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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　　　

任海伟１，２，３，赵 拓２，李金平１，３，李雪雁２，李志忠２，
徐 娜２，王永刚２，喻春来２，高晓航２，王晓力４

（１．兰州理工大学西部能源与环境研究中心，甘肃 兰州７３００５０；２．兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃 兰州７３００５０；

３．甘肃省西北低碳城镇支撑技术协同创新中心，甘肃 兰州７３００５０；４．中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所，甘肃 兰州７３００５０））

摘要：将玉米秸秆（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）与废弃白菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ）进行不同比例（玉米秸秆与废弃白菜鲜质量比分别

为２９∶１９、２７∶２１、２５∶２３、２３∶２５、２１∶２７和１９∶２９）混合青贮，研究二者混贮６０ｄ时的化学组分和发酵品质，

筛选出发酵品质最好的混贮比例，并对最优混贮料中的乳酸菌进行分离鉴定。结果表明，所有混贮组的ｐＨ值均

显著低于玉米秸秆单贮组（Ｐ＜０．０５），说明混合青贮品质优于单独青贮。混贮组中 ＭＥ５组品质最佳，ｐＨ值和氨

态氮／总氮显著低于其他混贮组（除 ＭＥ４组外，Ｐ＜０．０５），乳酸含量显著高于其他混贮组（除 ＭＥ１组外，Ｐ＜０．

０５）。从 ＭＥ５组中分离得到１２株乳酸菌。分别为１株短乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ）、３株植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）、７株戊糖片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）和１株肠道肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｉｒａｅ）。ＭＥ５组中
乳杆菌属和片球菌属为优势属，且以同型发酵乳酸菌为主。

关键词：玉米秸秆；废弃白菜；混合青贮；青贮品质；乳酸菌；１６ＳｒＲＮＡ
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　　玉米（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）秸秆是规模化沼气工程的重
要生产原料，但秸秆的季节性集中收获常导致秸秆
收集总量远高于即时贮存作业量和利用量，萎蔫或
干黄极易造成秸秆水分和营养物质的损失。为保障
秸秆原料的可持续供应，必须寻找一种秸秆的长时
间贮存方法［１］。青贮是在厌氧条件下，利用植物表
面附生的乳酸菌发酵原料中的可溶性糖并转化为乳

酸等有机酸，使发酵体系ｐＨ值迅速降低，以抑制霉
菌、梭菌等腐败微生物生长的方法，该方法能有效减
少糖类物质的分解代谢并保持良好品质［２－４］。
兰州市是高原夏菜主产区，２０１４年高原夏菜总

产量约２２０万ｔ，蔬菜流通的商业化发展和净菜加工
产生了大量废弃蔬菜（尾菜），尾菜直接堆放或填埋
产生的渗液常引发环境污染。尾菜中富含水分和糖
分，若能利用干黄秸秆和尾菜在物理结构、营养成分
及水分含量等方面的互补性进行混合贮存，不仅能
长时间贮存干黄秸秆，还能减少废弃尾菜引起的环
境污染。诸多学者研究表明，玉米秸秆与花椰菜
（Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｃａｐｉｔａｔａ）茎叶、苦豆子（Ｓｏｐｈｏｒａ　ａｌｏｐｅ－
ｃｕｒｏｉｄｅｓ）、象草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ　ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ）等原料进
行混合青贮均能够有效提高青贮成功率和青贮品

质，减少营养物质的损失［５－７］。基于营养互补的混合
青贮品质优于单一原料。
乳酸菌数量及其多样性是决定青贮品质的关键

因素，了解青贮中乳酸菌多样性具有重要意义。青
贮中常见乳酸菌包括乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、明
串珠菌属（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）、乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、肠
球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、片球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）和魏
斯氏菌属（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ）等［８－１０］。Ｔｏｈｎｏ等［１１］还分离

到棒状乳杆菌棒状曲亚种（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｒｙｎｉ－
ｆｏｒｍｉｓ　ｓｓｐ．ｔｏｒｑｕｅｎｓ）和肠膜明串珠菌葡聚糖亚种
（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｓｕｂｓｐ．ｄｅｘｔｒａｎｉｃｕｍ）。

Ｃａｉ等［１２］分离了新种Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｎａｓｕｅｎｓｉｓ　ｓｐ．
ｎｏｖ．。司丙文等［１３］分离鉴定了蒙氏肠球菌（Ｅｎ－
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｎｄｔｉｉ）和乳酸球菌乳酸亚种（Ｌａｃｔｏｃｏｃ－
ｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ）。詹发强等［１４］发现青贮玉
米中乳酸菌主要为乳杆菌属和片球菌属。
本研究利用青贮原理，将玉米秸秆和废弃白菜

（Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ）采用不同比例进行混贮，从化
学组分和发酵品质角度分析二者混贮６０ｄ时的青
贮效果，探寻最优混合比。同时，利用表型特征及

１６ＳｒＲＮＡ序列分析技术相结合的方法对最优混贮
组中的乳酸菌进行分离鉴定，为筛选乳酸青贮菌剂
和干秸秆贮存过程调控奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
干玉米秸秆采自甘肃省定西市陇西县，摘穗收

后一个月收集；废弃白菜收集自兰州市七里河区菜
市场。两种原料的化学组分如表１所示。细菌基因
组ＤＮＡ提取试剂盒购自美国Ｂｉｏｍｉｇａ公司。２×
Ｔａｑ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自上海美吉生物医药科技有限公
司。ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ－Ｄ购自上海生工生物工程股份有
限公司。

１．２　混贮料的制作
将玉米秸秆切至１～２ｃｍ后与长宽为２ｃｍ×２ｃｍ

废弃白菜按不同质量比（依次为２９∶１９、２７∶２１、

２　５∶２３、２３∶２５、２１∶２７和１９∶２９）进行混合，混匀
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表１　玉米秸秆和废弃白菜的化学组分

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃｏｒｎ　ｓｔａｌｋ　ａｎｄ　ｃａｂｂａｇｅ　ｗａｓｔｅ ％

原料

Ｆｅｅｄ　ｓｔｏｃｋ

干物质

ＤＭ

中性洗涤纤维

ＮＤＦ

酸性洗涤纤维

ＡＤＦ

半纤维素

ＨＣ

废弃白菜Ｃａｂｂａｇｅ　ｗａｓｔｅ　 ５．５８±０．１５　 ２１．２９±１．２０　 １３．１９±０．９７　 ８．１１±０．４６

玉米秸秆Ｃｏｒｎ　ｓｔａｌｋ　 ５３．７５±０．０８　 ４９．１０±１．６１　 ２７．６４±０．９０　 ２１．５５±１．２３

原料

Ｆｅｅｄ　ｓｔｏｃｋ

纤维素

ＣＬ

综纤维素

ＨｏＣ

酸性洗涤木质素

ＡＤＬ

可溶性糖

ＷＳＣ

废弃白菜Ｃａｂｂａｇｅ　ｗａｓｔｅ　 １０．９２±０．６４　 １９．０３±０．３５　 ０．７４±０．４５　 ２３．７４±０．０４

玉米秸秆Ｃｏｒｎ　ｓｔａｌｋ　 ２５．７４±０．６３　 ４７．２９±０．５２　 １．７２±０．１４　 ２８．１５±０．１５

后分别在１．５Ｌ发酵瓶中装填压实密封保存。６个
混贮试验组对应的水分含量分别为６５％、６７％、

６９％、７１％、７３％和７５％，依次编号为 ＭＥ１、ＭＥ２、

ＭＥ２、ＭＥ３、ＭＥ４、ＭＥ５和 ＭＥ６。玉米秸秆单独贮
存（ＳＥＣＳ）作为对照。２５℃恒温贮存６０ｄ，每个试
验组设３个重复，共计２１个青贮瓶。

１．３　化学组分与发酵品质分析方法
青贮料开封后称取５０ｇ按１∶１０比例加入蒸

馏水混合打浆，过滤后对滤液和滤渣进行分析。干
物质含量（Ｄｒｙ　ｍａｔｔｅｒ，ＤＭ）采用１０５ ℃烘干法。

ｐＨ值测定采用ＰＨＳ－３Ｄ型ｐＨ 计。氨态氮（Ａｍ－
ｍｏｎｉａ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＮＨ３－Ｎ）测定采用苯酚－次氯酸钠比
色法。中性洗涤纤维 （Ｎｅｕｔｒａｌ　Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　ｆｉｂｅｒ，

