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提要   于 1999年 10 月,采用 pH 漂移技术研究了海带幼孢子体的无机碳源利用途径以及

无机碳对幼孢子体光合碳利用的影响。结果表明, 在天然海水中( pH= 81 1) 813) , 海带幼孢

子体外源无机碳的利用形式主要是 HCO-
3 , HCO-

3 由质膜外碳酸酐酶( CA)将 HCO-
3 水解成

CO2 ,以游离 CO2 形式扩散进入细胞, 占全部无机碳供应的 75%。游离 CO2 只占所吸收总无

机碳的 25% ;在游离 CO2 浓度接近于零 ( pH = 911)时, 幼孢子体的全部无机碳源均来自于

HCO-
3 的水解。提高海水中无机碳的浓度能增加海带对无机碳的利用量,当无机碳浓度达到

315mmolPL 时,无机碳的利用速率达到最大值, 说明天然海水中的无机碳不能满足其最大生长

的需要。
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海带是我国养殖规模最大的大型海藻,其养殖产量连续多年居世界首位,干品年产量

已达 60多万 t( Wu, 1998;费修绠等, 2000)。目前,海带的育苗技术正由传统的采孢子育苗

技术向配子体无性系的人为发育调控产生孢子体的细胞工程育苗技术方向转化, 以实现

良种化养殖(周百成等, 1996)。对海带利用无机碳的形式及机理的研究是指导高密度培

养碳素供应的理论基础。本文报道海带幼孢子体无机碳利用的初步研究结果, 以期为海

带细胞工程育苗技术产业化及海带养殖过程中无机碳的供应提供科学依据。

1  材料与方法
1. 1  烟杂一号海带(L . japonica @ L . longissima)幼孢子体光饱和点的测定

长度为 018 ) 110cm的海带幼孢子体( 1998年 10月由烟台市水产开发公司提供)用消

毒海水清洗干净后,盛装于 2L 三角瓶中在 10 e 的冰箱中光照培养, 每天更换同温消毒海

水。光强由 80LEP( m21s)逐步提高到 250LEP( m2#s) ,幼孢子体生长良好。每 30ml消毒海

水中加入幼孢子体 0110g(鲜重)。光强分别为 0、8、10、40、80、120、160、200、240LEP( m2#s) ,

恒温水浴控制温度在( 10 ? 012) e ,用磁力搅拌器进行搅拌( 1000rPmin)。照光 20min 后测

海水 pH 值及碱度的变化,并计算无机碳的利用量。

1. 2  材料用量和光照强度对海带幼孢子体 pH补偿点的影响

处理 I:在 200LEP(m2#s)光照下,分别称取幼孢子体 0105、0110、0115g,于 30ml的消
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毒海水中密闭培养,磁力搅拌器进行搅拌( 1000rPmin) , 每隔 2h 测定一次 pH 及碱度的变

化。处理 II:称取幼孢子体 0115g, 盛装于 30ml海水中, 分别在 80LEP( m2#s)和 200LEP( m2#

s)光照下培养,磁力搅拌器进行搅拌( 1000rPmin) , 记录 pH 的变化。

用PHS- 3B精密 pH计(上海雷磁仪器厂)经标定后测 pH值,按 Parsons( 1989)方法测

定碱度,并计算碳酸碱度( Calk)。按Stumm等( 1970)的方法计算无机碳浓度。

1. 3  抑制剂 Az、SITS、DIDS的抑制率

光温条件同方法 111,碳酸酐酶的抑制剂Az终浓度为100LmolPL( Mercado et al , 1998; 岳

国峰等, 2000) , HCO
-
3 的直接转运载体蛋白的抑制剂 SITS、DIDS 的使用终浓度分别为

110mmolPL( Smith et al , 1989)和500LmolPL(Nimer et al , 1997)。抑制率的计算公式为:

