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摘 　 要 ：喀斯特地区存在丰富的碳酸盐岩，是地球上最重要的碳库。碳酸酐酶 (Carbonic anhydrase,

CA)是地球上催化反应速率最快的几种酶之一，通过催化 CO2 的水合反应，不仅可以促进碳酸盐岩

的风化，还可以通过吸收大气中的 CO2 来固定碳源。本研究目的是遴选喀斯特极度退化生境高 CA

活性菌株 /菌群，探讨其用于喀斯特生态修复的可行性。利用碳酸钙培养基从喀斯特石质生境中分

离筛选出产 CA的菌株，并进行形态学观察、生理生化鉴定和分子生物学鉴定。通过 CA活性的测定

确定高 CA活性的菌株，并比较单菌与多菌株组合群落的 CA活性差异。利用碳酸钙培养基共分离

得到产 CA菌株 6株，分别为耐药黄杆菌（Flavobacterium resistens）、食酸代尔夫特菌（Delftia acidovorans）、
嗜根寡养单胞菌（Stenotrophomonas rhizophila）、食油假单胞菌（Pseudomonas oleovorans）、洞穴农杆菌

（Agrobacterium cavarae）、白色杆菌（Bacillus albus），其中嗜根寡养单胞菌的 CA活性最高，且其与其它

菌株组合后 CA活性均降低，说明产 CA微生物的竞争作用可能大于协同作用，且在极度寡营养环境

中，该嗜根寡养单胞菌具有较大的应用潜力。
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0    引　言

在富钙少土的喀斯特生态系统中，其土壤形成

速率非常缓慢，形成 1 cm厚的土壤需要 0.25万~

7.38万年 [1−4]。微生物分泌的碳酸酐酶（Carbonic

anhydrase，CA）是一种含锌的金属酶，催化加速 CO2

水合作用，促进碳酸盐岩的风化[5]，为植物定殖提供

土壤基质，产生Ｈ+也可以促进矿质养分溶出，提高环

境营养状况[6]，帮助微生物自身和植物在恶劣或极端

环境下维持正常的代谢与生长[7]。同时，该酶还可以

用来吸收大气中的二氧化碳，固定碳源，从而参与喀

斯特动力系统的碳循环过程[8]。

CA最早在 1933年从牛红细胞中提纯出来，CA

是一种与锌离子结合的酶，它催化二氧化碳与水的

反应，在异养生物的呼吸中发挥着不可替代的作用。

刘再华[9] 以 CA为材料的研究发现，在室内模拟条件

下，CA于高 CO2 分压时促进石灰岩溶解，在低氧分

压下促进白云岩溶解，溶解速率分别提高 10倍和

3倍，以此认识到 CA 在自然界风化作用中的必要性。

李为[10] 利用含有碳酸钙的特殊平板从四种不同的喀

斯特生态系统中共分离出产碳酸酐酶细菌 32 株、产

碳酸酐酶放线菌 25 株、 产碳酸酐酶真菌 7 株，证明
 
 

基金项目：国家自然科学基金区域联合重点项目（U20A2011）；广西“八桂学者”项目

第一作者简介：常凯云（1998－），女，硕士研究生，主要从事微生物生态修复方面的研究。E-mail：15996063515@163.com。

通信作者：何寻阳（1972－），男，博士，研究员，主要从事土壤微生物生态研究。E-mail：hbhpjhn@isa.ac.cn。

收稿日期：2022 − 11 − 04 

第 42 卷　第 6 期  中　国　岩　溶 Vol. 42　No. 6

2023 年 12 月  CARSOLOGICA　SINICA Dec.  2023

常凯云，王忠诚，魏晓梦，等. 喀斯特石质生境高碳酸酐酶活性微生物筛选与分离[J]. 中国岩溶，2023，42（6）：1202-1212.

DOI：10.11932/karst20230606

mailto:15996063515@163.com
mailto:hbhpjhn@isa.ac.cn
https://doi.org/10.11932/karst20230606


