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添加蔗糖和乳酸菌剂对高水分苜蓿青贮中优势
梭菌和乳酸菌菌群的影响
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摘要：试验旨在通过高通量测序技术并结合相关性网络分析探讨高水分苜蓿青贮中优势梭菌菌群多样性并筛选靶

向抑菌乳酸菌。设置蔗糖组（添加量为 20 g·kg-1 FM）、乳酸菌组（Lactiplantibacillus plantarum 和 Lentilactobacil⁃

lus buchneri 组成，接种量为 106 cfu·g-1 FM）和对照组，室温厌氧发酵 56 d。结果表明：对照组和乳酸菌组均发生严

重的丁酸发酵；与对照组和乳酸菌组相比，蔗糖组显著提高了苜蓿青贮的乳酸含量（P<0. 05），显著降低了丁酸含

量、氨态氮含量和梭菌数量（P<0. 05）。Clostridium sp.  BTY5、Garciella sp. GK3 和 Clostridiales bacterium mt11 与

丁酸、氨态氮以及梭菌数量呈显著正相关（P<0. 05）。L.  buchneri和 Lactobacillus melliventris 与这 3 种关键梭菌呈

显著负相关（P<0. 05），并且与 pH 值、丁酸、氨态氮及梭菌数量呈显著负相关（P<0. 05）。综上所述，Clostridium 

sp.  BTY5、Garciella sp.  GK3 和 Clostridiales bacterium mt11 是引起高水分苜蓿青贮丁酸发酵的关键梭菌，添加蔗

糖可有效改善青贮发酵品质，L.  buchneri和 L.  melliventris具有靶向抑制关键梭菌的潜力。
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Effects of Sucrose and Lactic Acid Bacteria Inoculantion on Dominant Clostridia 
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Abstract：The aim of this study was to investigate the diversity of dominant Clostridia community and screen 
targeted bacteriostatic lactic acid bacteria in high-moisture alfalfa silage through high-throughput sequencing 
combined with correlation network analyses.  Sucrose group （sucrose added at 20 g·kg-1 fresh matter， FM）， 
LAB group （LAB inoculant was composed of Lactiplantibacillus plantarum and Lentilactobacillus buchneri 
and applied at 106 cfu·g⁻¹ FM） ， and control group were established.  All groups were subjected to 56 days of 
anaerobic ensiling at ambient temperature.  The results showed that severe butyric acid fermentation occurred in 
both the control and LAB groups.  Compared to the control and LAB groups， the sucrose group significantly 
increased the lactic acid content （P<0. 05）， while significantly decreased butyric acid， ammonia nitrogen， and 
Clostridia counts （P<0. 05）.  Clostridium sp.  BTY5， Garciella sp.  GK3， and Clostridiales bacterium mt11 
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were significantly positively correlated with butyric acid， ammonia nitrogen， and Clostridia counts （P<0. 05）.  
L.  buchneri and Lactobacillus melliventris were significantly negatively correlated with these three key Clos‐
tridia （P<0. 05） and were significantly negatively correlated with pH， butyric acid， ammonia nitrogen， and 
Clostridia counts （P<0. 05）.  In conclusion， Clostridium sp.  BTY5， Garciella sp.  GK3， and Clostridiales 
bacterium mt11 were identified as the key Clostridia responsible for butyric acid fermentation in high-moisture 
alfalfa silage.  The addition of sucrose can effectively improve silage fermentation quality.  L.  buchneri and L.  
melliventris have the potential to inhibit targeted key Clostridia.
Key words：Alfalfa silage；Clostridia；Lactic acid bacteria；Fermentation quality

