды при-
водило к слабой организации ламеллярной струк-
туры хлоропластов и митохондрий. Более того,
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количество рибосом в клетках каллуса резко сни-
жалось (в 5–10 раз), если аммоний отсутствовал в
составе питательной среды [3]. Нарушение ла-
меллярной структуры хлоропластов при отсут-
ствии аммонийного компонента питания наблю-
далось и у нативных клеток высшего растения:
гороха (Pisum sativum L.) [4] и пшеницы (Triticum
vulgare muticum L.) [5].

Однако среди низших растений (водоросли)
существуют организмы, способные расти и раз-
множаться на питательных средах, содержащих
исключительно нитратную или аммонийную
форму минерального азота. Таким растительным
объектом является зеленая одноклеточная водо-
росль – хламидомонада (Chlamydomonas reinhard-
tii) [6, стр. 286].

Исследования, по воздействию формы мине-
рального азота, проведенные на клеточной сус-
пензии C. reinhardtii (штамм gr 21), также показа-
ли существенное снижение количества рибосом в
клетках водоросли, если источником азота слу-
жила исключительно его нитратная форма [7].
Однако отметим, что снижение количества рибо-
сом у клеток водоросли на нитратной (т.е. безам-
монийной) среде было не столь значительным (в
2 раза).

Поскольку любая мембрана представляет со-
бой белково-липидный, а рибосома – нуклеопро-
теиновый комплекс, то снижение количества ри-
босом в клетках сои и слабая организация мем-
бранных структур их органелл, при отсутствии
или дефиците аммония в составе питательной
среды, наводили на мысль о снижении активно-
сти белкового обмена. С другой стороны, ламел-
лярная структура хлоропластов клеток хламидо-
монады практически не менялась в зависимости
от формы утилизированного азота (нитрат или
аммоний) [8] и лишь снижение количества рибо-
сом в клетках, выращенных на безаммонийной
среде, указывало на возможное изменение белко-
вой направленности клеточного обмена.

Изменение интенсивности белкового обмена
в клетке возможно двумя способами: либо за счет
изменения активности уже существующего пути
образования белковых макромолекул, либо за
счет появления (или исчезновения) дополнитель-
ного пути их образования.

При наличии свободного аммония, путь гете-
ротрофной (темновой) фиксации СО2 – один из
вариантов усиления активности белковой направ-
ленности клеточного обмена. Стимуляция актив-
ности этого процесса аммонием была установлена
на суспензии клеток клена (Acer pseudoplatanus L.)
[9] и тканях листа кукурузы (Zea mays L.) [10].

Предполагая, что и в клетках зеленой водорос-
ли хламидомонады вполне возможна активация
аммонием такого пути образования белка, мы про-
вели исследование, целью которого было: 1) обна-

ружение наличия пути гетеротрофной фиксации
СО2 в клетках C. reinhardtii; 2) оценка влияния
формы минерального азота в питательной среде
на этот процесс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служила миксотроф-

ная одноклеточная зеленая водоросль Chlamydo-
monas reinhardtii (штамм gr 21). Культивирование
клеточной суспензии проводилось на питатель-
ной среде ТАР [11, стр. 576], в которой, в зависи-
мости от цели эксперимента, присутствовала ли-
бо только аммонийная (NH4Cl – вариант 1), либо
только нитратная (KNO3 – вариант 2) форма ми-
нерального азота. Элементное содержание азота в
питательной среде с нитратным или аммоний-
ным компонентом выравнивалось до стандартно-
го значения (стандарт – среда ТАР) и соответ-
ствовало примерно 7 мМ азота для обоих вариан-
тов среды.

Перед началом эксперимента исходную кле-
точную суспензию C. reinhardtii культивировали
при постоянном перемешивании в 300 мл кони-
ческих колбах со 100 мл питательной среды при
температуре 25°С и слабой освещенности (около
1 клк) в течение 10−12 дней на безаммонийной
(нитратной) среде (вариант 2). Затем равные ко-
личества инокулята клеток (100 мкл) из безаммо-
нийной среды помещали на среды с разным соста-
вом минерального азота (варианты 1 и 2) и вновь
культивировали при тех же условиях в течение
10−12 дней. Только после такой процедуры (адапта-
ции) клетки могли быть использованы в экспери-
менте. Для чистоты эксперимента, безаммонийная
среда (вариант 2) не должна была содержать даже
микроколичества аммонийного компонента, по-
этому микрокомпонент Mo7O24(NH4)6 ⋅ 4H2O заме-
няли на Na2MoO4 ⋅ 2H2O. Другие составляющие и
параметры среды оставались на уровне стандарта
среды ТАР.

