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摘 要：分析了来源于西南几个不同类型岩溶地区土壤细菌的胞外碳酸酐酶（FG）活性，发现有不少菌株能够
产生分泌胞外 FG@ 以一株编号为 HIF7)&%的菌株为代表，模拟岩溶环境条件，研究其胞外 FG的稳定性. 结果
表明该微生物胞外 FG具有良好的热稳定性 @ 偏碱性条件的岩溶土壤环境有利于胞外 FG活性的相对稳定 @
岩溶环境主要金属离子如 F7% 3、J=% 3、K<% 3和 F;% 3等以及阴离子如 LM$

% N、O%PM$
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在一定浓度范围内可使微生物胞外碳酸酐酶保持 #&U以上的活性 @ 参照岩溶土壤水体元素背景值，表明岩溶
环境的离子含量有利于该微生物胞外 FG活性的相对稳定 @ 此研究为深入研究微生物 FG在生物岩溶中的作
用和地位提供了一定的科学依据 @
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西南岩溶区土壤细菌胞外碳酸酐酶的稳定性研究
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碳酸酐酶（&’()*+,& ’+-./(’012 342 53%6 #6 76 7）
不仅广泛存在于动物和植物中2而且广泛存在于古
细菌界和细菌界代谢多样化的原核生物种类中8796它
是一种以锌为活性中心的金属酶，可以催化 3:#

和 ;3:!
<之间的相互转化 8 # 9 6 34不仅对于许多真

核生物的生理过程如光合作用、呼吸作用、3:#和

离子运输、钙化作用和酸碱平衡等是必需的 8 !2 % 9 2
而且在原核生物生理学上具有重要作用 8 = 9 6 近年
来有研究发现 8 " 9，在石灰岩的溶解实验中加入

34，可使溶解速率提高 7$倍，然而该实验所用的
34 仅为试剂公司购买的牛 34 纯品 6 本文分析
了来源于西南几个不同类型岩溶地区土壤细菌的

34活性，发现有不少菌株能够产生分泌胞外 346
这些细菌产生分泌的 34 渗入到土壤或岩石周
围，可能会对岩溶地区碳酸盐岩的溶解或沉积产

生影响，从而影响到岩溶地区的元素迁移和土壤

肥力等 6 然而由微生物分泌到岩溶环境中的 34
是否稳定将决定其对岩溶作用的贡献，而有关这

方面的研究尚未见报道 6 本文以从西南岩溶地区
筛选的一株胞外产 34的细菌（编号为 >?3’7$#）
为材料研究 34的稳定性，为评价微生物分泌的
34在生物岩溶中的作用和地位提供科学依据 6

! 材料与方法

!" ! 西南岩溶区土壤细菌胞外碳酸酐酶活性
分析

土壤样品分别采集于西南%个不同类型的岩
溶地区：7）重庆金佛山；#）贵州六盘水米苏嘎；!）
广西马山县弄拉；%）广西桂林丫吉村岩溶试验场6
参照 《土壤微生物研究法》8 @ 9 进行土壤细菌的分

离，然后测定纯细菌培养物的胞外 34活性 6 并
以其中一株编号为 >?3’7$#的菌株为代表，研究
其胞外 34的稳定性 6 该菌株初步鉴定属于芽孢
杆菌科 8 A 9 6
!" # 细菌 $%&’!(#胞外碳酸酐酶的获取
在无菌条件下，将菌种以 7$B的接种量接入

基本培养基中，进行摇瓶振荡培养，培养温度为

!$ C 7 D，摇床转速为 7#$ ( E F,+6 培养结束后将
培养物在 @ $$$ ( E F,+ 下离心2 去除菌体后获得
含有胞外碳酸酐酶的粗酶液 6
!" ) 微生物胞外碳酸酐酶的热稳定性
将 76 #所得酶液分别在 7$ D、#$ D、!$ D、

%$ D、=$ D、"$ D温浴一定时间 2 测定 34
活性 6

!" * +,值对微生物胞外碳酸酐酶活性的影响
将 76 # 所得酶液分别在 G; =6 #、"6 #、@6 #、

A6 #、H6 #、7$6 #和 776 #下处理一定时间后，测定
34活性 6
!" - 金属离子、阴离子对碳酸酐酶活性的影响
配制好一定浓度的 3*# I、J+# I、3’# I、KL# I以

