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摘要! 为探讨小球藻中碳酸酐酶对环境调控的响应规律!提高小球藻的生物量及对无机碳

的利用!实验采用生化和荧光定量 6-$方法研究了盐度和 2 种无机碳对蛋白核小球藻生

长%胞外碳酸酐酶#-&$活性及 / 种亚型碳酸酐酶基因#$#$表达的影响" 结果发现!培养至

第 : 天时盐度 49 和 /3 培养藻生长较快!盐度 59 藻细胞密度降为盐度 49 的 310/ 倍&-&活

性随着盐度增加而降低!盐度 59 长时间处理酶活性降低更为明显!/ 种亚型 $# 基因表达量

则随盐度升高而增加" 2 倍空气 -"

2

浓度培养藻密度可达空气 -"

2

浓度的 412/ 倍!但 -&

活性较低!第 0 天为空气 -"

2

浓度组的 3154 倍!

!

7$# 和
$

7$# 基因表达量比空气 -"

2

浓度组

略有升高" 在 3 <43 88/05'+-"

7

/

条件下!蛋白核小球藻随 +-"

7

/

含量升高生长加快!

-&活性在 9 88/05'+-"

7

/

最高!而 / 种亚型 $# 基因表达量在 4 88/05'+-"

7

/

处理组最

高" 研究表明!蛋白核小球藻生长比较适合中低盐度%2 倍空气 -"

2

浓度和高 +-"

7

/

处理!

其 -&活性可被低盐%空气 -"

2

浓度和 9 88/05'+-"

7

/

所诱导!而 $# 基因表达在高盐%2 倍

空气 -"

2

浓度和低 +-"

7

/

条件下较高"

关键词! 蛋白核小球藻& 盐度& -"

2

& 碳酸酐酶& $# 基因

中图分类号! *:411/66666666666 文献标志码'&

66海洋微藻的光合固碳量约占全球总光合固碳

量的 93D"是海洋碳循环系统中的重要组成部

分
(4)

' 海水 G+值大约为 014 <015

(2)

"其中的无机

碳存在形式以碳酸氢根#+-"

7

/

$为主"-"

2

浓度较

低"但很多藻类均能在低 -"

2

环境中获得较高的光

合作用速率"其主要原因是微藻细胞内存在 -"

2

浓

缩机制 #?9HN/; K:/J:KI?/;?I;MH9M:;< 8I?A9;:L8"

--E$' --E即通过活性无机碳#-:$摄取系统"

升高胞内 -:水平"利用各亚型碳酸酐酶#?9HN/;:?

9;A3KH9LI"-&$将其转化成 -"

2

"为光合固碳酶

$2N:L?/ 的羧化反应提供足够的 -"

2

底物'

尽管真核藻类和原核蓝藻的 --E 组成不

同
(/ 75)

"但碳酸酐酶都是两者的重要组成部分'

-&的基本功能是参与-"

2

的水化作用"催化-"

2

与 +-"

7

/

之间的相互转换"其转换数高达 43

8

"是

己知金属酶中催化效率最高的酶之一
(9)

' 藻类

中存在多种类型 -&"根据其一级结构的不同"-&

可被分为
!

7-&&

%

7-&&

$

7-&&

&

7-&&

'

7-&和
(

7

-&等 8 种类型"有研究认为它们来自不同的进

化途径
(8 71)

' -&活性受多种环境因素调控"其中

-"

2

水平在调节 -&活性中发挥着重要作用
(0 7:)

'

+-"

7

/

是影响藻类 -&活性的另一种无机碳
(43)

"

而盐度变化对 -&活性也有重要影响
(44 742)

' 此

外"%56&G+以及 \;

2 >

等也是影响藻类 -&活性

的重要环境因素
(4/ 749)

'

真核藻类中对碳酸酐酶研究最多的是模式绿

藻***莱茵衣藻 # >2*#.130.0,#'4+%,2#43(%%$'
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现已发现莱茵衣藻中存在 42 种 $# 编码基因"包

括 / 条
!

