
第 31 卷 第 3 期
2 0 0 0 年 5 月

海 洋 与 湖 沼
OC E A N O LO G IA E T L IMN O LO G IA SIN ICA

V o l
.

3 1

May
,

N o
.

3

2 0 0 0

条斑紫菜对无机碳的利用
*

岳国峰 周百成
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 60 7 1)

提要 于 199 8 年 3 月在青岛太平角采集条斑紫菜
,

在室内光照强度为 120 协E/ (m
Z ·

s) 的培

养架上培养
,

通过测定其光合作用引起密闭海水体系 p H 值及无机碳浓度的变化
,

借助于各种

无机碳利用的抑制剂 (As
、

V an
、

DI DS
、

Srr S) 对其无机碳利用机制进行了研究
。

结果表明
,

(l)

条斑紫菜可间接吸收 H C O丁
。

胞外碳酸醉酶 (C A )催化 H CO犷水解成 C 0 2
扩散进人胞内是条

斑紫菜无机碳利用的主要形式
,

占全部无机碳利用的 73 % 以上
。

Az 是胞外 CA 的抑制剂
,

可

直接检测胞外 CA 的存在
,

它 不能透过细 胞膜
。

(2) 条斑紫菜可依赖于 细胞膜上 A TP 酶对

H CO丁直接转运
。

但未发现带 111 蛋白(ban d 3 Pro tei n )及 Na
牛

/ Hco 犷协同转运系统的参与
。

(3 )条斑紫菜 p H 值补偿点为 9
.

83
,

C O Z
补偿点为 0

.

04 协m o l/ L
。
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11

海水 中无机碳 (D IC) 的存在形式 以 H CO扩为主 (90 % 左右)
,

而游离的 CO
Z

不足 l%

(S ki rr ow
,

1 9 7 5)
。

大量 研究结 果表 明
:

除 C O
Z

外
,

H C O犷也是 海洋植 物的主要无机碳 源

(Ga
o e t a l

,

1 9 9 4 ; M erc a d o e z a l
,

19 9 7 a, b
,

19 9 8 : M e
rre tt e r a l

,

19 9 3 : S ul te m e ye r e之

。l
,

199 3)0 H Co,-- 的利用有两种机制
:

一是通过膜阴离子交换蛋 白直接将 H C O犷转运到胞

内
,

在胞 内经 CA 水解成 c o
,

被 R uB P梭化 / 加氧酶 固定 ; 另一种是 在胞外 CA 催 化下
,

H Cos-- 水解成 CO
Z

扩散进人细胞
,

许多藻类同时具有这两种机制
。

条斑紫菜是 中国养殖的主要经济海藻之一
,

其细胞工程育苗技术正在 向规模化和工

程化方 向发展
,

当用藻类生物反应器进行高密度培养时
,

无机碳源的供应将成为关键问

题
。

目前
,

对条斑紫菜无机碳的利用机制尚未进行深人研究
,

仅 Ga
o 等 (1 991 )在研究 CO Z

培养条斑紫菜时
,

推断出条斑紫菜具有利用 H CO丁的能力
。

本文报道条斑 紫菜叶状体的

初步研究结果
,

以期为其碳素供应提供科学依据
。

1 材料与方法
1

.

1 条斑紫菜 (Po rP勺ra ye zo en s
is) 叶状体

于 199 8 年 3 月采 自青岛太平角高潮带
,

采回后用消毒海水反复冲洗干净
,

装在具塞三

角瓶中密闭光照培养
。

每 100 m l海水中紫菜用量为 0
.

39
。

荧光灯 2 只
,

光强为 120 卜E/ (m
, ·

s)
,

温度为 (10 士 0
.

5 )℃
,

每 2h 测量一次海水 pH 值及无机碳浓度
。
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L Z 抑制剂及其抑制率

无机碳利用的抑制剂
:

ac e
taz of删de (As ) ; 钒酸盐 (V an ) (上海试剂厂 ) ; 4’ 4’一1150 面一

oc yan a to silbe n e一2
,

2一d isu一fo ni e ae id (D ID s)(sig m a 公司) ; 4 一ac e ta m id于4 ‘一iso thi oc ya n o -

2
,

2
, 一sti be n e 一d isu lfo n a te (SIT S )

。

抑制率 =
对照组 D IC 的利用量 一 抑制剂组 DI C 的利用量

对照组 DI C 的利用量

L 3 pH 值及无机碳浓度的测定

PHS
一3B 精密 p H 值计 (上海雷磁仪器厂 )经标定后测 p H 值

,

按 Pa rs on
s
等 (1 9 89) 方法

测定碱度
,

并计算碳酸碱度 (C al k)
。

按 Stu lllm 等 (197 0) 方法计算无机碳浓度
:

[D IC] = (C a lk + [H
十

1一 [O H
一

])/ (a
【 + 2气)

[H
+ 凡 、

一 ’

十 下二: 二二百 l 比
,

=

[H
’
] /

[H
十

] [H
十

]\
一 ’

下了下了 十

—
.