及 M:%
# N、;#O:%

N、P:!
N、P:#

N、3Q N、R N和 S( N溶液，

分别将一定稀释度的上述离子溶液与酶液按比例

混合，混合后使各离子的终浓度达到实验设计的

终浓度，将混合液在低温下平衡 %$ F,+后，检测
34活性 6
!" . 碳酸酐酶活性的测定

34活性的测定参照 S(*T+1QQ 等 8 H 9 的方法略

作改进 6 该测定是在一个 # D的冷冻反应室中，
通过测定在含有 $6 = F?煮沸或未煮沸酶液的测
定液中注入 %6 = F? 冰冷的 3:# 饱和水后 G; 下
降的速度差异来进行的 6 酶活单位数由公式 U V
7$ 8 WX$ E X1 Y <7 9 求得，X$为加入煮沸酶液测得的

G;变化所需时间，X1 为加入未煮沸酶液测得的

G;变化所需时间 6 酶活性以每 FL蛋白含有的酶
活单位数（U E FL）表示，蛋白测定参照 ?*T(.等的
方法 8 7$ 9 6 数据为 !次平行测定的均值 6 酶活性以
每 FL蛋白含有的酶活单位数 WU E FL Y表示，蛋白
测定参照 ?*T(.等的方法 8 7$ 9 6 数据为 !次平行测
定的均值 6

# 结果与分析

#" ! 西南岩溶区土壤细菌胞外碳酸酐酶活性
分析

对采自 %个不同岩溶区的土壤样品进行了产
胞外 34微生物的筛选和分离，并测定了酶活性，
34活性测定结果的部分数据见表 7 所示 6 测定
结果表明，有不少土壤细菌能够分泌产生胞外

34，但是不同岩溶地区的土壤细菌所产生的胞外
34活性存在明显差异 6
#" # 微生物胞外碳酸酐酶的热稳定性
酶活性以相对活性表示见图 72 从中可知，处

理 #$ F,+ 时不同温度下酶的相对活性变化趋势
与处理 !$ F,+时相同，但处理 !$ F,+时酶的相对
活性都低于处理 #$ F,+时，说明不同温度下酶的
相对活性随处理时间增加而下降 6 在 $ Z %$ D范
围内处理 #$ F,+或 !$ F,+后酶活性基本保持不
变，甚至还有一定幅度的增加，如在 #$ D下处理
#$ F,+时酶活性增加了 !$6 #HB，处理 !$ F,+时
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表 ! 不同岩溶地区土壤细菌胞外 "#活性分析

$%&’( ! "# %)*+,+*+(- ./ -.+’ &%)*(0+% /0.1 2+//(0(3* 4%0-* %0(%-

图 ! 温度对微生物胞外碳酸酐酶活性的影响

5+67 ! 8//()*- ./ *(19(0%*:0( .3 %)*+,+*; ./ 1+)0.&+%’
(<*0%)(’’:’%0 )%0&.3+) %3=;20%-(

图 > 9?对微生物胞外碳酸酐酶活性的影响

5+67 > 8//()*- ./ 9? .3 %)*+,+*; ./ 1+)0.&+%’ (<@
*0%)(’’:’%0 )%0&.3+) %3=;20%-(

酶活性增加了 %&’ (%) ’ 温度高于 $* +后，随着
温度的升高，,-活性逐渐下降，说明高温下 ,-
活性受到抑制 ’ 温度从 $* +升高到 &* +，,-活
性在处理 %* ./0 后丧失了 &%’ #") 1 在处理 !*
./0 后丧失了 #$’ 2#) ’ 当温度升高到 "* +时，
还可以检测到碳酸酐酶活性，但相对其它温度来

说则很低 ’ 综合实验结果可以得出，常温下该微
生物胞外碳酸酐酶具有良好的热稳定性 ’
>7 A 9?值对微生物胞外碳酸酐酶活性的影响
如图 %所示，34对微生物胞外碳酸酐酶活性

