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坛紫菜自由丝状体对无机碳的利用
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Utilization of inorganic carbon in

free-living conchocelis of Porphyra haitanensis

LUO Q-i jun, PEI Lu-qing , PAN Shuang-ye, WANG Yong , FEI Zh-i qing

( Key Laborarory of Marine Biotechnology , Ningbo University , Ningbo  315211, China)

Abstract: Free- living Porphyra haitanensis conchocelis was cultured under continual light, then it was treated

w ith Van, DIDS and SITS, the inhibitors of inorganic carbon utilizat ion, to study the mechanism of inorganic

carbon utilization in the conchocelis. The results indicate that Van inhibits the utilization of inorganic carbon

most, w ith a rate of 71. 3% , and the rates of DIDS and SITS are relatively lower, 42% and 35. 5%

respectively . The inhibition rate of Az is 25. 3%, which indicates the external CA is not an important part of its

inorganic carbon uptake. A complementary conclusion is that the main part of inorganic carbon absorption in P.

haitanensis conchocelis is through active transport of HCO3
- and CO2.
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海水中的无机碳主要以离子( HCO3
- 和 CO3

2- )形式存在( > 99% ) , 在 pH 8. 0、20e 条件下, HCO3
- 浓度为 1. 8mmo1#

L - 1。在海水的碱性环境下 HCO3
- 很难释放出游离的 CO2 , 所以海水中游离的 CO2 含量非常低, 约为 10~ 12Lmo1#

L - 1[ 1]。而游离的 CO2 是藻类光合作用的原料, 许多研究表明藻类主要利用三种机制提高细胞内的 CO2 含量, 包括通过

自由扩散或主动运输方式将海水中游离的 CO2 运入细胞
[ 2, 3] , 利用胞外碳酸酐酶( Carbonic anhydrase, CA )将 HCO3

- 解离

成 CO2 后运入细胞
[4] ;以主动运输形式将 HCO3

- 直接运往细胞,利用内碳酸酐酶( CA)将HCO3
- 解离成 CO2

[ 5]。

国内外的相关研究中,研究方法多采用 Az( acetazolamide) , Ez( ethoxyxolamide)和 DIDS 等细胞膜通道的酶的蛋白抑制

剂研究藻类无机碳利用的途径,其中 Az 是胞外碳酸酐酶的抑制剂, Ez 有细胞膜通透性, 是胞外和胞内碳酸酐酶的抑制

剂, DIDS 是氯通道的阻断剂,抑制带Ó 蛋白对 HCO3
- 的转运[ 4, 6]。Axelsson 认为在温度和酸碱度恒定的情况下, 海水中

的无机碳浓度变化可以通过 pH 值变化推算[7] ,可以用于检测抑制剂对实验材料利用无机碳的抑制程度,本实验采用 pH

法测定无机碳的变化。研究表明,紫菜叶状体无机碳利用机制主要是利用胞外碳酸酐酶解离 HCO3
- , 游离的 CO 2扩散
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进入细胞内[8] ,而有关紫菜自由丝状体对有机碳利用途径的工作尚未见报道。本文初步研究坛紫菜自由丝状体利用无

机碳途径,旨在为紫菜自由丝状体光生物反应器培养提供理论依据。

1  材料与方法

1. 1  材料

坛紫菜自由丝状体的品系为HML, 由本实验室提供。培养用海水取自象山港,经脱脂棉过滤后, 煮沸消毒, 冷却备

用,盐度为 28。pH 仪为托勒姆- 梅特勒公司 MP225 型。实验试剂中乙酰磺胺( acetazolamide, A z) , 钒酸盐( Van) , 4, 4. -

diisothiocyanato silbene- 2, 2. - disulfonic acid( DIDS) 和 4- acetamido- 4. - isothiocyano- 2, 2. - stibene- disulfonate( SITS)均

购自 Sigma公司。

1. 2  方法

称取两份鲜重 5g 坛紫菜自由丝状体放入培养瓶,加 150mL 消毒海水,温度 22 e ,光辐照度 140LEm- 2S- 1。在不同的

实验中分别加入 Az, Van, DIDS 和 SITS等无机碳利用的抑制剂, 实验中各抑制剂的浓度分别为 100Lmo1#L- 1, 200Lmo1#

L - 1, 500Lmo1#L- 1和1 mmo1#L - 1 ,再用消毒海水培养作为对照。每隔 3h, 测定 pH 值并计算海水中无机碳的含量。通过

计算无机碳吸收的抑制率,研究自由丝状体利用无机碳的主要途径。

按 Stumm 和 Morgan[ 9]的方法计算无机碳浓度

    A1= 1+
[ H+ ]

K1
+

K 2

[ H+ ]

- 1

,   A2= 1+
[ H+ ] 2

K 1K 2
+

[ H+ ]
K 2

- 1

;

    A0= 1+
K 1

[ H + ]
+

K1K 2

[ H+ ] 2

- 1

  [ CO2] = A0#C i

K1、K2 分别是H2CO3 的一级和二级解离常数,计算公式如下:

    pK 1= 812. 27/ T+ 3. 356- 0. 0017@ S @ InT+ 0. 000091 @ S2

    pK 2= 1450. 87/ T+ 4. 604- 0. 00385 @ S @ InT + 0. 000182 @ S2

T 为绝对温度, S 为盐度。C i 是无机碳浓度,计算公式如下:

    C i= ( Calk+ [ H + ] - [ OH - ] ) / ( A1+ 2A2)