K ,
凡 凡 /

+门划
‘|O

/了..、\C

凡
+

‘

/夕..吸、
、

一一a

了
.

凡 凡长 、
一 ’

氏 = 1 1 + 了, 二, - ; + ; 士二, 二; I

、 LH
丁

J [H
丁

]
‘

/

= 〔DI C]
‘

a0

式 中
,

凡
、

凡分别是 乓C O
3

的一级
、

二级解离常数
,

按 Go
yet 等 (198 9) 给出的公式计算

:

p凡 二 8 12
.

2 7 / T + 3
.

3 5 6 一 0
.

0 0 17 x S x In T + 0
.

0 0 0 0 9 1 x s
,

p凡 = 1 4 50
.

8 7 / T + 4
.

6 0 4 一 0
.

o0 3 8 5 x s x ln T + 0
.

0 0 0 18 2 x s ,

T 为绝对温度
,

S 为盐度
。

1
.

4 胞外碳酸配酶的检测

将 5 9 条斑紫菜 (鲜重)置于 1 0 00 司 100 协m ol / L Az 的消毒海水中光照培养 4h 后【光强

为 12 0 协E / (m
, ·

s)
,

温度为 (17 士 0. 5 )℃〕
,

取出紫菜
,

用消毒海水冲洗三次
。

称取二份 0. 39

处理过的紫菜
,

一份继续在 100 卜m of / L As 的消毒海水中光照培养
; 另一份直接在消毒海水

中培 养
。

另取未经任何处理 的条斑紫菜 0. 39
,

在 消毒海水 中光照培养
。

海水体积均 为

100 司
,

培养条件同上
。

按方法 1
.

2 测定 pH 值及无机碳浓度的变化
。

2 研究结果

2
.

1 条斑紫菜无机碳的利用及 A :
的影响

在密闭培养系统中
,

随着条斑紫菜光合作用对无机碳的利用
,

使海水 p H 值不断升高
,

无机碳浓度逐渐降低 (图 la
,

b)
,

但海水的碱度保持恒定 (数据未列 )
.

pH 值升至 9
.

83 后不

再升高
,

即达到了 pH 值补偿点
,

此时 CO Z浓度接近于零 (图 Ic)
,

实测值为 0
.

04 , m of / L
。

As
是胞外 c A 的抑制剂

。

实验表明
,

100 卜m of / L可达到最大抑制效果
。

加人 100 件m ol / L Az 可

强烈抑制条斑紫菜对无机碳的利用
,

使 pH 值上升缓慢
。

在光照 2h 内
,

未加 As 的对照使无

机碳降低 0. 41 ~
of / L

,

而加人 Az 的只降低 0
.

11
~

of / L
,

即 Az 抑制无机碳利用的 73 % (图

ld )
。

同时从图 la 可观察到
,

经 Az 处理后的 p H 值仍不断缓慢升高
。

2. 2 胞外 C A 与无机碳的利用

As 是 CA 的抑制剂
,

大多数研究者认为它不可透过细胞膜
,

但 W ill iam
s
等 (19 87) 认为

As 可透过胞膜抑制胞内 C A
。

本实验以不加 Az 为对照
,

通过对 Az 处理经洗脱后的条斑紫

菜对无机碳的利用的观察
,

发现 Az 的处理经洗脱后的条斑紫菜对无机碳的利用与对照没
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图 1 条斑紫菜的光合作用引起密闭系统pH值及无机碳浓度随时间的变化

Fl g
.

l PH a n d I n o rg am
e c a r b o n e o n e e n

tI’a ti o n v
ari

a ti o n v s ti m e e a u s e d b y

p ho to s yn th e s i s o f Po 印勺ra 少e zo e n s is i n a e lo s e d sys te m

。 添加 10 0协m o l/ L 龙
;
一. 一 对照

有任何差别 (图 2)
,

说明 As 只是 通过抑制胞外

C A 来影 响无机碳的利用
,

它既未对条斑紫菜造

置 9.

图 2 胞外碳酸醉酶对条斑紫菜无机碳

利用的影响

R g
.

