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摘要: 以外源小球藻和岩溶区筛选出的土著小球藻为研究对象, 在封闭体系中比较研究了两种不同来源小

球藻对典型岩溶水中 Ca2+、HCO3
−的利用、藻细胞数量与其对 Ca2+、HCO3

−的利用率的关系和体系 pH的变化。

结果表明, 土著小球藻利用 Ca2+、HCO3
−的能力强于外源小球藻, 但外源小球藻对 Ca2+的利用量高于土著小

球藻, 而二者对 HCO3
−的利用量相同, 并且外源小球藻能够以胞外 CaCO3形式产生沉淀, 而土著藻则不能形

成沉淀。其次两体系中 pH 的变化显示, 两种小球藻光合作用都是先以水体中 CO2为光合作用碳源, 然后利

用 HCO3
−。外源小球藻能将岩溶水中 29.648%的 HCO3

−吸收, 而土著藻能将 40.625%的 HCO3
−通过其在食物链

中的初级生产地位将岩溶碳汇转化进入到生态系统, 表现为净碳汇效应。 
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在全球碳循环研究中, 岩溶作用的碳汇(Carbon 
sink)效应正在受到越来越多的重视。为详细研究陆
地和海洋生物群在生物地球化学循环中的作用, 自
1983 年以来, 国际科学联合会理事会制定了一项国
际地质圈―生物圈研究计划(ICBP) , 并把藻类的生
物地球化学研究作为重点[1―4]。当碳酸盐岩发生溶

蚀时, 岩溶作用表现为碳汇效应, 而当碳酸盐岩发
生沉积时, 岩溶作用表现为碳源效应, 即发生如下
可逆反应:  

CaCO3+ H2O + CO2 ⇔ Ca2++2 HCO3
−        (1) 

由反应(1)可见, 岩溶区碳酸盐岩的溶解导致水体中
含有大量的HCO3

−, 水体中HCO3
−含量通常达到 3―5 

mmol/L, 比外源水水体中的要高出几个数量级[5]。

Lerman, et al. [6]揭示了水生植物通过碳酸酐酶的作

用, 大量利用水体中的 HCO3
−进行光合作用, 在生

成有机碳的同时, 形成碳酸钙的沉积: 
Ca2++2HCO3

−→CaCO3↓+CH2O(有机碳)+O2↑  (2) 
因此, 结合反应(1)、(2)可以得出: 藻类光合作用过

程产生有机物和 CaCO3的沉积, 岩溶作用与水生藻
类的光合作用相结合表现为碳的净汇效应。在生物

地球化学循环中 , 藻类生物是一类重要的生物类
群。无论是从时间尺度还是从其生物量尺度上来说, 
藻类对生物地球化学元素的循环和对地质圈作用的

能力都是最大的[7―9]。因此, 对岩溶水生生态系统中
藻类碳汇效应的研究是极为重要的。 

本文研究了封闭条件下不同来源小球藻光合作

用对岩溶水体 Ca2+、HCO3
−利用, 分析加入小球藻后

各体系 Ca2+、HCO3
−利用情况 , 藻细胞数变化与

HCO3
−、Ca2+利用关系以及 pH 变化。目的是为了通

过估算两种不同来源小球藻通过光合作用将封闭体

系中 HCO3
−利用转化为有机物从而进入到生态系统

的量, 从而比较不同来源小球藻的岩溶净碳汇潜力。 

1  材料与方法 

1.1  藻种来源 
小球藻(Chlorella)为绿藻门小球藻属普生性单
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细胞绿藻, 是一种球形单细胞淡水藻类, 直径 3—8 μm, 
是地球上最早的生命之一, 出现在 20 多亿年前, 基
因始终没有变化, 是一种高效的光合植物, 以光合
自养生长繁殖, 分布极广, 潮湿土壤、岩石、树干上
都能发现[10,11]。 

本研究所用外源小球藻(以下简称“外源藻”)来
源于中南民族大学生命科学学院 , 为非岩溶小球
藻。土著小球藻(以下简称“土著藻”)从寨底地下河出
口石块上刮取筛选获得。 

