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摘 要: 本文以红枫湖、百花湖和阿哈水库中的微藻为研究对象，通过测定湖水中的 DIC 含量，微藻胞外碳酸酐酶活力和藻体

的稳定碳同位素组成等信息，来研究湖泊微藻的碳同位素组成对全球气候变化的响应。结果发现: 水体无机碳和微藻胞外碳

酸酐酶活力是影响湖泊微藻稳定碳同位素组成变化的决定性因素。本研究所获得的认识将在全球气候变化方面具有重要

意义。
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藻类稳定碳同位素分析是研究水生态环境的

重要手段之一，现有的藻类稳定碳同位素分馏模型

是建立在水体中 CO2 浓度与藻类 δ13 C 值呈线性关

系的基础上的［1，2］。但，依据这个模型在一些水体

中用来验证时，发现存在较大偏差，甚至存在不相

关的情况［3］。这意味着还有一些重要因素未被认

识，具有较强生化动力学分馏作用的碳酸酐酶在其

中可能起着重要作用。
碳酸酐酶( EC 4. 2. 1. 1) 是一种含锌的金属酶，

催化 CO2 与 HCO3
－ 之间的快速可逆转化，进而加快

植物光合作用固定无机碳的速度［4］。依据不同碳

酸酐酶在细胞中的功能和所处的位置，碳酸酐酶可

分为质膜内和质膜外两种。
质膜内碳酸酐酶 ( 胞内碳酸酐酶) 主要包括细

胞质、叶绿体、线粒体中的碳酸酐酶。一般情况下，

胞内碳酸酐酶是过量的，因此，它对稳定碳同位素

分馏作用的影响很小［5，6］。
质膜外碳酸酐酶 ( 又称胞外碳酸酐酶) 分布在

质膜上，通过金属离子与细胞壁内表面相连接，催

化细胞 扩 散 层 中 碳 酸 氢 根 离 子 迅 速 水 解 成 游 离

CO2，从而加快细胞的 CO2 供应速率，这是藻类最

重要、最复杂的无机碳获取方式［7］。胞外碳酸酐酶

活性在不同微藻中差异悬殊，相差可达几十倍、甚

至上百倍［7］。它的强弱，将直接影响到微藻稳定碳

同位素分馏的大小［8］。此外，由于不同种类的微藻

细胞大小、生长速率等差异，也会产生一定的稳定

碳同位素分馏作用［9］。
从空间上来说，在自然水体中，由于不同地域

等因素造成各种环境的差异，不同湖泊中的微藻种

群差异较大，相应地，它的胞外碳酸酐酶活性也存

在较大差异。从时间上来说，在同一个湖泊中，由

于不同季节的光照、温度和营养环境等因素的差

异，微藻种群也存在季节性变化，最终也会造成不

同季节的湖泊微藻胞外碳酸酐酶活性变化［10］。总

之，湖泊微藻的胞外碳酸酐酶活性存在较大的地域

差异性和季节差异性，最终都将影响湖泊微藻的稳

定碳同位素组成的变化。

1 实验材料与方法

1. 1 样品采集

本研究选择在贵阳市著名的“两湖一库”: 红枫

湖( N26°32'20″，E106°25'44″) 、百花湖( N26°38'53″，
E106°31'12″) 和 阿 哈 水 库 ( N26° 32' 24″，E106° 39'
48″) 为研究对象，从 2010 年 5 月到 2011 年 4 月，连

续 12 个月，按月采集湖泊表层水体中的微藻样品，

并及时带回实验室做进一步处理。首先采用分级
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过滤，去除各种杂质等。选择一部分样品用对应的

