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摘要:通过形态特征、生理生化特性及１６SrRNA序列分析方法对玉米(Zeamays)秸秆和白菜(Brassicapekinensis)尾

菜混贮料中的乳酸菌多样性进行分析,并以温度和pH 为限制因素筛选优良乳酸菌菌株.结果表明,分离得到的１２株

乳酸菌分属 于 乳 杆 菌 属(Lactobacillus)和 片 球 菌 属(Pediococcus).其 中,１ 株(LBＧ１)为 植 物 乳 杆 菌(Lactobacillus

plantarum),６株(LBＧ２、LBＧ４、LBＧ７、LBＧ８、LBＧ９和 LBＧ１１)为戊糖片球菌(Pediococcuspentosaceus),３株(LBＧ５、LBＧ６和

LBＧ１２)为短乳杆菌(Lactobacillusbrevis),２株(LBＧ３和 LBＧ１０)为类干酪乳杆菌(Lactobacillusparacasei).菌株 LBＧ３
和 LBＧ８表现出优良的耐高温、耐酸碱特性,且具有较强的产乳酸能力,二者可作为青贮饲料的乳酸菌添加剂.
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Abstract:Morphologicalobservation,physiologicalandbiochemicaltests,andthe１６SrRNAsequenceanalysis
methodswereusedtoanalyselacticacidbacteria(LAB)diversityinmixedsilageofcornstoverandcabbage,

andthethermotolerantstrainswerescreenedthroughwithtemperatureandpHastherestrictiveindicators．
Theresultsshowedthat１２LABstrainswereisolatedfrommixedsilage,whichwereclassifiedintoLactobacilＧ
lusandPediococcus,respectively．Specifically,onestrain (LBＧ１)wasLactobacillusplantarum,sixstrains
(LBＧ２,LBＧ４,LBＧ７,LBＧ８,LBＧ９andLBＧ１１)werePediococcuspentosaceus,threestrains(LBＧ５,LBＧ６andLBＧ
１２)wereLactobacillusbrevis,andtwostrains(LBＧ３andLBＧ１０)wereLactobacillusparacasei．ThecharacterＧ
isticsofLBＧ３andLBＧ８includedhighＧtemperatureresistance,acidＧresistanceandhigheracidＧproductionability．
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　　随着我国粮食种植面积和蔬菜生产规模的扩大,
农作物秸秆、尾菜等农业废弃物资源量逐年增加.作

物秸秆和尾菜均含有丰富的有机质成分,二者的季节

性“爆炸”产出导致其在短期内难以全部资源化利用

(如饲料化、能源化等),容易给生态环境带来严重危

害,如大量尾菜丢弃堆积常发生腐烂酸臭、细菌滋生等

现象;秸秆焚烧造成大气污染等危害.在我国大多地

区,作物秸秆通常萎蔫或干黄后才收获,水分和糖分的

大量流失使其无法直接青贮.有学者研究发现,作物

秸秆与花椰菜(Brassicaoleraceavar．botrytisLinＧ
naeus)、白菜(Brassicapekinensis)、高丹草(Sorghum
bicolor×S．sudanense)、白花草木樨(MelilotusalＧ
bus)等含水量高的植物进行混贮,能够调制出高品质

的动物饲料[１Ｇ４].另一方面,我国作物秸秆混贮多选择

在秋末冬初鲜草不足前进行,这对缓解冬季饲料供应

紧张具有重要意义.但相对秋冬季节而言,夏秋季节

的尾菜污染防治和秸秆饲料调制也有一定必要性.尾

菜中富含水分和糖分,利用青贮原理将秸秆与尾菜进

行混合贮存,既能利用尾菜资源、消除尾菜带来的环境

污染,又能调制出高品质的秸秆饲料,这对减少秸秆焚

烧、加快秸秆饲料化利用、有效治理尾菜污染均具有积

极意义[１].

青贮发酵过程中乳酸菌的种类、数量及其产酸能

力大小是决定贮存发酵品质的重要因素,因此了解混

贮过程中的乳酸菌多样性很有必要.同时,乳酸菌也

是常用的细菌发酵促进剂,添加乳酸菌能增加原料的

乳酸菌数量,促进乳酸发酵,降低混贮料pH,抑制有

害微生物生长,从而提高混贮品质[５].乳酸菌的一般

生长温度范围是５~５５ ℃,最适生长温度为３０~４０
℃,温度过高或过低都会影响其生长和发酵品质[６].

高温条件(４５~５５℃)接种乳酸菌不能提高贮存发酵

品质,低温条件(５~１５℃)下乳酸菌发酵和pH 下降

缓慢,需要较长时间才能抑制有害微生物,因此筛选耐

高温或耐低温的乳酸菌株十分重要[７].近年来,许多

学者就青贮用耐低温乳酸菌的筛选和理化特性进行了

报道[８Ｇ９],而有关耐高温乳酸菌的报道相对较少.

兰州市和武威市是甘肃省高原夏菜的主产区,年
均尾菜产量高达３００万t[１].为进一步减缓夏秋季节

的尾菜污染,促进秸秆资源的饲料化利用,本研究选取

含水量高、产量大的废弃白菜和玉米秸秆进行混合贮

存,通过生理生化试验和１６SrRNA 序列分析等方法

探明混贮料中的乳酸菌多样性,并以温度和pH 为限

制因素分离筛选耐高温、高产乳酸优良菌株,为夏秋高

温季节玉米秸秆和尾菜的混贮饲料调制提供可用的乳

酸菌添加剂.

