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摘要：【目的】惰性溶解有机碳(refractory dissolved organic carbon，RDOC)是海洋总有机碳的主体组

分，RDOC在深海中可保存数千年，构成了巨大的碳储库，在调节气候变化中有重要作用。但RDOC

的定量评估尚未有统一的标准方法。通过测定环境中能被异养细菌利用的溶解有机碳(biodegradable 

DOC，BDOC)可以反过来评估RDOC的量。本文对BDOC测定中一些关键步骤进行验证，为制定海洋

RDOC评估标准奠定基础。【方法】本文评估了3种过滤方式及5种滤膜对DOC测定的影响，并评估了

瓶子效应和稀释效应对细菌生长和DOC利用的影响。【结果】研究发现，(1) GF/F滤膜、GF-75滤膜、

聚四氟乙烯(PTFE)滤膜(孔径0.2 μm)、聚碳酸酯(PC)滤膜(孔径0.2 μm)和聚四氟乙烯材质针孔过滤器

(HA) (孔径0.2 μm) 5种滤膜不会引入DOC污染；抽滤过滤和重力过滤方式过滤效果稳定、无污染，而

在线过滤效果不稳定，易污染；(2) 不同大小培养体系(30–480 mL；表面积/体积比为：1.64–0.67 cm–1)

之间的细菌生长速率和DOC利用量没有显著性差异；(3) 培养体系稀释度越高，细菌生长速率越高，

对数生长期细菌丰度及DOC利用量越低。【结论】综合考虑，建议BDOC和RDOC测定实验中采用抽滤

过滤的方式及不进行稀释的培养体系；常用的滤膜和培养体积对BDOC评估无显著影响。结合研究结

果，我们提出了评估海洋RDOC的方法。 

关键词：溶解有机碳，惰性溶解有机碳，定量方法，标准方法 

 

海洋中有机碳的 95%以上以溶解态有机碳

(dissolved organic carbon，DOC)的形式存在，DOC

中的 95%左右又是以生物不能利用的惰性溶解有

机碳(refractory DOC，RDOC)存在。海洋中 RDOC



肖喜林等 | 微生物学报, 2020, 60(6) 1091 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

总量高达 624 Pg C[1]，与大气 CO2 总碳量相当[2]。

RDOC 可在海洋中保存数千年，是海洋重要的碳

汇，在海洋碳循环及调节全球气候变化中扮演着

举足轻重的作用。探寻 RDOC 碳库形成机制是认

识海洋如何储碳及评估不同海域储碳能力的关

键。现在科学家已经认识到，微型生物在代谢过

程中，将环境中低浓度的易于被微生物利用的活

性 DOC、半活性 DOC 等转化为难以被生物利用

的 RDOC，可长期储存在海洋中，起到“碳储存”

的作用。Jiao 等[3]对此进行了系统的阐述，指出包

括异养细菌在内的微型生物是 RDOC 形成的主要

因素，提出微型生物碳泵(microbial carbon pump)

理论框架。 

从微生物可利用性角度，可以粗略地将 DOC

库划分为微生物可以利用的 DOC (biodegradable 

DOC ， BDOC) 和 微 生 物 难 以 利 用 的 DOC ( 即

RDOC)。在实验操作上，可以通过测定 BDOC 的

量而评估 RDOC 的量。海洋 BDOC 的测定通常通

过对在一定条件下一段时间内 DOC 的消耗量进

行评估 [4–6]。基于长时间、高频率的监测体系中

DOC 浓度变化，通过体系中 DOC 起始、结束的

差值及降解动力过程，可以计算出 BDOC 和

RDOC 的量。然而，BDOC 测定面临若干实际问

题。例如，“瓶子效应” (bottle effect)问题，即封闭

培养体系的体积大小影响微生物的生长。尽管科

研工作者认识到“瓶子效应”已有几十年，相关研

究 涉 及 培 养 体 系 大 小 对 细 菌 和 浮 游 植 物 的 生   

长[7–10]、初级生产力[11–12]、微生物呼吸作用[13]等方

面的影响。然而，“瓶子效应”现象在实验数据证

据上没有取得共识。有研究认为，培养体系大小

不同，会出现瓶子效应[7–8]；也有研究认为，培养

体系的比表面积不同不会对微生物的生长产生影

响或者对微生物的作用有待研究和讨论[9–10]。Del 

Giorgio 和 Davis[14]总结 1970–2002 年间不同水体

有机碳可利用性相关研究指出，在不同的研究中，

实验的具体设置不一致(如实验周期、实验温度

等)，降低了不同研究之间的可比性。此外，在

BDOC 相关研究中，不同研究采用的培养体系构

建方式(以一定比例将目标微生物与 0.2 μm 滤过

液混合获得培养体系)不一致[5–6,15–16]，即与原位环

境微生物相比较，不同研究中培养体系起始微生

物群落经过不同程度稀释。然而，不同体系构建

方式对 BDOC 测定的影响还不清楚。这些因素对

BDOC 评估的影响没有经过系统的评估，致使没

有统一的可执行标准方法进行 BDOC 和 RDOC 的

评估。 

本研究从海洋 RDOC 研究需求出发，立足于

BDOC 方法研究，通过系统的对比实验，即过滤

方式及滤膜对 DOC 污染的评估实验、瓶子效应评

估实验、稀释梯度评估实验对 BDOC 定量研究中

DOC 样品采集方式、培养体系大小及体系构建方

式等关键步骤进行验证，以期对 BDOC 这一重要

生态环境指标测定中长期存在的方法学问题提

出解决方案，并为制定海洋 RDOC 评估标准奠定

基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验设计 

1.1.1  过滤方式及滤膜对 DOC 污染的评估实验：

为评估不同材质滤膜及过滤方式对 DOC 的污染

程度，我们选取了目前研究中常用的 5 种滤膜及  

3 种过滤方式，探究不同组合对 DOC 浓度的影响。

实验中使用的滤膜分别为 GF/F 膜(玻璃纤维材质，
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0.7 μm 孔径，Whatman)、GF-75 膜(玻璃纤维材质，