1.2  等藻细胞液配置 
取 4 支无菌试管 2 支分别加入 10 mL 无菌水, 

另外 2支分别加入 100 mL无菌水备用。分别取 1 mL
外源藻和土著藻藻液置于两支 10 mL的试管中, 充
分混合均匀, 利用血球计数板法计数两支试管中的
藻细胞。根据两支 10 mL试管中藻细胞数量关系分
别各取适量制成 100 mL 两种等细胞藻 , 密度为
1.6×1010个/L。 

1.3  岩溶水来源 
采样点为位于广西桂林市灵川县海洋乡和潮田

乡境内的中国地质科学院岩溶地质研究所海洋-寨
底地下河系统实验研究基地地下河出口处, 地理坐
标为 25°14'11.46"N, 110°33'24.51"E。海洋-寨底地下
河系统是目前最为典型的岩溶地下河系统之一。采

集新鲜表层岩溶水储存于便携式小冰箱中, 带回实
验室并储存于 4℃冰箱备用, 水化学指标见表 1。 

1.4  培养实验 
岩溶水用孔径为 0.22 μm 微孔滤膜抽滤, 替代

双蒸水配置 BG-11 培养基, 培养基成分参照中国科
学院典型培养物保藏委员会淡水藻种库(FACHB)[12], 
但去除其中 CaCl2·2H2O 和 Na2CO3。将培养基分装

于体积为 120 mL聚乙烯瓶, 每瓶分装 100 mL培养
基液体。将 24 个聚乙烯瓶分为 A、B、C 组, 其中
A组 8个培养基中加入外源小球藻,  B组 8个培养
基中加入土著小球藻, C组为不加藻的空白对照组。
封闭体系组成为: 100 mL培养液, 藻细胞, 20 mL空
气柱, 封口膜封口盖紧瓶塞, 置于恒温培养箱中光

照培养。培养条件为: 温度 30 , ℃ 光强为 2000 lx, 全
天光照培养。每隔 24h分别从 A、B、C三组取出一
瓶进行相关数据测量, 测完后舍弃, 持续 7d。 

1.5  监测指标及仪器 
利用血球计数板来计数培养体系中的藻细胞

数。利用 WTW350i 多功能水质参数分析仪来测量
pH、溶解氧。Ca2+浓度和 HCO3

−浓度分别用德国

Merck 公司生产的硬度试剂盒和碱度试剂盒测定。
游离 CO2含量使用标准 NaOH溶液滴定。两组中分
别取最后一瓶, 缓缓倒去全部培养液, 将乙烯瓶倒
置于滤纸上, 直至瓶中全部水珠被吸干。向瓶中加
入 0.5 mol/L盐酸直至白色固着物全部溶解。利用原
子吸收仪测定其 Ca2+含量, 确定 CaCO3沉淀的量。 

2  结果与讨论 

2.1  不同来源小球藻对岩溶水中 Ca2+利用比较 
经过 7d的光照培养, A组 Ca2+浓度从 76 mg/L下

降到 42 mg/L, B组 Ca2+浓度从 76 mg/L降至 40 mg/L, 
C组 Ca2+浓度虽有小幅波动, 但终浓度并没有变化。
图 1 充分说明投入藻细胞后封闭体系 Ca2+浓度都出

现减少, 但因藻细胞来源不同而出现 Ca2+浓度变化

稍有差异。两组 Ca2+浓度变化趋势均为降低直至恒

定, 但最终外源藻组 Ca2+浓度比土著藻组低, 而且
在其终产物中有 CaCO3沉淀产生。与 C组相比, A、
B 加入藻细胞的两组 Ca2+浓度出现下降主要原因是

藻类光合作用消耗体系中 Ca2+[13]。外源藻 Ca2+浓度

变化趋势与土著藻相异主要原因可能与外源藻终产

物中产生 CaCO3 沉淀有关。藻类生物作用有利于

CaCO 3 的析出和沉淀
[ 1 4 , 1 5 ] ,  光合作用促进了对

CaCO3的沉淀, 而呼吸作用则相反[16―18]。外源藻生

长繁殖利用岩溶水中无机碳的过程中有一部分无机

碳以胞外 CaCO3形式被固定, 在本研究中外源藻通
过 CaCO3沉淀形式固定的 Ca2+量为 0.028 mmol。
McConnaughey[19]证明, 藻类在光合作用利用 HCO3

