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摘 要：以生长在钙华池中的单生卵囊藻(Oocystis solitaria Wittr)为研究对象，利用 pH漂移方法，探讨了封闭系统中 

单生卵囊藻在岩溶水和非岩溶水环境下对溶解无机碳 (DIC)利用及其对水体 Caz 沉积影响的差异 结果表明，单生 

卵囊藻在低 COz浓度时，通过胞外碳酸酐酶的催化，以 HC0f作为无机碳源进行光合作用。在岩溶水环境下单生卵囊 

藻 DIC利用能力要高于非岩溶水环境(4．78倍)，而在此过程中对水体中Ca2 沉积的影响也更高(2．13倍) 在岩溶 

水(非岩溶水)环境下，有42．6％(8．9％)的Ca2 通过物理化学效应以 CaCO，形式沉积，其余 Caz 可能被藻体生长而 

吸收利用 
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The utilization of dissolved inorganic carbon by Oocystis solitaria Wittr and its influence 

on the precipitation of calcium carbonate 
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Abstract：The difference in dissolved inorganic carbon (DIC)utilization and calcium carbonate precipitation by 

Oocystis solitaria Wittr which grown in closed systems of karst water and non—karst water was investigated by using 

free pH—drift method． The results show that the HCOi is the carbon resource of Oocystis solitaria Wittr 

photosynthesis catalyzed by carbonic anhydrase (CA)，at low CO2 concentration．The DIC utilization and calcium 

carbonate precipitation by Oocystis solitaria Wittr were 2 and 4 times higher in karst water than in non—karst water， 

respectively．About 42．6％ and 8．9％ of calcium ions was precipitated as calcium carbonate in karst and non—karst 

water via physiochemical effect， respectively and the remaining was utilized by Oocystis solitaria Wittr for its 

growth． 
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0 引 言 

在全球碳循环研究中，岩溶作用的碳汇 (carbon 

sink)效应正在受到越来越多的重视 1卜 。当 CaCO， 

发生溶蚀时，岩溶作用表现为碳汇效应，而当发生 

CaCO3沉积时，岩溶作用表现为碳源(carbon source) 

效应，即发生如下可逆反应： 
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CaCO3+CO2+H2O Ca +2 HCOf (1) 

然而，在有水生藻类对溶解无机碳 (DIC)光合 

利用的情况下，反应 (1)不向左进行，而发生以下化 

学反应 ： 

Ca +2 HCO3 CaCO3+CH2O(有机碳)+O2(2) 

