
 

碳酸酐酶胞外酶影响下的岩溶湖泊微藻碳汇研究
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摘　要：以岩溶湖泊——红枫湖的微藻为研究对象，通过添加两种标记稳定碳同位素组成的无机碳

进行室内模拟岩溶环境条件；并通过添加不同浓度的乙酰唑胺（AZ），来模拟岩溶湖泊中碳酸酐酶胞

外酶活性差异的各类微藻。重点监测微藻蛋白质含量及其稳定碳同位素组成变化等指标，计算其对

不同来源无机碳的吸收利用份额，并结合微藻的生物量生长指标，最终计算出碳酸酐酶胞外酶活性

差异的各种微藻的碳汇能力。结果显示：在岩溶湖泊的自然水体中，碳酸酐酶胞外酶活性强的微藻

碳汇能力是缺乏碳酸酐酶胞外酶的微藻碳汇能力的 5倍。碳酸酐酶胞外酶对微藻光合碳汇能力的

影响显著。
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0    引　言

微藻是水生生态系统的初级生产者，是指一类

生活在水中，营浮游生活方式的微小植物的总称。

碳酸酐酶 (Carbonic anhydrase, CA) (EC4.2.1.1)是一

种含 Zn的金属酶，它具有高效、专一地快速催化

CO2 和 HCO3
−之间的相互转化的特点，在无 CA的条

件下，CO2 和 HCO3
−之间的平衡需要一分钟；而在有

CA催化的条件下，CO2 和 HCO3
−之间的平衡只需要

10−6 秒 [1]。碳酸酐酶在促进大气 CO2 水合反应进入

水体中具有重要作用，其次，碳酸酐酶在促进碳酸盐

岩溶蚀，加速水生植物光合作用等方面都具有重要

意义[2−7]。

岩溶碳汇是指以微藻为代表的水生生物吸收利

用碳酸盐岩溶蚀的以 HCO3
−为代表的无机碳的过程。

岩溶湖泊水体的溶质大多受流域的溶蚀作用的控

制，水－岩－气之间存在天然的相互转化，且它们

之间始终处于动态平衡之中 (CaCO3+CO2+H2O ↔

Ca2++HCO3
−+CO3

2−+H+)，并最终影响气候变化 [3,5,8]。

岩溶地区水体的 pH大多为弱碱性（pH 介于 7.2~8.5

之间），且具有广泛的时空异质性[2]。不同的 pH和

HCO3
−浓度的岩溶水体环境，能够显著地影响水体微

藻的种群结构[9－10]。

岩溶湖泊微藻属于自然状态下的多种微藻的混

合物。本研究区域的红枫湖已发现微藻种类有 7

门 102种（属），具有明显的种群多样性 [11]。从时间

上看，微藻类群具有典型的季节更替规律，春夏以

绿藻为主、秋季开始，硅藻开始增加[5]；从空间上看，

微藻存在地域的异质性，张陶等[4] 发现广西上林县

大龙洞岩溶水库中，发现微藻种类有 5门 17属 ，由
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于气候、地质背景和岩溶等共同作用所带来的水环