ＮＤＦ）、酸性洗涤纤维（Ａｃｉｄ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　ｆｉｂｅｒ，ＡＤＦ）
和酸性洗涤木质素（Ａｃｉｄ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　ｌｉｇｎｉｎ，ＡＤＬ）测
定采用范式分析法。纤维素（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＣＬ）、半纤
维素（Ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＨＣ）和综纤维素（Ｈｏｌｏｃｅｌｌｕ－
ｌｏｓｅ，ＨｏＣ）含量通过公式计算获得，ＣＬ＝ＡＤＦ－
ＡＤＬ，ＨＣ＝ＮＤＦ－ＡＤＦ，ＨｏＣ＝ＣＬ＋ ＨＣ［３，１０］。可
溶性糖（Ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ，ＷＳＣ）测定采用
蒽酮硫酸比色法［５］。乳酸含量测定采用山东省科学
院ＳＢＡ－４０Ｘ生物传感器。挥发性脂肪酸含量测定采
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速度升至１００℃后保持５ｍｉｎ，再以１０
℃·ｍｉｎ－１速度升至２００℃，保持５ｍｉｎ。

１．４　乳酸菌的分离鉴定
无菌环境称取最优比例混贮料２５ｇ加入到２２５

ｍＬ无菌生理盐水，３７℃恒温振荡２ｈ充分混匀，将
菌悬液进行梯度稀释，取１０－３、１０－４、１０－５　３个稀释

度液体各０．２ｍＬ分别涂布于乳酸细菌培养基

ＭＲＳ平板上，每个稀释度做３个重复，３７℃厌氧培
养７２ｈ，挑取平板上不同的典型菌落分离纯化两
次，观察记录菌落形态并进行革兰氏染色和过氧化
氢酶试验，４℃条件下保存备用。
生理生化试验包括明胶液化、吲哚试验、硝酸盐

还原、Ｈ２Ｓ产气、精氨酸水解、０．１％美兰还原、１０℃
和４５℃生长、ｐＨ　４．５和ｐＨ　９．６生长、６．５％ ＮａＣｌ
生长试验等［１５］。对所有分离菌株采用糖微量发酵
管法进行糖发酵试验，并与保加利亚乳杆菌标准菌
株（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）ＪＣＭ１００２和乳酸球菌
乳酸亚种标准菌株（Ｌａｃｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ）

ＩＦ０１２００７进行对比。
参考乳酸菌通用引物进行细菌１６ＳｒＤＮＡ基因

扩增，正向引物为 ２７ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧ
ＣＴＣＡＧ［１２］；反向引物为 １４９２ｒ：ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣ－
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ［１６］，上述引物由上海桑尼生物技术
有限公司合成。细菌基因组ＤＮＡ提取严格按照试
剂盒说明进行。ＰＣＲ扩增体系为５０μＬ，２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ　２５μＬ、上下游引物各２μＬ、模板ＤＮＡ　１

μＬ、ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ　２０μＬ。反应条件为：９４℃
预变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３０
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。预计扩增片
段长度约为１　５００ｂｐ。将ＰＣＲ产物送上海生工生
物工程技术服务有限公司测序。
同源性与系统发育分析：将测序结果利用

ＤＮＡｓｔａｒ进行序列拼接处理，并与 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）上 Ｍｉｃｒｏｂｅｓ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
数据库进行同源性比对分析，同时采用 ＭＥＧＡ　５．１
软件中的Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗ 对序列进行多重比较，利用邻
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位相连法构建系统发育树，采用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法对进
化树进行１　０００次重复统计验证，获得分类或系统
发育地位［１７－１８］。

１．５　数据分析
利用ＳＰＳＳ　１８．０软件对试验数据进行统计分

析，用平均值和标准误表示测定结果，对不同混合比
例处理进行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５代表数据存
在显著性差异。

２　结果与分析

２．１　不同混合比例青贮料的化学成分分析

ＳＥＣＳ组的ＤＭ、ＣＬ、ＮＤＦ、ＡＤＦ、ＡＤＬ和 ＨｏＣ
含量显著高于６个混贮组（Ｐ＜０．０５）（表２）。混贮
组中，随着混贮料中废弃白菜比例的升高，ＣＬ、ＨＣ
和 ＨｏＣ含量呈先增加后减少的趋势（除 ＭＥ６组
外），ＭＥ２、ＭＥ３、ＭＥ６之间和 ＭＥ４、ＭＥ５之间 ＨｏＣ
差异不显著（Ｐ＞０．０５）。所有混贮组的 ＡＤＬ含量

差异不显著。各试验组的 ＷＳＣ含量微弱，均小于

０．０１％ ＤＭ。总体来看，贮存６０ｄ后各组化学成分
变化规律不明显。

２．２　混合比例对发酵品质的影响

ＳＥＣＳ组的ｐＨ 值显著高于６个混贮组（Ｐ＜
０．０５）（表３），ｐＨ 值高达７．９５。混贮组中，随着废
弃白菜比例的增加，各组间ｐＨ值变化规律不明显，
仅 ＭＥ５组的ｐＨ值在４．２以下。ＭＥ２组 ＡＮ／ＴＮ
显著高于ＳＥＣＳ组和其余５个混贮组，且随着玉米
秸秆比例的减少，混贮组中ＡＮ／ＴＮ呈先增加后减
少的趋势（ＭＥ６组除外），ＭＥ４和 ＭＥ５组的 ＡＮ／