2 E ffe
c t o f e x te m al C A o n 一n o rg am

e c a r
bo

n

uti liz a u o n
by PO rP hy ra y e z o e n s is

⋯O ⋯ 对照
;
一. 一 经 10 0卜m ol /L 灿 处理后

,

经消毒海水反复冲洗
;
一O 一 100 件m of /L As 处理

成伤害
,

又未透过细胞膜
。

2.3 条斑紫菜对 H C o,-- 的直接转运

H C O犷可被与膜相连 的蛋 白或酶直接转运

到胞 内
,

在胞内水解成 C O Z被 R U BP 竣化 / 加氧

酶 固定
。

V an 抑 制与胞膜相 连 A T P 酶 的活性
,

DI DS 抑制带 m 蛋 白 (b an d 3 pro tei n) 和 A TP 酶

对 H C O犷直接转运
,

SI T S 既可抑制带 m 蛋 白的

活性
,

又 可抑 制 Na
十

/ HC O犷协同转运 系统 对

HC os-- 直接转运
。

表 1 的结果表 明
,

V an 和 DI DS
均能抑制条斑紫菜对无机碳的利用

。

当对照 pH

值由 8
.

12 升至 9. 47
、

无机碳 由 2
.

10 m m of / L降至

1
.

2 6rnm
o l/ L时

,

经 10 0林m o一/ L v an
、

5 0 0 协m o l/ L

v an 和 5 0 0 协m of / L DI Ds 处理
,

pH 值分别升至
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表 1 几种抑制剂对条斑紫菜无机碳利用的影响 (n =4 )

T ab
.

l E ffe
e t o f se v e

司 三nhi bi to rs o n in o 飞am
C ea r

bo
n ac q 山siti o n by Po 印勺

r a 少e z o en sis (n = 4 )

抑制剂
pH值 IDI C ](rnm

o l/ L )

起始 照光后

对照组

v an (1 00 卜rn o l/ L )

V a n (5 00 卜rn o l/ L )

DI DS (5 0 0协m o l/ L)

S ITS (Inun
o l/ L )

八2 (10 0 卜m o l/ L)

8
.

12

8
.

12

8
.

12

8
.

12

8
.

1 2

8
.

1 2

9 4 7 士 0
.

0 7

9
.

3 4 士0
.

0 3

9
,

2 6 士0 力6

9
.

3 5 士0
.

0 1

9
.

4 7 士0
.

0 7

8
.

6 4 士0
.

0 4

起始

2
.

10

2
.

10

2
.

10

2
.

10

2
.

10

2
.

10

照光后
抑制率 (% )

1
.

2 6士 0
.

0 2

1
.

3 1士 0
.

0 2

1
.

3 5士 0
.

0 3

1
.

3 2士 0
.

0 2

1
.

2 6 士0
.

0 1

1
.

7 2 士0
.

0 2

0

6
.

0士 2
.

15

10
.

7士 3 2 6

7
.

1士 1
.

8 0

0
.

0士 2
.

16

5 4
.

8士 2
.

1 7

9
.

3 4
、

9
,

2 6 和 9
.

3 5
,

无机碳浓度分别降至 l
.

3 1m m o l/ L
、

l
.

3 5 m m o l/ L和 l
.

3 2 m m o l/ L
,

对无机

碳利用的抑制率分别为 6. 0 %
、

10
.

7% 和 7
.

1%
。

经 lm m of / L S IT S 处理的条斑紫菜对无机

碳的利用能力与对照未见任何差异
。

3 讨论

3
.

1 条斑紫菜对无机碳的利用能力

A x e lsso n
等 (19 8 8 )对 7 种红藻

—凡
r e e ll a r ia fa

s tig ia ta (叉红藻属的一种)
、

Cy
s to e lo -

n ium 夕。塑。r e u m (囊枝藻属 的一种 )
、

刀ils e 。 e a r n o s a (红藻属 的一种)
、

微黑多管藻 (为于
s ip h o n ia n l’g r e s e e n 、)

、

仙菜 (ce
r a m iu m ; u b r u m )

、

增厚胶粘藻 (D u m o n ria in e r a s s a ta )和脐形

紫菜 (Po rP彻ra u m bi lica lilv )光照培养的结果表 明
,

在达到 pH 值补偿点前
,

这几种红藻对

无机碳的利用均未引起碱度的变化
。

它们 pH 值补偿点分别为
:
9

.

27
、

9
.

45
、

9
.

46
、

9
.

68
、

9
.

76
、

9
·

8 2 和 9
·

9 1
0

M a be rly (19 9 0 )报道 了 6 种 红藻 的 p H 值 补偿点均低 于 9
.

0
,

e o
Z

补偿点 在

1
.

