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摘　 要　 为解析优势乳酸菌（Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）对构叶青贮饲料品质的影响及与青贮发酵功能相关的基

因组特征，从构叶青贮饲料中分离得到植物乳杆菌（Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＺＲ、乳酸片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉ⁃
ｄｉｌａｃｔｉｃｉ） ＲＰ、融合魏斯氏菌（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ ｃｉｂａｒｉａ） ＲＷ 和副干酪乳杆菌（Ｌａｃｔｉｃａｓｅｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ） Ｒ８ 四株优势菌

株，作为菌种添加剂进行为期 ５０ ｄ 的青贮发酵实验。 结果发现 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 在构叶青贮饲料

中干物质含量保持以及木质纤维素降解酶活性方面均优于其他菌株；酸性洗涤纤维（ＡＤＦ）、中性洗涤纤维

（ＮＤＦ）和氨态氮等有害物质含量较其他处理组有不同程度降低。 全基因组测序分析结果表明，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 基因组全长 ３ ３９８ ４１１ ｂｐ，包含 １ 条染色体和 ６ 个质粒，ＧＣ 含量为 ４４． ３８％ 。 ＣＡＺｙｍｅｓ 注释结果表

明，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 基因组包含 ５３４ 个 ＣＡＺｙｍｅ 基因和 ３０ 个乳酸合成相关基因。 比较基因组分析

发现，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 基因组局部位置中存在插入、缺失和倒位等现象，涉及 ｓｃｒＲ、ｂｇｌＡ、ｍａｌＬ、
ｇａｌＥ、ａｇｒＡ、ｏｐｐＡ、ｏｐｕＡ 等基因。 本研究结果表明，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 具有较强的青贮发酵功能，揭示

了 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 的基因组特征，为该菌株的工业应用提供参考。
关键词　 乳酸菌；全基因组测序；构树青贮；乳酸合成途径；比较基因组
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　 　 近年来，集约化畜牧业在我国迅速发展，玉
米、大豆等传统饲料原料供应缺口较大，开发新

型本地非常规饲料是缓解“人畜争粮”问题，促进

畜牧业可持续发展的重要手段［１］ 。 构树（Ｂｒｏｕｓ⁃
ｓｏｎｅｔｉａ ｐａｐｙｒｆｅｒａ Ｌ． ）具有生长速度快、适应性强、
营养价值高等特点［２］ ，广泛种植于我国多数地

区。 杂交构树是由中国科学院培育的新品种，其
生长速度更快、抗逆性更强，可多轮刈割，且叶和

嫩枝的蛋白质含量更高，可用作高蛋白质饲

料［３］ 。 但构叶存在含水量高、水溶性碳水化合物

（ＷＳＣ）含量低的缺点［４］ ，单独青贮容易导致梭状

芽孢杆菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）大量繁殖，难以获得高

质量青贮饲料。 济南大学何文兴教授课题组（本
实验室）前期研究发现，在构叶青贮时添加麦麸，
可显著改善微生物群落结构和种间关系，降低木

质纤维素含量，提高青贮饲料等级［５］ 。 通常高质

量青贮饲料的 ｐＨ 值低于 ４． ２，乳酸在有机酸中

占比越高，饲料质量越好；氨态氮与粗蛋白比值

越小，饲料品质越高，优质饲料比例通常在 １０％
以下。 乳酸菌在青贮饲料的制备过程中起着关

键作用，其能快速产生乳酸，抑制腐败菌繁殖，还
可降低氨态氮含量，直接影响青贮饲料发酵品

质［６］ 。 研究发现，青贮过程中的优势菌群主要有

乳酸杆菌属 （ Ｌａｃｔｉｃａｓｅｉｂａｃｉｌｌｕｓ） ［７］ 、魏斯氏菌属

（Ｗｅｉｓｓｅｒｉａ）和片球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ） ［８］ 。 长期以

来，国内外有关青贮饲料乳酸发酵的研究主要围

绕微生物群落结构、青贮饲料添加剂开发以及青

贮饲料发酵品质和化学特性评价等方面［９⁃１１］ ，然
而，由于乳酸菌的多样性，研究优质青贮发酵菌

株的基因组特征、乳酸代谢途径和发酵功能基因

类型具有重要意义。 前期研究发现，当构叶与麦

麸混合发酵比例为 ６５ ∶ ３５ 时，发酵效果最好［５］。
基于此，本研究设置两种构叶与麦麸混合比例：

ＢＰ１００％ （构叶 １００％ 、麦麸 ０％ ）和 ＢＰ６５％ （构叶

６５％ 、麦麸 ３５％ ） （ＢＰ 表示构叶与麦麸的混合配

比处理），并分别添加筛选到的乳酸菌进行为期

５０ ｄ 的青贮发酵实验， 分析其对 ＢＰ１００％ 和

ＢＰ６５％青贮饲料的发酵品质、发酵酶活性以及乳

酸菌数量动态变化的影响。 同时，对一株具有较

强青贮发酵功能的菌株进行全基因组测序分析，
以期解析该菌株的基因组特征、潜在的乳酸代谢

和木质纤维素降解途径，探究其作为青贮微生态

制剂的应用潜力，为进一步改善青贮饲料品质，提
高青贮发酵效率提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验原料　 供试原材料：本研究所用新鲜

构叶采自山东省泰安市某构树种植基地（３５． ８２°Ｎ、
１１６． ８５°Ｅ），所选构叶均来自植株高度 ８０ ～ １２０
ｃｍ 的杂交构树，其含水量 ７８％ ～ ８２％ ，粗蛋白含

量 ２５％ ～ ３２％ ，粗纤维含量 ８％ ～ １２％ 。 麦麸为

市场所购，其含水量通常为 １０％ ～ １５％ ，蛋白质

含量 １４％ ～１８％ 。 供试菌株：本研究所用菌株由

本实验室从自制的构叶青贮饲料中分离。
１． １． ２ 　 培养基 　 ＭＲＳ 培养基（海博生物技术有

限公司）。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备　 纳他霉素、盐酸万

古霉素（北京酷莱博科技有限公司）；水杨苷、３，５⁃
二硝基水杨酸、微晶纤维素、羧甲基纤维素钠等均

为国产分析纯级试剂。 低温高速离心机（Ｖｅｌｏｃｉｔｙ
１８Ｒ Ｐｒｏ， Ｄｙｎａｍｉｃａ）；高温高压灭菌器 （ ＬＤＺＭ⁃
４０ＫＣＹ，上海仪天科学仪器有限公司）；超微量分

光光度计（ＵＶ⁃５１００，北京凯奥科技发展有限公

司）；恒温振荡器（ＴＳ⁃２００Ｂ，上海精其仪器有限公

司）； 凯氏定氮仪（Ｋ９８６０，海能技术）；纤维素测
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定仪（Ｆ８００，海能技术）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 青贮饲料制备方法 　 ①筛选乳酸菌用青

