
ＤＯＩ：１０．１１６８６／ｃｙｘｂ２０１７２８６ ｈｔｔｐ：／／ｃｙｘｂ．ｍａｇｔｅｃｈ．ｃｏｍ．ｃｎ

任海伟，刘菲菲，王莉，等．添加纤维素酶对干玉米秸秆与白菜废弃物混贮品质的影响．草业学报，２０１８，２７（６）：１５８－１６７．

Ｒｅｎ　Ｈ　Ｗ，Ｌｉｕ　Ｆ　Ｆ，Ｗａｎｇ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ａｄｄｉｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｑｕａｌｉｔｙ　ｏｆ　ｄｒｉｅｄ　ｃｏｒｎ　ｓｔｒａｗ　ａｎｄ　ｃａｂｂａｇｅ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｍｉｘ　ｓｉｌａｇｅ．Ａｃｔａ　Ｐｒａｔａｃｕｌｔｕｒａｅ

Ｓｉｎｉｃａ，２０１８，２７（６）：１５８－１６７．

添加纤维素酶对干玉米秸秆与白菜
废弃物混贮品质的影响
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摘要：将干玉米秸秆（ＤＣＳ）与废弃白菜（ＣＷ）混合发酵贮存，研究了纤维素酶添加量对混贮品质及微生物多样性的

影响。设置对照 ＭＥ组（无酶添加）、ＣＡ组（酶 添 加 量０．１％）和ＣＢ组（酶 添 加 量０．３％）３个 处 理 组，密 封 贮 存６０

ｄ，间隔３０ｄ分析其化 学 组 分、发 酵 品 质 和 微 生 物 多 样 性。结 果 表 明，贮 存３０ｄ时ＣＡ与ＣＢ组 中 性 洗 涤 纤 维

（ＮＤＦ）、酸性洗涤纤维（ＡＤＦ）和纤维素（ＣＬ）均显著低于 ＭＥ组（Ｐ＜０．０５），乳酸（ＬＡ）和可溶性碳水化合物（ＷＳＣ）

含量显著高于 ＭＥ组（Ｐ＜０．０５），ｐＨ和氨氮／总氮（ＡＮ／ＴＮ）显 著 低 于 ＭＥ组（Ｐ＜０．０５）；６０ｄ时３个 处 理 组 的 乳

酸／乙酸（ＬＡ／ＡＡ）值均高于３，乳酸／总有机酸（ＬＡ／ＴＯＡ）值均高于０．６，其中ＣＢ组乳酸发酵强度 最 好。Ｍｉｓｅｑ高

通量测序分析发现，３个处理组在贮存６０ｄ期间门水平优势类群为厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ－

ｒｉａ），属水平优势类群为类乳杆菌属（Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）。腐败

菌（ｅ．ｇ．Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）丰度随时间延长逐 渐 下 降，Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ和Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ丰 度 逐 渐 升 高，纤 维 素 酶 有 助

于提高乳酸细菌丰度并使腐败细菌丰度下降，强 化 乳 酸 发 酵。总 之，低 剂 量 纤 维 素 酶 有 助 于 保 存 半 纤 维 素（ＨＣ）、

纤维素（ＣＬ）和可溶性碳水化合物（ＷＳＣ）等组分，且发酵品质良好；高剂量纤维素酶能进一步强化乳酸发酵。综合

考虑酶成本与贮存效果，推荐低剂量纤维素酶（０．１％）用于干秸秆和白菜废弃物的混合贮存。
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作物秸秆是常用的饲草和能源作物，但由于我国农村耕作条件和习惯等因素，秸秆多数在萎蔫干黄后才收

获，导致水分和糖分等养分大量流失，甚至高度纤维化，直接贮存不利于后期动物消化和能源转化。以青贮为代

表的湿法贮存技术为干黄秸秆贮存提供了思路，诸多学者将干秸秆与花椰菜［１］、马铃薯渣［２］、玉米粉浆［３］等物料

混合贮存并获得良好品质，减少了有机营养物质损失；但由于干秸秆自身营养物质所限，与其混合的原料必须满

足高水分（６５％～７５％）、高糖分等特点，造成干秸秆贮存的局限性。本课题组前期也发现干秸秆与白菜、莴笋叶

等尾菜能混贮５０～６０ｄ，但为了更好地保存营养物质，混贮品质仍需进一步改善［４－５］。

研究表明，青贮过程中加入适宜添加剂能提高贮存品质并延长贮存周期。纤维素酶是常用的青贮添加剂，能

将植物细胞壁成分降解为可溶性糖，为乳酸菌发酵提供碳源，有效改善贮存品质。陶莲等［６］认为添加纤维素酶能

提高华北驼绒藜（Ｃｅｒａｔｏｉｄｅｓ　ａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ）青贮料的乳酸含量，降低ｐＨ值、氨态氮和丁酸含量，改善发酵品质。陈

鑫珠等［７］认为纤维素酶能显著降低象草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ　ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ）和甜玉米（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）秸秆混贮料的中性洗涤

纤维含 量，提 高 乳 酸 含 量。赵 政 等［８］发 现 玉 米 秸 秆 青 贮 中 添 加０．３％纤 维 素 酶 的 贮 存 效 果 最 佳，腐 败 率 低 于

１．４％，有效降低了青贮腐败率，提高了营养价值。Ｓｅｌｍｅｒ－ｏｌｓｅｎ［９］报道用纤维素酶处理的梯牧草（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔ－

ｅｎｓｅ）、牛毛草（Ｅｌｅｏｃｈａｒｉｓ　ｙｏｋｏｓｃｅｎｓｉｓ）和红三叶草（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ）混合青贮，显著降低了青贮ｐＨ，增加了

乳酸及水溶性碳水化合物含量，明显改善了青贮品质。然而，尚未见有关纤维素酶应用于秸秆／白菜混合贮存过

程的文献报道。

青贮品质的优劣归根结底是微生物菌群代谢共同作用的结果。青贮中微生物多样性的研究方法主要有１６Ｓ

ｒＲＮＡ鉴定、ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术及高通量测序技术等，其中高通量测序技术准确性高、灵敏度高、成本低，能更全

