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微藻C02同化过程的稳定碳同位素分馏值
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摘 要：研究微藻C()：同化过程中的碳同位素分馏值，对研究微藻在碳效应过程中的作用具有重要意义。目

前还没有获取微藻C()：同化过程的稳定碳同位素分馏值的在体实验方法。文章以莱茵衣藻、蛋白核小球藻、

及野外红枫湖混合藻三种岩溶湖泊微藻为例，利用双向标记建立了能在体获得此分馏值的方法，并通过此分

馏值定量了微藻的各种无机碳利用途径份额。获得各自CO。同化过程中的碳同位素分馏值分别为15．3Xo、

14．8％o、21．7％；，。三种藻分馏值差异主要与藻的种类及其细胞体积大小有关。利用此分馏值计算出衣藻、小

球藻、混合藻自然培养下的碳酸氢根离子途径利用份额分别为loo％、81．1％、97．8％，表明了生长在岩溶湖

泊的微藻利用无机碳的途径主要为碳酸氢根离子。
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0 引 言

微藻(microalgae)是指所有生活在水中采取浮

游生活方式的微小植物，通常指浮游藻类。微藻在同

化二氧化碳(C()：)成藻体形成碳汇时，发生稳定碳同

位素分馏，不同藻体因为大小、结构等的差异，其分馏

值明显不同。微藻在C()。同化过程中产生稳定碳同

位素分馏，包括：①CO。经自由扩散进入细胞双层脂

膜[1]，进入细胞内为微藻光合作用利用所产生的碳同

位素分馏；②作为水体CO：储存库的碳酸氢根离子

(HC()f)被微藻直接利用或间接利用[1叫]所产生的

碳同位素分馏。同化过程中，CO：通过扩散作用进入

微藻细胞发生的质量差异的碳同位素分馏与光合羧

化阶段发生的生化动力学稳定碳同位素分馏，以及在

HC()了被微藻利用的过程中，通过碳酸酐酶(CA)催

化的细胞区室化和生化代谢的偶联反应所产生稳定

碳同位素分馏【朝等过程，都影响微藻同化过程中的稳

定碳同位素分馏值。

了解不同微藻在CO。同化过程中的稳定碳同位

素分馏值，对分析水体微藻的种群结构、定量微藻不

同类型的碳汇具有重要的意义。Farquhar等[6]通过

步骤分析提出植物体内的碳同位素分馏值的计算方

法，由于涉及每个过程中系数的估算，导致此方法计

算出的分馏值与实际分馏值存在一定误差。本文采

用的获取微藻CO。同化过程中的稳定碳同位素分馏

值的方法，弥补了前人对碳同位素分馏值计算方法的

繁琐以及精确度不高的缺点，能在体(in vivo)确定稳

定碳同位素分馏值，获得单个微藻种及混合藻的稳定

碳同位素分馏值。通过此分馏值，建立了微藻的各种

无机碳利用途径份额的计算方法，与pH漂移、无机

碳平衡动力、同位素分馏效应及光谱分析等方法相

比[7]，能成功定量并区分微藻的不同途径无机碳的利

用份额。
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1 研究方法和内容

1．1培养材料与实验设置

培养材料：莱茵衣藻、蛋白核小球藻和红枫湖中

提取的混合微藻。基本培养基为去除土壤提取液的

SE培养基[2 3I，光周期L／D：12 h／12 h；温度25℃；光

照强度为100／tmol·m_2·s～；通过添加少量

NaOH或HCl调节初始pH值为8．2。

实验设置：在基本培养液中分别添加稳定碳同位

素值613C为一17．4‰(PDB)和一28．4‰(PDB)的

碳酸氢钠(NaHCO。)及乙酰唑胺(AZ，含1，3，4一

噻二唑环的杂环磺酰胺类碳酸酐酶胞外酶抑制剂，是

能够专一地抑制碳酸酐酶胞外酶的碳酸酐酶胞外酶

抑制剂[9])进行实验处理，图1为实验设置示意图。

在实验设置中，16 mmol／L NaHC0。和10 mmol／L

AZ浓度下，莱茵衣藻、蛋白核小球藻依赖于胞外碳

酸酐酶的碳酸氢根离子的间接转运途径和碳酸氢根

离子的直接转运途径将同时被完全抑制邛]，20

mmol／I。碳酸氢钠和10 mmol／L AZ浓度下，混合微

藻的碳酸氢根离子转运途径被完全抑制[8]，可根据方

法1．2定量微藻CO：同化过程中稳定碳同位素分馏

定量出此微

藻c02同化过
程中碳同位
紊分馏值(△I 3(’)