贮饲料的制备：将采集的新鲜构叶粉碎后带回实

验室，按每袋 ３０ ｇ 分装于真空袋中，３７ ℃恒温培

养箱中厌氧发酵 ３０ ｄ，用于筛选乳酸菌。 ②不同

配比青贮饲料的制备：将筛选到的乳酸菌经摇瓶

培养至菌体浓度为 １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 时，以 １０∶１（新鲜

饲料１０ ｇ∶菌液 １ ｍＬ）的比例离心去除培养基，再
用 １ ｍＬ 无菌水重悬菌体沉淀， 分别添加至

ＢＰ１００％ （构叶 １００％ 、麦麸 ０％ ，质量分数，下同）
和 ＢＰ６５％ （构叶 ６５％ ，麦麸 ３５％ ）的饲料中，对照

组（ＣＫ 组）为按照上述比例添加等量的无菌水，
密闭抽真空，３７ ℃恒温厌氧发酵 ５０ ｄ。
１． ２． ２　 青贮饲料乳酸菌的分离筛选、鉴定及发酵

菌株的选择 　 分别取 １． ２． １①中发酵第 ５ 天、第
１５ 天和第 ３０ 天的构叶青贮饲料样品各 １ ｇ，加入

至含有 ９ ｍＬ 无菌水的离心管中，３５ ℃、１５０ ｒ ／ ｍｉｎ
培养 １５ ｍｉｎ，静置后取上清液作为 １０ － １ 稀释液。
梯度稀释后，分别取 １０ － ５、１０ － ６ 和 １０ － ７ 稀释液各

２００ μＬ 均匀涂布于含 ０． ２ ｇ ／ Ｌ 的万古霉素和 ０． １
ｇ ／ Ｌ 的纳他霉素的 ＭＲＳ 固体培养基，３７ ℃倒置培

养 ２４ ～ ４８ ｈ，观察菌株生长情况，挑取形态不同的

单菌落进行多次分离纯化，直至得到单一菌株。
并将分离纯化后的菌株送至擎科生物科技有限公

司（青岛分公司）进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序。
１． ２． ３　 青贮乳酸菌的发酵功能检测　 将待选乳

酸菌分别添加至 ＢＰ１００％ 和 ＢＰ６５％ 中，２８ ℃ 厌

氧发酵，在发酵的第 ３０ 天取样，分析青贮发酵饲

料的化学成分及木质纤维素降解酶活性，分别在

发酵第 ５、１５、３０、５０ 天取样，检测乳酸菌数量动

态变化。 ①发酵品质分析及其酶活测定：取 １ ｇ
青贮饲料样品，加入含有 ９ ｍＬ 无菌水的离心管

中，３７ ℃、１４０ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温振荡 ４０ ｍｉｎ，再通过 １６
层纱布过滤收集滤液。 采用 ｐＨ 计测定 ｐＨ 值，
对羟基联苯比色法测定乳酸含量［１２］ ，氨态氮

（ＮＨ３ ⁃Ｎ ） 含量采用苯酚⁃次氯酸钠比色法测

定［１３］ ，ＤＮＳ 比色皿法测定 β⁃葡萄糖苷酶活、内切

葡聚糖酶活和外切葡聚糖酶活［１４］ 。 另外，干物

质含量采用 １０５ ℃烘干法测定，粗蛋白含量使用

Ｋ９８６０ 全自动凯氏定氮仪测定，中性洗涤纤维

（Ｎｅｕｔｒａｌ Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ Ｆｉｂｅｒ， ＮＤＦ）和酸性洗涤纤维

（Ａｃｉｄ Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ Ｆｉｂｅｒ， ＡＤＦ）含量使用 Ｆ８００ 纤维

素测定仪测定。 ②青贮过程中乳酸菌数动态变

化分析：基于上述筛选结果，选取 ４ 株具有较好

青贮发酵潜力的乳酸菌 Ｌａｃｔｉｃａｓｅｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ
Ｒ８、 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ、 Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ
ｃｉｂａｒｉａ ＲＷ、Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ ＲＰ，对其在青

贮过程中的数量动态变化进行测定。 特异性引

物序列如表 １ 所示，ＰＣＲ 反应和程序如表 ２ 所

示，ＰＣＲ 反应体系：２ × Ｔａｑｍｉｘ １５． ０ μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｐｒｉｍｅｒ １． ０ μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ １． ０ μＬ，ＤＮＡ ｔｅｍ⁃
ｐｌａｔｅ １． ０ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １２． ０ μＬ。 ＰＣＲ 产物采用薄

型琼脂糖凝胶回收试剂盒进行胶回收，再采用

ＰＭＤ１８⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 和质粒小量抽提试剂

盒进行克隆测序，最后进行定量 ＰＣＲ。
表 １　 四种乳酸菌的特异性引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

乳酸菌 引物 引物序列（５′⁃３′） 序列长度 ／ ｂｐ

Ｒ８ Ｒ８⁃Ｆ ＧＧＡＧＡＡＧＡＡＴＧＧＴＣＧＧＣＡＧ ２１２

Ｒ８⁃Ｒ ＡＡＧＴＴＴＣＣＣＡＧＴＴＴＣＣＧＡＴＧ ２１２

ＲＰ ＲＰ⁃Ｆ ＣＴＡＡＴＣＴＣＴＴＡＧＧＴＴＧＧＣＡＧ ２０４

ＲＰ⁃Ｒ ＧＡＴＴＡＣＴＡＡＧＴＧＴＴＧＧＡＧＧＧ ２０４

ＺＲ ＺＲ⁃Ｆ ＴＴＴＧＡＧＴＧＡＧＴＧＧＣＧＡＡＣＴＧ １７９

ＺＲ⁃Ｒ ＣＣＡＣＣＡＴＣＴＡＧＣＴＡＡＴＡＣＧＣ １７９

ＲＷ ＲＷ⁃Ｆ ＡＴＣＣＧＡＡＣＴＧＡＧＡＣＧＴＡＣＴ １９３

ＲＷ⁃Ｒ ＡＴＴＡＣＴＡＧＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＣ １９３

表 ２　 ＰＣＲ 反应程序

Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

温度 ／ ℃ 时间 循环数 ／ 个

９５ ３０ ｓ －

９５ １０ ｓ ４０

５５ ～ ６５ ３０ ｓ∗ ４０

７２ ３０ ｓ ４０

９５ ５ ｍｉｎ －

１６ １ ｍｉｎ －

　 注：∗表示梯度扩增，梯度退火温度设为 ５２、５５、６０ 和 ６５ ℃；
－ 表示此步骤不需要循环

１． ２． ４ 　 全基因组分析 　 ①全基因组测序及组

装：Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 由上海美吉生

物科技有限公司提供原始测序服务，主要包括

ＤＮＡ 的提取与测序、数据质控与拼接组装，以及

通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ 对组装结果进行优化与校对。 ②基

因组注释：编码序列（ＣＤＳ）预测使用 Ｇｌｉｍｍｅｒ［１５］、
ＧｅｎＭａｒｋＳ［１６］、Ｐｒｏｄｉｇａ［１７］软件，通过比对直系同源
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簇数据库 （ Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ Ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ，ＣＯＧ，ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ＣＯＧ／ ）、
基因本体数据库（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）、京都基因