面、准确描述微生物群落信息［１０］，但高通量测序技术用于青贮中微生物菌群研究的文献报道还不多，仅有少数学

者进行了报道。Ｌｉ等［１１］利用 ＭｉＳｅｑＰＥ　３００平台发现加入微藻会影响五节芒青贮过程中的微生物菌群，优势乳

酸菌由原先Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ变为Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ，Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ和Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ的丰度也分别从１０．０８％和５７．００％下

降至２．３０％和０．７９％。陶莲等［１２］用 Ｍｉｓｅｑ测序技术分析了青贮前后玉米秸秆的菌群结构变化，发现青贮后饲

料的发酵品质良好，其中厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、片球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）和乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）的菌群丰度

显著增加（Ｐ＜０．０５）。而有关高通量测序用于秸秆与白菜废弃物混贮过程中的微生物菌群分析尚未见报道。
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为进一步改善干玉米秸秆和废弃白菜的混合贮存品质，拟从感官品质、化学组分和发酵品质等方面研究添加

不同剂量纤维素酶对二者混贮品质影响，并通过高通量测序考察贮存过程中的微生物多样性，尤其是乳酸细菌类

群的变化情况，筛选适宜的纤维素酶添加量，以期为干玉米秸秆与白菜混贮模式的技术推广提供借鉴。

１　材料与方法

１．１　材料

干玉米秸秆（ｄｒｙ　ｃｏｒｎ　ｓｔｒａｗ，ＤＣＳ）取自甘肃省定西市陇西 县，摘 穗 并 在 田 间 留 置 一 段 时 间 后 收 集、粉 碎 至

１～２ｃｍ，含水量为１０．２３％；白 菜 废 弃 物（ｃａｂｂａｇｅ　ｗａｓｔｅ，ＣＷ）收 集 自 兰 州 市 七 里 河 区 职 工 菜 市 场，含 水 量 为

９１．４１％，切成２ｃｍ×２ｃｍ备用。

纤维素酶（酶活力为１０万Ｕ·ｇ－１）购自宁夏和氏璧生物技术有限公司。

ＤＮＡ试剂盒采用 Ｗａｔｅｒ　ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，购自成都福际生物技术有限公司。

１．２　试验仪器和设备

纤维测定仪（Ｆ８００，山东海能科技有限公司）；ＧＣ９７９０ＩＩ气相色谱仪（浙江福立分析仪器有限公司）；紫外分光

光度计（７５２Ｎ，上海仪电分析仪器有限公司）；电泳仪（ＤＹＹ－１１，北京市六一仪器厂）；ＰＣＲ仪（ＭＧ９６＋，杭州朗基

科学仪器有限公司）；微型台式高速离心机（ＴＧ１６－Ｗ，湖南湘仪离心机仪器有限公司）。

表１　干玉米秸秆和废弃白菜的化学成分

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｄｒｙ　ｃｏｒｎ　ｓｔｒａｗ（ＤＣＳ）ａｎｄ　ｃａｂｂａｇｅ　ｗａｓｔｅ（ＣＷ）

青贮原料

Ｅｎｓｉｌａｇｅ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ

干物质含量

Ｄｒｙ　ｍａｔｔｅｒ

（ＤＭ，％ＦＷ）

中性洗涤纤维

Ｎｅｕｔｒａｌ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ

ｆｉｂｅｒ（ＮＤＦ，

％ ＤＭ）

酸性洗涤纤维

Ａｃｉｄ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ

ｆｉｂｅｒ（ＡＤＦ，

％ ＤＭ）

酸性洗涤木质素

Ａｃｉｄ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ

ｌｉｇｎｉｎ（ＡＤＬ，

％ ＤＭ）

纤维素

Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

（ＣＬ，

％ ＤＭ）

半纤维素

Ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

（ＨＣ，

％ ＤＭ）

可溶性碳水化合物

Ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕｂｌｅ

ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ

（ＷＳＣ，％ ＤＭ）

废弃白菜Ｃａｂｂａｇｅ　ｗａｓｔｅ（ＣＷ） ８．５９±０．１５　 ３６．２５±１．２０　 ３３．２７±０．９７　 １６．２１±０．４５　１７．０６±０．６４　２．９８±０．４６　 ８．０５±０．０３

干玉米秸秆Ｄｒｙ　ｃｏｒｎ　ｓｔｒａｗ（ＤＣＳ）８９．７７±０．０１　 ７６．８５±０．０２　 ４７．１５±０．０１　 ８．１２±０．０３　３９．０３±０．０２　２９．７０±０．０２　 １４．５７±０．０２

１．３　试验设计与原料混贮制作

根据课题组前期试验基础［４］，准确称取３．２３ｋｇ干玉米秸秆和９．８７ｋｇ废弃白菜，充分混匀后均匀喷洒事先

配制好的纤维素酶液，对照组喷洒相同体积的蒸馏水，使贮存体系中含水量为７３％。试验设置低剂量ＣＡ组（酶

添加量０．１％）、高剂量ＣＢ组（酶添加量０．３％）和无酶添加的对照组（ＭＥ组）３个处理组，每个处理组３个平行，

１７℃恒温密封贮存于红泥青贮袋中，连续贮存６０ｄ（２０１５年１－３月），间隔３０ｄ进行感官评定、化学组分、发酵

品质和细菌多样性分析。

１．４　样品处理

准确称取２份有代表性的混贮料２００ｇ，其中１份取２０ｇ按１∶９加蒸馏水打浆，依次通过４层纱布和定性

滤纸过滤，３９００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，所得浸提液测定ｐＨ值后－２０℃冷冻保存，用于乳酸、乙酸、丙酸等有机酸

和氨态氮的测定。另一份样品用于木质纤维等有机组分分析。

１．５　分析方法

１．５．１　感官评价　　现场感官评价参照德国农业协会评分法，优良（１级）为１５～２０分，尚好（２级）为１０～１５
分，中等（３级）为４～１０分，腐败（４级）为０～４分［１３］。