境差异，造成自然水体的微藻种群差异较大。总之，

湖泊微藻也存在典型的季节性周期波动和空间的

异质性。

岩溶流域自然水体常出现高浓度的重碳酸盐和

低浓度的溶解二氧化碳，这严重影响着以微藻为代

表的水生浮游植物的生长。微藻为应对岩溶流域的

水体环境，慢慢进化出了通过碳酸酐酶来加快无机

碳代谢过程的方法。不同微藻的碳酸酐酶的活力差

异悬殊，碳酸酐酶胞外酶活性强的微藻能够敏感捕

捉进入水体的大气 CO2，并快速被微藻的光合作用所

利用（即光合碳汇）。而碳酸酐酶活性弱的微藻，在

无机碳的转化利用方面存在严重不足。由于不同微

藻的碳酸酐酶活性差异较大，并由此带来了不同种

属微藻生长的巨大差异，进而影响微藻的光合碳汇

能力差异悬殊。

稳定碳同位素组成分析 (δ13C)是一种区分不同

无机碳来源的重要手段[12−14]。在无碳酸酐酶催化的

条件下，微藻吸收利用重碳酸盐（HCO3
−）的过程会产

生大约 10‰的稳定碳同位素分馏[15]；然而，由碳酸酐

酶胞外酶催化的碳酸氢根离子的转运过程只存在约

1.1‰的碳同位素分馏[16]。结合已有研究获知，在微

藻吸收利用重碳酸盐的过程中，因碳酸酐酶胞外酶

的催化与否，两者之间存在约 9‰的稳定碳同位素分

馏差异[17]。因此，通过稳定碳同位素技术来识别各

种微藻碳酸酐酶胞外酶的差异具有可行性。

本研究通过向微藻培养液中添加不同浓度的碳

酸酐酶胞外酶特异性抑制剂乙酰唑胺 (Acetazolamide,
AZ)，来模拟岩溶湖泊水体中碳酸酐酶胞外酶活性差

异悬殊的各种微藻。通过向培养液中添加两种 δ13C
差异较大的碳酸氢钠来模拟岩溶地区自然水体中固

有的（即碳酸盐岩溶蚀产生的）HCO3
−，利用双同位素

示踪模型，区分出微藻利用水体中固有的 HCO3
−和

利用大气 CO2 两种来源[18]，并结合微藻的生物量，分

别定量计算微藻的岩溶碳汇和光合碳汇，来探讨自

然水体中的不同微藻对不同碳汇的贡献。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

本研究选择西南岩溶区域−贵阳市著名的红

枫湖（N26°26′- N26°35′，E106°19′- E106°28′）为研究

对象，使用浮游生物网多点采集湖泊表层水体中的

微藻样品。打捞到的湖泊微藻尽快带回实验室，去

除杂质，作为实验处理的储备藻种。 

1.2    实验设计

微藻培养液采用改良的 SE液体培养基，通过添

加少量 NaOH或 HCl调节灭菌后的各个处理液 pH
值都稳定在 8.0±0.1。培养条件如下：光照强度 200
umol · m−2 · s−1，光照 12 h，温度保持在 22.0±1.0 ℃；夜

间 12 h，温度保持 18.0±1.0 ℃。碳酸氢钠浓度设置

参照红枫湖水体中的可溶性无机碳 (Dissolved
Inorganic Carbon, DIC)含量，多年观测普遍在 1.6~2.7
mmol · L−1 之间，本研究取多年观测的平均值，设置

为 2.2 mmol · L−1，所添加的标记的两种碳酸氢钠的

δ13C值分别为−17.4‰和−28.4‰，乙酰唑胺 (Acetazo-
lamide,  AZ)浓 度 梯 度 设 置 ： 0， 0.5  mmol · L−1， 1.0
mmol · L−1，2.0 mmol · L−1，10.0 mmol · L−1。

岩溶湖泊微藻新鲜储备液经充分混合均匀，并

严格控制各个处理的初始微藻接种量，尽可能消除

微藻浓度及种群的差异，以便精确探讨 AZ浓度梯度

实验处理对岩溶湖泊微藻稳定碳同位素组成的影响。

各个实验处理同时同批次平行培养 6瓶，培养周期

为 5 d。且在实验处理过程中，不断随机调换位置，

以消除培养室局部的温度、光照差异对微藻生长的

影响。 

1.3    微藻蛋白质含量的测定及生物量增殖倍数

微藻蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝比色

法[19]。为了更直观地比较各个处理下的微藻增殖情

况，本研究采用微藻蛋白质含量的增殖倍数（M）的形

式来表示微藻的生长情况，具体如下：

M = Ne/N0 (1)

式中：Ne 为处理结束时的微藻蛋白质含量；N0 为处理

开始时的微藻蛋白质含量。 

1.4    稳定碳同位素的测定

离心收集处理后的微藻样品，加入适量 1.0
mol · L−1 盐酸洗涤微藻，以去除微藻表面所携带的无

机碳的影响，接下来用超纯水多次洗涤、离心收集待

测微藻，直至中性。最后，用冷冻干燥仪充分干燥待

测微藻样品。

稳定碳同位素的测定方法参照参考文献 [20]，最
后以 δ13C（Pee Dee Belemnite, PDB）的形式表示。 
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1.5    微藻的岩溶碳汇和光合碳汇

