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摘 要： 以 产 油 藻 株 Scenedesmus sp 为 研 究 对 象 ， 利 用 两 种 CO2 浓 度 分 别 为 0.035%（空 气 ） 和 2%培 养

Scenedesmus sp （栅藻）细胞。 并对胞外碳酸酐酶（carbonic anhydrase, CA）活性进行测定，同时监测光合作用中

的叶绿素荧光活性的变化。 结果发现：在 2%CO2 培养情况下，检测栅藻细胞胞外碳酸酐酶无活性，光合系统叶

绿素荧光活性及生物质积累没有受到 CA 抑制剂乙酰唑胺（AZ）的影响；0.035%（空气）培养下，胞外碳酸酐酶

有较高活性，用 AZ 抑制胞外碳酸酐酶活性后，光合系统叶绿素荧光活性明显降低，生物质积累也受到抑制。 试

验结果说明，在较低浓度 CO2 培养的情况下，胞外碳酸酐酶对提高光合系统活性和光合作用效率具有重要的意

义，可以有效促进生物质的积累。
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The study on extracellular carbonic anhydrase activity and
photosynthesis activity of oil-producing alga Scenedesmus sp
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Abstract： Two concentrations of CO2（0.035% and 2%） was used to culture Scenedesmus sp, extra-
cellular carbonic anhydrase (CA) activity were determined and chlorophyll fluorescence activity
changes were monitored. The results showed that: when in 2% CO2 cultured, extracellular carbonic
anhydrase activity of algal cells could not be determined, chlorophyll fluorescence of photosynthetic
system activity and biomass accumulation also were no significant difference. In air cultured
（0.035%）, high extracellular carbonic anhydrase activity was determined. With acetazolamide(AZ)
to inhibite extracellular carbonic anhydrase activity, chlorophyll fluorescence activity and biomass
accumulation had a obviously difference. The above data show extracellular carbonic anhydrase has
a great significance to improve photosynthetic efficiency and efficient of biomass accumulation in
the case of low concentrations of CO2.
Key words： Scenedesmus sp； biomass energy； carbonic anhydrase； chlorophyll fluorescence

0 前言

随着化石燃料的逐渐枯竭及其燃烧后排放

CO2 的温室效应的日益显现， 越来越多的研究关

注到利用 CO2 培养薇藻积累生物质和油脂，用于

生产生物柴油和生物燃气，获取可再生能源 [1]-[3]。
合理高效地利用二氧化碳是薇藻有效积累大量生
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物质和油脂的前提， 这也是以薇藻生产生物柴油

或生物燃气的必要条件。 薇藻在适应外界 CO2 浓

度变化的过程中， 胞内形成了一种主动转移无机

碳 的 机 制——CO2 浓 缩 机 制 （CO2 concentrating
mechanism，CCM）。 该机制主要是通过转运无机

碳,改变细胞光合作用对无机碳的亲和力,使其在

核酮糖-2-磷酸羧化氧化酶的活性位点提高 CO2

浓度，有利于该酶起羧化酶作用。依靠该机制可以

使薇藻细胞在较低浓度 CO2 环境中也能达到较

高的光合速率, 研究结果表明绿藻也具有这种碳

浓缩机制,并主要存在于单细胞绿藻中,如莱因衣

藻 (Chlamydomonasreinhardtii)， 小球藻 (Chlorel-
laellipsoidea)，斜生栅藻(Scenedesmusobliqu us)等。
通过这种机制可以使绿藻细胞内具有比外界高得

多 的 无 机 碳 浓 度， 绿 藻 (Chlorellaellipsoidea)中
CO2 浓度被认为是控制 CCM 的重要因素之一,稍
高浓度 CO2(1%或更高浓度)明显抑制绿藻细胞碳