１．５．２　化学成分分析　　干物质含量（ＤＭ）采用１０５℃烘干法。中性洗涤纤维（ＮＤＦ）、酸性洗涤纤维（ＡＤＦ）和

酸性洗涤木质素（ＡＤＬ）测定采用纤维测定仪［４］。纤维素（ＣＬ）、半纤维素（ＨＣ）和综纤维素（ｈｏｌｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＨｏＣ）

含量通过公式计算获得，ＣＬ＝ＡＤＦ－ＡＤＬ，ＨＣ＝ＮＤＦ－ＡＤＦ，ＨｏＣ＝ＣＬ＋ＨＣ。可溶性碳水化合物（ＷＳＣ）测定

采用蒽酮硫酸比色法［４］。

０６１ ＡＣＴＡ　ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥ　ＳＩＮＩＣＡ（２０１８） Ｖｏｌ．２７，Ｎｏ．６



１．５．３　发酵品质分析　　ｐＨ值测定采用ＰＨＳ－３Ｄ型ｐＨ计。氨态氮（ａｍｍｏｎｉａ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＮＨ３－Ｎ）测定采用苯

酚－次氯酸钠比色法。乳酸含量测定采用山东省科学院ＳＢＡ－４０Ｘ生物传感器。乙酸、丙酸及丁酸等挥发酸含量

测定采用气相色谱法，进样口温度２００℃，载气为高纯氮气（９９．９９９％），不分流进样，升温程序：４０℃保持２ｍｉｎ，

以２℃·ｍｉｎ－１升至１００℃后保持５ｍｉｎ，再以１０℃·ｍｉｎ－１升至２００℃，保持５ｍｉｎ。总有机酸包括乳酸、乙酸、

丙酸和丁酸等。发酵品质采用Ｖ－ｓｃｏｒｅ评分法，满分为１００分，８０分以上为良好，６０～８０分为尚可，６０分以下为

不良［１３］。

１．５．４　细菌多样性分析　　无菌环境下称取６０ｇ贮存样品均分成３份，分别加２００ｍＬ无菌生理盐水混合，３７

℃振荡２ｈ得到菌悬液，用直径４７ｍｍ、孔径０．２２μｍ无菌滤膜过滤获得微生物菌体。再用无菌手术剪剪碎整张

滤膜，置于２ｍＬ无菌离心管中，然后按照 Ｗａｔｅｒ　ＤＮＡ试剂盒说明步骤提取微生物ＤＮＡ，经２％琼脂糖凝胶电泳

检测合格后送上海派森诺生物公司Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＭｉＳｅｑ平台进行测序。选取相对丰度高于０．１％细菌类群进行门水

平和属水平的微生物菌群分析，并深度分析优势乳酸细菌的多样性。

１．６　数据分析

用Ｅｘｃｅｌ　２００７软件处理基础数据，用ＳＰＳＳ　１８．０对试验结果进行数据统计分析，各处理数据间用Ｄｕｎｃａｎ法

进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　贮存期间主要有机化学组分的变化

２．１．１　纤维素酶对木质纤维组分的影响　　由表２可知，随着贮存时间延长，ＭＥ组中ＣＬ、ＨｏＣ及ＮＤＦ含量

均呈上升趋势，ＣＡ和ＣＢ组中ＡＤＦ、ＮＤＦ及ＡＤＬ则呈下降趋势，ＨＣ含量呈上升趋势。３０ｄ和６０ｄ时，添加纤

维素酶的ＣＡ和ＣＢ组中ＣＬ、ＡＤＦ及ＮＤＦ含量均显著低于 ＭＥ组（Ｐ＜０．０５）；３０ｄ时ＣＡ和ＣＢ组中的 ＨＣ、

ＡＤＬ含量与 ＭＥ组差异不显著（Ｐ＞０．０５），且ＨｏＣ含量显著低于 ＭＥ组（Ｐ＜０．０５）；６０ｄ时ＣＡ组中ＡＤＬ含量

显著低于 ＭＥ和ＣＢ组（Ｐ＜０．０５），ＣＢ组中 ＨｏＣ含量显著低于 ＭＥ和ＣＡ组（Ｐ＜０．０５）。

表２　混贮过程中木质纤维组分的变化

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｉｌａｇｅ（％ ＤＭ）

处理组

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

对照 ＭＥ

０ｄ ３０ｄ ６０ｄ

ＣＡ（Ｄｏｓｅ　ｏｆ　０．１％）

０ｄ ３０ｄ ６０ｄ

ＣＢ（Ｄｏｓｅ　ｏｆ　０．３％）

０ｄ ３０ｄ ６０ｄ

纤维素Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（ＣＬ） ３４．０６Ｂａ　 ３８．８０Ａａ　 ３７．６７Ａａ　３４．０６Ｂａ　３６．３８Ａｂ　３２．９５Ｂｂ　３４．０６Ａａ　３２．６４Ａｃ　２７．２８Ｂｂ

半纤维素Ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（ＨＣ） ２３．６６Ｂａ　 ２５．８９Ａａ　 ２５．３７ＡＢｃ　２３．６６Ｂａ　２４．４９Ｂａ　２９．６２Ａａ　２３．６６Ｂａ　２４．０３Ｂａ　２８．０２Ａｂ

综纤维素Ｈｏｌｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（ＨｏＣ） ５７．７２Ｂａ　 ６４．７３Ａａ　 ６３．０５Ａａ　５７．７２Ｂａ　６０．８６Ａｂ　６２．５６Ａａ　５７．７２Ａａ　５６．６６Ａｃ　５７．３０Ａｂ

酸性洗涤纤维Ａｃｉｄ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　ｆｉｂｅｒ（ＡＤＦ） ４４．０１Ａａ　 ４５．４５Ａａ　 ４４．４２Ａａ　４４．０１Ａａ　４２．０７Ａｂ　３６．２２Ｂｂ　４４．０１Ａａ　３９．８４Ｂｃ　３４．９４Ｃｂ