本研究基于实验处理后的微藻稳定碳同位素组

成的信息，通过构建双同位素示踪模型，计算出了微

藻吸收利用培养液中添加的碳源份额 fB
[18]。

结合实验处理前后，微藻的生物量增殖倍数 M。

分别计算出微藻的岩溶碳汇能力（CSk）和光合碳汇

能力（CSp），具体如下：

CSk = (M−1)× fB (2)

CSp = (M−1)× (1− fB) (3)

式中：CSk 为岩溶碳汇能力；CSp 为光合碳汇能力； M
为微藻生物量的增殖倍数；fB 微藻吸收利用培养液

中添加碳源的份额。 

2    结果与讨论
 

2.1    碳酸酐酶胞外酶对微藻生物量的影响

如表 1所示，在添加碳酸酐酶胞外酶特异性抑

制剂（AZ）处理下，受添加 AZ浓度增加影响，藻液的

蛋白质含量呈不断下降的趋势。各个实验处理的微

藻初始接种时的蛋白质浓度都严格控制在 0.50
mg · L−1 附近，实验处理 5 d，未添加 AZ处理的藻液

蛋白质浓度增长到了 3.07±0.15 mg · L−1，而添加 10.0
mmol · L−1 AZ处理的微藻增长缓慢，藻液蛋白质浓

度仅达到了 1.05±0.37 mg · L−1，两者之间差异显著

（n=3, P＜0.05）。由此可见，在微藻碳酸酐酶胞外酶

活性强的条件下，能够显著促进微藻的生长。随着

添加 AZ浓度的增加，微藻的碳酸酐酶胞外酶活性受

到了越来越大的抑制。徐涛等[21] 通过研究 AZ对莱

氏衣藻光合放氧和生长的影响，也得到了同样的抑

制效果。

本研究发现，以添加 2.0 mmol · L−1 AZ的浓度处

理为分界线，各个处理间的微藻蛋白质含量达到了

差异显著（n=3, P＜0.05）。总之，添加 AZ，碳酸酐酶

胞外酶受到了抑制，微藻的生长受到了影响，随着添

加 AZ浓度的增加，其对微藻生长影响带来了显著的

差异，直至 AZ在培养液中达到过饱和状态（10.0
mmol · L−1），AZ对微藻碳酸酐酶胞外酶活性的抑制

能力达到了上限，其对微藻生长的影响也达到了最大

（图 1）。
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图 1　AZ浓度梯度处理下的微藻蛋白质含量

图中相同字母表示无显著差异性（n=3, P＜0.05）

Fig. 1　Content of microalgae protein under different
concentrations of AZ

  

2.2    碳酸酐酶胞外酶对微藻稳定碳同位素组成的影响

从处理后的微藻稳定碳同位素组成来看，微藻

δ13C值随添加 AZ浓度的增加，呈不断偏负的趋势

（表 1），尤其是在添加高浓度 AZ条件下，对微藻藻

体的 δ13C值影响最大。与未添加 AZ条件下的微藻

δ13C相比，添加高浓度 AZ，微藻 δ13C偏负约 5‰。结

合相关研究，添加高浓度 AZ处理下，纯培养的莱茵

衣藻和蛋白核小球藻的稳定碳同位素分馏−9‰左

右[17]。相同的是：添加 AZ，对微藻 δ13C都是产生偏

负的影响；不同的是：AZ对微藻 δ13C产生的影响程

度跟微藻本身固有的碳酸酐酶活性有关，微藻碳酸

酐酶活性越强，AZ对其产生的影响越大。岩溶湖泊

微藻属于多种微藻的混合物，既有以绿藻为代表的

碳酸酐酶胞外酶活性强的微藻，也有以硅藻为代表

的碳酸酐酶胞外酶活性微弱的微藻，甚至还存在以

铜绿微囊藻等为代表的没有碳酸酐酶的微藻[21]。总

之，岩溶湖泊微藻的碳酸酐酶胞外酶活性远低于室

内纯培养的莱茵衣藻的碳酸酐酶胞外酶活性。 

 