与基因组百科全书数据库（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）对预测到的 ＣＤＳ 进行

基因功能预测。 ③代谢系统分析：利用 Ｄｉａｍｏｎｄ
软件比对碳水化合物活性酶数据库 （ Ｃａｒｂｏｈｙ⁃
ｄｒａｔｅ⁃Ａｃｔｉｖｅ ｅｎＺＹｍｅｓ Ｄａｔａｂａｓｅ， ＣＡＺｙ），对基因序

列进行注释。 ④致病系统分析：致病系统分析主

要包括毒力基因预测与耐药基因预测。 毒力基因

预测主要通过比对毒力因子数据库 （ Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
Ｆａｃｔｏｒ Ｄａｔａｂａｓｅ，ＶＦＤＢ），获得毒力因子基因注释

概况并进行统计。 耐药基因预测主要通过比对综

合抗生素抗性数据库 （ Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｄａｔａｂａｓｅ，ＣＡＲＤ）注释，获得每个基因

组中包含的耐药基因信息。 ⑤乳酸代谢相关基因

分析：查找文献中乳酸代谢相关基因，借助 Ｏｒ⁃
ｔｈｏＭＣＬ 开展同源基因识别与分析，明确基因家

族归属，并统计每个样本中各特定家族所包含的

基因数及其详细信息。 结合 ＫＥＧＧ 注释，对目标

代谢通路中的各个功能节点进行基因数量统计

并呈现。 ⑥比较基因组分析：通过 ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库下载相关 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ 菌株的全基因组序

列。 利用 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 与乳杆

菌属代表性菌株进行平均核苷酸一致性（ａｖｅｒａｇｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ， ＡＮＩ）分析，该数据由美吉生物

在线云平台提供［１８］ 。 使用 ＴＢｔｏｏｌｓ（ ｖ ２． １３６）软

件［１９］进行与近缘菌株保守基因的共线性分析。
１． ２． ５ 　 数据统计分析 　 使用 Ｏｆｆｉｃｅ ２０１６ Ｅｘｃｅｌ
对原始数据进行初步整理与处理，随后采用

ＳＰＳＳ ２５． ０ 进行双因素方差分析（Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯ⁃
ＶＡ），两两比较采用 ＬＳＤ 检验及 Ｓ⁃Ｎ⁃Ｋ 检验，Ｐ ＜
０． ０５ 说明具有显著性差异。 使用 Ｏｒｉｇｉｎ ６４ 绘制

折线图。

２　 结果与分析

２． １　 青贮乳酸菌的鉴定及发酵菌株的选择

将菌株测序结果在 ＮＣＢＩ 数据库中进行序列

同源性比对，发现筛选得到的乳酸菌属于乳酸片

球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ）、植物乳杆菌（Ｌａｃｔｉ⁃
ｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ）和融合魏斯氏菌（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ
ｃｉｂａｒｉａ）。 此外，本实验室前期研究表明，在构树

麸皮青贮饲料中添加副干酪乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐａｒａｃａｓｅｉ）可有效提高乳酸含量，显著改善发酵品

质［８］。 因此，最终确定植物乳杆菌、副干酪乳杆

菌、融合魏斯氏菌和乳酸片球菌这四种菌株进行

后续研究，后续在文中表示为 Ｌａｃｔｉｃａｓｅｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａ⁃
ｒａｃａｓｅｉ Ｒ８、Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ、Ｗｅｉｓｓｅｌ⁃
ｌａ ｃｉｂａｒｉａ ＲＷ、Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ ＲＰ。

图 １　 四种乳酸菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 系统进化树

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ

２． ２　 青贮乳酸菌的发酵功能分析

２． ２． １　 乳酸菌添加对青贮饲料中化学成分的影

响　 干物质含量是青贮饲料制备完成后总营养

物质的体现。 由表 ３ 可知，ＢＰ６５％ 处理组干物质

含量显著高于 ＢＰ１００％ 组 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ）， 且在

ＢＰ６５％条件下，ＺＲ 处理组的干物质水平显著优

于其他处理组。 粗蛋白含量是评估青贮饲料品

质的另一重要指标。 ＺＲ 处理组的粗蛋白含量显

著高于 ＣＫ（不添加乳酸菌） （Ｐ ＜ ０． ０５），表明该

处理可有效抑制蛋白质分解，促进粗蛋白保存，
从而提升发酵品质。 这一现象可能归因于较低

的 ｐＨ 环境及乳酸菌的丰度增加，抑制了其他微

生物的生长，从而减少了对粗蛋白的分解［２０］ 。
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ＡＤＦ 和 ＮＤＦ 含量是衡量青贮饲料品质的重要指

标，其水平过高会降低家畜的消化利用率［２１］ 。
ＢＰ１００％处理组结果显示，ＺＲ 处理组的 ＡＤＦ 和

ＮＤＦ 含量显著低于其他处理组（Ｐ ＜ ０． ０５），表明

其具有更强的降解结构性碳水化合物的能力。

氨态氮主要来源于梭菌等有害微生物对蛋白质

的利用，数值越高，青贮饲料品质越差。 各处理

组的氨态氮含量均显著低于 ＣＫ 组（Ｐ ＜ ０． ０５），
其中 ＺＲ 和 Ｒ８ 处理组表现最优，氨态氮水平显著

低于其他处理组（Ｐ ＜ ０． ０５）。
表 ３　 乳酸菌对青贮饲料中化学成分的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｓｉｌａｇｅ

菌株 比例 ／ ％ 干物质 ／ ％ 粗蛋白 ／ （ｇ·１００ ｇ － １） ＡＤＦ ／ ％ ＮＤＦ ／ ％ ＮＨ３ ⁃Ｎ ／ （ｇ ·Ｌ － １）

ＣＫ ＢＰ６５ ３８． ９１ ± ０． ３５ｃＡ １３． ６７ ± ０． ７６ｃＢ ０． ８５ ± ０． ０３ａｂＡ ３７． ２１ ± ０． ７４ａＡ ３８． ０２ ± ０． ６９ａＡ

