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萱藻丝状体对无机碳的利用

王    吉，  宫相忠*，  高    伟，  罗    伟，  夏云捷，  张红霞
(中国海洋大学海洋生命学院，山东 青岛    266003)

摘要：应用pH漂移技术和pH电极法并结合相关抑制剂对萱藻丝状体无机碳的利用进行
了研究，并探索了不同浓度CO2对萱藻丝状体碳酸酐酶(CA)的影响。结果显示，(1)萱藻
丝状体pH补偿点为9.21，CO2补偿点为0.74 μmol/L。抑制剂乙酰唑胺 (AZ，acetazolamide)
对萱藻丝状体pH补偿点无显著影响，作用的前3个小时对无机碳的利用量无抑制作用。
抑制剂乙氧苯丙噻唑磺胺 (EZ，ethoxyzolamide)和钒酸盐(Van)使萱藻丝状体的pH补偿点
均下降到8.82，2种抑制剂作用的前3个小时对无机碳利用量的抑制率分别为55.93%和
56.72%。自然条件下萱藻丝状体以游离CO2和HCO3

-作为无机碳源，且HCO3
-的利用依赖

于ATP酶和胞内CA。(2)0.35%、0.70%和1.20%的CO2使萱藻丝状体胞内CA活性分别降低
6.29%、17.44%和27.15%，CO2浓度越高对萱藻丝状体胞内CA活性抑制作用越强。
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萱藻(Scytosiphon lomentaria)隶属于褐藻门

(Phaeophyta)，是一种泛温带性大型海藻，在全

球海域范围分布广泛，在中国主要分布于辽东

半岛至广东海陵岛之间海域[1-2]。萱藻氨基酸含量

高 (11.30%)且组成均衡，二十碳五烯酸 (EPA)
含量高达10.99%，味道鲜美，深受东亚国家沿海

居民喜爱，被视为海藻珍品 [3]。萱藻同时还具有

很高的医药保健价值。陈瑜等 [4]报道了富含多酚

的萱藻提取物具有良好的抗过敏效果；Kuda等 [5]

报道了萱藻的抗氧化性；Demirel等 [6]也发现萱藻

的二氯甲烷提取物有较强的抗氧化活性；牛荣丽

等 [7]认为萱藻对A-549和HL-60肿瘤细胞的抑制率

均大于80%；徐年军等 [8]报道了萱藻对人口腔上

皮鳞癌KB细胞和HT29肿瘤细胞具有强的选择活

性；刘志峰等 [9]报道了萱藻多糖抗凝血活性。因

此，萱藻具有极高的开发潜力，实现大规模人

工养殖将会带来巨大的经济效益。研究萱藻生

活史是实现人工养殖的重要前提，目前关于萱

藻生活史的研究报道中，邢永泽等 [1]认为萱藻生

活史为异形世代交替，包括大型的叶状配子体

世代和微小的孢子体世代，孢子体世代有垫状

体、类垫状体和丝状体3种形式。萱藻丝状体是

产生单室孢子囊释放游孢子的主要形式，游孢

子进一步发育为萱藻叶状体，目前萱藻丝状体

的扩增主要是利用三角瓶和光生物反应器进行

通气培养，扩增效率还不能达到萱藻大规模人

工养殖的需求，导致这种结果的其中一个原因

是培养过程中，海水中的萱藻丝状体可利用的

无机碳耗尽，而空气中CO2含量较低又难溶于

水。尽管天然海水中含有大量的无机碳，其中

HCO3
-占99%，浓度约2.2 mmol/L，但CO2所占比

例不足1%，仅为1 μmol/L，其余以CO3
2-、H2CO3

形式存在 [10-11]，但是海藻对无机碳的利用能力和

形式存在显著差异，所以要实现光生物反应器

高密度扩增萱藻丝状体，必须解决无机碳对萱

藻丝状体光合作用的限制问题。藻类对无机碳

的利用主要分为直接利用游离CO2、碳酸酐酶

(CA)催化间接利用HCO3
-和直接吸收利用HCO3

-
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3种方式 [12]，而且不同海藻在利用HCO3
-、CO2的

