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接种产阿魏酸酯酶罗伊氏乳杆菌对苜蓿裹包青贮
发酵、抗氧化及消化率的影响
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摘要：为探讨接种产阿魏酸酯酶的罗伊氏乳杆菌 A4-2（Lactobacillus reuteri A4-2）对裹包苜蓿青贮饲料发酵品质、

抗氧化性能及体外消化率的影响，本试验以切碎的初花期至盛花期紫花苜蓿（Medicago sativa L. ）为原料，随机分

为 3 组进行裹包青贮：CON 组（不接种乳酸菌）、YM13 组（接种不产阿魏酸酯酶的 L.  reuteri YM13）和 A4-2 组（接

种产阿魏酸酯酶的 L. reuteri A4-2）。青贮至 20，40 和 60 d 时测定其发酵特性、游离阿魏酸含量、抗氧化酶活性、化

学成分及体外干物质消化率。结果表明：与 CON 和 YM13 组相比，接种 L.  reuteri A4-2 能显著降低青贮饲料的 pH
值并提高乳酸和乙酸含量（P<0. 05）。接种 L. reuteri YM13 和 L.  reuteri A4-2 均较 CON 提高了青贮饲料中干物

质含量，并降低了氨态氮/总氮（P<0. 05）。A4-2 处理组的游离阿魏酸含量、超氧化物歧化酶（Superoxide dis⁃
mutase，SOD）、过氧化氢酶（Catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GPX）活性及总抗氧化

能力（Total antioxidant capacity，T-AOC）均显著高于其他两组（P<0. 05）。此外，接种 L.  reuteri A4-2 显著降低了

青贮饲料的中性洗涤纤维（Neutral detergent fiber，NDF）和酸性洗涤纤维（Acid detergent fiber，ADF）含量，并最终

使其体外干物质消化率显著高于其他两组（P<0. 05）。综上，接种 L.  reuteri A4-2 不仅可改善裹包苜蓿青贮的发

酵品质，而且相较于 CON 和 YM13 处理组，还能增强青贮饲料的抗氧化能力，降低纤维含量并提高消化率，具有显

著的应用优势。
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Effects of Inoculating Feruloyl Esterase--Producing Lactobacillus reuteri 
on the Fermentation， Antioxidant and Digestibility of Alfalfa Baled Silage
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Abstract：This study investigated the effects of inoculation with feruloyl esterase-producing lactic acid bacteria 
Lactobacillus reuteri A4-2 on the fermentation quality， antioxidant status， and in vitro digestibility of baled 
alfalfa silage.  Chopped fresh alfalfa （Medicago sativa L. ） at the early to full-blossom flowering stage was ran⁃
domly divided into three groups： CON （without inoculant）， YM13 （inoculated with non-feruloyl esterase-pro⁃
ducing L.  reuteri YM13）， and A4-2 （inoculated with L.  reuteri A4-2）.  Samples were collected after 20， 40， 
and 60 d of ensiling to determine fermentation characteristics， free ferulic acid content， antioxidant enzyme 
activities， chemical composition， and in vitro dry matter digestibility.  Compared with the CON and YM13， 
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inoculation with L.  reuteri A4-2 significantly reduced pH but increased lactic and acetic acid contents （P<
0. 05）.  Both inoculating L.  reuteri YM13 and L.  reuteri A4-2 in silage showed a higher dry matter content and 
lower ammonia nitrogen/total nitrogen than CON （P<0. 05）.  Inoculation with L.  reuteri A4-2 in alfalfa silage 
markedly enhanced the levels of free ferulic acid， superoxide dismutase （SOD）， catalase （CAT）， glutathione 
peroxidase （GPX） activities， and total antioxidant capacity （T-AOC） （P<0. 05） relative to CON and YM13 
during ensiling.  In addition， inoculation with L.  reuteri A4-2 effectively decreased neutral detergent fiber 
（NDF） and acid detergent fiber （ADF） contents， thereby improving in vitro DM digestibility compared with 
the other treatments （P<0. 05）.  Overall， inoculation with L.  reuteri A4-2 not only improved the fermentation 
quality of silage， but also enhanced the antioxidant capacity， reduced its fiber content， and improved its in vitro 
DM digestibility compared with the CON and YM13 groups， demonstrating significant application advantages.
Key words：Alfalfa；Silage；Ferulic Acid；Antioxidant；Digestibility

