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Введение

В природных условиях фитопланктон 
часто испытывает дефицит азота, 
успешная адаптация к которому опре-

деляет исход конкуренции между видами 
микроводорослей. Определение влияния 
дефицита азота на фотосинтез и рост микро-
водорослей позволит контролировать состо-
яние фитопланктонного сообщества и про-
гнозировать его развитие, что имеет важное 
прикладное значение для интерпретации 
данных экологического мониторинга при-
родных вод, процессов водоподготовки и 
водоочистки на производстве и получения 
целевого продукта из биомассы микроводо-
рослей в биотехнологии. 
Выделяют общие признаки дефицита азота 
для разных по систематическому положению 
фотосинтезирующих организмов: снижение 
количества хлорофилла [1-8]; нарушение 
синтеза белка [9-12]; переключение метабо-
лизма на накопление запасных веществ в 
форме углеводов или липидов [13-15]; 
редукция фотосинтетического аппарата 
(ФСА) до некоторого минимума, способного 
обеспечить клетку необходимыми количест-
вами АТФ и восстановительных эквивален-

Рассмотрено влияние дефицита азота на ультраструктуру 
клеток, прирост численности и биомассы, пигментный состав 

и эффективность первичных процессов фотосинтеза 
Chlamydomonas reinhardtii. Обсуждаются возможные 

механизмы влияния дефицита азота на состояние 
фотосинтетического аппарата Chlamydomonas reinhardtii: 

изменение относительного квантового выхода 
флуоресценции, нефотохимического тушения 

и эффективного сечения поглощения фотосистемы II. 
Результаты могут быть полезны для интерпретации данных 

биомониторинга природной воды и в биотехнологии.

тов [4, 7, 15-22]. Важно отметить, что специ-
фической реакцией растительного организма 
в ответ на дефицит азота является хлороз – 
процесс снижения содержания хлорофилла 
клеткой за счёт его использования в качестве 
источника азота [23]. Остальные вышеука-
занные изменения наблюдаются также в 
культурах водорослей в условиях дефицита 
других важных элементов питания, таких 
как сера или фосфор [24]. Хлорофилл «а» 
является компонентом как коровых комп-
лексов реакционных центров (РЦ), так и 
периферической антенны обеих фотосистем 
(ФС), тогда как хлорофилл «b» – компонент 
преимущественно светособирающей антен-
ны [5].
Деление и рост останавливается у голодаю-
щих клеток водорослей Synechococcus PCC 
7942 [3], Galdieria sulphuraria [6], Euglena 
gracilis [9]. Однако у некоторых штаммов 
Chlorella интенсивность деления голодаю-
щих клеток увеличивается [14]. Обнаружена 
корреляция между ростом, размерами и 
структурной организацией голодающих кле-
ток Chlorella [12-14]. Так, у некоторых штам-
мов Chlorella при культивировании в среде 
без азота метаболизм переключается на 
накопление липидов; вместе с тем, деление 
клеток либо замедляется, либо прекращает-
ся, размеры клеток увеличиваются, в струк-
туре клеток появляется контрастная грану-
ляция их содержимого [13]. С другой 
стороны, у Thalassiosira weissflogii и Duna-
liella tertiolecta [16] и ряда штаммов Chlorella 
[13] при культивировании в среде без азота 
метаболизм переключается на накопление 
углеводов, вместе с тем, деление клеток 
ускоряется, клетки уменьшаются в размерах, 
в их структуре возникают включения в виде 
отдельных глобул. Найденные изменения 
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не коррелируют ни с таксономией, ни с про-
дуктивностью культур микроводорослей в 
нормальных условиях. 
Потребности в продуктах фотосинтеза в 
голодающей растительной клетке уменьша-
ются, и тилакоидные мембраны хлороплас-
тов подвергаются разборке [7, 11, 15, 19]. По 
мнению некоторых авторов, разборка ФСА 
связана с метаболитной репрессией синтеза 
белков в хлоропласте, вызванной избыточ-
ным накоплением продуктов фиксации угле-
рода при дефиците азота. Этому предшеству-
ет снижение квантового выхода фотосинтеза 
и накопление неактивных РЦ ФС II [21]. 
Доля функционирующих РЦ значительно 
снижена, что проявляется в уменьшении 
скорости фотоиндуцированного транспорта 
электронов [21, 22] и в возрастании кванто-
вого выхода флуоресценции [17-22].
Следует отметить, что активность фермент-
ных систем, обеспечивающих метаболизм 
азота, меняется в зависимости от условий 
культивирования водорослей. Вследствие 
этого изменения состава среды культивиро-
вания могут приводить к значительным 
адаптационным перестройкам ферментных 
систем метаболизма азота. 
Несмотря на большое количество исследова-
ний по влиянию дефицита азота на ФСА в 
настоящее время остаётся неясным, какие 
функциональные изменения ФСА происхо-
дят в процессе адаптации микроводорослей 
к условиям дефицита азота и как влияет 
содержание азота в исходной среде культи-
вирования на рост клеток водорослей и 
состояние их ФСА при наступлении дефи-
цита. В связи с этим в данной работе были 
проведены исследования влияния дефицита 
азота на рост и состояние ФСА зелёных 
водорослей Chlamydomonas reinhardtii.