0.3 μm 孔径，Advantec)、聚四氟乙烯滤膜(0.2 μm

孔径，Millipore；即 PTFE 膜)、聚碳酸酯滤膜    

(0.2 μm 孔径，Millipore；即 PC 膜)和一次性小包

装特氟龙滤器(HA)(特氟龙材质，0.2 μm 孔径，

Millipore)；过滤方式包括在线过滤(一次性注射器

+在线换膜过滤器)、30 kPa 抽滤过滤和重力过滤。

实验中，受试样品为不同 DOC 浓度的样品：Milli-Q

水 、 近 岸 海 水 、 Citromicrobium bathyomarinum 

JL354 细菌培养液(JL354 细菌经过 RO 培养基(在

人工海水中添加 1 g/L 醋酸钠、1 g/L 酵母提取物

和 1 g/L 蛋白胨)[17]三级扩大培养，菌体离心并用

生理盐水清洗后，悬浮于生理盐水中；备用)。 

1.1.2  瓶子效应评估实验：将 30 L 厦门近岸海水

采集到经盐酸浸泡预处理过的 PC 桶(以铝箔纸包

裹做避光处理)中，运送到实验室后以预先清洗过

的 0.8 μm 孔径的圆盘过滤器(Millipore)过滤以除

去捕食者、颗粒物等；得到的滤液分装到 5 组形

状相同、体积不同(30、60、120、240、480 mL)

的 Boston 棕色玻璃瓶(德国 CNW 公司)中进行恒

温黑暗培养(玻璃瓶原体积、装入滤液的体积和表

面积体积比见表 1)。培养期间，分别在第 0、0.5、

1、2、3、5、7、14 天进行 DOC 和细菌丰度检测，

每次采样分别从各处理组取出 2 个平行培养瓶进

行采样。 

 
表 1.  瓶子效应评估实验的设置 

Table 1.  Setup for bottle effect evaluation experiment 

Bottle size/mL Filtrate volume/mL 
Area-to-volume 
ratios/(cm–1) 

30 20 1.64 

60 40 1.32 

120 80 1.06 

240 160 0.84 

480 320 0.67 

1.1.3  稀释梯度评估实验：将 30 L 厦门近岸海水

采集到经盐酸浸泡预处理过的 PC 桶(以铝箔纸包

裹做避光处理)中，运送到实验室后以预先清洗过

的 0.8 μm 大圆盘过滤以除去捕食者、颗粒物和非

原核生物；将其中的 12 L 滤液继续进行 0.2 μm 过

滤处理，得到基本除去原核生物的滤液；将得到

的 0.8 μm 滤液和 0.2 μm 滤液按照 5 组不同的比例

(表 2)分装到 5 组 240 mL 棕色玻璃瓶中进行恒温

黑暗培养，每瓶装入混合滤液的总体积为 160 mL。

0.2 μm 滤过液理论上不包含原位细菌而 0.8 μm 滤

过液包含原位环境中大部分细菌，实验体系由  

0.2 μm 和 0.8 μm 滤过液组成，二者混合相当于对

原位细菌群落进行稀释。0%、25%、50%、75%、

100%表示 0.8 μm 滤过液占总培养体系体积的百

分比例。实验中，分别在第 0、0.5、1、2、4、7、

13、28 天进行总有机碳(total organic carbon，TOC)

和细菌丰度的采样。每次采样分别从各处理组分

别取两个平行培养瓶进行采样，先进行 TOC 的采

样，后进行细菌丰度的采样。 

1.2  实验材料 

实验中使用的塑料材质材料(如 PC 滤膜、

PTFE 滤膜、瓶盖、滤器)使用前，分别用去离子

水和 Milli-Q 水各洗 3 次，然后在 2 mol/L HCl 浸

泡 24 h，换入新的 2 mol/L HCl 再次浸泡 24 h， 

 

表 2.  稀释梯度评估实验设置 

Table 2.  Setup for gradient dilution evaluation 
experiment 
Dilution 
ratio/% 

0.8 μm-filtrate 
volume/mL 

0.2 μm-filtrate 
volume/mL 

Incubation 
volume/mL 

0 0 160 160 

25 40 120 160 

50 80 80 160 

75 120 40 160 

100 160 0 160 
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用 Milli-Q 水将酸洗净，(晾干)备用；DOC 瓶垫片

在酸泡前需于 2% Micro 洗涤剂(Cole Parmer 公司)

