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摘要 海草光合无机碳利用策略的研究有助于揭示其生态适应机理. 然而, 目前有关营养盐对海草光合无机碳利

用策略的影响方式尚不清楚, 亟待开展研究. 本研究选取两个受不同程度人类活动影响且环境营养盐差异较大的

热带典型海草床(海南岛潭门和西沙永兴岛海域), 结合氧电极技术、叶绿素荧光技术和非损伤微测技术, 对比探讨

海草优势种泰来草(Thalassia hemprichii)光合无机碳利用方式的异同. 研究发现, 在添加碳酸酐酶抑制剂乙酰唑胺

(acetazolamide, AZ)和乙氧苯噻唑胺(6-ethoxyzolamide, EZ)后, 潭门海域泰来草光合放氧速率显著降低, 但AZ和EZ
的抑制差异不大, 表明其主要通过胞外碳酸酐酶的作用吸收HCO3

−; 同时添加碱性缓冲液三氨基甲烷盐酸盐(hy-
droxymethyl, Tris), 对潭门泰来草光合放氧的抑制率高达100%, 且最大相对电子传递速率和H+内流速率降低, 表

明其存在H+/HCO3
−协同转运方式. 然而, 在添加AZ和EZ后, 西沙永兴岛泰来草光合放氧速率和最大电子传递速率

没有显著变化, 且Tris缓冲液对其光合放氧的抑制超过100%, 并显著降低最大电子传递速率, 这表明西沙永兴岛泰

来草主要以H+/HCO3
−协同转运为主. 因此, 处于受人类活动影响较大、营养负荷较高且可利用光较弱的海南岛海

域泰来草, 既可通过胞外碳酸酐酶催化HCO3
−转化为CO2后进入细胞, 也可通过H+/HCO3

−协同转运进入细胞; 而处

于受人类活动影响较少、营养负荷较低且可利用光较强的西沙海域泰来草,则主要依靠H+/HCO3
−协同转运进入细

胞. 当泰来草面临比较不利的高营养盐与弱光生长环境, 需要增加光合无机碳利用策略(如胞外碳酸酐酶的作用),
以提高对无机碳的利用能力来满足抗逆和生长的需求, 这表明泰来草具有根据地域环境选择性表达无机碳利用方

式的能力.
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海草(seagrass)是生活在海水中完成开花、结果和

萌发的高等被子植物[1]. 全球当前已知的海草共有6科
13属74种[2]. 海草床(seagrass bed)生态系统作为当今世

界上生产力最高的生态系统之一, 具有重要的生态系

统服务功能[3~5]. 近年来, 海草床的“蓝碳”功能愈来愈

受到重视, 逐渐成为国内外研究的前沿与热点[6~8]. 海
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草床的面积虽不足海洋总面积的0.2%, 但其每年的碳

埋藏量可占据超过全球海洋碳埋藏量的10%, 承担着

全球碳储库的重要作用[9,10].
海水中的CO2含量相比大气中的较低, 且在海水中

扩散速度是空气中的10−4[11,12]. 当前, 海水平均pH为

8.1~8.2, 溶解态CO2仅占溶解无机碳(dissolved inorgan-
ic carbon, DIC)的1%, 而HCO3

−和CO3
2−分别占90%和

9%[13]. 故海洋植物需要进化出不同于陆地植物对无机

碳的吸收利用方式, 才能在海水中的低无机碳环境中

生存和生长[14]. 海草作为光合自养生物, 必须通过吸收

充足的无机碳来进行光合作用, 其无机碳的选择和利

用方式决定了光合的速率. 因此, 需要深入研究海草对

无机碳的选择及其利用方式.
对海洋植物的研究发现, 在光合细胞外存在由

H+向外转运的酸区(acid zones), 通过H+/HCO3
−协同向

内转运以提高HCO3
−的利用效率[15,16]; 或通过借助酸区

提高HCO3
−向CO2的转化效率, 以提高胞外CO2分压进

而增加其扩散进入细胞的速率[17]. 而且, 碳酸酐酶也会

催化HCO3
−向CO2的转化来提高胞外CO2分压[12,15,18].

已有研究证明, 海草可以依托细胞特定的碳浓缩机制

(carbon dioxide concentrating mechanism, CCM)转运

HCO3
−进入胞内供给光合作用[19~21].