酸酐酶（CA）活性和 CCM 的形成[4]~[12]。相关研究表

明，CA 还对光合作用系统有着重要的影响 [10],[13]。
然而 CA 酶活性高低对薇藻细胞的光合作用系统

影响并没有得到系统的研究。 乙酰唑胺（AZ）是含

1，3，4-噻二唑环的杂环磺酰胺类的一种碳酸酐

酶抑制剂，并对 CA 有很好的抑制作用[15]。 本文通

过比较在两种不同 CO2 浓度培养条件下及添加

抑制剂时胞外碳酸酐酶 CA 活性的变化， 并对光

合系统中最大光能转化效率、实际光能转化效率、
光化学淬灭系数以及非光化学淬灭系数进行测

定，研究两种 CO2 浓度对栅藻胞外碳酸酐酶活性

以及光合作用系统活性的影响， 对较低浓度 CO2

培养条件下提高薇藻光合作用效率和生物质的积

累提供数据支持和理论依据。
1 材料与方法

1.1 栅藻细胞培养
栅藻（Scenedesmus sp）藻种由亚利桑那州立

大学胡强老师赠送。 培养基：BG-11[10]，光照强度

为 80 μmol/（m2·s），温度为（26±1） ℃。 分别通入

2%CO2 和空气培养， 气体流量为 100 ml/min， 并

设立添加 CA 抑制剂乙酰唑胺的试验对照组，初

始栅藻细胞浓度为 0.6 g/L，培养时间为 6 d。
1.2 生物量积累测定

每 24 h 取 10 ml 藻液，用直径 50 mm，孔径 2
μm 的醋酸纤维膜抽滤， 滤膜提前烘干并记录重

量 W0， 然后将带有藻细胞的滤膜于烘箱 105 ℃ ，
24 h 烘干，测定干重 W1。
1.3 胞外碳酸酐酶活性测定

按照 Wilber 和 Anderson 的方法， 用 pH 电

极测定碳酸酐酶活性 [15]。 胞外碳酸酐酶(CA)活性

的测定用活体完整细胞。 搜集的细胞洗涤悬浮在

20 mmol/L 巴比妥缓冲的培养溶液中(pH=8.2)。 取

0.5 mL 细胞悬浮液加入到 4 mL 预冷的 20 mmol/L
巴比妥缓冲的水中(pH=8.2),再加入 2 mL 冰浴的

CO2 饱和的蒸馏水 (向冰水中充 60 min 的纯 CO2

气体） 后, 记录 pH 值从 8.2 下降到 7.2 所需的时

间。 整个反应过程的温度控制在 4℃左右。
酶的活力单位用 EU=10×(T0/T-1)表示。 T0 和

T 分别代表饱和 CO2 中未加入和加入薇藻细胞时

pH 值下降的反应时间.
1.4 叶绿素荧光活性测定

利用叶绿素荧光仪(PAM-2100，Walz)进行叶

绿素荧光参数的测定。 测定前将微藻样品暗适应

10 min。 测量光［80 μmol/（m2·s）］测量，脉冲频率

22 s/次，持续时间为 0.8 s。 测定以下参数：
PSⅡ的最大光能转化效率 （Maximal photo-

chemical efficiency of PSⅡ）：
Fv /Fm=(Fm-Fo)Fm

PSⅡ的 实 际 光 能 转 化 效 率 （Actual photo-
chemical efficiency of PSⅡ）

Yield（Ⅱ）=(Fm’-Ft)/Fm’

光化学淬灭系数（Photochemical quenching）：
QP=(Fm’-Ft)/(Fm’-Fo)

非 光 化 学 淬 灭 系 数 （non -photochemical
quenching, qN 或 NPQ）

NPQ=(Fm-Fm’)/Fm’

1.5 溶液中 CO2浓度和 PH值测定
用 50 ml 离 心 管 取 10 ml 培 养 藻 液 分 别 用

CO2 浓度电极以及 pH 值电极连续测定 5 min，至

数值恒定， 获得溶液中的 CO2 浓度和 pH 值的变

化情况。
2 试验结果

2.1 不同培养条件下生物质干重的积累及 CA 活
性的影响

从图 1 可以看出， 试验中2%CO2，100 ml/min
培养的栅藻细胞试验组中， 添加与未添加 CA 抑

制 剂 AZ 的 试 验 组 在 生 物 质 积 累 上 没 有 明 显 差
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异，而用空气培养的试验组，添加抑制剂 AZ 后，
生物质的积累明显受到抑制。说明 2%CO2 对于薇

藻生长已充足，不需要启动 CCM 机制来提高胞内

CO2 浓度来满足生长的需要， 这从图 2 中 CA 酶

活性的试验结果也可以看出，在高浓度条件下，胞

外 CA 酶没有表现出活性。 说明这个浓度的 CO2

高于引发栅藻细胞 CCM 机制的 CO2 浓度。 而在

空气（0.035%CO2）培养的栅藻细胞，没有添加 AZ
抑制剂时胞外 CA 表现出较高的活性，添加 AZ 抑

制剂后，活性受到明显抑制而表现出微弱的活性。

2.2 不同培养条件下光合活性的变化
将栅藻细胞暗置 10 min 后，然后置于激发光

下激发， 荧光仪会检测绿色体组织可发出一种弱

的、强度随时间变化的荧光信号，此过程即为叶绿

素荧光动力学，也称 Kautsky 效应[16]。 从图 3（a）和

图 3 （b）可 以 看 出 ，2%CO2 试 验 组 具 有 较 高 的

Fv/Fm，Y（II）值和具有较高的光合作用效率，且添

加 AZ 抑制剂和未加抑制剂培养的结果无太大差

异。 试验说明说明稍高 CO2 浓度的培养下，胞外

磷酸酐酶无活性， 是否添加抑制剂 AZ 对栅藻光

合作用系统无影响。 空气试验组，添加 AZ 抑制剂

的 Fv/Fm 和 Y（II）明显受到抑制，光合作用效率较

低，这在生物质的积累数据上也能看出。与之相反

的是，空气培养与 2%CO2 培养相比，NPQ 测定值

要高很多，结果如图 3（c）和 3（d）所示，说明叶绿

素吸收的光能在以热耗散失的比例中， 空气培养

要比 2%CO2 培养高。两种浓度试验对比结果说明

空气浓度培养下抑制 CA 酶活性后， 藻细胞光合

作用不能有效地供给 CO2 而降低光合作用效率，
较低浓度虽然启动 CCM 机制，利用胞外碳酸酐酶

提高胞内 CO2 浓度， 但是对比 2%浓度培养，CO2

还是成为光合作用中的一个限制因素， 不能有效

满足光合作用的需要。为了验证以上结论，试验测

定了培养液中的 CO2 浓度和 pH 值。
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（a）叶绿素荧光 Fv/Fm 活性