浸泡 24 h；一次性小包装特氟龙滤器(HA)是独立

密封包装的，使用前不做预处理；一次性注射器

使用前用 Milli-Q 水和样品各润洗 3 遍；实验中

GF-75 膜和 GF/F 膜使用前，以铝箔纸包好放入马

弗炉中高温灼烧(450 °C、4 h)，备用。 

实验中使用的玻璃材质材料(如 Boston 棕色

玻璃瓶、DOC 瓶、移液管等)，使用前刷洗干净后

以自来水、蒸馏水和 Milli-Q 水各清洗 3 遍；清洗

后于专用洁净台晾干，然后以铝箔纸包好放入马

弗炉中高温灼烧(450 °C、4 h)，备用。 

1.3  样品采集与测定 

1.3.1  DOC 样品的采集与测定：用移液管从培养

瓶中取 30 mL 左右水样到 DOC 瓶中，一般采集   

2 个平行样，每 7 个采样瓶留出一个空白瓶，在样

品上机检测时作为测定系统空白的采样瓶使用。

采集的样品立即放入–20 °C 冰柜中冷冻保存并在

实验完成后尽快测定。 

DOC 的测定参考文献报道的方法[18]。简而言

之，测定前，DOC 样品自然解冻至室温，并以浓

磷酸(色谱级)酸化至 pH<2；采用总有机碳分析仪

TOC-VCPH (日本岛津公司)进行 DOC 测定，分析

方法为高温催化氧化法；DOC 测样时，从低浓度

样品开始测定，每测定 6 个样品加测一个 Milli-Q

水，每测定 12 个样品加测一个深海水标准样品

(Hansell laboratory)进行空白测定和质控；测定时

设定进样体积为 100 μL，每个样品进样 3 次，设

置标准偏差<200 (峰面积)，变异系数<2%。若超

过标准偏差或者变异系数规定范围，仪器自动追加

次数至测定达到仪器默认标准，最多不超过 5 次。

DOC 浓度通过扣除 Milli-Q 水的值，然后除以当

天邻苯二甲酸氢钾标准曲线斜率而获得。 

1.3.2  异养细菌丰度样品采集与测定：用移液枪

取 1.8 mL 水样于 2 mL 冻存管内，加入 20 μL 50%

戊二醛，迅速混匀，避光固定 15 min 后于液氮中

快速冷冻，然后放置于–80 °C 超低温冰箱中保存

直至分析测定。 

异 养 细 菌 丰 度 测 定 使 用 的 仪 器 为 美 国

Beckman Coulter 公司生产的 EPICS ALTRA 2 型流

式细胞仪，检测及分析方法见文献报道[19]。简而

言之，样品进行检测时，先将样品置于 37 °C 水浴

锅中解冻；用移液枪移取 990 μL 样品于一次性小

试管中，并加入 10 μL 100×SYBR Green I 染液，

涡旋振荡混匀，室温下黑暗染色 15 min；随后，

加入 10 μL 1 μm 标准荧光小球(浓度为 106 个/mL)

作为内参，涡旋混合均匀后上机检测。检测时调

节样品流速在 0.1–1.0 mL/h 以内，使流式细胞仪

采集速度在 100–150 个粒子/s，稳定 15 s 后，用流

式细胞仪分析计数软件进行样品数据采集。 

1.4  统计分析 

文中统计分析使用 IBM SPSS25(SPSS Inc.，

Chicago，IL，USA)，P<0.05 时为具有统计意义。

GraphPad Prsim 7 的一阶幂指数函数(one phase 

exponential decay)用于模拟 DOC 利用曲线。 

2  结果和分析 

2.1  过滤方式及滤膜评估实验 

不同 DOC 样品经过不同过滤方式、滤膜后

DOC 浓度如图 1 所示。对于 Milli-Q 水，相比较

于抽滤过滤，在线过滤会造成相对较大的 DOC 的

污染(5.7–8.1 μmol/L)；在同一种过滤方式下，不

同滤膜对 DOC 浓度的影响一致(图 1-A)。对于近 
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图 1.  不同样品在不同过滤方式下经过不同滤膜后的

DOC 浓度 

Figure 1.  DOC concentrations of Milli-Q water (A), 
costal seawater of Xiamen, China(B) and JL354 
culture(C) filtered through different membranes with 
different filtration methods. Error bar represent the 
standrad error calculated from two replicates. PC, 
PTFE, GF/F, GF-75, HA were the membranes used in 
this work. 

岸海水，三种过滤方式、不同滤膜之间 DOC 浓

度没有显著差异(单因素方差分析，P>0.3)；经过

不同过滤方式、滤膜过滤后，海水样品 DOC 浓

度为(120.2±1.5) μmol/L，与原位海水总有机碳浓

度 119.2 μmol/L 相当(图 1-B)。从对 DOC 污染角

度考虑，不同滤膜、过滤方式之间没有差别；然

而，从过滤时间角度(PC 膜、TPFF 膜重力过滤时

间过长而舍弃采集该样品)，抽滤、在线过滤方式

更快速。对于 JL354 纯菌菌液，在抽滤和重力过

滤下，各种膜的过滤效果比较一致，且两种过滤

方式下 DOC 没有显著差别(独立样本 t 检验，P>0.3) 

(如图 1-C)；在线过滤方式下，不同滤膜过滤的滤

液 DOC 值显著低于其他过滤方式下的值，过滤效

果较好(PTFE 膜过滤组 DOC 浓度明显高于其他

组，由于滤液中有大量的细胞，故而该组不考虑，

如图 2-B 所示)。 

对于自然海水样品(图 2-A)，在在线过滤和抽

滤方式下，PC 膜、PTFE 膜及 HA 膜对细菌的过

滤 效 率 (93%–99%) 高 于 GF/F 膜 、 GF-75 膜

(40%–70%)，这可能主要与滤膜的孔径有关。在

重力过滤方式下，PC 膜、PTFE 膜过滤方式耗时

较长(100 mL 体积耗时 1 h 以上)，不具应用前景而

不做评估，GF/F 膜和 GF-75 膜过滤效率相当。在

三种过滤方式下，玻璃纤维材质滤膜在重力过滤

及抽滤条件下的细菌过滤效率(55%–70%)较在线

过滤方式下效率(40%–45%)高。对于 JL354 纯菌

菌液(图 2-B)，在不同过滤方式下，各种滤膜对细

菌的过滤效率都达到 99%以上；在线过滤方式下

玻璃纤维膜滤过液中细菌丰度低于其他滤膜，而在

抽滤过滤方式下各种滤膜滤过液中细菌丰度相当。

在重力过滤方式下，GF/F 膜、GF-75 膜一致(PC 膜、

PTFE 膜过滤方式耗时太久而不做考虑)，且与其他

过滤方式下玻璃纤维滤膜的过滤效率相当。 
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图 2.  不同样品在不同过滤方式下经过不同滤膜后的

细菌丰度 

Figure 2.  Bacterial abundance of coastal seawater (A) 
and JL354 bacterial culture(B) filtrates of different 
membranes and filtration methods. Error bar represent 
the standrad error calculated from two replicates. 