泰来草(Thalassia hemprichii)是水鳖科(Hydrochar-
itaceae)泰来草属(Thalassia)海草, 广泛分布于太平洋-
印度洋和大西洋的热带沿海地区, 具有较强的抗环境

胁迫能力[22,23]. 尽管对泰来草无机碳利用方式已经进

行了一些研究, 但仍然存在争议. 例如, 泰来草不能利

用HCO3
−, 仅能吸收CO2

[19,24]; 或者泰来草可直接吸收

HCO3
−, 同时也部分依赖碳酸酐酶催化HCO3

−水解[25];
泰来草也可通过质子泵与碳酸酐酶共同作用使HCO3
−脱水[26]. 这些不一致的研究结果, 可能是由于泰来草

的生长环境差异以及应用的研究测定方法不同而导致

的. 泰来草作为我国热带海域的重要海草优势种, 主要

分布在海南岛东部陆源沉积物或陆源沉积物与珊瑚礁

碎屑混合底质, 以及西沙珊瑚礁底质, 且受到不同程度

营养负荷的影响[27]. 营养负荷是否会改变泰来草的无

机碳利用方式? 目前尚不清楚, 亟待开展研究.
因此, 本研究选取生长在不同营养负荷环境(海南

岛东部潭门和西沙永兴岛海域)下的热带典型海草

——泰来草为研究对象, 通过结合氧电极技术和叶绿

素荧光技术, 对比探讨添加碳酸酐酶抑制剂乙酰唑胺

(acetazolamide, AZ)、乙氧苯噻唑胺(6-ethoxyzolamide,

EZ)和碱性缓冲液三氨基甲烷盐酸盐(hydroxymethyl,
Tris)后光合速率的变化, 并利用非损伤微测技术(non-
invasive micro-test technology, NMT)测定泰来草叶肉

细胞H+流速的变化, 阐释营养盐对泰来草光合无机碳

利用策略的影响. 本研究提出假说: 泰来草面临比较不

利的高营养负荷环境, 需要增加光合无机碳利用策略,
以提高对无机碳的利用能力来满足抗逆和生长的需求.
本研究将有助于阐明我国热带海域泰来草的光合无机

碳利用方式及其关键影响因素, 为加深对海草的固碳

机理和海草床生态系统“蓝碳”功能的认知提供理论

依据.

1 材料与方法

1.1 研究区域概况

本 研 究 主 要 采 集 海 南 省 琼 海 市 潭 门 海 域

(110.6075°E, 19.1822°N)和西沙永兴岛海域(112.3533°E,
16.8449°N)的泰来草. 其中, 潭门海域生长有多种类海

草, 主要优势种为泰来草和海菖蒲(Enhalus acoroides).
该海域海草生长的底质主要是陆源泥沙与珊瑚礁碎屑

混合底质 , 其中砂质、粉砂和黏土的占比分别为

95.40%±0.74%、4.40%±0.60%和0.20%±0.007%[28]. 近

年来, 随着人类活动的逐渐加剧, 如岸边的虾塘养殖、

石斑鱼养殖和港口建设, 以及河流的营养盐输入, 海草

床生境逐年变差, 生长水体浑浊度增加, 海草床斑块化

程度越来越高, 面积逐年减少[29]. 相比潭门海域, 西沙

永兴岛海域终年高温, 年阳光辐射量较大, 海水透明度

较高, 且受人类活动影响较小[30]. 永兴岛海域海草优势

种主要为泰来草和卵叶喜盐草(Halophila ovalis), 且生

长底质多为珊瑚礁底质[22], 其中砂质、粉砂和黏土的

占比分别为97.60%±1.70%、2.40%±1.70%和0.00%
±0.00%[27]. 西沙永兴岛海域的沉积物中砂质成分占比

高于潭门海域, 但粉砂和黏土相对较少.

1.2 实验方法

为更好地反映海南省琼海市潭门海域和西沙永兴

岛海域的泰来草生境状态, 在春(2021年5月)、夏(2020
年7~8月, 7月底8月初)、秋(2020年11月)、冬(2021年1
月)进行4个季度的环境监测, 所得数据取均值并进行

方差分析. 用营养盐分析仪(Seal AA3)测定海水和沉积

物间隙水的无机氮营养盐(硝态氮+亚硝态氮+氨氮)浓
度. 使用S2-Meter和Seven2GO Pro分别测量水体pH和
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溶解氧(dissolved oxygen, DO), 使用手持式温盐计(YSI
Pro30)测量海水温度及盐度. 2020年夏季, 使用450°C灼
烧4 h后冷却至室温并称重的Whaman GF/F滤膜

(0.7 μm孔径)过滤500 mL原位海水, 在50°C烘箱内烘干

至恒重并计算重量之差测得悬浮颗粒物(suspended so-
lid)含量.