7$#&8 条
%

7$# 和 / 条
$

7$# 基因
(48)

' 另

外"关于莱茵衣藻 -&活性的环境因素调控&胞外

-&定位等也有报道
(41 740)

'

小 球 藻 属 # >2*04+**# $ 是 绿 藻 门

#-A0/H/GA3M9$的一类重要经济微藻"易培养&生

长快&光合效率高"是光合作用研究的好材料' 关

于小球藻 --E的研究也逐渐增多"如 -&活性与

环境因素的关系和 -&酶鉴定等
(4: 722)

' 本研究

选取蛋白核小球藻 #>2*04+**# /14+,0%30'#$为实

验材料" 研究盐度和 2 种无机 碳***-"

2

和

+-"

7

/

对其生长&胞外 -&活性及其转录水平的

影响"并探讨对小球藻中 -&的环境调控"以期为

提高小球藻无机碳的利用&固碳效率和生物量等

提供资料'

46材料与方法

%&%'实验材料

蛋白核小球藻 023 海水株"由宁波大学海洋

生物工程重点实验室藻种室提供' 培养温度为

29 T"光照强度约为 53

"

8/05#8

2

-L$"光暗周

期为 42'B424"使用 S52 人工海水培养基
(2/)

培养'

%&$'实验设计

盐度# 49& /3 和 59 $ 设置用盐度计和添加

%9-0来调节' +-"

7

/

浓度设置通过加入不同

%9+-"

/

来实现" 其终浓度依次 为 4& 2& 9 和

43 88/05'"以未加 %9+-"

/

作为对照' -"

2

浓度

设置利用 -"

2

光照培养箱来控制"未开启 -"

2

通

气阀时"箱内 -"

2

浓度为空气 -"

2

浓度"显示值为

3135/D%开启 -"

2

通气阀来调节培养箱内的 -"

2

浓度为 31308D"即 2 倍空气 -"

2

浓度'

%&-'生长测定

先从固体培养平板中将藻转接到相应盐度或

无机碳浓度的培养基中培养 1 K"再按照 23D的

比例转接到盛有 /33 8'新鲜培养基的 933 8'

锥形瓶中培养' 每天固定时间取样"连续 : K 测

定藻液在 553 ;8波长下的吸光度"再根据公式

B@491920"4

553

731:41 0#C

2

@31::8 3$计算藻

细胞密度' 每种处理 / 个重复"结果取其平均值"

绘制生长曲线'

%&#'胞外碳酸酐酶活性测定

根据 W:0N2H7&;KIHL/; 方法
(25)

用 G+电极法

测定碳酸酐酶活性"并稍有改进' 5 T条件下"

0 333 H58:;离心 43 8:; 收集 43 8'藻液"弃去

上清"使用 5 T预冷的 23 88/05'巴比妥缓冲

液# G+015$2 8'洗涤藻细胞 4 次"0 333 H58:;

离心 43 8:; 后再使用 2 8'巴比妥缓冲液悬浮

藻细胞' 迅速向悬浮藻液中加入 4 8'3 T饱和

-"

2

的蒸馏水#向 3 T蒸馏水中持续充入 -"

2

气

体约 4 A$ "用 G+计监测反应体系 G+值的变化"

记录 G+值下降 4 个单位所需的时间' 根据 -&

活性##$计算公式!D@43 =#<

3

5<74 $来计算

胞外 -&活性"其中 <

3

和 <分别为反应体系中未

加藻和加入藻细胞悬浮液时 G+值下降 4 个单

位所需的时间' 从第 / 天到第 0 天"每天固定时

间取样"每种处理 / 个重复"结果取其平均值'

%&/'荧光定量 EN(检测碳酸酐酶基因表达

引物设计66根据该小球藻转录组测序得到

的 $# 基因序列#尚未发布$"利用 6H:8IH6HI8:IH

913 软件设计荧光定量 6-$引物#表 4$"引物合

成与 4%&测序由上海英潍捷基贸易有限公司完

成' 以 蛋 白 核 小 球 藻 40* H4%& 作 为 内 参

基因
(29)

'

基因定量表达66分别离心收集不同盐度

或无机碳浓度处理 42 A 的藻细胞"用 CH:P/0试

剂#);O:MH/<I;$提取其总 $%&"利用 6H:8I*?H:GM

$CHI9<I;M@:MY:MA <4%& ,H9LIH# C9@9$9"大

连$反转录成 ?4%&后用作实时荧光定量 6-$

的模板' 实时荧光定量 6-$#*UB$6HI8:J ,J

C9= ))"C9@9$9"大连$扩增程序为 :9 T预变性

2 8:;%接着 :9 T 49 L"90 T 49 L"12 T 23 L进

行 53 个循环%用 2

7

##

>

M法分析 $# 基因的相对表

达量
(28)