能力方面存在差异，甚至同一种海藻生活史的

不同阶段对无机碳利用也存在差异。岳国峰等[13-14]

报道了海带雌配子体只能利用CO2，不能利用

HCO3
-，而海带幼孢子体主要是通过胞外CA将

HCO3
-水解成CO2再利用。邹定辉等 [15]发现坛紫

菜(Porphyra haitanensis)叶状体是通过胞外CA催

化间接利用HCO3
-作为光合碳源；而骆其君等

[16]认为坛紫菜丝状体无机碳利用以HCO3
-的主动

运输为主。目前尚未有关于萱藻丝状体无机碳的利用

能力和形式的报道，本团队对萱藻丝状体无机

碳的利用进行了相关研究，并探讨了通入不同

浓度CO2对萱藻丝状体CA活性的影响，旨在阐明

萱藻丝状体对无机碳的利用能力和形式以及相

关酶的活性，为萱藻丝状体高效扩增时外源无

机碳的添加提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验所用萱藻丝状体由本实验室种质库提

供，首先将萱藻丝状体进行扩增培养，获得一

定数量的萱藻丝状体，实验前使用打碎机将藻

团打碎，使丝状体平均长度为200~300 μm，通过

76 μm纱绢回收，并用灭菌海水多次冲洗，培养

液为F1，按1∶1000添加，培养条件：温度21 °C，

光周期L∶D=14∶10，光照强度(82.0±3.0) μmol/
(m2·s)[2，17]。

1.2    萱藻丝状体pH补偿点及无机碳浓度的

测定[14]

利用pH漂移技术测定pH补偿点，称取处于

快速生长期、细胞以长圆形为主、细胞颜色较

淡、具有假根结构的丝状体3.0 g，灭菌海水混合

均匀后置于1 L锥形瓶中，橡胶塞密封，磁力搅

拌器搅拌，持续光照，其他培养条件同“实验材

料 ”。设置3个平行样，每小时取1次样，利用

pH计快速准确测定pH。按Parsons等 [18]的方法测

定碱度，并计算碳酸碱度(Calk)，按Stumm等 [19]

的方法计算无机碳浓度：

[DIC]=(Calk+[H+]–[OH–])/(α1+2α2)
α1=1/(1+[H+]/K1+K2/[H

+])
α2=1/(1+[H+]/K1K2+[H+]/K
α0=1/(1+K1/[H

+]+K1K2/[H
+]2)