了碳酸酐酶在细菌菌株中广泛存在，且大多数细菌

都具有在细胞内产生 CA的能力，部分细菌能分泌

CA到细胞外，真菌和放线菌也有产生胞内或胞外

CA的能力。李为等[11] 在喀斯特系统中加入细菌胞

外碳酸酐酶粗酶液，发现微生物碳酸酐酶能使石灰

岩中的导电性离子和钙离子释放总量增加 40% 以上，

结果证明微生物胞外碳酸酐酶是喀斯特动力系统的

重要驱动力；室内模拟喀斯特环境条件证实了细菌

胞外碳酸酐酶的热稳定性，喀斯特的碱性土壤环境

更有利于胞外 CA活性的相对稳定。李永双[12] 从云

南建水喀斯特地区桉树、云南松和次生林根际土

壤中分离筛选得到高产碳酸酐酶的菌株 Serratia
marcescens（粘质沙雷氏菌），该菌液提高了土壤的微

生物数量、微生物多样性和代谢活性，加速了碳酸盐

岩的溶解。易哲等[13] 从典型喀斯特地貌的重庆金佛

山景区的土壤样本分离出高产 CA的菌株 Bacillus
sp．（芽孢杆菌属），因其碳酸酐酶能在 10~40 ℃ 维

持较高活性，pH处于 7.0~8.5 时活性也较高。分泌

CA的微生物除了存在于喀斯特土壤中，在藻体、水

样与沉积物表面也广泛存在。邓洁等[14] 从微囊藻水

华 群 体 中 筛 分 出 一 株 高 产 CA  菌 Pseudomonas
fluorescence(荧光假单胞菌)；陈羽[15] 从会仙喀斯特湿

地所釆水样中筛分出 Pseudomonas alcaligenes(产碱

假单胞菌)；吕现福[16] 从重庆丰都雪玉洞和水鸣洞 2
个洞穴沉积物表面和洞穴滴水中筛分出 Achromo-
bacter（无色杆菌属）、Streptomyces hygroscopicus（吸
水链霉菌属）和 Bacillus（芽孢杆菌属）等都具有较高

的 CA活性。

产 CA微生物被认为在退化喀斯特生境修复中

有良好的应用前景，然而从良好的生境分离目标菌

株对极端环境的适应能力可能比较差，无法发挥预

期效果[17−18]。因此，本研究以严重退化的喀斯特石质

生境样品为分离源，从中分离出产 CA的菌株；通过

形态学观察、生理生化鉴定、分子生物学鉴定和 CA
活性分析，挑选出适应喀斯特极端石质生境的高 CA
活性菌株，为推进喀斯特退化生境快速修复生物菌

肥研发和加快喀斯特石漠化地区岩石土壤化进程奠

定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    材　料
 

1.1.1    分离源样品

研究区位于广西壮族自治区河池市（23°41′−
25°37′N，106°34′−109°09′E），属亚热带季风气候区，

年均温 16.9~21.5 ℃。该区域具有典型喀斯特地貌，

土壤量少且分布零散，岩石裸露率较高。2021年

9−10月，采集区域内极度石漠化地地衣、苔藓下风

化物、苔藓层土壤和喀斯特原生林地石生苔藓下风

化物这四种不同生境样品，将其保存于保鲜袋中带

回实验室进行处理，最后于 4 ℃ 保存备用。 

1.1.2    培养基

碳酸钙琼脂培养基、LB培养基、葡萄糖发酵培

养基、V-P反应培养基、固体柠檬酸盐培养基、硝酸

盐还原培养基、淀粉水解培养基。组成成分见表 1。 

1.1.3    主要试剂和仪器

主要试剂：0.01M PBS缓冲液、10% NaOH溶液、

2% 氯化铁溶液、甲基红酒精溶液、对氨基苯磺酸、α-
萘胺、冰醋酸、革兰氏碘液、二甲苯、吲哚试剂、

 

表 1　培养基的成分

Table 1　Composition of the culture medium

培养基名称 成分

碳酸钙琼脂培养基 CaCO3 50 g、ZnSO4 1 μmol、琼脂15 g、蒸馏水1 000 mL

LB培养基 胰蛋白胨10 g、酵母提取物5 g、NaCl 5 g、葡萄糖1 g、蒸馏水1 000 mL

葡萄糖发酵培养基 蛋白胨1 g、NaCl 0.5 g、0.2%溴百里香酚兰1.2 mL、葡萄糖1 g、蒸馏水100 mL

V-P反应培养基 蛋白胨1.5 g、葡萄糖1.5 g、K2HPO4 1.5 g、蒸馏水300 mL

固体柠檬酸盐培养基
柠檬酸钠1 g、硫酸镁0.2 g、NaCl 5 g、NH4H2PO4 1 g、K2HPO4 1 g、琼脂20 g、
1%溴麝香草酚蓝酒精溶液10 mL、蒸馏水1 000 mL

