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NO представляет собой газообразную сигнальную редокс-молекулу, функционирующую в клетках
эукариот. Однако некоторые аспекты синтеза, оборота и эффектов NO специфичны для растений.
В отличие от высших растений роль NO у Chlorophyta изучена еще недостаточно. Тем не менее, не-
которые механизмы контроля уровня этой сигнальной молекулы охарактеризованы на модельных
представителях зеленых водорослей. Так, в клетках Chlamydomonas reinhardtii синтез NO осуществ-
ляется с помощью двойной системы, включающей нитратредуктазу и NO-формирующую нитри-
тредуктазу. Другие механизмы, с помощью которых NO образуется из нитрита, связаны с компо-
нентами электрон-транспортной цепи митохондрий. Кроме того, образование NO у некоторых зе-
леных водорослей происходит по окислительному механизму, сходному с механизмом у
млекопитающих. Недавнее выявление L-аргининзависимого синтеза NO у бесцветной водоросли
Polytomells parva предполагает существование комплекса белков с ферментативной активностью,
сходной по действию с синтазой оксида азота у животных. Это открытие прокладывает путь к даль-
нейшему изучению потенциальных членов семейства NO-синтаз у Chlorophyta. Неотъемлемой ча-
стью функционирования NO в клетках является не только его синтез, но и регуляторные процессы,
участвующие в поддержании внутриклеточного уровня NO. Члены семейства усеченных гемогло-
бинов с диоксигеназной активностью могут превращать NO в нитрат, как у C. reinhardtii. Описано
также участие NO-редуктаз в нейтрализации NO. Еще более интригующим является тот факт, что
зеленые водоросли, в отличие от животных, по-видимому, не используют типичный сигнальный
модуль NO-сGMP. S-нитрозированный глутатион, который считается основным резервуаром NO в
клетках, передает сигналы NO белкам. S-нитрозирование белков Chlorophyta считается одним из
ключевых механизмов действия редокс-молекулы. В представленной работе обсуждается современ-
ное состояние и перспективные направления исследований, связанных с биологией NO у зеленых
водорослей.
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ВВЕДЕНИЕ
Оксид азота(II) (NO) принадлежит к катего-

рии редокс-активных молекул, которые коорди-
нируют многие физиологические и биохимиче-
ские процессы в организмах разного уровня орга-
низации [1–3]. С конца 1990-х годов, после
выявления роли NO в воспалительных реакциях и в
процессах нейротрансмиссии у млекопитающих
[4–6], началось всестороннее изучение этого газо-
образного свободного радикала у растений [7, 8].
На примере различных представителей высших
растений установлено, что NO вовлечен в регуля-
цию таких процессов роста и развития, как про-
растание семян, цветение и созревание плодов,
развитие корней, а также в адаптацию к неблаго-
приятным условиям окружающей среды [9–16].
Кроме того, NO играет важную роль в симбиозе
бобовых растений с ризобиями, действуя как мета-

болический интермедиат в цикле фитоглобин–NO
при гипоксии [17]. Анализ восстановительных и
окислительных, ферментативных и нефермента-
тивных путей эндогенного синтеза NO позволил
установить, что контроль с помощью этой муль-
тифункциональной сигнальной молекулы дости-
гается в основном за счет посттрансляционных
модификаций белков (ПТМ) [8, 18–21].

Однако большинство исследований в области
функций NO и механизмов контроля его внутри-
клеточных уровней (биологии NO) у фотосинте-
зирующих организмов проведено на высших рас-
тениях. По сравнению с Embryophyta функции
NO у водорослей изучены недостаточно. Это со-
здает заметный пробел в понимании механизмов
образования этой сигнальной молекулы и путях
ее использования у растений в целом, особенно
учитывая важную роль водорослей в морских,
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пресноводных и наземных экосистемах. Полу-
ченные за последнее десятилетие результаты по-
казывают, что зеленые водоросли, наряду с выс-
шими растениями, представляют собой перспек-
тивную экспериментальную модель для изучения
эволюции NO-зависимых регуляторных сетей. В
предлагаемом обзоре обсуждаются последние
данные о механизмах контроля внутриклеточных
уровней NO, его роли и сигнальных функциях у
Chlorophyta.

МЕХАНИЗМЫ СИНТЕЗА NO
У CHLOROPHYTA

Механизмы, регулирующие уровни NO у фо-
тосинтезирующих организмов, представляют од-
ну из наиболее дискуссионных тем в биологии
этой сигнальной редокс-молекулы. Зеленые во-
доросли способны синтезировать NO с использо-
ванием окислительного или восстановительного
путей [22–26].