Адаптированные к нитратной или аммонийной
среде суспензии клеток (вариант 1 и 2) выращива-
лись в 300 мл конических колбах в климатической
камере в условиях: 16/8 часов свет/темнота, интен-
сивность света – около 1 клк, температура 25° ± 1°С.
Перемешивание клеток суспензии проводилось с
помощью магнитных мешалок. Частота враще-
ния, установленная опытным путем, позволяла
поддерживать клетки во взвешенном состоянии
на протяжении всего цикла выращивания клеток.

Гетеротрофную (темновую) фиксацию СО2
клетками C. reinhardtii оценивали по количеству
14С-бикарбоната, включенного в кислотоустой-
чивые продукты обмена. 2–5 мл суспензии кле-
ток инкубировали в 2 мМ растворе бикарбоната в
фосфатном буфере в темноте при комнатной тем-
пературе, периодически перемешивая в течение ча-
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са. Затем в суспензию добавляли 2–4 МБк 14С-би-
карбоната. Пробы суспензии (по 100 мкл) периоди-
чески отбирали в процессе инкубации (в течении
1 часа) и вносили в сцинцилляционные сосудики,
содержавшие по 100 мкл муравьиной кислоты. По-
сле получаса выдерживания пробы просчитывали
на сцинцилляционном счетчике Beckman LS 6500
(США) в коктейле для водных проб Ready Safe
(Beckman). Количество фиксированной за первые
15 мин после добавления метки углекислоты рас-
считывали, исходя из удельной радиоактивности
14С-бикарбоната в среде инкубации.

Подсчет числа клеток суспензии в цикле выра-
щивания осуществляли с помощью камеры Фук-
са-Розенталя (ПАО Красногвардеец, Санкт-Пе-
тербург, Россия) по стандартной процедуре.

Для сравнительного анализа воздействия окис-
ленной и восстановленной формы азота на рас-
пределение клеток в суспензии по размеру произ-
водилась обработка микроизображений клеток
на микроскопе Leica TCS SPE (Leica, Германия).
Величину клеток оценивали по площади их сече-
ния. Обработка изображений производилась в
программе ImageJ. Полученные микроскопиче-
ские изображения преобразовывались в двоич-
ную маску по методу Отса [12]. На полученной
маске вручную исправлялись незамкнутые участ-
ки клеток и разделялись слишком близко располо-
женные, “слипшиеся” клетки. Площади клеток вы-
числяли через функцию анализа частиц (Analyze
particles). В каждой пробе представлены средние
размеры для 100–1000 клеток в зависимости от ко-
личества клеток в поле зрения (у 7–10 снимков).

Определение сухой массы клеток суспензии
проводилось после достижения постоянного веса
взятой пробы клеток при температуре 90°С.

Полученные данные представляют собой ха-
рактерные результаты одного из трех-пяти биоло-
гических экспериментов в трех повторностях
каждый; ± – стандартное отклонение. Отноше-
ние скорости фиксации бикарбоната к парамет-
рам роста (на 105 клеток или на мг сухой массы)
является средней величиной всех биологических
экспериментов, а стандартное отклонение –
средней величиной всех отклонений.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Рост числа клеток C. reinhardtii в суспензии на

средах вариантов 1 и 2 осуществлялся по типич-
ной для подобных растительных объектов зави-
симости: S-образная кривая роста. Однако, не-
смотря на идентичный характер увеличения чис-
ла клеток в суспензии у вариантов 1 и 2 во время
цикла выращивания, скорости прохождения пер-
вых фаз роста у них (лаг-фаза, экспоненциальная
фаза) сильно различались (рис. 1). Скорость ро-
ста числа клеток суспензии, лишенной аммоний-
ного компонента (вариант 2), в экспоненциаль-
ной и линейной фазах роста была значительно
ниже, чем у клеток суспензии, растущей на экзо-
генном аммонии (вариант 1). Такая задержка в
увеличении числа клеток могла быть вызвана
снижением активности митотического процесса
клеток, лишенных экзогенного аммония. Подоб-
ная интерпретация полученного результата под-
тверждается при оценке распределения клеток по
их размерам (табл. 1).