抑制率( % ) =
对照组 DIC的利用量- 抑制剂组 DIC的利用量

对照组 DIC的利用量
@ 100

1. 4  无机碳对海带幼孢子体碳吸收的影响

海带幼孢子体各0110g(鲜重) ,于30ml海水中密闭光照培养。光强为200LEP(m2#s) ,温

度为( 10 ? 012) e ,照光为 20min,比较不同无机碳浓度下海带对碳的吸收量。总无机碳浓

度通过加入 NaHCO3 调整为 210、215、310、315、410 和 415mmolPL。照光前用 0101molPL

NaOH将 pH调至与对照海水 pH 相同,照光结束后根据起始碱度和 pH 的变化测定总无机

碳的消耗量。

2  结果
2. 1  海带幼孢子体光饱和曲线的测定

为了测定海带幼孢子体的饱和无机碳浓度以及HCO
-
3 的利用比例, 首先测定了海带

幼孢子体的光饱和点。当光强在 8LEP( m2#s)左右时, 无机碳的利用量为零, 之后无机碳

的利用速率随着光强的提高而不断增加,光强为 40、80、120、160LEP( m2#s)时, 无机碳的利

用速率分别为 1215、1819、2118LmolCP(g#h) (鲜重) , 当光强提高到 200LEP( m2#s)时,无机碳

的利用速率为 2317LmolP( g#h) (鲜重) , 并且达到了最大值,说明海带幼孢子体光饱和点为

200LEP( m2#s) ,补偿点约为 8LEP( m2#s)。

2. 2  材料用量和光照强度对海带幼孢子体 pH补偿点的影响

在密闭培养系统中,随着海藻光合作用对无机碳的利用,无机碳浓度逐渐降低, 从而

使得海水 pH 不断升高,当 pH 升高到一定值时则趋于稳定(每 2h pH 变化不超过 0101) ,
即达到了 pH 补偿点( Maberly, 1990)。表 1为光照强度和材料用量对海带幼孢子体 pH 补

偿点的影响:同一光照条件下[ 200LEP( m2#s) ] ,不同材料用量在不同的时间内均达到了基

本相同的 pH 补偿点, 表现为材料量越大, 达到 pH 补偿点的时间越短; 相同材料用量

(0115gP30ml)在不同光照条件对海带幼孢子体 pH 补偿点的影响不同, 80LEP( m2 #s)和

200LEP( m2#s) 的光强也使海带幼孢子体在不同的时间内均达到了相同的 pH 补偿点

(9179) , 200LEP( m2#s)的光照条件下达到 pH 补偿点的时间为 12h,而 80LEP( m2#s)则需要

20h。因此,材料用量和光照强度并不影响 pH 补偿点的准确测定。整个照光过程中,海

水的碱度始终保持恒定。由于海水中游离 CO2 的浓度在 pH 为 9左右接近于零, 所以高

pH补偿点说明了HCO
-
3 可以作为海带幼孢子体的无机碳源。
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表 1  材料用量和光照强度对海带幼孢子体 pH补偿点的影响
Tab. 1 Effect of materials w eight and light intensity on pH compensat ion point of juvenile sporophyte of

L . japonica@ L . longissima

光照强度

[LEP( m2#s) ]
每 30ml海水

中的材料量( g)
pH 补偿点

达到 pH 补偿

点的时间( h)

200 0. 05 9. 78 ? 0. 02 16

0. 10 9. 79 ? 0. 00 14

0. 15 9. 79 ? 0. 01 12

80 0. 15 9. 79 ? 0. 02 20

2. 3  海带幼孢子体对 HCO-3 的利用机理

表2的结果表明了海带幼孢子体对无机碳的吸收机理。质膜外碳酸酐酶( CA)的抑

制剂Az显著抑制海带幼孢子体对无机碳的吸收利用,表现为海水 pH 升高和无机碳利用

速度缓慢,在起始 pH值为 811和 911时, Az的抑制率分别是 75%和 100%。SITS、DIDS 作

为HCO
-
3 的直接转运载体蛋白的抑制剂( Smith et al , 1989; Nimer et al , 1997)均未对海带

利用无机碳产生任何影响。这些结果说明:HCO
-
3 是海带幼孢子体无机碳的主要供应形

式,质膜外 CA催化HCO
-
3 水解成CO2 ,并以CO2的形式扩散进入细胞,不存在HCO

-
3 的直

接转运途径。

表 2 抑制剂对海带幼孢子体无机碳利用的影响[ 200LEP( m2#s) , ( 10? 0. 2) e , 20min, n= 4]

Tab. 2  Ef fect of inhibitors on inorganic carbon ut ilizat ion by juvenile sporophyte of L . japonica@ L . l ongissima

抑制剂 起始 pH 终点 pH
无机碳利用量

( LmolPL)
抑制率( % )

