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混合菌群发酵马尾藻作为海藻肥料的研究 
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摘要: 从马尾藻原位分离发酵菌群, 采用分子生物学手段分析鉴定菌种组成, 获得发酵菌株 4 株分别

为巨大芽孢杆菌 (Bacillus megaterium), 非脱羧勒克氏菌 (Leclerciaadecarboxylata), 鞘氨醇单胞菌

(Sphingomonasleidyi)以及赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillusmacroides); 控制 4 菌株接种比例进行马尾藻发

酵, 监测发酵过程中菌种生物量、褐藻酸含量及褐藻寡糖含量变化规律, 结果表明, 马尾藻经发酵 36 h

生成聚合度 2-5 的褐藻寡糖, 并伴随菌种二次生长及 pH 下降等易于观察检测的参数变化; 含褐藻寡糖

的发酵原液稀释 600 倍后, 能够明显促进小麦种子萌发及根生长, 与清水对照相比萌发率提高 26%, 

根系长度增长 37%。本研究为微生物发酵法生产海藻肥料提供了可行案例, 证实该方法简单有效, 可

操作性强, 有广阔的应用前景, 为将来实现海藻发酵肥工业化生产提供理论支持和数据支撑。  
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公元 4 世纪已有海藻用作土壤肥料的记载。海

藻富含多种营养物质, 能够改善土壤并对植物生长

产生有益功效, 加之获取方便, 成本低廉, 常被人们

用作天然有机肥料[1]。目前, 海藻肥料已经实现商品化, 

全球范围内有众多海藻肥生产厂家。根据国际农业行

业权威杂志New AG International对以海藻为主原料的

海藻肥市场统计, 2012年, 在欧洲市场上, 海藻肥经济

价值 20亿~40亿欧元, 全球预计最低为 80亿欧元, 仅

占整个农资市场(含化肥、杀虫杀菌市场)总额的 2%, 

海藻肥在农业上的经济价值空间巨大[2]。 

据统计, 2012年全世界海藻产量接近 2 490万吨, 

其中有相当比例的海藻作为生长促进剂及土壤调节

剂被应用于种植领域[3]。大型海藻主要分为红藻、绿

藻、褐藻三大门类, 其中褐藻是全球范围内应用最为

广泛的海藻肥生产原料, 包括海带、马尾藻、泡叶藻、

巨藻等[4]。褐藻与其他藻类相比有其独特的营养成分, 

比如褐藻酸、褐藻糖胶、褐藻多糖等。褐藻酸是褐

藻细胞壁的主要组成成分 , 含量占褐藻干质量的

20%~40%。褐藻酸由甘露糖醛酸和古罗糖醛酸单体

通过 1→4 糖苷键连接组成长链大分子结构, 并且与

褐藻糖胶、多酚、蛋白质等成分相互交联形成网络, 

对支撑和维持细胞壁骨架结构起决定性作用[5-6]。如

何将海藻中的营养物质高效提取利用, 同时最大限

度地保障其活性在加工过程中不被破坏是海藻肥料

制造领域需要突破的关键技术。然而, 褐藻细胞壁的

复杂结构和坚韧特性是阻碍海藻细胞内活性物质释

放的最大障碍。因此, 我们的需求就是分解褐藻酸这

一关键成分的大分子结构 , 进而瓦解海藻细胞壁 , 

促使海藻细胞中的营养物质的释放。目前, 海藻肥制

备方法主要是依赖酸、碱及化学有机试剂等对海藻

原料进行提取, 该方法虽然简单但是易造成藻肥活

性物质的不可逆性破坏, 同时酸、碱、有机试剂成分
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残留在海藻肥产品中, 会对农作物及土壤环境造成