表 1　AZ 浓度梯度处理下的微藻碳同位素组成 (‰, PDB)

Table 1　δ13C value of the microalgae under different
concentrations of AZ (‰, PDB)

[AZ]a (mmol·L−1) δT1 δT2
0 −27.6±0.1 −28.3±0.1

0.5 −29.1±0.2 −30.2±0.2

1.0 −29.3±0.3 −30.6±0.2

2.0 −29.8±0.3 −31.3±0.4

10.00 −32.3±0.5 −33.7±0.5

[AZ]a－培养液中添加的AZ浓度； δT1－添加δ13C 为-17.4‰的
NaHCO3培养液； δT2－添加δ13C 为-28.4‰的 NaHCO3培养液；
表中数据为平均值±标准差（n=3）。
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2.3    微藻碳酸酐酶胞外酶对不同碳源利用及碳汇能

力估算

随着添加 AZ浓度的增加，微藻利用培养液中添

加的无机碳的比例（fB）呈增长态势 (表 2)，未添加

AZ条件下，微藻利用无机碳的比例是 0.06；添加高

浓度 AZ条件下，微藻利用无机碳的比例最高达到

了 0.14。但是，微藻对添加无机碳的利用比例普遍

较低。由此可知，岩溶湖泊微藻所利用的碳源主要

来自大气 CO2，它占到了微藻利用总无机碳份额的

94%。碳酸酐酶对岩溶系统碳碳循环具有明显的驱

动作用[22]，且碳酸酐酶胞外酶主要是促进微藻利用

大气无机碳源，并快速增加微藻进行光合作用的能

力[4−5]。总之，微藻碳酸酐酶胞外酶能够促进微藻的

光合碳汇能力（CSp）。
 
 

表 2　AZ 浓度梯度处理下的微藻对不同碳源的利用及碳汇估算

Table 2　Utilization of different carbon source and estimation of carbon sinks by microalgae under different concentrations of AZ

[AZ]a /mmol·L−1 M fB CSk CSp P/%
0 6.13 0.06 0.33 4.80 100.00

0.5 5.75 0.10 0.47 4.28 88.99

1.0 5.51 0.12 0.53 3.98 83.15

2.0 4.58 0.14 0.49 3.09 64.41

10.00 2.10 0.13 0.14 0.96 19.88

[AZ]a－培养液中添加的AZ浓度； M－微藻生物量的增殖倍数； fB－微藻吸收利用培养液中添加的碳源的份额 ；CSk－岩溶碳汇能
力； CSp－光合碳汇能力； P－相比于未添加AZ的湖泊自然状态下的微藻碳汇能力的比例。
 

基于以上结果，获得了微藻对添加无机碳的利

用比例，结合处理期间，以微藻蛋白质为代表的生物

量净增加数据，我们估算出了不同碳酸酐酶胞外酶

活力条件下的微藻碳汇能力。在岩溶湖泊的自然水

体中，碳酸酐酶胞外酶活性强的微藻碳汇能力是缺

乏碳酸酐酶胞外酶的微藻碳汇能力的 5倍。碳酸酐

酶胞外酶对微藻碳汇能力的影响显著。蒋忠诚等对

水生植物体光合固碳效应的研究也获得了生物过程

的参与，加快了岩溶区碳汇的贡献[23]。 

3    结　论

本研究基于双同位素示踪技术，通过构建计算

模型，量化出了微藻对添加无机碳的利用比例，并获

得了微藻对大气碳源的吸收利用比例。通过添加不

同浓度的碳酸酐酶胞外酶特异性抑制剂 AZ，模拟了

碳酸酐酶胞外酶活性差异的各类微藻，并获得了不

同微藻对大气碳源的利用能力差异悬殊。

岩溶湖泊水体中，虽然固有的重碳酸盐含量很

高，但是，微藻利用的无机碳依然是主要来自于大气

二氧化碳（光合碳汇），而只是少量利用水体中固有

的重碳酸盐（岩溶碳汇）。碳酸酐酶胞外酶的主要贡

献是加快微藻对大气二氧化碳的吸收利用及转化效

率，最终达到了促进微藻的生长，固碳增汇。这对人

类科学选择利用碳酸酐酶胞外酶活性强的微藻来增

加碳汇，服务于“碳中和”国家战略，具有重要现实

意义。
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Carbon sink of microalgae in karst lakes under the influence of the
extracellular of carbonic anhydrase

