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(57)摘要

本发明公开一种定量微藻利用源于硅酸岩

风化的无机碳能力方法。通过测定硅酸盐岩风化

过程中产生的碳酸氢根离子的碳同位素值、待测

微藻二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏

值、微藻的碳酸氢根离子途径份额以及微藻仅利

用硅酸盐岩风化产生的碳酸氢根离子所形成的

藻体碳同位素值，计算出微藻利用硅酸盐岩风化

产生的无机碳源的利用份额，依据微藻利用硅酸

盐岩风化产生的无机碳源的利用份额以及微藻

增值倍数，最终定量出微藻利用源于硅酸岩风化

的无机碳能力，为寻找遗失的碳汇提供新的途

径。

权利要求书2页  说明书11页

CN 107219349 B

2019.05.07

CN
 1
07
21
93
49
 B



1.一种定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，其特征在于：包含以下步骤：

第一，利用添加碳酸氢钠的浓度为16mM以上、同时附加10mM乙酰唑胺即AZ双向同位素

标记培养待测微藻，获取待测微藻二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ；

第二，同时设置对照组和测试组，培养条件相同；对照组为培养液中不添加硅酸盐岩，

培养待测微藻；测试组为培养液中添加硅酸盐岩，培养待测微藻；

第三，将对照组中的待测微藻在培养液中培养7天以上，分别测定待测微藻的最初和最

终生物量MCO和MCN；微藻的起始稳定碳同位素组成δO-C；培养后的微藻的稳定碳同位素组成

δ13C的值δS-C；

第四，将测试组待测微藻在培养液中同样培养7天以上，同样分别测定待测微藻的最初

和最终生物量MEO和MEN；微藻的起始稳定碳同位素组成δO-E；培养后的微藻的稳定碳同位素

组成δ13C的值δS-E；

第五，测定对照组和测试组每天培养环境中大气二氧化碳的日平均稳定碳同位素组

成，由此计算出对照组和测试组的培养环境中大气二氧化碳的平均稳定碳同位素组成δ13C

的值δair-E；

第六，分别计算对照组和测试组的微藻增值倍数PC和PT；

第七，利用对照组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-C、培养后的微藻的稳定碳同位素

组成δ13C的值δS-C以及微藻增值倍数PC，计算出对照组中微藻的新生藻体稳定碳同位素组成

δ13C值δT-C；

第八，同时，利用测试组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-E、培养后的微藻的稳定碳

同位素组成δ13C的值δS-E以及微藻增值倍数PT，计算出测试组中微藻的新生藻体稳定碳同位

素组成δ13C值δT-E；

第九，依据δair-E、δT-C和Δ值计算出测试组和对照组微藻的碳酸氢根离子途径份额fb；

第十，依据δair-E值计算出测试组中硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子的碳同位

素值δC-W；

第十一，依据δC-W、fb和Δ计算出微藻仅利用硅酸盐岩风化产生的碳酸氢根离子所形成

的藻体碳同位素值δTB；

第十二，依据δT-E、δT-C和δTB计算出微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额

fB；

第十三，依据微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB、测试组的微藻增值

倍数PT，计算出待测微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力D；

在第九步骤中，计算测试组和对照组微藻的碳酸氢根离子途径份额f b的方程为：

在第十步骤中，计算测试组中硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子

的碳同位素值δC-W的方程为：δC-W＝δair-E-1.1‰；在第十一步骤中，计算微藻仅利用硅酸盐岩

风化产生的碳酸氢根离子所形成的藻体碳同位素值δTB的方程为：δTB＝δC-W－Δ+9‰fb。

2.根据权利要求1所述的定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，其特征在

于：在第一步骤中，包括如下分步骤：

分步一、首先选择两种δ13C值差值大于10‰的碳酸氢钠作为同位素标记1和同位素标记

2分别添加到检测培养液中，同时在同样的培养条件下培养起始生物量相同的待测微藻；检
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测培养液为添加碳酸氢钠的浓度为16mM以上、同时附加10mM乙酰唑胺也即AZ的藻类培养

液；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；同位素标记

1的碳酸氢钠的δ13C值为δC1，同位素标记2的碳酸氢钠的δ13C值为δC2；

分步二、其次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和在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；