１　材料与方法

１．１　培养基及试剂

液体 MRS培养基:蛋白胨１０g;葡萄糖２０g;牛
肉膏１０g;酵母浸膏５g;吐温Ｇ８０１g;柠檬酸氢二氨２

g;乙酸钠５g;硫酸镁０．１g;硫酸锰０．０５g;磷酸氢二

钾２g,加蒸馏水至１０００mL,固体培养基添加琼脂１５

g.
细菌基因组 DNA 提取试剂盒:美国 Biomiga公

司;２×TaqMasterMix:上海美吉生物医药科技有限

公司;DNA MarkerＧD:上海生工生物工程股份有限公

司.

１．２　试验方法

１．２．１　乳酸菌的分离、纯化与鉴定　玉米秸秆和白菜

的混合青贮样品为兰州理工大学生物质资源转化利用

实验室自制,其中秸秆和白菜分别切成１~２cm 长和

２cm×２cm 大小,按照２１∶２７质量比例混匀,密闭贮

存６０d后进行乳酸菌的分离与鉴定[１].在无菌环境

中取混合青贮样品２５g加入装有２２５mL无菌水的锥

形瓶中,室温振荡２h后菌悬液进行梯度稀释,然后各

取０．２mL分别涂布于 MRS固体培养基上,３７℃厌氧

培养４８h.挑取不同的典型单菌落进行分离纯化,结
合菌落形态观察、革兰氏染色、过氧化氢酶试验、生理

生化特性检测、分子生物学方法进行综合鉴定[１,１０].

１．２．２　耐高温、高产乳酸菌株的筛选　将上述分离鉴

定得到的菌株分别接种于 MRS液体培养基中,３７℃
厌氧培养,每隔３h测 OD值绘制生长曲线并在４８h
后测各菌株的乳酸浓度,初步筛选生长速度快、乳酸产

量高的菌株.进一步考察初筛菌株分别在不同温度

(２０、３０、３７、４２和５０ ℃)和pH(３．５、４．５、５．５、６．５、７．５
和８．５)条件下连续培养４８h时的 OD值和乳酸浓度,

８３３１
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筛选耐高温且具有一定耐酸性的优良乳酸菌株.乳酸

浓度测定采用SBAＧ４０X三通道生物传感分析仪测定.

１．３　数据分析

用Excel软件绘制图表,并用SPSS２０软件对不

同温度和pH 处理的 OD值和乳酸浓度进行方差分析

和Duncan多重比较.

２　结果与分析

２．１　乳酸菌的分离与鉴定

根据菌落形态观察,挑选乳白色、中央凸起、表面

光滑的菌落,革兰氏染色为阳性和过氧化氢酶试验为

阴性的菌落初步判定为乳酸菌,共分离得到１２株,编
号分别为 LBＧ１、LBＧ２、LBＧ３、LBＧ４、LBＧ５、LBＧ６、LBＧ７、

LBＧ８、LBＧ９、LBＧ１０、LBＧ１１、LBＧ１２.１２株乳酸菌的生

理生化特性试验结果如表１和表２所示.
各菌株硝酸盐还原和明胶液化试验均为阴性,且

都能在pH４．５条件下正常生长(表１).所有菌株均

不产生吲哚,且硫化氢不产气.菌株 LBＧ１、LBＧ３、LBＧ
５、LBＧ６、LBＧ１０、LBＧ１２初步认定为乳杆菌属(LactobaＧ
cillus).LBＧ２、LBＧ４、LBＧ７、LBＧ８、LBＧ９、LBＧ１１初步认

定为片球菌属(Pediococcus).由糖发酵试验结果可

知(表２),LBＧ１能利用葡萄糖产酸但不产气,不能水

表１　乳酸菌属水平的鉴定结果

Table１　Identificationoflacticacidbacteriaatthegenuslevel

菌株编号

Straincode

形状

Shape

革兰氏染色

Gram
staining

过氧化氢

酶试验

Catalasetest

硝酸盐还原

试验 Nitrate
reductiontest

明胶液化

试验 Gelatin
liquefactiontest

吲哚试验

Indoletest

硫化氢产气试验

Hydrogensulphide

productiontest

pH４．５生长

Growth
atpH４．５

LBＧ１
乳酸杆菌

Rod
＋ — — — — — ＋

LBＧ２
乳酸球菌

Cocci
＋ — — — — — ＋

LBＧ３
乳酸杆菌

Rod
＋ — — — — — ＋

LBＧ４
乳酸球菌

Cocci
＋ — — — — — ＋

LBＧ５
乳酸杆菌

Rod
＋ — — — — — ＋

LBＧ６
乳酸杆菌

Rod
＋ — — — — — ＋

LBＧ７
乳酸球菌

Cocci
＋ — — — — — ＋

LBＧ８
乳酸球菌

Cocci
＋ — — — — — ＋

LBＧ９
乳酸球菌

Cocci
＋ — — — — — ＋

LBＧ１０
乳酸杆菌

Rod
＋ — — — — — ＋

LBＧ１１
乳酸球菌

Cocci
＋ — — — — — ＋

LBＧ１２
乳酸杆菌

Rod
＋ — — — — — ＋

注:“＋”表示阳性;“—”表示阴性.表２同.