随着畜牧业生产规模不断扩大与集约化水平

的提升，奶山羊等小型反刍动物在高代谢负荷下极

易发生氧化应激反应，从而对动物机体健康与生产

性能构成威胁［1， 2］。氧化应激的本质是体内活性氧

（Reactive oxygen species，ROS）的产生与清除失衡，

过量的 ROS 攻击会损伤细胞膜、蛋白质与核酸结

构，进而降低生产性能并增加疾病风险［3］。为缓解

这一问题，日粮中普遍添加化学合成抗氧化剂如乙

氧基喹啉、二丁基羟基甲苯、丁基羟基茴香醚及维

生素 E 等，这无疑会增加生产成本，且其代谢残留问

题已引发广泛关注。近年来，随着消费结构升级，

消费者对天然、高品质动物产品的需求不断增加，

天然抗氧化饲料添加剂的开发逐渐成为畜牧行业

研究热点［4］。

青贮饲料作为反刍动物日粮的重要组成部分，

其发酵品质、抗氧化性能及养分消化率直接关系到

饲料利用效率和动物生产表现［5］。紫花苜蓿（Medi⁃
cago sativa L. ）虽富含蛋白质和天然抗氧化物质

（如黄酮类、酚酸类化合物），但由于可溶性碳水化

合物（Water soluble carbohydrates，WSC）含量低、缓

冲能力强等特性，导致其在厌氧发酵过程中的发酵

品质下降和抗氧化成分保存不佳，限制了其在反刍

动物高效养殖中的应用［6-7］。此外，苜蓿细胞壁木质

素含量高、结构致密，限制了瘤胃微生物对纤维的

降解，从而降低体外消化率［8］。

乳酸菌作为最常用的青贮接种剂，能通过促进

乳酸生成、迅速降低 pH 值来改善发酵品质并抑制

有害微生物生长，是改善青贮发酵品质的常规策

略［9］。近年来研究发现，部分乳酸菌还能提升青贮

饲料的抗氧化性能［10-12］。其中，具有产阿魏酸酯酶

功能的乳酸菌展现出独特潜力，其不仅能通过水解

植物细胞壁中阿魏酸与多糖间的酯键，破坏木质素-

半纤维素复合结构，从而提高纤维可降解性与饲料

消化率，更能同步释放出具有强抗氧化活性的游离

阿魏酸，从结构和成分双重层面改善青贮饲料的抗

氧化稳定性［13］。因此，产阿魏酸酯酶乳酸菌作为兼

具发酵调控与酶解功能的益生菌，有望同时改善苜

蓿青贮的消化率与抗氧化性能。

已有研究表明，产阿魏酸酯酶乳酸菌能够提高

青贮饲料的纤维降解与抗氧化能力，但关于其在苜

蓿裹包青贮实际生产中对发酵特性、游离阿魏酸释

放、抗氧化性能调节及体外消化率提升的综合影

响，尚缺乏系统研究［11， 13］。基于此，本研究以接种

了产阿魏酸酯酶罗伊氏乳杆菌 A4-2（Lactobacillus 
reuteri A4-2）的苜蓿裹包青贮饲料为研究对象，对

其发酵品质、抗氧化特性及体外消化率进行了研

究，旨在为开发高效青贮接种剂、提升苜蓿青贮饲

料品质提供理论依据与技术支撑。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

试验所用多年生紫花苜蓿种植于甘肃省定西

市石泉镇彩梅种养殖农民专业合作社大田（35°
34′11″ N，104°53′29″ E；年均温 5. 5℃，年均降水量

420 mm，海拔 2050 m）。于 2024 年 6 月紫花苜蓿初

花期至盛花期时，留茬 10 cm 进行刈割。经 24 h 田

间萎蔫后，将收获后的苜蓿运至定西市巨盆草牧业

有限责任公司进行切碎、接种、打捆与包膜处理。

试验所用菌株包括：罗伊氏乳杆菌 YM13（L.  
reuteri YM13）与 罗 伊 氏 乳 杆 菌 A4-2（L.  reuteri 
A4-2）。其中，L.  reuteri YM13 由兰州大学益生菌