ＴＮ较低，但两者间无显著差异。ＡＮ／ＴＮ体现了青贮
过程中蛋白质和氨基酸的分解程度，当青贮ｐＨ值大于

５．０时，梭菌会利用游离氨基酸产生氨态氮从而影响青
贮品质［１９］。说明若ｐＨ值高于５．０时蛋白质的过度分
解 会 影 响 贮 存 品 质，推 测 玉 米 秸 秆 单 贮
不利于蛋白质组分的保存。ＳＥＣＳ组的乳酸含量显

表２　混合青贮不同比例的化学成分

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｉｘｅｄ　ｓｉｌａｇｅ　ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒａｔｉｏｓ ％

分组

Ｇｒｏｕｐ

干物质含量

ＤＭ

中性洗涤纤维

ＮＤＦ

酸性洗涤纤维

ＡＤＦ

酸性洗涤木质素

ＡＤＬ

ＳＥＣＳ　 ６６．４８±０．１５ａ ７５．７３±０．０１ａ ４８．８２±０．０２ａ ０．０７±０．５４ａ

ＭＥ１　 ３５．８３±０．０４ｅ ６１．９４±０．０１ｄ ３６．３４±０．０１ｃ ０．０３±０．２７ｂ

ＭＥ２　 ３７．６９±０．６０ｄ ６３．３９±０．０１ｃ ３７．８２±０．０２ｂ ０．０３±０．１７ｂ

ＭＥ３　 ４９．３７±０．０４ｂ ６４．５２±０．０３ｂ ３７．４２±０．０１ｂ ０．０３±０．４７ｂ

ＭＥ４　 ４０．４６±０．０１ｃ ５９．１６±０．０３ｅ ３３．８４±０．０１ｄ ０．０２±０．３０ｂ

ＭＥ５　 ２７．６４±０．０３ｆ ５９．３０±０．０４ｅ ３３．２３±０．０２ｄ ０．０２±０．２３ｂ

ＭＥ６　 ２１．６６±０．０５ｇ　 ６４．４１±０．０３ｂ ３７．９１±０．０１ｂ ０．０３±０．０６ｂ

均方误差 ＭＳＥ　 ０．２３６　 ０．２２９　 ０．２２９　 ０．０２７

分组

Ｇｒｏｕｐ

纤维素

ＣＬ

半纤维素

ＨＣ

综纤维素

ＨｏＣ

可溶性碳水化合物

ＷＳＣ

ＳＥＣＳ　 ４０．５１±０．６３ａ ２６．９１±０．７７ａ ６７．４２±０．５４ａ ＜０．０１

ＭＥ１　 ３２．７７±０．４０ｃ ２５．６１±０．０５ｄ ５８．３８±０．２１ｃ ＜０．０１

ＭＥ２　 ３４．２５±０．６７ｂ ２５．５７±０．６４ｄ ５９．８２±０．５７ｂ ＜０．０１

ＭＥ３　 ３２．７０±０．３４ｃ ２６．９０±０．４１ａ ５９．６０±０．３２ｂ ＜０．０１

ＭＥ４　 ３０．４９±０．２８ｄ ２５．３１±０．４９ｄ ５５．８０±０．３８ｄ ＜０．０１

ＭＥ５　 ２９．５２±０．２４ｅ ２５．０７±０．１３ｃ ５４．５９±０．１６ｄ ＜０．０１

ＭＥ６　 ３３．２４±０．４９ｃ ２６．５０±０．３３ｂ ５９．７４±０．２５ｂ ＜０．０１

均方误差 ＭＳＥ　 ０．０２２　 ０．０２２　 ０．０１９ ＜０．０１

注：表中同列不同小写字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｍｅａｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒ　ｃａｓｅ　ｌｅｔｔｅｒ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ　ａｔ　０．０５ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅ

ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．
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表３　混合比例对青贮发酵品质的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｍｉｘｅｄ　ｒａｔｉｏｓ　ｏｎ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｓｉｌａｇｅｓ ％

分组

Ｇｒｏｕｐ

ｐＨ值

ｐＨ　ｖａｌｕｅ

乳酸

Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ（ＬＡ）
乙酸

Ａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ（ＡＡ）
丁酸

Ｂｕｔｙｒｉｃ　ａｃｉｄ（ＢＡ）
氨态氮／总氮

ＡＮ／ＴＮ

ＳＥＣＳ　 ７．９５±０．０４ａ ３．２３±０．０５ｅ ＜０．０１ ＜０．０１　 ０．５３±０．０１ｂ

ＭＥ１　 ４．２４±０．０５ｄ ６．８１±０．０４ａ ＜０．０１ ＜０．０１　 ０．５６±０．１６ｂ

ＭＥ２　 ４．３２±０．０２ｃ ５．４３±０．０３ｃ ＜０．０１ ＜０．０１　 １．１２±０．０２ａ

ＭＥ３　 ４．２７±０．０２ｂ ６．５６±０．０４ｂ ＜０．０１ ＜０．０１　 ０．１７±０．１７ｃ

ＭＥ４　 ４．５８±０．０１ｂ ４．８５±０．０３ｄ ＜０．０１ ＜０．０１　 ０．０３±０．０３ｄ

ＭＥ５　 ４．１７±０．０５ｅ ６．７９±０．０２ａｂ ＜０．０１ ＜０．０１　 ０．０４±０．０２ｄ

ＭＥ６　 ４．２２±０．０２ｄ ５．６３±０．０２ｃ ＜０．０１ ＜０．０１　 ０．１６±０．０６ｃ

著低于６个混贮组，且 ＭＥ１、ＭＥ３和 ＭＥ５组的乳
酸含量显著高于 ＭＥ２、ＭＥ４和 ＭＥ６组。由于 ＡＡ
和ＢＡ含量微弱，浓度小于０．０１％ＤＭ，推测同型发
酵乳酸菌占主导地位，有效抑制了梭菌产生ＢＡ，提
高了青贮发酵品质。

２．３　乳酸菌的分离鉴定

２．３．１　形态学鉴定　挑取 ＭＲＳ固体培养基上直
径为２～３ｍｍ、乳白色、表面凸起、光滑圆整、大小
不一的菌落，经革兰氏染色为阳性、过氧化氢酶试验
为阴性的初步鉴定为乳酸菌，共分离出１２株，分别
编号为 ＣＳＣＷＬ　２－２、ＣＳＣＷＬ　２－３、ＣＳＣＷＬ　２－４、

ＣＳＣＷＬ　２－５、ＣＳＣＷＬ　２－６、ＣＳＣＷＬ　２－８、ＣＳＣＷＬ　２－
９、ＣＳＣＷＬ　２－１０、ＣＳＣＷＬ　２－１１、ＣＳＣＷＬ　２－１２、ＣＳＣ－
ＷＬ　２－１５和ＣＳＣＷＬ　２－１７。

２．３．２　生理生化鉴定　菌株ＣＳＣＷＬ　２－６、ＣＳＣＷＬ
２－１０、ＣＳＣＷＬ　２－１５和ＣＳＣＷＬ　２－１７为革兰氏阳性
杆菌（表４），过氧化氢酶试验、硝酸盐还原试验、明
胶液化试验为阴性，不产生吲哚和硫化氢，ｐＨ　４．５

条件下能够正常生长，初步确定为乳杆菌属。
菌株 ＣＳＣＷＬ　２－２、ＣＳＣＷＬ　２－３、ＣＳＣＷＬ　２－４、

ＣＳＣＷＬ　２－５、ＣＳＣＷＬ　２－８、ＣＳＣＷＬ　２－９和ＣＳＣＷＬ
２－１１为革兰氏阳性球菌（表５），过氧化氢酶试验、硝
酸盐还原试验、ｐＨ　９．６和６．５％ ＮａＣｌ生长试验为
阴性，０．１％美兰还原试验为阳性，在１５℃条件下生
长，暂不能确定具体属；菌株ＣＳＣＷＬ　２－１２为革兰
氏阳性球菌，过氧化氢酶试验、硝酸盐还原试验为阴
性，０．１％美兰还原试验、ｐＨ　９．６和６．５％ ＮａＣｌ生
长试验为阳性，在１５和４５℃条件下生长，初步确定
为肠球菌属。