−

的过程中, 在藻细胞的表面会产生 CaCO3晶体。而

对于土著小球藻组则在其终产物中 ,  并没有检测 
 

表 1  寨底地下河出口处水化学特征 
Tab. 1  The chemical compositions of underground water in Zhaidi 

T EC K+ Ca2+ Na+ Mg2+ HCO3
− NO3

− Cl− SO2
4
−  地点 

Site 
pH 

( )℃  (μS/cm) (mg/L) 
寨底 

Zhaidi 
7.73 14.80 339 0.47 76.54 0.76 3.24 205.76 0 3.14 10.09 
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到 CaCO3生成。这说明与外源小球藻相比土著藻能

将更多岩溶作用产生的无机碳转化为有机物, 从而
将岩溶碳汇转入生态系统。 

Ca2 +是控制生命体生长和死亡的重要信号因

子。在细胞分化过程中, 通过 Ca2+信号蛋白调控细胞

分化, 从而在细胞尺度来控制生命体生长和凋亡[20]。

Ca2+信号在参与这一方面已有研究, 并且充分证据
显示, 蓝藻能通过放出胞内和吸收胞外 Ca2+的转运

方式来感应和区别不同环境刺激[21]。在图 1中土著
藻和外源藻对岩溶水反应明显不同, 土著藻相对于
外源藻反应更快, 更能适应高 Ca2+浓度环境, 而外
源藻略慢。主要原因可能是土著藻长期生活在岩溶

水环境中已适应高 Ca2+浓度, 而外源藻则可能需要
一段时间产生某些机制调节细胞内 Ca2+浓度, 以使
藻细胞能更好适应外部高 Ca2+环境。图 2、图 3 为
随实验进行两体系中藻细胞数与 Ca2+浓度的对应关

系。加入土著藻组 Ca2+浓度先降低后升高主要原因

是由于封闭体系对藻类数量有一个环境容纳量, 导 
 

 
 

图 1  在相同培养条件下岩溶水中 Ca2+浓度变化曲线 
Fig. 1  The alteration curve of Ca2+ concentration in the same 
culture condition 

 

 
 

图 2  土著藻细胞数与 Ca2+浓度关系曲线 
Fig. 2  The relation curves between native chlorella cell numbers 
and Ca2+ concentration 

 
 

图 3  外源藻细胞数与 Ca2+浓度关系曲线 
Fig. 3  The relation curves between exogenous chlorella cell num-
bers and Ca2+ concentration 

 
致种群密度在此环境中呈现“S”型曲线增长[22]。当藻

细胞数量超过环境容纳量时, 一部分藻细胞凋亡胞
液中Ca2+流出补给到水体中导致Ca2+浓度出现升高, 
而外源藻组的 CaCO3沉淀机制对封闭体系中 Ca2+浓

度起调节作用从而调控藻细胞生长[23]。当体系 Ca2+

浓度恒定后, 藻细胞数呈下降趋势原因可能与体系
其他养料耗尽有关, 具体原因有待深入研究。 

2.2  不同来源小球藻对岩溶水中 HCO3
−的利用比较 

如图 4 加入两种小球藻后, 水体中游离 CO2从

0.405 mg 不断减少直至耗尽, 不同的是土著藻从第
2天开始游离 CO2为 0, 而外源藻则出现在第 3天。
Raven[24]实验证明许多海洋微藻在 CO2 利用受到限