Материалы и методы исследования

Объектом исследования являлись альго-
логически чистые культуры пресновод-
ной одноклеточной зелёной водоросли 

Chlamydomonas reinhardtii, выращенные при 
25 °С в питательной среде «Sueoka's high salt» 
[25] с различным содержанием азота. Куль-
туры сначала выращивали в полной пита-
тельной среде, содержащей 100 мг/л аммо-
нийного азота, затем пересаживали в среды с 
концентрациями азота 50, 25 и 10 мг/л. 
Культивирование осуществляли при интен-
сивности света 100 мкмоль·квантов·м-2с-1 в 
режиме 12/12. Интенсивность света измеря-
ли с помощью радиометра Newport 1815C 
(Newport, США).
Микрофотографии клеток водорослей C. 

rein hardtii делали на микроскопе Axioplan 2 
imaging (Carl Zeiss Микроскопия, Германия). 
Размер клетки определяли в программе 
Axiovision 3. Количество клеток определяли 
методом прямого счёта в камере Горяева. 
Биомассу рассчитывали по формуле: 
B = N·V, где N – численность клеток, V – 
объём клетки. 
Поглощательную способность клетки оцени-
вали по изменению соотношения S/V, где 
S – площадь поверхности клетки, V – объём 
клетки.
Спектры поглощения экстрактов клеточных 
пигментов измеряли в 96 % спиртовом рас-
творе в диапазоне длин волн от 350 нм до 
850 нм на однолучевом спектрофотометре с 
интегрирующей сферой на базе спектромет-
ра USB2000 (Ocean Optics, США). Стан-
дарт ная ошибка спектрофотометрического 
определения при оптической плотности 
OD=1 и с длиной оптического пути l=1 
составляет не более 0,005 единиц. 
Содержание хлорофиллов «а» и «b» рассчи-
тывали по формулам [26]: 

СХЛ«а» (мг/л) = 13,7·OD665 - 5,76·OD649; 