'

表 %'碳酸酐酶基因荧光定量 EN(引物

123&%'145I:7.5:;8>+2:38<7+2<4GA:2;5=5<5;>8:

:52@"67.5F92<676267?5EN(

$# 基因

$# <I;I

-&亚型

-&L2NM3GI

引物序列#9Q7/Q$

GH:8IHLI=2I;?I#9Q7/Q$

2;:<I;I4/500

!

7-&

----C-&&R--R-C--&RCC

R&-R--&&&-&--R--&&R-

2;:<I;I44033

%

7-&

RC-&--&&CRR-&&RC--

CC-&--R&R&CR&R-&&-

2;:<I;I0313

$

7-&

RR-RRCR-RR&CCR&&-&RC

-RR-&&-RCR-&R-C&RRR&

42:
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%&K'数据处理

数据均采用 ,J?I0软件作图"用 *6**4:13

软件进行数据差异显著性分析"其中 "?3139 表

示差异显著""?3134 表示差异极显著'

26结果

$&%'盐度对蛋白核小球藻生长"胞外碳酸酐酶活

性及基因表达的影响

盐度 49 <59"蛋白核小球藻 023 均可以生

长' 其中"盐度 49 和 /3 培养藻生长较快"并且两

者的生长曲线大致重合"而盐度 59 对藻细胞的生

长具有一定的抑制作用' 如在第 : 天"盐度 /3 和

59 藻细胞密度分别是盐度 49 的 31:1 倍和 310/

倍#图 4$' 可见"盐度 49 和 /3 更加适合蛋白核

小球藻 023 的生长'

图 %'盐度对蛋白核小球藻 O$P 生长的影响

D7=&%'1455>>5+68>;2@7<76G 8<645=:8C648>

4"%+-'#&$,&(/ O$P

66盐度是影响藻类 -&活性的一个重要因素'

从培养的第 / 天到第 0 天"-&活性随培养时间

的延长先升高后下降 #图 2 $ ' 在第 9 天"盐度

/3 和 59 培养藻 -&活性最高"分别为 0210: #5

43

:

细胞和 2214/ #543

:

细胞' 而盐度 49 培养藻

在第 8 天 -&活性最高"为 :5108 #543

:

细胞"

并且随着盐度升高 -&活性逐渐降低' 在第 9

天"盐度 /3 和 59 藻 -&活性分别是 49 盐度的

31:/倍和 3125 倍%到第 0 天"盐度 /3 和 59 藻

-&活性分别是盐度 49 藻细胞 -&活性的 3185

倍和 3135 倍' 可见"随着培养时间的延长"盐

度 59 对蛋白核小球藻 -&活性的抑制作用越来

越明显' 统计学分析结果表明"除第 9 天的盐

度 49 和 /3 组之外"其余各组的 -&活性均差异

显著#"?3139$ '

图 $'盐度对蛋白核小球藻 O$P 碳酸酐酶活性的影响

图中 9&N&?不同字母表示差异显著 #"?3139 $ "下图注释

同此

D7=&$'1455>>5+68>;2@7<76G 8<645

N*2+67?76G 8>4"%+-'#&$,&(/ O$P

B9HLY:MA K:SSIHI;M0IMMIHL#9"N"?$:;K:?9MIL:<;:S:?9;MK:SSIHI;?I

#"?3139$1CAIL98I9LMAIS/00/Y:;<

66/ 种亚型 $# 基因的表达水平也受盐度影响"

从盐度 49 <59"随着盐度增加大多数 $# 表达量

增加#图 /$' 将盐度 49 组
!

7$# 基因表达量作为

4"盐度 /3 和 59 组的
!