Окислительный путь формирования NO осно-
ван на образовании оксида азота и L-цитруллина
из L-аргинина посредством двухэтапного окис-
ления в присутствии O2 и восстановленной формы
NADPH с помощью NO-синтаз ([EC 1.14.13.39];
NOS; рис. 1а). Впервые такой механизм был выяв-
лен у млекопитающих, которые используют три

изоформы NOS [27]. NOS млекопитающих – это
двухдоменные белки, которые состоят из N-кон-
цевого оксигеназного домена (NOSoxy) и С-кон-
цевого редуктазного домена (NOSred) (рис. 1б).
Домен NOSoxy связывает аргинин, протопорфи-
рин IX (гем) и тетрагидробиоптерин (BH4). Вто-
рой домен, NOSred, связывает NADPH, FMN и
FAD [28, 29]. Оба домена соединены кальмоду-
линсвязывающей последовательностью (CaM).
Два консервативных остатка цистеина домена
NOSoxy в каждом мономере формируют сайт
связывания цинка, который облегчает димери-
зацию NOS.

Первыми из NOS растений были охарактери-
зованы NOS зеленых одноклеточных пиководо-
рослей, принадлежащих к классу Mamiellophyce-
ae: Ostreococcus tauri (OtNOS), O. lucimarinus и
Bathycoccus prasinos [22, 30, 31]. Интересно, что Ot-
NOS обладает способностью к чрезвычайно
быстрому синтезу NO, что нехарактерно для
NO-синтаз животных или бактерий [32].

С использованием широкомасштабного ана-
лиза геномов и транскриптомов гомологи NOS
были выявлены у некоторых водорослей [33, 34].
При этом только у 11 представителей Chlorophyta
эти гомологи содержали оба домена, типичных
для NOS млекопитающих, которые были соеди-
нены между собой участком, идентичным CaM-

Рис. 1. Окислительный механизм формирования NO (а) и структура NOS у млекопитающих и зеленых водорослей (б).
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связывающей последовательности OtNOS [33].
Следует подчеркнуть, что OtNOS сохраняет 70%
активности в отсутствие CaM [22]. Имеющиеся
данные позволяют предполагать, что NOS Chlo-
rophyta скорее всего не взаимодействуют с CaM.
Кроме того, в отличие от NOS млекопитающих
белки этого семейства у водорослей утратили
консервативные аминокислотные остатки N-кон-
цевого крюка, но содержат атипичный Zn-связыва-
ющий регион [34] (рис. 1б). Еще одна отличитель-
ная особенность структурной организации NOS зе-
леных водорослей состоит в том, что они связывают
аналог H4B, предположительно тетрагидрофолат
(H4F), который, например у OtNOS, действует как
донор электронов [22, 35]. Понять, являются ли
эти белки истинными NOS, позволит анализ их
биохимических свойств.

Примечательно, что кроме NOS “архетипиче-
ского”, или “стандартного” типа, характерного
для млекопитающих, обнаружены и структурно
отличные от них белки [33, 36]. Поскольку в ряде
случаев ингибиторный анализ выявил NOS-по-
добные активности у не содержащих канониче-
ских NOS представителей, предположили, что в
формировании NO из аргинина могут участвовать
мультимерные комплексы, состоящие из отдель-
ных компонентов – NOSoxy и NOSred [21, 23].

Вместе с тем тот факт, что лишь немногие
представители Chlorophyta содержат ортологи
NOS, поднимает вопрос о значении этого фер-
мента для водорослей в целом. Кроме того, у зеле-
ных водорослей не выявлена возможность фор-
мирования NO через окислительный путь с ис-
пользованием полиаминов, как у некоторых
высших растений [37].

Анализ имеющихся данных указывает на то,
что у большинства Chlorophyta в процессе эволю-
ции не сохранился окислительный путь форми-
рования NO. Вместе с тем большинство зеленых
водорослей способно эффективно ассимилиро-
вать и восстанавливать нитрат, который далее
восстанавливается в нитрит. Восстановительный
путь формирования NO основан на его образова-
нии из нитрита.

Восстановление нитрата в нитрит осуществля-
ет фермент нитратредуктаза (NR). Ферменты рас-
тений локализованы в цитозоле, состоят из двух
субъединиц, каждая из которых содержит три
простетические группы: FAD, гем b557 и молибде-
новый кофактор (Moco), который представляет
собой молибдоптериновый комплекс с молибде-
ном [38]. Домены фермента являются окисли-
тельно-восстановительными центрами, в кото-
рых электроны от NADPH последовательно пере-
носятся на FAD, гем и Moco [25]. Примечательно,
что фермент обладает двумя активностями: диа-
форазной и терминальной. В диафоразной, или
дегидрогеназной активности электроны, посту-

пающие от NADPH, используются для восста-
новления акцепторов электронов, таких как, на-
пример, ферроцианид или цитохром с. Терминаль-
ная активность NR определяет восстановление
нитрата с помощью электронов, полученных от та-
ких доноров, как FMN, метилвиологен или бром-
феноловый синий.