Note:“＋”representpositive;“—”representnegative．similaryfortheTable２．

９３３１
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表２　糖发酵试验结果

Table２　Resultsofsugarfermentationtest

菌株Strain LBＧ１ LBＧ２ LBＧ３ LBＧ４ LBＧ５ LBＧ６ LBＧ７ LBＧ８ LBＧ９ LBＧ１０ LBＧ１１ LBＧ１２

１５℃生长 Growthat１５℃ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

４５℃生长 Growthat４５℃ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

精 氨 酸 水 解 Arginineand
producesammonia

— ＋ — ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ — ＋ ＋

葡萄糖产酸

Glucoseandproducesacid
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

葡萄糖产气

Glucoseandproducesgas
— — — — ＋ ＋ — — — — — ＋

阿拉伯糖 Arabinose — ＋ — ＋ — — ＋ ＋ ＋ — ＋ —

七叶苷 Aesculin ＋ ＋ ＋ ＋ — — ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ —

果糖Fructose ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
半乳糖 Galactose ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
乳糖Lactose ＋ — ＋ ＋ — — ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ —

麦芽糖 Maltose ＋ ＋ — ＋ — — ＋ ＋ ＋ — ＋ —

甘露醇 Mannitol ＋ — ＋ — — — — — — ＋ — —

甘露糖 Mannose ＋ ＋ ＋ ＋ — — ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ —

松三糖 Melezitose ＋ — — — — — — — — — — —

蜜二糖 Melibiose ＋ — ＋ — ＋ ＋ — — — ＋ — ＋
棉籽糖 Raffinose ＋ — — — — — — — — — — —

鼠李糖 Rhamnose — — — — — — — — — — — —

水杨苷Salicin ＋ ＋ — ＋ — — ＋ ＋ ＋ — ＋ —

蔗糖Sucrose ＋ — — — — — — — — — — —

海藻糖 Trehalose — ＋ ＋ ＋ — — ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ —

木糖 Xylose — — ＋ — — — — — — ＋ — —

纤维二糖Cellobiose ＋ ＋ ＋ ＋ — — ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ —

山梨醇Sorbitol ＋ — ＋ — — — — — — ＋ — —

解精氨酸,除阿拉伯糖、鼠李糖、海藻糖和木糖外的其

它糖类和醇类均能进行发酵,初步认定为植物乳杆菌

(Lactobacillusplantarum);LBＧ２、LBＧ４、LBＧ７、LBＧ８、

LBＧ９、LBＧ１１为球菌,可以发酵阿拉伯糖、果糖、半乳

糖、麦芽糖、甘露糖、水杨苷、海藻糖、纤维二糖,其生理

生化性状与片球菌属相似,初步鉴定为戊糖片球菌

(Pediococcuspentosaceus),与陶雅等[１１]鉴定戊糖片

球菌的结果一致;LBＧ５、LBＧ６、LBＧ１２可水解精氨酸,
能利用葡萄糖产酸产气,可利用果糖、半乳糖和蜜二糖

产酸,可初步认为是异型的短乳杆菌(Lactobacillus
brevis);LBＧ３和LBＧ１０能利用葡萄糖产酸但不产气,
而且能发酵七叶苷、果糖、半乳糖、乳糖、甘露糖、蜜二

糖、甘露醇、纤维二糖、木糖、海藻糖和山梨醇,与于佳

弘等[１２]对玉米(Zeamays)青贮的研究结果基本一

致,可初步认定为类干酪乳杆菌(LactobacillusparaＧ
casei).

　　为进一步准确判定乳酸菌种属情况,进行了１６S
rRNA分子生物学鉴定试验,将测序结果与 Microbes
Nucleotide数据库中已知的菌种序列进行比对分析,
找出与目的序列同源性最高的菌种.LBＧ１与植物乳

杆菌(Lactobacillusplantarum)同源性最高(表３);

LBＧ５、LBＧ６、LBＧ１２与短乳杆菌(Lactobacillusbrevis)
同源性最高;菌株 LBＧ２、LBＧ４、LBＧ７、LBＧ８、LBＧ９、LBＧ
１１与戊糖片球菌(Pediococcuspentosaceus)同源性最

高;菌株 LBＧ３、LBＧ１０与类干酪乳杆菌(Lactobacillus
paracasei)同源性最高.
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表３　１６SrRNA同源性比对结果