“大食物观”背景下，发展现代饲草产业和草食

畜牧业是保障我国粮食安全的重要途径［1］。紫花苜

蓿（Medicago sativa L.）是高产奶牛日粮中重要且不

可或缺的组成部分，随着我国规模化、标准化奶牛产

业的快速发展，对高品质植物性蛋白饲料的需求量

越来越大，优质苜蓿已成为不可替代的战略性保障

饲草［2］。青贮是苜蓿等饲草重要的贮藏方式之一，其

基本原理是通过乳酸菌的厌氧发酵，使原料中所含

的糖分变为以乳酸为主的有机酸，提高体系酸度抑

制腐败微生物活动，并防止原料中养分继续被微生

物分解或消耗，从而保存原料的养分［3］。然而，苜蓿

的高水分含量、低可溶性碳水化合物（Water soluble 
carbohydrates，WSC）含量及高缓冲能等特性，使其

单独青贮时极易发生由梭菌主导的丁酸发酵，降低

青贮的营养价值，并促使病原菌增殖和毒素积累，威

胁人畜健康［4］。目前，抑制丁酸发酵提高苜蓿青贮发

酵品质的措施主要有：通过降低原料水分含量或添

加化学制剂抑制有害微生物活性［5］，通过添加糖类等

营养型添加剂提高原料中的 WSC 含量，通过接种乳

酸菌剂增加乳酸菌的数量等［6-7］。其中，乳酸菌剂具

有处理效果好、反应条件温和及环境友好等优点［8］。

乳酸菌是青贮发酵的主体，是决定青贮品质的

重要因子［9］。接种具有产纤维素酶、阿魏酸酯酶、细

菌 素 等 活 性 的 乳 酸 菌 Lactiplantibacillus.  planta⁃
rum MTD-1、L.  plantarum A1 和 L.  plantarum 24-
7 可抑制苜蓿青贮丁酸发酵［10-11］。也有研究发现，某

些情况下使用乳酸菌剂并不能提高苜蓿青贮品质。

当苜蓿原料水分含量为 67. 85% 时，接种先牧 1152
乳酸菌剂促进了青贮丁酸发酵［12］。针对乳酸菌剂

使用效果不一致的科学问题，以苜蓿青贮中关键梭

菌为靶标定向筛选抑菌乳酸菌可为高效乳酸菌剂

研发提供新思路［11］。李荣荣等［13］报道，一株对产气

荚膜梭菌和酪丁酸梭菌均具有抑菌活性的 L. plan⁃
tarum LP31 可显著抑制苜蓿青贮丁酸发酵。

然而，目前关于苜蓿青贮中梭菌菌群多样性及

以关键梭菌为靶标筛选高效抑菌乳酸菌的研究报

道较少。因此，本研究通过在高水分苜蓿青贮中添

加蔗糖和乳酸菌剂探讨其对青贮品质、优势梭菌和

乳酸菌菌群多样性的影响，旨在为高水分苜蓿青贮

用乳酸菌剂筛选提供指导。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

紫花苜蓿品种为‘三得利’（Sanditi），种植于北

京市农林科学院国家精准农业示范基地（北京市昌

平区小汤山镇，40° 13′ 00″ N，116° 13′ 00″ E）。于

第 2 茬初花期刈割，留茬高度 10 cm。蔗糖为分析纯

试剂，购自国药集团化学试剂有限公司。乳酸菌剂

购自某生物科技公司，主要成分为 L.  plantarum 和
L.  buchneri，活菌数≥5. 0×109 cfu·g-1。

1. 2　试验设计

刈割的苜蓿被迅速带回实验室，使用铡纸刀

切短至 1~2 cm，分为对照组、乳酸菌组和蔗糖组，

每 组 3 个 重 复 。 对 照 组 添 加 20 mL·kg-1 FM
（Fresh matter，鲜重）灭菌去离子水，乳酸菌组接

种 106 cfu·g-1 FM 的 乳 酸 菌 剂 ，蔗 糖 组 添 加 20 
g·kg-1 FM 的蔗糖，乳酸菌剂和蔗糖溶于等量灭

菌去离子水后喷洒于苜蓿原料表面并混匀，装入

聚乙烯包装袋（JH9007 型，20 cm×30 cm，北京兴

隆悦达科技有限公司）中，每袋约 500 g，迅速用真

空包装机（奥德居 AS-6S 型，东莞市青叶包装机械

有限公司）抽真空、封口，室温（25℃~32℃）条件下

避光贮藏 56 d。

1. 3　测定指标及方法

青贮样品开封后充分混匀，取 10 g 样品装入灭

菌的聚乙烯袋，于超净工作台内加入 90 mL 灭菌去

离子水，用无菌均质器处理 1 min，得到青贮浸提液。

一部分浸提液用于微生物计数，一部分浸提液通过

4 层纱布及定性滤纸过滤后，用于 pH 值、氨态氮
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（NH3-N）及 有 机 酸 含 量 的 测 定 。 乳 酸 菌（Lactic 
acid bacteria，LAB）采用 MRS 培养基（Difco，美国）