制时, 会诱导产生大量碳酸酐酶(Carbonic anhydrase, 
CA)以海水中 HCO3

−为碳源。图 5表明两种小球藻均
能以岩溶水中 HCO3

−为碳源进行光合作用, 并且二
者对 HCO3

−利用总量相同。加入土著藻的组, 从第 2
天开始 HCO3

−浓度开始急剧减少, 而加入外源小球
藻的组HCO3

−浓度从第 3天才开始降低后至恒定, 最
终两体系 HCO3

−浓度均从 3.2 mmol/L 减少到 1.9 
mmol/L。 

pH 漂移技术是目前研究无机碳利用机制和能
力较为普遍的一种方法[25,26]。其原理是利用密闭培

养系统在一定条件下对藻类进行持续光照, 随着藻
类光合作用对无机碳的利用, 水中无机碳不断减少, 
导致 pH 不断升高。当无机碳减少到一定程度的时
候, pH则达到一个最大的稳定值(pH补偿点)。因为
pH为 9左右的时候, 游离 CO2浓度接近于零, 只利
用 CO2的藻类无法对无机碳继续利用来进一步提升

pH, 所以只利用 CO2的藻类 pH 补偿点在 9 左右。
漂移实验的最终 pH 常用来比较不同沉水植物对
HCO3

−利用率 , 值越大表明对 HCO3
−的利用效率越  
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高[27]。由图 4、图 5可知, 土著小球藻组在第 2天 pH
接近 9, 体系中游离CO2浓度接近于零, 因此从第 2天
开始利用体系中 HCO3

−, 而外源小球藻在实验进行到
第 3天时, 体系中 pH才接近 9此时才开始利用体系中
HCO3

−。加入不同来源藻的两体系 HCO3
−随藻细胞数

的增加而减少。图 6、图 7、图 8 中可知当 HCO3
−  

 

 
 

图 4  封闭体系中游离 CO2变化曲线 
Fig. 4  The change curve of free CO2 in the closed system 

 

 
 

图 5  相同培养条件下岩溶水中 HCO3
−变化曲线 

Fig. 5  The alteration curve of HCO3
− concentration in the same 

culture condition 
 

 
 

图 6  相同培养条件下岩溶水中 pH变化曲线 
Fig. 6  The alteration curve of pH concentration in the same cul-
ture condition 

 
 

图 7  加入土著藻的体系 HCO3
−浓度与藻细胞数的变化关系曲线 

Fig. 7  The relation between HCO3
− concentration and chlorella 

cell numbers with the present of native chlorellas 
  

 
 

图 8  加入外源藻的体系 HCO3
−浓度与藻细胞的变化关系曲线 

Fig. 8  The relation between HCO3
− concentration and chlorella 

cell numbers with the present of exogenous chlorellas 
 
减少到恒定值时, 体系中的藻细胞出现剧减。原因
是在有限的封闭体系中藻细胞为争夺有限的光合作

用碳源 HCO3
−而导致藻细胞数量的剧减。 

2.3  不同来源小球藻对地质碳汇的转化量 
岩溶水体中 Ca2+总量为 0.152 mmol, HCO3

−总量

为 0.256 mmol。投入土著藻的体系中, Ca2+减少量为

0.064 mmol, HCO3
−减少量为 0.104 mmol, 在其体系

中并没有 CaCO3 沉淀形成 , 因此 , 其体系中有
40.625%的 HCO3

−被土著藻转化为有机物从而进入

到生态系统。而投入外源藻的体系中 Ca2+减少量为

0.068 mmol, HCO3
−减少量为 0.104 mmol, 并且原子

吸收仪定量检测到有 0.028 mmol的 CaCO3沉淀形成。

假设减少的 Ca2+全部形成 CaCO3 沉淀, 并消耗等量
HCO3

−, 那么被藻类利用的 HCO3
−量为 0.076 mmol, 占

总量的 29.648%。与非岩溶区藻类相比, 岩溶水生生态
系统中水生藻类的碳汇能力更大。 

在不同来源小球藻对封闭体系岩溶水体中

Ca2+、HCO3
−利用过程中可以明显看出, 在有限的封

闭体系中, 在生物生长的生态因子光照、温度、水
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等都适宜的情况下 , 藻类的生长受制于环境因子 , 
即环境中 Ca2+、HCO3