危害。物理法对仪器设备要求严苛, 成本较高, 难以

实现行业推广[7]。因此, 海藻肥生产厂家需要寻找更

为环保高效的生产方法。 

微生物发酵是一种反应温和 , 简单可控 , 安全

环保的生物反应过程。自古以来, 人们已经利用微生物

发酵生产出多种产品, 但是利用微生物发酵海藻的研

究主要集中在生产生物质乙醇和抗性天然产物 [8-10], 

利用微生物发酵法生产海藻肥料的研究相对较少。

国内相关的几例研究是选用传统发酵微生物比如酵

母, 乳酸菌等混合菌群对海藻原料进行类似堆肥发

酵或好氧发酵处理。但其发酵过程可控性差, 发酵周期

长, 目标产物不明确, 难以满足工业化生产要求的统

一, 稳定, 可控的标准, 产品的质量难以保障[11-13]。发

酵海藻的微生物 , 因此 , 本文拟从解决上述问题入

手 , 针对性地分离筛选特种发酵菌株 , 对马尾藻进

行微生物发酵处理, 并对其发酵过程及产物功效进

行初步研究, 探索微生物发酵生产海藻肥的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集与处理 

马尾藻样品采自山东长岛, 采集新鲜海藻装入

自封袋后放入冰盒, 运回实验室后置于 4℃冷柜保

存。马尾藻经冲洗去除表面的沙粒、贝壳等杂质, 置

于 60℃烘干后, 研磨成粉末, 按照 1︰20(W/V)与蒸

馏水混合, 于 121℃灭菌处理 20 min, 冷却后离心获

得海藻的热水浸提液(SWE 培养基), 加入 2%琼脂, 

灭菌倒平板, 制成马尾藻平板。 

1.2  菌株的筛选与鉴定 

新鲜海藻剪成 3~5 cm的片段, 置于无菌三角瓶

中, 瓶底加少量无菌 2216E培养基, 封口后三角瓶置

于 30℃温箱培养, 待 2~3 周后, 将海藻片段表面附

生的菌苔刮下 , 用无菌水梯度稀释后 , 涂布马尾藻

平板。 

1.2.1  菌株革兰氏染色 

挑取平板上生长 24 h 的新鲜菌落, 涂抹在载玻

片中央的清水滴中, 用酒精灯火焰将水分轻轻烤干。

菌体细胞固定后, 结晶紫染色 1 min, 用自来水冲洗, 

碘液媒染 1 min, 自来水冲洗 , 吸干水分 , 加 95%

酒精数滴 , 并轻轻摇动进行脱色 , 20 s 后水洗 , 吸

去水分 , 最后加番红染色 1 min, 自来水冲洗 , 干

燥后镜检。  

1.2.2  菌株分子鉴定 

挑取马尾藻平板上不同形态的单菌落, 接种于

2216E 培养基中, 过夜培养, 取 1 mL 菌液提取基因

组 DNA, 用 27F(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 

3′)和 1492R(5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′)

通用引物扩增 16SrDNA, 将 PCR产物送至英潍捷基

公司测序。各菌株的 16S rDNA 序列经比对后用

MEGA 5.1软件构建系统进化树。 

1.3  菌株发酵 

4株菌株分别经 2216E培养基培养 12~16 h, 测

定 600 nm处吸光值, 用无菌水分别调节 OD600值至

1.0, 将调好的 4种菌悬液混合, 按照 1%的接种比例

将混合菌液转接至马尾藻液体培养基(SWE 培养基), 

30℃, 200 r/m培养。每隔 4 h取样, 测定马尾藻发酵

液 OD600值, pH值和褐藻酸含量。另外, 发酵结束后, 

取 5个 5 mL离心管, 各管内加入 0.3 mL马尾藻发酵

液和 2.7 mL马尾藻水提液, 置于 30℃培养, 分别在

0、1、3、5、7 h各取出一管, 测定管内褐藻酸含量。 

1.4  褐藻酸含量检测 

发酵液中褐藻酸含量检测采用分光光度法[14]。

原理为褐藻酸与 2 价以上金属离子生成的褐藻酸盐

类(镁盐除外)是水不溶性的。利用褐藻酸钠与硫酸铜

进行反应, 生成褐藻酸铜[Cu(Alg)2], 过量的铜离子

在 pH为 8.5的碱性条件下与二乙基二硫代氨基甲酸

钠(铜试剂)作用产生黄棕色配合物 , 在其最大吸收

波长 447 nm条件下测定该配合物的吸光值, 利用标

准曲线求出与褐藻酸钠结合的铜离子量进而计算褐

藻酸的含量。 

1.5  褐藻寡糖的 TLC 检测 

褐藻寡糖的分析检测可以用薄层层析法(TLC)