CK 8. 10 8. 24 54 ? 4. 32 0

Az 8. 10 8. 14 14 ? 2. 65 75

9. 10 9. 10 0 100

DIDS 8. 10 8. 24 54 ? 5. 21 0

SITS 8. 10 8. 24 54 ? 3. 87 0

2. 4  无机碳浓度对海带幼孢子体碳利

用的影响

配制 不同 浓 度的 无机 碳, 用

0101molPL NaOH 将 pH 调至与对照海

水 pH 相同, pH 均为 8108。011g (鲜
重)海带幼孢子体在不同浓度无机碳的

海水中密闭照光 20min, 由于光合作用

对无机碳的利用, 引起海水 pH 的升

高,虽然 pH 升高的幅度各不相同, 但

均在 8130以下, 说明这种变化接近于

自然海水 pH 的变化。照光结束后, 根

据 pH和碱度的变化计算海带幼孢子

体在不同浓度无机碳的海水中对无机

图1  不同无机碳浓度下海带幼孢子体对无机碳的利用
Fig. 1  Inorganic carbon acquisition by the juvenile sporophyte

of L . j aponica@ L . longissima at different concentrations
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碳的利用量。结果表明, 无机碳浓度在 210 ) 315mmolPL 范围内,随无机碳浓度的增加,海

带幼孢子体对无机碳利用速率也在增加(图 1)。当无机碳浓度达到 315mmolPL时,无机碳

的利用速率达到最大值。说明自然海水中的无机碳( 212mmolPL)不能满足海带幼孢子体
最大生长的需要。

3  讨论
3. 1  光照强度与海带幼孢子体无机碳利用的关系

曾呈奎等( 1981)指出,生长在潮下带海带( Laminaria japonica)和裙带菜( Undaria pin-

natif ida)孢子体光饱和点为11 000 ) 12 000lx(约 220 ) 240LEP( m2#s) )。作者对烟杂一号海

带幼孢子体的试验结果表明幼孢子体同样具有较低的光饱和点[ 200LEP( m2#s)左右]。而

幼孢子体的光补偿点 8LEP( m2#s)左右(约 400lx)则比以前报道的海带幼孢子体的光补偿

点500lx[约 10LEP(m2#s) ] (曾呈奎等, 1962)要低一些, 作者在试验过程中发现幼孢子体在

10LEP( m
2
#s)的光照下仍有少量的碳吸收。海带幼孢子体的培养是海带夏育苗的关键环

节,传统的育苗技术是在 7月份采集游孢子, 在室内低温萌发, 而幼孢子体的下海时间则

在11月份。为了保障幼孢子体适时下海养殖, 育苗过程中通常采用低光照 ( 2500 )

4000lx) , 可见传统育苗的幼孢子体始终处于不太适宜的光照环境中,很难保障幼苗的健

康生长,这可能是影响育苗成败的因素之一。对细胞工程育苗来说, 可以人为地调控孢子

体的发生时间, 并给以最佳的生长条件来促进幼苗的生长, 以缩短育苗周期, 节省开支。

本文的结果可以为细胞工程育苗幼孢子体的培养光照条件的选择提供理论依据。

3. 2  材料用量和光照强度对 pH补偿点的影响

pH补偿点是 pH漂移技术研究藻类碳素营养的重要的生理参数之一,也被用来判别

藻类利用HCO
-
3 能力的一项重要指标。对于海带属中的糖海带( L . saccharina)、掌状海

带( L . digitata )以及极北海带 ( L . hyperborea) 的 pH 补偿点, Maberly ( 1990) 和 Surif 等

( 1989)的结果相差很大。究其原因,是否因为不同的材料用量和光照强度对 pH 补偿点的

测定产生影响, 从而对藻类光合作用利用HCO
-
3 能力得出不同的结论? 本文的实验结果

排除了这一可能性。因此,上述的差异很可能是由藻类生长的环境条件和藻类本身的健

康状况引起的。

3. 3  海带幼孢子体对 HCO-3 的利用机理

海带属中的糖海带( L . saccharina )、掌状海带 ( L . digitata )和极北海带( L . hyper-

borea)能够利用HCO
-
3 。Surif等( 1989)发现这三种海带均具有质膜外碳酸酐酶。Maberly

(1990)也指出这三种海带均具有利用HCO
-
3 的能力,但均未对HCO

-
3 的利用机理进行研

究。Haglund等( 1992)证实糖海带主要通过质膜外 CA把 HCO
-
3 转化成 CO2 , 并以 CO2 的

形式扩散进入细胞。但同时也发现,这仍不能满足其最大光合作用的需要,因而推断可能

有HCO
-
3 的直接转运系统的存在,但未获得直接的实验结果。本文证明了海带幼孢子体

无机碳源的吸收形式主要是海水中的HCO
-
3 , HCO

-
3 的吸收是由质膜外 CA转化成 CO2 ,以

CO2 的形式扩散进入细胞, 不存在 HCO
-
3 直接转运机制。海带幼孢子体在照光 20min内

pH呈线性增加, 并且 pH 变化在 8110 ) 8130之间,所以实验结果能够比较真实地反映自

然情况下海带对无机碳的吸收。在自然海水中,HCO
-
3 的吸收占总无机碳吸收的 75% ,但
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从进入细胞的无机碳的形式讲,游离CO2 则占总无机碳吸收的100%。