ＢＰ１００ １４． １９ ± ０． ２２ｃＢ １７． ２８ ± ０． ２１ｃＡ ０． ８０ ± ０． ０２ａＢ ３７． ８５ ± ０． ５２ａＡ ３４． ９６ ± ０． ８２ａＢ

Ｒ８ ＢＰ６５ ４１． ８３ ± ０． ８８ｂＡ １５． ７８ ± ０． ６４ｂＢ ０． ７６ ± ０． ０２ｃＡ ２５． ９３ ± ０． ５０ｄＡ ３１． ７９ ± １． ５６ｃＡ

ＢＰ１００ １９． ９６ ± １． ３３ａＢ １９． ０９ ± ０． １２ｂＡ ０． ６９ ± ０． ０５ｂｃＢ ２６． ７４ ± ０． ５５ｃｄＡ ３１． ２７ ± ０． ６９ｃＡ

ＺＲ ＢＰ６５ ４３． ２９ ± ０． ４７ａＡ １５． ６２ ± ０． ２６ｂＢ ０． ７８ ± ０． ０１ｃＡ ２７． ３５ ± ０． ６３ｄＡ ３１． ２０ ± ０． ５２ｃＡ

ＢＰ１００ ２０． １４ ± ０． ６３ａＢ １８． ６３ ± ０． ２３ｂＡ ０． ６０ ± ０． ０３ｄＢ ２３． ９４ ± ０． １２ｄＢ ３１． ９１ ± １． ２７ｃＡ

ＲＷ ＢＰ６５ ３９． ６４ ± １． １３ｂｃＡ １９． ２１ ± ０． １１ａＢ ０． ８９ ± ０． ０１ａｂＡ ３３． ８９ ± ０． ４８ａｂＡ ３４． ４２ ± １． ６５ｂＡ

ＢＰ１００ １６． ８１ ± ０． ５０ｂＢ １９． ７２ ± ０． ４１ａＡ ０． ７１ ± ０． ０１ｂｃＢ ３２． ８１ ± ０． ５３ａｂＡ ３３． ４３ ± ０． ８２ａＡ

ＲＰ ＢＰ６５ ３８． ８５ ± １． ２５ｂｃＡ １９． １０ ± ０． ７７ａＡ ０． ８０ ± ０． ０２ｂＡ ３０． ５９ ± ０． ５２ｂｃＡ ３７． ７６ ± ０． ４１ａＡ

ＢＰ１００ １６． ３５ ± ０． ５２ｂＢ ２０． １３ ± ０． ４８ａＡ ０． ６５ ± ０． ０２ｃＢ ２９． ２６ ± ０． ９７ｃＡ ３２． １９ ± ０． ５９ｂＢ

　 注：小写字母表示同一比例不同菌种的统计学差异；大写字母表示同一菌种不同配比的统计学差异。 表 ４、表 ５ 同

２． ２． ２　 乳酸菌添加对青贮饲料产酸能力的影响

　 在青贮发酵的初始阶段，丰富的可溶性碳水化

合物为乳酸菌等优势微生物提供充足底物，促使

其大量产生有机酸，进而使体系 ｐＨ 迅速下降。
随着发酵的进行，可溶性碳源逐渐耗尽，发酵进入

相对稳定期，ｐＨ 值趋于平稳。 由表 ４ 可知，青贮

饲料的 ｐＨ 值降至 ４． １ ～ ４． ３，处于青贮饲料理想

ｐＨ 范围内［２２］，其中 ＢＰ６５％ 处理组中的 ｐＨ 值显

著低于 ＢＰ１００％ 处理组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 此外，乳酸

的积累在青贮发酵过程中起着关键作用，适宜浓

度的乳酸不仅有助于降低 ｐＨ，还能有效抑制腐败

菌生长，维持发酵体系的稳定性［２３］。 由表 ４ 可

知，ＢＰ６５％处理组的乳酸含量显著高于 ＢＰ１００％
处理组，其中 ＺＲ 处理组乳酸水平也明显高于 ＣＫ
组（Ｐ ＜ ０． ０５），表明外源添加 ＺＲ 可增强有益菌的

发酵优势，有效降低青贮发酵后期潜在的腐败变

质风险。
２． ２． ３　 乳酸菌在发酵过程中对碳水化合物活性

酶酶活力的影响 　 微生物通过分泌纤维素酶将

动物难以消化的纤维素、半纤维素和木质素降

解为小分子碳水化合物，进而被动物利用，提高

了青贮饲料的品质［２４］ 。 如表 ５ 所示，内切葡聚

糖酶、外切葡聚糖酶和 β⁃葡萄糖苷酶的酶活力

均受不同菌种的添加的影响，ＢＰ６５％ 处理组的

青贮样品中，各类纤维素降解相关酶活力均显

著高于 ＢＰ１００％ 处理组。 此外，在 ＢＰ６５％ 处理

条件下，ＺＲ 处理组的内切葡聚糖酶、外切葡聚糖

酶及 β⁃葡萄糖苷酶活力均高于其他菌株处理

组。 说明菌株 ＺＲ 处理组具有较强的纤维素降

解能力。
表 ４　 乳酸菌对饲料青贮过程中产酸能力的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ａｃｉｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｓｉｌａｇｅ

菌株 比例 ／ ％ ｐＨ 乳酸 ／ （μｇ ·ｍＬ － １）

ＣＫ ＢＰ６５ ４． ２５ ± ０． ０４ａＢ ２０． ０２ ± ０． ６８ｃＡ

ＢＰ１００ ５． ２４ ± ０． ０８ｂＡ ０． ３７ ± ０． ０４ａＢ

Ｒ８ ＢＰ６５ ４． １３ ± ０． ０５ａＢ ２７． ５３ ± ３． ０２ａＡ

ＢＰ１００ ５． １３ ± ０． １０ｂＡ ０． ５１ ± ０． ０４ａＢ

ＺＲ ＢＰ６５ ４． ２２ ± ０． ０４ａＢ ２４． ４２ ± １． ３８ｂＡ

ＢＰ１００ ５． ２３ ± ０． ０６ｂＡ ０． ４３ ± ０． ０２ａＢ

ＲＷ ＢＰ６５ ４． ０９ ± ０． ０３ａＢ １８． ４６ ± ４． ９３ｃＡ

ＢＰ１００ ５． １５ ± ０． １２ｂＡ ０． ４６ ± ０． ０６ａＢ

ＲＰ ＢＰ６５ ４． １０ ± ０． ０２ａＢ ２４． ５５ ± ０． ４２ｂＡ

ＢＰ１００ ５． １７ ± ０． ０９ｂＡ ２． ６９ ± ０． ６２ａＢ
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表 ５　 乳酸菌对饲料青贮过程中碳水化合物活性酶酶活力的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ＣＡＺｙｍｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｓｉｌａｇｅ

菌株 比例 ／ ％ 外切葡聚糖酶 ／ （Ｕ·μｇ － １） 内切葡聚糖酶 ／ （Ｕ·μｇ － １） β⁃葡萄糖苷酶 ／ （Ｕ·μｇ － １）
ＣＫ ＢＰ６５ ７３． ７７ ± １． ４０ｂｃＡ ２０８． ３８ ± ２． ９０ｂｃＡ ２８２． ８６ ± ３０． ０６ｂＡ

ＢＰ１００ ３３． ９２ ± １． ７０ｃＢ ５３． ０１ ± １． ３６ｄＢ ５６． ５６ ± ０． ７７ａＢ
Ｒ８ ＢＰ６５ ７９． ８４ ± ５． ４０ｂＡ ２２２． ９９ ± １４． ２０ｂＡ ２８０． ３０ ± ３０． ４１ｂＡ

ＢＰ１００ ３５． ４２ ± ２． ７７ｂｃＢ ５６． ７６ ± ０． ７５ｃＢ ６０． ７４ ± ０． ７２ａｂＢ
ＺＲ ＢＰ６５ ８８． １０ ± ６． ９１ａＡ ２６８． ４９ ± １５． ８０ａＡ ３５５． ２８ ± ３７． ８２ａＡ

ＢＰ１００ ４２． ７９ ± ４． ２６ａＢ ５６． ２５ ± １． ７９ｃｄＢ ５８． ８１ ± ０． ３５ｂＢ
ＲＷ ＢＰ６５ ６２． ７２ ± １． ９６ｃＡ １５２． ３３ ± １８． ５３ｄＡ １９２． ４４ ± ２１． ２０ｃＡ

ＢＰ１００ ３６． ２３ ± ４． ３４ｂｃＢ ６１． １３ ± ２． ２９ｂＢ ６１． ４８ ± １． ８８ａＢ
ＲＰ ＢＰ６５ ７９． ４５ ± ９． ５０ｂＡ １８８． ５１ ± ６． ０２ｃｄＡ ２４５． ５８ ± １６． ４８ｂｃＡ

ＢＰ１００ ３４． ５８ ± ０． ９０ｂｃＢ ６０． ４２ ± ２． ２２ｂＢ ６１． ０５ ± ２． １５ａｂＢ

２． ２． ４　 青贮过程中 ４ 株乳酸菌数量动态变化分

析　 通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术对青贮过程中 ４ 株乳酸菌

的动态变化进行检测，结果如图 ２ 所示。 乳酸菌

数量整体呈典型的先升后降趋势。 不同处理条件

下，ＢＰ６５％ 组样品中的乳酸菌数量显著高于

ＢＰ１００％组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 但添加菌株 ＲＷ 的青贮

样品，其变化趋势与其他菌株不同，ＢＰ１００％ 处理

组中 ＲＷ 的数量是 ＢＰ６５％组的 ５． ８ 倍，呈现出明

显的逆向差异。 综上所述，在青贮饲料制备过程

中，ＺＲ 和 Ｒ８ 处理组在营养成分保留、抑制有害

物质生成、产酸能力以及木质纤维素降解能力等

方面 均 显 著 优 于 ＣＫ、 ＲＷ 和 ＲＰ 处 理 组， 在

ＢＰ６５％处理组中 ＺＲ 和 Ｒ８ 的乳酸菌数量也多于

ＣＫ、ＲＷ 和 ＲＰ。 另外，ＺＲ 组在干物质保持和纤维

素降解方面优于 Ｒ８，但菌体数量低于 Ｒ８，说明菌

株 ＺＲ 在较低菌数的情况下仍能发挥较强的青贮

能力，因此后续试验将对菌株 ＺＲ 进行全基因测

序分析。

图 ２　 青贮过程中乳酸菌数动态变化

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎｕｍｂｅｒ ｄｕｒｉｎｇ ｓｉｌａｇｅ
Ａ：ＢＰ６５％ ；Ｂ：ＢＰ１００％ ；不同小写字母表示同一种乳酸菌在不同时间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）
Ａ：ＢＰ６５％ ；Ｂ：ＢＰ１００％ ；Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｒａｉｎ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ（Ｐ ＜ ０． ０５）

２． ３　 全基因组分析

２． ３． １ 　 基 因 组 信 息 　 菌株 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 的全基因组二代测序数据质控结果

表明，该菌株具有较低的基因组杂合度和较少的

重复序列，且未检测到样品或质粒污染，整体测序

数据质量良好。 通过 ＣＧＶｉｅｗ 软件绘制菌株 ＺＲ
基因组圈图，结果如图 ３ 所示，基因组总长度为

３ ３９８ ４１１ ｂｐ，由 １ 条环状染色体和 ６ 个环状质粒

组成。 其中，染色体共注释到基因 ３ １９８ 个，平均

长度为 ８９３． ７３ ｂｐ， ＧＣ 含量为 ４４． ３８％ ；Ｐｌａｓｍｉ⁃
ｄＡ、ＰｌａｓｍｉｄＢ、ＰｌａｓｍｉｄＣ、ＰｌａｓｍｉｄＤ、ＰｌａｓｍｉｄＥ、Ｐｌａｓ⁃
ｍｉｄＦ 分别注释到 ６６、５５、４６、２８、１７、２１ 个基因。
２． ３． ２　 基因组注释　 在 ＣＯＧ 注释中，共有 ２ ５２３
个基因被注释，并被分配到 ２３ 个不同的功能组
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（图 ４Ａ）。 其中碳水化合物代谢、转录以及氨基

酸转运代谢数量最多，分别占总功能的 １２． ６４％ 、
１１． ０６％和 ８． ８４％ 。 由表 ６ 可知，参与转录最丰

富的 ＣＯＧ 是 ＤＮＡ 结合转录调节因子和转录调节

因子，参与碳水化合物转运与代谢最丰富的是阿

拉伯糖外排渗透酶和磷酸转移酶系统，参与核糖

体结构和生物转化最丰富的是核糖体蛋白质。 此

外，在 ＰｌａｓｍｉｄＡ 中共注释到 １２ 个与碳水化合物

转运和代谢相关的基因，主要包括 ＡＢＣ 型糖运输

系统与 ＭＦＳ 超家族。 综上所述，菌株 ＺＲ 基因组

中与碳水化合物代谢和转运相关的基因占较大比

例，表明其具备较强的多糖降解潜力。 ＧＯ 根据

基因与已知序列的匹配程度分为三类，包括细胞

成分 （ Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、分子功能 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ）、生物过程 （ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）。 图 ４Ｂ
为菌株 ＺＲ 的 ＧＯ 功能注释分类，共注释了 ２ ３２７
个基因，其中分子功能的 ＧＯ ｔｅｒｍ 和基因数量最