置于厌氧培养箱中（37℃），培养 48 h 后计数。好氧

细菌采用 NA 培养基（Nissui，日本），肠细菌采用

BLB 培养基（Nissui，日本），酵母菌采用 PDA 培养

基（Nissui，日本），置于 30℃恒温培养箱中，培养 48 h
后计数。浸提液于 80℃水浴 10 min 后，采用亚硫酸

铁琼脂培养基（奥博星，中国）利用亨盖特厌氧滚管

技术进行梭菌计数［4］ 。

pH 值采用 pH 计（奥豪斯，ST3100，中国）测

定。有机酸采用高效液相色谱仪（岛津，LC-20A，

日本）测定［14］，色谱条件为色谱柱：Shodex Rspak 
KC-811 S-DVB gel Column 300 mm×8 mm；检测

器：SPD-M10AVP；流动相：3 mmol·L-1高氯酸；流

速：1 mL·min-1；进样量：5 μL；柱温：50℃；检测波

长：210 nm。氨态氮（NH3-N）采用苯酚 -次氯酸钠

比色法测定［15］。

称取苜蓿原料或青贮样品置于 65℃鼓风干燥

箱（一恒，DHG-9245A，上海）烘干 48 h，测定干物质

（Dry matter，DM）含量。烘干样品粉碎后过 1 mm
筛用于化学成分测定。粗蛋白质（Crude protein，
CP）采用凯氏定氮法测定［16］，WSC 采用蒽酮-硫酸

比 色 法 测 定［17］，中 性 洗 涤 纤 维（Neutral detergent 
fiber，NDF）和酸性洗涤纤维（Acid detergent fiber，
ADF）利用全自动纤维分析仪（ANKOM 2000，美
国）采用 Van Soest方法测定［18］。

基于第三代 Pacific Biosciences（PacBio）单分子

实时测序技术（SMRT）对青贮细菌多样性进行分

析［19］。利用 FastDNATM SPIN Kit for Soil 试剂盒

（MP Biomedicals，美国）提取细菌基因组 DNA，通

过 1% 琼脂糖凝胶电泳分析 DNA 的纯度和完整性。

使 用 引 物 27F（5’-AGRGTTYGATYMTGGCT‐
CAG-3’）和 1492R（5’-RGYTACCTTGTTAC‐
GACTT-3’）对 16S rRNA 基因全长进行 PCR 扩

增。将同一样本的 PCR 产物混合后使用 2% 琼脂

糖 凝 胶 回 收 PCR 产 物 ，利 用 AxyPrep DNA Gel 
Extraction Kit 试剂盒（Axygen Biosciences，美国）进

行回收产物纯化，2% 琼脂糖凝胶电泳检测，并用

Quantus™ Fluorometer（Promega，美国）对回收产物

进行检测、定量。使用 SMRTbell® Express Tem ‐
plate Prep Kit 2. 0 试剂盒（Pacifc Biosciences，美国）

进行建库，并通过 Pacbio Sequel II System（Pacifc 
Biosciences，美国）进行测序。原始下机数据进行校

正得到 CCS（Circular Consensus Sequencing）序列，

使用 Lima 软件（v1. 7. 0），通过 barcode 序列对样本

的 CCS 进行识别并去除嵌合体，得到高质量的 CCS
序列。使用 Usearch 软件（v10. 0）根据 97% 的相似

度 对 序 列 进 行 OTU 聚 类 ，并 利 用 RDP classifier
（v2. 2）对每条序列与 Silva 数据库（v. 138）进行比

对，设置比对阈值为 70%，得到物种分类注释结果。

使用 QIIME 软件（v1. 9. 1）对细菌菌群 Alpha 多样

性指数进行评估，并基于 OTU 水平进行主坐标分

析（PCoA）。使用 QIIME 软件通过 Spearman 相关

性进行优势梭菌与乳酸菌以及细菌群落与青贮品

质之间关联分析，并利用 R（v3. 6. 3）绘制相关性网

络图及相关性热图。

1. 4　数据统计与分析

试验数据采用 SPSS 21. 0 软件（IBM，美国）进

行单因素方差分析，结果以“平均值±标准差”表

示，根据 Tukey 检验对均值进行多重比较，差异显著

性水平设置为 P<0. 05。

2　结果与分析

2. 1　苜蓿的原料特性

由表 1 可知，新鲜苜蓿原料的水分含量高达

804. 37 g·kg-1 FM，WSC 含 量 低 至 25. 60 g·kg-1 
DM。肠细菌和好氧细菌是苜蓿原料上附着的主要

微 生 物 ，其 含 量 分 别 为 7. 76×106 cfu·g-1 FM 和

6. 61×106 cfu·g-1 FM；LAB 和梭菌含量较低，分别

为 2. 95×104 cfu·g-1 FM 和 39. 8 cfu·g-1 FM。

表 1　苜蓿的原料特性

Table 1　Characteristics of fresh alfalfa

化学成分

Chemical 
compositions/
(g·kg-1 DM)