与生物饲料研究中心提供，该菌株生长与产酸能力

较强，但几乎不产生阿魏酸酯酶，故在本研究中作

为阳性对照。L.  reuteri A4-2 由甘肃普诺贝康生物

科技有限责任公司提供，该菌分离自青藏高原垂穗
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披碱草青贮饲料，具有阿魏酸酯酶活性，其 NCBI 
GenBank 登录号为 OP038911。在试验开始前，参

照 Donaghy 等人［14］的方法，使用含阿魏酸乙酯的琼

脂筛选平板，对 L.  reuteri A4-2 产阿魏酸酯酶的能

力进行了验证（见图 1）。

1. 2　试验设计

将所有饲草粉碎后，取不少于 4 份样品作为鲜

样保存于-20℃下以备后续分析。本青贮试验共设

3 个处理组：（1）CON 组（阴性对照组）：喷洒等量无

菌 蒸 馏 水 ；（2）YM13 组（阳 性 对 照 组）：接 种 L.  
reuteri YM13；（3）A4-2 组（试验组）：接种 L.  reuteri 
A4-2。所有菌株的接种剂量均为 5×10⁵ CFU·g-1

鲜草。每个处理组共准备直径 60 cm，高 60 cm 的圆

柱形青贮裹包 30 个，总重约 2 t。青贮前 L.  reuteri 
YM13 和 L. reuteri A4-2 均以冻干粉的形式溶解于

蒸馏水中并均匀喷洒于苜蓿表面。蒸馏水的用量为

5 L·t-1 青贮饲料。用专业的打包机进行打捆和包

膜处理后的裹包随后被置于干燥阴凉的草棚中进

行贮存。分别于青贮发酵的第 20，40 和 60 d 取样进

行分析，每个处理随机选择 6个裹包作为生物学重复。

1. 3　发酵品质测定

取 20 g 样品与 180 mL 无菌蒸馏水混合，于组

织匀浆机中高速匀浆 30 s，所得匀浆液经四层医用

纱布过滤。将滤液分成三份用于后续测定。滤液立

即使用 pH 计测定 pH。第一份滤液用 7. 14 mol·L-1 
H ₂SO ₄酸化至 pH 2. 0~3. 0，经 0. 22 μm 滤膜过滤

后 ，采用高效液相色谱法测定乳酸和乙酸的含

量［15］。第二份滤液与 250 g·L-1的三氯乙酸溶液按

4∶1 比例混合，于 4℃静置过夜以沉淀真蛋白，随后

在 4℃，18 000×g 条件下离心 15 min，取上清液采用

苯酚-次氯酸钠比色法测定氨态氮（Ammonia nitro⁃
gen，NH3-N）［16］，NH3-N 最终以 g·kg-1 总氮（Total 
nitrogen，TN）表示。

1. 4　化学成分测定

将青贮样品置于电热鼓风干燥箱中，在 65℃下

干燥 48 小时以测定干物质（Dry matter，DM）含量。

随后使用粉碎机进行粉碎，并过 1 mm 筛。采用凯

氏定氮法测定粗蛋白质（Crude protein，CP）含量。

参照 Van Soest 等人［17］的方法分析中性洗涤纤维

（Neutral detergent fiber，NDF）和 酸 性 洗 涤 纤 维

（Acid detergent fiber，ADF）含量，并用热稳定 α-淀
粉酶去除淀粉的影响。WSC 采用蒽酮-硫酸比色法

测定［18］。阿魏酸的提取和测定参照 Li 等人［13］的方

法进行。

1. 5　抗氧化酶活性测定

取 1. 3 中 制 备 的 第 三 份 滤 液 ，在 4℃ 下 以

12 000×g 离心 10 min，取上清液用于抗氧化酶活性

测 定 。 超 氧 化 物 歧 化 酶（Superoxide dismutase，
SOD）、过氧化氢酶（Catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧

化物酶（Glutathione peroxidase，GPX）活性及总抗

氧化能力（Total antioxidant capacity，T-AOC）均采

用商品化试剂盒（南京建成生物工程研究所，中国）

测定，并严格按照说明书进行操作。

1. 6　体外消化率测定

1. 6. 1　供体动物饲养与管理　瘤胃液供体为 5 只

体况健康、安装有永久性瘤胃瘘管的杜泊羊（18—
24 月龄）。试验羊自由采食，每日于 07：30 和 17：30
各饲喂一次，并自由饮水。基础日粮（以干物质计）

由 40% 玉米青贮、20% 苜蓿干草和 40% 精料补充料

组成，其营养水平为：中性洗涤纤维 46. 7%，酸性洗涤

纤维 35. 2%，粗蛋白 16. 7%，消化能 12. 6 MJ·kg-1。

晨饲前，采集足量的新鲜瘤胃液。

1. 6. 2　发酵底物制备　从每个青贮样品中准确称取

3个平行子样品［（500±5） mg］，与约 8 g玻璃珠一同

装入经预处理的 ANKOM F57 纤维袋（孔隙度 25 
μm，尺 寸 50 mm×55 mm；ANKOM Technology 

图 1　菌株 L.  reuteri YM13（左）和 L.  reuteri A4-2（右）产

阿魏酸酯酶能力

Fig. 1　Results of ferulic acid esterase production by L.  

reuteri YM13 （left） and L.  reuteri A4-2 （right）
注：阿魏酸酯酶测定平板显示 L.  reuteri A4-2 牛津杯周围有明显的

透明圈（每个牛津杯内含 100 μL 菌悬液，菌株 A4-2 的活菌数为 1×
108 CFU·mL-1）

Note： ferulic acid esterase assay plate showing clear zone around 
oxford cup of L.  reuteri A4-2 （including 100 μL of bacteria suspen⁃
sion， the amount of strain A4-2 is 1 × 108 CFU·mL-1）
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Corporation，Fairport，NY，USA），并使用脉冲封口

机（SF-400， Qingdao Ausense Packing Equipment 
Co. ， Ltd. ， Qingdao， China）热封袋口。纤维袋预