对样品进行初步定性分析 [15]。采用  Silica Gel 60 

F254 硅胶板, 上样量为 2 μL, 展开剂体系为正丁

醇∶甲酸∶水 = 4∶5∶1(V∶V∶V), 将硅胶板置于

层析缸中使层析液将其两次展开, 每次展开后室温

下吹干, 用硫酸-乙醇溶液作为显色剂, 再次吹干后, 

在 110℃下显色 5 min, 结果照相保存。 

1.6  褐藻寡糖的质谱鉴定 

取 36 h发酵液 2 mL加入 4倍体积的无水乙醇, 

12 000 r/min 离心 15 min, 去除发酵液中大分子成

分。离心后上清液冻干后进行质谱鉴定[16]。 
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1.7  种子萌发及生长实验 

挑选大小相近、颗粒饱满的小麦种子, 分别用清

水, 雷力 2000 (北京雷力), 马尾藻水提液, 马尾藻

36 h发酵液(含褐藻寡糖), 马尾藻 72 h发酵液(不含

海藻寡糖)浸泡小麦种子, 每组处理分别稀释 200倍、

400 倍、600 倍、800 倍 4 个浓度, 清水处理和雷力

海藻肥为对照组。 

每组处理的种子均浸于相应浓度的溶液中 12 h, 

浸种完毕后用蒸馏水冲洗 3 次。将种子整齐播在铺

有双层滤纸的培养皿中 , 每个培养皿中均放置  60 

粒小麦种子, 每个处理 3个平行共 180粒种子, 用纱

布盖上, 置于 25℃培养箱中培养, 期间及时添加清

水保持湿润, 培养 48 h后测定小麦种子萌发率。 

将大小相近颗粒饱满的小麦种子用清水浸泡 12 h, 

播撒在发芽盒中, 置于 25℃培养箱中培养 48 h, 期

间保持湿润。待小麦种子发芽后, 挑选长势相近的幼

苗 , 转移至盛有上述不同液肥处理的三角瓶中 , 进

行水培实验。每个三角瓶中移接 3株小麦幼苗, 每组

处理设 3 个平行共 9 株幼苗, 置于光照培养箱(浙江

托普 GTOP-310B)中培养, 培养条件为 25℃光照 12 h, 

16℃暗处理 12 h。培养 72 h后, 对小麦植株进行形

态观察并照相记录, 选取 5株幼苗, 用直尺测量小麦

根长。上述实验均进行 3次重复。 

1.8  数据处理 

采用统计学分析软件 SPSS 19.0 对不同处理的

种子萌发率和根长数据进行标准差和显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  4 种菌株的鉴定结果 

马尾藻表面生长的菌落经稀释涂布马尾藻平板, 

获得 4种形态不同的菌株(图 1), 其中菌株 A1和 M1

为革兰氏阳性菌, 菌株 C1和 S1为革兰氏阴性菌。4

种菌株经 16SrDNA测序, 序列比对结果显示, M1菌株

与巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)相似度最高为

99.79%, A1 菌株与赖氨酸芽孢杆菌 (Lysinibacillus 

macroides)相似度最高为 99.17%, S1菌株与鞘氨醇单

胞菌(Sphingomonas leidyi)相似度最高为 99.06%, 

C1 菌株与非脱羧勒克菌(Leclercia adecarboxylata)

相似度最高为 99.37%。采用邻接法构建 4 株菌的

系统发育树 , 结果显示与上述 4种菌亲缘关系最近

(图 2)。  

 

图 1  菌体形态观察及革兰氏染色 

Fig. 1  Phenotypic characterization of isolated cultures 

 