СХЛ «b» (мг/л) = 25,8·OD649 - 7,6·OD665, где 
OD649 и OD665 - оптическая плотность экс-
трактов клеточных пигментов на длине 
волны λ=649 нм и λ=665 нм, соответственно.
Содержание каротиноидов рассчитывали по 
формуле [27]: 
СCAR (мг/л) = 4,695·OD440,5 - 
0,268(CХЛ«a+b»), где OD440,5 - оптическая 
плотность экстрактов клеточных пигментов 
на длине волны λ=440,5 нм.
Концентрацию аммонийного азота рассчи-
тывали по уравнению калибровочной кри-
вой: CN = (OD648 – 0,0015)/0,1898, где 
OD648 - оптическая плотность индофеноль-
ного раствора в пробе на длине волны λ=648 
нм. В щелочной среде аммиак при взаимо-
действии с фенолом в присутствии окис-
лителя – гипохлорита натрия – образует 
продукт синего цвета, называемый «индофе-
нольная синь» [28].
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Параметры флуоресценции хлорофилла 
регистрировали с помощью флуориметра, 
разработанного на кафедре биофизики био-
логического факультета МГУ им. М.В. 
Ломо носова [29] в соответствии с методикой 
[30]. Статистическая обработка результатов 
измерений проводилась автоматически в 
специальной компьютерной программе 
«МЕГА-25». 
Фотохимический квантовый выход ФС II φ, 
или относительную переменную флуоресцен-
цию Fv/Fm, рассчитывали по формуле: 
φ = Fv/Fm = (Fm – Fo)/Fm, где Fo – интен-
сивность флуоресценции при открытых РЦ 
ФС II, Fm - интенсивность флуоресценции 
при закрытых реакционных центрах фото-
системы II (РЦ ФС II) в максимуме кривой 
индукции флуоресценции хлорофилла, 
измеряемой при интенсивности возбуждаю-
щего света 4000 мкмоль·квантов·м-2с-1 на 
длине волны 455 нм после адаптации пробы 
в темноте. Относительные квантовые выхо-
ды флуоресценции в условиях открытых и 
закрытых РЦ ФС II рассчитывали по соот-
ношениям Fo/OD677 и Fm/OD677, соответс-
твенно, где OD677 – оптическая плотность 
суспензии водорослей на длине волны 
λ=677.
Нефотохимическое тушение определяли по 
параметру: 
NPQ = Fm/Fm’ – 1, где Fm’ – интенсивность 
флуоресценции в максимуме индукционной 
кривой, измеренной при 4000 мкмоль·кв·м-2с-1 
(λ=455 нм) после 10-ти минутной адаптации к 
постоянному свету (40 мкмоль·кв·м-2с-1). 
Эффективность первичных процессов фото-
синтеза (ППФ) оценивали по величине Fv/
Fm. Снижение этого параметра обычно свя-
зывают с повреждением комплексов ФС II в 
результате действия различных стрессов, 
таких как недостаток минеральных веществ 
[15, 24, 31], температурный [32, 33] и свето-
вой шок [34], действие токсикантов [35-38].
Из зарегистрированной кривой индукции 
флуоресценции рассчитывали функцию 
Xэксп(t):

               ,  

которая в приближении многоцентровых 
фотосинтетических единиц дает долю закры-
тых к моменту времени t реакционных цент-
ров ФС II [39]. Функцию Xэксп(t) анализи-
ровали путем аппроксимации суммой 3-х 
экспоненциальных компонент, обозначенной 
X(t). Каждая из этих компонент характери-
зуется вкладом в кинетику перехода РЦ в 
закрытое состояние Ai и характеристичес-
ким временем τi: 

где A1, A2, A3 = 1 и 0 < τ1 < τ2 < τ3.
Эффективное сечение поглощения пигмен-
тов светособирающей антенны, приходящей-
ся на один РЦ ФС II (σPSII), рассчитывали 
по формуле [40]: 

где I0 – интенсивность возбуждающего света 
при измерении индукционной кривой; NА – 
число Авогадро.
Все опыты выполнены с не менее чем трёх-
кратной повторностью для каждого измере-
ния.