中性洗涤纤维Ｎｅｕｔｒａｌ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　ｆｉｂｅｒ（ＮＤ） ６７．６７Ｂａ　 ７１．３４Ａａ　 ７１．１３Ａａ　６７．６７Ａａ　６６．５６Ｂｂ　６４．８４Ｃｂ　６７．６７Ａａ　６３．８６Ｂｃ　６２．９４Ｃｃ

酸性洗涤木质素Ａｃｉｄ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　ｌｉｇｎｉｎ（ＡＤＬ） ９．９５Ａａ　 ６．６１Ｂａｂ　 ６．７５Ｂａ　 ９．９５Ａａ　５．６９Ｂｂ　 ３．２８Ｃｂ　 ９．９５Ａａ　 ７．２０Ｂａ　 ５．６６Ｂａ

　注：同行不同小写字母表示相同处理时间不同处理组差异显著（Ｐ＜０．０５），同行不同大写字母表示相同处理组不同处理时间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｉｎｅ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒｃａｓｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　Ｐ＜０．０５ａｍｏｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｔｉｍｅ，ｔｈｅ　ｓａｍｅ

ｌｉｎｅ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｐｉｔａｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　Ｐ＜０．０５ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ｗｉｔｈｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｔｉｍｅ．

２．１．２　纤维素酶对碳水化合物（ＷＳＣ）和粗蛋白（ＣＰ）的影响　　由表３可知，随着时间延长，３个处理组中ＣＰ
含量呈快速下降趋势，蛋白组分损失严重；贮存３０ｄ时３个处理组之间ＣＰ含量差异不显著（Ｐ＞０．０５），６０ｄ时

ＣＡ和ＣＢ组显著高于 ＭＥ组，但ＣＡ和ＣＢ组之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。另一方面，３个处理组中 ＷＳＣ含量

随贮存时间的延长而呈显著下降趋势。３０ｄ时ＣＡ和ＣＢ组中 ＷＳＣ含量显著高于 ＭＥ组（Ｐ＜０．０５），且ＣＢ组

最高；６０ｄ时ＣＡ组的 ＷＳＣ含量显著高于 ＭＥ组（Ｐ＜０．０５），但ＣＢ组分别与 ＭＥ、ＣＡ组之间差异不显著（Ｐ＞

０．０５）。
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２．２　纤维素酶对发酵品质的影响

由表４可知，与 ＭＥ组相比，ＣＡ和ＣＢ组ｐＨ 值

下降速度明显 提 升，其 中 高 剂 量ＣＢ组ｐＨ 下 降 速 度

最快，且 ＣＡ 和 ＣＢ组 在 贮 存 期 间 的ｐＨ 始 终 介 于

３．９０～４．１０；３０ｄ时ＣＡ和ＣＢ组 的ｐＨ 值 差 异 显 著

（Ｐ＜０．０５），但６０ｄ时 差 异 不 显 著（Ｐ＞０．０５）。试 验

中３０ｄ时 高 剂 量ＣＢ组 中ＬＡ含 量 显 著 高 于 ＭＥ组

（Ｐ＜０．０５），６０ｄ时无论纤维素酶剂 量 高 低 均 能 促 进

ＬＡ含量显著 增 加（Ｐ＜０．０５）。ＡＡ含 量 亦 随 时 间 延

长而显著提高，６０ｄ时ＣＢ组 ＡＡ含 量 显 著 低 于 ＭＥ
和ＣＡ组（Ｐ＜０．０５）。３个处理组中ＰＰＡ和ＢＡ含量

均处于较低值，尤其ＢＡ含量远低于优 良 青 贮 推 荐 值

１％。ＣＡ组中ＥＡ含 量 随 贮 存 时 间 延 长 呈 显 著 增 加

趋势（Ｐ＜０．０５），ＭＥ和 ＣＢ组 则 变 化 不 显 著（Ｐ＞
０．０５）；３０ｄ时ＣＡ 组 与ＣＢ组 中ＥＡ 含 量 显 著 低 于

ＭＥ组（Ｐ＜０．０５），６０ｄ时差异不显著（Ｐ＞０．０５）。另

外，３个处理组中ＬＡ／ＡＡ值均高于３，ＬＡ／ＴＯＡ值也

均在０．７以上，其中ＣＢ组的ＬＡ／ＡＡ和ＬＡ／ＴＯＡ均

为最高值，说明纤维素酶的添加有助于强化乳酸发酵

强度，且高剂量更有利于促进乳酸发酵。ＣＡ和ＣＢ组

均显 著 降 低 了 ＡＮ／ＴＮ 值，且 二 者 之 间 差 异 不 显 著

（Ｐ＞０．０５），说明纤维素酶的添加减少了蛋白质损失。

表３　混贮过程中 ＷＳＣ和ＣＰ组分的变化

Ｔａｂｌｅ　３　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ＷＳＣ　ａｎｄ　ＣＰ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｉｌａｇｅ

处理组

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

时间

Ｔｉｍｅ

（ｄ）

可溶性碳水化合物

Ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ

（ＷＳＣ，％ ＤＭ）

粗蛋白

Ｃｒｕｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ

（ＣＰ，％ ＤＭ）

ＭＥ　 ０　 ９．５３±０．２０Ａａ　 １０．７５±０．２６Ａａ

３０　 １．９４±０．０５Ｂｃ　 ０．５８±０．０５Ｂａ

６０　 ２．１２±０．０５Ｂｂ　 ０．４１±０．０５Ｂｂ

ＣＡ　 ０　 ９．５３±０．２０Ａａ　 １０．７５±０．２６Ａａ

３０　 ２．６５±０．２８Ｂｂ　 ０．６４±０．１３Ｂａ

６０　 ４．３９±１．５５Ｂａ　 ０．８２±０．１３Ｂａ

ＣＢ　 ０　 ９．５３±０．２０Ａａ　 １０．７５±０．２６Ａａ

３０　 ３．８０±０．１４Ｂａ　 ０．７３±０．１３Ｂａ

６０　 ２．９９±０．１９Ｃａｂ　 ０．７６±０．０５Ｂａ

　注：同列不同小写字母表示相同处 理 时 间 不 同 处 理 组 差 异 显 著（Ｐ＜

０．０５），同列不同大写字母表示相同处理组不同处理时间差异显著（Ｐ＜

０．０５）。下同。

　Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒｃａｓｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　Ｐ＜０．０５ａｍｏｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｐｉｔａｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　Ｐ＜０．０５ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ｗｉｔｈｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．