 

2.2  瓶子效应评估实验 

DOC 起始浓度为(90.9±1.6) μmol/L，培养过程

中的前 3 d DOC 快速消耗，随后保持相对恒定；

培养结束时，不同体积大小培养体系的 DOC 为

(84.5–86.9) μmol/L，DOC 浓度变化不大(标准差为

1.1，N=10) (图 3-A)。实验结束时，30 mL、60 mL

体系 DOC 浓度高于 120 mL、240 mL 体系 DOC

浓度，无显著性差异(独立样本 t 检验，P=0.1)；

480 mL 体系 DOC 终浓度为(84.4±0.2) μmol/L，显

著低于其他组 DOC 浓度(86.3±0.9) μmol/L(单样本

t 检验，P=0.001)，差别为(1.9±1.1) μmol/L，在仪

器检测限(2 μmol/L)范围内(图 3-A)。 

 
 

图 3.  瓶子体积大小对细菌利用 DOC (A)和细菌丰度

(B)的影响 

Figure 3.  The effect of bottle size on DOC utilization 
(A) and bacterial abundance (B). Error bar represent 
the standrad error calculated from two replicates. 

 

细菌起始丰度为 9.2×105 细胞/mL，全部培养

体系在培养过程中在前 3 d 细菌丰度快速升高并

达到最大值，约为起始的 2.4 倍；第 3–5 天为稳定

期，随后细菌丰度下降；从第 7 天开始趋于稳定，

约为 8.6×105 细胞/mL，略低于起始值(图 3-B)。在

对数生长期(0–3 d)，各培养体系细菌生长速率为

0.37–0.42 d–1，但各组之间没有显著性差异(单变量

分析，P>0.37)，并且各组最大细菌丰度之间无显

著性差异(单因素方差分析，P>0.5)。 

在不同培养体系中，细菌丰度、DOC 浓度变

化趋势一致。以 30 mL 培养体系为例，在实验前

3 d，DOC 浓度消耗量为 4.6 μmol/L；细菌丰度升

高至 2.17×106 细胞 /mL，细菌单细胞含碳量按  
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20 fg[20]计，约 80%的被消耗的有机碳(3.6 μmol/L)

被转化成细菌生物量。 

2.3  稀释梯度评估实验 

由细菌丰度的结果看(图 4-B)，各组的稀释梯

度实际为 1.6%、28.3%、55.7%、82.7%、100%，

均接近于预设梯度。对于不同稀释梯度组，异养

细菌丰度的变化规律相同：细菌丰度均先增加后

减少，在第 4 天达到最高值，随后降低；实验结

束时各组细菌丰度相当，稳定在 9.7×105 细胞/mL

左右。在对数生长期，0%、25%、50%、75%、100% 

各实验组细菌生长速率分别为 1.30、0.94、0.73、

0.56 和 0.54 d–1。此外，0%、25%、50%、75%、 

 

 
 

图 4.  不同稀释程度对细菌利用 DOC (A)和细菌生长

(B)的影响 

Figure 4.  The effect of dilution on DOC utilization 
(A) and bacterial growth (B). Error bar represent the 
standrad error calculated from two replicates. 

100%各实验组所达到的最大值细菌丰度不相同：

细菌起始丰度越高，所达到的最大细菌丰度值也

越高，但丰度最大值相对于其起始丰度所增长的

倍数(100.0、7.7、4.6、4.2、3.4 倍)也越小。需要

注意的是，在稀释体系中，细菌具有不同程度的

适应期。 

各稀释梯度组监测期间 DOC 浓度变化趋势

如 图 4-A 所 示 。 0% 组 DOC 起 始 浓 度 约 为

(80.2±1.4) μmol/L，较其他组(83.1±1.8 μmol/L)偏

低；各组培养过程中 DOC 一直在消耗，培养结束

时 DOC 的浓度为 70.0–76.4 μmol/L；总体趋势上，

起始细菌丰度越高，各时间点 DOC 浓度越低。在

28 d 的培养期间，各个处理组消耗的 DOC 各不相

同，0%、25%、50%、75%和 100%的实验组各消

耗的 DOC 分别为 2.7、7.8、10.9、8.6 和 14.6 μmol/L。 

3  讨论 

3.1  过滤方式及滤膜对制备 DOC 样品的影响 

当前有机碳相关的研究中，使用的滤膜有

GF/F 滤 膜 [21–22] 、 针 孔 聚 砜 过 滤 器 (polysulfone 

filter)[23]、PC 滤膜[24–26]，而样品过滤方式包括真

空抽滤方式、重力过滤方式及在线过滤器方式。

然而，目前没有关于不同滤膜、过滤方式在制备

有机碳样品时的表现的系统评估。 

对于 Milli-Q 水，在真空抽滤下不同滤膜过滤

的结果看，Milli-Q 经滤膜过滤后 DOC 值之间波

动较小(标准差为 0.7，N=7) (图 1-A)；比过滤前

Milli-Q 水 DOC 高 0.8–1.8 μmol/L，在仪器检测限

(2 μmol/L 左右)的范围内。因此，本研究中 DOC

的检测及相关的耗材器具的准备过程没有引入污

染，相关操作合理。此外，在线过滤器组 DOC 值

较抽滤组的值明显偏高，但在较高浓度的自然海
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水样品中不同过滤方式、滤膜处理下没有明显差