Экспериментальные данные, полученные на
высших растениях, позволили предположить, что
Mo-содержащая NR – основной фермент, ответ-
ственный за генерирование NO из нитрита у рас-
тений [8, 39, 40]. Вместе с тем, в стандартных
условиях активность, обеспечивающая восста-
новление нитрита, составляет около 1% от общей
активности NR [41]. Последнее обстоятельство
предполагает минимальный вклад фермента в
синтез NO. Не исключено, что другие Moco-зави-
симые ферменты могут отвечать за формирова-
ние NO у растений [42].

В настоящее время нитритзависимое форми-
рование NO экспериментально доказано только у
нескольких видов зеленых водорослей [25, 43–46].
Наиболее подробно молекулярные механизмы
генерирования редокс-молекулы изучены у мо-
дельной водоросли Chlamydomonas reinhardtii.
Анализ нитритзависимого генерирования сиг-
нальной молекулы у этой зеленой водоросли поз-
волил пересмотреть роль NR в этом процессе. Так
показано, что при образовании NO из нитрита
NR взаимодействует с еще одним Мо-содержа-
щим белком – NOFNiR (NO-формирующей нит-
ритредуктазой) [44] (рис. 2). NOFNiR синтезиру-
ет NO независимо от Мо-центра NR, но использует
электроны, поставляемые за счет диафоразной ак-
тивности NR. Пока неясно, используется ли по-
добная двойная система NR-NOFNiR и другими
зелеными водорослями, и высшими растениями.

Изучение адаптации C. reinhardtii к гипоксии
показало, что нитритзависимое формирование
NO происходит в отсутствие функциональной
NR [47], а значит, осуществляется с использова-
нием другого, независимого от NR, механизма. У
высших растений компоненты электрон-транс-
портной цепи митохондрий (мтЭТЦ) вовлечены
в синтез NO [48, 49]. Роль мтЭТЦ в формирова-
нии NO изучена у Chlorella sorokiniana и C. rein-
hardtii [43, 50] (рис. 2). Однако механизмы нит-
ритзависимого синтеза NO требуют дальнейшего
изучения с привлечением большего числа объектов.

МЕХАНИЗМЫ ФЕРМЕНТАТИВНОГО 
ПРЕВРАЩЕНИЯ NO У CHLOROPHYTA

Чтобы исключить повреждающее действие
NO, организмы должны контролировать его
внутриклеточные уровни. Так, C. reinhardtii со-
держит усеченный гемоглобин 1 (ТНВ1), кото-
рый обладает NO-диоксигеназной активностью и
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может взаимодействовать с NR [51]. ТНВ1 при-
нимает электроны от NR и превращает NO в нит-
рат в присутствии кислорода (рис. 2), т.е. функ-
ционирует как альтернативный акцептор элек-
тронов. Интересно, что этот механизм описан у
двух водорослей Chattonella subsalsa и Heterosigma
akashiwo (Raphidophyceae), у которых химерные
гены кодируют как THB, так и NR [52]. Еще один
усеченный гемоглобин C. reinhardtii, ТНВ2, также
обладающий NO-диоксигеназной активностью,
необходим (дополнительно к ТНВ1) для контро-
ля уровней внутриклеточного NO в условиях де-
фицита фосфора [53, 54]. Предполагается, что
усеченные гемоглобины вовлечены в модуляцию
уровней NO и за счет этого могут контролировать
NO-зависимые сигнальные пути [45, 51, 53, 54].

Кроме того, NO, как показано недавно, может
служить субстратом для NO-редуктаз C. reinhard-
tii, которые катализируют образование оксида

азота(I) (N2O) в митохондриях и хлоропластах
[55–57]. На свету процесс формирования катали-
зируется FLV-белками, а в темноте цитохромом
Р450 – CYP55 [57]. Примечательно, что CYP55
синтезируется и функционирует в основном при
низком содержании кислорода в среде [58]. По-
скольку различные Chlorophyta используют оба
механизма синтеза N2O [57], этот путь контроля
уровней NO у зеленых водорослей может быть
наиболее консервативным.