处理方法为：丙酮预冲洗，风干后于 105°C 鼓风干燥

箱中彻底烘干 5 h。
1. 6. 3　 体 外 培 养 与 操 作　人工瘤胃缓冲液参照

Theodorou 等人［19］的方法配制并经 39°C 预热。试

验当天晨饲前采集供体羊的瘤胃液，经 4 层纱布过

滤后混匀，将其灌入含有 CO2的保温瓶中并在 2 h 内

带回实验室。在每个培养罐中预先加入缓冲液，随

后注入经过滤的混合瘤胃液，使瘤胃液与缓冲液的

体积比为 1∶2，每个培养罐中瘤胃液-缓冲液混合体

系总量约为 510 mL。随后，每个培养罐放入 10 个

封口的纤维袋，确保每个纤维袋对应约 50 mL 瘤胃

液-缓冲液混合体系。从开始注入瘤胃液到密封培

养罐的整个操作过程中，持续通入 CO₂以维持严格

的厌氧环境，随后立即盖上罐盖。将 4 个准备就绪

的培养罐置于 DaisyⅡ型培养箱中（ANKOM Tech⁃
nology Corporation，Fairport，NY，USA），在 39°C 条

件下连续振荡培养 48 h。
1. 6. 4　测定与计算　培养结束后，立即取出纤维

袋，用冷蒸馏水反复冲洗直至冲洗液澄清。人工轻

轻挤压去除多余水分后，将纤维袋置于 65°C 鼓风干

燥箱中烘干 48 h 至恒重，冷却后精确称重。体外干

物质消化率通过以下公式计算：

D=［（W ₁-W ₂）/W ₀］×100%
其中，D 为体外干物质消化率（%），W ₀为培养

前样品的重量（g）；W ₁为培养前纤维袋与样品总重

（g）；W ₂为培养后纤维袋与残留物总重（g）。

1. 7　数据处理

青贮前苜蓿的化学成分以平均值 ± 标准差

（SD）表示。青贮的发酵特性、阿魏酸含量、抗氧化

酶活性、化学成分含量及消化率，根据 3×3 因子设

计，采用 SPSS 21. 0（IBM Co. ，Armonk，NY，USA）

软件的一般线性模型程序进行分析。统计模型

如下：

Yij=μ+Ti+Dj+（T×D）ij+eij

其中，Yij为因变量；μ 为观测到的平均值；Ti 为

处理（Treatment）的影响；Dj 为青贮时间（Ensiling 
days）的影响；（T×D）ij为处理和青贮时间交互作用

的影响；eij为残差。若处理与时间的交互效应显著

（P<0. 05），则在各时间点内进一步使用 Tukey 多

重比较法检验同一时间点内各处理组间的差异，若

交互效应不显著，则分析主效应。显著性水平设定

为 P<0. 05。

2　结果与分析

2. 1　青贮前苜蓿的化学成分

青贮前紫花苜蓿的化学成分含量如表 1 所示。

苜蓿经过晾晒后的 DM 含量为 384 g·kg-1鲜重（Fresh 
weight，FW）。 CP 含量为 168 g·kg-1 DM。 NDF、

ADF、半纤维素含量分别为 618，353，266 g·kg-1 DM。

WSC和阿魏酸含量分别是 81. 7，4. 22 g·kg-1 DM。

2. 2　不同处理组苜蓿裹包青贮饲料的发酵特性

不同处理组青贮饲料发酵特性的动态变化如

图 2 所示。如图 2（a），A4-2 组的 pH 值最低，在青贮

至 40 d 显著低于 CON 和 YM13 处理组（P<0. 05），
60 d 时显著低于 CON 组（P<0. 05）。 YM13 组与

CON 组的 pH 值差异不显著。由图 2（b）可知，乳酸

含量在青贮 20~40 d 均迅速增加，并在中后期基本

保持稳定。A4-2 组青贮在 20，40 和 60 d 时乳酸含

量均显著高于 CON 组（P<0. 05），并在 60 d 时显著

高于 YM13 组（P<0. 05），说明其发酵产酸能力较

强，而 YM13 组的乳酸含量仅在青贮 20 d 时显著高

于 CON 组（P<0. 05）。乙酸含量亦随时间延长而

升高，至 60 d 时 A4-2 组乙酸含量显著高于 YM13 组

（P<0. 05；图 2c）。NH₃-N/TN 在各处理组之间存

在显著差异（P<0. 05），并随青贮时间增加而上升

（图 2d）。A4-2 与 YM13 处理组的 NH₃-N/TN 在 40
和 60 d 均显著低于 CON 组（P<0. 05）。

2. 3　不同处理组苜蓿青贮饲料中游离阿魏酸含量

不同处理组苜蓿青贮饲料的游离阿魏酸含量

的动态变化如图 3 所示。总体上，青贮过程中游离

阿魏酸含量呈先上升后下降的变化趋势，即在 20~

表 1　青贮前苜蓿的化学成分

Table 1　Chemical composition of alfalfa before ensiling
项目  Item

干物质  DM/(g·kg-1 FW)

粗蛋白  CP/(g·kg-1 DM)

中性洗涤纤维  NDF/(g·kg-1 DM)

酸性洗涤纤维  ADF/(g·kg-1 DM)

半纤维素  Hemicellulose/(g·kg-1 DM)

可溶性碳水化合物  WSC/(g·kg-1 DM)

阿魏酸  Ferulic acid/(g·kg-1 DM)

Mean
384.1
168.4
617.8
353.2
266.5

81.7
4.2

±SD
11.60

0.71
4.67

11.53
8.27
5.64
0.03
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40 d 升高，40~60 d 下降。A4-2 组的游离阿魏酸含

量在第 20，40 和 60 d 均显著高于 YM13 和 CON 组

（P<0. 001）。YM13 和 CON 处理组的游离阿魏酸

含量差异不显著。

2. 4　不同处理组苜蓿青贮饲料中抗氧化酶的活性

青贮过程中，3个处理组的SOD，CAT，GPX活性

及 T-AOC 变化如图 4所示。总体趋势表明，接种 L.  