硝酸盐还原培养基 硝酸钾0.2 g、蛋白胨5 g、蒸馏水1 000 mL

淀粉水解培养基 牛肉膏0.5 g、蛋白胨1 g、NaCl 0.5 g、可溶性淀粉0.2 g、琼脂2 g、蒸馏水100 mL
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2.5% 戊二醛、无水乙醇、叔丁醇、巴比妥、巴比妥钠。

主要仪器：超微量紫外分光光度计（Nanodrop
one，美国 Thermo）；凝胶成像分析系统（G:BOX F3，
英国 SYNGENE）；电泳仪（DYY−6D型，北京六一

生 物 科 技 有 限 公 司 ） ； 离 心 机 （5434R， 德 国

Eppendort）；pH计（FE28−Standard，瑞士 METTLER
TOLEDO）；场发射扫描电子显微镜（SU8010，日本

HITACHI） ；MILI−Q 纯水仪（Synthesis  A10，美国

MILLIPORE）；超净工作台（SW−CJ−1FD，苏州净

化设备有限公司）；恒温摇床（SPH−103B，上海世平

实验设备有限公司）；恒温培养箱（XT5116IN，杭州雪

中炭恒温技术有限公司）。 

1.2    方　法
 

1.2.1    产碳酸酐酶菌株分离纯化及筛选

分离源由极度石漠化地地衣、苔藓下风化物、苔

藓层土壤和喀斯特原生林地苔藓下风化物各 1 g混

合而成。称取新鲜分离源土壤样品 1 g，置于 100 ml
PBS缓冲液中，25 ℃ 180 rpm震荡过夜，以提取土壤

微生物，静置 2 h，沉淀大颗粒物。取悬浊液，过

30 μm孔径的 Whatman滤纸，以进一步去除土壤颗

粒物。取悬浊液进行梯度稀释，加入喷雾器中，向

150 mm的筛选培养基平板喷雾 1~3 s， 25 ℃ 恒温倒

置培养，观察平板生长情况，待菌落明显且未出现明

显重叠时取出，选择不同形态的菌落，在 90 mm的碳

酸钙培养基上进一步划线纯化。最后划线到 LB固

体培养基并 4 ℃ 保存备用。 

1.2.2    菌种鉴定

(1) 形态学鉴定

将菌株划线在 LB固体培养基上，25 ℃ 恒温倒

置培养 2 d 观察菌落形态。挑取单菌落到 LB液体

培养基扩繁，培养后吸取 800 μL菌液 3 000 rpm离

心 3 min，去上清，加入 500 μL 0.01 M PBS缓冲液洗

2~3次；在沉淀中加入 2.5% 戊二醛 500 μL，充分混匀，

4 ℃ 静置过夜；3 000 rpm离心 3 min，倒掉固定液去

上 清 ， 加入 500 μL  0.01  M  pH  7.0 PBS缓 冲 液 洗

2~3次；乙醇梯度脱水，依次将样品浸泡在 50%、75%、

90% 的酒精溶液，每次脱水 10 min，3 000 rpm离心

3 min；将样品浸泡在 100% 无水乙醇中两到三次（每

次 10 min）以便彻底除掉样品中残留的水分；依次将

除过水的样品浸泡在 50%、75%、90% 的叔丁醇溶液

各 10 min左右；再将样品浸泡在 100% 叔丁醇 2~3
次（每次 10 min）以便彻底除掉样品中残留的无水乙

醇；最后保存在 100% 叔丁醇中送至电镜室，利用场

发射扫描电子显微镜微观观察菌体形态。

(2) 生理生化鉴定

糖类分解试验：将被检菌接种于有葡萄糖发酵

培养基中，接种后要轻摇试管，防止倒置的小试管进

入气泡。再将上述试管置 37 ℃ 温室中培养 2~3 d。
观察颜色变化及小试管中有无气泡。

V-P试验：将被检菌接种于 V-P反应培养基中，

培养 2~7 d后，于培养物中加入 1 mL 10% 的 NaOH，

混匀，再加入 3~4滴 2% 氯化铁溶液。数小时后，培

养基表面的下层出现红色者，为阳性。

甲基红试验：将被检菌接种细菌于培养基，在 37 ℃
培养 2~7 d后，于培养物中加入几滴甲基红酒精溶液

（0.1 g甲基经溶于 300 mL 95% 乙醇中，加蒸馏水至

500 mL），如呈红色，表示阳性。

柠檬酸盐利用试验：将被检菌接种到固体柠檬

酸盐培养基上，37 ℃ 下培养 2~4 d，能利用柠檬酸盐

的细菌表现为有细菌生长，培养基变为蓝色，不能利

用柠檬酸盐的细菌不生长，培养基不变色。

硝酸盐还原试验：将被检菌接种于硝酸盐培养

基中，37 ℃ 培养 1~2 d，每管中先加入甲试剂（对氨

基苯磺酸 0.4 g，加 5 mol·L−1 冰醋酸 50 mL）0.1 mL，
再 加 乙 试 剂 （α-萘 胺 0.25 g， 加 5 mol·L−1 冰 醋 酸