Результаты и их обсуждение

Дефицит азота возникает в процессе 
роста водорослей C.reinhardtii после 
исчерпания этого субстрата из среды 

культивирования. Визуально наступление 
дефицита азота в клетках C. reinhardtii 
можно обнаружить по изменению зелёной 
окраски суспензии водорослей на жёлтую. 
При изучении клеток под микроскопом ока-
залось, что дефицит азота вызывает опре-
делённые морфологические изменения.
На рис. 1 приведены микрофотографии кле-
ток водорослей C. reinhardtii, которые куль-

↓ Рис. 1. Микрофотографии клеток C. reinhardtii, которые куль-
тивировали в питательных средах с разной концентрацией азота: 
а – 50 мг/л; б – 25 мг/л; в – 10 мг/л.
Примечание: размеры клеток приведены со стандартными отклонениями.
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тивировали в питательных средах с разными 
концентрациями азота. В суспензии водо-
рослей, которые испытывают дефицит азота, 
часто встречались разрушенные клеточные 
оболочки. Клетки C. reinhardtii, сохранившие 
целостную структуру в условиях дефицита 
азота, как правило, теряли зелёный цвет, 
уменьшались в размерах, их структура ста-
новилась зернистой (рис. 1 в) по сравнению с 
клетками, растущими в условиях с достаточ-
ным количеством азота (рис. 1 а, б). Размеры 
клеток C. reinhardtii в условиях дефицита 
азота уменьшились с 19 до 12 мкм, а биомас-
са снизилась с 3·10-2 до 0,35·10-2 г·см-3. 
Рассчитанное соотношение S/V отличалось 
в культурах, выращенных в средах с разными 
исходными концентрациями азота: при СN = 
50 мг/л – 0,15; СN = 25 мг/л – 0,2; СN = 10 
мг/л – 0,25.
Из рис.2 видно, что относительно высокий 
прирост численности наблюдался при куль-
тивировании C. reinhardtii в среде с исходной 
концентрацией азота 10 мг/л, относительно 
низкий – с концентрациями азота 25 и 50 
мг/л. 
На рис. 3 видно, как изменялись спектры 
поглощения экстрактов клеточных пигмен-
тов на 6, 12 и 38 сут культивирования водо-
рослей C. reinhardtii в среде с исходной кон-
центрацией азота 10 мг/л. 
Азот был полностью поглощён из среды 
клетками C. reinhardtii за 12 сут от начала 

культивирования (табл. 1). С 6 по 12 сут 
содержание хлорофиллов и каротиноидов в 
клетках C. reinhardtii увеличилось. С 12 по 38 
сут содержание хлорофиллов и каротинои-
дов снижалось, но соотношение КАР/ХЛ«а» 
увеличивалось. Соотношение ХЛ«а»/ХЛ«b» 
практически не менялось в течение 38 сут. 
культивирования (табл. 1).
Fv/Fm в клетках C. reinhardtii снизилось с 
0,7 до 0,46 в условиях дефицита азота в 
период с 12 по 38 сут культивирования (рис. 
4). В этих условиях также снизилось NPQ. 
При культивировании в средах с концентра-
циями азота 25 и 50 мг/л значения Fv/Fm в 
клетках водорослей поддерживались высо-
кие (≈ 0,7) в течение 38 сут (Данные не при-
ведены). 
Время нарастания начальной стадии OJ 
кинетики кривой индукции флуоресценции 
в условиях дефицита азота сокращалось 
(рис. 5).  
Эффективное сечение поглощения пигмен-
тов светособирающей антенны ФС II увели-
чивалось (рис. 6) на фоне снижения их коли-
чества (табл. 1). 
Итак, в условиях дефицита азота в культуре 
водорослей C.reinhardtii изменяются разме-
ры клеток, численность и биомасса, пигмент-
ный состав и эффективность ППФ. 
Микроскопические исследования позволяют 
констатировать образование в условиях 
дефицита азота внутриклеточных включе-
ний неизвестного состава, а также уменьше-
ние размеров клеток C. reinhardtii. Для опре-
деления природы запасных веществ, 
аккумулируемых в клетках C. reinhardtii в 
условиях дефицита азота, необходимо про-

Рис. 2. Изменение численности клеток C. reinhardtii в процессе 
культивирования водорослей в питательных средах с разной 
концентрацией аммонийного азота: 1 – 10 мг/л; 2 – 25 мг/л; 3 – 
50 мг/л. 
Примечание: на кривых обозначены планки погрешностей с относительными 
ошибками.