2020年夏季和秋季均分别在海南岛琼海潭门海域

和西沙永兴岛海域海草床采集泰来草和海水, 进行光

合无机碳利用方式的探讨实验. 并将泰来草叶片清洗

干净, 去除附生藻类后置于原位海水中暂养1 d, 设置

光源(AI Hydra 32HD)光照强度为150 μm photons m−2 s−1.
碳酸酐酶抑制剂AZ不能渗透细胞而只抑制胞外碳酸

酐酶的活性, 而EZ能渗透细胞从而抑制细胞内外碳酸

酐酶的活性, 可依此来判断泰来草胞内外碳酸酐酶对

转运无机碳的协助作用; Tris作为碱性缓冲溶液可以吸

收细胞释放的H+并维持环境中pH稳定, 从而判断H+转

运对无机碳利用的作用[31].
2020年秋季进行光合放氧速率实验. 实验采用透

明的50 mL离心管, 选取规格一致的泰来草健康叶片,
添加30 mL原位海水, 同时分别添加AZ、EZ和Tris-
HC l , 使AZ、EZ和T r i s - HC l的浓度对应达到

100、100 μmol/L和50 mmol/L(pH 8.0). 实验共设置4
组, 其中1组为空白对照, 每组3个平行. 在反应温度

24.2°C, 光照强度150 μmol photons m−2 s−1的环境中培

养1 h后, 再次测量溶解氧含量, 并记录反应前后溶解氧

含量之差. 在测量完毕后, 将海草叶片烘干并称重记录.
将测得的溶解氧差除以烘干后泰来草叶片干重(dry
weight, DW), 得到每单位质量干重的光合放氧速率(O2

μmol/(mg h)).
2020年夏季和秋季, 进行叶绿素荧光实验. 分别选

取经同样预处理后的健康泰来草叶片放置于50 mL离
心管内, 添加30 mL原位海水, 同时分别添加AZ、EZ和
Tris-HCl, 使AZ、EZ和Tris-HCl的浓度对应达到

100、100 μmol/L和50 mmol/L(pH 8.0). 实验共设置4
组, 其中1组为空白对照, 每组4个平行. 在室内人工光

照环境下(温度24.2°C, 光强150 μmol photons m−2 s−1)
培养1 h. 使用MINI-PAM调制叶绿素荧光仪(德国

WALZ公司)对叶片测定快速光曲线(rapid light curve,
RLC), 设置8个光合有效辐射(photosynthetically active
radiation, PAR)梯度(24、88、179、328、512、729、
1121、1563 μmol photons m−2 s−1)分别测量子产量. 在
任一PAR强度下, 打开饱和脉冲前的荧光为F, 打开饱

和脉冲得到的最大荧光为Fm′, 由此可以得出光适应状

态下光系统II的实际量子产量ΦPSII. 根据每一光强下实

时荧光和最大荧光计算对应的相对电子传递速率

(rETR). 快速光曲线(RLC)使用电子传递速率(rETR)[32]

的相对测量值(因为没有直接测量叶片吸光度), 计算公

式如下:

rETR = × PAR ×  0.5 × AF, (1)PSII

使用仪器默认的AF值(AF=0.84)来计算rETR.
RLC为电子传递速率随光强的变化曲线. 使用

SPSS 26软件通过采用Levenberg-Marquardt非线性曲

线拟合按Smith[33]模型进行计算, 可以确定泰来草叶片

的实际光化学效率. 为定量研究RLC, 需要确定RLC的
几个重要参数, 如α、半饱和光强Ek及rETRmax:

rETR = (rETR × × PAR)
(rETR +( PAR)

, (2)max

max
2 2

E = rETR , (3)k
max

式中, rETR为光合速率, 即相对电子传递速率; rETRmax

为最大光合速率, 即最大相对电子传递速率; α为初始

斜率, 反映了光能的利用效率; Ek为半饱和光强, 反映

了样品对强光的耐受能力.