分步三、测定此培养期间每天培养环境中大气二氧化碳的日平均稳定碳同位素组成；

由此计算出在培养期间，培养环境中大气二氧化碳的平均稳定碳同位素组成δ13C的值δair；

分步四、获取待测微藻增值倍数P＝MN/MO；

分步五、将待测微藻的起始稳定碳同位素组成δO、待测微藻增值倍数P以及在两种同位

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δS 1或δS 2代入方程：

和 计算出在两种同位素标记的检测培养液培养的被考察微藻的

新生藻体稳定碳同位素组成δ13C的值δT1和δT2；

分步六、将δT1、δT2、δC1和δC2代入到方程： 计算出待测微藻在碳酸氢根离子

利用途径完全被抑制的情况下利用添加的无机碳源的份额fB-A；

分步七、将fB-A、δair以及δT1和δC1或δT2、δC2代入到方程：

Δ＝δair+fB-AδC1-δT1-fB-Aδair或Δ＝δair+fB-AδC2-δT2-fB-Aδair，计算出待测微藻二氧化碳

同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ。

3.根据权利要求1所述的定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，其特征在

于：在第六步骤中，对照组和测试组的微藻增值倍数PC和PT的计算方法为PC＝MCN/MCO，PT＝

MEN/MEO。

4.根据权利要求1所述的定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，其特征在

于：在第七步骤中，计算对照组中微藻的新生藻体稳定碳同位素组成δ13C值δT-C的方法为：将

对照组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-C、培养后的微藻的稳定碳同位素组成δ13C的值

δS-C以及微藻增值倍数PC代入方程: 计算δT-C。

5.根据权利要求1所述的定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，其特征在

于：在第八步骤中，计算出测试组中微藻的新生藻体稳定碳同位素组成δ13C值δT-E的方法为：

将测试组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-E、培养后的微藻的稳定碳同位素组成δ13C的值

δS-E以及微藻增值倍数PT代入方程： 计算δT-E。

6.根据权利要求1所述的定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，其特征在

于：在第十二步骤中，计算微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB的方程为：

7.根据权利要求1所述的定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，其特征在

于：在第十三步骤中，计算出待测微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力D的方程为：D＝fB

(PT-1)。
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一种定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力方法，属于全球变化

以及生态环境系统监测领域。

背景技术

[0002] 全球大气二氧化碳(CO2)浓度逐渐升高，全球气候变暖，全球碳循环已成为国际科

学界关注的热点。全球碳储存库主要有化石燃料、陆地、大气、海洋，碳酸盐岩等，随着人类

对化石燃料资源的开采燃烧及其土地开荒，扰动了前农业时期的全球碳循环。地球系统的

碳循环影响着全球气候变化，它对世界经济、社会和生态环境等产生了重大影响，大气CO2

浓度升高对世界各国经济的可持续发展和国家安全，等带来严峻挑战。钙镁硅酸盐岩的风

化作用形成较为稳定的碳酸氢根离子(HCO3-)，对气候调节起决定性的作用。

[0003]

[0004] 硅酸盐在风化作用中，微藻作为古老的生命形式，贯穿整个地质，微藻能利用风化

产生的碳酸氢根离子(HCO3-)，形成“生物泵”，加速岩石的风化。定量出微藻利用源于硅酸岩

风化的无机碳能力，可指示微藻对硅酸岩的生物溶蚀能力，为寻找遗失的碳汇提供新的途

径。

发明内容

[0005] 本发明要解决的技术问题是：提供一种定量微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能

力方法，实现微藻利用源于硅酸岩风化无机碳的光合碳汇的定量，可以补充部分被忽视的

“遗失碳汇”，填补碳汇计算的空白。

[0006] 本发明采取以下技术方案：它包括以下步骤：

[0007] 第一，利用添加碳酸氢钠的浓度为16mM及以上、同时附加10mM乙酰唑胺也即AZ双

向同位素标记培养待测微藻，获取待测微藻二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值

Δ；分步骤如下：

[0008] 分步一、首先选择两种δ13C值差值大于10‰的碳酸氢钠作为同位素标记1和同位素

标记2分别添加到检测培养液中，同时在同样的培养条件下培养起始生物量相同的待测微

藻；检测培养液为添加碳酸氢钠的浓度为16mM及以上、同时附加10mM乙酰唑胺也即AZ的藻

类培养液；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。同位

素标记1的碳酸氢钠的δ13C值为δC1，同位素标记2的碳酸氢钠的δ13C值为δC2；

[0009] 分步二、其次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和在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；

[0010] 分步三、测定此培养期间每天培养环境中大气二氧化碳的日平均稳定碳同位素组

成；由此计算出在培养期间，培养环境中大气二氧化碳的平均稳定碳同位素组成δ13C的值

δair；
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[0011] 分步四、获取待测微藻增值倍数P＝MN/MO；