−、游离 CO2 的量。在岩溶水

生生态系统中, 限制藻类生长的主要因素是生态因
子光照、温度等。严国安和刘永定[28]详细总结了包

括海洋、湖泊、水库和溪流等水生生态系统的碳循

环过程及其对大气 CO2的汇作用, 并对水体生态系
统碳循环和大气 CO2 汇的因素进行了讨论。据

Downing, et al.[29]研究表明, 在湖泊中, 碳酸钙的沉
积具有很大的作用。在全世界范围内, 碳酸盐湖泊
面积约 1.6×106 km2, 其对溶解无机碳的平均滞留率
只有 5 g/(Cm2·a)左右, 则全世界湖泊对溶解无机碳
的总汇估计可达到 0.026 Gt/Ca, 其中至少 70%来源
于大气 CO2, 约为 0.0182 Gt/Ca。因此, 湖泊总碳汇
约 为 0.077 Gt/Ca, 其 中 对 大 气 CO2 汇 达 到

0.0532CO2 Gt/Ca。因此 , 在岩溶水生生态系统中 , 
藻类光合作用对岩溶碳汇效应的贡献是巨大的。 

以上结果显示, 在岩溶水生生态系统中处于食
物链最底层的生产者—水生藻类的岩溶碳汇效应不
容忽视。 

3  结论 

(1)土著小球藻和外源小球藻均能通过光合作
用利用岩溶水中 Ca2+、HCO3

−, 二者对岩溶水中
HCO3

−的利用总量相同 , 但外源小球藻与土著小球
藻相比能利用更多 Ca2+, 并且外源小球藻能形成胞
外 CaCO3 沉淀 , 而与土著藻组相比外源藻组中
CaCO3 沉淀机制对封闭体系中藻细胞的生长起到了

很好的调控作用。而土著藻小球藻则不能。 
(2)两种小球藻对封闭体系中无机碳的利用时

都是先利用培养体系中游离 CO2, 然后再利用水体
中 HCO3

−进行光合作用。当封闭体系中 pH低于 9时, 
两体系中小球藻主要以游离 CO2 为光合作用碳源, 
当 pH高于 9时小球藻则以 HCO3

−为光合作用碳源。 
(3)土著藻小球藻能将岩溶水中 40.625%的

HCO3
−利用, 外源小球藻能将 29.648%的HCO3

−利用。

土著小球藻的岩溶碳汇潜力大于外源的小球藻。在

岩溶生态系统中土著藻的岩溶碳汇效应是巨大的。

此外, 从生态系统能量流动角度看, 藻类属于生态
系统的初级生产者, 藻类将岩溶水中 HCO3

−吸收转

化为有机物的过程中量是非常巨大的。从物质循环

角度看, 无机碳被藻类转化为有机碳, 从而将地质
圈的碳转化进入到生态系统, 表现为净碳汇效应。 
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UTILIZATION OF Ca2+ AND HCO3
− IN KARST WATER BY CHLORELLA  

FROM DIFFERENT SOURCES 

WANG Pei1, 2, CAO Jian-Hua1, LI Liang1, YANG Hui1 and LI Guang-Chao1, 2 
(1. Karst Dynamics Laboratory, MLR, Institute of Karst Geology, CAGS, Guilin 541004, China;  

2. College of Life Science, Guangxi Normal University, Guilin 541004, China) 

Abstract: We compared the utilization of Ca2+ and HCO3
− in typical karst water by exogenous chlorella and native 

chlorella in a closed system. Analyzed the relationship between chlorella cell numbers and the utilization rate of Ca2+ 
and HCO3

− and the variation of pH value. The results showed that the native algae had higher ability in utilizing Ca2+ and 
HCO3

− than exogenous chlorella, while exogenous chlorella had higher Ca2+ utilization amount than native algae. The 
utilization amounts of HCO3

− of them were the same. In addition, exogenous chlorella can form CaCO3 sediment, but 
native can not. The variation of pH value in the closed system revealed that both of the two algae firstly utilized the 
dissolved carbon dioxide as photosynthesis carbon source, and then made use of HCO3

−. Exogenous chlorella absorbed 
29.648% HCO3

− in the karst water, native algae utilized 40.625% HCO3
−. As the primary producer in the food chain, the 

two kinds of aquatic algae transformed HCO3
− and took it into the ecological system. 

 
Key words: Chlorella; Ca2+; HCO3

−; Karst ecosystem; Net carbon sink effect 