Calk为按照 Parsons等[ 10]的方法测定的碳酸碱度

抑制率 S 计算公式为: S= $C i抑制剂- $C i对照 / $C i对照

2  结果

2. 1  抑制剂对HCO3
- 主动运输的影响

实验中使用的抑制剂 Van( 500Lmol#L - 1 ) , DIDS( 500Lmol#L - 1)和 SITS( 1mmol#L - 1)均是HCO3
- 主动运输的抑制剂。

Van 抑制与质膜相连 ATP酶的活性[ 11] , DIDS 抑制带Ó 蛋白和 ATP酶对 HCO3
- 的主动运输[ 4, 6] , SIST 既可抑制带Ó 蛋白

的活性又可以抑制 Na+ / HCO3
- 协同转运系统对HCO3

- 的转运[ 12]。

由于Van 和 SITS都可以抑制膜ATP酶的活性,所以也是质膜对 CO2 主动运输的抑制剂。图 1分别显示加抑制剂的

实验组与未加抑制剂的对照组在连续培养中的 pH 变化。

通过实验开始 3h 内 pH 值变化情况, 计算出无机碳的利用量, 得出Van, SITS和 DIDS 对坛紫菜自由丝状体无机碳利

用的平均抑制率分别为 71. 3% , 42%和 35. 5%。其中加入 Van 的实验组在 3h 内无机碳含量降低 0. 1061mmol#L - 1,而对

照组中无机碳的含量降低 0. 37mmo l#L - 1,表明 Van 对坛紫菜丝状无机碳利用的抑制最大。
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图 1 Van, DIDS 和 SITS对坛紫菜自由丝状无机碳利用的抑制

Fig. 1 Inhibition of inorganic carbon utilization by Van, DIDS and SITS

in P. haitanensis free- living conchocelis

图 2 Az 对坛紫菜自由丝状无机碳利用的抑制

Fig . 2 Inhibition of inor ganic carbon utilization

by Az in P. haitanensis free- living conchocelis

2. 2  Az对胞外碳酸酐酶的抑制作用

以条斑紫菜叶状体为实验材料表明, 100Lmol#L- 1的 Az

对碳酸酐酶抑制作用最大[8]。本实验中 Az 对坛紫菜自由丝

状体的无机碳利用也有抑制作用(图 2)。

通过实验开始 3h 内 pH 值的变化, 计算出 Az 的平均抑

制率为 25. 3%。由于 Az 无法透过细胞膜, 只作用于胞外碳

酸酐酶, Az 处理过的自由丝状体经消毒海水洗脱后, 重复实

验的结果与对照组的 pH值变化相同。

3  讨论
许多实验表明藻类对无机碳的利用途径差别很大,

Porphyridium crentum, N annochloris maculata 和 N annochloris

atomus 的无机碳利用以细胞外游离 CO2 的主动运输为主, 没

有发现胞外碳酸酐酶( CA )的活性[ 1] ; H alophila ovalis , Cymodocearotundata 及条斑紫菜叶状体利用无机碳的主要途径是转

运胞外碳酸酐酶( CA )解离 HCO3
- 产生的 CO 2

[ 8, 13] ; P. cruetum 可以用主动运输形式利用 HCO 3
- [ 1]。本实验中, 膜 ATP酶

抑制剂Van 的抑制率最大, 达到 71. 3% , SITS 和 DIDS 的抑制率也分别达到 42%和 35. 3% , 均高于 Az 的抑制率 25. 3%。

而Van, DIDS 和 SITS 是与 HCO3
- 和 CO2主动运输相关的 ATP酶和蛋白的抑制物,所以推测坛紫菜自由丝状体利用无机

碳的机制可能以HCO3
- 和 CO2 的主动运输为主。另外, 当 pH 值接近 9 时,游离的 CO2几乎为零, 即当海水的 pH 值大于

9 时,藻类只能以 HCO3
- 作为碳源。本实验得出初步结论认为坛紫菜自由丝状体的无机碳利用以对 HCO3

- - 的主动运

输为主。条斑紫菜叶状体也具有这种主动运输的能力, 但效率很低[8]。

碳酸酐酶是一种水解酶, 可以将 HCO3
- 解离成 CO2, 由另外一种和胞外碳酸酐酶结合的载体将 CO2 转运到细胞

内[14] , 这种途径是条斑紫菜利用无机碳的主要途径, 占全部无机碳利用的 73% [ 8]。本实验由 Az 的抑制率推测这种途径

占全部无机碳利用的 25%。紫菜叶状体与丝状体在无机碳利用途径上的这种显著差异有待于进一步探讨。

由于培养用海水的 pH 值大于 9 时,藻类以HCO3
- 作为唯一碳源, 所以藻类培养时的 pH 值补偿点反映了其利用无

机碳的能力。本实验中, pH 值达到 9. 95 附近时不再升高,所以坛紫菜自由丝状体的 pH 值补偿点约为 9. 95, 这一结果高

于条斑紫菜叶状体的 pH值补偿点 9. 83, 说明坛紫菜丝状体具有更高的无机碳利用能力。而一些无法利用 HCO3
- 的藻

类如 N . maculata, N . atomus 和 phyllariopsis purpurascens 的 pH 值补偿点均低于 9. 0。这些藻类的生长容易受到环境中碳源

不足的胁迫[1, 15]。光生物反应器已用于紫菜自由丝状体大规模培养的研究通过上述结论认为, 在光生物反应器培养液

中,加入适量的碳酸氢盐和充入含 CO2气体都有利于坛紫菜自由丝状体的生长。
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