即水体的DIC将转化为有机碳而被固定下来， 

并不释放回大气。此时，随着 CaCOs的沉积和有机 

碳的合成，岩溶作用与水生藻类的光合作用相结合 

将表现为碳的净汇(net sink)效应 J。因此，在岩溶 

作用的碳循环研究中，藻类生物的代谢作用是非常 

值得关注的 】。 

目前有关藻类对 CaCO 沉积和 CO 固定方面 

的成果多集中于海洋钙化藻类方面 1，尤其是海 

洋颗粒藻(Emiliauia huxley)的 CaCO，沉积过程有比 

较 多 的 研 究 成 果 川。 Zaitseva et a1．11 和 

Ushatinskaya et a1．11 ‘通过室内试验，探讨了蓝藻在 

同的 pH、光照和培养条件等环境下对 CaCOs沉 

积的作用机制。李强等IH 和吴庆余  ̈1的研究已经证 

明，在封闭状态下某些淡水藻类的生理活动能降低 

水体环境下的DIC浓度和 Ca 浓度，促使水体的pH 

值升高。Shiraishi et a1．⋯ 和 Bissett et a1． 利用微 

电极 (Microelectrode)技术，研究了藻类生物的代谢 

活动对岩溶水环境的影响。结果表明，水生藻类的 

生理活动对岩溶水体有明显的影响：pH值和 COi 

浓度等白天升高，夜间降低。而水体 Ca2 日变化中 

有 10％ 一20％的 Ca ’沉积是由于藻类的光合作用 

引起的。刘再华等1181通过对云南白水台钙华池中水 

化学指标的日变化研究，发现水生植物的生理活动 

对 CaCO，沉积有显著的影响 ：光合作用促进了 

CaCO，的沉积，而呼吸作用正相反。卢国平n 和王 

海静等 刚通过对黄龙钙华池的研究，认为在岩溶水 

体中，生物作用有利于 CaCO，的析出和沉淀，并初 

步估算了淡水藻类的代谢作用对钙华沉积量的贡 

献。 

总之，作为广适性藻类的蓝藻和绿藻，代谢活动 

对环境有重要的影响，尤其是其中的钙化藻，了解其 

对 CaCO，沉积的特点有助于认识淡水藻类代谢作 

用在钙华沉积中所起的作用，同时对探讨气候环境 

的变迁以及藻类生物对碳循环的影响也具有重要 

意义I2卜 。然而 ，相对于蓝藻，目前关于绿藻对溶解 

无机碳 (DIC)利用和 Ca 沉积作用的研究报道并不 

多见。而且，在 DIC和 Ca 浓度存在显著差异的条 

件下，藻类对 DIC的利用及其对 CaCO。沉积影响是 

否也存在明显不同仍然是岩溶作用碳循环研究[41中 

急需解决的重要科学问题。本研究拟通过比较封闭 

条件下岩溶水(高 HC03和高 Ca 浓度)和非岩溶水 

(低HCOs-和低 Ca2 浓度 )环境 中，单生卵囊藻 

(Oocyst~solitaria Wittr)借助碳酸酐酶对 DIC利用 

的特点，探讨其对水体 DIC的利用机制和对水体环 

境 Ca2 沉积的影响，旨在对淡水藻类在岩溶作用与 

碳循环中所起的作用有新的认识。 

1 材料与方法 

1．1 碳酸酐酶的测定 

将采 自四川黄龙钙华池中的单生卵囊藻在 

Allen培养液中于 (25±1)℃温度下培养，光照条件 

为4700 lx，培养7 d后进行分析。胞外碳酸酐酶活性 

的测定采用 Makino et a1．的测定方法 引。收集细胞 

培养液 26 g，离心 10 min后收集细胞，取出一一部分 

完整细胞，其余部分加 Tris—H SO 缓冲液 (0．1 mol／ 

L，pH=8．3)，在 0 oC低温下制备匀浆。取出部分 

匀浆，余下的匀浆以 22062×g(g为重力加速度) 

在低温条件下离心 20 min制得上清液和沉淀。在 

0 oC下分别收集完整细胞 、匀浆、上清液和沉淀各 

1 mL迅速加入 15 mL巴比妥缓冲液 (12 mmol／L， 

pH=8．3)和 4 mL饱和 COz蒸馏水 (蒸馏水中通人 

纯 COz气体 0．5 h以上，达到CO。饱和)，用精密pH 

计监测反应体系 pH变化，记录 pH值降低 0．5 pH 

单位所需的时间，碳酸酐酶活性( )计算公式为： 

U=10×( ／T一1) (3) 

式中： 为反应体系中未加样品时pH值下降所需 

时间；T为反应体系中加人样品时 pH值下降所需 

时间。 

1．2 pH漂移法 

取适量以上经过 7 d培养后处于对数生长期的 

藻细胞，悬浮在装满去离子水的密闭培养瓶中8 h， 

消耗藻体残存无机碳后，再分别转移到一系列 50 mL 

的测定瓶中，保证每瓶中藻细胞的浓度为 1．0×10 

个／L。测定瓶分为两组：一组为 Allen液体培养基， 

另一组为从桂林岩溶试验场采集的表层岩溶水 (高 

Ca2 和高 HC03浓度)，经过微孔滤膜过滤后替代蒸 

馏水配制 Allen液体培养基。随后将 WTW340i水化 

学测定仪的pH探头分别插人两组测定瓶中的一个 

测定瓶中，密封后设定为 15 min间隔自动监测。其 

余测定瓶密封后(将培养液加入到超过测定瓶顶部 
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后，用 PE保鲜膜密封再加瓶盖密闭，保证测定瓶中 

没有气泡，以去除大气 CO 影响)放置于光照强度 

为 4700 Ix，温度为(25±1)℃的培养箱 中。每隔 

4 h取一次测定瓶，测定其中 Ca 浓度、溶解氧含 

量、HCO3浓度和碱度，直到整个培养体系中pH值 

在 1 h内没有变化为止。 

1．3 溶解氧、Ca 和 HCO；浓度的测定 

溶解 氧含量 用碘 量法滴 定 ，Ca2 浓度 和 

HC03-浓度分别用德国 Merck公司生产的硬度计和 

碱度计测定 1 8, 。 

1．4 DIC浓度、自由CO：浓度和碱度的计算 

DIC浓度由碳酸盐碱度 [Calk】和 pH计算得 

出 。 ： 

IDIC]=【Calk】(【H 】／K +1+K2／【H 】)／ 

(1+2膨／[H 】) (4) 