1.3 海草叶肉细胞H+流速测定

由于西沙距离非损伤微测仪器所在的实验室路程

较远, 无法保证非损伤微测仪器测定时泰来草叶片能

够维持较为稳定的状态, 故只测定了潭门海域泰来草

叶片的H+流速, 来反映Tris-HCl添加对H+的影响. 实验

对象为潭门海域泰来草叶片, 采用非损伤微测技术

(NMT Physiolyzer, MA01002, 美国扬格公司; 旭月(北
京)科技有限公司), 测定H+进出泰来草叶肉细胞的实时

速率, 即H+流速. 分别取经过原位海水和添加Tris缓冲

液的原位海水处理后的待测叶片, 确定叶片中的一小

块待测区域, 用手术刀从中切出3 mm×3 mm大小的叶

片组织. 将叶片组织固定在培养皿中, 加入5 mL测试液

(0.1 mmol/L CaCl2, pH 6.0)后上样检测.
在显微镜下找到目标检测区域, 将H+流速传感器

置于距离叶肉组织表面约30 μm处开始检测. 每个样品

检测10 min, 每组检测4个重复. 通过imFluxes V2.0软件

(YoungerUSA LLC, Amherst, MA 01002, 美国)直接读

取H+流速数据, 流速单位为mol cm−2 s−1, 正值代表外

排, 负值代表吸收.
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1.4 统计分析

使用Excel 2016软件对数据进行统计和预处理, 使
用SPSS 26对实验数据进行单因素方差分析的LSD
(least significant difference)和多元t检验法比较组间差

异、正态性检验, 对环境参数进行独立样本非参数检

验(Mann-Whitney U test)对比组间差异. 使用Origin
2021进行图形绘制, 所得结果均为重复平均值±标准差

(mean±SD), 显著性水平设定为P<0.05.

2 结果与分析

2.1 泰来草生长环境参数的差异

海南岛潭门和西沙永兴岛海域海草床的环境参数

具有显著的差异(表1和2). 例如, 海水温度、盐度、pH
和溶解氧浓度均呈现西沙永兴岛海域>潭门海域, 受

人类活动影响而变化的海水和沉积物间隙水的溶解

无机氮浓度, 在4个季节均呈现潭门海域>西沙永兴岛

海域.

2.2 营养负荷对泰来草光合放氧速率的影响

由图1可知, 泰来草叶片在经过AZ、EZ和Tris处理

后叶片光合放氧速率出现不同程度的变化. 西沙海域

泰来草叶片在CK、AZ和EZ组的光合放氧速率均高于

潭门海域, 两地对照组泰来草的光合放氧相对速率分

别为94.529±12.177和75.656±7.076 O2 μmol/(mg h). 根
据图1, 潭门海域泰来草在添加AZ和EZ后光合放氧速

率均显著下降(P<0.05), 光合放氧抑制率可达29.2%和

20.4%(AZ和EZ处理间无显著性差异); 而在西沙永兴

岛海域, 对照组与AZ和EZ添加组的光合放氧速率则无

显著性差异, 且抑制率仅为8.43%和−1.57%. 潭门和西

沙永兴岛海域泰来草在添加Tris缓冲液后光合放氧抑

制率甚至超过100%.

表 1 海南岛潭门海域和西沙永兴岛海域海草床环境参数a)

Table 1 The environmental parameters of seagrass beds in Tanmen sea areas of Hainan Island and Yongxing sea areas of Xisha Islands

间 位置 温度(°C) 盐度(Salinity) pH 溶解氧DO(mg L−1) 悬浮颗粒物SS(mg L−1)

春季

潭门海域

29.6±0.20 31.86±1.15 8.17±0.03 8.84±0.08

夏季 28.96±0.75 33.51±0.22 8.02±0.03 3.44±0.79 9.28±3.31

秋季 24.7±0.00 32.83±0.20 8.30±0.00 7.09±0.06

冬季 18.43±0.15 33.26±0.05 8.25±0.04 8.70±0.36

年均 25.43 ±4.67a 32.87±0.83a 8.19±0.11a 7.02±0.11a 9.28±3.31a

春季

西沙海域

33.45±0.23 34.72±0.14 8.27±0.04 11.04±1.04

夏季 31.07±0.74 33.61±0.11 8.07±0.39 5.69±3.67 7.71±0.92

秋季 30.47±1.88 33.57±0.05 8.91±0.06 12.72±1.87

冬季 23.87±1.72 34.47±0.18 8.25±0.08 8.8±0.61

年均 29.53±4.10b 34.17±0.54b 8.42±0.35a 10.12±2.84b 7.71±0.92a

a) 同一列中不同的小写字母表示年均数值之间存在显著性差异(P<0.05), mean±SD

表 2 海南岛潭门海域和西沙永兴岛海域溶解无机氮浓度a)