Table３　Resultsof１６SrRNAhomologycomparison

菌株编号

Straincode

登记号

Accession

覆盖度

Querycover

相似度

Identity

相似性比对结果

Blastresult

LBＧ１ NC_００４５６７．２ ９９％ ９９％ 植物乳杆菌Lactobacillusplantarum

LBＧ２ NC_００８５２５．１ ９９％ ９９％ 戊糖片球菌Pediococcuspentosaceus

LBＧ３ NC_００８５２６．１ ９８％ ９７％ 类干酪乳杆菌Lactobacillusparacasei

LBＧ４ NC_００８５２５．１ ９９％ ９９％ 戊糖片球菌Pediococcuspentosaceus

LBＧ５ NC_００８４９７．１ １００％ ９９％ 短乳杆菌Lactobacillusbrevis

LBＧ６ NC_００８４９７．１ ９９％ ９９％ 短乳杆菌Lactobacillusbrevis

LBＧ７ NC_００８５２５．１ ９９％ ９９％ 戊糖片球菌Pediococcuspentosaceus

LBＧ８ NC_００８５２５．１ ９９％ ９９％ 戊糖片球菌Pediococcuspentosaceus

LBＧ９ NC_００８５２５．１ ９９％ ９９％ 戊糖片球菌Pediococcuspentosaceus

LBＧ１０ NC_００８５２６．１ ９９％ ９９％ 类干酪乳杆菌Lactobacillusparacasei

LBＧ１１ NC_００８５２５．１ ９９％ ９９％ 戊糖片球菌Pediococcuspentosaceus

LBＧ１２ NC_００８４９７．１ ９８％ ９８％ 短乳杆菌Lactobacillusbrevis

　　构建１２株乳酸菌的系统发育树,如图１所示.１２
株乳酸菌分别属于乳杆菌属和片球菌属,其中菌株

LBＧ１与植物乳杆菌(Lactobacillusplantarum)相似性

达９９％;菌株LBＧ５、LBＧ６、LBＧ１２与LactobacillusbreＧ
vis的亲缘关系比其它菌株近,可鉴定为短乳杆菌;菌
株 LBＧ２、LBＧ４、LBＧ７、LBＧ８、LBＧ９、LBＧ１１与PediococＧ
cuspentosaceus以９８％的相似度在同一聚类上,可鉴

定它们为戊糖片球菌;菌株LBＧ３与LactobacilluspaＧ
racasei以９９％的相似度聚在一支上,结合１６SrRNA
同源性比对结果,确定 LBＧ３和 LBＧ１０为类干酪乳杆

菌.

２．２　１２株分离乳酸菌的生长特性研究

LBＧ３、LBＧ４、LBＧ７、LBＧ８、LBＧ９、LBＧ１０和LBＧ１１具

有相似生长趋势,３~９h处于对数生长期,１２h进入

稳定生长期,４８h时未观察到衰退现象[１３](图 ２).

LBＧ２和LBＧ６生长速率较慢,６h后开始进入对数生长

期,二者分别于９和１２h趋于稳定.LBＧ５和 LBＧ１２
在０h时即迅速繁殖,且分别于９和６h时进入生长稳

定期.LBＧ１在３~６h为对数生长期.

１２株乳酸菌株培养４８h的产乳酸能力如图３所

示.LBＧ１、LBＧ３、LBＧ８ 和 LBＧ９ 的 乳 酸 浓 度 分 别 为

１７３０、１９２０、２８２０和２３４０mgL－１,显著高于其它

菌株(P＜０．０５).结合图２菌株生长速率,初步选取

LBＧ１、LBＧ３、LBＧ８和 LBＧ９作为高产乳酸的初筛菌用

于进一步筛选.

图１　基于１６SrRNA基因序列建立的乳酸菌系统进化树

Fig．１　Phylogenetictreebasedonthe１６SrRNAsequenceof
lacticacidbacteriastrains

注:图中分支数字表示Bootstrap验证中该分支可信度百分数;标尺表

示序列差异度.

Note:Numbersintreebranchrepresentpercentageofconfidencefor

eachbranch;scalerepresentdifferenceinsequence．

２．３　４株初筛乳酸菌株的产酸速率曲线

LBＧ１和LBＧ３的产酸速率较快,９h时pH 降至最

低值３．８(图４);LBＧ８和LBＧ９的产酸速率较慢,２１h时

pH降至最低值３．９,这与张慧杰等[１４]研究发现的乳酸

杆菌较乳酸球菌具有更强的产酸能力结果基本一致.

　　４株初筛菌在不同温度时的生长代谢性能有很大

差异.整体上看,５０℃时的 OD值均明显低于其它温

度,乳酸产量也明显低于其它温度(图５);可见这４株
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图２　１２株乳酸菌的生长曲线

Fig．２　Growthcurveof１２lacticacidbacteria

图３　１２株乳酸菌的乳酸浓度

Fig．３　Lacticacidconcentrationsin１２lacticacidbacteria
注:不同小写字母表示不同乳酸菌产酸量之间差异显著(P＜０．０５).下同.

Note:Differentlowercaselettersindicatesignificantdifferenceamongdifferentlacticacidconcentrationatthe０．０５level．similarlyforthefollowingfigＧ

ures．

图４　４株初筛乳酸菌株的产酸速率曲线

Fig．４　Acidproductionrateinpreliminary
screeningof４lacticacidbacteria

显著低于LBＧ３和LBＧ８(P＜０．０５).说明菌株LBＧ３和

LBＧ８在pH 为４．５~８．５时均能良好生长且有较强的

乳酸菌均不适宜在５０℃时生长,２０~４２℃的温度范

围则有利于菌株繁殖,但 LBＧ９在４２ ℃几乎不生长,
予以筛除.从产乳酸角度看,２０~４２℃有利于乳酸生

成和累积.虽然 LBＧ１繁殖能力强,但其在不同温度

时的产乳酸能力显著低于LBＧ３和LBＧ８(P＜０．０５),故

LBＧ１予以筛除(图６).４２℃时LBＧ３和 LBＧ８的乳酸

产量较高,由于乳酸菌的理论适宜温度为３７℃,因此

初步判定LBＧ３和LBＧ８具有一定的耐高温生长特性.