别(图 1-B)，这种现象可能是由于使用的一次性注

射器在过滤的过程中有少量有机碳析出；这说明

一次性注射器组成的在线过滤方式可能不适合低

浓度 DOC 样品的采集，但是对高浓度 DOC 样品

的影响可以忽略。 

对于 POC 和 DOC 浓度较高的近岸海水，过

滤方式、滤膜对滤液的 DOC 浓度没有显著差异 

(图 1-B)；实验中滤膜孔径范围内，不同滤膜过滤

也不会改变样品中各粒径 DOC 分子的丰度、组 

成[27]。由于近岸海水中细菌含量相对应的有机碳

含量较低，约为 2 μmol/L (以细菌丰度为 106 细 

胞/mL，细菌单细胞含碳量约 20 fg 碳/细胞计)，

所以过滤时细胞破裂对滤液 DOC 的量的影响可

以忽略；在细菌过滤效率上看，孔径较小的 PC 膜、

PTFE 膜和 HA 一次性过滤器过滤效率较高(大于

95%)，但还是仍有一小部分细菌通过；而对于与

体系预处理粒径(0.8 μm)相当的 GF/F 滤膜，也过

滤掉了超过 50%的细菌。 

对于室内培养的纯菌液样品，细菌丰度为

(1.1±0.3)×108 细胞/mL，是近岸海水的 100 倍左右，

远高于自然水体，且细菌生物量对应有机碳含量

高(约 187 μmol/L)，在过滤时要考虑细胞破裂及滤

过对滤液 DOC 的影响。与菌液总有机碳含量相

比，滤液 DOC 值都有较大下降，这主要是因为菌

液中含有细菌、胞外分泌物或较多的细胞碎片等

在过滤的过程中被截留。 

从 3 类不同 DOC 浓度、细菌含量的样品 DOC

结果看，真空抽滤方式制备的 DOC 样品质量稳

定，细菌移除效率高，污染小，可广泛用于不同

环境条件下采集不同浓度 DOC 样品；重力过滤方

式也能获得与真空过滤类似的结果，然而多种因

素的影响(如水体中颗粒的含量、微生物的丰度等)

会直接影响过滤的时间而使重力过滤方式的使用

受到限制，因而重力过滤方式可以应用于开阔大

洋等水质环境好的样品；在线过滤方式的使用主

要问题是需要谨慎处理所用的过滤系统，避免带

来污染。需要注意的是，有研究指出玻璃纤维材

质滤膜会吸附 DOC[28–29]，这部分 DOC 往往会被

忽略，而导致高估微生物对 DOC 的利用。 

此外，对于原位海水和纯细菌培养液，尽管

GF-75 滤膜(滤膜孔径约 0.3 μm)与 GF/F 滤膜(滤膜

孔径约 0.7 μm)孔径较大，但二者在不同过滤方式

下截留的细菌相当(图 2)。这说明玻璃纤维材质滤

膜可能会吸附细菌，与 Lee 等发现 GF/F 滤膜能截

体积较小于滤膜孔径的细菌的现象一致[30]。因此，

滤膜对细菌过滤效果不仅与细菌的体积、形状有

关[30–32]，还与滤膜的材质有关。在过滤过程中，

特定形态的细菌会被相对富集，即细菌群落结构

在过滤过程中会发生变化。由于微生物群落结构

对 DOC 利用及分子组成会产生影响[33–34]，因此体

系构建过程中滤膜的选择可能会对微生物利用

DOC 产生影响。 

在操作上，一般认为 GF/F 膜孔径是颗粒态与

非颗粒态有机物的分界线。因此，我们认为在

BDOC 的定量研究建立体系时采用 0.8 μm 左右孔

径的滤膜过滤获得培养体系，可以排除颗粒态有

机物对 DOC 利用量、速率等的影响。综合上述过

滤方式、滤膜孔径材质评估实验的结果，在建立

BDOC 研究培养体系时，应采用抽滤方式结合非

玻璃纤维材质滤膜对原位海水进行过滤；而在对

体系进行 DOC 采样时，由于培养体系中细菌生物

量对应的 POC 量都占 DOC 中很小的部分(以瓶子

大小评估实验和梯度稀释评估实验中最高细菌丰
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度约 2.0×106 细胞 /mL 和细菌单细胞含碳量按   

20 fg 计，细菌生物量(即 POC)相当于 4 μmol/L 有

机碳)，不建议再进行过滤操作，可以避免可能带

来的污染而掩盖 BDOC 的真实水平；另一方面体

系建立时已经进行了过滤操作，水体中的颗粒物

质含量已经非常低，水体中的总有机碳浓度基本

等同于 DOC 浓度。 

3.2  瓶子效应 

瓶子效应理论认为较小的比表面积容器可以

为细菌提供较好的生长条件，如因富集而产生的

较高浓度营养物质、附着场所及颗粒物降解的场

所等[42]，从细菌的生长角度来为瓶子效应提供理

论支撑。然而，近 100 年来的实验研究并没有得

到统一的认识。对现有瓶子效应代表性研究工作

进行分析发现，支持的实验数据主要来自于 20 世

纪 40 年代等，使用的检测手段主要是细菌平板计

数、监测培养体系氧气消耗等[7,42]。因此，检测到

的细菌为总细菌类群中的一部分特殊类群，如可

培养细菌类群(其比例占当前分子生物学技术鉴

定到总细菌类群的不到 1%)或具有吸附特性等。

近年来，Hammes 等[9]利用现代微生物学研究技术

对瓶子效应研究，以 3 种不同来源的高 DOC 浓度

的淡水为研究对象，采用 3 种不同方法(流式细胞

仪计数、传统平板技术及 ATP)检测细胞丰度的动

态变化，结果未发现瓶子效应的存在。除本研究外，

大量不支持瓶子效应的实验研究也有报道(表 3)。 

Hammes 等[9]研究中使用能涵盖当前研究中

常用 6 种不同体积的瓶子，但培养体系占使用瓶

子容积的比例过高且不一致，培养时间也较短  

(5 d)。本研究中，通过严格控制可能影响微生物

生长的外界因素，使用同一公司生产的形状相同

但体积不同(比表面积不同)的棕色瓶子，以近岸海

水为研究对象，分装样品至容器 2/3 体积处，监测

不同瓶子大小对细菌生长、DOC 利用做了评估。

通 过 比较不 同 大小培 养 体 系 DOC、 细菌 丰 度   

(图 3)，不同大小培养体系之间细菌的生长、DOC 

 
表 3.  文献报道的瓶子效应实验 

Table 3.  Literature reported experimental results of “bottle effect” 