50 mL）数滴，如出现红色，表示阳性。

淀粉水解试验：将被检菌划线接种于平板上，37 ℃
左右培养 1~2 d，生长后取出，在菌落处滴加革兰氏

碘液少许，能水许解淀粉的细菌菌落周围有透明环，

培养基会呈深蓝色。

接触酶试验：用清洁无菌的细玻棒醮被检菌少

许，插入 H2O2 液面下，有气泡者为阳性。

(3) 分子生物学鉴定

用无菌的枪头挑取极少量至少经 3 次划线纯化

的单菌落，洗脱至 30.0 μL 无菌超纯水中 ( 盛放在

PCR 管中) 作为模板，16S 引物采用细菌通用引物

27F  和  1492R。正向引物  27F:  5 ′-AGAGTTTGAT
CCTGGCTCAG-3′；反向引物  1492R: 5′-TACGACT
TAACCCCAATCGC-3 ′。 PCR  反 应 体 系 为 :  10  ×
PCR Buffer ，2.5 μL；MgCl2，1.5 μL；dNTP，2.0 μL；上
下游引物，各 1.0 μL；Taq 酶，0.4 μL；模板 2.0 μL；用
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无菌超纯水补足 至 25.0 μL。反应条件为：94 ℃ 预
反应 2 min；94 ℃ 变性 30 s；55 ℃ 反应 30 s；72 ℃ 退

火 1.0 min，反应循环 30次；72 ℃ 延伸 5 min；4 ℃ 保

温。反应结束后，用琼脂糖凝胶电泳检验扩增好的

PCR产物大小，将 PCR 产物用 TaKaRa DNA 凝胶回

收试剂盒进行纯化，将纯化产物委托给奥科鼎盛生

物科技有限公司进行测序分析。 

1.2.3    碳酸酐酶的粗酶液提取

取目的菌株接种于 LB液体培养基中摇床培养

过夜。培养液 7 000 r·min−1 下冷冻离心去除细胞，获

得各菌株的碳酸酐酶粗酶液。 

1.2.4    碳酸酐酶活性测定

菌株碳酸酐酶的测定采用电极法[9]，具体是

1 mL粗酶液加入 2 mL pH=8.2的巴比妥缓冲液，加

入 2 mL冷的 CO2 饱和水（向冰冷的去离子水中充入

饱和 CO2 半小时，pH =3.9则饱和），立刻用 pH计测

量 pH下降一个单位的时间。对照则加入 1 mL灭活

的粗酶液、 2 mL的巴比妥缓冲液、2 mL CO2 饱和水。

整个实验在低温 (冰浴)下进行。计算：U = 10 (T0/T-
1) 式中，T 和  T0 分别代表未灭活和灭活粗酶液  pH
值下降的时间。CA 活性用每毫升单位细胞密度

（U·mL−1·OD600
−1）表示。 

1.3    数据处理

对于基因序列，首先去除引物序列，然后在

National  Center  for  Biotechnology  Information  (NCBI)
数据库进行 BLAST 比对。先使用 MEGA6 校准，然