微生物数量

Microbial counts/
(lg cfu·g-1 FM)

项目  Item
干物质

Dry matter/(g·kg-1 FM)

粗蛋白质 Crude protein
可溶性碳水化合物

Water soluble carbohydrates
中性洗涤纤维

Neutral detergent fiber
酸性洗涤纤维

Acid detergent fiber
乳酸菌 Lactic acid bacteria

梭菌 Clostridia
肠细菌 Entero bacteria

好氧细菌 Aerobic bacteria
酵母 Yeast

苜蓿  Alfalfa
195.63±1.97

212.63±1.25
25.60±0.53

435.90±9.04

330.17±6.48

4.47±0.27
1.60±0.30
6.89±0.22
6.82±0.15
3.55±0.10
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2. 2　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮发酵品质的

影响

如表 2 所示，蔗糖组苜蓿青贮的 pH 值降至

4. 38，显著低于对照组和乳酸菌组（P<0. 05）。与

对照组相比，乳酸菌组显著提高苜蓿青贮的乙酸

（Acetic acid，AA）含量（P<0. 05），显著降低丁酸

（Butyric acid，BA）和 NH3-N 含量（P<0. 05），但其

含量仍分别高达 5. 25 g·kg-1和 103. 31 g·kg-1 TN。

与对照组和乳酸菌组相比，蔗糖组显著提高苜蓿青

贮的乳酸（Lactic acid，LA）含量（P<0. 05），显著降

低 丙 酸（Propionic acid，PA）和 NH3-N 含 量（P<
0. 05），且未检测到 BA。

2. 3　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮营养成分的

影响

如表 3 所示，与对照组相比，乳酸菌组显著提高

苜蓿青贮的 CP含量（P<0. 05）。与对照组和乳酸菌

组相比，蔗糖组显著提高 DM、CP 和 WSC 含量（P<
0. 05），显著降低 NDF 和 ADF 含量（P<0. 05）。

2. 4　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮微生物数量

的影响

如表 4 所示，与对照组相比，乳酸菌组显著促

进苜蓿青贮中 LAB 增殖（P<0. 05），显著抑制梭

菌、肠细菌、好氧细菌和酵母增殖（P<0. 05）。蔗

糖组苜蓿青贮中未检测到梭菌和肠细菌，LAB、好

氧细菌和酵母数量显著低于对照组和乳酸菌组

（P<0. 05）。

2. 5　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮细菌菌群

多样性的影响

Chao1指数用来衡量菌群的丰富度，蔗糖组细菌菌

群丰富度显著低于对照组和乳酸菌组（P<0. 05）；Shan‐
non指数用来衡量菌群的多样性，乳酸菌组和蔗糖组细菌

菌群多样性均低于对照组，但组间差异不显著（图1）。

表 2　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮发酵品质的影响

Table 2　Effects of Ssucrose and LAB inoculant addition on the fermentation quality of alfalfa silage
项目  Item

pH
乳酸  Lactic acid/(g·kg-1 DM)

乙酸  Acetic acid/(g·kg-1 DM)

丙酸  Propionic acid/(g·kg-1 DM)

丁酸  Butyric acid/(g·kg-1 DM)

氨态氮  Ammonia nitrogen/（g·kg-1 TN）

对照组  Control
6.09±0.06a

47.83±3.67b

77.05±5.49b

4.25±0.50a

6.37±0.36a

128.40±5.02a

乳酸菌组  LAB group
6.00±0.03a

44.59±0.94b

87.23±3.10a

4.07±1.35a

5.25±0.20b

103.31±2.16b

蔗糖组  Sucrose group
4.38±0.09b

145.05±2.03a

69.42±3.82b

0.43±0.42b

0.00c

76.19±2.61c

P 值  P value
<0.001
<0.001

0.006
0.003

<0.001
<0.001

注：同行相同字母或无字母表示差异不显著（P>0. 05），不同小写字母表示差异显著（P<0. 05）。下同

Note：Data in the same row marked with the same letter or no letter indicate no significant difference （P>0. 05）， while different lowercase let‐
ters indicate significant differences （P<0. 05）.  The same as below