表４　混贮过程中有机酸的变化

Ｔａｂｌｅ　４　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｏｒｇａｎｉｃ　ａｃｉｄｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｉｌａｇｅ

处理组

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

时间

Ｔｉｍｅ

（ｄ）

ｐＨ 乙醇

Ｅｔｈａｎｏｌ

（ＥＡ，％ ＤＭ）

乳酸

Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ

（ＬＡ，％ ＤＭ）

乙酸

Ａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ

（ＡＡ，％ ＤＭ）

丙酸

Ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ　ａｃｉｄ

（ＰＰＡ，％ ＤＭ）

丁酸

Ｂｕｔｙｒａｔｅ

（ＢＡ，％ ＤＭ）

乳乙比

ＬＡ／ＡＡ

乳酸／

总有机酸

ＬＡ／ＴＯＡ

氨氮／总氮

ＡＮ／ＴＮ

ＭＥ　 ３０　 ４．１５±０．００Ｂａ　０．７１±０．０４Ａａ　３．７８±０．０４Ｂｂ　０．７７±０．０２Ｂｂ　０．０９±０．０１Ａｂ　０．２５±０．０３Ａｂ　 ４．９１　 ０．７７　 ２．１０±０．１９Ａａ

６０　 ４．３６±０．０１Ａａ　０．６７±０．０５Ａａ　５．０７±０．０３Ａｃ　１．２７±０．０５Ａａ　０．０８±０．０１Ａａ　０．２１±０．０１Ｂｂ　 ３．９９　 ０．７７　 １．８３±０．２５Ａａ

ＣＡ　 ３０　 ４．０８±０．０１Ａｂ　０．３３±０．０１Ｂｃ　３．５３±０．０７Ｂｃ　０．８７±０．０２Ｂａ　０．０９±０．０１Ａｂ　０．２３±０．０３Ｂｂ　 ４．０６　 ０．７５　 １．２０±０．２２Ａｂ

６０　 ３．９３±０．００Ｂｂ　０．７３±０．０６Ａａ　５．７６±０．０１Ａｂ　１．３６±０．１０Ａａ　０．１０±０．０１Ａａ　０．４３±０．１１Ａａ　 ４．２４　 ０．７５　 １．２５±０．１９Ａｂ

ＣＢ　 ３０　 ３．９１±０．００Ｂｃ　０．６３±０．０３Ａｂ　６．２５±０．０２Ｂａ　０．８４±０．０３Ｂａ　０．１７±０．０２Ａａ　０．３７±０．０６Ａａ　 ７．４４　 ０．８２　 １．４９±０．２７Ａｂ

６０　 ３．９３±０．０１Ａｂ　０．６６±０．１３Ａａ　７．１３±０．０７Ａａ　１．０６±０．０２Ａｂ　０．１１±０．０２Ｂａ　０．４０±０．０５Ａａ　 ６．７３　 ０．８２　 １．２３±０．０８Ａｂ

２．３　纤维素酶对贮存过程中微生物菌群的动态影响

２．３．１　门分类水平 细 菌 群 落 组 成　　如 图１所 示，原 料ＤＣＳ中 主 要 包 括 厚 壁 菌 门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），相对丰度 分 别 为３３．７８％和６５．２６％；少 量 的 放 线 菌 门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和 拟 杆 菌 门（Ｂａｃｔｅ－

ｒｏｉｄｅｔｅｓ）相对丰度均低于１．００％。原料ＣＷ 中Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ是主要类群，相对丰度分别为８０．

２３％和１８．５７％；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ和Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ丰度都低于１．００％。ＤＣＳ和ＣＷ 混贮３０和６０ｄ时，ＭＥ组主要包

括Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ和Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，且Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ丰度逐渐提高，Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ丰度逐渐下降；３０ｄ时相对丰度分

别为５１．１０％和４８．３０％，６０ｄ时分别为５６．６０％和４０．４０％；此外还含有少量Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，但

２６１ ＡＣＴＡ　ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥ　ＳＩＮＩＣＡ（２０１８） Ｖｏｌ．２７，Ｎｏ．６



二者丰度之和仍低于１．００％。添加纤维素

图１　贮存过程中门水平细菌群落组成

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ａｔ　ｔｈｅ

ｐｈｙｌｕｍ　ｌｅｖｅｌ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｔｏｒａｇｅ

　　　Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：放线菌门；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ：拟 杆 菌 门；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ：厚

壁菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门。ＤＣＳ：干玉 米 秸 秆；ＣＷ：废 弃 白 菜；

ＭＥ１：３０ｄ的无酶添加对照组；ＣＡ１：３０ｄ的低剂量组；ＣＢ１：３０ｄ的高剂

量组；ＭＥ２：６０ｄ的无 酶 添 加 对 照 组；ＣＡ２：６０ｄ的 低 剂 量 组；ＣＢ２：６０ｄ

的高剂量组。下同。ＤＣＳ：Ｄｒｙ　ｃｏｒｎ　ｓｔｒａｗ；ＣＷ：Ｃａｂｂａｇｅ　ｗａｓｔｅ；ＭＥ１：

Ｎｏｎ－ａｄｄｉｔｉｖｅ　ａｔ　３０ｄ；ＣＡ１：Ｇｒｏｕｐ　ＣＡ （ｄｏｓｅ　ｏｆ　０．１％）ａｔ　３０ｄ；ＣＢ１：

Ｇｒｏｕｐ　ＣＢ（ｄｏｓｅ　ｏｆ　０．３％）ａｔ　３０ｄ；ＭＥ２：Ｎｏｎ－ａｄｄｉｔｉｖｅ　ａｔ　６０ｄ；ＣＡ２：

Ｇｒｏｕｐ　ＣＡ（ｄｏｓｅ　ｏｆ　０．１％）ａｔ　６０ｄ；ＣＢ２：Ｇｒｏｕｐ　ＣＢ（ｄｏｓｅ　ｏｆ　０．３％）ａｔ

６０ｄ；Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．

酶混贮后，ＣＡ和ＣＢ组也主要包含Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ和Ｐｒｏ－

ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，且变化趋势与 ＭＥ组相同，前者丰度逐渐

增加，后者丰度则逐渐下降。除 此 之 外，ＣＡ和ＣＢ组

中 的 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ丰 度 也 有 所 增

加，但贮存过程中二者丰度之和仍低于５．００％。

２．３．２　属分类水平细菌群落组成　　由图２可知，原

料ＤＣＳ中 含 有 肉 食 杆 菌 属（Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）和 肠 球

菌 属 （Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）等 乳 酸 菌，相 对 丰 度 分 别 为

２７．７１％和０．９４％，同 时 附 着 有 大 量 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、泛生菌属

