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摘　要：研究微藻ＣＯ２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ＣＯ２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ＣＯ２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１００％、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（ＣＯ２）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ＣＯ２同化过程中产生稳定碳同

位素分馏，包括：①ＣＯ２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ＣＯ２储 存 库 的 碳 酸 氢 根 离 子

（ＨＣＯ－３ ）被微 藻 直 接 利 用 或 间 接 利 用［１－４］所 产 生 的

碳同位素分馏。同化过程中，ＣＯ２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

ＨＣＯ－３ 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［５］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ＣＯ２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ＣＯ２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［２３］，光周期Ｌ／Ｄ：１２ｈ／１２ｈ；温度２５℃；光

照强 度 为 １００μｍｏｌ·ｍ
－２·ｓ－１；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δ１３　Ｃ为－１７．４‰ （ＰＤＢ）和－２８．４‰ （ＰＤＢ）的

碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）及乙酰唑胺（ＡＺ，含１，３，４－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，１６ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨＣＯ３和１０ｍｍｏｌ／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［８］，２０ｍｍｏｌ／Ｌ
碳酸氢钠和１０ｍｍｏｌ／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ＣＯ２同化过程中稳定碳同位素分馏值（!），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（ｆｂ）。具 体 实 验 设

置如表１。

表１　定量微藻ＣＯ２同化过程中稳定碳

同位素分馏值的实验设置

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ　ｖａｌｕｅ

编号 样品 ＮａＨＣＯ３／ｍｍｏｌ／Ｌ　 ＡＺ／ｍｍｏｌ／Ｌ

１

２
莱茵衣藻

１６　 １０

０ ０

３

４
蛋白核小球藻

１６　 １０

０ ０

５

６
混合微藻

２０　 １０

０ ０

　　以上处理 均 需 测 定 待 测 微 藻 的 起 始 生 物 量 ＭＯ

和微藻的起始稳定碳同位素组成δ１３Ｃ的值δＯ。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 ＭＮ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δ１３Ｃ的值δＳ１和δＳ２。

图１　实验设置示意图

Ｆｉｇ．１　ｓｋｅｔｃｈ　ｏｆ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

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ＣＯ２途径造

成同位素分馏小９‰（ＰＤＢ）［８］。

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ＣＯ２和 ＨＣＯ－３ 两种

利用途径，故建立如下两端元的同位素混合模型：

　　δＴｉ＝（１－ｆＢｉ）δＴＡ＋ｆＢｉδＴＢ

＝（１－ｆＢｉ）［（１－ｆｂｉ）（δａｉｒ－!）＋

　ｆｂｉ（δａｉｒ－!＋９‰）］δＴＡ＋

　ｆＢｉ［（１－ｆｂｉ）（δＣｉ－!）＋

　ｆｂｉ（δＣｉ－!＋９‰）］δＴＢ（ｉ＝１，２） （１）
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δＴＡ是 指 微 藻 利 用 大 气 来 源 的 无 机 碳，包 括 ＣＯ２和

ＨＣＯ－３ 这两种利用途径；δＴＢ是指微藻利用添加的碳

酸氢钠来源的无机碳，同样包 括ＣＯ２和 ＨＣＯ－３ 这 两

种利用途径。δＴｉ为添加已知δ１３Ｃ的某一碳酸氢钠培

养的微藻藻体的δ１３　Ｃ值；ｆＢｉ为微藻利用添加的无机

碳占总碳源的份额；（１－ｆＢｉ）为微藻利用大气ＣＯ２占

总碳源的份额；ｆｂｉ为微藻利用碳酸氢根离子途径；（１

－ｆｂｉ）为微藻ＣＯ２利用途径份额。δａｉｒ、!以及δＣｉ分别

为环境中大气ＣＯ２的平均稳定碳同位素组成δ１３　Ｃ的

值、ＣＯ２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δ１３Ｃ值。

１．２．２　微 藻 利 用 添 加 的 碳 酸 盐 所 占 总 碳 源 的 份 额

（ｆＢ）

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：ｆＢ１＝

ｆＢ２＝ｆＢ；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：ｆｂ１
＝ｆｂ２＝ｆｂ。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δ１３　Ｃ值为δＣ１，同位素标记