Table 2 The dissolved inorganic nitrogen concentration of seagrass beds in Tanmen sea areas of Hainan Island and Yongxing sea areas of Xisha
Islands

时间
海水溶解无机氮(μmol L−1) 间隙水溶解无机氮(μmol L−1)

潭门海域 永兴海域 潭门海域 永兴海域

春季 3.65±0.87a 3.63±0.86a 85.71±9.6a 52.47±7.92b

夏季 4.63±1.09a 3.99±1.65a 142.61±28.58a 137.53±8.8a

秋季 10.33±2.4a 7.14±2.63b 98.69±6.55a 27.82±5.56b

冬季 1.7±0.31a 1.36±0.44b 72.04±6.48a 40.71±5.38b

a) 同一行同一指标不同的小写字母表示数值之间存在显著性差异(P<0.05), mean±SD
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2.3 营养负荷对海草电子传递速率的影响

叶绿素荧光技术可以在一定程度上揭示海草光合

能力, 反映海草对环境的适应能力, 是研究海草环境适

应的有效手段[34]. 根据图2和3可见, 2020年夏季和秋季

添加AZ和EZ抑制剂对RLC均无明显影响, 而夏季和秋

季添加缓冲剂Tris后, RLC曲线均明显下移, 叶片电子

传递速率能力明显减弱.
α表示光能利用效率, 代表植物光合的健康程度.

潭门和西沙海域仅在添加Tris后出现下降, 而仅有西沙

海域下降显著(P<0.05). 最大电子传递速率rETRmax代

表光合作用的最大能力, Ek半饱和光强表示其耐受强

光的能力, 二者具有较强的一致性. 由图3可知, 西沙永

兴岛海域泰来草rETRmax和Ek在夏季和秋季均比潭门同

期的高. 在夏季和秋季, 添加AZ和EZ后, 潭门泰来草的

rETRmax和Ek相比对照的, 均没有降低, 而添加Tris缓冲

液后rETRmax和Ek则有一定程度的降低. 同样, 在夏季和

图 1 添加不同抑制剂和缓冲液对海南岛潭门和西沙海域泰来草光

合放氧速率的影响. 以CK组作为参照, 计算相对速率, *表示显著,
P<0.05
Figure 1 The effect of adding different inhibitors and buffers on the
photosynthetic oxygen evolution rate of Thalassia hemprichii in Tanmen
sea areas of Hainan Island and Yongxing sea areas of Xisha Islands.
Using the CK group as a reference to calculate the relative rate, *
significant, P<0.05

图 2 (网络版彩色)添加不同抑制剂和缓冲液对海南岛潭门和西沙海域泰来草快速光曲线的影响. (a) 空白对照; (b) 添加AZ至100 μmol/L; (c)
添加EZ至100 μmol/L; (d) 添加Tris至50 mmol/L. TM, 潭门; XS, 西沙; SU, 夏季; AU, 秋季
Figure 2 (Color online) The effects of adding different inhibitors and buffer on the RLC of seagrass in Tanmen sea areas of Hainan Island and
Yongxing sea areas of Xisha Islands. (a) Blank control group; (b) add AZ to 100 μmol/L; (c) add EZ to 100 mmol/L; (d) add Tris to 50 mmol/L. TM,
Tanmen; XS, Xisha; SU, summer; AU, autumn

论 文

5
 https://engine.scichina.com/doi/10.1360/TB-2022-0796



秋季, 添加AZ和EZ后, 西沙永兴岛泰来草的rETRmax和

Ek相比对照的, 均没有显著下降, 而添加Tris缓冲液后,
rETRmax和Ek则有显著的降低.

2.4 营养负荷对泰来草叶肉细胞H+流速的影响

NMT测量结果的正值代表外排, 负值代表吸收. 在
添加呈弱碱性的Tris缓冲液后, 潭门海草叶肉表皮细胞

(图 4 ( a ) ) H + 内流速度显著下降 , 从空白组的

12 mol cm−2 s−1降低至6 mol cm−2 s−1(图4(b)). 这表明

Tris碱性缓冲溶液中和H+外排形成的酸区, 抑制了

HCO3
−/H+共转运的途径.

