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摘要:为探讨不同复合乳酸菌对全株玉米青贮及有氧暴露后青贮饲料中微生物数量及其发酵品质的影响,进一步

筛选出可提高青贮饲料品质和有氧稳定性的复合乳酸菌接种剂,共设置3个不同组合乳酸菌分别添加全株玉米进

行青贮,并设空白对照,测定青贮3、7、15和30d,开袋有氧暴露1、3、7、15和30d时微生物数量、发酵品质和营养

成分的变化情况。结果表明,分别添加异型乳酸菌组合(Hetero)、同型乳酸菌组合(Homo)和同型+异型乳酸菌组

合(Homo+Hetero)的各处理组均能有效地增加青贮过程和有氧暴露后饲料中乳酸菌的数量、乳酸(LA)和乙酸

(AA)的含量,减少好氧细菌、酵母菌和霉菌数量,降低pH和氨态氮(NH3-N)含量,减少粗蛋白(CP)损失,显著改

善青贮饲料发酵品质,抑制青贮饲料有氧暴露后的二次发酵,其中 Homo+Hetero效果最好,Homo处理组好于

Hetero处理组。
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Abstract:Thisresearchinvestigatedtheeffectoflacticacidbacteria(LAB)preparationsonmicrobialpopula-
tioncountsandsilagequalityofwholemaizesilageduringfermentationandonaerobicexposureafterfermenta-
tion.TheaimwastotestifinoculationwithLABpreparationscanimprovesilagequalityandaerobicstability.
ThreedifferentLABpreparations[Homofermentative(Homo),Heterofermentative(Hetero),combinedHo-
mo+Hetero]wereaddedtowholemaizeduringensiling.Ablankcontroltreatmentwasalsoincluded.Dataon
microbialpopulationcount,fermentationqualityandnutrientcontentsofsilagewereevaluatedduringfermen-
tationat3,7,15,and30daysafterensiling,andoncompletionoffermentation,after1,3,7,15and30days
ofaerobicexposure.Itwasfoundthatbothduringmaizesilagefermentationandduringsubsequentaerobicex-
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posure,theLABpopulationcounts,thelacticandaceticacidconcentrationsweresignificantlyincreasedcom-
paredwiththeblankcontroltreatment,whilethenumbersofaerobicbacteria,yeastsandmoldsandcrudepro-
teinlossweresignificantlyreducedandtheconcentrationsofNH3-NandthepHwereobviouslyreducedbyad-
ditionofthethreeLABpreparations.TheseresultsindicatethatLABpreparationsimprovemaizesilagenutri-
tionalqualityandinhibitsecondaryfermentationafteraerobicexposure.ThecombinationtreatmentHomo+
Heteroperformedbest,andHomoperformedbetterthanHetero.
Keywords:wholecorn;microbialnumber;lacticacidbacterialcompound;ensilingquality

青贮添加剂的研发和推广应用已成为目前青贮饲料的研究重点和热点,在规范的青贮制作技术和科学的管

理前提下,利用青贮添加剂可有效调控青贮发酵进程,改善青贮饲料品质[1-2]。其中,乳酸菌作为环保而有效的

青贮促进剂越来越受到人们的关注。研究表明,同型发酵乳酸菌可在青贮发酵过程中快速、有效的产生乳酸,迅
速降低青贮饲料的pH 而抑制有害微生物的活动,减少干物质和粗蛋白的损失,进而改善青贮饲料的发酵品

质[3];异型发酵乳酸菌如布氏杆菌虽然积累乳酸的能力不如同型发酵乳酸菌,但其除了能产生乳酸,还能产生挥

发性短链脂肪酸如乙酸等,能有效抑制需氧性微生物如酵母菌和霉菌的生长,可抑制青贮饲料的二次发酵,提高

有氧稳定性,减少青贮饲料在饲喂过程中的营养损耗[4-6]。同时也有研究发现,单一的依靠同型发酵乳酸菌调节

玉米秸秆青贮,不能有效限制青贮开窖后酵母菌和霉菌等腐败菌的繁殖,导致青贮饲料的有氧稳定性降低[7];而
异型发酵乳酸菌与同型发酵乳酸菌相比生长较为缓慢,需要青贮较长时间才能改善青贮饲料的有氧稳定性[8]。