Уровни NO в клетках могут регулироваться
также путем окисления производных NO (RNS) с
антиоксидантом – трипептидом глутатионом
(GSH, Glu-Cys-Glu), что приводит к образова-
нию S-нитрозоглутатиона (GSNO), который рас-
сматривается в качестве основного внутрикле-
точного резервуара NO [59]. Поскольку GSNO
действует как своеобразный буфер NO, его уровни
важны для обеспечения гомеостаза NO. В связи с

Рис. 2. Механизмы контроля внутриклеточных уровней NO у Chlorophyta.
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этим S-нитрозоглутатионредуктаза (GSNOR), ко-
торая катализирует необратимое превращение
GSNO в окисленный глутатион, вовлечена по су-
ти в поддержание баланса активных форм азота и,
в конечном счете, в контроль редокс-состояния
цитоплазмы [60]. Интересно, что в ядерном гено-
ме C. reinhardtii выявлены два гена, кодирующих
изоформы GSNOR. Охарактеризован фермент
CrGSNOR1 и установлена его ограниченная чув-
ствительность к редокс-зависимым посттрансля-
ционным модификациям [61]. Предполагается,
что уровни нитрозотиолов в клетках водоросли
контролируются другими ферментами или регу-
лируются в основном на уровне синтеза NO. По-
добное отличие от высших растений может быть
связано с разными потребностями в регуляции
метаболизма NО у Chlorophyta и Streptophyta.

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ 
NО У CHLOROPHYTA

У млекопитающих описан NO-зависимый
сигнальный путь, в котором продуцируемый син-
тазой NO активирует растворимые гуанилатцик-
лазы (рГЦ), которые катализируют синтез вто-
ричного посредника cGMP из гуанозин-5'-три-
фосфата. Передача сигнала осуществляется через
последующее действие cGMP на белки-эффекто-
ры [62].

У пяти видов зеленых водорослей (Chlorophy-
ta, порядок Chlamydomonadales) выявлены 11 бел-
ков, гомологичных рГЦ [24]. Однако во всех бел-
ках зеленых водорослей отсутствовали остатки
цистеина (Cys78 и Cys214), необходимые для вос-
приятия рГЦ молекулы NO. Последнее обстоя-
тельство указывает на то, что ни один из этих бел-
ков не может отвечать на действие NO, подобно
рГЦ животных. Кроме того, проанализирован-
ные рГЦ C. reinhardtii, CYG12, CYG56 и CYG11, не
демонстрировали зависимости от NO [63]. Более
того, CYG11 охарактеризован как потенциальный
СО-сенсор [64]. Имеющиеся данные позволяют
сделать вывод о том, что растения не используют
классический модуль NO/сGMP [65]. По-види-
мому, в процессе эволюции у животных и расте-
ний произошла дивергенция контролируемых
NO сигнальных путей.

Считается, что у высших растений основной
NO-зависимый сигнальный механизм связан с
посттрансляционным S-нитрозированием бел-
ков [24]. При модификациях этого типа молекула
NO реагирует с тиоловой группой цистеина в
присутствии акцептора электронов и образуется
ковалентная связь S-NO–S-нитрозотиол [66].

Среди зеленых водорослей S-нитрозирование
анализировали главным образом у C. reinhardtii.
У этой модельной водоросли выявлено около
500 S-нитрозированных белков, функции кото-

рых связаны с метаболическими процессами,
синтезом, фолдингом и деградацией белков, ре-
пликацией, транскрипцией и другими функция-
ми клетки [67]. Кроме того, охарактеризовано не-
сколько белков C. reinhardtii, подвергающихся этой
ПТМ [68, 69]. Оксид азота образуется в клетках C.
reinhardtii при ассимиляции нитрата [70, 71], голо-
дании по макроэлементам [45, 53, 54, 72, 73], в
условиях гипоксии [47] и важен для синтеза про-
лина и путресцина [74], однако S-нитрозирова-
ние белков охарактеризовано только при солевом
стрессе [75]. Способностью к S-нитрозированию
обладает также близкородственная C. reinhardtii
нефотосинтезирующая водоросль P. parva [23].
Таким образом, чтобы экспериментально под-
твердить предположение о ключевой роли S-нит-
розирования в действии NO на зеленые водорос-
ли, необходим анализ этой модификации белков
у других представителей Chlorophyta и в разных
условиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Исследования последних лет привели к обнару-

жению синтеза NO представителями Chlorophyta.
Однако несмотря на широкое использование зеле-
ных водорослей в научных исследованиях и био-
технологии, механизмы формирования/утилиза-
ции NO и его роль в путях передачи сигналов у
этих организмов пока недостаточно понятны.
Одной из основных проблем в изучении роли NO
была (и остается) расшифровка механизмов, ко-
торые определяют изменение его внутриклеточ-
ных уровней. Так, у высших растений ключевая
роль в синтезе NO приписывается NR. У C. rein-
hardtii открыта новая система формирования ре-
докс-молекулы, состоящая из двух ферментов:
NO-формирующей нитритредуктазы и NR. Вме-
сте с тем остается неясным, функционирует ли
подобная система у других водорослей или они,
подобно высшим растениям, используют NR для
синтеза NO.