表 3　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮营养成分的影响

Table 3　Effects of sucrose and LAB inoculant addition on nutritional components of Alfalfa Silage
项目  Item

干物质  DM/（g·kg-1 FM）

粗蛋白  Crude protein/（g·kg-1 DM）

可溶性碳水化合物  Water soluble carbohydrates/（g·kg-1 DM）

中性洗涤纤维  Neutral detergent fiber/（g·kg-1 DM）

酸性洗涤纤维  Acid detergent fiber/（g·kg-1 DM）

对照组  Control
172.18±6.77b

151.17±1.82c

5.27±0.64b

446.33±7.11a

393.23±14.49a

乳酸菌组  LAB group
171.30±4.73b

167.13±8.17b

5.37±0.81b

436.77±21.72a

366.63±16.05a

蔗糖组  Sucrose group
197.26±0.40a

228.33±7.79a

8.83±0.83a

340.77±22.90b

283.40±18.54b

P 值  P value
0.001

<0.001
0.002
0.001

<0.001

表 4　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮微生物数量的影响

Table 4　Effects of sucrose and LAB inoculant addition on microbial counts of alfalfa silage
项目  Item

乳酸菌  LAB/（lg cfu·g-1 FM）

梭菌  Clostridia/（lg cfu·g-1 FM）

肠细菌  Enterobacteria/（lg cfu·g-1 FM）

好氧细菌  Aerobic bacteria/（lg cfu·g-1 FM）

酵母  Yeast/（lg cfu·g-1 FM）

对照组  Control
4.06±0.03b

4.28±0.02a

3.22±0.05a

4.07±0.01a

5.09±0.10b

乳酸菌组  LAB group
6.19±0.03a

4.16±0.03b

NDb

2.60±0.30c

5.38±0.08a

蔗糖组  Sucrose group
3.42±0.07c

NDc

NDb

3.52±0.04b

3.91±0.02c

P 值  P value
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

注：ND 表示未检出

Note：ND indicates not detected

359



第  34 卷  草 地 学 报

通过 PCoA 分析计算得到不同处理组苜蓿青贮

细菌菌群之间的关系概况（图 2）。PCoA 分析结果主

要反映了微生物群落之间组成结构的相似性，即除

展示物种种类的相似程度外，还反映出微生物比例

的相似性。结果表明，3 个处理组细菌菌群聚集为 3
个区，其中蔗糖组与对照组和乳酸菌组距离较远。

苜蓿青贮细菌菌群在属和种水平上的结构如图

3所示。属水平上，对照组优势菌依次为双歧杆菌属

（Bifidobacterium）（14. 21%）、魏 斯 氏 菌 属（Weis⁃

sella）（11. 73%）和 杆 状 厌 氧 菌 属（Rhabdanaero⁃
bium）（11. 00%），乳杆菌属（Lactobacillus）、乳植物

杆菌属（Lactiplantibacillus）和迟缓乳杆菌属（Lenti⁃

lactobacillus）的相对丰度分别为 6. 25%，2. 38% 和

0. 02%。与对照组相比，乳酸菌组提高 Bifidobacte⁃

rium、Lactobacillus、Lactiplantibacill、Lentilactoba⁃

cillus 和梭状芽胞杆菌属（Clostridium sensu stricto 

12）的相对丰度、降低 Weissella 的相对丰度，其中

Bifidobacterium（19. 76%）为优势菌。与对照组相

比，蔗糖组提高 Lentilactobacillus 和 Lactobacillus 等

有益菌的相对丰度，降低 Clostridium sensu stricto12、
Bifidobacterium、Rhabdanaerobium、沉 积 杆 菌 属

（Sedimentibacter）、厌氧芽孢杆菌属（Anaerosporo⁃

bacter）和嗜温微菌属（Tepidimicrobium）等不良菌的

相对丰度，Lentilactobacillus 和 Lactobacillus 的相对

丰度分别为 67. 98% 和 27. 51%，占据绝对优势。

种水平上，对照组苜蓿青贮中的优势菌为梭菌，包括

Garciella sp. GK3（10. 95%）、Clostridium sp.  BTY5
（10. 27%）、Clostridiales bacterium mt11（6. 07%）、