reuteri A4-2能显著提高青贮饲料的抗氧化水平。A4-
2组的SOD，CAT，GPX活性及T-AOC总体水平均高

于YM13和CON组，且在多个青贮时间点差异显著（P<
0. 05）。如图 4（a）所示，SOD活性在青贮 20~40 d呈下

降趋势，而在 40~60 d阶段，A4-2组出现明显回升，其

余两处理组则继续下降；至 60 d时，A4-2组 SOD活性

显著高于 YM13和 CON（P<0. 05）。CAT 活性在青

贮 20~60 d期间逐步下降，A4-2组的CAT活性在 3个

时间点均显著高于 CON（P<0. 05），在第 20 d时显著

高于 YM13组（P<0. 05；图 4b）。GPX活性在 20~40 
d期间变化不大，而在 40~60 d均出现上升趋势，其中

A4-2组的GPX活性在 40和 60 d时显著高于YM13与

CON组（P<0. 05；图 4c）。如图 4（d），T-AOC在青贮

20~60 d呈缓慢下降趋势，但 A4-2组的 T-AOC始终

高于YM13和CON组（P<0. 05）。

图 2　不同处理组苜蓿青贮饲料的发酵特性

Fig. 2　Fermentation characteristics of alfalfa silage in different treatment groups
注：TN，总氮。CON，对照组（不添加乳酸菌处理组）；YM13，接种不产阿魏酸酯酶罗伊氏乳杆菌 YM13 处理组；A4-2，接种产阿魏酸酯酶罗伊

氏乳杆菌 A4-2 处理组。不同小写字母代表同一时间内处理组之间差异显著。下同

Note： TN， Total Nitrogen.  CON， Control （not inoculated with lactic acid bacteria）； YM13， inoculated with non-feruloyl esterase-producing 
Lactobacillus reuteri YM13 treatment group； A4-2， inoculated with feruloyl esterase-producing Lactobacillus reuteri A4-2 treatment group.  Dif⁃
ferent letters indicate significant differences among treatment groups at the same time point.  The same as below

图 3　不同处理组苜蓿青贮饲料中游离阿魏酸的含量

Fig. 3　Free ferulic acid content in alfalfa silage in different 
treatment groups
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2. 5　青贮饲料化学组成和体外消化率

如图 5 所示，青贮饲料的干物质含量受接种剂、

青贮时间及其交互作用的影响，接种乳酸菌的青贮

饲料的 DM 含量显著高于 CON 组（P<0. 05）。如

图 5（a），A4-2 组的 DM 含量在青贮第 20 d 时显著高

于 YM13 组（P<0. 05），40 和 60 d 时差异不显著。

NDF 含量在 20~60 d 缓慢增加，但 A4-2 组的含量

在 3 个时间点均最低（图 5b）。A4-2 组 NDF 含量在

20 d 显著低于 CON 组（P<0. 05）。ADF 含量 A4-2
组最低，在第 20，40 d 时，A4-2 组的 ADF 含量显著

低于 CON 组（P<0. 05），60 d 时显著低于 YM13 组

（P<0. 05；图 5c）。如图 5（d）中的 WSC 含量，均为

20~40 d 下降，且 YM13 组下降幅度更大，然后 40~
60 d 上升。在 20 d 时，A4-2 显著高于 CON 组（P<
0. 05），而在 40，60 d时，A4-2显著高于 YM13组（P<
0. 05）。CP 含量，三处理组间差异不显著（图 5e）。
对于体外干物质消化率（图 5f），A4-2 组在青贮 20，
40 和 60 d 时均显著高于 CON 组（P<0. 05），40，60 d
时显著高于 YM13 组（P<0. 05），而 YM13 与 CON
组差异则不显著。

3　讨论

3. 1　L. reuteri A4--2对裹包苜蓿青贮发酵特性的影响

青贮饲料发酵品质的核心评价指标包括 pH
值、有机酸及 NH3-N［20］。优质青贮饲料的 pH 值一

般低于 4. 2，而本研究中 pH 略高，主要由于紫花苜

蓿蛋白质含量高、缓冲能力强的特性所致［5］。在发

酵过程中，乳酸与乙酸是维持发酵平衡、抑制有害

微生物活动的关键有机酸。乳酸在发酵初期的快

速积累能有效降低 pH 值，而乙酸则对提高青贮饲

料的有氧稳定性至关重要，因其能显著抑制酵母菌

和霉菌的繁殖［21， 22］。此外，青贮初期植物蛋白酶会

导致蛋白质降解为非蛋白氮（NPN），并在梭菌等微

生物作用下进一步转化为 NH₃-N，从而降低饲料营

养价值。值得注意的是，蛋白质降解程度与发酵体

系的 pH 值水平密切相关，较低的 pH 环境可有效抑

制紫花苜蓿青贮的蛋白降解［23］。本研究结果显示，

接种 L.  reuteri A4-2 显著改善了苜蓿青贮的发酵品

质。与 YM13 组及 CON 组相比，A4-2 处理组的 pH
下降更快、乳酸含量更高、NH₃-N/TN 更低。这表

明接种 L.  reuteri A4-2 可能为青贮乳酸菌的厌氧发

图 4　不同处理组苜蓿青贮饲料中抗氧化酶的活性

Fig. 4　Antioxidant enzyme activity of alfalfa silage in different treatment groups
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酵提供了更多的发酵底物，并且这一现象与其产生

