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摘　 要： 本试验旨在筛选自然发酵苜蓿青贮的优势菌种，应用于高水分苜蓿青贮的调制，研究

不同微生物及组合对高水分苜蓿青贮品质的影响。 试验先调制自然发酵苜蓿，青贮 ３０ ｄ 后，从

中筛选优势菌种并进行鉴定。 根据优势菌种筛选结果，组合了 ９ 组发酵菌种用于苜蓿青贮的调

制，分别为：以植物乳杆菌与乳酸片球菌为发酵菌种，活菌数比例分别为 １∶１、１∶２ 和 ２∶１，编号为

１、２、３ 组；以植物乳杆菌、枯草芽孢杆菌和乳酸片球菌为发酵菌种，活菌数比例分别为 ２ ∶１ ∶１、
１ ∶１ ∶１和 ４∶１∶１，编号为 ４、５、６ 组；以植物乳杆菌、解淀粉芽孢杆菌和乳酸片球菌为发酵菌种，活

菌数比例分别为 ２∶１∶１、１∶１∶１ 和 ４∶１∶１，编号为 ７、８、９ 组；以不加任何菌种的自然苜蓿青贮作为对

照。 每组 ３ 个重复，发酵 ６０ ｄ 后，对苜蓿青贮进行感官评定，并测定氨态氮 ／ 总氮（ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ）、
总酸含量和 ｐＨ。 结果表明：用 ＭＲＳ、ＬＢ 和 ＮＡ ３ 种培养基从自然发酵苜蓿青贮中筛选到微生物

菌种 ３１ 株，对其中 １８ 株进行了分子鉴定，主要菌种为植物乳杆菌 ９ 株、乳酸片球菌 １ 株、粪肠球

菌 ２ 株、各种芽孢杆菌 ６ 株。 感官评分结果表明乳酸菌（植物乳杆菌和乳酸片球菌）比例大的各

组评分等级显著高于对照组和添加了添加枯草芽孢杆菌的各组（Ｐ＜０．０５）。 对于 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ、总

酸含量和 ｐＨ 等指标，乳酸菌比例较低的 ２、５、８ 和对照组与其余各组差异显著（Ｐ＜０．０５）。 综上

所述，植物乳杆菌和乳酸片球菌是苜蓿青贮主要菌种，用于苜蓿青贮有利于青贮品质的提高。
枯草芽孢杆菌会影响苜蓿青贮的气味，解淀粉芽孢杆菌为菌种会改善苜蓿青贮风味，但比例太

高会增加 ＮＨ３⁃Ｎ 含量。
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　 　 紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）是世界上人工种

植面积最大的豆科牧草，素有 “牧草之王” 的美

称［１］ 。 当前我国苜蓿主要以调制干草为主，调制

过程中因雨淋、落叶、甚至腐烂等因素使营养成分

损失较大［２－３］ 。 青贮是保存青饲料营养物质的有

效方法［３］ ，也是一个复杂的微生物区系变化过程，
涉及到乳酸菌、腐败菌、霉菌、芽孢杆菌等多种微

生物，这些微生物存在于青贮原料、青贮发酵过程

中和发酵完成后的所有时期，并与青贮原料种类

和青贮时期有很大关系［４－５］ 。 乳酸菌是青贮发酵

成功的关键微生物，它们能够分解糖分产生乳酸，

快速降低 ｐＨ，有效抑制霉菌等有害微生物的活

动，从而降低青贮饲料养分损失，提高青贮饲料发

酵品质［６－７］ 。
　 　 通过添加微生物添加剂可有效缩短青贮饲料

调制时间，提升青贮的成功率，提高青贮饲料品

质。 植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ）、乳酸片

球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、 凝 结 芽 孢 杆 菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕ⁃
ｌａｎｓ）、粪链球菌（ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ）等多种微

生物菌种被单独或组合应用于青贮饲料，调制的

青贮饲料品质优良［４，８］ 。
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　 　 苜蓿可溶性碳水化合物含量低，水分含量高，
苜蓿青贮的制作常常依靠青贮添加剂。 王丽学