式中： 和 分别为 25℃时碳酸的第 1离解常数 

和第 2离解常数。自由COz浓度则按照 Dong et a1． 

的方法 计算。碱度用盐酸滴定法测定。 

2 结果及其分析 

2．1 单生卵囊藻碳酸酐酶的活性 

在岩溶水环境中，pH值多在 7～9之间，此时 

水体的溶解无机碳 DIC主要以 HCO~的形式存在， 

CO。含量较低 。在岩溶水环境下，藻类等水生生物 

在低 CO：浓度下，叶绿体进行光合作用时，需要有一 

定的机制将 HC03 转化为 CO 加以利用。而在自然 

条件下 ，HC03-与 CO 的转化速率大约只有 0．5× 

10 mmol／s，且其自身带有负电荷，难以透过细胞 

质膜进入叶绿体，因此无法满足叶绿体固定 CO 的 

需要。碳酸酐酶 (carbon anhydrase，生物学上的通用 

编号为：CA，EC 4．2．11)的存在可以将 HC03与 

CO 的转化速率提高几个数量级 引，从而满足叶绿 

体光合作用的需要。其催化的反应为： 

H +HCOi CO2+H20 (5) 

本文利用分级分离法，将单生卵囊藻的藻细胞 

分为四个部分：完整细胞、匀浆、上清液和沉淀。分 

别测得其碳酸酐酶活性为 1．95U、2．43U、0．34U和 

0．45U(n=3)。 

由此可知，单生卵囊藻完整细胞的活性最高，占 

总酶活性(匀浆)的80．2％。表明单生卵囊藻的碳酸 

酐酶活性以胞外碳酸酐酶活性为主，在胞外碳酸酐 

酶的催化下利用水体的 HC03作为碳源，并影响水 

体的碳 一水 一钙平衡体系。 

2．2 单生卵囊藻试验的pH漂移过程 

从图 1可以看出，在封闭条件下的 pH漂移试 

验中，由于单生卵囊藻的光合作用对碳源的利用，两 

个培养体系的pH值均从初始的7．5升高到 10．7的 

pH饱和点后保持稳定。Maberly et a1． 和 Unsitalo 

et a1．[28 的研究认为，当pH补偿点高于 9．2时，可 

以作为藻类具有 HC03利用能力的证据。pH补偿点 

的高低，可以反映其利用无机碳的能力。因此可以认 

为单生卵囊藻不以 CO 为惟一的碳源 ，具有利用 

HC03的能力，可能与上述单生卵囊藻的碳酸酐酶 

活性以胞外碳酸酐酶活性为主有关。 

在非岩溶水环境下，整个培养体系的 pH值上 

升速度较快 ，在 25 h后即达到了 pH饱和点 ，比岩溶 

水环境要快 3 h。但两种环境下，pH值上升最快的阶 

段均为前 8 h左右，岩溶水从 7～ 上升至9．12，自由 

CO2浓度从 0．34 mmol／L降低至 0．006 mmol／L。非 

岩溶水 pH值则上升至 9．79，自由COz浓度从 0．08 

mmol／L降低至0．001 mmol／L。与此同时，两个培养 

体系内的 HC03、C 、DIC也都在快速下降，而溶 

解氧则在快速上升(图 1)。 

2．3 封闭体系中单生卵囊藻对无机碳的利用和 

CaCO 沉积的特点 

封闭状态下，单生卵囊藻借助碳酸酐酶的催化， 

对水体的无机碳利用使得整个培养体系中的总无机 

碳降低，溶解氧浓度升高(图 1)。28 h的封闭培养后， 

在岩溶水环境下，总 DIC由4．26 mmol／L降低至 

1．84 mmol／L，平均下降速率为0．086 mmol／(L·h)； 

HC03-浓度从 3．9 mmol／L降低至1．1 mmol／L，平均 

下降速率为 0．1 mmol／(L·h)；溶解氧浓度则从 

5．24 mg／L上升至 68．44 mg／L，平均上升速率为 

2．26 mg／(L·h)。在非岩溶水环境下，总 DIC由 

0．99 mmol／L降低至0．48 mmol／L，平均下降速率 

为 0．018 mmol／(L·h)；HCOf浓度从 0．9 mmol／L 

降低至 0 mmol／L，平均下降速率为 0．032 mmol／ 

(L·h)；溶解氧浓度仅从 5．22 mg／L上升至 19．42 

mg／L，平均上升速率为 0．51 mg／(L·h)。由此可 

见，岩溶水环境中DIC、HCO 和溶解氧等这些指标 

的下降或上升速度较非岩溶水环境快得多，前者分 

别是后者的4．78、3．13和 4．43倍。单生卵囊藻的 
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图 1 岩溶水和非岩溶水环境下藻类对无机碳利用引起的水化学变化对比 