7$# 表达量分别是其 4183

倍和 41:3 倍%盐度 /3 和 59 组
%

7$# 表达量分别

是盐度 49 组
%

7$# 表达量的 4185 倍和 4191 倍%

而盐度 /3 和 59 组
$

7$# 表达量分别是盐度 49 组

$

7$# 表达量的 2131 倍和 2148 倍' / 种亚型 $#

的转录表达均受盐度诱导"且盐度对 $# 转录水平

的影响差异显著#"?3139$'

图-'盐度对蛋白核小球藻 O$P 碳酸酐酶基因表达的影响

D7=&-'1455>>5+68>;2@7<76G 8<645

0/ 5JI:5;;78<8>4"%+-'#&$,&(/ O$P

$&$'NQ

$

对蛋白核小球藻生长"胞外碳酸酐酶活

性及基因表达的影响

空气中 -"

2

浓度也是影响藻类生长的重要因

素' 蛋白核小球藻 023 在 2 倍空气 -"

2

浓度条件

下比在空气 -"

2

浓度条件下生长得更快#图 5$'

22:
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到第 : 天"2 倍空气 -"

2

培养藻细胞密度是空气

-"

2

条件下培养的 412/ 倍"表明在一定范围内"高

-"

2

水平更有利于蛋白核小球藻的生长'

图 # 'NQ

$

对蛋白核小球藻 O$P 生长的影响

D7=&#'1455>>5+68>NQ

$

8<645=:8C648>

4"%+-'#&$,&(/ O$P

66-"

2

浓度是影响藻类 -&活性的重要因素"

在空气 -"

2

培养的蛋白核小球藻胞外碳酸酐酶活

性随培养时间的延长先升高再降低"在第 5 天藻

细胞的 -&活性最高#/1180 #543

:

细胞$%而 2 倍

空气 -"

2

培养的 -&活性随着培养时间增长变化

不大#图 9$' 但是"2 种不同 -"

2

浓度对蛋白核

小球藻 -&活性影响差异极显著#"?3134$' 从

第 / 天到第 0 天"2 倍空气-"

2

培养藻的-&活性

为空气 -"

2

培养的 3149 <3154 倍"说明胞外 -&

活性可被较高浓度 -"

2

所抑制'

图 /'NQ

$

对蛋白核小球藻 O$P 碳酸酐酶活性的影响

不同字母表示差异极显著#"?3134$ "以下注释同此

D7=&/'1455>>5+68>NQ

$

8<645N*2+67?76G 8>

4"%+-'#&$,&(/ O$P

B9HLY:MA K:SSIHI;M0IMMIHL:;K:?9MIOIH3 L:<;:S:?9;MK:SSIHI;?I

#"?3134$ "MAIL98I9LMAIS/00/Y:;<

66-"

2

浓度对碳酸酐酶基因表达水平也有影

响' 与-&活性变化规律不同"2 倍空气-"

2

培养

藻的 / 种亚型 $# 基因的表达量都比空气 -"

2

高

#图 8$' 其中"前者的
!

7&

%

7&

$

7$# 表达量分别是

后者的 4122 倍&413: 倍和 4151 倍' 除了
%

7$# 之

外"2 种 -"

2

浓度对
!

7$# 和
$

7$# 表达量的影响差

异显著#"?3139$' 可见"较高浓度 -"

2

有利于

蛋白核小球藻
!

7$# 和
$

7$# 转录水平的表达'

图K'NQ

$

对蛋白核小球藻 O$P 碳酸酐酶基因表达的影响

D7=&K'1455>>5+68>A7>>5:5<6NQ

$

8<645

0/ 5JI:5;;78<8>4"%+-'#&$,&(/ O$P

$&-'RNQ

S

-

对蛋白核小球藻生长"胞外碳酸酐酶

活性及基因表达的影响

碳酸氢盐是影响藻类生长的重要无机盐"它

的添加可以促进蛋白核小球藻的生长#图 1$' 从

第 2 天开始"不同 +-"

7

/

浓度对藻生长的影响差

异越来越明显' 随着 +-"

7

/

浓度的增加"小球藻

生长逐渐加快' 在第 : 天"4&2&9 和 43 88/05'

+-"

7

/

组的藻细胞密度分别是对照组的 4125 倍&

41// 倍&41/0 倍和 4199 倍' 结果表明"在 3 <43

88/05'+-"

7

/

范围内"+-"

7

/

浓度与藻的生长呈

正相关性'