将不同类型的乳酸菌组合构成复合乳酸菌作为青贮接种剂,旨在发挥不同类型发酵乳酸菌的优势,互相弥补不

足,更好地提高发酵效率[9-11]。
为了开发适合甘肃地区全株玉米青贮的乳酸菌接种剂,本实验室前期将从甘肃各地玉米秸秆青贮饲料中分

离获得的肠膜明串珠菌肠膜亚种(B1-7)、植物乳杆菌(B3-1)、屎肠球菌(B5-2)、戊糖片球菌(B2-3)和发酵乳杆菌

(E2-3)分别作为接种剂,青贮全株玉米,结果表明5株乳酸菌尤其是植物乳杆菌B3-1能显著改善青贮饲料发酵

品质[12-13]。本研究采用以上5株乳酸菌组合成不同的复合乳酸菌群开展全株玉米青贮,跟踪分析青贮过程不同

阶段青贮饲料中微生物的数量、pH、营养成分、有机酸和氨态氮的动态变化,综合评价接种的复合乳酸菌对全株

玉米青贮的调控效果,进而为开发用于全株玉米青贮的复合乳酸菌接种剂提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 菌种

供试乳酸菌:屎肠球菌(Enterococcusfaecium)B5-2、肠膜明串珠菌肠膜亚种(Leuconostocmesenteroidessub-
sp.Mesenteroides)B1-7、发酵乳杆菌(Lactobacillusfermentum)E2-3、植物乳杆菌(Lactobacillusplantarum)B3-
1、戊糖片球菌(Pediococcuspentosaceu)B2-3均由本实验室分离鉴定并保存[14]。

1.2 全株玉米青贮饲料的调制

2012年9月16日,自甘肃省临洮县收割青贮用全株玉米,切成2~4cm混匀即为本次试验青贮原料,利用

微波炉快速干燥,以检测其含水量,当确定青贮原料含水量降至70%左右进行青贮。
试验设4个处理组:同型发酵乳酸菌混合组(Homo):屎肠球菌B5-2、戊糖片球菌B2-3、植物乳杆菌B3-1;异

型发酵乳酸菌混合组(Hetero):发酵乳杆菌E2-3、肠膜明串珠菌肠膜亚种B1-7;同型+异型发酵乳酸菌混合组

(Homo+Hetero):植物乳杆菌B3-1、肠系膜明串珠菌肠膜亚种B1-7、发酵乳杆菌E2-3、屎肠球菌B5-2、戊糖片球

菌B2-3;对照组(CK):MRS液体培养基[12]。各供试乳酸菌分别用 MSB液体培养基[12]培养至对数生长期,调菌

浓度为1×109CFU·mL-1,等比例混合制备各处理组接种所用乳酸菌添加剂。按5mL·kg-1青贮原料添加,

即5×106CFU·g-1。

用灭菌喷壶将菌液均匀喷洒于切碎的全株玉米秸秆上,混合均匀。按每袋500g装入聚乙烯袋中压实,真空

封口机抽气封口,每个处理组和对照组30个重复。将密封好的青贮袋放置在恒温环境(20℃)中发酵,分别在青

贮的第3、7、15、30天取样,每次每个处理随机取3袋;并于青贮第30天时将剩余青贮袋打开暴露于空气中,分别
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在开袋后的第1、3、7、15、30天取样,每次每处理随机取3袋,进行青贮饲料的微生物计数及pH测定。

1.3 全株玉米青贮饲料微生物计数和pH测定

采用普通琼脂平板进行细菌计数,将接种好的培养基平板放置于37℃恒温培养箱中培养24h计数菌落数;
采用 MRS平板进行乳酸菌计数[14],将接种好的培养基平板放置于37℃恒温培养箱中培养3d后计数菌落数;
采用孟加拉红琼脂平板进行酵母菌计数,采用葡萄糖麦芽浸膏琼脂平板进行霉菌计数,接种好后放置于25℃恒