　　菌株ＣＳＣＷＬ　２－６在１５℃条件下生长，４５℃条
件下不生长（表６），发酵葡萄糖产酸产气，精氨酸水
解试验为阳性，可发酵利用果糖产酸，显微镜下为短
杆状，符合短乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ）的特征，
初步确定菌株ＣＳＣＷＬ　２－６为短乳杆菌。菌株ＣＳＣ－
ＷＬ　２－１０、ＣＳＣＷＬ　２－１５和ＣＳＣＷＬ　２－１７均能利用
葡萄糖产酸但不产气，可发酵利用阿拉伯糖、麦芽

表４　乳杆菌属的鉴定结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

试验菌株

Ｓｔｒａｉｎ

革兰氏染色

Ｇｒａｍ　ｓｔａｉｎｉｎｇ

过氧化氢酶

Ｃａｔａｌａｓｅ　ｔｅｓｔ

硝酸盐还原

Ｎｉｔｒａｔｅ

ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ

明胶液化

Ｇｅｌａｔｉｎ

ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ

吲哚

Ｉｎｄｏｌｅ

ｔｅｓｔ

硫化氢产气

Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｓｕｌｆｉｄｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ

ｐＨ　４．５生长

Ｇｒｏｗｔｈ　ａｔ

ｐＨ　４．５

ＪＣＭ１００２ ＋ － － － － － ＋
ＣＳＣＷＬ　２－６ ＋ － － － － － ＋
ＣＳＣＷＬ　２－１０ ＋ － － － － － ＋
ＣＳＣＷＬ　２－１５ ＋ － － － － － ＋
ＣＳＣＷＬ　２－１７ ＋ － － － － － ＋

注：＋表示试验结果阳性；－表示试验结果阴性。下同。

Ｎｏｔｅ：＋，ｐｏｓｉｔｉｖｅ；－，ｎｅｇａｔｉｖｅ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．
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表５　球状乳酸菌的鉴定结果

Ｔａｂｌｅ　５　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｈｅｒｉｃａｌ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ

试验菌株

Ｓｔｒａｉｎ

革兰氏染色

Ｇｒａｍ
ｓｔａｉｎｉｎｇ

过氧化氢酶

Ｃａｔａｌａｓｅ
ｔｅｓｔ

硝酸盐还原

Ｎｉｔｒａｔｅ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ

１５℃生长
Ｇｒｏｗｔｈ
ａｔ　１５℃

４５℃生长
Ｇｒｏｗｔｈ
ａｔ　４５℃

ｐＨ　９．６生长
Ｇｒｏｗｔｈ
ａｔ　ｐＨ　９．６

６．５％ ＮａＣｌ生长
Ｇｒｏｗｔｈ　ａｔ
６．５％ ＮａＣｌ

０．１％美兰还原
Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｂｌｕｅ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ

ＩＦ０１２００７ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－２ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－３ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－４ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－５ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－８ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－９ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－１１ ＋ － － ＋ － － － ＋

ＣＳＣＷＬ　２－１２ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

糖、果糖、半乳糖、乳糖、甘露醇、甘露糖、蜜二糖和纤
维二糖产酸，不能水解精氨酸。分析以上结果符合
植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）的特征，初
步确定菌株ＣＳＣＷＬ　２－１０、ＣＳＣＷＬ　２－１５和ＣＳＣＷＬ
２－１７为植物乳杆菌。结合表５和表６结果，球状菌
株中 ＣＳＣＷＬ　２－１２能在１５ ℃、４５ ℃、ｐＨ　９．６和

６．５％ ＮａＣｌ条件下生长，０．１％美兰还原试验为阳
性，精氨酸产氨，利用葡萄糖产酸不产气，可发酵阿
拉伯糖、果糖、半乳糖、蜜二糖、海藻糖、麦芽糖、纤维
二糖和乳糖产酸，不发酵松三糖、蔗糖、鼠李糖、棉籽
糖、甘露醇和山梨醇，根据以上结果暂不能在种的水
平上做出准确判断。菌株 ＣＳＣＷＬ　２－２、ＣＳＣＷＬ
２－３、ＣＳＣＷＬ　２－４、ＣＳＣＷＬ　２－５、ＣＳＣＷＬ　２－８、ＣＳＣ－
ＷＬ　２－９和ＣＳＣＷＬ　２－１１能够利用葡萄糖产酸但不
产气，可发酵利用半乳糖、麦芽糖、阿拉伯糖、木糖阿
拉伯糖和乳糖产酸，不能发酵鼠李糖、海藻糖和甘露
醇，符合戊糖片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）的特
征，初步确定以上菌株为戊糖片球菌。