后去除比对序列两端多余的部分，使序列等长，然后

运用 Neighbor-Joining法进行系统发育树构建。

使用 Microsoft Excel和 Origin 2018整理数据和

画图，用 SPSS 软件进行统计分析。各处理平均数间

的多重比较采用邓肯氏新复极差测验（Duncan's new
multiple ran ge test）。 

2    结果与分析
 

2.1    产CA 菌株的筛选

分离源在 25 ℃、碳酸钙固体培养基上生长 4周，

出现不同形态的菌落，在碳酸钙固体培养基划线纯

化 1次，LB固体培养基划线纯化 2次，最后筛分出

6株不同的菌种，分别编号为：N2、N4、N6、N10、
N11和 N13。在培养基表面滴加 1% 溴麝香草酚蓝

指示剂，菌落周围水解圈未变黄，所以不是细菌产酸

水解造成的（图 1）。 

2.2    形态学鉴定

菌落在 25 ℃ 、LB固体培养基上生长 2天的形

态见图 2、表 2。如 N2、N6菌落呈黄色、表面光滑

且边缘整齐；N4、N10、N11、N13菌落呈白色、表面

光滑，其中 N4中央凸起周围扁平、N11呈水滴状、

N13呈蜡状。挑取单菌落处理后进行扫描电子显微

形态观察，菌株均为杆状（图 3）。 

2.3    生理生化鉴定

菌株的主要生理生化指标测定结果见表 3。由

表可知，菌株 N2、N4、N6、N11、N13能够利用葡萄

糖为 C源，菌株 N10无法利用；6株菌 V-P反应均为

阳性；菌株 N6和 N13甲基红反应为阳性，其余菌株

均为阴性；菌株 N2、N4、N10具有硝酸盐还原的特

征；菌株 N6、N13能够分泌胞外淀粉酶；菌株 N4柠

檬酸盐反应为阳性，其余菌株均为阴性；N2、N4、N6、
N11接触酶反应为阳性，其余菌为阴性。 

 

图 1　菌种在碳酸钙固体培养基上的形态

Fig. 1　Strain morphology on the CaCO3 solid culture medium
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2.4    分子生物学鉴定

对 6株菌进行  16S rRNA 序列分析（图 4），用

BLAST程序将测序结果与 GenBank 中的己登录的

序列进行相似性分析，它们最相似的菌株分别隶属

于 黄 杆 菌属 (Flavobacterium)、 代 尔 夫 特 菌 属

(Delftia)、寡养单胞菌属 (Stenotrophomonas)、假单胞

菌属 (Pseudomonas)、农杆菌属 (Agrobacterium)、芽

孢杆菌属 (Bacillus)，同源性均达到 97% 以上。运用

Neighbor-Joining法对这些菌株序列进行系统发育分

析，初步鉴定 N2为耐药黄杆菌（ Flavobacterium
resistens） 、 N4为食酸代尔夫特菌（ Delftia  acido-
vorans） 、N6菌株为嗜根寡养单胞菌（ Stenotrop-
homonas  rhizophila） 、 N10菌 株 为 食 油 假 单 胞 菌

（Pseudomonas oleovorans）、N11菌株为洞穴农杆菌

（Agrobacterium  cavarae） 、 N13菌 株 为 白 色 杆 菌

（Bacillus albus）。本研究筛选出的菌株均为细菌，可

能由于细菌、真菌和放线菌胞外酶的最适 pH分别

为 8.2、6.2和 7.2，而喀斯特环境富钙偏碱性，更有利

于细菌胞外 CA活性的表达，其次是放线菌，且细菌

CA活性的峰值明显高于放线菌[19]。 

2.5    不同菌种及菌群的CA 活性差异

提取了 6株菌株的粗酶液，并测定了其碳酸酐

酶活性，结果如图 5所示。由图 5可知：所有菌株均

能检测到碳酸酐酶活性，且个体差异显著。菌株 N6
的碳酸酐酶活性最高，为 4.27 U·mL−1·OD600

−1，而菌

株 N13的碳酸酐酶活性仅为 0.46 U·mL−1·OD600
−1，这

表明虽然碳酸酐酶在原核生物中普遍存在，但不同

细菌的活性特征存在较大差异。在此，初步选定碳

 

表 2　不同菌种在 LB 固体培养基上的形态比较

Table 2　Comparison of different bacteria species on the LB solid culture medium

样品编号 菌落形态特征 菌落颜色

N2 表面光滑，边缘整齐 黄色

N4 表面光滑，中央凸起周围扁平，边缘不规则 白色

N6 表面光滑，边缘整齐 黄色

N10 表面光滑，边缘整齐 白色

N11 表面光滑饱满，边缘整齐 白色

N13 表面光滑，蜡状，边缘不规则 白色

 

N2 N4

N10 N11

N6

N13

图 2　不同菌种在 LB固体培养基上的形态比较

Fig. 2　Comparison of different bacteria species on the LB solid culture medium
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酸酐酶活性最高的菌株 N6 为我们的目的菌株。将