[0012] 分步五、将待测微藻的起始稳定碳同位素组成δO、待测微藻增值倍数P以及在两种

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δS1或δS2代入方程：

和 计算出在两种同位素标记的检测培养液培养的被考察微藻的

新生藻体稳定碳同位素组成δ13C的值δT1和δT2；

[0013] 分步六、将δT1、δT2、δC1和δC2代入到方程： 计算出待测微藻在碳酸氢根

离子利用途径完全被抑制的情况下利用添加的无机碳源的份额fB-A；

[0014] 分步七、将fB-A、δair以及δT1和δC1或δT2、δC2代入到方程：

[0015] Δ＝δair+fB-AδC1-δT1-fB-Aδair或Δ＝δair+fB-AδC2-δT2-fB-Aδair，计算出待测微藻二氧

化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ；

[0016] 第二，同时设置对照组和测试组，培养条件相同；对照组为培养液中不添加硅酸盐

岩，培养待测微藻；测试组为培养液中添加硅酸盐岩，培养待测微藻；

[0017] 第三，将对照组中的待测微藻在培养液中培养7天或7天以上，分别测定待测微藻

的最初和最终生物量MCO和MCN；微藻的起始稳定碳同位素组成δO-C；培养后的微藻的稳定碳

同位素组成δ13C的值δS-C；

[0018] 第四，将测试组待测微藻在培养液中同样培养7天或7天以上，同样分别测定待测

微藻的最初和最终生物量MEO和MEN；微藻的起始稳定碳同位素组成δO-E；培养后的微藻的稳

定碳同位素组成δ13C的值δS-E；

[0019] 第五，测定对照组和测试组每天培养环境中大气二氧化碳的日平均稳定碳同位素

组成，由此计算出对照组和测试组的培养环境中大气二氧化碳的平均稳定碳同位素组成δ
13C的值δair-E。

[0020] 第六，分别计算对照组和测试组的微藻增值倍数PC和PT，PC＝MCN/MCO，PT＝MEN/MEO；

[0021] 第七，将对照组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-C、培养后的微藻的稳定碳同位

素组成δ13C的值δS-C以及微藻增值倍数PC代入方程: 计算出对照组中微藻

的新生藻体稳定碳同位素组成δ13C值δT-C；

[0022] 第八，同时，将测试组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-E、培养后的微藻的稳定

碳同位素组成δ13C的值δS-E以及微藻增值倍数PT代入方程： 计算出测试组

中微藻的新生藻体稳定碳同位素组成δ13C值δT-E；

[0023] 第九，将δair-E、δT-C、Δ代入方程 即可计算出测试组和对照组微藻

的碳酸氢根离子途径份额fb；

[0024] 第十，确定测试组中硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子的碳同位素值δC-W；

δC-W＝δair-E-1.1‰；

[0025] 第十一，将δC-W、fb、Δ代入方程δTB＝δC-W－Δ+9‰fb计算出微藻仅利用硅酸盐岩风

化产生的碳酸氢根离子所形成的藻体碳同位素值δTB；

[0026] 第十二，将δT-E、δT-C、δTB代入方程 即可算出微藻利用硅酸盐岩风化产
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生的无机碳源的利用份额fB；

[0027] 第十三，将微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB、测试组的微藻

增值倍数PT，代入方程D＝fB(PT-1) ,计算出待测微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力D。

[0028] 本发明的基本原理为：

[0029] 稳定碳同位素的强烈分馏特征是识别不同无机碳来源的基础。自然界中碳元素有

两种稳定同位素：12C和13C，它们的天然平均丰度分别为98.89％和1.11％。稳定碳同位素组

成通常用δ13C(‰)表示，自然界中δ13C的变化为-90‰～+20‰(PDB标准)。稳定碳同位素的

强烈分馏特征有利于识别不同无机碳来源。质量平衡原理以及同位素混合模型和化学计量

学方法，是定量识别不同无机碳源的基础。

[0030] 微藻能且只能利用CO2与HCO3-作为自身的碳源，一方面CO2作为线性非极性，呈电

中性，能以分子形式经自由扩散进入细胞双层脂膜，进入细胞内为微藻光合作用所利用，此

过程称为二氧化碳途径；另一方面碳酸氢根离子(HCO3-)通过碳酸酐酶(CA)催化，被微藻直

接利用(直接利用：HCO3-通过载体蛋白或阴离子交换蛋白转运进入细胞，一部分在细胞内经

胞内碳酸酐酶转化为CO2，另一部分通过叶绿体膜蛋白主动转运到叶绿体内，经叶绿体碳酸

酐酶转化为CO2参与光合作用)或间接利用(间接利用：HCO3-在胞外碳酸酐酶的催化作用水

解，形成CO2直接自由扩散进行光合作用)，此过程为微藻的碳酸氢根离子利用途径。

[0031] (一)微藻二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值(Δ)的计算原理

[0032] 乙酰唑胺(acetazolamide，AZ)是含1,3,4-噻二唑环的杂环磺酰胺类碳酸酐酶胞

外酶抑制剂，高浓度碳酸氢钠也对碳酸酐酶胞外酶有抑制作用，在高浓度碳酸氢钠和

10mMAZ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。通过添加的两种标记的重碳酸盐的方法可以定量出微藻