２的碳酸氢钠的δ１３Ｃ值为δＣ２，建立如下关系：

δＴ１＝（１－ｆＢ１）［（１－ｆｂ１）（δａｉｒ－!）＋

ｆｂ１（δａｉｒ－!＋９‰）］＋

ｆＢ１［（１－ｆｂ１）（δＣ１－!）＋

ｆｂ１（δＣ１－!＋９‰）］ （２）

δＴ２＝（１－ｆＢ２）［（１－ｆｂ２）（δａｉｒ－!）＋

ｆｂ２（δａｉｒ－!＋９‰）］＋

ｆＢ２［（１－ｆｂ２）（δＣ２－!）＋

ｆｂ２（δＣ２－!＋９‰）］ （３）

由方程（２）与方程（３）做差、化简可得：

ｆＢ＝（δＴ１－δＴ２）／（δＣ１－δＣ２） （４）

定量出 微 藻 利 用 添 加 的 重 碳 酸 盐 所 占 总 碳 源 的 份

额［８］。

１．２．３　微藻ＣＯ２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１０ｍｍｏｌ／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

ｆｂ１＝ｆｂ２＝ｆｂ＝０ （５）

这样，此时的（２）和（３）式可分别简化成：

!＝δａｉｒ"ｆＢδＣ１#δＴ１#ｆＢδａｉｒ （６）

!＝δａｉｒ"ｆＢδＣ２#δＴ２#ｆＢδａｉｒ （７）

δＴ１为添加第 一 种 已 知δ１３　Ｃ的 碳 酸 氢 钠 培 养 的

微藻藻体的δ１３Ｃ值；δＴ２为添加第二种已知δ１３　Ｃ的碳

酸氢钠培养的微 藻 藻 体 的δ１３　Ｃ值；培 养４天 后 的 微

藻藻体的δ１３Ｃ值，并不完全是新生成的藻体的δ１３　Ｃ，

而是含有培养时的原始藻体加新生成的藻体的综合

δ１３Ｃ值，因此，为了获取 新 生 成 的 藻 体 的δ１３　Ｃ值δＴ１
或δＴ２；建立了如下方程：

δＯ＋ （Ｐ－１）×δＴｉ＝Ｐ×δＳｉ （８）

Ｐ为 微 藻 增 值 倍 数；Ｐ＝实 验 处 理 后 的 微 藻 生 物 量

（ＭＮ）／初始接种时的微藻生物量（ＭＯ）（一 般 采 用 蛋

白质数据来表征生物量）；

δＯ为初始接种的微藻藻体碳同位素组成（δ１３　Ｃ）；

δＳｉ为实 验 处 理 后 的 微 藻 藻 体 碳 同 位 素 组 成（δ１３　Ｃ）

（ｉ＝１，２）；δＴｉ为实验处理新生成的藻体碳同位素组成

（δ１３Ｃ）（ｉ＝１，２）。
（８）式变形后为：

δＴｉ＝（ＰδＳｉ－δＯ）／（Ｐ－１）（ｉ＝１，２） （９）

知道了δＴｉ、δＣｉ以 及 培 养 期 间 培 养 环 境 中 大 气

ＣＯ２平均碳同位素组成δ１３　Ｃ的值δａｉｒ，由（６）和（７）式

计算微藻ＣＯ２同 化 过 程 中 的 碳 同 位 素 分 馏 值!。而

培养环境中大气ＣＯ２的平均碳同位素组成δ１３　Ｃ的值

δａｉｒ可根据双向标记培养植物测定大气ＣＯ２稳定碳同

位素组成的方法［１０］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

δＴｉ＝（１－ｆＢｉ）δＴＡ＋ｆＢｉδＴＢ
＝（１－ｆＢｉ）［（１－ｆｂｉ）（δａｉｒ－!）＋

　ｆｂｉ（δａｉｒ－!＋９‰）］＋

　ｆＢｉ［（１－ｆｂｉ）（δＣｉ－!）＋

　ｆｂｉ（δＣｉ－!＋９‰）］（ｉ＝１，２）

将（１）式化简可得：

ｆｂｉ＝ ［ｆＢｉ（δＣｉ－δａｉｒ）＋ （!＋δＴｉ－δａｉｒ）］／９‰ （１０）

由（６）和（７）式计算微藻ＣＯ２同化过程中的稳定

碳同位素分馏 值!和 培 养 环 境 中 大 气ＣＯ２的 平 均 稳

定碳同位素组成δａｉｒ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

２．１　微藻ＣＯ２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、

蛋白核小球藻及混合微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
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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 ＣＯ２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δ１３Ｃ值

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅδ１３　Ｃ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ

ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

编号 样品
δ０／‰

ＰＤＢ

δｓ１／‰

ＰＤＢ

δｓ２／‰

ＰＤＢ
ｐ

δａｉｒ／‰

ＰＤＢ

１ 莱茵衣藻 －２３．０ －２９．５ －３３．９　 ４．３４ －１４．６

３ 蛋白核小球藻 －２２．７ －２８．９ －３３．３　 ４．１６ －１４．６