目的菌 N6 与其他菌以相同浓度进行组合，分别为

N6+N2、N6+N4、N6+N6、N6+N10、N6+N11、N6+N13

和 All（N2+N4+N6+N10+N11+N13），接种于 LB液体

培养基中摇床培养过夜，分别提取各组合菌群的碳

酸酐酶，测定酶活性。其中纯菌株 N6 的碳酸酐酶活

性最高，与另外 5株混合活性均降低，推测由于在极

端生境中物种间竞争作用大于协同作用。 

3    讨　论

喀斯特石漠化造成了大量裸露基岩，导致土壤

理化性质较差，土壤生物群落复杂性较低，自然恢复

过程较慢。在中度和严重干扰后，土壤条件和土壤

群落可能不再能够维持多样性的植物群落。由于复

杂的生存环境，本土微生物群落的竞争会降低添加

微生物的存活效率，使其难以形成稳定的群落结构，

降低修复效果。本实验以严重退化的喀斯特石质生

境样品为分离源，从中分离出了适应喀斯特极端石

质生境的 CA活性菌株。目前，对分离筛选的微生物

进行分类地位鉴定的常用方法包括传统的分类鉴定

方法和分子生物学序列分析的方法。传统的分类鉴

定方法是通过形态学观察和生理生化鉴定，比较分

类书中描述的微生物的颜色、形态、质地等形态特

征和生理生化特征，确定微生物的分类地位。缺点

是操作复杂、试剂丰富、工作量大、人为误差大。分

子生物学序列分析是核酸序列在 NCBI数据库中进

行比对鉴定。由于分子生物学鉴定方法的准确性高，

 

表 3　菌株的生理生化特征

Table 3　Physiological and biochemical characteristics of strains

样品编号 N2 N4 N6 N10 N11 N13
糖类分解 + + + − + +

V-P + + + + + +

甲基红 − − + − − +
硝酸盐还原 + + − + − −
淀粉水解 − − + − − +

柠檬酸盐利用 − + − − − −
接触酶 + + + − + −

 

N2

N13

N4 N6

N11N10

图 3　不同菌种的扫描电子显微图

Fig. 3　Sem micrograph of different bacteria species
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图 4　16SrRNA基因序列系统发育树

Fig. 4　Phylogenetic tree derived from 16S rRNA gene sequence
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操作简单，结果直接由仪器读取，因此该方法已成为

鉴定微生物分类地位的主要方法之一。本研究通过

形态学观察、生理生化分析和分子生物学分析三种

方法结合来鉴定适应喀斯特极端石质生境的 CA活

性菌株，结果较可靠。

在本研究筛选分离出的一株高 CA活性菌为嗜

根寡养单胞菌。前人研究发现，嗜根寡养单胞菌具

有水解七叶苷[20−21]、同化果糖和 N-乙酰葡糖胺、利

用海藻糖作为碳源[22] 等功能。在盐胁迫条件下，此

菌能够分泌作为渗透保护剂的海藻糖和甘油葡萄糖

苷[23]，由于其低分子量高溶解度，即使在大量积累时

也不干扰细胞的生理活动，对植物的生长具有保护

作用。同时，研究发现，嗜根寡养单胞菌能够分泌吲

哚乙酸，促进根生长和根毛发育，促进植物生长[24]。因

此，高 CA 活性菌株 N6（Stenotrophomonas rhizophila）
通过催化 CO2 的水合作用，可以促进碳酸盐岩的溶

解，加速土壤的形成，改善基质与岩壁的黏附性，促

进后续定居植被的健康生长，加速喀斯特地区生态

环境的改善和恢复。

碳酸盐岩表面环境恶劣、养分匮乏，但其上的微

生物群落仍然较丰富。Horath等[25] 从阿尔卑斯山白

云岩中分离到蓝细菌门、放线菌门、酸杆菌门等 6 个
门。唐源[26] 对贵州喀斯特地区细菌多样性的研究表

明，从白云岩和石灰岩分离到变形菌门（Proteo-
bacteria） 、 蓝 细 菌 门 （ Cyanobacteria） 、 放 线 菌 门

（Actinobacteria）等  10  个细菌门，其中变形菌门

（Proteobacteria）和蓝菌门（Cyanobacteria）是两种岩石

的优势菌门。Tang 等 [27] 从白云岩和石灰岩中分离

到变形菌门（Proteobacteria） 、放线菌门 （ Actino-
bacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）和拟杆菌门（Bacter-