Clostridium luticellarii （3. 52%） 和 Clostridium 

cochlearium（0. 77%）等。与对照组相比，乳酸菌组提高

了 Clostridium sp. BTY5（10. 83%）和 Clostridium 

luticellarii（8. 13%）等梭菌以及戊糖乳植物杆菌（Lacti⁃

plantibacillus pentosus）（10. 33%）、Lactobacillus hels⁃

ingborgensis（7. 74%）和L. buchneri（6. 65%）等乳酸菌

的相对丰度，降低了 Garciella sp. GK3（4. 92%）和

Clostridiales bacterium mt11（3. 26%）等梭菌的相对丰

度 。 与 对 照 组 相 比 ，蔗 糖 组 提 高 了 L. buchneri

（67. 96%）、L. kullabergensis（10. 39%）、L. helsingbor⁃

gensis（9. 14%）和 L. kimbladii（4. 56%）等乳酸菌的相

对丰度，Clostridium luticellarii 和 Garciella sp. GK3
等梭菌的相对丰度均低于0. 01%。

为了更好地揭示优势梭菌与乳酸菌及其与发

酵品质之间的网络关系，进行了相关性与互作关联

网络分析。优势梭菌与乳酸菌相关性网络图显示

（图  4a），L.  buchneri 和 L.  melliventris 均 与 Clos⁃

tridium sp.  BTY5、Garciella sp.  GK3 和 Clostridi‐
ales bacterium mt11 呈显著负相关（P<0. 05）。相

关性热图分析结果显示（图 4b），Clostridium sp.  

BTY5、Garciella sp.  GK3 和 Clostridiales bacterium 
mt11 与 BA 含量、NH3-N 含量及梭菌数量成显著正

相关（P<0. 05），而 L.  buchneri 和 L.  melliventris 与

pH、BA 含量、NH3-N 含量及梭菌数量呈显著负相

关（P<0. 05）。

图 1　苜蓿青贮细菌菌群的 Chao1（a）指数和 Shannon指数

（b）分析

Fig. 1　Analysis of the Chao1 （a） and Shannon （b） indices of 
the bacterial community in alfalfa silage

注：CK，对照组；LB，乳酸菌组；SC，蔗糖组

Note：CK， control group； LB， LAB group； SC， sucrose group

图 2　苜蓿青贮细菌菌群的 PCoA分析

Fig. 2　Principal coordinate analysis （PCoA） of the bacterial 
community in alfalfa silage
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3　讨论