Поскольку деление одиночной клетки хлами-
домонады может происходить на более чем две
дочерние части [6, стр. 206] (обычно на четыре),
то лишь самые мелкие клетки (в наших экспери-
ментах – клетки с площадью поперечного сече-
ния 20 мкм2) могут достоверно считаться только что
разделившимися особями. В связи с этим, за основу
анализа была взята самая мелкая клетка суспензии
(площадь поперечного сечения 20 мкм2). Следова-
тельно, клетки площадью поперечного сечения
около 80 мкм2 могут считаться материнскими и
готовыми к делению, т.е. закончившими свой ро-
стовой цикл. Имевшиеся в суспензии агрегаты
клеток и делящиеся клетки при подсчете числа
клеток в суспензии не учитывались, поскольку их
присутствие в суспензии было лишь эпизодиче-
ским и составляло обычно не более 1–3% от об-
щего количества клеток на сетке камеры Фукса-
Розенталя.

Анализ распределения клеток в суспензии по
их размерам показал, что количество клеток ма-
лого сечения, в начальный период культивирова-
ния был существенно выше у клеток, выращен-

Рис. 1. Рост числа клеток Chlamydomonas reinhardtii в
цикле культивирования на аммонийной и нитратной
питательных средах ТАР. 1 – клетки, выращенные на
аммонийной среде; 2 – клетки, выращенные на нит-
ратной среде. Точка 0 – начало культивирования уже
адаптированных клеток 10–12 дневного возраста
предыдущего пассажа на свежей питательной среде.
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ных на аммоний-содержащей среде (вариант 1).
(см. табл. 1, площадь сечения 20 мкм2). В конце
цикла выращивания на безаммонийной среде (ва-
риант 2) существенно увеличивалось число ги-
гантских клеток (см. табл. 1, площадь сечения бо-
лее 80 мкм2). Таким образом, задержка роста кле-
точной суспензии на безаммонийной среде в
начале цикла выращивания и гигантизм клеток в
конце цикла выращивания (вариант 2) могут сви-
детельствовать в пользу подавления митотическо-
го процесса деления клеток дефицитом аммония.

Эксперименты по определению сухой массы
клеток в цикле выращивания показали, что раз-
личия между вариантами клеток были не столь
существенными, по крайней мере, на участках
линейной и стационарной стадии роста (табл. 2).
Низкая исходная плотность клеточной суспензии
в начале цикла выращивания (лаг-фаза) не позво-
ляет уверенно говорить о влиянии формы мине-
рального азота на процесс накопления сухой мас-
сы клеток, поскольку использовавшийся нами
способ определения сухой массы (взвешивание)
не мог достоверно определить различия в накоп-
лении сухой массы клеток у вариантов, выращен-
ных на аммонийном и нитратном компоненте.

Опыты по определению скорости темновой
фиксации H14С  клетками вариантов 1 и 2 поз-
волили установить, что наличие в питательной
среде аммонийной формы азота приводило к уси-
лению процесса гетеротрофной фиксации CO2
(рис. 2). По-видимому, более высокие значения
скорости гетеротрофной фиксации H14С  у кле-
ток, выращенных на среде с аммонием, начина-
ются сразу же после внесения инокулята клеток в
соответствующую питательную среду, поскольку
повышенные значения активности этого процес-
са у клеток варианта 1 наблюдали как в начале,
так и в конце цикла выращивания водоросли.