２．３．３　１６ＳｒＲＮＡ序列同源性分析　提取１２株乳
酸菌基因组ＤＮＡ，利用１％琼脂糖凝胶电泳检测，
结果为单一清晰条带，能满足ＰＣＲ扩增条件。利用
细菌通用引物进行１６ＳｒＲＮＡ基因序列扩增，发现
各菌株ＰＣＲ产物条带单一清晰，特异性条带扩增片
段约为１　５００ｂｐ，与贺银凤等［２０］、杜晓华等［２１］等结
果一致，能进行ＰＣＲ产物测序。将测序结果利用

ＤＮＡｓｔａｒ软件进行拼接处理，并与 Ｍｉｃｒｏｂｅｓ　Ｎｕｃｌｅ－
ｏｔｉｄｅ数据库已发表的序列比对分析，找出与目的序
列同源性最高的菌种（图１）。

　　由图１可知，菌株 ＣＳＣＷＬ　２－２、ＣＳＣＷＬ　２－３、

ＣＳＣＷＬ　２－４ 、ＣＳＣＷＬ　２－５、ＣＳＣＷＬ　２－８、ＣＳＣＷＬ
２－９和 ＣＳＣＷＬ　２－１１ 聚为第 １ 类群且相似性为

１００％，与其他片球菌属标准菌株亲缘关系较近，可
确定这７株菌为同一种片球菌属乳酸菌，序列对比
结果与戊糖片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）的同
源性最高；菌株 ＣＳＣＷＬ　２－１０、ＣＳＣＷＬ　２－１５ 和

ＣＳＣＷＬ　２－１７聚为第２类群且与其他乳杆菌属标准
菌株相似性达到１００％，可确定３株菌均为乳杆菌
属乳酸菌，序列对比结果与植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ－
ｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）的同源性最高；菌株ＣＳＣＷＬ　２－６单
独聚为一类，与第２类群亲缘较近，序列对比结果与
短乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ）的同源性最高；菌株
ＣＳＣＷＬ　２－１２聚为第３类群且与其他肠球菌属标准
菌株相似性达到１００％，可确定菌株ＣＳＣＷＬ　２－１２为
肠球菌属乳酸菌，序列对比结果与肠道肠球菌（Ｅｎ－
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）的同源性最高。
综合判定，菌株ＣＳＣＷＬ　２－６为短乳杆菌（Ｌａｃ－

ｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ）；菌株ＣＳＣＷＬ　２－１０、ＣＳＣＷＬ　２－１５
和ＣＳＣＷＬ　２－１７为植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎ－
ｔａｒｕｍ）；菌株ＣＳＣＷＬ　２－２、ＣＳＣＷＬ　２－３、ＣＳＣＷＬ　２－
４、ＣＳＣＷＬ　２－５、ＣＳＣＷＬ　２－８、ＣＳＣＷＬ　２－９和 ＣＳＣ－
ＷＬ　２－１１为戊糖片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）；
菌株 ＣＳＣＷＬ　２－１２ 为肠道肠球菌 （Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｈｉｒａｅ），该结果与Ｐａｎｇ等［２２］报道基本一致。将分
离得到的１２株乳酸菌序列提交到 ＧｅｎＢａｎｋ，所得
注册 号 按 菌 株 编 号 顺 序 依 次 为 ＫＭ６６８０４４－
ＫＭ６６８０５５。
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图１　基于１６ＳｒＲＮＡ序列的系统进化树

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　１６ＳｒＲＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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：Ｎｕｍｂｅｒｓ　ｉｎ　ｔｒｅｅ　ｂｒａｎｃｈ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｅａｃｈ　ｂｒａｎｃｈ；ｓｃａｌｅ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ．

３　讨论与结论

干玉米秸秆的单一密闭贮存属于低水分青贮，

通过造成微生物的生理干燥，抑制酵母菌、霉菌等不

良发酵，且低水分对腐败微生物的抑制作用要强于

对乳酸菌的抑制，使秸秆更易贮存。而玉米秸秆与

白菜的混贮则属常规青贮，通过乳酸菌的繁殖和

ｐＨ值快速下降抑制不良微生物。Ｗａｎｇ等［２３］认为

成功青贮理论上所需的最低 ＷＳＣ含量为６０～７０

ｇ·ｋｇ－１　ＤＭ。本研究中，原料玉米秸秆干物质含量

为５３．７５％，废弃白菜水分高达９４．４２％，ＷＳＣ含量

约为２３．７４％。两种原料的水分和糖分含量具有很

高的互补性，将二者按一定比例混贮能够达到青贮

含水量在６５％～７５％范围和最低 ＷＳＣ含量的基本

要求［１９］。

优良青贮料的ｐＨ值介于３．８～４．２，当ｐＨ值
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ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥ（Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．０９） ０９／２０１５