3 讨论

泰来草作为印度洋-太平洋和大西洋的广分布种,
可能需要进化出多种无机碳利用途径, 以适应不同地

区的环境变化 , 来满足自身生长发育和繁殖的需

求[19,24~26,35]. 本研究中, 海南岛潭门和西沙永兴岛海域

海草床由于受到不同程度人类活动的影响, 两个海草

床的环境参数特别是海水和沉积物间隙水营养盐以及

海水SS含量存在较大的差异. 本研究通过结合氧电极

技术、叶绿素荧光技术和非损伤微测技术(NMT), 发

现不同营养负荷环境下泰来草对无机碳的利用方式存

在差异.
本研究发现, 西沙永兴岛海域泰来草的光合放氧

速率、最大相对电子传递速率及半饱和光强分别比潭

门海域高24.95%、24.54%和28.73%, 表明西沙永兴岛

海域泰来草的生长状态较好, 光合效率较高. 这与西沙

永兴岛海域较少的人类活动、较低的营养盐和较高的

海水透明度一致. 同样, 藻类所覆盖的泰来草受光照强

度和无机碳吸收都会受到一定程度的影响, 其最大相

对电子传递速率也比没有藻类覆盖的低[25]. 而且, 光强

降低或者营养盐增加, 都会降低海草的光合作用速

图 3 添加不同抑制剂和缓冲液对海南岛潭门和西沙海域泰来草叶绿素荧光参数的影响. (a) 光能利用效率; (b) 最大电子传递速率; (c) 半饱和

光强. *表示显著, P<0.05
Figure 3 The effects of adding different inhibitors and buffer on chlorophyll fluorescence parameters of T. hemprichii in Tanmen sea areas of Hainan
Island and Yongxing sea areas of Xisha Islands. (a) Light energy use efficiency; (b) maximum electron transfer rate; (c) half-saturation light intensity. *
significant, P<0.05
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率[36], 前期的研究也发现, 西沙永兴岛海域泰来草叶片

的氮含量和δ15N含量也比海南岛东南部海域的低[27].
因此, 泰来草的光合作用速率也可作为监测指标来指

示海草床生态系统的健康状况[37].
处于较高营养负荷环境的潭门海域泰来草叶片,

在添加AZ和EZ后其光合放氧速率显著下降 , 高达

29.2%和20.4%. AZ和EZ抑制剂可以对碳酸酐酶产生一

定的抑制作用, 阻碍其水解HCO3
−[31]. 这表明潭门泰来

草可以利用碳酸酐酶催化吸收利用HCO3
−. AZ不能渗

透细胞而只抑制胞外碳酸酐酶的活性, 而EZ能渗透细

胞并抑制细胞内外碳酸酐酶的活性[38], 且AZ和EZ对潭

门泰来草光合放氧的抑制并没有显著差异, 这表明泰

来草主要通过胞外碳酸酐酶的作用吸收利用HCO3
−.