[CO2]=[DIC]·α0,

DIC表示总溶解无机碳。

K1、K2分别为H2CO3的一级、二级解离常

数，按Goyet等[20]给出的公式计算：

pK1=812.27/Tabs+3.356–0.0017×S×ln (Tabs)+
0.000 091×S2

pK2=1450 .87 /Tabs+4 .604–0 .003  85×S×
ln (Tabs)+0.000 182×S2

Tabs为绝对温度，S表示盐度，α0、α1、α2

分别表示CO2、HCO3
-、CO3

2-的存在比例系数。

1.3    不同抑制剂对萱藻丝状体pH补偿点的影

响及对无机碳利用量抑制作用的测定

称取1.50 g萱藻丝状体，接种到装有灭菌海

水的500 mL锥形瓶中，分别加入乙酰唑胺(AZ)、
乙氧苯丙噻唑磺胺(EZ)、钒酸盐(Van)使最终浓

度分别为100、100和500 μmol/L，橡胶塞密封、

磁力搅拌器搅拌，每个实验设置3个平行，持续

光照，每小时测定1次pH，其他培养条件同“实
验材料”。

分别称取1.50 g萱藻丝状体接种到盛有500 mL
灭菌海水的锥形瓶中，调节至相同初始pH，其

他培养方法同“实验材料”，空白对照组不添加任

何抑制剂。测定前3 h的pH变化，并计算无机碳

利用量以及抑制剂对无机碳利用量的抑制率[10]。

( ) =

DIC ¡ DIC
DIC

£ 100

1.4    CA活性测定及不同CO2浓度对CA活性的

影响

按照以往学者的方法，用pH电极法测定碳

酸酐酶活性[21-22]。胞外CA活性的测定使用完整萱

藻丝状体细胞；胞内CA活性测定时将萱藻丝状

体细胞破碎。称取1.00 g新鲜萱藻丝状体，用

4 °C预冷的20 mmol/L巴比妥缓冲液(pH=8.2)冲洗

1次后重新收集萱藻丝状体，将冲洗过的萱藻丝

状体置于15 mL 4 °C预冷的巴比妥缓冲液中混合

均匀，再加入5 mL 4 °C预冷的CO2饱和蒸馏水(向
冰水中充60 min的纯CO2气体获得 )后，记录pH
值从8.2下降至7.2所需的时间。整个反应过程

的 温 度 控 制 在 4  ° C 左 右 。 酶 的 活 性 单 位 用

EU=10×(T0/T–1)表示，T0表示饱和CO2蒸馏水中

未加入萱藻丝状体细胞(空白对照组)反应所需时

间(s)，T代表加入萱藻丝状体或细胞破碎液时反

应所需时间(s)。
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将1.00 g经预处理萱藻丝状体接种到500 mL
锥形瓶中，分别通入空气、0.35%、0.70%和1.20%
CO2，其他培养条件同“实验材料”，培养1周后

按上述方法测定CA活性变化。

1.5    数据分析

用SPSS 19.0和Sigmaplot 10.0软件进行单因

素方差分析和制图。

2    结果

2.1    在密闭条件下萱藻丝状体培养体系pH及

CO2含量的变化

在密闭条件下，随着培养时间的延长，萱

藻丝状体培养体系pH在前10 h快速升高，之后缓

慢升高，最终稳定在9.21(图1)。可以得出萱藻丝

状体pH补偿点为9.21，根据公式计算得出CO2补

偿点为0.74 μmol/L (图2)。

2.2    不同抑制剂作用下萱藻丝状体pH补偿点

和无机碳利用量抑制率比较

抑制剂AZ作用下萱藻丝状体培养体系终点

pH为9.21，与空白对照组差异不显著(P>0.05)，
AZ作用的前3个小时，萱藻丝状体无机碳利用量

与空白对照组差异不显著(P>0.05)。添加抑制剂

EZ和Van后萱藻丝状体培养体系 pH均稳定在

8.82，抑制剂EZ、Van对萱藻丝状体无机碳利用

量与空白对照组差异显著(P<0.05)，无机碳利用

抑制率分别为55.93%和56.72%(表1)。

2.3    CA活性及在不同浓度CO2作用下的活性

变化

未添加萱藻丝状体的空白对照组反应体系

pH从8.2降至7.2用时37 min 30 s，充空气实验组

反应体系pH从8.2降至7.2用时与空白对照组差异

不显著(P>0.05)。充空气培养的萱藻丝状体细胞

经破碎处理后检测到胞内CA活性，反应体系pH
从8.2降至7.2用时27 min 35 s，计算得胞内CA活

性为3.60 EU/g鲜重。充入0.35 %、0.70%和1.20 %
CO2培养的萱藻丝状体胞内CA活性分别为3.37、
2.97和2.62 EU/g鲜重，相比充空气组活性分别降

表 1    不同抑制剂作用下萱藻丝状体pH补偿点和无机碳利用抑制率比较

Tab. 1    The comparison of pH compensation points of filaments of S. lomentaria and inhibition ratios of
inorganic carbon uptake under the action of different inhibitors