Превышение скорости темновой фиксации
H14С  у клеток, выращенных на аммоний-со-
держащей среде, по сравнению со скоростью это-
го процесса у клеток, выращенных на безаммо-
нийной среде, сохранялось независимо от пара-
метра, относительно которого сравнивались эти

−
3O

−
3O

−
3O

два варианта: ×105 клеток или ×1 мг сухой массы
(рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования по влиянию фор-
мы минерального азота на рост клеток водоросли
хламидомонады штамма gr 21 показали, что сум-
марное накопление биомассы клеток вариантов 1
и 2 в конце цикла выращивания практически не
различалось (табл. 2), тогда как форма кривой ро-
ста числа клеток в суспензии менялась при таком
способе воздействия (рис. 1). При анализе рас-
пределения клеток по их размерам было обнару-
жено, что сразу же после внесения инокулята на
свежую питательную среду происходило тормо-
жение процесса клеточного деления, если в со-
ставе питательной среды отсутствовал аммоний-
ный компонент (табл. 1). Т.е. наличие восстанов-
ленной формы минерального азота каким-то
образом способствует началу процесса клеточно-
го деления. Что является причиной задержки де-
ления клеток, лишенных аммонийного компо-
нента, остается пока неясным. Отсутствие необ-
ходимой информации по этому вопросу не
позволяет определиться в интерпретации полу-
ченного результата. Допускаем, что инициация
клеточного деления и ранние этапы развития
клеток требуют наличия определенного количе-
ства аммонийного фактора, участвующего в обра-

Таблица 1. Количество мелких и крупных клеток Chlamydomonas reinhardtii в пробах* суспензий вариантов 1 и 2
в цикле выращивания

Примечание. *Размер взятой пробы на указанные в таблице дни культивирования зависел от плотности наименее плотной
суспензии.

Время культивирования, 
сутки

Вариант 1 Вариант 2

20–40 мкм2 >80 мкм2 20–40 мкм2 >80 мкм2

3 434 ± 21 2 ± 0 86 ± 9 16 ± 3
5 212 ± 12 4 ± 2 173 ± 13 56 ± 7
7 130 ± 15 60 ± 4 126 ± 16 94 ± 10

Таблица 2. Действие формы минерального азота на
содержание сухой массы (мг/мл суспензии) в клетках
Chlamydomonas reinhardtii вариантов 1 и 2 в цикле выра-
щивания

Примечание. Вариант 1 – клетки, выращенные на аммоний-
ной питательной среде ТАР; вариант 2 – клетки, выращен-
ные на нитратной среде питательной среде ТАР.

Вариант
клеток

Время культивирования, сутки

3 5 8 10

1 1.29 ± 0.35 2.76 ± 0.21 3.38 ± 0.28 3.00 ± 0.18

2 2.09 ± 0.30 2.69 ± 0.30 4.14 ± 0.53 2.90 ± 0.21
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зовании “сигнала” или являющимся “сигналом”
для деления клетки. Вполне вероятно, что в нача-
ле клеточного деления дефицит эндогенного ам-
мония возникает в результате пониженной нит-
рат-восстанавливающей активности, связанной
либо с низким содержанием соответствующих
ферментов, либо с их низкой активностью, либо с
быстрой утилизацией образующегося свободного
аммония в “несигнальные” соединения.

Как было установлено нами ранее, восстанов-
ленная форма минерального азота способствова-
ла формированию большего количества белок-
синтезирующих структур в растительных клетках,
чем окисленная форма минерального азота [3].
Аналогичный результат по отношению к количе-
ству рибосом у клеток C. reinhardtii [8] и измене-
ния в структуре фотосинтетического аппарата у
клеток каллуса сои под влиянием аммонийного
компонента [3] давали основание предположить,
что аммонийная форма минерального азота спо-
собствует активации белковой направленности
метаболического обмена.

Известно, что рибосомы представляют собой
рибонуклеопротеиновый комплекс, составлен-
ный из нескольких десятков белковых молекул и
нескольких молекул р-РНК [13, стр. 133 и 109].
Биогенез белок-синтезирующих структур – мно-
гоэтапный процесс, начинающийся с экспрессии
соответствующих генов и происходящий в трех
компартментах клетки: цитоплазме, нуклеоплаз-
ме ядра и ядрышке [14]. Синтез большинства ри-
босомных белков происходит на рибосомах в ци-

топлазме, а два других компартмента являются
местом формирования рибонуклеиновой состав-
ляющей части рибосомы.