湖水进行暂时培养，并及时测定碳酸酐酶活性、叶

绿素含量等信息。其余部分用来做藻体碳同位素

组成分析。
1. 2 常规指标及测定方法

碳酸氢根离子含量的测定采用现场滴定法，叶

绿素含量的测定采用分光光度法［11］。
1. 3 碳酸酐酶活力测定

碳酸酐酶活力的测定参照 Wilbur and Anderson
法［12］，并 做 适 当 改 进，采 用 锑 微 电 极 开 路 电 路

法［13］。具体操作如下: 离心收集适量的微藻样品，

用巴比妥钠缓冲液( pH =8. 3，20. 0 mmol /L) 悬浮细

胞并定容终体积。接下来，使用电化学工作站，在

0℃条件下，采用开路电位法监测该反应体系 pH 值

的变化，同时采集电位变化过程曲线，最后用 Origin
软件将匀速变化的一段数据进行线性拟合。在测

定样品的同时，交叉进行空白实验 ( 以巴比妥钠缓

冲液代替样品) 。分别计算 pH 下降一个单位所需

要的时间( T) 。
胞外碳酸酐酶活力的计算公式为: WAU = T /T0

－ 1，T0 代表空白所需要的时间，T 代表样品所需要

的时间。碳酸酐酶活性单位 ( 以 叶 绿 素 a 计 ) 为

WAU/mg Chl － a。
1. 4 微藻碳同位素组成的测定

离心收集藻体，接下来用适量 1. 0 mol /L 盐酸

浸泡微藻以去除无机碳等杂质，最后用冷冻干燥机

充分干燥微藻样品。
取适量充分干燥的微藻样品和线状氧化铜丝，

装入石英管，抽真空，封口，并放入马弗炉中灼烧

( 850℃，5 h) 。将石英管中获得的样品气体经过专

用真空线装置提纯，最终将获得的高纯二氧化碳气

体样品在质谱仪 MAT252 测定其 δ13 C 值( 仪器测量

精度为小于 ± 0. 1‰) ，稳定碳同位素数据采用 PDB
标准。

所有样品都做 3 个平行，最后，使用统计软件

SPSS 19. 0 对数据进行统计分析。

2 结果与讨论

2. 1 湖泊水体中微藻的叶绿素含量变化

叶绿素 a 是叶绿素的主体，一般情况下，湖泊的

微藻生物量常用叶绿素 a 来表示。本研究所选取的

三个湖泊水体中的微藻叶绿素 a 含量都存在季节性

周期变化的规律( 如图 1 所示) ，它们的最大值都出

图 1 湖泊中的叶绿素 a 含量

Fig. 1 The content of chlorophyll － a in lakes

现在夏季( 8 月份) 。
2. 2 湖泊水体中的碳酸氢根离子浓度与藻体 δ13C
的关系

三个湖泊中的碳酸氢根离子含量与藻体稳定

碳同位素组成之间都呈现负的相关关系( 如图 2 ) ，

其中在两个湖泊中，相关性很好，分别是: 阿哈水库

( y = － 0. 21x － 4. 03，Ｒ2 = 0. 88，P ＜ 0. 01，n = 12) ;

百花湖( y = － 0. 19x － 3. 63，Ｒ2 = 0. 88，P ＜ 0. 01，n
= 12) 。而在红枫湖中，碳酸氢根离子含量与其对

应的藻体稳定碳同位素组成之间虽存在负相关关

系，但是，相关性不显著( y = － 0. 05x + 0. 65，Ｒ2 =
0. 17，P = 0. 19 ＞ 0. 05，n = 12) 。

三个湖泊水体中的碳酸氢根离子含量相近，且

都具有相似的季节性变化规律，碳酸氢根离子最高

浓度都出现在冬季，最低浓度都出现在夏季，这可

能主要受温度和当地降雨量的影响［14，15］。冬季水

温低，由大气 CO2 进入水体中的可溶性无机碳增

加，再加上冬季降水稀少稀释作用弱，最终造成冬

季水体中的碳酸氢根离子含量升高。随着夏季气

温和水温的升高，水体可溶性无机碳大量释放到大

气中，再加上大量降水所带来的稀释作用，最终造

成水体中的碳酸氢根离子含量下降，同时，夏季微

藻生长旺盛，光合作用大量消耗无机碳，进一步加

剧了表层水体中可溶性无机碳含量的下降［16］。
湖泊中碳酸氢根离子浓度的变化带来水体中可

溶性无机碳同位素组成( δ13 CDIC ) 的变化，δ13 CDIC 具

有夏季偏正，冬季偏负的特征，这跟相关研究结果一

致［16］。一方面，由于夏季气温升高，流域侵蚀增加，

造成富含13 C 的无机碳进入水体的量增加; 另一方

面气温升高，溶于水中的大气二氧化碳减少，两者共

同 作用造成水体中的δ13 CDIC 偏正。相应地，藻类吸
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图 2 湖泊中碳酸氢根离子浓度与藻体

稳定碳同位素组成

Fig. 2 The content of bicarbonate in lakes and the
stable carbon isotopic composition of algea