图 L'RNQ

S

-

对蛋白核小球藻 O$P 生长的影响

D7=&L'1455>>5+68>RNQ

S

-

8<645=:8C648>

4"%+-'#&$,&(/ O$P

/2:
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66碳酸氢盐也是影响藻类碳酸酐酶活性的一种

无机碳因素' 与盐度&-"

2

对 -&活性影响的时

间变化类似"碳酸酐酶活性随着培养时间的增加

也表现了先升再降的趋势#图 0$' 在第 9 天"各

碳酸氢盐浓度组培养藻的 -&活性最高"其中 2

和 9 88/05'+-"

7

/

组的酶活性分别为 422130 和

403193 #543

:

细胞' 在 4 <9 88/05'+-"

7

/

范围

内"小球藻胞外碳酸酐酶活性基本随 +-"

7

/

浓度

的升高而升高%当 +-"

7

/

浓度达到 43 88/05'

时"碳酸酐酶活性开始下降' 即 9 88/05'+-"

7

/

培养藻的 -&活性最高"并且与其他 +-"

7

/

浓度

组之间差异显著#"?3139$'

图 O'RNQ

S

-

对蛋白核小球藻

O$P 碳酸酐酶活性的影响

D7=&O'1455>>5+68>RNQ

S

-

8<645

N*2+67?76G 8>4"%+-'#&$,&(/ O$P

66加入不同浓度 +-"

7

/

的 / 种亚型 $# 的转录

表达量均高于对照"其中 4 88/05'+-"

7

/

组最

高"其次为 43 88/05'+-"

7

/

组#图 :$' 相对于

%

7$#和
$

7$#"

!

7$#表达变化最小 "其最高表达量

图 T'RNQ

S

-

对蛋白核小球藻 O$P 碳酸

酐酶基因表达的影响

D7=&T'1455>>5+68>RNQ

S

-

8<6450/ 5JI:5;;78<8>

4"%+-'#&$,&(/ O$P

#4 88/05'+-"

7

/

组$是对照组的 41// 倍'

%

7$#

基因表达变化最高的 2 组 # 4 和 43 88/05'

+-"

7

/

组$的表达量分别是对照组的 2155 倍和

4101倍' 而
$

7$# 基因表达变化最高的 2 组#4 和

43 88/05'+-"

7

/

组$的表达量分别是对照组的

214/ 倍和 41:1 倍' 统计学分析结果表明"9 种

+-"

7

/

浓度组 $# 表达量均差异显著#"?3139$'

/6讨论

-&%'盐度对微藻生长及碳酸酐酶的影响

盐度是影响微藻生长的重要因子"不同微藻

都有其适宜生长的盐度范围"盐度过高或过低都

不利于微藻的快速生长
(21)

' 即使是极端耐盐的

杜氏藻 #E),#*%+**# '#*%,#$仍然有其适宜的盐度

范围
(20)

' 本研究结果表明"尽管高盐度对藻生长

具有一定的抑制作用"但该蛋白核小球藻在盐度

49 <59 范围内均可以快速生长"说明它的适盐范

围比较广'

盐度对微藻碳酸酐酶活性及其转录表达水平

也 有 影 响' 如 小 新 月 菱 形 藻 # F%(G'$2%#

$*0'(+4%).$的胞外 -&活性随盐度升高逐渐降

低
(42)

' 但是不同藻种&不同盐度处理的结果并不

一致"盐度还可能促进碳酸酐酶活性及其基因表

达' 如 (:LAIH等
(44)

发现盐生杜氏藻中碳酸酐酶

的 8$%&和蛋白表达水平均随 %9-0浓度升高而

增加' ':2 等
(2:)

认为"将盐度 /3 条件下生长的盐

生杜氏藻转到盐度 9 <23 时"其 -&活性和基因

表达均显著降低' 本研究结果表明"蛋白核小球

藻的 -&活性随盐度升高而降低"与小新月菱形

藻的结果一致' 但本研究中 / 种亚型 $# 基因的

表达却随着盐度升高而增加"该结果与盐生杜氏

藻类似' 出现胞外 -&活性与 $# 基因表达变化

不一致的原因可能是由于碳酸酐酶具有多个亚

型"并且每一亚型又包含多种 -&"如莱茵衣藻的

胞外 -&有两种
!