（Ｐａｎｔｏｅａ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和金黄杆菌属

（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等非乳酸细菌，其中Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
和Ｐａｎｔｏｅａ丰度较高，分别为４７．１１％和１０．１４％；原

料ＣＷ 附 着 的 乳 酸 细 菌 含 量 极 低，相 对 丰 度 仅 为

０．９０％，但存在大量腐败细菌，尤其Ｐａｎｔｏｅａ、Ｐｓｅｕｄｏ－
ｍｏｎａｓ 和 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 等 丰 度 较 高，分 别 为

１７．１０％、４８．４０％和１６．２６％，此 外 也 有 少 量Ｅｎｔｅｒ－
ｏｂａｃｔｅｒ等，可见ＣＷ若不及时处理极易腐败变质。

图２　贮存过程中属水平细菌群落组成

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ａｔ　ｔｈｅ　ｇｅｎｕｓ　ｌｅｖｅｌ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｔｏｒａｇｅ

　Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：肉食杆菌属；Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ：类乳杆菌属；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ：乳杆菌属；Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ：片球菌属；Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ：乳球菌属；Ｅｎ－

ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ：肠球菌属；Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：农杆菌属；Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ：鞘脂单胞菌科；Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ：鞘氨醇单胞菌属；Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ：丛毛

单胞菌科；Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ：肠杆菌属；Ｅｒｗｉｎｉａ：欧文氏菌属；Ｐａｎｔｏｅａ：泛生菌属；Ｓｅｒｒａｔｉａ：沙雷士菌属；Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ：假单胞菌属；Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａ－

ｄａｃｅａｅ：黄单胞菌科；Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ：寡 养 食 单 胞 菌；Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ：柄 杆 菌 科；Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ：根 瘤 菌 目；Ｄｅｖｏｓｉａ：德 沃 斯 氏 菌 属；Ｎｏ－

ｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ：新鞘脂菌属；Ｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ：鞘脂菌属；Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ：贪噬菌属；Ｍｅｔｈｙｌｏｐｈａｇａ：噬甲基菌属；Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ：微杆菌科；Ｆｌａ－

ｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：黄杆菌属；Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：金黄杆菌属；Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ：鞘脂杆菌科；Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ：地杆菌属；Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：鞘氨醇杆

菌属；Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：微小杆菌；Ｙｅｒｓｉｎｉａ：耶尔森氏菌属；Ｊａｎｔｈｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：詹森菌属；Ｄｕｇａｎｅｌｌａ：杜檊氏菌属；ｏｔｈｅｒｓ：其他．

ＤＣＳ与ＣＷ 混贮后，ＭＥ组中乳酸细菌主要包括肉食杆菌属（Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、类 乳 杆 菌 属（Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、片球 菌 属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）和 乳 球 菌 属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ），其 中Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ和
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Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ相对丰度较高，３０ｄ分别为２２．９０％和２０．７０％，６０ｄ时为１５．４０％和３５．４０％，前者随时间延长丰

度下降，后者则升高。ＭＥ组中非乳酸细菌主要为Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ，且丰度从３０ｄ时的４４．９０％下降为６０ｄ时的

３６．００％，除沙雷士菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）相对丰度为１．４０％外，其余Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ及Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉ－
ｕｍ 等非乳酸细菌属的丰度均在１．００％以下。

加入纤维素酶混贮后，ＣＡ、ＣＢ组中肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和类乳杆菌属（Ｐａｒａ－
ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）等细菌的相对丰度较高，３０ｄ时这３类细菌在ＣＡ组中的丰度依次为３８．８０％、１８．１０％和２０．９０％，

６０ｄ时依次为２７．４０％、３３．７０％和１８．７０％；ＣＢ组３０ｄ时丰度依次为３５．８０％、３７．１０％和１３．２０％，６０ｄ时依次

为３２．２０％、４０．８０％和１３．８０％。另一方面，３０ｄ时 ＭＥ、ＣＡ和ＣＢ组总乳酸细菌丰度分别为４９．００％、４４．４０％
和５２．８０％，与ＭＥ组相比，ＣＢ组的总乳酸细菌丰度提高，但ＣＡ组下降；ＣＡ和ＣＢ组还新增了片球菌属（Ｐｅｄｉｏ－
ｃｏｃｃｕｓ）、寡 养 食 单 胞 菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、鞘 脂 杆 菌 科（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、鞘 氨 醇 单 胞 菌 属（Ｓｐｈｉｎ－

ｇｏｍｏｎａｓ）和农杆菌属（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），但其相对丰度均低于５．００％。６０ｄ时，ＣＡ和ＣＢ组总乳酸细菌丰度均

高于 ＭＥ组，且ＣＢ组丰度最高，达５８．９０％；Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ相对丰度明显下降，且ＣＡ组由３０ｄ的３８．８０％降至

６０ｄ的２７．４０％，下降较快；ＣＢ组由３０ｄ时的３５．１０％降至６０ｄ时的３２．２０％，均低于 ＭＥ组腐败菌的相对丰度

（３０ｄ时的４４．９０％和６０ｄ时的３６．００％）。总之，添加纤维素酶明显降低了Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ的相对丰度，提高了乳