Fig．1 Comparison of hydrochemical change during Oocystis sol,aria Wittr photosynthesis in karst water tIe l non—karst water 

光合固碳能力在 HCOf充足的岩溶水环境中要比非 

岩溶水环境下更大，这充分说明培养体系中碳源浓 

度对单生卵囊藻利用无机碳的能力有明显的影响， 

在岩溶水环境下，有机碳合成的速率更高，这也清楚 

地表明岩溶环境下藻类碳汇和 CaCO，沉积的潜力 

比非岩溶水大得多。 

在有关淡水藻类的 pH漂移试验中，封闭培养 

期间碱度并不发生明显变化 引，而在海洋藻类的 

pH漂移试验中由于钙化作用的存在，封闭体系的碱 

度将会降低[6】。笔者在以上藻类的 pH漂移试验中， 

也发现有碱度降低的现象(图 1)。在岩溶水环境下， 

碱度从 3．93 mmol／L降低至3．12 mmol／L。而在非 

岩溶水环境下 ，碱度从 0．9 mmol／L降低至 0．82 

mmol／L。从碳酸酐酶催化的反应 (5)可以看出，在 

藻类利用 HCOf的过程中，H 浓度不断降低，导致 

pH值上升，在这一过程中，HCOf浓度降低而 OH一 

浓度同步升高，所以碱度并不发生变化。因此在单 

生卵囊藻对无机碳利用过程中，碱度的降低主要是 

由于整个培养体系中pH值上升，导致水体的 COi一 

与 Ca2 反应生成 CaCO，而降低。作为碳 一水 一钙三 

者相互作用的体系，岩溶水体对 pH的变化是非常 

敏感的。所以在藻类对 HC03-的利用过程中，Ca 发 

生沉积。由图 1可见，在岩溶水环境下 ，Ca 浓度 

从 82 mg／L减少到44 mg／L，降低速率为 1．36 rag／ 

(L·h)。而在非岩溶水环境下，Ca2 浓度则从 21 

mg／L减 少到 3 mg／L，降低速 率为0．64 rag／ 

(L·h)，前者是后者的2．13倍。Obsts et a1．【3们利用 

透射电子显微镜技术对藻类细胞表面的研究表明， 

在高 Ca2 浓度的环境下，CaCO 能以多种晶体形态 

沉积在藻细胞壁，并且随着水体环境的改变而发生 

沉积或溶蚀。 

由碱度的变化可以计算出在岩溶水环境下由物 

理化学作用产生的Ca2 沉积量为 16．2 mg／L，非岩 

溶水环境下，Ca2 沉积量仅为 1．6 mg／L，分别占减 

少的Ca2 浓度的42．6％和 8．9％。在岩溶和非岩溶 

水环境中，藻细胞浓度从初始的 1．0×10。个／L分 

别增加至 1．8×10 个／L和 7．0×10 个／L，分别增 

加到 l8倍和 7倍，前者是后者的2．57倍。由此可 

见，岩溶水环境比非岩溶水环境更有利于藻类生物 

量的增加，反映了DIC的施肥效应。另一方面，Ca2 
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对藻类生物的代谢活动有重要的生理意义[31】，因此 

其余降低的 ca 可能是由于藻体 自身的繁殖而被 

藻细胞吸收的结果。 

3 结 论 

(1)在 pH漂移试验过程中，单生卵囊藻的pH 

补偿点为 10．7，表明单生卵囊藻能够在 CO 不足的 

条件下，以 HC03为碳源进行光合作用。 

(2)单生卵囊藻在高 pH值的岩溶水体环境中， 

对无机碳的利用，主要通过碳酸酐酶催化 HCO3的 

脱水反应获得碳源，而且对无机碳的利用效率也要 

高于非岩溶水环境。单生卵囊藻的碳酸酐酶活性主 

要以胞外碳酸酐酶活性为主。随着藻体对水体中无 

机碳的消耗，pH值升高，整个培养体系中的 Ca2 浓 

度也随之降低。反映了水生藻类的代谢活动对水体 

中Ca 沉积的影响。Ca 浓度的降低主要受两个方 

面的影响：一是水体 pH值升高引起的CaCO，沉积； 

二是藻体在代谢过程对水体 Ca 的吸收。 

(3)在岩溶水环境下，藻类生物的光合作用对水 

体无机碳的影响除了自身利用合成有机碳消耗水体 

DIC外，还存在 CaCO，沉积而消耗水体的DIC的情 

况，这些可以看作是在岩溶环境下藻类生物的净碳 

【：作用 
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