Water source Bottle size/mL Used container Microorganisms 
Bottle 
effect

Reference

The Scripps Institution 
Pier  

10, 100, 1000, 10000 Glass-stoppered Pyrex 
bottles; pipettes; test tube

In situ marine bacteria  YES [7] 

River water (oligotrophic), 
drinking water pilot plant 
(eutrophic) 

20, 40, 100, 250, 500, 
1000 

Glass bottles Freshwater microorganisms, 
pure bacteria 

NO [9] 

North equatorial current 30, 300, 3800 Plastic container In situ marine phytoplankton YES [11] 

Off Scripps Pier 25, 150, 600 Beaker, scintillation vials 3 µm filtered seawater 
sample 

NO [8] 

The Menai Bridge Pier, 
North Wales 

135, 295, 2290 Pyrex bottles In situ marine phytoplankton NO [12] 

The Toralla dock,  
Ria de Vigo, Spain 

50, 125, 570 Borosilicate glass bottles 200 µm filtered marine 
plankton 

NO [13] 

The freshwater tidal zone 
of the Guadiana estuary  

500, 1000, 2000, 8000 Polycarbonate bottles 100 μm filtered & unfiltered  
freshwater phytoplankton  

NO [10] 
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利用量和速率并不存在显著性差异，即本研究中

在严格控制实验条件的情况下并未发现“瓶子效

应”的存在，与 Hammes 等研究结果一致。需要注

意的是，在 240 mL 和 480 mL 培养体系中细菌丰

度在 7 d 到 14 d 有较大升高，与其他大小培养体

系变化趋势不同(图 3)。我们不确定引起这种变化

的原因，但是由于对应 DOC 浓度波动不大且不

同大小体系之间 BDOC 和 RDOC 差别不大(图 5；

见 下 文 讨 论 )， 因 此 我 们 认 为 培 养 体 积 大 小 在

30–480 mL 范围内时，培养体积大小对 DOC 利

用的影响不存在或者较小。 

多数科学家认为“瓶子效应”现象存在，然而

在相关研究中并未体现出来(表 3)。当前，“瓶子

效应”评估实验研究中体积设定范围在 20 mL–8 L

以内(表 3)，没有设置足够大的体积范围，这可能

是多数研究中没有发现“瓶子效应”现象的原因。

因此，我们建议在后续研究中，扩大研究体积范

围，继续探究“瓶子效应”问题。 

3.3  培养实验体系构建方式中稀释效应的影响 

在最初的测定 BDOC 相关研究中，是以纯菌

株在培养液中的生长情况来判定的[36]。一些研究

相继指出这种方法的不足并进一步提出了将原位

海水在过滤除菌后再以一定比例接入原位细菌进

行培养的方法，逐步得到了大家的认可[4,16]。原位

海水的过滤孔径一般在 0.2–3.0 μm 不等，其目的

是去除捕食压力等影响[5,43]。有的研究中为了减少

过滤对细菌活性的影响而直接将原位海水作为接

种液，但也有研究指出如果做短期培养，过滤的

影响可以忽略[8,44]。总之，体系建立过程中获得菌

液和滤液的过滤孔径的选择是基于研究目的而

定，都是尽量获得与原位情况相类似的细菌群落

和环境因子。 

目前有机碳相关的培养实验研究中，通常是

将目标微生物接种至特定的培养体系中(表 4)，接

种比例为 0.5%–10% (V/V)，构建体系方式可以分

为 3 大类：(1) 将一定孔径过滤后获得的微生物接

种至原位海水经过 0.2 µm 过滤的滤液中[38,45–46]，

该方法是研究中使用最广泛的一种；(2) 将微生物

接种至与原位环境类似的人工海水中[24–25,40]；(3)

将制备好的 DOM 添加到原位海水(或经一定孔径

过滤的滤液)中[47–48]。这等同于探究经过稀释后的

目标微生物对 DOC 的利用、转化。然而，稀释作

用对体系中异养细菌生长及 DOC 利用的影响仍

然不清楚。 

 

表 4.  水域有机碳研究中代表性培养体系实验条件 

Table 4.  The representative incubation systems for organic carbon related studies in aquatic environments 
Water type Inoculum Inoculum ratio Culture system Culture volume Duration/d References

River, forest, urban sewage  
and seawater 

<2.0 µm 1% 0.2 µm filtrate 500 mL 10–30 [4,16,35] 

Waste water, drinking water Single bacteria strain – Heat-treated water – – [36] 

Coastal ocean, Denmark <1.2 µm  5% (V/V) GF/F filtrate 1 L glass bottle 150 [37] 

Western Arctic Ocean <1.2 µm 1:9 (V/V) 0.2 µm filtrate 1 L PP bottles 14 [38] 

Marsh-dominated estuary 0.2–2.7 µm Pieces filter added 0.2 µm filtrate 50 mL 70 [39] 

– <0.7 µm 2% (V/V) Artificial seawater – 560 [40] 