值(△)，并利用此分馏值计算出衣藻、小球藻、混合藻

自然培养下的碳酸氢根离子途径利用份额(f。)。具

体实验设置如表1。

表1 定量微藻CO：同化过程中稳定碳

同位素分馏值的实验设置

Table l The experiment treatments of calculation

of the fractionation value

蛋白核小球藻
d

混合微藻

以上处理均需测定待测微藻的起始生物量M。，

和微藻的起始稳定碳同位素组成占13C的值艿。，。将待

测微藻在添加同位素标记的检测培养液中培养4天

后，测定待测微藻的最终生物量M、和两种同位素标

记的检测培养液培养的被考察微藻的稳定碳同位素

组成护C的值8。。和占。：。

八 定 件
量 下
出 无

此 机
微 碳
藻 利

合 √
自 用
然 途
培 径
养 份
条 额

图1 实验设置示意图

Fig．1 sketch of exl)erimenlal lreatments

1．2研究方法的建立

1．2．1 两端元的同位素混合模型

微藻对两种无机碳利用途径的不同造成同位素

分馏差异明显。利用大气中的二氧化碳途径可造成

最大的同位素分馏(△)。碳酸氢根离子的直接转运

和依赖于胞外碳酸酐酶的碳酸氢根离子的间接转运

途径造成的同位素分馏比利用大气中的C()：途径造

成同位素分馏小9‰(PDB)L8j。

微藻可以利用大气的无机碳和添加的无机碳，且

对于每一种来源的无机碳都存在CO：和HC()f两种

利用途径，故建立如下两端元的同位素混合模型：

6T，一(1一f既)6T^+f蹦6TB

一(1一fB．)L(1一／b．)(6。．，一△)+

fbi(艿。i，一△+9‰)]8。。+

，商[(1-f,。)(a“一△)+

厂b．(6【，．一△+9‰)]艿T13(i一1，2) (1)
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6T。是指微藻利用大气来源的无机碳，包括CO。和

HC03-这两种利用途径；艿，。是指微藻利用添加的碳

酸氢钠来源的无机碳，同样包括CO。和HCO；-这两

种利用途径。8T．为添加已知占13C的某一碳酸氢钠培

养的微藻藻体的613C值；f。，为微藻利用添加的无机

碳占总碳源的份额；(1一f。．)为微藻利用大气CO。

占总碳源的份额；，。为微藻利用碳酸氢根离子途径；

(1-fu．)为微藻CO。利用途径份额。鼢、A以及&．

分别为环境中大气CO：的平均稳定碳同位素组成艿13

C的值、CO：同化过程中的稳定碳同位素分馏值以及

同位素标记的碳酸氢钠的∥C值。

1．2．2 微藻利用添加的碳酸盐所占总碳源的份额

(^)

在相同培养条件下，同一种微藻利用添加的碳酸

盐所占总碳源的份额是相同的，由此可以得到：f。，一

f。。一厂n；相同培养条件下，同一种微藻利用碳酸氢根

离子途径所占的份额也是相同的，由此可以得到：厂。。

一f“z—fn。通过添加不同同位素组成碳酸氢钠，同

位素标记1的碳酸氢钠的扩C值为沁，同位素标记

2的碳酸氢钠的613C值为占。：，建立如下关系：

6Tl一(1一厂B1)[(1一fbl)(占。；，一zX)+

厂b。(艿。i，一△+9‰)]+

厂B-L(1一fb。)(8c。一△)+

^。(＆。一△+9‰)] (2)

8T2一(1一fB2)[(1一fb2)(艿。。，一zX)+

厂b2(6。，，一△+9‰)]+

厂Bz[(1一fbz)(6【、2一△)+

厂b。(6。：一△+9‰)] (3)

由方程(2)与方程(3)做差、化简可得：

fB一(6Tl一6T2)／(6cl——艿r2) (4)

定量出微藻利用添加的重碳酸盐所占总碳源的份

额‘8I。

1．2．3 微藻CO。同化过程中的稳定碳同位素分馏

值的确定方法

在高浓度碳酸氢钠和10 mmol／L AZ的作用下，

依赖于胞外碳酸酐酶的碳酸氢根离子的间接转运途

径和碳酸氢根离子的直接转运途径将同时被完全抑

制[8|，所以

厂b1一厂b2一厂b一0

这样，此时的(2)和(3)式可分别简化成：

△一8。．，+厂B艿c1—8T1一fB6。．，

△一8。+厂B6c2—8T2一fB8。，，

艿T。为添加第一种已知813C的碳酸氢钠培养的

微藻藻体的613C值；6。：为添加第二种已知813C的碳

酸氢钠培养的微藻藻体的613C值；培养4天后的微

藻藻体的813C值，并不完全是新生成的藻体的813C，

而是含有培养时的原始藻体加新生成的藻体的综合

613C值，因此，为了获取新生成的藻体的613C值6，，

或6，。；建立了如下方程：

6()+(P一1)×艿T，一P×6s． (8)