温培养箱中培养3d后计数菌落数[15]。采用酸度计法测定全株玉米青贮饲料pH[12]。

1.4 全株玉米青贮饲料营养成分测定

将采集的青贮饲料样品干燥、粉碎过0.425mm筛[12],测定其可溶性碳水化合物(watersolublecarbohy-
drates,WSC)、中性洗涤纤维(neutraldetergentfiber,NDF)、粗蛋白(crudeprotein,CP)和酸性洗涤纤维(acid
detergentfiber,ADF)含量[15]。

1.5 全株玉米青贮饲料氨态氮和有机酸含量测定

采用高效液相色谱法[16]分析青贮饲料的丙酸(propionicacid,PA)、乳酸(lacticacid,LA)、乙酸(aceticacid,

AA)和丁酸(butyricacid,BA)含量;采用苯酚-次氯酸钠比色法[16]分析氨态氮(ammonianitrogen,NH3-N)含
量。

1.6 数据处理

采用SPSS18.0软件进行方差分析,并用Duncan法对平均值进行多重比较。

2 结果与分析

2.1 复合乳酸菌对全株玉米青贮期及有氧暴露期微生物数量的影响

复合乳酸菌对全株玉米青贮期及有氧暴露期微生物数量的影响见表1,青贮初期各组乳酸菌数量快速增加,
到第7天时达到最大,之后逐渐减少,有氧暴露后继续减少,于第30天时各处理组乳酸菌数量减少至105 数量

级、对照组为103 数量级。在整个青贮期及有氧暴露期,各处理组乳酸菌数量始终高于对照组且差异显著(P<
0.05),其中青贮期初期Hetero处理组的乳酸菌数量最高,7d后 Homo+Hetero和 Homo处理组较 Hetero处

理组高。
各处理组和对照组的好氧细菌数量从青贮第3天开始逐渐减少,至青贮第30天时最少,有氧暴露后逐渐增

加,Homo+Hetero处理组于第3天时最多,其余各组于第7天时最多,达到107 数量级,之后又缓慢减少。在整

个青贮及有氧暴露期,各处理组好氧细菌数均显著少于对照组(P<0.05),其中Homo+Hetero处理组最少(表1)。
各处理组和对照组的酵母菌数量从青贮第3天开始逐渐减少,至青贮第30天均小于1×102CFU·g-1,有

氧暴露后均逐渐增加,Homo和Hetero处理组于第15天后减少,Homo+Hetero处理组于第7天后减少,而对

照组持续增加于第30天时最大,达到106 数量级,而Homo和Homo+Hetero处理组只有105 数量级。从青贮

第7天开始至有氧暴露第30天,各处理组酵母菌数量均显著少于对照组(P<0.05),青贮期各处理组间无显著

差异,但有氧暴露期,Homo和 Homo+Hetero处理组间虽无显著差异,却显著低于 Hetero处理组(P<0.05)
(表1)。

各处理组和对照组的霉菌数量随着青贮发酵的进行逐渐减少,从青贮第7天开始至有氧暴露后最初7d,各
组的霉菌数量均小于1×102CFU·g-1,之后快速增加,至有氧暴露第30天时对照组霉菌数量达到2.48×108

CFU·g-1,显著高于各处理组(P<0.05),Homo+Hetero处理组显著低于其他处理组(P<0.05)(表1)。

2.2 复合乳酸菌对全株玉米青贮期及有氧暴露期pH和NH3-N含量的影响

由图1可知,随着青贮的进行各处理组和对照组的pH均下降,青贮第3天时除对照组的pH为4.21以外,
各处理组均降至3.8以下;对照组于第7天时降至3.9,各处理组和对照组pH自此至青贮第30天一直保持相对