Открытие окислительного пути синтеза NO и
характеристика NOS у некоторых Chlorophyta
также не позволяют пока понять, насколько ши-
роко эта группа организмов использует аргинин в
качестве субстрата для генерации NO и могут ли
комплексы, состоящие из нескольких белков,
функционально заменять NOS. В пользу послед-
него предположения свидетельствует недавнее
открытие аргининзависимого синтеза NO у не-
фотосинтезирующей водоросли P. parva, утратив-
шей NR в процессе эволюции.

Не менее интригующим остается фермента-
тивное превращение NO. В ряде работ установле-
но участие в этом процессе усеченных гемоглоби-
нов с диоксигеназной активностью. Кроме того,
оказалось, что в снижении уровней NO в клетках
зеленых водорослей важную роль могут играть
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NO-редуктазы, катализирующие превращение
NO в N2O. В целом, для выяснения всех нерешен-
ных вопросов необходимо исследование больше-
го числа объектов.

Следует отдельно выделить еще одно интен-
сивно развивающееся направление, связанное с
анализом механизмов действия этой сигнальной
молекулы. Метаболизм оксида азота регулирует-
ся редокс-состоянием клеток. Совместно с други-
ми редокс-молекулами, NO вовлечен в контроль
клеточных редокс-процессов. В этой связи у
Chlorophyta прежде всего необходимо детальное
изучение взаимодействия NO с активными фор-
мами кислорода. Кроме того, последние данные
позволяют поставить под сомнение, что Chloro-
phyta используют в регуляторных сетях типичный
для животных модуль NO-сGMP. В отсутствие у
водорослей специфических рецепторов восприя-
тие и действие NO осуществляется, по-видимо-
му, преимущественно через ПТМ. Для подтвер-
ждения правильности предположения о ключе-
вой роли ПТМ по типу S-нитрозирования
необходим анализ S-нитросом у различных пред-
ставителей Chlorophyta в физиологических усло-
виях, при которых в клетках генерируется редокс-
молекула. По нашему мнению, дальнейший про-
гресс в области биологии NO у Chlorophyta позво-
лит судить об эволюции ключевых компонентов
(ферментов и регуляторных белков) биосинтеза
и утилизации оксида азота, а также о тех регуля-
торных сетях, которые контролируются NO у
растений.
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даментальных исследований (грант № 21-14-00017
для Е.Е.В.).
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NO is a gaseous signaling redox-active molecule that functions in various eukaryotes. However, its synthesis,
turnover, and effects in cells are specific in plants in several aspects. Compared with higher plants, the role of
NO in Chlorophyta has not been investigated enough. Yet, some of the mechanisms for controlling levels of
this signaling molecule have been characterized in model green algae. In Chlamydomonas reinhardtii, NO
synthesis is carried out by a dual system comprising nitrate reductase and NO-forming nitrite reductase. Oth-
er mechanisms that might produce NO from nitrite are associated with components of mitochondrial elec-
tron-transport chain. In addition, NO formation in some green algae proceeds by oxidative mechanism sim-
ilar to that in mammals. Recent discovery of L-arginine-dependent NO synthesis in colorless alga Polytomel-
la parva suggests the existence of a protein complex with enzyme activity that are similar to animal nitric oxide
synthase. This latter finding paves the way for further research into potential members of the NO synthases
family in Chlorophyta. Beyond synthesis, the regulatory processes to maintain intracellular NO levels are also
an integral part for its function in cells. Members of the truncated hemoglobins family with dioxygenase ac-
tivity can convert NO to nitrate, as was shown for C. reinhardtii. In addition, the implication of NO reductases
in NO scavenging has also been described. Even more intriguing, unlike in animals, the typical NO/cGMP
signaling module appears not to be used by green algae. S-nitrosylated glutathione, which is considered the
main reservoir for NO, provides NO signals to proteins. In Chlorophyta, protein S-nitrosation is one of the
key mechanisms of action of the redox molecule. In this review, we discuss the current state-of-the-art and
possible future directions related to the biology of NO in green algae.
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