oidetes）以及子囊菌门（Ascomycota），这些微生物可

以生活在碳酸盐岩的这一特殊生境。本研究从喀斯

特极端石质生境分离到黄杆菌门（Flavobacteria）、变

形菌门（Proteobacteria）和厚壁菌门（Firmicutes），其中

变形菌门是石质生境的优势菌门。同一优势菌可从

不同的生境分离出，这其中可能存在一种相似的联

系。在本研究中，筛选分离出一株高 CA活性嗜根寡

养单胞菌与另外 5株混合培养后 CA活性均有所降

低，所以喀斯特退化生境恢复过程中是否存在关键

的优势菌与嗜根寡养单胞菌 N6互利共生，共同促进

碳酸盐岩溶解。 

4    结　论

（1）从喀斯特石质生境中筛选产 CA菌株 6 株，

分别为耐药黄杆菌（Flavobacterium resistens）、食酸

代尔夫特菌（Delftia acidovorans）、嗜根寡养单胞菌

（Stenotrophomonas rhizophila）、食油假单胞菌（Pseudo-
monas  oleovorans） 、 洞 穴 农 杆 菌 （ Agrobacterium
cavarae）、白色杆菌（Bacillus albus），研究结果为喀

斯特极度退化生境生态修复提供了新的菌源。

（2）嗜根寡养单胞菌（ Stenotrophomonas  rhizo-
phila）CA活性最高，与另外 5株混合培养后活性均

降低，推测在极端生境中产 CA微生物的竞争作用可

能大于协同作用。在成片岩石裸露、植被破坏严重

的极端生境中，该菌具有较大的应用潜力。
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Screening and isolation of carbonic anhydrase-producing
microorganisms from rocky karst habitats
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ZHAO Jin1,2，ZHAO Jie2，HE Xunyang2

（1. College of Forestry, Central South University of Forestry & Technology, Changsha, Hunan 410004, China；2. Key Laboratory of Agro-ecological

Processes in Subtropical Region, Institute of Subtropical Agriculture, Chinese Academy of Sciences, Changsha, Hunan 410125, China；3. College of

Natural Resources and Environment, Northwest A&F University, Xianyang, Shaanxi 712100, China）

Abstract      In  China,  the  total  area  of  rocky  desertification  covers  1.01×107 hm2,  accounting  for  22.3%  of  the  karst
area.  Nowadays,  rocky desertification has  become one of  the  three  major  land degradation problems in  our  country,
which has seriously affected our economic development and environmental governance. Naturally, rock weathering in
the  karst  area  is  so  long  that  it  takes  from a  few decades  to  a  hundred  years  to  form a  centimeter  think  of  red  soil.
Because the karst area is rich in calcium and barren in soil, ecological restoration of this area is urgent in both rocky
desertification  control  and  karst  carbon  sink.  Carbonic  Anhydrase  (CA),  one  of  the  fastest  catalyzing  enzymes,  can
promote the weathering of carbonate rocks by accelerating the hydration reaction of CO2, thus providing soil matrices
for plant colonization. At the same time, CA can also be used to absorb CO2 in the atmosphere to fix the carbon source,
thereby  participating  in  the  carbon  cycle  process  of  karst  dynamic  system.  The  CA-producing  microorganisms  are
considered  to  have  good  application  prospects  in  the  restoration  of  degraded  karst  habitats.  However,  for  the  target
strains isolated from favorable habitat,  their  weak adaptability  to the extreme environment  may constrain them from
exerting their expected effects.
　　 In order to select the strain with high CA activity in the extremely degraded karst habitat, CA-producing strains
were  isolated  from the  samples  of  severely  degraded  rocky  karst  habitats  in  this  study.  The  study  area  is  located  in
Hechi  City,  Guangxi  Zhuang  (23°41'–25°37'  N,  106°34'–109°09'  E).  It  has  a  subtropical  monsoon  climate,  with  an
average annual  temperature of  16.9–21.5 ℃.  The area is  typically developed with karst,  scattered with thin soil  and
highly exposed with rocks. From September to October 2021, four different habitat samples were collected, including
lichen in the area with extreme rocky desertification weathered materials under moss, soil under moss, and weathered
materials under moss in karst native forest. The source of isolation was a mixture of the four different habitat samples,
1g of  each.  CA-producing strains  were isolated and screened from karst  rocky habitats  by inoculating suspension of
isolation  source  in  calcium carbonate  medium with  a  sprayer.  The  field  emission  scanning  electron  microscope  was
used for morphological identification of the strain. The physiological and biochemical characteristics of the strain were
confirmed by carbohydrate decomposition test, V-P test, methyl red test, citrate utilization test, nitrate reduction test,
starch  hydrolysis  test  and  contact  enzyme  test.  Strains  were  identified  by  16S  rRNA  sequence  analysis.  The  CA
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activity of single strain and mixed strain was determined by electrode method. The sequence alignment was performed
in  the  National  Center  for  Biotechnology  Information  Database.  In  MEGA6,  Neighbor-Joining  method  is  used  to
construct the phylogenetic tree. SPSS software was used to analyze whether there were significant differences in CA
activity among different strains/microflora.
　 　  The  results  show  that  six  CA-producing  strains  were  isolated  by  calcium  carbonate  medium,  namely,
Flavobacterium  resistens,  Delftia  acidovorans,  Stenotrophomonas  rhizophila,  Pseudomonas  oleovorans,  Agrobac-
terium  cavarae  and  Bacillus  albus.  The  CA  activity  of  Stenotrophomonas  rhizophila  was  the  highest,  up  to  4.27
U·mL−1·OD600