稳定,在整个青贮发酵过程中,各处理组pH均低于对照组且差异显著(P<0.05),但各处理组间无显著差异。
有氧暴露后各组pH均有所升高,Homo和Homo+Hetero处理组pH上升较为缓慢,第30天时分别升至3.84
和3.82,Hetero处理组为4.14,而对照上升最快,达到4.69,在整个有氧暴露期间,各处理组pH均显著低于对

照组(P<0.05),Homo和Homo+Hetero处理组间无显著差异,均低于Hetero处理组。
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  由图2所示,在整个青贮期和有氧暴露期,各处理组和对照组的NH3-N含量均逐渐增加,尤其有氧暴露第

15天以后急剧增加,且对照组始终最高、增幅最大,与各处理组差异显著(P<0.05),Homo和 Homo+Hetero
处理组间无显著差异,但均显著低于Hetero处理组(P<0.05)。

图1 复合乳酸菌对全株玉米青贮及

有氧暴露期pH的影响

Fig.1 EffectofcompoundlacticacidbacteriaonpHin

wholecornsilageandaerobicprocess

图2 复合乳酸菌对全株玉米青贮及有氧

暴露期NH3-N含量的影响

Fig.2 EffectofcompoundlacticacidbacteriaonNH3-N

contentinwholecornsilageandaerobicprocess

 3、7、15、30表示青贮发酵的第3、7、15、30天;K1、K3、K7、K15、K30表示开袋有氧暴露第1、3、7、15、30天,下同。3,7,15and30meanthe3rd,7th,

15thand30thdayofsilagefermentation;K1,K3,K7,K15andK30meanthe1st,3rd,7th,15thand30thdayofaerobicprocess,thesamebelow.

2.3 复合乳酸菌对全株玉米青贮期饲料有机酸含量

的影响

如表2可见,在青贮发酵和有氧暴露后的第30
天,LA和AA含量为Homo+Hetero>Homo>Het-
ero>对照,Homo+Hetero和Homo处理组间无显著

差异,但与 Hetero处理组及对照组差异显著(P<
0.05)。PA和BA在各处理组和对照组中均未检测到。

2.4 复合乳酸菌对全株玉米青贮期及有氧暴露期饲

料 WSC和CP含量的影响

青贮期各处理组和对照组的 WSC含量均逐渐降

低,前7d下降较快,之后下降速度减缓,且对照组的

WSC含量始终高于各处理组(图3),青贮第30天时,

对照组与各处理组差异显著(P<0.05),但处理组间

差异不显著。有氧暴露后,各处理组和对照组的 WSC
含量继续保持下降趋势,对照组于第3天以后快速下

表2 复合乳酸菌对全株玉米青贮期饲料有机酸含量的影响

Table2 Effectofcompoundlacticacidbacteriaonorganic

acidcontentinwholecornsilage(mg·mL-1)

时间

Time

(d)

有机酸

Organic

acid

处理

Treatment

Homo Hetero Homo+hetero CK

30 LA 3.65±0.06a2.38±0.05b 3.83±0.07a1.80±0.08c

AA 1.50±0.05ab1.21±0.08b 1.76±0.07a0.87±0.05c

PA - - - -

BA - - - -

K30 LA 2.20±0.09a1.83±0.08b 2.32±0.09a0.85±0.03c

AA 1.31±0.06ab1.05±0.06b 1.52±0.07a0.55±0.04c

PA - - - -

BA - - - -

 注:“-”表示未检出。

 Note:“-”meansorganicacidwasundetected.