酸细菌相对丰度，且ＣＢ组始终高于ＣＡ组，说明高剂量纤维素酶更有利于提升乳酸菌相对丰度。

２．３．３　乳酸细菌的多样性分析　　乳酸细菌是青贮

图３　贮存过程中乳酸细菌群落组成

Ｆｉｇ．３　Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｔｏｒａｇｅ

　　　Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：肉 食 杆 菌 属；Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ：肠 球 菌 属；Ｐａｒａｌａｃｔｏ－

ｂａｃｉｌｌｕｓ：类 乳 杆 菌 属；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ：乳 杆 菌 属；Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ：片 球 菌

属；Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ：明串珠菌属；Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ：乳球菌属。

发酵过程中的优势菌，对贮存品质优劣起重要作用，因

此有必要了解乳酸菌属的多 样 性。由 图３可 知，ＤＣＳ
和ＣＷ 中 乳 酸 菌 主 要 为 肉 食 杆 菌 属（Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉ－
ｕｍ），所占 比 例 分 别 为９６．５０％和９５．５６％，还 含 有 少

量肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）和乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ），

但由于ＣＷ自身附着的乳酸细菌丰度不足１．００％，故

混贮原料附着的乳酸菌主要来自ＤＣＳ。３个处理组在

３０和６０ｄ时主要包含Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、

类乳杆 菌 属（Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、乳 杆 菌 属（Ｌａｃｔｏｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ）、片 球 菌 属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、明 串 珠 菌 属（Ｌｅｕ－
ｃｏｎｏｓｔｏｃ）和Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ等 乳 酸 菌。其 中，Ｐａｒａｌａｃｔｏ－
ｂａｃｉｌｌｕｓ和Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ在 乳 酸 细 菌 中 所 占 比 重 较

高，３０ｄ时二者在ＣＡ组中占乳酸细菌的比重分别为

４０．６６％和３５．２１％，ＣＢ组中所占比重分别为２４．４４％
和７０．３０％；６０ｄ时二者在ＣＡ组中 占 乳 酸 细 菌 的 比

重分别为３１．６４％和５７．０２％，ＣＢ组中所占比重分别

为２３．２７％和６８．８０％。另一方面，随着时间的延长，ＣＡ组中Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ比重逐渐提高，Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ比

重逐渐下降，而ＣＢ组中Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ和Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ略有降低，但其Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ的比重仍高于 ＭＥ和

ＣＡ组。

３讨论

３．１　纤维素酶对混贮化学组分的影响

原料ＤＣＳ与ＣＷ混合后的水分和 ＷＳＣ含量能达到青贮要求，二者混贮有利于乳酸发酵和ｐＨ的快速下降，

从而减少原料中的养分损失。加入纤维素酶的ＣＡ和ＣＢ组中 ＷＳＣ含量损失更少，原因是纤维素酶能分解原料

中ＮＤＦ和ＡＤＦ等纤维组分为乳酸菌可利用的单糖，降低原料中ＣＬ含量的同时增加发酵底物量，促进乳酸菌等

有益菌发酵繁殖。表２中ＮＤＦ和ＡＤＦ含量的变化也说明了这一点。庄苏等［１４］认为纤维素酶处理显著降低了
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青贮料中ＮＤＦ和ＡＤＦ含量，并显著增加 ＷＳＣ含量。薛艳林［１５］认为青贮发酵过程中的微生物和酶类物质能降

解半纤维素为微生物可直接利用的 ＷＳＣ，经青贮发酵后的ＮＤＦ含量显著降低。倪奎奎等［１６］认为纤维素酶的添

加显著降 低 了 麦 秸 青 贮 料 的 ＮＤＦ和 ＡＤＦ含 量。Ａｍｖａｎ等［１７］也 认 为 添 加 纤 维 素 酶 能 使 青 贮 牧 草 的 ＮＤＦ和

ＡＤＦ含量显著降低。另一方面，纤维素酶的加入促进了ＡＤＬ的分解，弱化了其对纤维素等结构性碳水化合物的

束缚，有利于提高混贮料在动物瘤胃中的生物降解效率或能源转化效率。王晓娟等［１８］认为 ＡＤＬ对ＣＬ和 ＨＣ
等碳水化合物既有物理性阻碍，又有牢固共价键束缚，使其对酶或微生物作用有屏障保护。总之，加入纤维素酶