同时, 添加Tris缓冲液, 对潭门泰来草叶片光合放氧的

抑制高达100%, 并且降低最大相对电子传递速率和

H+内流速率. 这表明潭门泰来草叶片中存在质子泵转

运H+形成酸区 , 协助提升对HCO3
−的吸收利用能

力[16,39]. 因此, 处于较高营养负荷环境潭门海域的泰来

草叶片, 存在碳酸酐酶和质子泵协助吸收利用HCO3
−,

其利用方式包括: 碳酸酐酶催化HCO3
−水解生成CO2后

通过扩散进入; 质子泵转运H+形成酸区并联合胞外碳

酸酐酶水解生成CO2后通过扩散进入; 质子泵外排

H+形成酸区后H+/HCO3
−协同转运 [20]. 这与Uku等

人[26]
、Gavin和Durako[39]以及江志坚[40]的研究结果一

致. 然而, 处于较低营养负荷环境的西沙永兴岛泰来草

叶片, 在添加AZ和EZ后, 其光合放氧速率并没有显著

变化, 且对应的最大光合电子传递速率也没有显著变

化. 这表明西沙永兴岛泰来草可能不存在碳酸酐酶的

作用来吸收利用HCO3
−. 添加Tris缓冲液, 对西沙永兴

岛泰来草叶片光合放氧的抑制也高达100%, 且显著降

低最大电子传递速率, 表明其存在质子泵转运H+形成

酸区. 因此, 处于较低营养负荷环境的西沙永兴岛泰来

草叶片, 其无机碳摄取主要以H+/HCO3
−协同转运为主

(图5).
营养盐和光照是影响海草生长的主要环境因素[41],

可能也是导致潭门和西沙永兴岛泰来草无机碳利用方

式存在差异的主要原因[42]. 相对西沙永兴岛海域, 海南

岛潭门海域由于人口稠密受人类活动影响程度较剧烈,
营养负荷较大, 且海水悬浮颗粒物含量和浑浊度较高.
环境中营养盐含量升高会通过影响海草植株体内的

氮、碳代谢来影响海草的生长, 此过程需要消耗植株体

内碳库来形成氨基酸[43], 海草对碳的需求量增加. 同时,
在悬浮物浓度较高的环境中, 光强衰减迅速, 导致海草

冠层接收的光强减弱, 海草的可利用光较少. 泰来草需

要通过增强叶绿素浓度和光合效率来降低光强减弱带

来的压力[44].并且,在低光和富营养化等不利条件下,海
草不断代谢消耗自身所储存的碳水化合物[45,46]. 因此,
潭门海域的泰来草相对西沙的, 面临比较不利的高营

养盐与弱光生长环境, 需要更多的无机碳利用方式(如
增加碳酸酐酶的作用), 以增加对无机碳的利用能力来

满足抗逆和生长的需求. 另外, 潭门海草床的pH也相对

西沙永兴岛的较低. 研究发现, 生长在较高光强和pH的

海草更加依赖HCO3
−的直接吸收[39]. 这与西沙永兴岛海

域的泰来草只存在H+/HCO3
−协同转运方式一致. 光合

无机碳利用方式的改变, 可能是泰来草适应生境的另

外一种机制, 亟待利用海草蛋白组学进行深入研究.
海草多种无机碳利用方式仍在探索阶段, 需要一

种方法初步判断其无机碳利用方式的异同. 而快速光

图 4 (网络版彩色)Tris缓冲液添加对泰来草叶肉细胞H+流速的影响. (a) NMT测量过程; (b) H+流速
Figure 4 (Color online) The effect of adding Tris buffer on the H+ flow rate of mesophyll cell of the Thalassia hemprichii leaves. (a) NMT
measurement process; (b) H+ flow rate
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曲线可以评估海草当前实际光合能力, 从而体现海草

光合作用活性及光合电子传递速率, 同时准确反映叶

片光合所受的胁迫[47]. 由于抑制剂和缓冲剂产生的限

制减少了无机碳进入叶绿体, 初级光化学过程减少, 而
为了避免损坏光反应中心, 叶绿体会将捕获的光能部

分转移到不同的光反应过程中[34]. 对于西沙永兴岛的

泰来草, 添加Tris缓冲液后用叶绿素荧光技术获得的最

大相对电子传递速率显著下降(>50%), 与氧电极的测

定结果一致. 然而, 对于潭门的泰来草, 添加Tris缓冲

液后其最大相对电子传递速率下降的幅度不够显著,
与氧电极的测定结果不一致. 这可能是由于潭门泰来

草的多种无机碳利用方式影响了叶绿素荧光技术的应

用. 例如, 添加Tris缓冲液后, 质子泵会受到抑制, 影响

HCO3
−的利用, 海草的光合电子传递会下降; 但是由于

潭门除了H+/HCO3
−协同转运外, 还存在碳酸酐酶的作

用方式, 可能会弥补光合电子传递速率的下降幅度. 这
需要进一步深入研究. 因此, 叶绿素荧光技术可以快速

用于判断仅存在H+/HCO3
−协同内转运的无机碳利用方

式, 且需结合氧电极技术共同判断多种无机碳利用

方式.