同化二氧化碳过程中的稳定碳同位素分馏值，进而建立计算无机碳利用途径份额的计算方

法。

[0033] 微藻可以利用大气的无机碳源和添加的无机碳源，且对于每一种来源的无机碳的

利用，都存在CO2和HCO3-两种无机碳利用途径，为此，我们可以建立如下两端元的同位素混

合模型：

[0034] δTi＝(1-fBi)δTA+fBiδTB＝(1-fBi)[(1-fbi)(δair-Δ)+fbi(δair-Δ+9‰)]+fBi[(1-fbi)

(δCi-Δ)+fbi(δCi-Δ+9‰)](i＝1,2)   (1)

[0035] δTA是指微藻只利用大气来源的无机碳时的藻体碳同位素值，包括：CO2和HCO3-这两

种利用途径；δTB是指微藻只利用添加的碳酸氢钠来源的无机碳时的藻体碳同位素值，同样

包括：CO2和HCO3-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δ
13C值，fBi为微藻利用添加的无机碳占总碳源的份额，(1-fBi)为微藻利用大气二氧化碳占总

碳源的份额。fbi为微藻利用碳酸氢根离子途径，(1-fbi)为微藻二氧化碳利用途径份额。

δair、Δ以及δCi分别为环境中大气二氧化碳的平均稳定碳同位素组成δ13C的值、二氧化碳同

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。

[0036] 在同一条件下培养的同一种微藻，对于添加的两种标记的重碳酸盐来说，方程(1)

可以分别表示如下：

[0037] δT1＝(1-fB1)[(1-fb1)(δair-Δ)+fb1(δair-Δ+9‰)]+fB1[(1-fb1)(δC1-Δ)+fb1(δC1-

Δ+9‰)]   (2)
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[0038] δT2＝(1-fB2)[(1-fb2)(δair-Δ)+fb2(δair-Δ+9‰)]+fB2[(1-fb2)(δC2-Δ)+fb2(δC2-

Δ+9‰)]   (3)

[0039] 在方程(2)和(3)中，δT1为添加第一种已知δ13C的碳酸氢钠培养的微藻藻体的δ13C

值；δT2为添加第二种已知δ13C的碳酸氢钠培养的微藻藻体的δ13C值；fB1为微藻利用添加的第

一种碳酸氢钠占总碳源的份额；fB2为微藻利用添加的第二种碳酸氢钠占总碳源的份额；fb1

为培养在添加第一种已知δ13C的碳酸氢钠的培养液中的微藻利用碳酸氢根离子途径所占的

份额；fb2为培养在添加第二种已知δ13C的碳酸氢钠的培养液中的微藻利用碳酸氢根离子途

径所占的份额。δC1为同位素标记1的碳酸氢钠的δ13C值，δC2为同位素标记2的碳酸氢钠的δ13C

值；Δ值为微藻CO2同化过程中的稳定碳同位素分馏值；δair值为培养微藻时房间空气中的

碳同位素值。

[0040] 不论添加哪种标记的碳酸氢钠，只要在同一培养条件下，同一种微藻利用添加的

重碳酸盐所占总碳源的份额是相同的，即：fB1＝fB2＝fB。不论添加哪种标记的碳酸氢钠，只

要在同一培养条件下，同一种微藻利用碳酸氢根离子途径所占的份额是相同的，由此可以

得到：fb1＝fb2＝fb。此基础上，将方程(2)与方程(3)做差、化简可得：

[0041]

[0042] 在高浓度碳酸氢钠和10mMAZ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，所以：

[0043] fb1＝fb2＝fb＝0   (5)

[0044] 这样，此时的(2)和(3)式可分别简化成：

[0045] Δ＝δair+fBδC1-δT1-fBδair   (6)

[0046] Δ＝δair+fBδC2-δT2-fBδair   (7)

[0047] δT1为添加第一种已知δ13C的碳酸氢钠培养的微藻藻体的δ13C值；δT2为添加第二种

已知δ13C的碳酸氢钠培养的微藻藻体的δ13C值；

[0048] 收获后的微藻藻体的δ13C值，不完全是新生成的藻体的δ13C，而是含有培养时的原

始藻体加新生成的藻体的δ13C混合值，因此，为了获取新生成的藻体的δ13C值δT1或δT2；我们

建立了如下方程：

[0049] δO+(P-1)×δTi＝P×δSi   (8)