２．４　４株初筛乳酸菌株的耐酸性比较

　　４株初筛乳酸菌在较低pH(≤３．５)时的OD值很
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图５　４株初筛乳酸菌株在不同温度时的OD值

Fig．５　ODvaluesinpreliminaryscreeningof４lacticacid
bacteriaunderdifferenttemperatures

图６　４株初筛乳酸菌株在不同温度时的乳酸浓度

Fig．６　Lacticacidconcentrationinpreliminaryscreeningof
４lacticacidbacteriaunderdifferenttemperatures

图７　４株初筛乳酸菌株在不同初始pH时的OD值

Fig．７　ODvaluesofinpreliminaryscreeningof４lactic
acidbacteriaunderdifferentinitialpH

图８　４株初筛乳酸菌株在不同初始pH时的乳酸浓度

Fig．８　Lacticacidconcentrationinpreliminaryscreeningof
４lacticacidbacteriaunderdifferentinitialpH

低,不适合生长繁殖(图７).pH 为４．５~７．５时４株乳

酸菌的 OD值较高,适宜生长且能产生一定量乳酸,但

LBＧ１和LBＧ９在pH 为８．５的弱碱性条件下时 OD值

耐酸性和偏碱环境适应能力,尤其LBＧ８菌株在pH 为

４．５~８．５时的产酸能力均显著高于其它菌株(P＜
０．０５)(图８).

３　讨论

３．１　混贮料的乳酸菌多样性

青贮饲料中常见的乳酸菌包括乳杆菌属、明串珠

菌属(Leuconostoc)、乳球菌属(Lactococcus)、肠球菌

属(Enterococcus)、片球菌属和魏斯氏菌属(WeisselＧ
la)等[１５].Pang等[１６]从玉米秸秆青贮料中分离得到

了植物乳杆菌、短乳杆菌、戊糖乳杆菌(Lactobacillus
pentosus)、乳酸明串珠菌(Leuconostoclactis)、魏斯氏

乳酸菌(Weissellacibaria)和蒙氏肠球菌(EnterococＧ
cusmundtii).何轶群等[１７]从玉米秸秆青贮料中分离

鉴定出植物乳杆菌、戊糖片球菌、发酵乳杆菌(LactoＧ
bacillusfermentium)、屎肠球菌(EnterococcusfaeciＧ
um)和肠膜明串珠菌肠膜亚种(LeuconostocmesenteＧ
roidessubsp．).王彦苏等[１８]从水稻(Oryzasativa)
秸秆中分离得到干酪乳杆菌(Lactobacilluscasei)和
耐乙醇片球菌(P．ethanolidurans).阿布都克尤木
麦麦提等[１９]从小麦(Triticumaestivum)秸秆中分离

得到副干酪乳杆菌亚种(LactobacillusparacaseisubＧ
sp．)、鼠李糖乳杆菌(Lactobacillusrhamnosus)、肠球

菌(Enterococcusfaeciu).张永辉等[２０]从新疆棉花

(Gossypium)秸秆中分离出了植物乳杆菌和戊糖片球
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菌.陶雅 等[１１]从 短 芒 大 麦 (HordeumbrevisubulaＧ
tum)草 中 分 离 得 到 类 布 氏 乳 杆 菌 (Lactobacillus
parabuchneri)、戊糖乳杆菌、短乳杆菌和戊糖片球菌.
本研究从玉米秸/白菜混贮料中分离得到植物乳杆菌、
戊糖片球菌、类干酪乳杆菌(Lactobacillusparacasei)
和短乳杆菌,混贮发酵体系中的乳酸杆菌较乳酸球菌

丰富,这与陶雅等[１１]分离得到的乳酸杆菌属较片球菌

属多的结果一致,但与其它文献报道有所差异,这可能

是青贮原料来源、青贮发酵的生化反应过程、环境温度

等因素不同所致.