3. 1　苜蓿原料特性对青贮发酵的影响

充足的 LAB 数量（>105 cfu·g-1 FM）及 WSC 含

量（>50 g·kg-1 DM）是促进乳酸发酵，快速形成能有

效抑制梭菌等有害微生物活动的厌氧-酸性环境，从

而提高青贮品质的关键原料特性［20］。本研究中，对照

组苜蓿青贮发生严重的丁酸发酵，这是由于新鲜苜蓿

原料附着的 LAB数量少且 WSC含量不足的原因。

3. 2　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮品质的影响

作为常用青贮发酵促进剂，LAB 在促进青贮初

期尽快进入乳酸发酵阶段、降低青贮营养损失等方

面发挥着重要作用。本研究中，接种商业乳酸菌剂

并没有抑制高水分苜蓿青贮丁酸发酵，表现为乳酸

菌组 BA 和 NH3-N 含量仍然分别超过 5 g·kg-1 DM
和 100 g·kg-1 TN。这可能是所使用的 LAB 对原料

的适应性较差，研究发现来源于青贮原料本身的

LAB 更有利于促进乳酸发酵［21］。

添加蔗糖可弥补苜蓿原料中 WSC 含量低的不

足，这一方面是由于蔗糖直接提供 WSC，一方面是由

于添加蔗糖改变了青贮微生物菌群结构可能促进了

产纤维素酶的功能型乳酸菌增殖，降解苜蓿纤维素产

生 WSC。充足的 WSC 促进了青贮发酵初期乳酸菌

的快速增殖，抑制梭菌等不良微生物活性，进一步巩

固乳酸积累，提高青贮品质。与对照组和乳酸菌组相

比，蔗糖组青贮 pH迅速下降，显著抑制梭菌等腐败微

生物的生长，改善了青贮发酵品质与营养成分，表现

为显著降低了 BA 和 NH3-N 含量并显著提高了 DM、

CP 和 WSC 含 量 ，这 与 前 人 研 究 结 果 一 致［22-24］。

Zheng等［25-26］研究证实，WSC不足是引起高水分苜蓿

青贮丁酸发酵的最关键原因，WSC 充足时即使受到

梭菌污染仍然可以保证优良青贮发酵。

3. 3　添加蔗糖和乳酸菌剂对苜蓿青贮中优势梭菌

和乳酸菌菌群的影响

促进乳酸发酵是青贮成功的关键，而梭菌、好

氧细菌、肠细菌和酵母等有害微生物在青贮过程中

与 LAB 竞争利用发酵底物，分解糖、有机酸或蛋白

质，产生生物胺、霉菌毒素等有害物质，造成青贮营

养物质损失甚至威胁家畜和人类健康。本研究中，

尽管添加商业乳酸菌剂显著提高了青贮中 LAB 数

量但并没有成功抑制丁酸发酵，梭菌含量仍高达

104 cfu·g-1 FM 以上，存在严重的卫生风险。值得

注意的是，蔗糖组乳酸菌数量虽然显著低于对照

组，但梭菌数量低于检测限，完全抑制了青贮丁酸

发酵。这就说明影响青贮发酵品质的不只是乳酸

菌的数量，而更重要的是适应相应条件的优良菌

种。因此，有必要对青贮中的乳酸菌和梭菌菌群在

属和种水平上进行更细致的分析。

乳酸发酵过程中产生的有机酸及乳酸链球菌

素等抑菌物质对有害微生物的抑制作用，优质青贮

中微生物菌群丰度和多样性通常低于不良青贮。

与前人研究结果一致［10，27-28］，本研究中蔗糖组细菌

菌群 Chao1 指数和 Shannon 指数均低于对照组和乳

酸菌组。青贮发酵是由微生物驱动的复杂生物化

学变化过程，不同发酵类型的青贮微生物菌群结构

存在明显差异。本研究中，PCoA 分析结果也证实 3
个处理组苜蓿青贮细菌菌群结构差异明显，尤其是

蔗糖组显著改变了菌群结构。

图 3　苜蓿青贮中属（a）和种（b）水平上细菌菌群结构

Fig. 3　Bacterial community structure of alfalfa silage at the genus （a） and species （b） levels
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与前人研究结果一致，对照组苜蓿青贮细菌菌

群以 Bifidobacterium、Anaerosporobacter、Rhabdan⁃
aerobium 等不良微生物以及 Weissella 等异型发酵

乳酸菌为主，这主要是由于当青贮原料自身的含水

量达到或者超过 70% 时，便会为大量有害微生物提

供一个良好的生存环境［29］。与对照组相比，乳酸菌

组提高了 Lentilactobacillus 和 Lactiplantibacillus 的
相对丰度，但其细菌菌群中的优势菌仍为 Bifido⁃
bacterium、 Anaerosporobacter、 Clostridiumsensu 
stricto 12 等不良微生物，说明本研究使用的乳酸菌

剂中的 L.  plantarum 和 L.  buchneri 不能抑制青贮

不良微生物，这与王昊然等［30］研究结果相似。Len⁃

图 4　优势梭菌与乳酸菌相关性网络图（a）及其与发酵品质的相关性热图（b）
Fig. 4　Interaction networks of the dominant Clostridia and LAB species （a） and Spearman correlation heatmap of the dominant 

Clostridia and LAB species and fermentation parameters （b）
注：不同颜色连线表示相关性，红色表示正相关，绿色表示负相关；节点的大小与所有样本中物种的丰度成正比；*，**和***分别表示 0. 01<P<
0. 05，0. 001<P<0. 01和 P<0. 001
Note：Different colored lines indicate correlations， with red lines indicating positive correlations and green lines indicating negative correlations.  
The size of the nodes is proportional to the abundance of the species in all samples.  *， ** and *** indicate 0. 01<P<0. 05， 0. 001<P<0. 01， and 
P<0. 001， respectively
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tilactobacillus 和 Lactobacillus 为促进蔗糖组乳酸发

酵、提高青贮品质的关键乳酸菌。截至 2020 年 3
月，Lactobacillus已涵盖 261 个种，在表型、生态和基

因型水平上极为多样化，远超其他菌属多样性水

平［31］。因此，本研究对苜蓿青贮中的优势梭菌和乳

酸菌在种水平上的分布及相互作用进行了进一步

分析。

Clostridium sp. BTY5、Garciella sp. GK3、Clos⁃
tridium luticellarii、Clostridiales bacterium mt11、
Clostridium cochlearium 被鉴定为高水分苜蓿青贮