[0050] P为微藻增值倍数，其值为实验处理后的微藻生物量(MN)/初始接种时的微藻生物

量(MO)；

[0051] δO为初始接种的微藻藻体碳同位素组成(δ13C)；

[0052] δSi为实验处理后的微藻藻体碳同位素组成(δ13C)(i＝1，2)；

[0053] δTi为实验处理新生成的藻体碳同位素组成(δ13C)(i＝1，2)。

[0054] (8)式变形后为：

[0055]

[0056] 因此知道了δTi、δCi以及培养期间培养环境中大气二氧化碳平均稳定碳同位素组

成δ13C的值δair，由(6)和(7)式计算微藻二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ。

[0057] (二)微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额的计算原理

[0058] 在风化水体中微藻可以利用直接来源于大气的无机碳源和硅酸盐岩风化产生的
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无机碳源，建立微藻碳同位素的两端元混合模型为：

[0059] δT＝(1-fB)δTA+fBδTB   (10)

[0060] 化简可得：

[0061] fB＝(δT-δTA)/(δTB-δTA)   (11)

[0062] 式中：δTA为微藻只利用直接来源于空气二氧化碳的无机碳时的碳同位素值；

[0063] δTB为微藻只利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源时的碳同位素值；

[0064] δT值为硅酸盐岩处理下的微藻藻体的碳同位素值；

[0065] fB为微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额；

[0066] 1-fB为微藻利用直接来源于空气二氧化碳的无机碳的的利用份额。

[0067] 且对于每一种来源的无机碳的利用，都存在CO2和HCO3-两种无机碳利用途径，在无

机碳利用过程中，HCO3-的直接转运过程存在约10‰的碳同位素分馏，由CAex催化的HCO3-的

间接转运过程只存在约1.1‰的碳同位素分馏，两者之间存在约9‰的稳定碳同位素分馏差

异。故建立的两端元混合模型(10)式可化为：

[0068] δT＝(1-fB)[(1-fb)(δair-Δ)+fb(δair-Δ+9‰)]+fB[(1-fb)(δC-Δ)+fb(δC-Δ+

9‰)]   (11)

[0069] 化简得：

[0070] fb＝[fB(δair-δC)+(Δ+δT-δair)]/9‰   (12)

[0071] 式中：δC值为硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子的碳同位素值；

[0072] Δ值为微藻CO2同化过程中的稳定碳同位素分馏值；

[0073] δair值为培养微藻时环境空气中的碳同位素值；

[0074] fb值为微藻的碳酸氢根离子途径利用份额；

[0075] 1-fb值为微藻的二氧化碳途径利用份额。

[0076] 根据(12)式，微藻在有硅酸盐岩和无硅酸盐岩处理的情况下，其碳酸氢根离子途

径份额并不会改变，则fb＝fb1＝fb2：

[0077] fb1＝[fB1(δair-δC)+(Δ+δT1-δair)]/9‰   (13)

[0078] fb2＝[fB2(δair-δC)+(Δ+δT2-δair)]/9‰   (14)

[0079] 其中：fB1值为微藻在没有硅酸盐岩处理下利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利

用份额；

[0080] fB2值为微藻在有硅酸盐岩处理下利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额；

[0081] fb1值为微藻在没有硅酸盐岩处理下的碳酸氢根离子途径利用份额；

[0082] fb2值为微藻在有硅酸盐岩处理下的碳酸氢根离子途径利用份额；

[0083] δT1值为在没有硅酸盐岩处理下微藻藻体的碳同位素值；

[0084] δT2值为在有硅酸盐岩处理下微藻藻体的碳同位素值。

[0085] 当不添加硅酸盐岩时fB1值为0，计算出fb如(15)式

[0086] fb＝(Δ+δT1－δair)/9‰   (15)

[0087] 根据(11)式，可将δTB表示为(16)式：

[0088] δTB＝(1-fb)(δC－Δ)+fb(δC－Δ+9‰)   (16)

[0089] (16)式化简得：

[0090] δTB＝δC－Δ+9‰fb   (17)
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[0091] δC值为硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子的碳同位素值，其值可根据空气

中的二氧化碳分馏值计算得到，如(18)式：

[0092] δC＝δair－1.1‰   (18)