的阿魏酸酯酶有关。因为阿魏酸酯酶水解木质纤

维素的阿魏酸酯键后，在微生物与酸性环境的作用

下，A4-2 处理组比 CON 和 YM13 组释放出更多的

WSC 供乳酸菌利用［15］。这一猜想也可由图 5（d）
A4-2 中较高浓度的 WSC 含量得到证实。此外，

A4-2 处理组在中后期乙酸含量显著高于其他处理

组，进一步证实其在抑制有害微生物、提高青贮稳定

性方面的积极作用，这与 Li等人［13］的研究结果一致。

3. 2　 L.  reuteri A4--2 对裹包苜蓿青贮游离阿魏酸

含量的影响

游离阿魏酸的释放是产阿魏酸酯酶乳酸菌在

厌氧发酵过程中降解饲草木质纤维素的直接结果

体现，也是提升青贮饲料抗氧化活性的关键［11， 13， 15］。

本研究中，接种产阿魏酸酯酶乳酸菌处理组的游离

阿魏酸含量在整个青贮期均高于 CON 和 YM13 组，

并在 40 d 达到峰值。这一结果验证了 L. reuteri A4-
2 产生的阿魏酸酯酶能够有效水解苜蓿细胞壁中阿

魏酸与木质素、半纤维素间的酯键，并释放游离态

阿魏酸［13］。相比之下，YM13 组虽然在青贮的前期

略有上升，但无显著升高，而 CON 组则始终维持较

低水平，表明非产阿魏酸酯酶乳酸菌无法持续降解

结合态阿魏酸。青贮后期游离阿魏酸含量出现下

降趋势 ，一方面可能源于乳酸菌对其的代谢利

用［24］，另一方面也可能源于 pH 的降低抑制了阿魏

图 5　不同处理组苜蓿青贮饲料中化学成分含量及体外消化率

Fig. 5　Chemical composition and in vitro digestibility of alfalfa silage in different treatment groups
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酸酯酶的活性［23］。这一发现与 Li 等人［13］的研究结