低于４．２时乳酸菌等有益菌发挥主要作用，梭菌

等有害菌被抑制［１９］。试验中，ＭＥ５组ｐＨ值在４．２
以下，符合优质青贮的标准。这是由于混贮组中

添加的废弃白菜有利于贮存体系中 ＷＳＣ含量的

提高和乳酸发酵，ｐＨ值的快速降低有效抑制了不

利于青贮的肠细菌和梭菌等厌氧微生物生长。

ＡＮ／ＴＮ比值越高意味着贮存原料中蛋白质和氨基

酸分解越多。试验中 ＭＥ５组的 ＡＮ／ＴＮ最低，说

明蛋白质分解程度较轻。这与庄益芬等［７］研究的

象草与玉米秸秆混合青贮效果基本一致。综合化

学成分和发酵品质的结果显示，混合青贮改善了

玉米秸秆的青贮品质，且 ＭＥ５组（干玉米秸秆与

废弃白菜以２１∶２７）青贮效果最佳。１６ＳｒＲＮＡ序

列分析能准确、快速鉴定微生物，基于１６ＳｒＲＮＡ
建立的系统进化树可以确定微生物在进化树中的

位置。本试验采用传统微生物培养法和１６ＳｒＲＮＡ
序列分析法，从 ＭＥ５组中分离得到的１２株乳酸

菌分属于３个属，４个种。３个属分别为乳杆菌属
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、片球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）和肠球菌
属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ），４个种分别为短乳杆菌（Ｌａｃｔｏ－
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ）、植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａ－
ｒｕｍ）、戊糖片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）和肠道
肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｉｒａｅ）。１２株乳酸菌在分类
地位中同属于细菌域、厚壁菌门、杆菌纲、乳杆菌

目，其中菌株ＣＳＣＷＬ　２－６、ＣＳＣＷＬ　２－１０、ＣＳＣＷＬ

２－１５和ＣＳＣＷＬ　２－１７属于乳杆菌科、乳杆菌属；菌

株ＣＳＣＷＬ　２－２、ＣＳＣＷＬ　２－３、ＣＳＣＷＬ　２－４、ＣＳＣＷＬ

２－５、ＣＳＣＷＬ　２－８、ＣＳＣＷＬ　２－９和ＣＳＣＷＬ　２－１１属于

乳杆菌科、片球菌属；菌株ＣＳＣＷＬ　２－１２属于肠球

菌科、肠球菌属。除菌株ＣＳＣＷＬ　２－６能够利用葡

萄糖产酸产气，为异型发酵乳酸菌外，其余菌株均

为同型发酵乳酸菌。崔棹茗等［２４］采用传统微生物

培养法和１６ＳｒＲＮＡ 序列分析法，从青稞（Ｈｏｒ－
ｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ　ｖａｒ．ｎｕｄｕｍＨｏｏｋ．ｆ．）秸秆青贮饲料
中分 离 得 到 植 物 乳 杆 菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａ－
ｒｕｍ）、乳酸片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓａｃｉｄｉ　ｌａｃｔｉｃｉ）、戊糖
片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）。杨晓丹等［２５］经
传统微生物培养和１６ＳｒＲＮＡ序列分析从西藏豆

科牧草青贮饲料中分离得到戊糖片球菌（Ｐｅｄｉｏ－
ｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）、植 物 乳 杆 菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ｐｌａｎｔａｒｕｍ）和弯曲乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｕｒｖａｔｕ）。

杨杨等［２６］利用传统培养法和１６ＳｒＲＮＡ序列分析

从青藏高原藏北嵩草（Ｋｏｂｒｅｓｉａ　ｌｉｔｔｌｅｄｅｌｅｉ）中分离
得到１７株乳酸菌，其中有６株菌为食窦魏斯氏乳

酸菌（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｃｏｎｆｕｓａ），其余均为融合魏斯氏乳
酸菌（Ｗ．ｃｉｂａｒｉａ）。说明将传统微生物培养法和

１６ＳｒＲＮＡ序列分析法相结合进行青贮料中乳酸菌

的分离鉴定方法可行。但由于传统分离培养方法

的局限性，若要全面了解青贮料中的乳酸菌多样

性，还需要利用高通量测序方法进一步研究。

本试验分离得到的植物乳杆菌、戊糖片球菌

和短乳杆菌和肠道肠球菌均为青贮用常见乳酸菌

菌种，这也为今后制备优良的青贮添加剂提供了

可能。
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