4 结论

本研究发现, 处于受人类活动影响较大、营养负

荷较高且可利用光较弱的海南岛海域泰来草, 对无机

碳的摄取主要通过胞外碳酸酐酶催化HCO3
−水解和质

子泵转运形成酸区协助H+/HCO3
−协同转运; 而处于受

人类活动影响较少, 营养负荷较低且可利用光较强的

西沙海域泰来草, 对无机碳的摄取以H+/HCO3
−协同转

运为主. 因此, 泰来草面临比较不利的高营养盐与弱光

生长环境, 需要增加光合无机碳利用策略(如胞外碳酸

酐酶的作用), 以提高对无机碳的利用能力来满足抗逆

和生长的需求. 这表明泰来草具有根据地域环境选择

性表达无机碳利用策略的能力. 在技术不断发展的当

下, 亟需通过海草组学技术、稳定同位素示踪及酶活

等联合研究海草对无机碳的利用机制[12,48], 加深认知

和提高海草的碳汇功能.
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Summary for “营养盐对泰来草光合无机碳利用方式的影响研究”

Effects of nutrients on the utilization pattern of photosynthetic
inorganic carbon of the tropical Thalassia hemprichii
Jizhen Lin1,4, Zhijian Jiang1,2,3,4,5,6*, Linglan Li1,4, Yang Fang1,4, Yunchao Wu1,2,3,5,6,
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Studies on the utilization strategy of photosynthetic inorganic carbon of seagrass can reveal its ecological adaptation
mechanism. Thalassia hemprichii, a widely distributed seagrass species in the Indo-Pacific and Atlantic coastal seas, needs
to evolve several utilization patterns of inorganic carbon to adapt different environments and meet its growth, development
and reproduction. However, the effect of nutrient on the photosynthetic inorganic carbon utilization strategy in seagrass is
still unknown and further research is urgently needed. Therefore, using oxygen electrode technology, chlorophyll
fluorescence technology, and non-invasive micro-test technology, this study examined the similarity and difference in the
utilization patterns of photosynthetic inorganic carbon of T. hemprichii from two typical tropical seagrass beds (Tanmen,
Hainan Island, and Yongxing Island, Xisha), that were affected by varying degrees of human activity. Experiments showed
that the photosynthetic oxygen release rate, maximum relative electron transfer rate, and half-saturated light intensity of T.
hemprichii in Yongxing Island waters were 24.95%, 24.54%, and 28.73% higher than the corresponding in Tanmen, Hainan
Island. This indicated that the growth status of T. hemprichii in the waters of Yongxing Island was better with higher
photosynthetic efficiency. The addition of acetazolamide (AZ) and ethoxyzolamide (EZ) significantly reduced the
photosynthetic oxygen release rate of T. hemprichii, with an insignificant difference in the inhibition between AZ and EZ.
This indicated that it mainly absorbed HCO3

− via extracellular carbonic anhydrase catalysis. Meanwhile, hydroxymethyl
(Tris) inhibited the photosynthetic oxygen release of T. hemprichii in Tanmen by up to 100% and decreased the maximum
relative electron transfer rate and the H+ inward flow rate, implying a synergistic H+/HCO3

− transport mode. On the other
hand, the rate of photosynthetic oxygen release and the maximum electron transfer rate of T. hemprichii in Xisha did not
change significantly with the addition of AZ and EZ, while Tris buffer inhibited photosynthetic oxygen release by up to
100% and significantly reduced the maximum electron transfer rate. This suggested T. hemprichii in Xisha mainly relied on
the H+/HCO3

− synergistic transport. Therefore, T. hemprichii could uptake inorganic carbon in an environment with greater
anthropogenic activity, larger nutrient load and lower light availability on Hainan Island by catalyzing HCO3

− into CO2 with
extracellular carbonic anhydrase and the H+/HCO3

− synergistic transport. In contrast, T. hemprichii in an environment with
less anthropogenic activity, lower nutrient loading, and greater light availability, relied chiefly on H+/HCO3

− synergistic
transport. Facing a relatively unfavorable high-nutrient and low-light growth environment, T. hemprichii could increase the
photosynthetic inorganic carbon utilization strategy (such as the activity of extracellular carbonic anhydrase) to improve its
utilization ability of inorganic carbon to overcome stress and growth limitation. This suggested that T. hemprichii could
adjust its inorganic carbon utilization patterns according to its geographical environment. With the continuous development
of technology, it is urgent to study the utilization mechanism of inorganic carbon of seagrass by applying seagrass omics
technology and stable isotope tracing to deepen the understanding of the carbon sink function of seagrass.

seagrass, nutrients, inorganic carbon utilization, chlorophyll fluorescence technology, oxygen electrode technology,
non-invasive micro-test technology
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