7-&#-&+4 和 -&+2$编码
(48)

'

-&$'NQ

$

对微藻生长及碳酸酐酶的影响

大气 -"

2

浓度升高可以提高藻类的初级生产

力' 这与培养水体中无机碳浓度升高可以促进光

合固碳作用"从而加速藻体生长有关
(/3)

"并且"

-"

2

浓度的升高可以刺激氮在藻体内的吸收
(/4)

'

本研究结果也表明"较高 -"

2

浓度有利于蛋白核

小球藻 023 海水株的生长'

-"

2

浓度是调节 --E 的重要因素之一' 高

52:
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浓度 -"

2

可以抑制无机碳的转运"而低浓度 -"

2

可以诱导 --E机制
(23)

"即在低无机碳条件下微

藻可以通过增强胞外 -&活性来提高胞内 -"

2

水

平从而维持较高的光 合 固 碳 能 力' 如 栅 藻

#6$+,+3+'.)'LG1$在 2D -"

2

培养下几乎无 -&

活性"而在 313/9D -"

2

浓度下可以检测到较高

-&活性
(/2)

' 本实验也表明"2 倍空气 -"

2

浓度

培养藻的 -&活性要显著低于空气 -"

2

浓度'

实验中 2 倍空气 -"

2

浓度可以增加
!

7$# 和

$

7$# 基因的表达"而其他微藻中不同 -"

2

浓度对

$# 的 8$%&水平影响结果不同"如假微型海链藻

#<2#*#''%0'%4# /'+)30,#,#$在 3148D-"

2

处理下"

/ 条
!

7$#&

&

7$#&

(

7$# 的 8$%&表达量均显著下

降"而三角褐指藻#"2#+03#$(1*).(4%$04,)().$在

空气 -"

2

和 9D -"

2

水平下 8 条
!

7$# 和
$

7$# 基

因的 8$%&累积量没有变化
(//)

'

-&-'RNQ

S

-

浓度对微藻生长及碳酸酐酶的影响

碳酸氢盐是水体中无机碳的主要存在形式"

在藻类的生命活动中发挥着重要作用"如光合作

用&二氧化碳浓缩机制等' 藻类具有从培养基中

摄取 +-"

7

/

的能力"但不同实验中所用方法不同"

因此"对 +-"

7

/

利用的定量分析结果也有不

同
(/5)

' +-"

7

/

的含量也会直接影响微藻生长环

境的 G+"最终影响微藻的生长' 本研究结果表

明"在3 <43 88/05'+-"

7

/

范围内"藻的生长与

其浓度呈正相关性'

碳酸氢盐对碳酸酐酶活性的影响在微藻中也

有报道"如铜绿微囊藻#!%$40$1'(%'#+4)8%,0'#$和

雨生红球藻 #H#+.#(0$0$$)'/*)9%#*%'$在 3 <23

88/05'+-"

7

/

范围内"-&活性与 +-"

7

/

浓度成

反比
(43"4/)

' 本结果表明在 3 <9 88/05'+-"

7

/

浓度范围内"蛋白核小球藻胞外 -& 活性随

+-"

7

/

浓度升高而升高' 该小球藻与铜锈微囊藻

和雨生红球藻中 -&活性变化不同"一是因为后

两种藻测定的是胞内 -&活性"而本研究测定的

是胞外 -&活性%还有一种可能是"小球藻中存在

+-"

7

/

直接转运途径
(23"/9)

"该途径与胞外 -&活

性无关' 当 +-"

7

/

浓度达到 43 88/05'时"碳酸

酐酶活性下降"推测其原因可能是大量 +-"

7

/

被

转运到细胞内"被胞内 -&转化成 -"

2

为 $2N:L?/

羧化酶提供了足够的底物"不需要胞外 -&来转

运 -"

2

'

研究表明"高盐条件下蛋白核小球藻生长较

慢"胞外碳酸酐酶活性降低%并且高浓度 -"

2

可以

促进小球藻生长"而降低胞外 -&活性"说明该小

球藻中存在胞外碳酸酐酶"并且其活性受高盐和

高 -"

2

抑制' 在 3 <9 88/05'+-"

7

/

条件下"藻

生长加快"胞外 -&活性增强"说明该小球藻具有

直接利用 +-"

7

/

进行快速生长的能力'
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