５ 混合微藻 －２７．３ －３３．４ －３６．０　 ２．５３ －１４．６

表３　微藻ＣＯ２同化过程中的稳定碳同位素分馏值!

Ｔａｂｌｅ　３　Ｓｔａｂｌｅ　ｃａｒｂｏｎ　ｉｓｏｔｏｐｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ（δ１３　Ｃ）ｏｎ　ＣＯ２

ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ

编号 样品
δＴ１／‰

ＰＤＢ

δＴ２／‰

ＰＤＢ
ｆＢ

!１／‰

ＰＤＢ

!２／‰

ＰＤＢ

１ 莱茵衣藻 －３１．４ －３７．２　 ０．５２７　 １５．３　 １５．３

３ 蛋白核小球藻 －３０．９ －３６．７　 ０．５２７　 １４．８　 １４．８

５ 混合微藻 －３７．４ －４１．７　 ０．３９０　 ２１．７　 ２１．７

　　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ＣＯ２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ＣＯ２同化过程中的稳

定碳同位素分馏值［１１－１２］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ＣＯ２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［１３］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，与混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［１４－１７］，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ＣＯ２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 ＮａＨＣＯ３培 养 条 件 下，三

种微藻新生藻体稳定碳同位素组成δ１３　Ｃ结果如表４
中δＴ值，由于没有额外添加ＮａＨＣＯ３，故ｆＢ值为零。

根据上述微藻ＣＯ２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ｆｂ（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

编号 样品
δＴ／‰

ＰＤＢ

!／‰

ＰＤＢ

δａｉｒ／‰

ＰＤＢ
ｆｂ

２ 莱茵衣藻 －２０．３±０．１　 １５．３ －１４．６　 １（１．０６７）

４ 蛋白核小球藻 －２２．１±０．２　 １４．８ －１４．６　 ０．８１１

６ 混合微藻 －２７．５±０．１　 ２１．７ －１４．６　 ０．９７８

　　根据莱茵衣藻、蛋白核小球藻ＣＯ２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ｆｂｉ（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δ１３　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［１９］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 ＨＣＯ－３ 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 ＨＣＯ－３ 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［１７，２０－２１］，此 时 水 体 环 境 缺

乏ＣＯ２，无 机 碳 以 ＨＣＯ－３ 为 主［２２］。微 藻 在 低ＣＯ２、

高 ＨＣＯ－３ 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ＣＯ２，还是水体中的 ＨＣＯ－３ ，

主要是以碳酸氢根离子为主。

０６３ 中国岩溶　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１６年　



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ＣＯ２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ＣＯ２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ＣＯ２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ＣＯ２还是 水 体 的 ＨＣＯ－３ ，主 要 是 以 碳 酸 氢 根 离

子为主。
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