3. 4  无机碳浓度对海带幼孢子体碳吸收的影响

对于海藻高密度养殖来说,营养元素的消耗必将加剧。曾呈奎等( 1962)发现增施 N、

P 肥料能提高海带的产量,同时也指出提高海水中 CO2 浓度能促进海带的生长。本文通

过测定不同无机碳浓度下海带幼孢子体光合作用对无机碳的利用量, 证明了自然海水中

无机碳浓度( 212mmolPL)远不能满足海带幼孢子体最大生长对碳需求, 这一结果与海带属

中的其他几种海藻的结果相类似( Surif et al , 1989) , 同时也证明了曾呈奎等( 1962)的观

点。因此, 保证无机碳的供应, 对于海带孢子体的海面养殖来说,是提高产量的重要因素

之一;对于幼孢子体,则是保证种苗健康和快速生长的前提,而健康的种苗,也是防止病菌

侵害的生理基础。

4  结语
综上所述, 海带(烟杂一号)幼孢子体对无机碳的吸收在光照 200LEP( m2#s)达到饱和。

幼孢子体的无机碳源主要来自于海水中的 HCO
-
3 , 质膜外碳酸酐酶( CA)把HCO

-
3 转化成

游离 CO2 扩散到细胞内。在自然条件下, 这种形式占全部无机碳吸收的 75%, 海水中的

游离 CO2 只占 25%。尽管海带幼孢子体碳源的主要利用形式是HCO
-
3 ,但全部以 CO2 的

形式进入细胞。同时,海水中的无机碳不能满足海带幼孢子体的最大生长需要。
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INORGANIC CARBON ACQUISITION BY JUVENILE SPOROPHYTE OF

LAMINARIALS ( L. JAPONICA @ L. LONGISSIMA )

YUE Guo-Feng,  WANG Jin-Xia,  WANG Jian-Fei,  ZHOU Ba-i Cheng,

ZENG Cheng-Kui( C. K. Tseng)
( Institute of Oceanology , The Chinese Academy of Sciences , Qingdao  266071)

Abstract   Adopting the pH drift technique in Oct. 1999, different forms and mechanisms of inorganic carbon util-i

zation have been investigated on the juvenile sporophyte of L . j aponica @ L. longissima in a closed system by means

of various inhibitors: acetazolamide ( Az) , 4c, 4c-diisothiocyanatosilbene-2, 2-disulfonic acid ( DIDS) and 4-acetam-i

do-4c- isothiocyano-2, 2c-stibene-disulfonate ( SITS) . The results suggest that ( 1) the light saturation point of juvenile

sporophyte of L . j aponica @ L. longisima is 200LEP( m2#s) . ( 2) juvenile sporophyte of L . j aponica @ L. longissi-

ma has a higher pH compensation point ) ) ) 9. 79 which is not affected by the weight of material and light intensity,

showing HCO-
3 is useful. Az, an inhibitor of external CA, can strongly inhibit carbon uptake of juvenile sporophyte of

L. japonica @ L . longissima. External CA dehydrating HCO-
3 to free CO2 is the main pathway of inorganic carbon

utilization by juvenile sporophyte of L . j ap onica @ L . longissima, accounting for 75% of total inorganic carbon ac-

quisition in natural seawater ( pH= 8. 1) 8. 3) and 100% when the concentration of free CO2 is close to zero ( pH=

9. 1) . ( 3) With regard to the effect of different concentrations of inorganic carbon on carbon acquisition by juvenile

sporophyte of L . japonica @ L . longissima has been studied, the rate of inorganic carbon acquisition by juvenile

sporophyte of L . j aponica @ L. longissima would increase with an increase in the concentration of inorganic carbon

from 2. 0mmolPL to 3. 5mmolPL, indicating that the concentration of inorganic carbon in natural seawater cannot meet

the need of optimal growth of L. japonica @ L. longissima.
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