Рис. 3. Изменение спектров поглощения экстрактов клеточных 
пигментов по ходу культивирования водорослей C. reinhardtii в 
среде с исходной концентрацией азота 10 мг/л.
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водить дополнительные исследования. 
Очевидно, уменьшение размера клетки в 
условиях дефицита азота влияет на соотно-
шение S/V, с помощью которого можно оце-
нить поглощательную способность клетки. 
Соотношение S/V в результате дефицита 
азота увеличивается и становится выше, чем 
в условиях с достаточным количеством 
азота. Поглощательная способность клеток 
исследуемой культуры в условиях дефицита 
азота, следовательно, тоже должна увеличи-
ваться по сравнению с нормальными услови-
ями. Из ростовых кривых на рис. 2 следует, 
что водоросли C. reinhardtii растут лучше в 
питательной среде с концентрацией азота 10 
мг/л, нежели в средах с концентрациями 

азота 25 мг/л и 50 мг/л. Ранее было замече-
но, что аммонийный азот эффективен для 
роста цианобактерий Spirulina platensis [41] и 
Synechococcus [42], диатомовых водорослей 
Skeletonema costatum [43] и зелёных водорос-
лей Scenedesmus [42] при низких концентра-
циях, в то время как в больших количествах 
он вызывает ингибирование. Заметили, что 
водоросли Chlamydomonas sp. поддерживают 
высокие темпы роста в условиях лимитиро-
вания питательных веществ и, наоборот, 
замедляют рост в оптимальных условиях, по 
сравнению с Chlorella [43]. Эта особенность 
позволяет Chlamydomonas sp. вызывать цве-
тение в условиях менее благоприятных для 
других видов микроводорослей [43]. Воз-
можно, именно изменение поглощательной 
способности клеток позволяет C. reinhardtii 
увеличивать численность в условиях дефи-
цита азота, что определяет исход конкурен-
ции с другими видами микроводорослей.
Поглощая азот извне, клетки C. reinhardtii 
синтезируют хлорофиллы активнее, чем 
каротиноиды. В условиях дефицита азота 
хлорофиллы и каротиноиды в клетках C. 
reinhardtii разрушаются. Доля каротиноидов 
в пигментном составе клеток в этих услови-
ях возрастает, видимо, за счёт более интен-
сивного распада хлорофиллов. Можно пред-
положить, что существует некоторая 
пороговая внутриклеточная концентрация 
азота, ниже которой синтез хлорофиллов в 
клетке C. reinhardtii прекращается и наступа-
ет дефицит азота. В условиях дефицита 
азота количество хлорофиллов сильно 
сокращается, видимо, клетки используют их 
в качестве источника азота. В соответствии с 
[5] равномерное изменение соотношения ХЛ 
«а»/ХЛ «b» в условиях дефицита азота 
может означать, что соотношение между 
комплексами реакционных центров и пери-
ферических антенн не изменяется.
Эффективность ППФ снижается незначи-
тельно при культивировании водорослей C. 

Таблица 1
Изменение концентрации азота и клеточных пигментов по ходу 
культивирования водорослей C. reinhardtii в среде с исходной 
концентрацией азота 10 мг/л

Примечание: «Н/О» значит «не обнаружено»; «-» значит «данные не приведены».