的影响较大，在酸性 34条件下检测不到酶活性，
说明酶活性已丧失，而在偏碱性或碱性条件下，均

可检测到不同程度的酶活性，其中 34 (’ %时酶的
相对活性最高，达 2"’ $&)，这与该微生物产生的
胞外酶液的自然 34值在 (’ &左右相对应 ’ 其次
是 34 2’ % 时，酶活性可保持 #$’ "&) ’ 过碱
（34$5*’ %）或偏中性条件 6 34 7 #’ % 8下酶的相对
活性都不太高 ’
>7 B 金属离子对微生物胞外碳酸酐酶活性的
影响

金属锌是碳酸酐酶的活性中心，对碳酸酐酶高

效催化 ,9%水合可逆反应起到至关重要的作用 : % ;1
不过碳酸酐酶活性中心的锌可能会由于被其他金

属离子取代等原因而影响催化活性 ’ 据报道，植
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物碳酸酐酶的锌（’($ )）被钴（*+$ )）取代后仅能保

持部分活性 , -- . / 而动物碳酸酐酶的这种取代却可
以保持较高的活性 , -$ . 0 本实验结果表明 （图 !）/
’($ )在不高于 %0 %- 11+2 3 4的浓度范围内对碳酸
酐酶活性有一定的激活作用/ 碳酸酐酶活性可提
高 -$0 !%5，当 ’($ )浓度大于 %0 %- 11+2 3 4时开
始出现抑制作用，但在 %0 %- 6 %0 - 11+2 3 4浓度
范围内，碳酸酐酶可保持 785以上的活性 0 *+$ )

在不高于 %0 %%- 11+2 3 4浓度范围内对碳酸酐酶
活性亦有一定的激活作用，但最高激活作用略低

于 ’($ )，可提高 -%0 $-5，说明该微生物胞外碳酸
酐酶的 ’($ )可被 *+$ )取代并可保持较高的活性，

这与动物碳酸酐酶的情况相似 , -$ . 0 当 *+$ )浓度

大于 %0 %%- 11+2 3 4时开始出现抑制作用，但在
%0 %%- 6 %0 - 11+2 3 4浓度范围内，碳酸酐酶可保
持 #85以上的活性 0 *9$ )和 :;$ )的激活作用较

’($ )和 *+$ )小，在-% < & 11+2 3 4 数量级浓度范围
内酶活性略有提高，分别提高-0 &#5和%0 !&5，
:;$ )的激活作用最小；而当离子浓度高于 -%=&

11+2 3 4时 *9$ )和 :;$ )开始对碳酸酐酶活性产生

一定抑制作用，其中 :;$ )的抑制作用较大，在 -
11+2 3 4 离子浓度时，:;$ )处理下的酶液可保持

&85以上的活性，而 *9$ )处理下的酶液仍可保持

"%5以上的活性 0
!" # 阴离子对微生物胞外碳酸酐酶活性的影响
如图 &所示，7种阴离子对微生物胞外碳酸

酐酶活性都有一定的影响 0 当阴离子浓度不高于
%0 %%%- 11+2 3 4时，*2 <、>? <和 @ <对碳酸酐酶略有

激活作用，而 AB&
$ <、C$DB&

<、EB!
<和 EB$

<则使碳酸酐

酶活性基本维持不变 0 当阴离子浓度大于 %0 %%% -
11+2 3 4时，碳酸酐酶活性开始受到抑制，抑制作
用随着阴离子浓度的增加而逐渐增大 0 7 种阴离
子中，EB$

<对微生物胞外碳酸酐酶的抑制作用最

强，%0 - 11+2 3 4浓度下酶活性被抑制了#70 $$5，
@ <的抑制作用与 EB$

<大致相同 0 *2 <和 >? <的抑

制作用也大致相同，比 EB$
<和 @ <的抑制作用小些，

%0 - 11+2 3 4浓度下酶活性分别被抑制了 "F0 $!5
和 7"0 8F5 0 AB&

$ <、C$DB&
<和 EB!