[0093] 在25℃下，缓慢的平衡状态下约为8.5‰，但是由于藻类快速吸收利用，

使得二氧化碳水解平衡一直向着碳酸氢根离子方向发展，因此，在有藻类快速利用碳酸氢

根离子的情况下硅酸盐岩风化过程产生的 碳同位素分馏值取为1.1‰。

[0094] (11)式中微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB＝(δT－δTA)/

(δTB－δTA)中δT值为添加硅酸盐岩培养的藻体碳同位素值，δTA即为同条件下不加硅酸盐岩

培养的藻体碳同位素值，δTB可根据(17)式计算出，即可算出微藻利用硅酸盐岩风化产生的

无机碳源的利用份额fB。最后，以微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB与微

藻新增值倍数的乘积来表征微藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力。

[0095] 本发明的有益效果：

[0096] 1)本方法不仅能量化在微藻对硅酸盐的生物溶蚀作用过程中的碳酸氢根离子途

径份额，而且还能量化出微藻利用硅酸盐岩风化产生的碳酸氢根离子的份额。

[0097] 2)本方法可以定量出不同微藻利用源于不同的硅酸岩风化的无机碳能力，结果具

有可比性。

[0098] 3)本方法提供了一种微藻易被忽视的部分“碳汇”的获取方法，为寻找遗失的碳汇

提供技术支撑。

[0099] 4)本方法还可以通过定量出不同微藻利用源于不同的硅酸岩风化的无机碳能力

来比较不同微藻对硅酸盐的生物溶蚀作用。

具体实施方式

[0100] 本发明的实例：它包括以下步骤：

[0101] 第一步骤，利用添加碳酸氢钠的浓度为16mM及以上、同时附加10mM乙酰唑胺也即

AZ双向同位素标记培养待测微藻，获取待测微藻二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏

值Δ；分步骤如下：

[0102] (1)首先选择两种δ13C值差值大于10‰的碳酸氢钠作为同位素标记1和同位素标记

2分别添加到检测培养液中，同时在同样的培养条件下培养起始生物量相同的待测微藻；检

测培养液为添加碳酸氢钠的浓度为16mM及以上、同时附加10mM乙酰唑胺也即AZ的藻类培养

液。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。同位素标记

1的碳酸氢钠的δ13C值为δC1，同位素标记2的碳酸氢钠的δ13C值为δC2；将待测微藻在添加同位

素标记的检测培养液中培养收获后，测定待测微藻的最终生物量MN和在两种同位素标记的

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。测定培养期间每天培

养环境中大气二氧化碳的日平均稳定碳同位素组成，由此计算出在培养期间，培养环境中

大气二氧化碳的平均稳定碳同位素组成δ13C的值δair。

[0103] (2)待测微藻增值倍数P＝MN/MO。将微藻的起始稳定碳同位素组成δO、待测微藻增

值倍数P以及在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δS1或

δS2代入方程： 和 计算出在两种同位素标记的检测培养液培养的
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被考察微藻的新生藻体稳定碳同位素组成δ13C的值δT1和δT2。将δT1、δT2、δC1和δC2代入到方程：

计算出待测微藻利用添加的无机碳源的份额fB-A。

[0104] (3)将fB-A、δair以及δT1和δC1或δT2、δC2代入到方程：

[0105] Δ＝δair+fB-AδC1-δT1-fB-Aδair或Δ＝δair+fB-AδC2-δT2-fB-Aδair，计算出待测微藻二氧

化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ；

[0106] 第二步骤，同时设置对照组和测试组，培养条件相同；对照组为培养液中不添加硅

酸盐岩，培养待测微藻；测试组为培养液中添加硅酸盐岩，培养待测微藻；

[0107] 第三步骤，将对照组中的待测微藻在培养液中培养7天后，分别测定待测微藻的最

初和最终生物量MCO和MCN；微藻的起始稳定碳同位素组成δO-C；培养后的微藻的稳定碳同位

素组成δ13C的值δS-C；

[0108] 第四步骤，将测试组待测微藻在培养液中同样培养7天后，同样分别测定待测微藻

的最初和最终生物量MEO和MEN；微藻的起始稳定碳同位素组成δO-E；培养后的微藻的稳定碳

同位素组成δ13C的值δS-E；

[0109] 第五步骤，测定对照组和测试组每天培养环境中大气二氧化碳的日平均稳定碳同

位素组成，由此计算出对照组和测试组的培养环境中大气二氧化碳的平均稳定碳同位素组

成δ13C的值δair-E。

[0110] 第六步骤，分别计算对照组和测试组的微藻增值倍数PC和PT，PC＝MCN/MCO，PT＝

MEN/MEO；

[0111] 第七步骤，将对照组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-C、培养后的微藻的稳定碳