等［８］利用 ５ 种乳酸菌对紫花苜蓿进行青贮，发现

植物乳杆菌和乳酸片球菌能够显著提高青贮品

质。 也有研究表明，不仅仅只有乳酸菌影响苜蓿

青贮的品质，乳杆菌、地衣芽孢杆菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉ⁃
ｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）及不可培养酸杆菌对苜蓿进行裹包青

贮，能够显著提高苜蓿青贮品质和有氧稳定性［９］ 。
由于苜蓿种植地域和收获季节的差异以及微生物

菌种来源和特性的差异，导致苜蓿青贮过程中微

生物种群变化情况存在很多未知。
　 　 因此，本研究旨在从苜蓿青贮饲料中筛选出

主要的微生物菌种，并将其组合应用于新鲜苜蓿

的青贮中，评定其对青贮发酵品质的影响，确定影

响高水分苜蓿青贮的微生物菌种及组合，指导苜

蓿青贮调制，提高苜蓿青贮的品质。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

１．１．１　 紫花苜蓿

　 　 品种为阿尔冈金（Ａｌｇｏｎｑｕｉｎ），河南科技大学

试验牧场种植第 ３ 年，春季第 １ 茬，初花期刈割后

在试验田晾晒 ２４ ｈ，至水分含量为 ６５％左右时，用
于自然发酵苜蓿青贮制作。 第 ２ 茬用于添加微生

物菌种的苜蓿青贮制作。
１．１．２　 培养基

　 　 ＭＲＳ 培养基：葡萄糖 ４ ｇ，胰蛋白胨 ２ ｇ，酵母

提取物 １ ｇ，牛肉膏 ２ ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ０．０７６ ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０４ ｇ，吐温（Ｔｗｅｅｎ） ⁃８０ ０．２ ｍＬ，
Ｋ２ＨＰＯ４ ０．４ ｇ，柠檬酸胺 ０．４ ｇ（固体培养基加琼脂

粉３．２ ｇ），无菌水 ２００ ｍＬ，ｐＨ ６．２ ～ ６．４。
　 　 ＬＢ 培养基：胰蛋白胨 ２ ｇ，酵母提取物 １ ｇ，氯
化钠 ２ ｇ（固体培养基加琼脂粉 ３． ２ ｇ），无菌水

２００ ｍＬ，ｐＨ ７．０ ～ ７．２。
　 　 ＮＡ 培养基：牛肉膏 ０．６ ｇ，蛋白胨 ２ ｇ，氯化钠

１ ｇ，无菌水 ２００ ｍＬ（固体培养基加琼脂粉 ３．２ ｇ），
ｐＨ ７．２。
１．１．３　 主要试剂

　 　 细菌基因组提取试剂盒购自天根生化科技

（北京）有限公司，生化试剂购自 ＴａＫａＲａ 生物公

司，其他化学试剂化十六烷基三甲铵（ＣＴＡＢ）提取

液、氯化钠、Ｔｒｉｓ－盐酸、乙二胺四乙酸、巯基乙醇、
酚、氯仿、异戊醇、苯酚、次氯酸钠、亚硝酰铁氰化

钠、柠檬酸钠、氯化铵、乙酸钠等均为分析纯，购自

洛阳博冠商贸有限公司。
１．１．４　 引物

　 　 通 用 上 游 引 物： ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ⁃
ＧＣＴＣＡＣ－ ３′，下游引物：５′ －ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣ⁃
ＣＡＧＣＣ－３′［１０］ ，由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成。
１．２　 试验方法