12 一 1
.

30 卜m of / L之间
。

条斑紫菜在光合作用利用无机碳的过程中
,

碱度始终保持恒定
,

这与 Ax
elsso n

等 (19 8 8 )的结论相符
。

其 p H 值补偿点为 9
.

8 3
,

C o
Z

补偿点为 0
.

0 4件m o l/ L
。

由于碱度保持恒定
,

海水中无机碳的浓度只取决于 pH 值的高低
。

p H 值补偿点越高
,

表明

利用无机碳 能力越强
。

本实验的研究结果不仅表 明条斑紫菜具有较强的无机碳利用能

力
,

还可为其人工养殖培养条件的优化 中以 p H 值监测无机碳的变化提供了理论依据
。

3.2 条斑紫菜对 H CO犷的间接吸收

胞外碳酸醉酶催化 H C O犷水解成 C O
Z ,

从而加速了 C O
Z

的供应
。

因此
,

胞外碳酸醉酶

的存在是 HC O犷被间接吸收的证据
。

目前
,

对大型海藻胞外碳酸配酶直接检测方法很多
,

但大部分是基于一定质量藻体在一定体积的缓冲液中催化 Cq 转化成 HC O犷导致 pH 值

下降的速度来检测
。

这些方法都很不完善
:

一是灵敏度较低
,

检测条件不一致
,

缺乏统一

的定量标准
,

导致了许多矛盾的结果 (M erc ad
o et al

,

1 9 9 7 b) ; 二是每种方法定量标准也不

完善
,

以每 m l若干 ng 的标准 c A 为标准
,

标准酶是均相分布在整个测试系统中
,

酶与底物

充分接触
,

而藻体胞外 CA 则集 中在膜体表面和 内部
,

CA 与测试系统中 CO
Z

的接触既受藻

体表面积的影 响
,

也受藻体不同结构的影响
,

必将使测试结果偏低
。

同时也不能排除藻体

本身非 CA 对测试系统的干扰
。

Me re ad “等 (19 9 7b) 新建立的方法把胞外 CA 的活性与其在光合作用中的作用结合起

来
,

克服了传统方法 的诸多不足
,

提高了灵敏度
。

但这种方法仍基于 Az 对细胞膜 的不可
,

透过性
。

对于 灿 的细胞透 性 问题
,

一直存有争议 (Bj or k 。t al
,

19 97 ; Me 代ad
o 。t 。l,
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19 9 7 b
,

19 9 8 ; W illiam
s e z a l

,

19 8 7 )
。

W illiam
s
等 (19 8 7 )将 As 加人到莱茵衣藻 (。 za n 。片

do m on
a 了 ; 。in ha rd tii )的突变体 中导致胞 内无机碳浓度的积累

,

认为 Az 透过胞膜抑制了胞

内 C A
。

本实验中 As 抑制作用经洗脱后消失 (图 2)
,

说明 As 是通过抑制胞外 C A 来影响

条斑紫菜对无机碳的利 用
,

它可以 直接检测胞外 CA
,

As 既未对条斑紫菜造成伤害
,

又不

能透过细胞膜
。

这一结果也支持了图 ld 的结果
:

条斑紫菜是主要依赖于胞外 C A 来利用

无机碳的
,

这种方式 占全部无机碳利用的 73 %
。

3.3 条斑紫菜对 H C O丁的直接转运

钒酸盐 仃卜l
e lm an n e t a l

,

19 9 0 : B ee r e t a l
,

19 9 7)和 DI D S (断m e r e r a l
,

19 9 7)被用

做膜 A TP 酶主动运输 H C O犷的抑制剂
,

Sm ith (19 8 8) 详细论述了带 m 蛋白 (受 DI DS
、

S邢
的抑制 )及 Na

+

/ H CO丁(受 Srr S 抑制)协同转运系统对 H CO扩直接转运的作用
。

综合表 1

的实验结果
,

条斑紫菜具有 依赖于膜 A开 酶 对HC
O犷的直接转运能力

,

但效率并不高
。

Srr S 未对条斑紫菜无机碳利用产生影响
,

说 明 Na
+

/ H C o犷和带 m 蛋 白协同转运系统并

未参与无机碳的利用
。

4 结语

综上所述
,

条斑紫菜具有依赖于胞外 CA 对 H CO丁间接吸收的能力
,

又具有依赖于膜

A仰酶对 H CO犷的直接转运能力
。

但依赖于胞外 C A 对HC O丁的水解
,

以游离的 CO Z
扩散

进人胞 内被 R LJB P梭化 /加氧酶固定是其无机碳利用的最主要方式
。
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