降,并从第15天开始低于各处理组,第30天时,Homo+Hetero处理组的 WSC含量最高,与 Homo处理组无明

显差异,但与Hetero处理组和对照组差异显著(P<0.05)。

整个青贮期及有氧暴露期,各处理组和对照组的CP含量均逐渐降低,且对照组始终低于各处理组(图4),从
青贮第30天开始,对照组与各处理组差异显著(P<0.05)。青贮第30天时对照组的CP含量与原料相比损失最

多为11.1%,而Homo和Homo+Hetero处理组损失较少,分别为4.91%和5.17%。有氧暴露后,各处理组和

对照组的CP含量下降幅度增大,尤其对照组,第30天时的CP含量与原料相比损失了36.2%,与各处理组差异

显著(P<0.05),Homo和Homo+Hetero处理组分别为20.4%和19.2%,CP含量损失较少。
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2.5 复合乳酸菌对全株玉米青贮期及有氧暴露期饲料NDF和ADF含量的影响

由图5可见,在青贮过程中,随着发酵的进行各处理组和对照组的NDF含量均逐渐增加,有氧暴露后,继续

缓慢增加,直至第7天达到最高,之后又大幅下降。有氧暴露15d后,青贮饲料中霉菌的数量急剧增加,NDF含

量下降可能与霉菌的大量繁殖及其产生的纤维素酶有关。在整个青贮及有氧暴露期间,Homo和 Homo+Het-
ero处理组的NDF含量始终较高,对照组最低。

在青贮和有氧暴露期间,各处理组和对照组的ADF含量变化趋势与NDF含量相似(图6)。

图3 复合乳酸菌对全株玉米青贮及有氧暴露期

WSC含量的影响

Fig.3 EffectofcompoundlacticacidbacteriaonWSC

contentinwholecornsilageandaerobicprocess

 

图4 复合乳酸菌对全株玉米青贮及有氧暴露期

CP含量的影响

Fig.4 EffectofcompoundlacticacidbacteriaonCP

contentinwholecornsilageandaerobicprocess

 

图5 复合乳酸菌对全株玉米青贮及有氧暴露期

NDF含量的影响

Fig.5 EffectofcompoundlacticacidbacteriaonNDF

contentinwholecornsilageandaerobicprocess 

图6 复合乳酸菌对全株玉米青贮及有氧暴露期

ADF含量的影响

Fig.6 EffectofcompoundlacticacidbacteriaonADF

contentinwholecornsilageandaerobicprocess 

3 讨论

3.1 复合乳酸菌对全株玉米青贮期及有氧暴露后微生物及发酵品质的影响

全株玉米中糖的含量较高,比较容易青贮,但开窖后有氧稳定性较差,容易发生二次发酵,加入乳酸菌进行青

贮可有效提高青贮饲料品质并抑制二次发酵[17]。在青贮过程中,添加复合乳酸菌的各处理组乳酸菌总数均显著

高于对照组,而好氧细菌、酵母菌和霉菌数量均显著低于对照组,pH亦低于对照组,表明添加的各复合乳酸菌均

能很好的定植和繁殖,能有效地调控青贮的发酵进程,显著抑制了有害微生物的繁殖。其中Hetero处理组(肠膜
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明串珠菌B1-7+屎肠球菌B5-2)在青贮初期乳酸菌总数最多,这与Stoked等[18]和Kung等[19]的结果一致,肠系