同位素组成δ13C的值δS-C以及微藻增值倍数PC代入方程: 计算出对照组中

微藻的新生藻体稳定碳同位素组成δ13C值δT-C；

[0112] 第八步骤，同时，将测试组的微藻的起始稳定碳同位素组成δO-E、培养后的微藻的

稳定碳同位素组成δ13C的值δS-E以及微藻增值倍数PT代入方程： 计算出测

试组中微藻的新生藻体稳定碳同位素组成δ13C值δT-E；

[0113] 第九步骤，将δair-E、δT-C、Δ代入方程 即可计算出测试组和对照组

微藻的碳酸氢根离子途径份额fb；

[0114] 第十步骤，依据δair-E确定测试组中硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子的碳

同位素值δC-W，δC-W＝δair-E-1.1‰；

[0115] 第十一步骤，将δC-W、fb、Δ代入方程δTB＝δC-W－Δ+9‰fb计算出微藻仅利用硅酸盐

岩风化产生的碳酸氢根离子所形成的藻体碳同位素值δTB；

[0116] 第十二步骤，将δT-E、δT-C、δTB代入方程 即可算出微藻利用硅酸盐岩风

化产生的无机碳源的利用份额fB；

[0117] 第十三步骤，将微藻利用硅酸盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB、测试组的

微藻增值倍数PT，代入方程D＝fB(PT-1) ,计算出待测微藻利用源于待测硅酸岩风化的无机

碳能力D。
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[0118] 实施例1：在不同营养下莱茵衣藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力

[0119] 实施例1的实施效果如下：

[0120] 实验1：莱茵衣藻在二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值(Δ)的计算；

[0121] 培养材料为：莱茵衣藻。培养基为在基本培养液(SE培养基)添加16mM碳酸氢钠和

10mMAZ，基本培养条件为：光周期L/D：12h/12h；温度25℃；光照强度为100μmol·m-2·s-1，

pH值8.3。添加的碳酸氢钠的δ13C分别为-17.4‰(PDB)(δC1)和-28.4‰(PDB)(δC2)，表1表示

莱茵衣藻有关实验数据。

[0122] 表1莱茵衣藻新生藻体稳定碳同位素组成δ13C的值

[0123]

[0124] 依据表1可以获得莱茵衣藻的二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ如表

2。

[0125] 表2莱茵衣藻的二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ(‰)

[0126]

[0127] 实验2：莱茵衣藻利用硅酸岩风化产生的无机碳源的利用份额以及莱茵衣藻对硅

酸岩的溶蚀作用能力的计算；

[0128] 培养材料为：莱茵衣藻。培养基为SE培养基与剔镁SE培养基(用等物质量的硫酸钠

代替硫酸镁)，其pH值6.3。基本培养条件为：光周期L/D：12h/12h；温度25℃；光照强度为100

μmol·m-2·s-1。SE培养基条件件下培养莱茵衣藻，一组为添加橄榄岩的，一组不添加橄榄

岩；剔镁SE培养基条件下培养莱茵衣藻，一组为添加橄榄岩的，一组不添加橄榄岩；每一组

处理均设置三个实验平行，培养7天后测定各个处理的藻体碳同位素值，测定空气的稳定碳

同位素值δair，结果见表3。

[0129] 表3莱茵衣藻的碳同位素值、空气稳定碳同位素值以及微藻增值倍数

[0130]

[0131] 注：C.R+L表示剔镁SE培养基、添加莱茵衣藻的处理组；
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[0132] C.R+R+L表示剔镁SE培养基、添加莱茵衣藻与橄榄岩样品的处理组；

[0133] C.R+F表示SE培养基、添加莱茵衣藻的处理组；

[0134] C.R+R+F表示SE培养基、添加莱茵衣藻与橄榄岩样品的处理组。

[0135] 根据表3的相关实验数据，根据本发明的计算方法，可计算出测试组和对照组微藻

的碳酸氢根离子途径份额fb；硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子的碳同位素值δC-W、

微藻仅利用硅酸盐岩风化产生的碳酸氢根离子所形成的藻体碳同位素值δTB、微藻利用硅酸

盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB以及微藻利用源于硅酸岩风化无机碳能力D(如表

4)

[0136] 表4莱茵衣藻利用的橄榄岩风化过程中的碳酸氢根的份额和微藻利用源于硅酸岩

风化无机碳能力

[0137]