При исследовании влияние формы минераль-
ного азота на экспрессию некоторых рибосомных
генов, нами было установлено, что уровни экс-
прессии генов, кодирующих белок малой субъ-
единицы rps6 и 18S pРНК у клеток C. reinhardtii,
выращенных на аммоний-содержащей и безам-
монийной средах, не показали каких-либо суще-
ственных различий [7]. Аналогичный результат
был получен и с клетками каллуса G. max [8]. Как
уже упоминалось выше, структура рибосомы –
комплекс нескольких десятков молекул белков и
нескольких молекул РНК. Поскольку при фор-
мировании рибосом компоненты их структуры

Рис. 2. Скорости гетеротрофной (темновой) фикса-
ции Н14С  клетками Chlamydomonas reinhardtii в
цикле культивирования на аммонийной и нитратной
питательных средах ТАР. 1 – клетки, выращенные на
аммонийной среде; 2 – клетки, выращенные на нит-
ратной среде. Точка 0 – начало культивирования уже
адаптированных клеток 10–12 дневного возраста
предыдущего пассажа на свежей питательной среде.
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Рис. 3. Расчетные показатели активности гетеро-
трофной H14СО3ˉ-фиксации в темноте у клеток
Chlamydomonas reinhardtii, выращенных на аммоний-
ной и нитратной питательных средах ТАР относитель-
но ее физиологических параметров на 5 (а) и 10 (б) день
культивирования в цикле выращивания. 1 – клетки,
выращенные на аммонийной среде; 2 – клетки, выра-
щенные на нитратной среде. Для более удобного
представления результаты умножены на 1000 и пока-
заны в логарифмическом масштабе.
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должны присутствовать в эквимолярных количе-
ствах, то можно предположить, что на этом этапе
биогенеза рибосом аммоний не воздействовал и
на экспрессию других генов, участвующих в фор-
мировании структуры этих органелл в клетках.

Известно, что поглощение катиона (экзоген-
ного аммония) растительной клеткой сопровож-
дается выделением из нее Н+-ионов, т.е. наблю-
дается изменение цитоплазматического рН в ще-
лочную сторону [1, стр. 44]. Выход Н+-ионов из
клетки при поглощении аммония, по-видимому,
может приводить к повышению активности
ФЭП-карбоксилазы, рН-оптимум которой сдви-
нут в щелочную сторону [15, стр. 95]. Повышение
активности этого фермента должно приводить к
усилению гетеротрофной фиксации углекислоты
[9] и к увеличению образования органических
кислот, последующее превращение которых, при
наличии аммония, может быть еще одним источ-
ником целого ряда аминокислот [16, стр. 38]. До-
полнительно образованные аминокислоты спо-
собны обеспечить и дополнительное образование
белка. Такое явление наблюдалось на клетках ро-
зы плетистой (Paul’s Scarlet Rose) [17] и клена бе-
лого (Acer pseudoplatanus) [18].

Однако процесс гетеротрофного усвоения СО2
может осуществляться не только с помощью фер-
мента ФЕП-карбоксилазы. Известны по меньшей
мере еще несколько ферментов, которые при опре-
деленных условиях могут способствовать связыва-
нию неорганического СО2 в органические соедине-
ния, например, малик-энзим и др. [19, стр. 217]. Ка-
кой из ферментов участвует в поглощении СО2, у
клеток хламидомонады исследуемого штамма,
нами пока не установлено.

На рис. 4 представлена предполагаемая схема
пути ассимиляции поступающего в клетку ам-
мония и нитрата и участия ФЕП-карбоксилазы в
гетеротрофной фиксации СО2 как наиболее ве-
роятного пути образования дополнительного
источника предшественников аминокислот при
формировании рибосом.

Наши эксперименты с использованием H14С
показали, что скорости гетеротрофной фиксации
бикарбоната клетками C. reinhardtii заметно разли-
чались в зависимости от утилизируемой формы
минерального азота, оставаясь более высокими у
клеток водоросли, выращенных на среде, содержа-
щей аммонийную форму азота (рис. 2).