−1,  while  that  of  Bacillus  albus  was  only  0.46  U·mL−1·OD600
−1,  which  indicated  that  although  CA

commonly  existed  in  prokaryotes,  the  activity  of  different  species  of  bacteria  varied  greatly.  Mixed  culturing  of
Stenotrophomonas rhizophila whose CA activity is high with other strains led to a decrease in CA activity, indicating
the great potential application of Stenotrophomonas rhizophila in the extremely oligotrophic environment.
　　  The  results  provide  a  new  bacterial  source  for  ecological  restoration  of  extremely  degraded  karst  habitats.
However,  all  the  CA  activity  decreased  when  the  isolated  Stenotrophomonas  rhizophila  strain  N6  with  high  CA
activity  is  mixed  with  other  5  strains.  Because  of  the  complex  living  environment,  the  competition  of  indigenous
microbial community will reduce the survival efficiency of the added microorganisms, make it difficult to form a stable
community structure, and then reduce the repair effect. In restoration of degraded karst habitat, whether there is a kind
of dominant bacteria that is symbiotic with Stenotrophomonas rhizophila N6 to jointly promote carbonate dissolution
is  a  research  focus.  Therefore,  future  studies  should  identify  the  core  species  that  drive  the  restoration  of  degraded
habitats, and explore the relationship between the isolated and culturable CA dominant bacteria and the core species.
These  study  focuses  will  promote  the  research  and  development  of  biological  fertilizer  for  the  rapid  restoration  of
degraded karst habitats.

Key words    karst, carbonic anhydrase, carbon cycle, extremely degraded habitat, rocky habitat, ecological restoration

（编辑  杨 杨）

《中国岩溶》期刊被 Scopus数据库收录

近日，中国地质调查局岩溶地质研究所主办的

《中国岩溶》期刊通过 Scopus数据库内容遴选与审

查委员会（CSAB）的严格审查，被 Scopus数据库正式

收录！评审专家高度肯定本期刊的办刊宗旨、发文

质量和学术影响力。

Scopus数据库是由爱思唯尔（Elsevier）推出的

全球规模最大的文摘和引文数据库，也是全球最

具影响力的五大文献检索系统之一。目前收录了

全球11 678家出版商出版的36 377种期刊，其中34 346

种是顶级学科领域的同行评审期刊，目前收录中

文期刊 1 000余种。数据库内容全面、学科广泛，

覆盖自然科学、技术、工程、医学、社会科学、艺

术与人文等众多学科。Scopus数据库因其功能强

大，受到国内外学术界普遍关注，其数据在世界大

学排行榜、中国高被引学者榜单、高校学科评估等

得到广泛应用。

《中国岩溶》期刊被国际主流数据库 Scopus、

DOAJ、CA、EBSCO、JST等收录，标志着期刊发表

文献的学术水平，期刊的标准化、规范化等得到了国

际学术界的认可，对岩溶学科发展将产生积极的推

动作用。

（供稿：杨 杨）

1212 中国岩溶 2023 年


	0 引　言
	1 材料与方法
	1.1 材　料
	1.1.1 分离源样品
	1.1.2 培养基
	1.1.3 主要试剂和仪器

	1.2 方　法
	1.2.1 产碳酸酐酶菌株分离纯化及筛选
	1.2.2 菌种鉴定
	1.2.3 碳酸酐酶的粗酶液提取
	1.2.4 碳酸酐酶活性测定

	1.3 数据处理

	2 结果与分析
	2.1 产CA菌株的筛选
	2.2 形态学鉴定
	2.3 生理生化鉴定
	2.4 分子生物学鉴定
	2.5 不同菌种及菌群的CA活性差异

	3 讨　论
	4 结　论
	参考文献