P为微藻增值倍数；P=实验处理后的微藻生物量

(M。)／初始接种时的微藻生物量(M。，)(一般采用蛋

白质数据来表征生物量)；

8。，为初始接种的微藻藻体碳同位素组成(艿13C)；

6。．为实验处理后的微藻藻体碳同位素组成(6”C)

(i一1，2)；艿，。为实验处理新生成的藻体碳同位素组成

(613C)(i一1，2)。

(8)式变形后为：

6T，一(P6甄一6。，)／(P一1)(i一1，2) (9)

知道了艿，，、6。，以及培养期间培养环境中大气

CO。平均碳同位素组成占13C的值6。，由(6)和(7)式

计算微藻CO。同化过程中的碳同位素分馏值△。而

培养环境中大气CO。的平均碳同位素组成813C的值

踮可根据双向标记培养植物测定大气CO。稳定碳同

位素组成的方法[101获得。

1．2．4微藻利用不同形态无机碳的途径份额计算方法

8T．一(1一厂Bi)8TA+fB。6TB

一(1～，¨)[(1一fb．)(6。。，一△)+

fb。(艿。．，一△+9‰)]+

厂＆L(1一fb。)(艿r。一△)+

fb。(艿ci一△+9‰)](i—l，2)

将(1)式化简可得：

fb．一[^i(6c，一8。．。)+(△+6Ti一艿。。，)]／9‰(10)

由(6)和(7)式计算微藻CO。同化过程中的稳定

碳同位素分馏值△和培养环境中大气CO。的平均稳

定碳同位素组成6。即可求得微藻利用不同形态无机

碳的途径份额。

2结果及分析

(5) 2．1 微藻CO：同化过程中的稳定碳同位素分馏值△

实验处理1、3、5的实验结果见表2，莱茵衣藻、

(6) 蛋白核小球藻及混合微藻依赖于胞外碳酸酐酶的碳

(7) 酸氢根离子的间接转运途径和碳酸氢根离子的直接
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转运途径被完全抑制，根据实验结果及本文的计算方