Существенным моментом при оценке влияния
того или иного фактора на какой-либо процесс
является критерий, относительно которого мож-
но сравнивать полученные результаты. Посколь-
ку продолжительность жизненного цикла клеток
хламидомонады намного короче цикла выращи-
вания клеточной суспензии в накопительном ре-
жиме, то при анализе воздействия формы мине-

−
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рального азота всегда приходится иметь дело с
клетками, находящимися на разных стадиях сво-
его развития (рис. 1). При этом у молодых, только
что разделившихся клеток, и у старых клеток ме-
таболические процессы (или их интенсивности)
могут существенно различаться. Так, например, у
молодых клеток активнее идут процессы, связан-
ные с формированием функциональных структур
самой клетки, тогда как у зрелых клеток активнее
идут процессы, связанные с накоплением орга-
нического вещества, необходимого для предстоя-
щего деления клетки. Таким образом, на один и
тот же день культивирования клеток с разными
скоростями роста (рис. 1) в единице объема сус-
пензии может содержаться как разное количество
клеток, так и разное количество сухой массы. В
связи с этим, оценка повышенной активности
темновой фиксации 14С-бикарбоната аммонием
проводилась относительно вышеназванных пара-
метров: на клетку (рис. 1) и на единицу сухой мас-
сы (табл. 2). Представленные на рис. 3 данные по-
казывают, что стимулирующее действие аммония
на скорость гетеротрофной фиксации 14С-бикар-
боната сохранялась относительно перечисленных
выше параметров (на клетку и на единицу сухой
массы).

Отсутствие или дефицит аммонийной формы
азота в клетке должен приводить к остановке или
торможению синтеза аминокислотных компо-
нентов. Аминокислоты и, далее, белки будут об-
разовываться только после восстановления нит-
ратной формы азота в аммонийную. Для осу-
ществления реакции восстановления нитрата в
аммоний требуется участие восстанавливающих
эквивалентов таких как НАД·Н. Расход восстано-
вителя на получение ассимилируемой формы
азота мог бы привести к снижению фотосинтети-
ческой ассимиляции углерода и, соответственно,
к снижению ростовой функции клеток. Однако в
наших экспериментах, где использовалась низкая
интенсивность света, фотосинтез, по-видимому,
не должен оказывать решающего значения на ме-
таболическую активность клеток водоросли, по-
этому только темновые процессы углеродного об-
мена могут вносить существенный вклад в синтез
органического вещества клетки.

В проводившихся экспериментах при культи-
вировании клеток хламидомонады основным ис-
точником углерода являлся ацетат. Метаболиче-
ские превращения этого субстрата установлены и
представляют собой одну из вариаций цикла
Кребса – глиоксилатный цикл [20, стр. 479]. Об-
разованные в этом процессе органические кисло-
ты являются теми С-скелетами, из которых синте-
зируются сначала аминокислотные (при наличии
аммония – реакции аминирования органических
кислот), а затем и белковые молекулы растительной
клетки.
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Если допустить, что основной путь углерода
при образовании аминокислотных компонентов
клетки проходит через цикл Кребса, то, согласно
принципу обратной связи, этот путь может ока-
заться лимитирующим по отношению к образую-
щимся в цикле восстановительным соединениям
(НАД·Н), поскольку при отсутствии аммонийно-
го компонента внесение ацетата может приво-
дить к переизбытку молекул органических кислот
и к торможению работы глиоксилатного цикла. В
результате клетка начинает испытывать дефицит
восстановителя, часть из которого должна расхо-
доваться на восстановление нитратного азота.
Наоборот, внесение аммония в питательную сре-
ду должно приводить к превращению образую-
щихся органических кислот в аминокислоты и к
выходу органических кислот из глиоксилатного
цикла. Такой процесс позволил бы клетке бес-

препятственно поставлять восстановитель на
восстановление поступающего нитрата, а образо-
вавшиеся аминокислоты – на формирование
белкового компонента структуры рибосом. Та-
ким образом, усиление процесса гетеротрофной
фиксации НС  под воздействием аммонийного
компонента (рис. 2) вполне способно обеспечи-
вать клетку дополнительным количеством ами-
нокислот, которые требуются для синтеза белко-
вой части рибосомы.