2.2  混合菌株发酵马尾藻特性 

4 种菌株等比例混合接种到马尾藻水提液培养

基中, 菌株生长曲线与在 2216E 培养基中相比有显

著区别。首先菌种生物量即最大 OD600 值为 2.5(图

3A)明显低于 2216E 培养基中的 4.0(图 3B), 说明马

尾藻水提液培养基对发酵菌种来说较难利用, 不如

2216E培养基中的营养成分转化利用率高。其次, 马

尾藻水提液培养基在发酵 36 h出现菌种二次生长现

象, 与此同时发酵液 pH值出现小幅度先降后升的变

化波动; 而在 2216E培养基中则无此变化。该结果说

明以马尾藻为营养物质的培养基在菌株发酵至一定

阶段后, 会出现某种代谢产物作为新的碳源为菌种

二次生长提供营养。随后检测发酵液中的褐藻酸含

量变化, 结果显示发酵液中的褐藻酸含量在发酵前

期基本保持稳定, 但在 36 h 显著下降, 含量降至初

始值的 40%并保持稳定(图 3C)。由此推测菌株在发

酵马尾藻过程中会分泌褐藻酸裂解酶至胞外, 但该

酶只偏好降解褐藻酸的其中一种组分(聚甘露糖醛酸

或聚古罗糖醛酸), 故发酵结束后发酵液中仍有部分

褐藻酸未被降解。为验证此推论, 将 36 h 的发酵上

清液与马尾藻水提液培养基混合 , 置于 30℃培养 , 

结果显示褐藻酸含量随培养时间的延长呈逐渐下降

的趋势(图 3D), 反应 7 h后褐藻酸含量降至初始值的

40%左右, 与上述发酵结果一致; 而经煮沸 15 min

后的发酵液则无法降解褐藻酸。该结果表明发酵液

中确实含有褐藻酸裂解酶。 

2.3  马尾藻发酵液中褐藻寡糖的检测 

褐藻寡糖是褐藻酸降解后产生的低聚合度的糖 
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图 2  发酵菌株系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic analysis of fermentative strain 

 

图 3  混合菌群的发酵特性 

Fig. 3  Fermentation characteristics of mixed strains in different media 

A. 混合菌群在马尾藻培养基中的生长曲线和 pH变化曲线; B. 混合菌群在 2216E培养基中的生长曲线和 pH变化曲线; C. 马尾藻培养

基褐藻酸含量变化; D.发酵液中褐藻酸裂解酶酶活检测。SFE为海藻发酵液; SWE为海藻水提液 

A. The growth and pH curves of mixed strain in seaweed water extract media; B. The growth and pH curves of mixed strain in 2216E media; C. 
Change of alginate content in seaweed water extract media; D. Detection of alginate lyase activity of fermentation broth  
SFE stands for seaweed fermentation extract; SWE stands for seaweed water extract 
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链片段, 同时也是发酵液中含褐藻酸裂解酶的有力

证明。因此, 我们通过薄层层析(TLC)对马尾藻发酵

液进行褐藻寡糖的检测, 从而进一步验证发酵液中

是否存在褐藻酸裂解酶。TLC结果显示, 36 h发酵液

中含有褐藻寡糖, 聚合度在 2~8 之间(图 4A); 随后根

据此次点样结果, 调整取样时间(自 24 h至 48 h, 每 4 h

取一次样), 结果表明在 28~40 h 这一时段均能检测

的褐藻寡糖, 但褐藻寡糖含量及种类随发酵时间的

延长呈递减趋势, 发酵 40 h 后便检测不到褐藻寡糖

(图 4B)。褐藻寡糖出现的时间段与褐藻酸含量突然

下降、微生物二次生长的时间段一致。由此我们推

测, 在发酵 36 h 褐藻酸降解成为褐藻寡糖, 而褐藻

寡糖作为碳源被菌株利用并出现二次生长现象。该

结果显示发酵 32~36 h为褐藻寡糖的最佳收获时间。

随后, 36 h的发酵液经质谱鉴定, 结果显示此发酵液

中富含聚合度 2~5的褐藻寡糖(图 4C)。 

 

图 4  发酵液中褐藻寡糖的 TLC和 ESI-MS检测 

Fig. 4  Detection of alginate oligosaccharides in fermentation broth by TLC and ESI-MS 

A. 不同时间发酵液中褐藻寡糖的薄层层析图谱; B. 取样时间缩短后发酵液中褐藻寡糖的薄层层析图谱; C. 36 h发酵液中褐藻寡糖质

谱结果。Control为寡糖标准品; DP2为寡聚二糖; DP8为寡聚八糖 

A. The TLC profile of alginate oligosaccharides in fermentation broth with different fermentation time; B. The TLC profile of alginate oligo-
saccharides in fermentation broth with sampling intervals narrowed; C. The MS result of alginate oligosaccharides in 36 h fermentation broth. 
Control stands for standard alginate oligosaccharides; DP2 stands for degree of polymerization of 2; DP8 stands for degree of polymerization of 8 