图 2 不同培养条件下胞外 CA 活性的变化

Fig.2 The activity changes of extracellular CA in different
cultured condition

图 1 不同处理条件对栅藻生物质干重的积累的影响

Fig.1 The biomass of Scenedesmus sp in different conditions
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2.3 培养液中 CO2浓度和 PH值的变化
如图 4 所示，空气培养试验组中，培养液中的

CO2 浓度维持在一个较低的水平，约 10-5 mol/L，这

显 然 不 能 够 满 足 栅 藻 细 胞 正 常 的 生 长 需 要，2%
CO2， 气 体 流 量 为 100 ml/min 培 养 的 培 养 液 中，
CO2 浓度较高，最高到 3×10-4 mol/L，两者相差约

30 倍。 试验组溶液中添加 AZ 抑制剂的 CO2 浓度

要比未添加的高，说明在通入 CO2 流量相同的情

况下， 添加 AZ 抑制 CA 活性后， 抑制了少量的

CO2 的利用， 这一结果表明 CA 可以提高 CO2 的

利用效率。

从图 5 可以看出，气体流量为 100 ml/min 的

2%CO2 试验组的 pH 值接近中性 7.0，两者的 pH
值 非 常 接 近，没 有 特 别 明 显 的 差 异；而 通 入 100
ml/min 空气的试验组，pH 值呈现碱性，在不加抑

制剂 AZ 的空气试验组中，pH 值最高达 11.2， 添

加抑制剂 AZ 的试验组， 由于抑制了 HCO3
-的利

用，其 pH 值要低于未添加抑制剂的试验组。 结

果同样表明， 在较低浓度 CO2 条件下， 抑制 CA
活 性 后，可 以 减 少 溶 液 中 HCO3

-的 利 用，从 而 使

溶液中 pH 降低。

3 分析与讨论

薇藻的生长需要 CO2， 较低浓度的 CO2 不足

以满足薇藻生长所需时， 这时薇藻经过胞外碳酸

酐酶作用引发 CCM 机制， 催化溶液中的 HCO3
-+

H+=CO2+H2O 的可逆反应， 并有效地提高胞内的

CO2 浓度，提高光合作用的效率和生物质的积累。
随着 CO2 浓度的提高，胞外碳酸酐酶逐渐失去活

性，说明 CA 在较低浓度 CO2 情况下，有利于薇藻

细胞充分利用溶液中的无机碳源来满足生长所

需。 在较低浓度 CO2 培养的条件下，抑制 CA 活性

后， 光合作用系统中 PSⅡ的最大光能转化效率

Fv/Fm 和实际光能转化效率都明显降低，同时从非

光化学泯灭 NQP 的试验数据上也显示，在空气培

养（0.035%CO2）并添加抑制剂 AZ 状态下，NQP 结

果数值要明显高于无抑制剂培养的试验组。 这说

明 CA 在较低浓度 CO2（空气 0.035%CO2，通气量

100 ml/min）时，可以提高光合作用效率，从而提高

生物质的有效积累。
随着 CO2 浓度的增加， 溶液的 pH 值进一步

降低。 稍高 CO2 浓度下，溶液 pH 值偏酸性，培养

液中无机碳主要以 CO2 形式存在，CO2 分子可以

自由扩散的方式进入细胞内, 因此胞外碳酸酐酶

活性降低甚至消失；低浓度 CO2 时，溶液中 pH 值

呈现碱性，则无机碳主要以 HCO3
-形式存在,必需

依靠胞外碳酸酐酶催化 HCO3
-迅速转化成 CO2,提

高 CO2 的光饱和点，满足细胞光合作用的需要 [17]，
试验中 pH 值结果验证了这一结论。

本文通过利用两种不同浓度的 CO2 以 及 添

加 CA 抑制剂 AZ 作为对照组，研究 CA 酶的活性

以及光合作用活性的变化， 验证了较低浓度条件

下，碳酸酐酶有利于提高光合作用系统的活性，从
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图 3 叶绿素各项指标活性

Fig.3 The activities of chlorophyll
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图 5 培养液中 pH 值的变化

Fig.5 The changes of pH in medium

图4 培养液中 CO2 浓度的变化

Fig.4 The changes of CO2 concentration in medium
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而提高光合作用效率，提高生物质产率，随着溶液

中 CO2 浓度的提高，胞外碳酸酐酶的活性逐渐降

低甚至消失，说明溶液中可直接利用的 CO2 不再

是薇藻生长的限制性因素。 以上试验结果为大规

模培养产油薇藻， 获取大量生物质积累生产中合

理补充 CO2 提供了理论依据和数据支持。
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