中的优势梭菌。其中，Clostridium sp. BTY5、Garci⁃
ella sp. GK3 和 Clostridiales bacterium mt11 与 BA 产

量、NH3-N 产量及梭菌数量成显著正相关，被认为

是引起丁酸发酵的关键梭菌。 Fan 等［32］和 Zhang
等［33］报道，Garciella 是不良苜蓿青贮中的优势菌属

之一。目前青贮中检测到的 Garciella 还没有在种

水平上进行鉴定，根据 NCBI 数据库的检索结果，该

属的唯一鉴定种为 Garciella nitrarireducens，该菌种

对 LA 的利用能力和硝酸盐还原能力可能有助于解

释 Garciella 在刺激梭菌活性中的作用［34］。 Clos‐
tridiales bacterium mt11 分离自患有严重营养不良

疾病的儿童粪便［35］。Zheng 等［36］报道，Clostridium 
sp.  BTY5 是引起高水分苜蓿青贮丁酸发酵的优势

梭菌之一。本研究中，引起丁酸发酵的 3 种梭菌均

未鉴定到种水平，严重制约了丁酸发酵过程的微生

物机制解析。这一方面是检测技术的限制，另一方

面是青贮原料、调制工艺和贮藏条件等因素差异导

致不同青贮中可能存在新的未被鉴定的菌种。

L. buchneri、L. helsingborgensis、L. kullabergen⁃
sis、Lactiplantibacillus pentosus、Weissella cibaria、
L. kimbladii、L.  melliventris、Lactobacillus sp. TS3
和 Levilactobacillus brevis 被鉴定为高水分苜蓿青贮

中的优势乳酸菌。其中，仅 L.  buchneri 和 L.  melli⁃

ventris对引起丁酸发酵的关键梭菌具有显著抑制作

用。L.  buchneri 是青贮中常用的一种异型发酵乳

酸菌添加剂，其产生的 AA 具有更强的抗真菌活性，

可防止青贮后期因好氧暴露导致的发霉或变质。

近年来，也有报道接种 L.  buchneri 用于提高苜蓿、

燕麦、羊草和饲用油菜青贮的发酵品质，表现为接

种 L.  buchneri 显 著 降 低 了 青 贮 的 pH 值 、BA 与

NH3-N 含量，提高了 LA 的含量［37-40］。本研究中，

L.  buchneri 与高水分苜蓿青贮 pH、BA 含量、NH3-

N 含量及梭菌数量显著负相关，证实 L.  buchneri 可

用于抑制丁酸发酵提高青贮品质。赵佳婕等［41］基

于 Meta 分析探讨了 L.  buchneri 对青贮品质的影响

机制，结果表明：L.  buchneri 在发酵过程中，能够更

有效地转化和利用原料中的 WSC，进而促进 LA 和

AA 等有机酸的生成，降低青贮的 pH 值；L.  buch⁃
neri 可能通过产生细菌素或类细菌素等抗菌物质，

抑制梭菌等参与青贮过程中 BA 和氨产生的有害微

生物生长。L. melliventris 是一种从蜜蜂蜜胃中分

离的同型发酵乳酸菌，能够利用多种糖类（如葡萄

糖、果糖、甘露糖等），并能显著抑制 Paenibacillus 
larvae 等肠道病原菌，其抑菌作用可能通过有机酸、

细菌素及活性蛋白实现［42］。本研究首次在青贮中

报道了 L. melliventris 的存在，该菌抑制苜蓿青贮丁

酸发酵的机理可能与其广泛的底物利用能力和显

著的抑菌活性密切相关。

4　结论

对照组和乳酸菌组高水分苜蓿青贮均发生了

严重的丁酸发酵，造成青贮失败；蔗糖组则显著抑

制了丁酸发酵，提高了青贮品质。Clostridium sp.
BTY5、Garciella sp. GK3 和 Clostridiales bacterium 
mt11 与 BA、NH3-N 及梭菌数量呈显著正相关，是引

起青贮丁酸发酵的关键梭菌。L. buchneri和 L. mel⁃
liventris 对 3 种关键梭菌具有显著抑制作用，并且与

pH，BA，NH3-N 及梭菌数量呈显著负相关，有潜力

成为抑制苜蓿青贮丁酸发酵的高效乳酸菌剂。
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