 

2.4  马尾藻发酵液的促生长效果 

上述 TLC及 ESI-MS结果显示, 马尾藻 36 h发

酵液中含有褐藻寡糖。根据文献报道褐藻寡糖对植

物有促生长及诱导抗性等有益功效[17-23]。随后, 设计 

对照及实验组, 验证褐藻寡糖的促生长功能。结果如

图 5 和表 1、2 所示, 与清水对照相比, 各浓度马尾

藻发酵液的促生长效果明显, 小麦萌发率显著提高, 

根系长度明显增加 , 并且稀释倍数越大 , 其促生长 

 

图 5  不同处理最佳浓度下的小麦根长 

Fig. 5  Root length of wheat under optimum concentration of different treatments 
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表 1  不同发酵液处理下的小麦种子萌发率 
Tab. 1  Seed germination rate of wheat under the conditions of different solutions 

稀释倍数 
对照处理 

1/200 1/400 1/600 1/800 

清水 74.44%±5.09ab 

水提液 81.67%±5bcd 74.44%±8.39ab 73.89%±9.18ab 71.11%±8.22a 

36 h发酵液 84.44%±2.54cde 88.89%±2.54cde 92.78%±4.19e 93.33%±1.67e 

72 h发酵液 85.56%±2.54cde 87.22%±2.54cde 90%±3.33de 90.56%±4.19de 

雷力 2000 80%±3.33bc 83.33%±3.33cd 87.22%±3.47cde 88.89%±2.54cde 

注: 不同字母表示处理间差异达到 5%显著水平. 下同 
 

表 2  不同发酵液处理下小麦根长 
Tab. 2  Root length of wheat under the conditions of different solutions 

稀释倍数 
对照处理 

1/200 1/400 1/600 1/800 

清水 6.58±0.47abc 

水提液 7.56±0.57def 7.02±0.49bcd 6.78±0.53abc 6.48±0.49ab 

36 h发酵液 7.7±0.34efg 8.18±0.30fg 9±0.4h 8.32±0.47g 

72 h发酵液 7.16±0.48cde 7.72±0.37efg 8.28±0.33g 7.84±0.4fg 

雷力 2000 6.2±0.46a 6.28±0.49a 6.74±0.4abc 7.08±0.5bcd 

 