３．２　耐高温优良乳酸菌株的筛选

发酵过程的乳酸菌数量及其生长特性是青贮成功

与否的关键因素,而发酵品质的主要限制因素是缺少

高活性、产酸能力强的乳酸菌[２１Ｇ２２].干秸秆或尾菜等

原料自身附着的乳酸菌数量少,导致青贮发酵过程较

慢[１,１０].通过添加优良的乳酸菌制剂等方法可加快青

贮过程中的乳酸发酵进程,有效改善青贮品质,因此筛

选生长繁殖速度快、产酸能力强的乳酸菌很有必要.
本研究分离得到的植物乳杆菌、戊糖片球菌和类

干酪乳杆菌为同型发酵乳酸菌,短乳杆菌为异型发酵

乳酸菌.依据乳酸菌代谢理论,同型发酵乳酸菌能够

利用１分子葡萄糖产生２分子乳酸,迅速降低环境

pH,是青贮发酵的主导菌群;而异型发酵乳酸菌利用

１分子葡萄糖仅能产生１分子乳酸,效率仅为同型发

酵乳酸菌的１７％~５０％[２３].本研究初筛得到的 LBＧ
１、LBＧ３、LBＧ８和LBＧ９均为同型发酵乳酸菌,生产繁殖

能力和产酸能力强.其中,LBＧ１生长速率最快,但产

乳酸能力低于 LBＧ３、LBＧ８和 LBＧ９;LBＧ３的pH 下降

最快,产乳酸能力强,这与赵婧等[２４]研究得出类干酪

乳杆菌产酸量高结果一致,并且 LBＧ３在高温条件下

乳酸大量积累;LBＧ８在不同温度及不同pH 条件下乳

酸浓度最高,这与保安安等[２５]研究得出戊糖片球菌可

迅速降低青贮料pH 结果基本一致;LBＧ９虽产酸能力

较强,但在４２℃时生长缓慢.
研究表明,高温(３０~４０℃)青贮容易产生丁酸发

酵,发酵品质较差;低温(５~１５℃)青贮则发酵强度较

弱,需要较长时间来抑制肠杆菌、芽孢杆菌和酵母等腐

败微生物[６Ｇ７].Wang和 Nishino[２６]认为高温青贮时乳

酸菌、好氧性细菌和酵母菌的繁殖及乳酸发酵会被抑

制,乙酸发酵增强.因此在夏秋高温季节的玉米秸/尾

菜混贮过程中,添加优良的耐高温乳酸菌株有利于提

高混贮成功率,改善发酵品质.研究中分离得到的菌

株LBＧ３和LBＧ８在４２℃高温时具有较强的生长能力

和产乳酸能力,符合 McDonald等[２７]提出的理想青贮

用乳酸菌添加剂标准.建议类干酪乳杆菌 LBＧ３与戊

糖片球菌LBＧ８可以制成复合乳酸菌剂用于夏秋季节

高温青贮饲料的调制.复合乳酸菌剂的组成多样性有

利于各菌株之间发挥协同作用,提高青贮品质[２８].但

是该复合乳酸菌剂是否能提高青贮品质还有待研究.

４　结论

从玉米秸/尾菜混贮料中共分离出１２株乳酸菌,
通过传统的形态学、生理生化特征分析和１６SrRNA
鉴定,LBＧ１是植物乳杆菌(Lactobacillusplantarum),

LBＧ３和 LBＧ１０是类干酪乳杆菌(LactobacillusparaＧ
casei),LBＧ５、LBＧ６和 LBＧ１２是短乳杆菌(LactobacilＧ
lus．brevis),LBＧ２、LBＧ４、LBＧ７、LBＧ８、LBＧ９和LBＧ１１是

戊糖 片 球 菌 (Pediococcuspentosaceus).其 中 菌 株

LBＧ３和LBＧ８产酸能力强且都具有优良的耐酸碱、耐
高温特性,可作为良好的乳酸菌青贮菌剂应用于青贮

饲料中.

参考文献References:
[１]　任海伟,赵拓,李金平,李雪雁,李志忠,徐娜,王永刚,喻春来,高晓航,王晓力．玉米秸秆与废弃白菜混贮料的发酵特性及其乳

酸菌分离鉴定．草业科学,２０１５,３２(９):１５０８Ｇ１５１７．

RenH W,ZhaoT,LiJP,LiXY,LiZZ,XuN,WangYG,YuCL,GaoXX,WangXL．Identificationoflacticacidbacteria

andfermentationcharacteristicsformixedensilagesofcornstoverandcabbagewaste．PrataculturalScience,２０１５,３２(９):１５０８Ｇ

１５１７．(inChinese)

[２]　杨道兰,汪建旭,冯炜弘．花椰菜茎叶与玉米秸秆的混贮品质．草业科学,２０１４,３１(３):５５１Ｇ５５７．

YangDL,WangJX,FengW H．Effectsofbroccolistemsandleavesandmaizestraw mixＧensilingonsilagequality．PrataculＧ

turalScience,２０１４,３１(３):５５１Ｇ５５７．(inChinese)

[３]　梁欢,刘贵波,吴佳海,曾兵,李源,游永亮,赵海明．混贮模式对高丹草青贮发酵品质及体外产气动力学特性的影响．草业学报,

４４３１



第６期 李志忠　等:玉米秸秆和白菜尾菜混贮料的乳酸菌多样性及耐高温优良菌株筛选

http://cykx．lzu．edu．cn

２０１６,２５(４):１８８Ｇ１９６．

LiangH,LiuGB,WuJH,ZengB,LiY,YouYL,ZhaoH M．EffectsofmixedsilaＧgemodesonthefermentationqualityandin

vitrogasdynamicsofasorghumsudaＧngrasshybrid(Sorghumbicolor×Sorghumsudanense)．ActaPrataculturaeSinica,２０１６,

２５(４):１８８Ｇ１９６．(inChinese)

[４]　李树成,黄晓辉,王静,李东华,王彦荣．白花草木樨与玉米秸秆混合青贮的发酵品质及有毒成分分析．草业科学,２０１４,３１(２):

３２１Ｇ３２７．

LiSC,HuangXH,WangJ,LiDH,WangYR．EffectsdifferentmixedratioandfermentingperiodonefficiencyofmixedsiＧ

lageofMelilotusalbusandstraw．PrataculturalScience,２０１４,３１(２):３２１Ｇ３２７．(inChinese)

[５]　张庆,张万军,田吉鹏,王雨,李旭娇,玉柱．乳酸菌青贮技术研究进展．草业科学,２０１４,３１(２):３２８Ｇ３３３．

ZhangQ,ZhangWJ,TianJP,WangY,LiXJ,YuZ．Advancesinlacticacidbacteriasilagetechnologyresearch．Pratacultural

Science,２０１４,３１(２):３２８Ｇ３３３．(inChinese)

[６]　刘飞．青贮饲料中优良乳酸菌的分离鉴定及其应用．黑龙江:东北农业大学硕士学位论文,２００５．

LiuF．Identificationoflacticacidbacteriaspeciesisolatedfromsilageandtheirapplicationforsilagepreparation．MasterThesis:

Heilongjiang:NortheastAgriculturalUniversity,２００５．(inChinese)

[７]　刘秦华,李湘玉,李君风,白晰,张建国,邵涛,吴琳,赵新国,田佳鹭．温度和添加剂对象草青贮发酵品质、αＧ生育酚和βＧ胡萝卜

素的影响．草业学报,２０１５,２４(７):１１６Ｇ１２２．

LiuQ H,LiXY,LiJF,BaiX,ZhangJG,ShaoT,WuL,ZhaoXG,TianJL．Effectsofadditivesonthefermentationquality,

αＧtocopherolandβＧcaroteneofnapiergrass(PennisetumpurpureumSchumach．)silage．ActaPrataculturaeSinica,２０１５,２４(７):

１１６Ｇ１２２．(inChinese)

[８]　陈明霞,刘秦华,张建国．耐低温乳酸菌的筛选鉴定及其对黑麦草青贮的影响．草地学报,２０１６,２４(２):４０９Ｇ４１５．

ChenM X,LiuTH,ZhangJG．IdentificationoflacticacidbacteriaisolatesandtheirinoculatingeffectsonthesilagefermentaＧ

tionofItalianryegrassatlowtemperature．ActaAgrectirSinica２０１６,２４(２):４０９Ｇ４１５．(inChinese)

[９]　储徐建,李长慧,刘明灿,李彩娟,赵明霞．耐低温乳酸菌的分离与优化培养．草业科学,２０１４,３１(７):１３８０Ｇ１３８７．

ChuXJ,LiCH,LiuMC,LiCJ,ZhaoMX．Isolationandoptimizationoflowtemperaturelacticacidbacteria．PrataculturalSciＧ

ence,２０１４,３１(７):１３８０Ｇ１３８７．(inChinese)

[１０]　任海伟,赵拓,李金平,李雪雁,徐娜,王永刚,王晓力,高晓航．玉米秸秆与废弃白菜的混贮品质及乳酸菌多样性研究．草业学

报,２０１６,２５(１):１９７Ｇ２０６．

RenH W,ZhaoT,LiJP,LiXY,XuN,WangYG,WangXL,GaoXH．Qualityandlacticacidbacteriaofmixedcornstalk

andcabbagewastesilage．ActaPrataculturaeSinica,２０１６,２５(１):１９７Ｇ２０６．(inChinese)

[１１]　陶雅,李峰,高凤芹,孙启忠．短芒大麦草青贮微生物特性研究及优良乳酸菌筛选．草业学报,２０１５(１２):６６Ｇ７３．

TaoY,LiF,GaoFQ,SunQZ．MicrobialcharacteristicsofHordeumbrevisubulatumsilageandscreeningforlacticacidbacteＧ

riawithhighfermentationperformance．ActaPrataculturaeSinica,２０１５,２４(１２):６６Ｇ７３．(inChinese)

[１２]　于佳弘,罗红霞,杨新建,汪长钢,贾红亮．玉米青贮中乳酸菌的分离鉴定及特性研究．食品工业,２０１５,３６(９):１９９Ｇ２０３．

YuJH,LuoHX,YangXJ,WangCG,JiaHL．Isolationandidentificationoflacticacidbacteriaincornsilagecharacteristic

research．TheFoodIndustry,２０１５,３６(９):１９９Ｇ２０３．(inChinese)

[１３]　崔棹茗,郭刚,原现军,李君风,杨晓丹,丁良,余成群,邵涛．青稞秸秆青贮饲料中优良乳酸菌的筛选及鉴定．草地学报,２０１５,

２３(３):６０７Ｇ６１５．

CuiZM,GuoG,YuanXJ,LiJF,YangXD,DingL,YuCQ,ShaoT．InthehighlandbarleystrawsilagefinescreeningandiＧ

dentificationoflacticacidbacteria．JournalofGrassland,２０１５,２３(３):６０７Ｇ６１５．(inChinese)

[１４]　张慧杰,玉柱,王林,蔡义民,李峰,陶雅,孙启忠．青贮饲料中乳酸菌的分离鉴定及优良菌株筛选．草地学报,２０１１,１９(１):

１３７Ｇ１４１．

ZhangHJ,YuZ,WangL,CaiY M,LiF,TaoY,SunQZ．Silagegoodstrainsoflacticacidbacteriaisolationandidentification

ofscreening．JournalofGrassland,２０１１,１９(１):１３７Ｇ１４１．(inChinese)

[１５]　HanLY,ZhouH．Effectsofensilingprocessesandantioxidantsonfattyacidconcentrationsandcompositionsincornsilages．

JournalofAnimalScienceandBiotechnology,２０１３,４(２):１Ｇ７．
[１６]　PangHL,ZhangM,QinGY,TanZF,LiZ W,WangYP,CaiY M．Identificationoflacticacidbacteriaisolatedfromcorn

５４３１



草　业　科　学 第３４卷

http://cykx．lzu．edu．cn

stovers．AppliedDairyMicrobiology,２０１１,８２(５):６４２Ｇ６５３．
[１７]　何轶群,雷赵民,吴润,万学瑞,刁小龙,艾文娜．青贮饲料中优良乳酸菌的分离鉴定及其生物学特性研究．生物技术通报,

２０１３(５):１７７Ｇ１８３．

HeYQ,LeiZM,WuR,WanXR,DiaoXL,AiW N．Isolationandidentificationofexcellentlacticacidbacteriafromsilage

anditsbiologicalcharacteristicsresearch．BiotechnologyBulletin,２０１３(５):１７７Ｇ１８３．(inChinese)