Отвлечение восстановителя на процесс вос-
становления нитрата должно неизбежно приво-
дить к подавлению ростовой функции клеток.
Действительно, отсутствие аммония приводило к
подавлению прироста числа клеток в начале цикла
выращивания (рис. 1), однако к концу ростового
цикла их количество на равный объем суспензии
примерно выравнивалось. В экспериментах по на-

−
3O

Рис. 4. Возможная схема участия экзогенного аммония в образовании белка при формировании рибосом у клетки
Chlamydomonas reinhardtii. Темные стрелки – процессы, подверженные влиянию экзогенного аммония.
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коплению сухой массы клетками хламидомонады в
конце цикла выращивания также не было обнару-
жено существенных различий в зависимости от ис-
пользованной формы минерального азота (табл. 2).
При этом распределение клеток по размерам ука-
зывало на значительное превышение числа ги-
гантских клеток в суспензии, выращенной на нит-
ратной среде (табл. 1). Возникает вопрос: если в
конце цикла выращивания форма минерального
азота не влияла ни на количество клеток в суспен-
зии, ни на содержание сухой массы клеток, то ка-
кова причина резкого снижения количества рибо-
сом у “нитратных” (вариант 2) клеток по сравне-
нию с “аммонийными” (вариант 1)?

Сравнительные исследования, проведенные
на клетках каллуса сои и клетках хламидомонады
[8], показали, что если аммоний отсутствовал в
составе питательной среды, то хлоропласты этих
клеток заполнялись большим количеством круп-
ных крахмальных зерен [3], свидетельствуя об
усилении углеводной направленности клеточно-
го обмена. В аналогичных условиях у хлоропластов
клеток хламидомонады не наблюдалось значитель-
ного накопления крахмала [7]. Следовательно,
можно предположить либо низкую фотосинтетиче-
скую активность клеток в данных условиях роста,
либо быстрый выход углеводов из хлоропластов и
использование их на процессы, несвязанные с
синтезом органического вещества, например, на
усиление механической подвижности клеток хла-
мидомонады в пространстве.

В условиях, когда основным источником угле-
рода является ацетат, а не СО2 воздуха, нельзя ис-
ключить и того, что “конечный” продукт метабо-
лического превращения ацетата у клеток водо-
росли может не иметь углеводной природы, а
синтезироваться и накапливаться, например, в
виде липидных образований. Исходное отсут-
ствие аммония в составе питательной среды не
подразумевает его эндогенного нулевого значе-
ния, поскольку существующий в клетках меха-
низм восстановления нитрата постоянно произ-
водит эндогенный аммоний, а, следовательно,
синтез азотсодержащих соединений (в том числе
аминокислот) может иметь место. С другой сто-
роны, какие аминокислоты, в каком количестве
синтезируются в клетке, какие белки способны
образовываться из этих аминокислот остается по-
ка неясным. Наличие в достаточном количестве
той или иной аминокислоты может оказывать
прямое влияние на формирование первичной
структуры белковых молекул рибосомы и, следо-
вательно, можно предположить, что процесс ге-
теротрофной фиксации СО2 является тем меха-
низмом, который и способен обеспечить нужный
состав предшественников необходимых амино-
кислот, т.е. тех органических кислот, которые в
недостаточном количестве синтезируются при

утилизации ацетата. Подобная метаболическая
вариабельность вполне обоснована и частично
показана на клетках хламидомонады [21].

Таким образом, различия в количественном
содержании рибосом у клеток хламидомонады,
выращенных на аммонийной (вариант 1) и нит-
ратной (вариант 2) средах [7], может быть связано
с изменением количественного содержания бел-
ковых молекул, формирующих структуру белок-
синтезирующих органелл под воздействием той
или иной формы минерального азота. В настоя-
щее время, выдвигаемое предположение не сле-
дует рассматривать как установленный факт, по-
скольку не известно количественное соотноше-
ние белковых компонентов клетки у вариантов 1
и 2, не известны изменения в содержании амино-
и органических кислот при воздействии окислен-
ной и восстановленной формы минерального
азота. Надеемся, что дальнейшие исследования
помогут прояснить суть происходящих измене-
ний при использовании окисленной и восстанов-
ленной формы минерального азота.

Авторы выражают свою признательность
к.б.н. А.М. Бутанаеву и к.ф.-м.н. Н.Д. Гудкову за
активное обсуждение и советы по презентации
экспериментального материала.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследований. Авторы заявляют,
что у них нет конфликта интересов.
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