膜明串珠菌和屎肠球菌在青贮发酵早期迅速生长繁殖,从而为乳酸杆菌的生长创造适宜的条件[18-19]。与单一乳

酸菌添加相比[12],青贮发酵7d后乳酸菌数量为Homo+Hetero>Homo>B3-1>Hetero>对照组,可见青贮发

酵中后期,单一添加植物乳杆菌B3-1处理组乳酸菌总数高于其他供试乳酸菌,而3种同型乳酸菌组合 Homo处

理组高于单一植物乳杆菌B3-1,5种同型和异型乳酸菌组合Homo+Hetero处理组高于 Homo处理组;相应的,

好氧细菌、酵母菌和霉菌数量大小顺序为 Homo+Hetero<Homo<Hetero<对照组,pH亦然,青贮第30天的

有机酸LA和AA含量也如此,Homo处理组的LA和AA含量比Hetero处理组高,与一些研究结果不同[11],但

Homo+Hetero处理组LA和AA含量均比Homo处理组更高,这表明在青贮过程中相同发酵类型的乳酸菌组

合添加优于其各组成的单一乳酸菌,同型和异型乳酸菌组合优于相同发酵类型的乳酸菌组合,更有利于乳酸菌的

增殖发酵,可能是因为复合乳酸菌能满足青贮发酵不同阶段对乳酸菌的不同需求,充分发挥协同效应,促进青贮

进程。

同型乳酸菌发酵能提高青贮发酵的品质,但是在青贮开窖后,同型乳酸菌发酵不能有效限制酵母菌和霉菌等

腐败菌的繁殖,因此青贮饲料的有氧稳定性降低[20]。本研究发现有氧暴露后,各处理组和对照组乳酸菌总数随

暴露时间延长逐渐减少,相比来说 Homo>Homo+Hetero>Hetero>对照组;好氧细菌、酵母菌和霉菌数量逐

渐增多,pH逐渐升高,Homo+Hetero<Homo<Hetero<对照组。表明添加的各复合乳酸菌能不同程度抑制

有害微生物的繁殖,提高全株玉米青贮饲料有氧稳定性,同型和异型乳酸菌组合要优于同种发酵类型乳酸菌组

合。研究结果还表明 Homo处理组的好氧细菌、酵母菌和霉菌数量均少于 Hetero处理组,这可能是因为 Homo
组合中的植物乳杆菌B3-1的添加不仅可增加青贮饲料中的LA含量,还可提高 AA含量[12],另外植物乳杆菌

B3-1对供试的金黄色葡萄球菌、蜡状芽孢杆菌、沙门菌、大肠杆菌和酵母菌都具有较强的抑菌活性[14],在有氧环

境下,通过抑菌物质抑制有害微生物的活动,减少了二次发酵,这与Tabacco等[17]的结果一致,玉米秸秆青贮饲

料的有氧稳定性与酵母菌数量呈负相关;也可能与供试的异型发酵乳酸菌种类有关,肠膜明串珠菌和屎肠球菌一

般在青贮发酵初期增殖较快,耐酸性较差,开窖后相对较低的pH限制了其增殖发酵,产生的LA和AA较少(表

2),而报道中能提高开窖后有氧稳定性的乳酸菌多是布氏乳杆菌[6,21]和希氏乳杆菌[22]。

3.2 复合乳酸菌对全株玉米青贮期及有氧暴露后饲料营养品质的影响

从青贮开始到有氧暴露第7天,各添加复合乳酸菌的处理组的 WSC的含量均低于对照组,各处理组间无显

著差异,是因为添加的乳酸菌的大量繁殖消耗所致;而有氧暴露第7天之后,对照组 WSC含量的逐渐低于各处

理组,Hetero也逐渐低于Homo和Homo+Hetero处理组,主要是因为有氧暴露第7天之后,对照组以及 Het-
ero处理组因产生的LA和AA较少,不能有效抑制好氧微生物的繁殖,引起 WSC含量的损耗高于乳酸菌繁殖

的消耗。在青贮发酵及有氧暴露期,各添加复合乳酸菌的处理组的CP、NDF和ADF含量变化呈相似的变化趋

势,在同一取样时间点,均是 Homo+Hetero>Homo>Hetero>对照组,Homo+Hetero与 Homo处理组无明

显差异,NH3-N含量则相反。以上结果表明,添加复合乳酸菌可显著改善全株玉米青贮饲料营养品质,抑制二次

发酵,延缓青贮饲料在有氧暴露阶段的腐败,其中Homo+Hetero处理组效果最优。

4 结论

添加复合乳酸菌能有效地增加青贮过程和有氧暴露后饲料中乳酸菌的数量、LA和AA的含量,减少好氧细

菌、酵母菌和霉菌数量,降低pH和NH3-N含量,减少CP含量的损失,显著改善青贮饲料发酵品质和营养品质,

抑制青贮饲料有氧暴露后的二次发酵,其中同型和异型乳酸菌组合成的Homo+Hetero处理效果最优。
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