[１８]　王彦苏,张一凡,严振亚,丁成龙,戴传超．水稻秸秆青贮饲料中可培养微生物多样性分析及优势乳酸菌的分离鉴定．草地学

报,２０１４,２２(３):５８６Ｇ５９２．

WangYS,ZhangYF,YanZY,DingCL,DaiCC．IsolationandidentificationoflacticacidbacteriaanalysisofcultivablemiＧ

crobialdiversityinricestrawsilage．JournalofGrassland,２０１４,２２(３):５８６Ｇ５９２．(inChinese)

[１９]　阿布都克尤木麦麦提,热娜阿布都米吉提,乌斯满依米提．小麦秸秆发酵液中优质乳酸菌的分离纯化与鉴定．安徽农

业科学,２０１１,３９(３５):２１８２４Ｇ２１８２８．

AbduldymnMamat,RenaAbdumijt,WusimanYimit．IsolationandidentificationofhighＧqualitylacticacidbacteriafrom

wheatHaulm．JournalofAnhuiAgriculturalSciences,２０１１,３９(３５):２１８２４Ｇ２１８２８．(inChinese)

[２０]　张永辉,严萍,阿布都克尤木麦麦提,麦热姆妮萨艾麦尔,樊振,乌斯满依米提．新疆棉花秸秆中乳酸菌的分离与鉴定．
饲料工业,２０１１,３２(１７):３６Ｇ３９．

ZhangY H,YanP,AbduldymnMamat,MaremnisaAimaier,FanZ,WusimanYimit．Isolationandidentificationoflactic

acidbacteriafromcottonstalkinXinjiang．FeedIndustryMagazine,２０１１,３２(１７):３６Ｇ３９．(inChinese)

[２１]　SantosAO,ÁvilaCLS,PintoJC,CarvalhoBF,DiasDR,SchwanRF．Fermentativeprofileandbacterialdiversityofcorn

silagesinoculatedwithnewtropicallacticacidbacteria．BrainResearch,２０１５,７９３(１Ｇ２):３２１Ｇ３２７．
[２２]　董志浩,原现军,闻爱友,王坚,郭刚,李君风,白晰,周顺陶,邵涛．添加乳酸菌和发酵底物对桑叶青贮发酵品质的影响．草业学

报,２０１６,２５(６):１６７Ｇ１７４．

DongZH,YuanXJ,WenAY,WangJ,GuoG,LiJF,BaiX,ZhouST,ShaoT．Effectoflacticacidbacteriaandfermentation

substratesonthequalityofmulberry(Morusalba)leafsilage．ActaPrataculturaeSinica,２０１６,２５(６):１６７Ｇ１７４．(inChinese)

[２３]　徐春城．现代青贮理论与技术．北京:科学出版社,２０１２:７６Ｇ７７．

XuCC．SilageScienceandTechnology．Beijing:SciencePress,２０１２:７６Ｇ７７．(inChinese)

[２４]　赵婧,李慧,张玉玉,周春丽,宋弋,李全宏．高产酸乳酸菌的筛选、鉴定和生长特性研究．食品工业科技,２０１３,３４(３):１７３Ｇ１７６．

ZhaoJ,LiH,ZhangYY,ZhouCL,SongY,LiQH．Screening,identificationandgrowthcharacteristicsofhighacidＧproducing

lacticacidbacteria．ScienceandTechnologyofFoodIndustry,２０１３,３４(３):１７３Ｇ１７６．(inChinese)

[２５]　保安安,张娟,张红梅,柯文灿,陈明,荆佩欣,郭旭生．青藏高原垂穗披碱草青贮饲料中乳酸菌的多样性及低温发酵菌株的筛

选．微生物学通报,２０１６,４３(８):１７８５Ｇ１７９４．

BaoAA,ZhangJ,ZhangH M,KeW C,ChenM,JingPX,GuoXS．ScreeningoflowＧtemperaturefermentationlacticacid

bacteriafromsilageofElymusnutansgrowingontheQinghaiＧTibetanPlateau．MicrobiologyChina,２０１６,４３(８):１７８５Ｇ１７９４．
(inChinese)

[２６]　WangC,NishinoN．Effectsofstoragetemperatureandensilingperiodonfermentationproducts,aerobicstabilityandmicrobial

communitiesoftotalmixedrationsilage．JournalofAppliedMicrobiology,２０１３,１１４(６):１６８７Ｇ１６９５．
[２７]　McDonaldP,HendersonAR,HeronSJE．TheBiochemistryofSilage．２nded．Aberystwyth:CambrianPrintersLtd．,１９９１．
[２８]　张红梅,柯文灿,荆佩欣,张娟,陈明,于应文,郭旭生．青藏高原乳酸菌对垂穗披碱草青贮饲料发酵品质的影响．微生物学报,

２０１５,５５(１０):１２９１Ｇ１２９７．

ZhangH M,KeW C,JinPX,ZhangJ,ChenM,YuY W,GuoXS．EffectoflacticacidbacteriaisolatedfromTibetanPlateau

onsilagefermentationqualityofElymusnutans．MicrobiologyChina,２０１５,５５(１０):１２９１Ｇ１２９７．(inChinese)

(责任编辑　苟燕妮)

６４３１