多（１ ９０５ 个），其次是生物过程（１ １９８ 个）和细胞

成分（１ １６１ 个）。 对 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＺＲ 的 ＣＤＳｓ 进行 ＫＥＧＧ 途径分析以确定其代谢

途径。 如图４Ｃ 所示，在６ 种ＫＥＧＧ 通路的分类中，

代谢类通路所包含的基因数量最多，共计 ２ ２９６
个；其次为遗传信息处理相关通路，包含 ２０４ 个基

因。 这些编码基因功能主要注释于碳水化合物代

谢和氨基酸代谢，分别含有 ２２９ 和 １３８ 个基因。
因此，氨基酸代谢和碳水化合物代谢被认为是该

菌株的主要功能，后续将进行与碳水化合物代谢

相关基因的分析。 ＰｌａｓｍｉｄＡ 注释到的基因主要与

碳水化合物转运和代谢以及移动元素组成分相

关；ＰｌａｓｍｉｄＢ 注释到的基因主要与 ＤＮＡ 复制、重
组和修复相关，仅 １ 个基因与碳水化合物转运和

代谢相关；ＰｌａｓｍｉｄＦ 仅注释到 ２ 个与碳水化合物

转运和代谢相关的基因，且均与肽聚糖 ／木聚糖 ／
几丁质去乙酰化酶合成相关。

表 ６　 基因与 ＣＯＧ 的对应关系

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅ⁃ＣＯＧ

ＣＯＧ 类型 ＣＯＧ 功能 基因数量 ／ 个

碳水化合物转运与代谢 磷酸转移酶系统 ６６
阿拉伯糖外排通透酶 ＡｒａＪ ３５

转录 转录调节因子 ２７
ＤＮＡ 结合型转录调节因子 １３５

核糖体结构与生物发生 核糖体蛋白 ５３

图 ３　 菌株 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 的基因组圈图

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｍａｐ ｏｆ Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ ｇｅｎｏｍｅ
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图 ４　 ＣＯＧ 注释（Ａ）、ＧＯ 注释（Ｂ）及 ＫＥＧＧ 注释（Ｃ）结果

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＯＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ （Ａ） ， ＣＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ （Ｂ） ａｎｄ ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ （Ｃ）
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２． ３． ３　 碳水化合物活性酶注释　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌ⁃
ｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 基因组中共有 １０９ 个基因编码

碳水化合物活性酶，如图 ５ 所示，其中数量最多的

是糖苷水解酶（Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ Ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ，ＧＨ）基因 ５０
个，其次是糖基转移酶（Ｇｌｙｃｏｓｙｌ Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＧＴ）
与碳水化合物酯酶（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ Ｅｓｔｅｒａｓｅｓ，ＣＥ），
分别为 ３２ 个和 １９ 个。 ＣＡＺｙｍｅ 注释分析表明，该
基因组中编码纤维素酶的基因主要来自 ＧＨ１ 和

ＧＨ４ 家族，分别包括 １０ 个和 ２ 个基因，这两个家

族也分别与 ６⁃ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｂ⁃半乳糖苷酶和 ６⁃ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏ⁃ｂ⁃葡萄糖苷酶相互作用。 编码半纤维素酶的

基因主要来自 ＣＥ４ 家族。 ＣＥ１ 家族酶属于糖酯

酶类，能够非氧化性地去除木聚糖中的肉桂酰酯

和乙酰酯，这些酯键分别破坏半纤维素和木质素

以及半纤维素和纤维素之间的木素⁃碳水化合物

复合结构。 与木质素降解相关的酶主要集中在氧

化还原酶（ＡＡ）中。 ＧＴ 不直接参与纤维素或半纤

维素的降解，但它们在木质素的生物合成和修饰

中起着关键作用［２５］，如 ＧＴ４、ＧＴ２ 可通过形成糖

苷键参与木质素的生物合成，改变纤维素和半纤

维素的相互作用，进而影响木质纤维素结构和降

解效率。 因此，本研究检测到的发酵样品表现出

的各种酶活力是群落内各成员协同作用的结果，
其中以 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 贡献最为

显著。 由于所用构叶原料未经灭菌处理，发酵体

系中不仅存在乳酸菌 ＺＲ，还包含其他原生菌株，
因此发酵样品所表现出的各种酶活力是群落内所

有菌株的共同贡献。 实验发现 ＢＰ６５％ 处理组的

发酵中，ＺＲ 处理组的纤维素酶（内切葡聚糖酶、
外切葡聚糖酶和 β⁃葡萄糖苷酶）酶活均高于其他

图 ５　 碳水化合物活性酶注释统计
Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＡＺｙｍｅｓ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

处理组，充分表明 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ
在纤维素降解中具有优势作用。 ＣＡＺｙｍｅ 注释分

析结果显示，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 基因

组中共鉴定出 １０９ 个 ＣＡＺｙｍｅ 家族基因，其中与

纤维素降解密切相关的 ＧＨ 基因数量最多为 ５０
个，此外还有 ７ 个木质素降解酶基因（表 ７）。 这

些基因组学证据不仅支持了发酵样品中高水平酶

活力主要来源于 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ
的结论，也揭示了该菌株在木质纤维素降解中的

巨大潜力。
表 ７　 木质纤维素降解相关基因家族数量分类统计

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ

类型 基因家族 基因数量 ／ 个

纤维素 ＧＨ１ １０
ＧＨ４ ２
ＧＨ３２ １
ＧＨ１３ １１

半纤维素 ＣＥ４ １
木质素 ＡＡ４ １

ＡＡ１０ １
ＡＡ６ ２
ＡＡ３ ３

２． ３． ４　 致病系统分析　 通过 ＶＦＤＢ 注释分析表

明，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 具有 ２８９ 个毒

力基因，编码的产物主要与免疫调节和营养物质

的代谢有关（图 ６）。 经 ＣＡＲＤ 分析显示，Ｌａｃｔｉｐｌａ⁃
ｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 含有 ２０７ 个耐药基因，主
要包括抗生素大环内酯（ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ）、四
环素类抗生素（ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ）等（图 ７）。
由于这些抗生素抗性基因均位于染色体 ＤＮＡ，而
质粒上不存在抗性基因，因此不易发生细菌种间

抗生素抗性基因的转移。
２． ３． ５　 乳酸代谢途径及相关基因分析　 乳酸菌

在厌氧环境下，首先通过糖酵解途径将底物转化

为丙酮酸，随后在乳酸脱氢酶 （ Ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ⁃
ｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）的催化作用下，丙酮酸接受由 ＮＡＤＨ
携带的氢离子，最终还原生成乳酸。 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 参与糖酵解过程以及相关基