法(详见1．2)，可以计算出三种微藻莱茵衣藻和蛋白

核小球藻以及混合微藻新生藻体稳定碳同位素，并定

量出微藻CO：同化过程中的稳定碳同位素分馏值

(△)(表3)。

表2不同处理下的微藻Ii,3C值

Table 2 The 81 3 C values of the microalgae

under different treatments

表3

Table 3

微藻C02同化过程中的稳定碳同位素分馏值△

Stable carbon isotope fractionation(8”C)on C02

assimilation of microalgae

由表3可知，莱茵衣藻、蛋白核小球藻及野外红

枫湖混合藻三种岩溶湖泊微藻的CO。同化过程中的

稳定碳同位素分馏值分别为15．3‰、14．8‰和

21．7‰。此结果与前人研究的CO：同化过程中的稳

定碳同位素分馏值[1卜123结果相符。莱茵衣藻的分馏

值比蛋白核小球藻大。此结果一方面与莱茵衣藻细

胞体积比蛋白核小球藻大有关，藻类细胞体积越大，

同位素分馏反应过程阻力越大和反应时间越充分，分

馏值越大；另一方面与微藻胞外碳酸酐酶活性有关，

根据微藻碳酸酐酶的催化与C0：同化过程的相互耦

合，衣藻胞外碳酸酐酶活性大于小球藻胞外碳酸酐酶

活力[1胡与衣藻的稳定碳同位素分馏值大于蛋白核小

球藻的呈现一定相关性。红枫湖中混合微藻同化过

程的稳定碳同位素分馏值比莱茵衣藻和蛋白核小球

藻大，与}昆合微藻的微藻种类有关，红枫湖微藻以绿

藻、蓝藻和硅藻为主[14_1 7I，几乎所有硅藻种都以壳环

带套合形成硅质细胞壁，厚的细胞壁造成C()：进入

硅藻细胞受到的阻力较大，使得硅藻具有较大碳同位

素分馏，导致混合微藻分馏值远大于来茵衣藻和蛋白

核小球藻。

2．2微藻在自然培养条件下的无机碳利用途径的份额

实验处理2、4、6中，莱茵衣藻、蛋白核小球藻以

及混合微藻在无外源添加NaHC()。培养条件下，三

种微藻新生藻体稳定碳同位素组成艿13C结果如表4

中艿。值，由于没有额外添加NaHC()。，故，’。值为零。

根据上述微藻CO。同化过程中的稳定碳同位素分馏

值(△)的计算结果，可以计算出自然培养条件下的微

藻无机碳利用途径份额值f。(详见1．2．4)，见表4。

表4微藻的无机碳利用份额

Table 4 inorganic carbon utilization of microalgae

根据莱茵衣藻、蛋白核小球藻CO：同化过程中

的稳定碳同位素分馏值计算出微藻碳酸氢根离子途

径的利用份额，“表4)，在没有添加碳酸氢钠和AZ

自然培养条件下，蛋白核小球藻碳酸氢根离子利用途

径利用份额各占81．1％，混合微藻的为97．8％。考

虑因微藻生长过程所带来的6¨C误差校正莱茵衣藻

的碳酸氢根离子利用途径份额为100％[18]。此结果

与李海涛[1明等微藻利用碳酸氢根离子途径所占的份

额结果具有一致性，在低浓度HC()a条件下，微藻的

胞外碳酸酐酶活性较高，通过碳酸酐酶催化的无机碳

利用的碳酸氢根离子途径份额较高。三种不同的藻

类在无外源添加的HC()i和AZ的情况下，碳酸氢

根离子途径高利用份额表明，微藻为适应岩溶湖泊环

境，进行了长期选择性的生存策略。在岩溶湖泊中，

水体pH值在8左右波动[1 7’2”21。，此时水体环境缺

乏CO。，无机碳以HC()f为主[22】。微藻在低CO，、

高HC()丁的生存环境中，形成主要是以碳酸氢根离

子途径为主的无机碳利用模式。微藻利用的无机碳，

无论是来源于大气中的C()。，还是水体中的HC()_，

主要是以碳酸氢根离子为主。

万方数据
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3 结 论

(1)本文通过双向标记计算出单个藻种莱茵衣

藻、蛋白核小球藻及野外红枫湖的混合藻微藻CO。

同化过程中的碳同位素分馏值，弥补了前人对碳同位

素分馏值计算方法需分析体外繁琐反应且精确度不

高的缺点，可在体确定稳定碳同位素分馏值。

(2)莱茵衣藻、蛋白核小球藻及野外红枫湖混合

藻=三种岩溶湖泊微藻的CO。同化过程中的碳同位素

分馏值分别为15．3‰、14．8‰、21．7‰。三种藻分馏

值差异主要与藻种及细胞体积大小有关，藻类细胞体

积越大，同位素分馏反应过程阻力越大，反应时间越

充分，分馏值越大。

(3)利用微藻C()：同化过程中的稳定碳同位素

分馏值，定量出微藻所吸收利用的不同无机碳来源及

其份额，三种微藻的碳酸氢根离子途径高利用份额表

明在岩溶湖泊中，微藻利用的无机碳不管是来源于大

气中的CO。还是水体的HCOf，主要是以碳酸氢根

离子为主。
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———————————————————————一——————————————————————————————————————一

Stable carbon isotope fractionation(613 C)

ZHAO Li—hual’2

(1．

of microalgae on C02 assimilation

，wU Yan—youl，XIE Teng-xian91．2，LI Hal～ta。1～，ZHANG Kai—Yanl'2，HANG Hong—taol’2

S￡n￡P KPy Ln60mr。ry。，Envir。卵menfnz GeochPmi“rY，Instit“￡e o，GeochP珊i5￡r了，Chinese A。nd#my

DfSciences，Guiyang，Guizhou 550002，China‘

2．CollP∥。f Ear抽SfiMfPs，University of Chi”P5P Academy。f SciP”fP5，Beijing 100049，Chi”。)

Abstract A study On the stahie carbon isotopic fractionation(813C)in the process of C02 assimilatlon of m卜

croalgae is very significant to investigate the role of microalgae in estimate of potential carbon dioxide(C()2)

sink．However，till now it is yet unknown how to measure the fractionation On C0 2 assl mllatlon ot mlcroal—

gae in vivo． Bidirectional tracers，which two types of sodium bicarbonate have different 613 CPDB values，are

used as the carbon isotope labeling to establish the method of calculation of the fractionation value 1n thls

studv．Furthermore，the different proportions of metabolic pathways of inorganic carbon utilization are quan—

tifiedbv the fractionation value in microalgae．The carbon isotope fractionation(占13 C)value of three types of

algae，Chlamydomonas reinhardtii(CR)，Chlorella pyrenoidosa(CP)，and compound algae collected trom

surface water of Hongfeng Lake，are 15．3‰，14．8‰，and 21．7％0，respectively in this paper·The difference

of the fractionation values are closely related to cell size of these microalgaes·Tha‘means’the blgger cell

size of microalgae，the greater the resistance produces and the longer the reaction time o{Process in the C02

assimilation．This leads to greater fractional values．The percent share of bicarbonate ions calculated by the

fractionation values are 100％，81．1％and 97．8％respectively in Chlamydomonas reinhard‘11，Chlorella

pyrenoidosa and compound algae．The results demonstrate that the main pathway of 1no‘ganl。。8。bon utlll2a—

tion of microalgae is the bicarbonate ions in karst lakes．

Kev words microalgae，stable carbon isotope fraetionation，bicarbonate ions utihzatlon，bicarbonate 1。n
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