抑制剂

inhibitors
初始pH

initial pH
第3小时pH

pH at the third hour

前3 h无机碳利用量/(μmol/L)
the inorganic carbon uptake amount

in the first three hours

抑制率/%
inhibition ratio

终点pH
final pH

空白对照　control 8.09 8.60±0.01 270.55±5.22  9.21±0.01

乙酰唑胺　AZ 8.09 8.60±0.02 270.64±7.83 0 9.21±0.02

乙氧苯丙噻唑磺胺　EZ 8.09 8.30±0.01 119.22±1.02 55.93 8.82±0.01

钒酸盐　Van 8.10 8.30±0.01 119.52±2.75 56.72 8.82±0.01

 
图 1    密闭条件下萱藻丝状体培养体系pH变化

Fig. 1    The change of pH of cultivating system under
the condition of airtight

 
图 2    密闭条件下萱藻丝状体培养体系中

CO2含量变化

Fig. 2    The change of CO2 content of cultivating system
under the condition of airtight
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低6.29%、17.44%和27.15%，且1.20 %CO2培养的

萱藻丝状体胞内CA活性与空气组CA活性差异显

著(P<0.05)(图3)。

3    讨论

pH漂移技术是现在广泛使用的研究无机碳

利用能力和机制的方法，其原理是将海藻置于

密闭培养环境中，在一定碱度海水、适宜光照

强度和温度等条件下，对海藻进行持续光照，

由于藻类进行光合作用利用无机碳，海水中无

机碳含量不断下降，致使pH持续上升，当海水

中无机碳含量减少到一定水平，pH将稳定在一

个最大值，这个值就是检测的pH补偿点和无机

碳的补偿点 [ 2 0 - 2 1 ]。在pH等于9时，海水中游离

CO2浓度非常低，接近于零，只利用游离CO2的

海藻无法对无机碳(主要为HCO3
-)进一步利用来

使pH继续升高，所以只利用游离CO2的水生植物

pH补偿点在9左右。Maberly[23]利用pH漂移技术研

究了35种大型海藻对无机碳的利用能力，结果显

示可以将HCO3
-作为碳源的29种海藻pH补偿点均

高于9.2，只利用游离CO2的6种红藻的pH补偿点

均在9.0以下。本研究利用pH漂移技术测定萱藻

丝状体pH补偿点的实验中前10 h pH快速上升，

这是由于CO2可以自由穿过细胞膜，快速供给光

合作用所需无机碳，实验11 h之后CO2含量接近

零，在此阶段HCO3
-作为无机碳源，pH继续升

高，直到达到pH补偿点9.21。由此认为萱藻丝状

体对CO2有较高的亲和力，HCO3
-同样可以作为

无机碳源被利用，测定的pH补偿点与Axelsson
等 [24]报道的褐藻由于无机碳的利用所导致的pH
上升范围相一致，他认为海黍子(Thallus sargassi)
pH补偿点为9.10，不仅对海水中的CO2具有较高