– <200 µm 1:99 (V/V) Artificial seawater 10 L glass bottles 3 years [25] 

– 0.2–1.5 µm 1:200 (V/V) Artificial seawater 50 L HDPE bottles 29 [24] 

Sargasso Sea <0.8 μm 10%, 20%, 30% 0.2 µm filtrate 10 L PC bottles 4.5–7.5 [5] 

Pacific Ocean, Indian Ocean – – GF/F filtrate Glass ampoule 30 [41] 
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不稀释的体系包含更接近于原位环境中的微

生物群落结构，能更真实地反映海洋生物群落对

DOC 的利用、转化。在稀释效应评估中，尽管培

养体积、条件等因素一致，但经 0.2 μm 滤过液稀

释后的体系中异养细菌最高丰度仍然低于未经稀

释体系的细菌丰度且稀释程度越高异养细菌丰度

越低。这说明稀释作用除了降低起始细菌丰度外，

更重要的是可能增加了细菌生长压力(如病毒裂

解作用)。在稀释的体系中，微生物对 DOC 利用

量低于未经稀释的体系且稀释程度越高 DOC 利

用量越低，可能的原因是体系中细菌丰度相对较

低而导致微生物对有机碳转化、利用量降低。因

此，在进行 BDOC 和 RDOC 定量测定时，我们建

议利用未经过稀释的体系进行实验。 

3.4  BDOC 和 RDOC 研究中的上行控制和下行

控制作用 

在纯培养实验中[49–50]，实验前期 DOC 浓度快

速下降随后在较长时间内保持稳定；对应的细菌

丰度持续升高并在 DOC 浓度达到最低时达到最

高随后保持稳定，说明在没有捕食压力、病毒裂

解作用下，在底物浓度较低或者环境容量达到最

大后，细菌丰度会在较长一段时间内继续维持最

高值。在本研究的稀释实验中，在不同稀释程度

即不同捕食压力下，细菌丰度下降的起始点及稳

定后细菌丰度接近，说明细菌丰度下降的原因不

是捕食压力而是病毒裂解作用。在稀释实验中，

0.2 μm 滤过液(0%组)中细菌丰度在达到最大值后

保持稳定且与其他一致不同稀释比例组后期细菌

丰度保持一致(9.7×105 细胞/mL)，这可能是细菌生

长与病毒裂解相互作用的结果。尽管各组 DOC 浓

度在后期接近且稳定，该 DOC 浓度是细菌利用环

境 DOC 与病毒裂解细胞释放 DOC 的动态结果。 

综上所述，本研究中瓶子效应评估实验和稀

释效应实验使用 0.8 μm 过滤滤液可以有效减少下

行控制效应对评估 BDOC 和 RDOC 的影响，培养

体系中细菌群落动态变化主要受到体系中微生物

可利用资源、病毒等上行控制因子的影响。 

3.5  BDOC 和 RDOC 研究中实验周期等问题 

关于培养时间，总的来说有数天、数周或数

月的时间[14]。本研究中，DOC 浓度在 1–3 d 内快

速消耗；细菌丰度在 0–7 d 内动态变化，随后保持

相对稳定(图 3、4)，DOC、细菌丰度变化趋势与

文献报道一致[24,34,51]。Del Giorgio 和 Davis[14]总结

1970–2002 年间自然水体(包括河流、湖泊、河口、

海洋等)BDOC 相关研究指出，1–3 d 内 BDOC 占

DOC 总量约 26%，10–15 d 约 34%。Vonk 等[52]系

统总结了环极地 BDOC 相关研究，系统提出了一

套适用于极地 BDOC 研究的操作方法，其中建议

环极地 BDOC 研究周期为 28 d。结合本研究和文

献报道中 DOC 降解和细菌动态变化规律，我们认

为 BDOC 研究时间周期应该在 2–4 周；考虑到细

菌动态变化规律，我们建议在实验第 1 周内应加

大采样频率，不仅可以探究 BDOC 的量，还可以

通过估算细菌的生长速率反映 BDOC 的生物转化

率及质量。 

Del Giorgio 和 Davis[14]在总结 BDOC 研究时

指出，培养温度、营养盐添加与否等也是影响

BDOC 的因素。对海洋环境中的 BDOC 进行定量

研究的目的是通过 BDOC 的定量来反映整体环境

情况及 BDOC 占总体有机碳比例。因此，实验设

置应与原位条件一致(包括温度、营养盐状态)，实

验结果才能反映水体 BDOC 真实状态。 

3.6  RDOC 的定量评估 

DOC 库由不同周转周期的碳库组成，从几小



肖喜林等 | 微生物学报, 2020, 60(6) 1101 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

时到几千年[53]。由于时间限制，难以直接通过实

验的方法区分不同 DOC 库中每个碳库的量。瓶子

培养方法可以获得 DOC 浓度随时间的变化，进而

可以直接获得一定时间范围内 BDOC 的含量。同

时，根据监测获得的 BDOC 或者实验中剩余 DOC

的量可以估测水体 RDOC 的含量。目前，对培养

实验的时间序列 DOC 数据常用的分析方法有线

性回归分析[54]和一阶幂指数(图 5)或者一阶指数

函数[6,14]，可以用来估计 DOC 的利用速率或者

BDOC、RDOC 的含量。 

以瓶子效应评估实验为例，为评估厦门近岸

海水中 BDOC、RDOC 水平，对不同大小培养体

系 DOC 浓度与时间进行一阶幂指数拟合(拟合 

公式为：DOC=BDOC·e–kt+RDOC)，结果如表 5

所示。BDOC 的利用主要在实验开始前 1.5–2.5 d 

(半周期 T/2 为 0.6–1.3 d)，与 Del Giorgio 和

Davis[14] 报 道 一 致 ； 不 同 大 小 培 养 体 系 之 间

BDOC、RDOC 量接近，分别为 4.0–6.2 μmol/L、

85.5–86.7 μmol/L。因此，不同大小培养体系对

BDOC、RDOC 的评估没有影响。 

 

 
 

图 5.  瓶子效应实验中不同大小培养体系中 BDOC、

RDOC 的估算 

Figure 5.  The estimation of BDOC and RDOC in 
bottles size effect experiment using one phase 
exponential decay model. 