<的抑制作用则

比上述 &种阴离子的要小些，%0 - 11+2 3 4浓度下
酶活性可保持近 8%5以上，- 11+2 3 4浓度下仍
存留一定的酶活性，其中 AB&

$ <对酶的抑制作用最

小，%0 -11+2 3 4浓度下酶活性仅丧失了$#0 8$5，
- 11+2 3 4浓度下酶活性仍可保持在 8%5以上 0

$ 讨论

目前有关微生物碳酸酐酶的研究主要集中在

原核生物细菌和古细菌胞内碳酸酐酶的结构、特

性及生理功能等方面，对微生物产生分泌的胞外

碳酸酐酶研究很少，特别是从地质生态学角度，探

讨微生物胞外碳酸酐酶在岩溶环境中的稳定性则

尚未见报道 0 本文以从西南岩溶地区筛选的一株
产胞外碳酸酐酶的细菌 G4*9-%$为例，借助室内
模拟实验来研究其胞外碳酸酐酶的稳定性 0 结果
表明该微生物胞外碳酸酐酶具有良好的热稳定

性，在 % 6 &% H下处理 !% 1I( 后酶活性保持良
好，8% H和 "% H下处理 $%或 !% 1I(后亦能保持

图 $ 金属离子对微生物胞外 %&活性的影响

’()" $ *++,-./ 0+ 1,.23 (04/ 04 1(-506(23 ,7.52-,338325 %& 2-.(9(.:
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一定的活性%在以前的研究中我们在不同季节的岩
溶土壤中都能检测到不同程度的碳酸酐酶活性 &’! (，

而岩溶土壤中碳酸酐酶的主要来源之一就是土壤

微生物产生分泌的胞外碳酸酐酶，野外采集样品

的分析结果与室内模拟试验的结果相对应 %
)*影响实验的结果表明，在偏碱性或碱性条

件下均可保持一定的胞外碳酸酐酶活性，而岩溶

土壤环境是富钙偏碱性的环境，故有利于保持胞

外碳酸酐酶活性的相对稳定 %

离子影响实验的结果表明 +,- .、/0- .、12- .、

+3- .等金属离子以及 45$
- 6、*-75$

6、85!
6、85-

6、

+9 6、:; 6和 < 6等阴离子在一定浓度范围内可使微

生物胞外碳酸酐酶保持 =>?以上的活性 % +, 和
/0 是岩溶生态环境中的大量元素 & ’$ (，+, 较 /0
含量高一些，且在岩溶环境中更容易表现出自由

离子活性 & ’= (，而 12和 +3在岩溶环境中属痕量元
素 % 综合本实验结果，并对照广西弄拉岩溶泉水
和土壤水的元素背景值 & ’" (，由表 -可以看出，该

图 ! 阴离子对微生物胞外 "#活性的影响

$%&’ ! ())*+,- .) /0%.0- .0 1%+2.3%/4 *5,2/+*4464/2 "# /+,%7%,8
@AB 45$

6，:B *-75!
6，+B 85!

6，CB 85-
6，DB +9 6，EB :; 6，FB < 6 G

表 9 广西弄拉岩溶环境中主要金属离子的含量 :;< =

>/34* 9 ?*7*2/4 1/%0 1*,/4 %.0%+ +.0,*0, %0 @/2-, *07%2.01*0, .) A.0&4/B C6/0&5% 11.4 D E

土壤水的离子含量 岩溶泉水的离子含量

/0- .

+,- .

12- .

+3- .

>% !$= H ’% >>
>% $=- H -% I’#
>% >>’ " H >% >’> !
>% >>> ’ H >% >>> !

>% #I> H ’% "-=
’% J’J H ’% #J’
>% >>> ’-
>% >>> >= H >% >>> ’

岩溶环境中的 +,- .、/0- .、12- .和 +3- .都有利于

保持碳酸酐酶的相对稳定性，而且 12- .和 +3- .浓

度都在活化细菌 FKLM’>-+, 分泌到环境中的碳
酸酐酶活性所需的离子浓度范围内，因此，岩溶环

境中的微量元素 12和 +3有利于激活微生物胞外
碳酸酐酶，并使其保持相对稳定 % +,- .的活化作

用可能是细菌碳酸酐酶在长期进化过程中对富含

+, 的岩溶环境逐渐适应，从而使其产生的碳酸酐

酶在富含 +,的岩溶环境中能够保持一定的稳定
性% /0与 +,同属碱土金属，相对 +,而言，/0在岩
溶地质环境中难表现出自由离子活性 &’= (，且含量

低，因此对活化碳酸酐酶作用不大，但岩溶环境中

的 /0- .有利于保持该微生物胞外碳酸酐酶活性的

相对稳定 % 以上研究结果为进一步评价微生物碳
酸酐酶在生物岩溶中的作用和地位提供了一定的

科学依据 %
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