Рис. 4. Изменение параметров флуоресценции хлорофилла в 
процессе культивирования водорослей C. reinhardtii в среде с 
исходной концентрацией азота 10 мг/л.
Примечание: на кривых обозначены планки погрешностей со стандартными 
ошибками.
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reinhardtii в условиях дефицита азота с 12 по 
38 сут. Снижение эффективности ППФ в 
голодающих клетках обусловлено увеличе-
нием относительного квантового выхода 
флуоресценции, в результате накопления 
закрытых РЦ ФС II (Данные не приведены). 
Снижение нефотохимического тушения в 
условиях дефицита азота может быть связа-
но с разрушением защитных каротиноидов и 
тушителей пула хинонов PQ. 
Быстрый подъём начальной фазы OJ кривой 
индукции флуоресценции может быть 
вызван увеличением поперечного сечения 
поглощения пигментов ФС II в голодающих 
клетках C. reinhardtii. В качестве механизма, 
объясняющего это явление, можно предпо-
ложить следующее. Светособирающий комп-
лекс (ССК) передаёт энергию электронного 
возбуждения сразу на несколько РЦ с опре-
делённой вероятностью для каждого, между 
которыми в димерной структуре ФС II 
существует энергообмен [44]; в условиях 
дефицита азота часть РЦ ФС II закрывается, 
энергия электронного возбуждения, по-
видимому, возвращается обратно в ССК, 
откуда перераспределяется между оставши-
мися активными РЦ; в результате доля ССК 
относительно оставшихся активных РЦ ФС 
II и вероятность их возбуждения возрастает, 
сокращая время нарастания начальной фазы 
OJ кривой индукции флуоресценции. 

Заключение

Происходящие в клетках водорослей C. 
reinhardtii адаптационные перестройки 
позволяют предположить, как реализу-

ется их стратегия выживания в условиях 
дефицита азота. Клетки увеличивают свою 
поглощательную способность, если количес-
тво доступного азота уменьшилось. Если 
изначально азота мало, клетки расходуют 
его, в первую очередь, на деление и синтез 
хлорофилльных пигментов. При истощении 
внешнего источника и внутренних запасов 
они получают азот за счёт катаболизма моле-
кул хлорофилла и тратят его на увеличение 
численности своей популяции и на подде-
ржание высокой эффективности фотосинте-
за. Когда и этого азота уже недостаточно, 
численность популяции C. reinhardtii начи-
нает снижаться и происходит переключение 
клеточного метаболизма. Продукты фото-
синтеза, идут на синтез безазотистых орга-
нических соединений, которые накаплива-
ются в клетке в виде углеводов или липидов 
и изменяют её ультраструктуру. Клетки 
водорослей C. reinhardtii приспосабливаются 
к дефициту азота таким образом, чтобы обес-
печить эффективное функционирование их 
фотосинтетического аппарата как можно 
дольше. Дефицит азота в нашем случае не 
приводит к глубоким функциональным 
нарушениям фотосинтетического аппарата 

Рис. 5. Изменение времени нарастания начальной стадии OJ 
кинетики кривой индукции флуоресценции в процессе культи-
вирования водорослей C. reinhardtii в среде с исходной концент-
рацией азота 10 мг/л.: 1 – 0 сут; 2 – 30 сут.

Рис. 6. Изменение эффективного сечения поглощения пигмен-
тов ССК ФС II в процессе культивирования водорослей C. 
reinhardtii в среде с исходной концентрацией азота 10 мг/л.
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водорослей C. reinhardtii, но оказывает силь-
ное влияние на пигментный состав, ультрас-
труктуру и рост клеток.
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Nitrogen deficit impact on cells 
ultra structure, the biomass 

increase, pigment composition and 
efficiency of primary photosynthetic 
process of Chlamydomonas reinhardtii 
was studied. The probable mechanism 
of nitrogen deficit impact on 
photosynthetic process of 

Chlamydomonas reinhardtii that is 
relative fluorescence quantum yield, 
nonphotochemical quenching, 
and the effective absorption of 
photosystem II. The results could be 
applied in biomonitoring 
data interpretation of natural water 
and in biotechnology.
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