的亲和力，而且还可以利用海水中的HCO3
-作为

光合作用的无机碳源，且对HCO3
-的吸收具备2条

途径：既可以通过胞外CA催化转化为CO2后进入

细胞，也可通过阴离子交换蛋白直接吸收海水

中的HCO3
-。

AZ被认为是一种不能透过细胞膜的CA抑制

剂，只能对胞外CA起到抑制作用。本实验中

AZ对萱藻丝状体pH补偿点和无机碳利用均无显

著影响。EZ是一种能够穿过细胞膜的CA抑制

剂，可以同时抑制胞外和胞内CA，实验中EZ使

萱藻丝状体pH补偿点由9.21降至8.82，主要原因

是胞内EZ催化HCO3
-向CO2转化的过程受阻，光

合作用无法获得足够的CO2而不能继续进行，封

闭条件下海藻培养体系pH也就无法继续上升，

因此可以确定萱藻丝状体能通过胞内CA直接利

用HCO3
-。同时结合采用pH电极法未检测到萱藻

丝状体胞外CA活性，只检测到胞内CA活性，排

除萱藻丝状体通过胞外CA间接利用HCO3
-方式。

Van可以抑制膜ATP酶的活性，所以也是细胞膜

对CO2主动运输的抑制剂 [24]，实验中Van使萱藻

丝状体pH补偿点下降至8.82。EZ和Van对萱藻丝

状体无机碳利用抑制率分别为55.93%和56.72%，

二者差异性不显著(P>0.05)，由此认为萱藻丝状

体对HCO3
-的利用是通过胞内CA的直接利用途

径，并且此过程依赖膜ATP酶。HCO3
-的直接吸

收利用约占总吸收无机碳的56.29%，游离CO2占

总吸收无机碳的43.71%。萱藻丝状体依赖ATP酶
主动转运HCO3

-的具体机制还有待进一步研究。

在不同CO2浓度对CA活性影响的实验中，

0.35%、0.70%和1.20%的CO2使萱藻丝状体胞内

CA活性分别降低了6.29%、17.44%和27.15%，

CO2浓度越高对胞内CA活性抑制作用越强。孙颖

颖[25]认为3%和5%的CO2作用球等鞭金藻(Isochrysis
galbana)时，胞外CA活性随CO2浓度增加而降

低。夏建荣等 [26]报道了5% CO2在短时间内(12 h)
即可导致小新月菱形藻(Nitzschia closterium var.
minutissima)的胞外CA活性下降75.4%。出现这种

结果的主要原因为CA是一种诱导酶，当通入高

浓度CO2时，溶液pH降低呈酸性，溶液中游离

CO2大量增加，CO2直接穿过质膜供给光合作

 
图 3    胞内CA活性在不同浓度CO2作用下的变化

上标字母不相同的表示各组之间的差异显著(P<0.05)

Fig. 3    The change of the intracellular CA activity at
different CO2 concentrations

Different letters in the same day indicate significant difference (P<0.05)
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用，培养液中游离CO2能够满足萱藻丝状体细胞

生长和光合作用的需求，所以CA的活性受到抑

制 [25， 27]。由此可以推测萱藻丝状体在CO2充足

时，光合作用主要利用海水中游离的CO2，而依

赖ATP酶主动转运的HCO3
-直接利用将会减少。

因此，在利用光生物反应器培养萱藻丝状

体时通入适量的CO2或者添加适量的碳酸氢盐，

将有助于降低光生物反应器高密度扩增培养萱

藻丝状体时无机碳的限制，促进萱藻丝状体持

续快速生长，萱藻丝状体生物量与无机碳添加

量之间的关系有待进一步研究。
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Utilization of inorganic carbon in filaments of Scytosiphon lomentaria

WANG Ji ,     GONG Xiangzhong *,     GAO Wei ,     LUO Wei ,     XIA Yunjie ,     ZHANG Hongxia
(College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao    266003, China)

Abstract: The utilization of inorganic carbon in filaments of Scytosiphon lomentaria was investigated by pH-drift
technique and pH electrode method combined with related inhibitors. The influence of different concentrations of
carbon dioxide on the activity of intracellular carbonic anhydrase (CA) was also explored at the same time.The
results  showed  that  (1)the  pH  compensation  point  of  filaments  of  S.  lomentaria  was  9.21  and  the  CO2

compensation point was 0.74 μmol/L.Acetazolamide (AZ) has no significant influence on the pH compensation
and the inorganic carbon uptake amount in the first three hours of the inhibitor experiment. Ethoxyzolamide (EZ)
and vanadate (Van) decreased the pH compensation point to the same value 8.82 and the inorganic carbon uptake
amount inhibition rates were 55.93% and 56.72%, respectively, in the first three hours of the inhibitor experiment.
Under natural conditions, filaments of S. lomentaria use free CO2 and HCO3

- as inorganic carbon source, and the
utilization of HCO3

- depends on ATPase and intracellular CA. (2) 0.35%, 0.70% and 1.20% CO2 can inhibit the
activity of intracellular CA of filaments of S. lomentaria and the inhibition rates were 6.29%, 17.44% and 27.15%,
respectively. The higher CO2 concentration, the stronger inhibition effect of the activity of intracellular carbonic
anhydrase.
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