表 5.  不同大小培养体系DOC浓度与时间的一阶幂指

数拟合结果 

Table 5.  Fitting results of one phase exponential 
decay formula of DOC concentration and time in bottle 
size effect experiment 
Best-fit 
values 

30 mL 60 mL 120 mL 240 mL 480 mL

BDOC 5.27 4.03 6.22 4.87 4.75 

k 1.02 1.01 0.64 1.11 0.53 

RDOC 86.15 86.71 85.6 85.79 85.47 

T/2 0.68 0.69 1.1 0.62 1.3 

R2 0.84 0.81 0.88 0.94 0.85 

Note: T/2 stand for the half-life of DOC decay. 

4  结论 

在全球气候变化的大背景下，海洋作为全球重

要的碳储库和气候调节器的作用受到越来越多的

关注，海洋碳循环和碳汇的研究也显得尤为重要和

迫切。随着 MCP 理论框架的提出及 RDOC 形成机

制的认识，海洋微生物在海洋碳循环中的作用得到

了极大的重视，RDOC 评估也成为海洋碳汇研究的

重要突破口。然而，目前海洋 RDOC 评估没有统

一可执行的标准评价方法，制约了人们对海洋储碳

能力的认识及全球尺度 RDOC 研究。 

本文系统评估 BDOC 研究中存在的不确定因

素，结合本研究结果及文献总结分析，我们建议

的 BDOC 或者 RDOC 评估方法如下。 

(1) 对于研究对象，获得目标样品后，在尽可

能短的时间以 0.8 µm 聚碳酸酯材质滤膜(预先以盐

酸清洗)过滤(尽量避免使用玻璃纤维材质滤膜)。过

滤系统中，对于需要接触样品部分，能用盐酸清洗

的部分，预先以盐酸浸泡清洗；不能盐酸浸泡部分，

实验前分别以 Milli-Q 水和目标样品清洗。滤液保

存在黑暗、冷藏环境中备用；如果用于评估 BDOC

或者 LDOC 含量，建议立即开展原位实验。 
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(2) 分装滤液至 40 mL 棕色 DOC 瓶(预先

450 °C，6 h 处理)中，于黑暗、原位温度条件下培

养。实验中，拧松瓶盖并一定时间间隔摇晃一次瓶

身以避免瓶内缺氧。我们建议的采样时间点 t=0、1、

2、3、5、7、14、28 d，每个时间点设置 3 个生物

学平行，同时测定 TOC (也即 DOC)和细菌丰度。

在特定的时间点采集细菌丰度后，以色谱级或以上

试剂级别盐酸固定样品至 pH<2，于 4 °C 环境下保

存，在尽可能短的时间内完成 TOC 样品分析。 

此外，需要特别指出的是，理想的 RDOC 评

估方法应该采用尽量模拟自然环境的培养体系，

如尽量大的培养体积和尽量长的培养时间。但

RDOC 的检测需要在野外现场(如科考航次)进行，

培养体积和培养时间受限。因此，从实际工作的

可操作性出发，本研究检验了相对较小的培养体

系(30–480 mL)和较短的培养时间(14–28 d)。在以

上培养条件一致的情况下获得的 BDOC 或者

RDOC 数据之间具有可比性，但并不等同于 BDOC

和 RDOC 的绝对定量。 
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Quantification of biodegradable dissolved organic carbon in the 
ocean 

Xilin Xiao#, Shuhui Xian#, Rui Zhang, Nianzhi Jiao* 
State Key Laboratory of Marine Environmental Science, Fujian Key Laboratory of Marine Carbon Sequestration, Institute of 

Marine Microbes and Ecospheres, College of Ocean and Earth Sciences, Xiamen University, Xiamen 361002, Fujian Province, China 

Abstract: [Objective] Refractory dissolved organic carbon (RDOC) is the main component of marine dissolved 
organic carbon (DOC) pool, which persists in the ocean for thousands of years, and is an important form of marine 
carbon sequestration. However, there is no consistent protocol for RDOC quantification. RDOC can be quantified 
by measuring the amount of biodegraded dissolved organic carbon (BDOC). [Methods] We performed quality 
control experiments to evaluate crucial steps during BDOC quantification, such as the effect of membrane and 
filtration methods on DOC contamination, and the effect of incubation volume and dilution on DOC utilization. 
[Results] Results show that (1) GF/F, GF-75, 0.2-μm polytetrafluoroethylene, 0.2-μm polycarbonate membranes 
and 0.2-μm polytetrafluoroethylene filter did not induce DOC contamination; the performance of vacuum and 
gravity filtration were relatively contamination-free and more stable than on-line filtration; (2) incubation ranged  
30 mL to 480 mL (area-to-volume ratios:1.64–0.67 cm–1) showed no significant difference in terms of bacterial 
growth rate and DOC utilization; and (3) dilution had obvious effects on bacterial growth rate, biomass accumulation, 
and the amount of the DOC used. [Conclusion] Taken together, it is recommended to use the vacuum filtration and 
non-diluted incubation in BDOC bioassay; and the commonly used filter membranes and incubation volume may not 
affect BDOC quantification. Furthermore, we proposed a protocol for measuring RDOC based on this work. 

Keywords: biodegradable dissolved organic carbon, refractory dissolved organic carbon, quantification method, the 

standard protocol 
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