果基本一致。

3. 3　 L.  reuteri A4--2 对裹包苜蓿青贮抗氧化性能

的影响

青贮饲料的抗氧化特性对反刍动物健康具有

重要意义。在青贮过程中添加植物提取物、天然抗

氧化剂或功能性菌株，可增强青贮饲料的抗氧化性

能，除改善其营养品质和贮藏稳定性外，对动物健

康甚至生产性能产生积极影响［10， 25-26］。据报道，日

粮中添加阿魏酸能很好地缓解羔羊在寒冷条件下

的氧化应激［27］。Li 等人［11］的研究也表明，饲喂接种

产阿魏酸酯酶乳酸菌的苜蓿青贮，可提高泌乳奶山

羊的血清抗氧化酶活性，如 SOD，GPX，CAT 以及

T-AOC，同时提高机体免疫性能。本研究结果表

明，A4-2 组的 SOD，CAT，GPX 活性及 T-AOC 均

显 著 高 于 CON 和 YM13 处 理 组 ，表 明 接 种 L.  
reuteri A4-2 能显著增强裹包苜蓿青贮的抗氧化性

能。这一作用可能与其较 CON 和 YM13 处理组释

放的更多游离阿魏酸有关。这可能主要归功于阿

魏酸较强的自由基清除能力［28］。在自由基清除过

程中，SOD 将超氧阴离子（O₂⁻）转化为过氧化氢（H₂
O₂）和 O₂；CAT 将 H₂O₂分解为 H₂O 和 O₂；而 GPX 则

利用还原型谷胱甘肽（GSH）将 H₂O₂或脂质过氧化

物还原为 H₂O 或醇［29］。A4-2 组 SOD 活性升高，可

能与裹包青贮初期残留氧气促进了 O₂⁻的生成，诱

导了 SOD 的表达［11， 13］有关。GPX 活性的增强，则

可能与阿魏酸协助维持 GSH 氧化还原循环，为

GPX 提供持续底物有关［30］。尽管低 pH 环境会抑制

CAT 稳定性，但 A4-2 组始终维持最高 CAT 活性。

青贮饲料 T-AOC 的显著提升，主要归因于 A4-2 处

理所释放的游离阿魏酸和其对多种内源抗氧化酶

系统的协同激活作用。综上，A4-2 处理通过释放游

离阿魏酸并协同激活内源酶系统，全面提升了青贮

饲料的抗氧化能力。

3. 4　 L.  reuteri A4--2 对裹包苜蓿青贮营养成分的

影响

青贮的最终价值体现在对动物的营养供给

上［5］。优良的青贮饲料可以较好地保存 DM 及 CP
含量。本研究中，YM13 组和 A4-2 组的 DM 含量均

高于 CON 组，表明接种罗伊氏乳杆菌有效抑制了

发酵过程中的养分损失。A4-2 组 CP 含量在 40 和

60 d 时保存率较高，但不显著，这与先前 Li 等人［11］

的研究结果一致。在青贮饲料的纤维组分中，NDF
和 ADF 含量是反映其纤维化水平的关键指标，并直

接影响家畜的采食量与消化率［31］。A4-2 组 NDF 和

ADF 低于 CON 和 YM13 组，这可能是由阿魏酸酯

酶对植物细胞壁的酶解作用造成的。吕家英等

人［32］研究发现，与不添加处理组相比，0. 3% 的阿魏

酸酯酶无论单独使用或者与 0. 2% 植物乳杆菌

（Lactiplantibacillus plantarum）联合使用，均能显著

降低杂交构树（Broussonetia papyrifera）的 NDF 和

ADF 含量。A4-2 组的 WSC 含量显著高于 CON 和

YM13 组，可能是青贮饲料中的阿魏酸酯酶和有机

酸对植物细胞壁的协同降解作用的结果，因为这进

一步增加了酶或者微生物对结构多糖的可及性［13］；

而 YM13 组在青贮中后期（40，60 d）WSC 含量较

低，可能由于乳酸发酵过程中的消耗所致。

3. 5　 L.  reuteri A4--2 对裹包苜蓿青贮体外消化率

的影响

干物质消化率反映饲料在瘤胃发酵体系中被

微生物降解的程度，也是保证反刍动物饲料营养价

值实现的前提［33］。较高的干物质消化率通常意味

着饲料中可发酵碳水化合物比例较高、细胞壁结构

被有效破坏，从而促进瘤胃微生物对纤维组分的利

用［34］。本研究中，A4-2 处理组的体外干物质消化率

显著高于 YM13 组和 CON 组，这可能源于阿魏酸酯

酶对植物细胞壁结构的有效解离。阿魏酸酯酶能

够水解细胞壁中木质素与半纤维素间由阿魏酸介

导形成的酯键，这些交联结构会增强细胞壁的稳定

性，限制瘤胃微生物的附着与酶解过程，从而抑制

纤维组分的降解与利用［35］。因此，L.  reuteri A4-2
菌株所产的阿魏酸酯酶通过破坏此类交联，促进木

质素-半纤维素复合体的解离，增加了瘤胃微生物或

酶对纤维素与半纤维素的可及性，进而为瘤胃微生

物提供了更丰富的可发酵底物。综上所述，L.  
reuteri A4-2 产生的阿魏酸酯酶在青贮过程中通过

改善细胞壁结构的可降解性，从机理上解释了 A4-2
组干物质消化率显著提高的结果，这与 Li等人［36］的

结果也保持一致。

4　结论

本研究表明，用产阿魏酸酯酶的罗伊氏乳杆菌
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接种苜蓿裹包青贮，可以通过降解木质纤维素的结

构为青贮乳酸菌的发酵提供更多的发酵底物，进而

改善青贮饲料的发酵特性，同时显著提高苜蓿青贮

饲料的体外消化率。此外，青贮过程中释放的游离

阿魏酸显著改善了苜蓿青贮的抗氧化性能。因此，

L.  reuteri A4-2 作为一株功能性菌株，在提升裹包

苜蓿青贮的抗氧化性能和消化率方面展现出更具

竞争性的应用潜力。
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