因数量如图 ８Ａ 和表 ８ 所示，共 ３１ 个基因含有糖

酵解所必须的所有酶，可以充分保证丙酮酸的供

给。 在 Ｄ⁃乳 酸 合 成 途 径 中， Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 含有可催化丙酮酸直接还原生成

Ｄ⁃乳酸的乳酸脱氢酶基因 ＩｄｈＡ。 在 Ｌ⁃乳酸合成
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通路中，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 还包含编

码磷酸烯醇式丙酮酸转化为丙酮酸的丙酮酸激酶

基因 ｐｙｋ，以及将丙酮酸进一步转化为 Ｌ⁃乳酸的

Ｌ⁃乳酸脱氢酶基因 Ｉｄｈ。 此外，该菌株还含有编码

丙酮酸氧化酶基因 ｐｏｘＬ，该酶可在有氧环境中将

丙酮酸氧化为 ＣＯ２，有助于青贮过程中快速形成

厌氧环境，抑制腐败微生物生长，促进乳酸发酵阶

段的启动。 图 ８Ｂ 和表 ９ 展示了 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 在丙酮酸代谢通路中涉及的基因

数量。

图 ６　 毒力基因预测分类统计

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图 ７　 耐药基因预测分类统计

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图 ８　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 参与的糖酵解途径（Ａ）、丙酮酸代谢途径（Ｂ）
Ｆｉｇ． ８　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ ｉｎ ＴＣＡ ｐａｔｈｗａｙｓ （Ａ） ａｎｄ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ （Ｂ）
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表 ８　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 参与糖酵解途径的基因

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ ｉｎ ＴＣＡ ｐａｔｈｗａｙｓ ｇｅｎｅｓ

基因 基因功能 基因数量 ／ 个

ｐｇｍ 磷酸葡萄糖变位酶 １
ｐｇｉ 葡萄糖⁃６⁃磷酸异构酶 １
ｇｌｋ 未注释 １
ｂｇｌＡ ６⁃磷酸⁃β⁃葡萄糖苷酶 １０
ｇａｌＭ 醛糖⁃１⁃差向异构酶 ３
ｆｂａＡ Ⅱ类果糖二磷酸醛缩酶 １
ｔｐｉＡ 丙糖磷酸异构酶 １
ｇａｐＡ ３⁃磷酸甘油醛脱氢酶 １
ｐｇｋ 磷酸甘油酸激酶 １
ｇｐｍＡ 磷酸葡萄糖变位酶 ２
ｅｎｏ 烯醇化酶 ２
ｐｙｋ 丙酮酸激酶 １
ｃｒｒ 磷酸转移酶系统糖特异性 ＩＩＡ 组分 ３
ｐｆｋＡ ６⁃磷酸果糖激酶 １ １
ｐｃｋＡ 磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ＡＴＰ） １
ｐｐｓＡ 丙酮酸⁃水二激酶 １

表 ９　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 参与丙酮酸代谢途径的基因

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ ｉｎ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｇｅｎｅｓ

基因 基因功能 基因数量 ／ 个

ｐｙｋ 丙酮酸激酶 １
ＩｄｈＡ Ｄ⁃乳酸脱氢酶 ２
ｐｏｘＬ 丙酮酸氧化酶 ５
ｐｔａ 磷酸乙酰转移酶 １
ａｃｋＡ 乙酸激酶 ３
Ｉｄｈ Ｌ⁃乳酸脱氢酶 ６
ｍＬｅＡ 未注释 １
ａｃｙｐ 酰基磷酸酶 １
ａｄｈＥ 乙醛 ／ 乙醇脱氢酶 ２
ｐｙｃ 丙酮酸羧化酶 １
ｓｆｃＡ 苹果酸脱氢酶（草酰乙酸脱羧型） １
ｐｃｋＡ 磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ＡＴＰ） １
ｐｄｈＡ 丙酮酸脱氢酶 Ｅ１ 组分 α 亚基 １
ａｃｅＦ 丙酮酸脱氢酶 Ｅ２ 组分二氢硫辛酰基转乙酰酶 １
ｐｄｈＢ 丙酮酸脱氢酶 Ｅ１ 组分 β 亚基 １
ｄｎａＡ 甲酸 Ｃ⁃乙酰转移酶 １
ｐｄｈＤ 二氢硫辛酰胺脱氢酶 １

２． ３． ６ 　 比较基因组分析 　 平均核苷酸一致性

（Ａｖｅｒａｇｅ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｉｄｅｎｔｉｔｙ，ＡＮＩ）主要用于全基

因组水平评估物种间的亲缘关系［２６］，常根据范围

分为 亚 种 间 相 似 （ ９０％ ～ ９６％ ）、 种 间 相 似

（７０％ ～９０％ ）和属间相似（５０％ ～ ７０％ ），同一物

种间的 ＡＮＩ 值一般在 ９５％ 以上［２７］。 本研究从

ＮＣＢＩ 数据库中筛选并下载 １２ 株已完成全基因组

测序且无污染的乳杆菌，其中 ７ 株为与 Ｌａｃｔｉｐｌａ⁃

ｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 同源性较高的植物乳杆

菌，５ 株为其他乳杆菌。 对上述 １２ 株乳杆菌和菌

株 ＺＲ 进行 ＡＮＩ 分析，结果显示，７ 株植物乳杆菌

和菌株 ＺＲ 的 ＡＮＩ 值均高于 ９９％ （图 ９）。 这一结

果表明，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 与其他植

物乳杆菌的同源相似性较高，进一步验证了其分

类地位属于植物乳杆菌。 共线性通常是指不同

物种染色体中某些区域在基因排列顺序上具有
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高度一致性。 通常情况下，物种间的进化距离越

远，其基因组的共线性程度越低，因此，共线性分

析常被用于推测物种间的系统发育关系。 此外，
该分析还能够揭示在进化过程中基因组结构所

发生的重排、缺失或重复等变异情况。 Ｌａｃｔｉｐｌａ⁃
ｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＷＣＳＦ１ 最早于 ２００１ 年从人

类唾液中分离获得，并于同年完成了首次全基因

组测序，后于 ２０１２ 年进行了基因组的重新测序

与功能注释［２８］ 。 本研究选取 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＷＣＳＦ１ 的全基因组序列作为参考模

板，利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａ⁃
ｒｕｍ ＺＲ 的基因组进行共线性比较分析（图 １０）。

结果显示，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 突变重

组 位 置 较 少， 与 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＷＣＳＦ１ 共线性及相似度极高，但也有局部位置

发生 插 入、 缺 失 和 倒 位 等 现 象。 其 中 ｓｃｒＲ、
ｂｇｌＡ［２９］ 、ｇａｌＥ［３０］ 等基因分别涉及甘露醇代谢、
β⁃葡萄糖苷酶编码、果糖 ／ 甘露聚糖代谢、半乳糖