效果越明显。而海藻水提液的功效与发酵液相反, 稀

释倍数越大 , 其促生长效应减弱 , 并且水提液的促

生长效应大多逊于同浓度下的发酵液。在所有对照

组和实验组中, 含褐藻寡糖的发酵液稀释 600和 800

倍的处理对小麦的促生长效果最为显著。 

3  讨论与结论 

微生物发酵是利用微生物的代谢过程将底物转

化成为所需的产品。因此, 微生物是发酵过程的主导

者, 选用合适的发酵微生物是获取目的产物的关键。

Uchida 课题组发现实验室冰箱中存放的石莼被微生

物发酵释放出酯类的气味, 经分离纯化他们得到了

具有较强发酵能力的一株乳酸菌和酵母菌群, 并利

用该微生物对海藻乳酸型和乙醇型发酵进行初步探

索[24]。Shobharani等则是通过目的筛选的方法, 以马

尾藻提取物为唯一碳源的培养基筛选得到了能够发

酵马尾藻的海洋来源的乳酸菌, 用来发酵马尾藻获

取具有抗氧化功能的活性物质[25]。上述研究都是以

海藻自身为菌种来源, 筛选分离能够为己所用的“专

用”菌种。这是符合自然界物种互相作用影响、共

同进化规律的。因此, 海藻原位生长的菌种理论上可

满足各种海藻发酵需求。本研究从降解褐藻细胞壁

成分的需求出发, 针对性的筛选马尾藻原位生长的

能够破坏细胞壁结构的菌群。发酵结果证明该菌群

在马尾藻发酵过程中产生褐藻酸裂解酶, 能够降解

褐藻细胞壁组成成分褐藻酸, 有利于破坏海藻细胞

壁结构促使胞内活性物质释放, 而单一菌种发酵马

尾藻在 72 h 内均无法降解褐藻酸(数据未显示)。这

一结果表明, 混合菌群在降解褐藻酸方面比单一菌

种更有优势 , 或许存在协作共生关系 , 其具体作用

机制有待进一步的深入研究。 

同时, 褐藻酸降解产物褐藻寡糖也是一种功能

成分, 能够诱导植物产生多种反应。近年来, 褐藻寡

糖的功能成为研究热点, 结果表明褐藻寡糖有明显

的促生长功能及免疫诱抗功能[26, 27]。本研究在马尾

藻发酵液中检测到褐藻寡糖成分, 这是首次报道以

海藻提取液为发酵底物获得褐藻寡糖。褐藻寡糖成

分可被微生物作为碳源利用, 因此需要控制发酵过

程及时间, 最大限度的收获褐藻寡糖。多次发酵实验

结果表明, 通过控制发酵菌株的接种比例(4 菌株等

比例混合), 发酵 32~36 h 可获得稳定的发酵产物, 

即聚合度为 2-5的褐藻寡糖, 并且褐藻寡糖生成伴随

明显的 pH波动, 菌体二次生长等现象。将来在海藻

工业化生产中, 通过监测发酵过程 pH变化即可反映

发酵产物的生成状况。 

海藻发酵液的促生长功能通过小麦种子萌发及

根长实验得到了初步验证。结果表明马尾藻发酵液

的要比未发酵的水提液促生长效果明显, 而含褐藻

寡糖的发酵液要比不含褐藻寡糖的发酵液效果好 , 

这说明微生物发酵过程确实将海藻肥中的营养成分
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“升级换代, ”更有利于植物吸收利用。同时, 该结果

再次证明褐藻寡糖的促进植物生长功效显著, 是海

藻发酵液中至关重要的功能成分。另外, 马尾藻发酵

液对根的促生长效果存在浓度剂量效应, 结果显示

马尾藻发酵液稀释至 600~800 倍对小麦促根生长效

果最为显著, 与 Anisimov 等[28]的研究结果相符。本

次使用的阳性对照为商品化的雷力海藻肥, 但其促

生长效果不太理想, 可能是因为雷力海藻肥为高度

浓缩产品 , 若稀释倍数太低 , 其促生长效应大打折

扣甚至会抑制作物生长。 

本研究通过原位筛选马尾藻附生菌群, 获得了 4

株发酵马尾藻的菌株, 控制 4 菌株接种比例可以获

得稳定的发酵产物, 发酵 36 h生成聚合度 2-5的褐藻

寡糖, 并伴随菌株二次生长及 pH下降等易于观察监

测的参数变化, 这对海藻发酵工业化生产具有指导

意义。发酵原液稀释 600倍后, 能够明显促进小麦种

子萌发及根生长, 萌发率提高 26%, 根系长度增长

37%, 具有商业化产品开发潜力和价值。 
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Abstract: Fermentative microorganisms present on the surface of seaweed were screened and then identified by 16S 

rDNA sequence analysis. We obtained the following four fermentative strains: Bacillus megaterium, Leclerciaadecarb-

oxylata, Lysinibacillusmacroides, and Sphingomonasleidyi. Using controlled inoculation proportion of these four 

strains, we obtained a stable fermentation product. We studiedthe changes and mechanisms of seaweed fermentation 

processto provide theoretical and data support for industrialization production of seaweed fermentation fertilizer. At 

36 h in the fermentation process, alginate oligosaccharides with polymerization degrees of 2–5 were generated and 

accompanied by secondary growth of fermentative strains and a decreased pH, which were the parameters that could 

be easily observed and monitored. Fermentation broth diluted 600 times could significantly promote the germination and 

root growth of wheat seeds. Germination rate was 26% higher and root growth was 37% longer than those in the control 

group, respectively. These results provided a feasible strategy for the production of seaweed fertilizer by microbial fermentation. 

This simple and effective fermentation method has strong operability and broad application prospects. 
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