[0138] *fb不能超过1，超过1为测定精度造成的，所以取1。

[0139] 从表4中可以看出，莱茵衣藻在缺镁培养基与不缺镁培养基的两种培养条件下微

藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力明显不同。在缺镁条件下，微藻能利用的橄榄岩风化

过程产生的碳酸氢根离子份额较大，促进了溶蚀反应方程式向右进行，产生的碳酸氢根离

子多，因此，微藻利用源于硅酸岩风化无机碳能力强，这与实际相符。上述测得的模式藻类

利用的橄榄岩风化过程中的碳酸氢根的份额一方面可用于估算野外环境下微藻利用硅酸

岩风化产生的无机碳形成的碳汇，另一方面还可以用于不同培养环境下无机碳利用途径的

份额、无机碳源利用份额的确定。

[0140] 实施例2：在不同营养下蛋白核小球藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力

[0141] 实施例2的实施效果如下：

[0142] 实验1：蛋白核小球藻二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值(Δ)的计算；

[0143] 培养材料为：蛋白核小球藻。培养基为在基本培养液(SE培养基)添加16mM碳酸氢

钠和10mMAZ，基本培养条件为：光周期L/D：12h/12h；温度25℃；光照强度为100μmol·m-2·

s-1，pH值8.3。添加的碳酸氢钠的δ13C分别为-17.4‰(PDB)(δC1)和-28.4‰(PDB)(δC2)，表5表

示蛋白核小球藻的有关实验数据。

[0144] 表5蛋白核小球藻新生藻体稳定碳同位素组成δ13C的值

[0145]

[0146] 依据表5可以获得蛋白核小球藻的二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ

如表6。

[0147] 表6蛋白核小球藻的二氧化碳同化过程中的稳定碳同位素分馏值Δ(‰)
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[0148]

[0149] 实验2：蛋白核小球藻利用硅酸岩风化产生的无机碳源的利用份额以及蛋白核小

球藻利用源于硅酸岩风化无机碳能力的计算；

[0150] 培养材料为：蛋白核小球藻。培养基为SE培养基与剔镁SE培养基(用等物质量的硫

酸钠代替硫酸镁)，其pH值6.3。基本培养条件为：光周期L/D：12h/12h；温度25℃；光照强度

为100μmol·m-2·s-1。SE培养基条件件下培养莱茵衣藻，一组为添加橄榄岩的，一组不添加

橄榄岩；剔镁SE培养基条件件下培养蛋白核小球藻，一组为添加橄榄岩的，一组不添加橄榄

岩；每一组处理均设置三个实验平行，培养七天后测定各个处理的藻体碳同位素值，测定空

气的稳定碳同位素值δair，其结果见表7。

[0151] 表7蛋白核小球藻的碳同位素值、空气稳定碳同位素值以及微藻增值倍数

[0152]

[0153] 注：C.P+L表示剔镁SE培养基、添加蛋白核小球藻的处理组；

[0154] C.P+R+L表示剔镁SE培养基、添加小球藻与橄榄岩样品的处理组；

[0155] C.P+F表示SE培养基、蛋白核小球藻的处理组；

[0156] C.P+R+F表示SE培养基、蛋白核小球藻、橄榄岩样品的处理组；

[0157] 根据表7的相关实验数据，根据本发明的计算方法，可计算出测试组和对照组微藻

的碳酸氢根离子途径份额fb；硅酸盐岩风化过程中产生的碳酸氢根离子的碳同位素值δC-W、

微藻仅利用硅酸盐岩风化产生的碳酸氢根离子所形成的藻体碳同位素值δTB、微藻利用硅酸

盐岩风化产生的无机碳源的利用份额fB以及微藻利用源于硅酸岩风化无机碳能力D(如表

8)

[0158] 表8蛋白核小球藻利用的橄榄岩风化过程中的碳酸氢根的份额和蛋白核小球藻利

用源于硅酸岩风化无机碳能力

[0159]

[0160] 从表8中可以看出，在缺镁培养基与不缺镁培养基的两种培养条件下蛋白核小球
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藻利用源于硅酸岩风化的无机碳能力差异也较大。同样地，在缺镁条件下，蛋白核小球藻能

利用的橄榄岩风化过程产生的碳酸氢根离子份额也大于不缺镁培养基中蛋白核小球藻能

利用的橄榄岩风化过程产生的碳酸氢根离子份额，最终导致蛋白核小球藻在缺镁培养基中

利用源于硅酸岩风化的无机碳能力大于不缺镁培养基中的蛋白核小球藻利用源于硅酸岩

风化的无机碳能力。

[0161] 综合实施例1和实施例2的结果可以看出，蛋白核小球藻利用源于橄榄岩风化的无

机碳能力远远大于莱茵衣藻利用源于橄榄岩风化的无机碳能力，这与蛋白核小球藻的细胞

显著小于莱茵衣藻的细胞有关。具有同样生物量的蛋白核小球藻因细胞小，比表面积大，接

触硅酸岩的面积大，因此具有较强的溶蚀能力，产生的碳酸氢根离子量大，最终导致微藻利

用源于硅酸岩风化的无机碳能力强。
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