有利于保存 ＷＳＣ、ＨＣ和 ＨｏＣ等组分，显著降低ＮＤＦ、ＡＤＦ等组分含量，这与Ｓｕｎ等［１９］研究结果一致。

３．２　纤维素酶对混贮发酵品质的影响

混贮过程中快速生成乳酸和ｐＨ迅速下降是青贮成功并获得高品质青贮料的关键因素。青贮发酵过程中除

生成较高含量的乳酸外，还会生成乙酸、丙酸和丁酸等小分子有机酸，但ｐＨ下降主要缘于乳酸的累积。一般认

为，发酵良好的青贮料中，乳酸含量应占到总有机酸的６０％以上，乙酸含量占１％～４％，丙酸含量占１．５％左右，

丁酸含量则接近于０，乳酸／乙酸（ＬＡ／ＡＡ）值应高于２∶１［２０］。试验中，３个处理组均符合上述良好青贮条件，但

与无添加剂 ＭＥ组相比，ＣＡ和ＣＢ组ｐＨ值下降速度明显加快，且高剂量ＣＢ组ＬＡ／ＡＡ和乳酸占总有机酸比例

（ＬＡ／ＴＯＡ）均明显高于ＣＡ和 ＭＥ组，说明高剂量纤维素酶的添加有利于强化乳酸发酵，提高乳酸生成比重，这

与高剂量纤维素酶能有效提升乳酸菌相对丰度结果一致。Ｓｅｌｍｅｒ－ｏｌｓｅｎ［９］认为用纤维素酶处理的梯牧草、牛毛草

和红三叶草混合青贮，显著降低了青贮ｐＨ，增加了乳酸含量。Ｔｅｎｇｅｒｄｙ等［２２］研究也发现纤维素酶的添加能显

著降低青贮料的ｐＨ值，增加乳酸和 ＷＳＣ含量，本研究结论与其一致。另有报道认为，当青贮料中乳酸／乙酸高

于３时，一般是同型发酵乳酸菌占主导地位［２３］。推测试验中３个处理组可能均为同型乳酸发酵。

氨态氮主要是微生物或酶分解蛋白质、氨基酸和含氮物质所生成，ＡＮ／ＴＮ值越大，说明蛋白质分解程度越

高，青贮质量越差。试验中加入纤维素酶后，ＣＡ和ＣＢ组均使ＡＮ／ＴＮ值显著降低（Ｐ＜０．０５），且远低于优质青

贮料的推荐值１０％，说明纤维素酶的添加有助于减少蛋白质损失。Ｄｅａｎ等［２４］也认为青贮料中添加纤维素酶能

够获得较低的ｐＨ和ＮＨ３－Ｎ含量，从而提高青贮品质。但从粗蛋白角度分析，贮存３０ｄ时３个处理组中粗蛋白

含量均显著下降，且含量不足１％，原因可能是因为原料中粗蛋白在植物蛋白酶与微生物的共同作用下先分解为

肽氮和游离氨基酸氮，其中一小部分氨基酸进一步被降解成氨、有机酸及生物胺等产物。尤其贮存体系ｐＨ值低

于４．２时蛋白质一般分解为较稳定的氨基酸［２５］，并不会继续降解为氨等产物，所以出现了ＣＰ含量很少而ＡＮ／

ＴＮ值不高的状态，推测试验中蛋白质主要分解为肽或者氨基酸产物。

另外，贮存６０ｄ期间３个处理组的感官品质均为优等，但Ｖ－ｓｃｏｒｅ评分结果却为尚可。出现这种差异的原因

可能是感官评定存在一定的主观性，个人评价之间存在差异，而Ｖ－ｓｃｏｒｅ评分则根据氨态氮含量以及乙酸、丙酸、

丁酸等挥发酸含量来确定发酵品质，较为客观。Ｆｉｌｙａ［２６］认为优质青贮料应具有较高含量的乳酸和较低的丁酸、

氨态氮含量及ｐＨ值，试验中３个处理组均符合优质青贮标准，且ＣＡ和ＣＢ组品质更好。总之，纤维素酶的加入

改善了秸秆与白菜的混贮发酵品质，有利于乳酸生成，降低ｐＨ和ＮＨ３－Ｎ含量，高剂量纤维素酶（０．３％）对混贮

发酵品质的促进效果更明显。

３．３　纤维素酶对微生物菌群的影响

贮存过程中感官品质、化学组分及发酵品质的变化本质上是微生物菌群共同作用的结果。从门水平细菌群

落分析，原料ＤＣＳ主要包含Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ和Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，ＣＷ 主要包含Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，混合贮

存６０ｄ期间始终以Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ和Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ为主。加入纤维素酶后，无论剂量高低，仍以Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ和

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ为主，但高剂量纤维素酶ＣＢ组的Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ丰度明显提高，而Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ丰度在ＣＡ和ＣＢ组则

明显下降。据报道，芽孢杆菌能降解大分子化合物，如纤维素、淀粉、蛋白质等有机组分［１２］，而Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ细菌可

产芽孢，所以推测加入纤维素酶的ＣＡ和ＣＢ组ＡＤＦ、ＮＤＦ及ＣＰ含量的显著降低也可能是由Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ引起

的。

从属水平细菌群落可知，ＣＷ中乳酸细菌含量不足１％，ＤＣＳ中有约２８％左右的乳酸细菌，二者混贮具有乳

酸细菌互补性，能使混贮发酵过程快速启动，并抑制腐败菌生长。试验中 ＭＥ组包括Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ－
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ｌｕｓ、Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和Ｓｅｒｒａｔｉａ等近３０个属，细菌丰富程度较高，

与其他学者报道结果有一致也有差异。Ｄｕｎｉèｒｅ等［２７］发现玉米青贮中主要细菌包括Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅ－
ｒｉａｃｅａｅ、Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、ｒｏｏｔ　ｎｏｄｕｌｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ和Ｂｕｃｈｎｅｒａ等。刘晶晶等［２８］发现

青贮柳枝稷中主要 包 括Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、Ｓｐｏｒｏｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、

Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ、Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ、Ｐａｎｔｏｅａ和Ｓｅｒｒａｔｉａ等。加入纤维素酶后，ＣＡ和ＣＢ组主要的属水平

细菌与 ＭＥ组基本一致，但加入纤维素酶后乳酸菌属的相对丰度大大提高，并使有害菌Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ丰度明显降

低，尤其高剂量纤维素酶使ＣＢ组乳酸细菌丰度高达５５．７０％。正是这些乳酸细菌的快速繁殖和主要代谢物乳酸

的积累使贮存过程ｐＨ快速下降，从而抑制腐败细菌，促进了有机组分的保存，这与发酵品质、化学组分变化结果

一致。

乳酸菌是影响青贮品质好坏的主要有益微生物。Ｃａｉ等［２１］发现从青贮水稻中分离得到１６１株乳酸菌包含

Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ和Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ，这些菌株主要为同型发酵乳酸菌，占总 数

的６６．００％。乳酸菌多样性结果显示，原料中乳酸菌主要为Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，但ＤＣＳ和ＣＷ 混贮后的Ｃａｒｎｏｂａｃ－
ｔｅｒｉｕｍ所占的比例不足１０％，逐 渐 演 变 成Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ和Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ为 主 要 乳 酸 细 菌。加 入 纤 维 素 酶

后，ＣＡ和ＣＢ组中仍以Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ和Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ为主，且ＣＡ组的Ｐａｒａｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ始终高于ＣＢ组，

而ＣＢ组Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ始终高于ＣＡ组，这可能是纤维素酶添加剂量高低所致，但总体上贮存期间均以耐酸性能

较好的杆菌为主。

４　结论

加入纤维素酶有效促进了干玉米秸秆与白菜废弃物的混贮发酵和乳酸生成，使ｐＨ值快速下降，从而抑制有

害菌生长。低剂量纤维素酶有利于ＡＤＬ组分的降解以及 ＷＳＣ、ＨＣ和 ＨｏＣ等组分的保存，高剂量纤维素酶有

助于改善发酵品质，但综合考虑有机组分保存和酶制剂成本等因素，建议选择低剂量纤维素酶（０．１％）。
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