收利用偏正的 δ13 CDIC，导致藻体 δ13 C 偏正。反之，

冬季藻体 δ13C 偏负。因而，水体中碳酸氢根离子浓

度与藻体稳定碳同位素组成之间呈现出负的相关

关系。
Laws et al ( 1995 ) 认为，浮游生物的 δ13 C 与环

境中的 CO2 浓度的倒数呈负相关关系［1］，而本研究

发现微藻 δ13 C 与湖水中 DIC 浓度呈负相关关系。
两者之间存在差异，这主要是因为前者是从大尺度

上建立起来的浮游生物的 δ13 C 与环境中的 CO2 浓

度之间的相关性，忽略了短时间内无机碳的浓度变

化; 而本研究是从季节变化的小尺度上建立的微藻

δ13C 与湖水中 DIC 浓度之间的关系，综合了温度等

环境变 化 所 带 来 的 水 体 中 无 机 碳 含 量 的 月 变 化

信息。
2. 3 湖泊微藻的胞外碳酸酐酶活力与藻体 δ13C 的

关系

三个湖泊的微藻胞外碳酸酐酶活力都具有典

型的季节性变化规律。夏季( 7、8 月份) 的微藻胞外

碳酸酐酶活力较大，冬季( 1、2 月份) 的微藻胞外碳

酸酐酶活力很低( 如图 3) 。同时，不同湖泊的微藻

胞外碳酸酐酶活力也具有一定的差异性，以红枫湖

的微藻胞外碳酸酐酶活力最大，这可能跟红枫湖的

微藻种群以绿藻为主，且绿藻的胞外碳酸酐酶活力

较大有关［10］。在阿哈水库，6 月份的胞外碳酸酐酶

活力出现剧烈变化，这可能是由于季节变化所引起

的水体中微藻种群发生剧烈变化，正在由胞外碳酸

酐酶活力较弱的种群向胞外碳酸酐酶活力较强的

种群转变，故在此时出现了一个较大波动。

图 3 湖泊中的微藻胞外碳酸酐酶活力与

藻体稳定碳同位素组成

Fig. 3 The activity of CAex and the stable carbon
isotope composition of algae

由图 3 可以看出，湖泊藻体 δ13C 与微藻的胞外

碳酸酐酶活力都具有相似的季节变化规律，湖泊微
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藻的胞外碳酸酐酶活力较高的夏季，对应的藻体δ13C
偏正; 湖泊微藻的胞外碳酸酐酶活力较低的冬季，

对应的藻体 δ13 C 偏负。因为胞外碳酸酐酶能够催

化无机碳进入细胞的过程，在有足够胞外碳酸酐酶

快速催化的过程中，只存在约 1. 1‰的稳定碳同位

素分馏; 而在无胞外碳酸酐酶催化的情况下，将产

生约 10‰的稳定碳同位素分馏［17，18］。此外，胞外

碳酸酐酶活力大小也会影响到微藻吸收无机碳过

程中的稳定碳同位素分馏程度［19］。
本研究发现: 水体无机碳和碳酸酐酶胞外酶活

力是影响藻体稳定碳同位素组成变化的两个重要

因素，最终带来自然水体中藻体 δ13C 的变化范围较

大( － 23. 30‰ ～ － 35. 08‰，PDB) 。在阿哈水库和

百花湖中，碳酸氢根离子浓度与藻体稳定碳同位素

组成之间的相关性显著，说明水体无机碳对藻体

δ13C的影响超过了碳酸酐酶胞外酶对藻体 δ13 C 的

影响; 而红枫湖的碳酸氢根离子浓度与藻体稳定碳

同位素组成之间的相关性不显著，说明碳酸酐酶胞

外酶对藻体 δ13 C 的影响超过了水体无机碳对藻体

δ13C 的影响。

3 结 论

自然水体中微藻 δ13 C 受水体中 DIC 含量及其

δ13CDIC的季节变化的影响，再加上微藻种群及其胞

外碳酸酐酶活力的季节变化，这些因素共同叠加，

造成了自然水体中微藻 δ13C 的季节变化。总之，气

候的季节变化是原因，δ13CDIC的季节变化是基础，水

体微藻种群变化所带来的胞外碳酸酐酶活性变化

是重要因素，微藻 δ13C 变化是最终表现结果。
通过本研究可以获得以下认识: 在通过微藻稳

定碳同位素组成来追溯古气候变化时，需要考虑较

小尺度上的年内季节变化、微藻种群及其胞外碳酸

酐酶活力等因素，需要筛选合适的微藻种类，获取

具有代表性的典型样品，以便提高利用稳定同位素

技术来辨识气候变化的精确度。
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Effect of Extracellular Carbonic Anhydrase on the Stable Carbon Isotopic
Composition of Microalgae in Lake

LI Hai － tao1，2，WU Yan － you1，* ，XU Ying1，2

( 1. State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，Institute of Geochemistry，Chinese Academy of
Sciences，Guiyang 550002，China; 2. Graduate University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China)

Abstract: In this study，the Lakes Hongfeng，Baihua and Aha were studied as the research areas. We focused on the carbon isotopic
composition of microalgae in response to global climate change by comparing the concentrations of the dissolved inorganic carbon
( DIC) ，the activity of the extracellular carbonic anhydrase and the stable carbon isotope compositions in microalgae. From this study，

we have got the following conclusions. Both the DIC and the activity of extracellular carbonic anhydrase were the key factors affecting
the stable carbon isotopic composition of microalgae. It will be very important for the study of global climate change.
Key words: microalgae; stable carbon isotope; carbonic anhydrase
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