LI Haitao1，WU Yanyou2，FU Bing1

（1. Guizhou Vocational College of Agriculture, Guiyang,Guizhou 551400, China；2. State Key Laboratory of Environmental Geochemistry,

Institute of Geochemistry, Chinese Academy of Sciences, Guiyang,Guizhou 550081, China）

Abstract      Carbonic  anhydrase  is  a  metal  enzyme  which  contains  Zn.  It  has  the  characteristics  of  catalyzing  the
mutual  conversion  between  CO2  and  HCO3

−  with  high  efficiency  and  specificity.  It  plays  an  important  role  in
promoting  the  global  carbon  cycle,  such  as  carbonate  dissolution,  photosynthesis  of  plants  and  atmospheric  CO2

hydration reaction.
　　 Karst carbon sink refers to the biological carbon sequestration process which is the aquatic organisms represented
by microalgae absorb and utilize inorganic carbon represented by HCO3

− from carbonate karst erosion. In karst lake,
under  the  catalytic  action  of  carbonic  anhydrase,  it  can  greatly  accelerate  the  dissolution  process  of  carbonate  rock,
significantly affect the pH and the concentration of HCO3

− of karst lake water,and promote the growth of microalgae.
Correspondingly, the karst carbon sink capacity of microalgae increased with the increasing of biomass. And on this
basis,  the  life  activities  of  microalgae  can  promote  the  dissolution  process  of  the  karstification.  Finally,  it  forms  an
aquatic  photosynthetic  carbon  cycling  system  between  carbonate  rocks  and  atmosphere  with  the  participation  of
microalgae.
　　  Isotopes  are  different  atoms  of  the  same  element  with  the  same  number  of  protons  but  different  numbers  of
neutrons.  Isotopes  in  nature  can  be  divided  into  radioisotopes  and  stable  isotopes  according  to  their  stability.  Stable
isotope  analysis  is  accurate,  pollution-free  and  non-destructive,  which  can  be  used  to  study  the  interaction  between
organisms and the environment. It has been widely used in the field of plant ecology.Stable isotopes were used in this
study.
　　 Microalgae is the primary producer of aquatic ecosystem, which refers to a class of microscopic plants living in
water and living in a planktonic lifestyle. The character of microalgae in karst lakes have typical seasonal fluctuation
and spatial heterogeneity. The activity of carbonic anhydrase was different significantly among various microalgae. In
spring and summer, green algae dominated with strong carbonic anhydrase activity and fast growth; while in autumn
and  winter,  the  dominated  algae  is  the  diatoms  which  with  weak  carbonic  anhydrase  activity  and  slow  growth.  In
conclusion, the activity of carbonic anhydrase determines the ability of microalgae to obtain inorganic carbon, which
brings about  great  differences  in  the  growth of  various microalgae,and then affects  a  huge impact  in  the  capacity  of
photosynthetic carbon sink in microalgae.
　　 Acetazolamide  (AZ)  belongs  to  the  sulfonamide  group  which  is  a  specific  inhibitor  about  the  extracellular  of
carbonic anhydrase. Its substrate is CAex, and it has a good inhibitory effect on CAex.
　　 In this study, the microalgae in Hongfeng lake, a karst plateau lake,was taken as the research object, we simulated
karst condition in laboratory by adding different inorganic carbon labeled. In addition, different concentrations of AZ
were added to simulate the difference of carbonic anhydrase extracellular  enzyme activity of different  microalgae of
karst lakes. By monitoring the protein content and stable carbon isotope composition of microalgae, the proportion of
absorption  and utilization  of  inorganic  carbon from different  sources  was  calculated.  The  carbon sink  of  microalgae
with different extracellular enzyme activities were calculated based on the biomass growth index of microalgae and the
above  proportion.  The  results  showed  that  the  carbon  sink  capacity  of  microalgae  with  high  activity  of  carbonic
anhydrase was 5 times higher than that of microalgae without carbonic anhydrase in natural water of karst lake. The
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