代谢等碳水化合物代谢，ａｇｒＡ、ｏｐｐＡ［３１］ 、ｏｐｕＡ 等

基因与转录或转运相关。 这些短片段基因的插

入与倒位现象表明，该菌株在进化中经历了基因

重组和位移现象，该现象可能与 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌ⁃
ｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 具有较强产乳酸和木质纤维素

降解能力有关。

图 ９　 菌株基因组 ＡＮＩ 热图

Ｆｉｇ． ９　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｇｅｎｏｍｅ ＡＮＩ

图 １０　 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 共线性分析

Ｆｉｇ． １０　 Ｓｙｎｔｅｎｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ

３　 讨　 论

植物乳杆菌是青贮饲料制备过程中最常用的

菌种［３２］，在青贮饲料制备过程中，植物乳杆菌能

够迅速占据微生物群落的主导地位，并在 ４８ ｈ 内

通过厌氧糖酵解途径（ＥＭＰ 途径）快速产生乳酸

和乙酸，这一代谢活动有效抑制了腐败微生物的

生长［６］，使青贮饲料能够长期储存，对高质量青

贮饲料的制备起着关键作用。 本研究通过对一株

具有较强青贮发酵功能的 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎ⁃
ｔａｒｕｍ ＺＲ 进行全基因组测序，并对饲料乳酸含

量、木质纤维素含量和木质纤维素降解酶活力进

行测定和基因组注释、代谢系统分析以及比较基

因组分析，阐明其具有较强的青贮发酵功能的基

因组特征。
本研究发现，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ
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共有 ３１ 个基因参与糖酵解途径，这些基因编码了

糖酵解过程中所必需的全部酶系。 此外，在 Ｄ⁃乳
酸合成途径中，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 含

有编码 Ｄ⁃乳酸脱氢酶的基因（ ＩｄｈＡ），能够直接将

丙酮酸还原为 Ｄ⁃乳酸。 在 Ｌ⁃乳酸合成途径中，
Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 则包含多个关键

酶编码基因，包括参与磷酸烯醇式丙酮酸转化为

丙酮酸的丙酮酸激酶基因（ｐｙｋ）和催化丙酮酸生

成 Ｌ⁃乳酸的 Ｌ⁃乳酸脱氢酶基因（ Ｉｄｈ），以及丙酮

酸氧化酶编码基因（ｐｏｘＬ）。 植物乳杆菌中乳酸产

生的调控机制涉及多个基因和信号传导系统，如
陆兆新等［３３］ 研究表明植物乳杆菌中 ａｇｒ 的双组

分调控系统参与了乳酸产生和黏附性的调控；刘
颖颖等［３４］对 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＤＹ６ 全基因组测序分析

发现基因 ｆｒｕＫ、 ａｃｋ１、 Ｉｄｈｌ２、 ｓａｃＫ、 ｇａｌＭ、 ａｒｇＨ 和

ａｒｇＦ 突变后，该菌株在葡萄糖、果糖和半乳糖代

谢中生长活性和产酸性能等代谢均具有显著差异

（Ｐ ＜ ０． ０５）。 这些发现与本研究在比较基因组中

观察到的 ｇａｌＥ［３０］和 ａｇｒＡ 基因发生倒位现象后产

乳酸能力增强的结果相符。
木质纤维素含量也直接影响青贮饲料品质。

本研究发现外源添加 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＺＲ 可显著降低 ＡＤＦ 和 ＮＤＦ 含量（Ｐ ＜ ０． ０５）。 菌

株基因组代谢系统分析表明，该菌株共注释到

１０９ 个 ＣＡＺｙｍｅ 基因，其中 ＧＨ 基因 ５０ 个，ＧＴ、ＣＥ
和 ＡＡ 基因分别为 ３２、１９ 和 ６ 个，在该菌株的基

因组中，ＧＨ 基因的数量和占比均最高。 岑时［３５］

通过比较基因组学对四类不同来源的植物乳杆菌

进行比较，发现 ＣＡＺｙｍｅ 基因在植物乳杆菌中存

在共性：在 ＣＡＺｙｍｅ 六大分类中，植物乳杆菌基因

组内 ＧＨ 基因数量和占比最高，与本研究结果一

致。 众所周知，木质纤维素的降解过程离不开纤

维素酶、半纤维素酶以及木质素降解酶的协同作

用。 彭明芳等［３６］从广西酸菜中筛选获得 ３ 株乳

杆菌，ＣＡＺｙｍｅ 注释发现 ３ 株乳杆菌包含 １７ 个

ＣＡＺｙｍｅ 共有基因，包括纤维素、半纤维素降解酶

基因，果胶和淀粉降解酶基因等。 本研究中 Ｌａｃｔｉ⁃
ｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 也具有丰富的木质纤

维素酶基因，包括 ２５ 个纤维素、半纤维素降解酶

基因和 ７ 个木质素降解酶基因，说明该菌株在木

质纤维素降解方面具有巨大潜力。 除此之外，本
研究的比较基因组分析还发现，Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ

ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 中 ｓｃｒＲ、 ｂｇｌＡ［２９］、 ｍａｌＬ、 ｇａｌＥ［３０］、
ａｇｒＡ、ｏｐｐＡ［３１］、ｏｐｕＡ 等基因存在局部位置插入、缺
失和倒位等现象，这些基因及其编码的酶在产乳

酸代谢途径或木质纤维素降解途径中扮演着重要

角色，参与了糖酵解以及中间产物合成、转运、分
解、调控等过程。 该现象可能是由于 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉ⁃
ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 在长期的进化过程中与其他

细菌进行基因交换或独自发生基因突变的结果，
这一突变可能与该菌株具备较强的产乳酸及木质

纤维素降解能力有关。
本研究从构叶青贮饲料中筛选得到 ４ 株青贮

优势乳酸菌，并将其分别作为接种菌剂进行为期

５０ ｄ 的青贮发酵试验。 通过对青贮饲料的营养成

分含量、产酸能力、木质纤维素降解酶活力以及乳

酸菌数量动态变化检测发现， Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 较另外 ３ 株乳酸菌在青贮过程中最

大程度地降解构叶中的木质纤维素，具有定殖和产

乳酸能力强等优良性状，且富含多种木质纤维素降

解和乳酸发酵功能基因，以及一定数量的毒力基因

和耐药基因。 在比较基因组分析中发现，Ｌａｃｔｉｐｌａ⁃
ｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＺＲ 与参考菌株 Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＷＣＦＳ１ 的基因组共线性和相似性

极高，仅有少数与转录、转运和碳水化合物代谢相

关的基因出现倒位现象，推测这一突变可能与该菌

株具备较强产乳酸及木质纤维素降解能力有关，本
研究结果可为菌株改造和功能优化提供参考。
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