１．２．１　 筛选青贮微生物菌种的苜蓿青贮制作

　 　 将春季第 １ 茬刈割的紫花苜蓿，经晾晒 ２４ ｈ，
至水分 ６５％左右，用剪刀剪成 １ ｃｍ 长的小段，装
入 ５００ ｍＬ 玻璃广口瓶中，压实后，磨口塞密封并

在瓶塞周围滴加纯净水密封，厌氧发酵，青贮至

３０ ｄ，选取 ３ 瓶，开瓶取样用于筛选青贮微生物菌

种，每瓶为 １ 个重复。
１．２．２　 微生物菌种的筛选鉴定

　 　 微生物的筛选参考李旭娇等［１１］ 方法，并做如

下调整：在超净台中将 １０ ｇ 青贮样品剪碎后放入

９０ ｍＬ 无菌水混合于 １５０ ｍＬ 三角瓶中，封口膜封

口，置于摇床上振荡 ３０ ｍｉｎ，配制 １０－２、１０－３、１０－４ ３
个稀释梯度，取 ５０ μＬ 稀释液滴在 ＭＲＳ、ＬＢ 和

ＮＡ 培养基上，用涂布棒将菌液在培养基上涂抹均

匀，然后将培养基倒转静置 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ，将 ＭＲＳ 培

养基在 ３７ ℃厌氧、ＮＡ 和 ＬＢ 培养基在 ３７ ℃有氧

条件下培养 ２４ ～ ４８ ｈ，分离微生物。
　 　 参照细菌基因组提取试剂盒说明书，提取所

筛选菌种基因组 ＤＮＡ，扩增菌种的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 保

守序列。 对扩增产物进行测序，并通过 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ
Ｎ 进行保守序列的分析比对。 ＰＣＲ 扩增体系为

２５ μＬ体系，包括 ２．５ μＬ １０×Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ，２ μＬ
ｄＮＴＰ，上、下游引物各 １ μＬ，０． ５ μＬ Ｅｘ Ｔａｑ 酶，
１ μＬ模板（基因组 ＤＮＡ），１７ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 ＰＣＲ 反

应条件及程序为：预变性 ９４ ℃ ２ ｍｉｎ→３５ 个循环

（变性 ９４ ℃ ３０ ｓ→复性 ５７ ℃ ３０ ｓ→延伸 ７２ ℃
１ ｍｉｎ ３０ ｓ）→终延伸 ７２ ℃ １０ ｍｉｎ→４ ℃保存。
１．２．３　 微生物发酵苜蓿青贮试验设计

　 　 将 第 ２ 茬 刈 割 的 紫 花 苜 蓿， 水 分 含 量 为

７３．０％，用于微生物发酵苜蓿青贮的调制，微生物

菌种添加总量为 １．０×１０７ ＣＦＵ ／ ｇ。 根据 ２．２ 所筛

选菌种结果，设计以植物乳杆菌为主，并结合其他

微生物菌种作为青贮菌种的 ９ 组苜蓿青贮样品。
分别为：以植物乳杆菌与乳酸片球菌为发酵菌种，
活菌数比例分别为 １∶１、１∶２ 和２ ∶１，编号为 １、２、３
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组；以植物乳杆菌、枯草芽孢杆菌和乳酸片球菌为

发酵菌种，活菌数比例分别为 ２ ∶１ ∶１、 １ ∶ １ ∶ １ 和

４ ∶１ ∶１，编号为 ４、５、６ 组；以植物乳杆菌、解淀粉芽

孢杆菌和乳酸片球菌为发酵菌种，活菌数比例分

别为 ２∶１∶１、１∶１∶１ 和 ４∶１∶１，编号为 ７、８、９ 组，对照

组为不加微生物菌种的自然发酵苜蓿青贮。 每组

设 ３ 个重复，发酵 ６０ ｄ 后，通过感官评定和化学指

标评定，确定苜蓿青贮的品质。
１．２．４　 苜蓿青贮品质感官评定［１２］

　 　 由具有青贮饲料质量评估经验的 ３ 人做现场

感官评分，评定标准参考《德国 ＤＬＧ 青贮饲料感

观评分标准》分为优（２０ ～ １６ 分）、良（１５ ～ １０ 分）、
中（９ ～ ５ 分）和下（４ ～ ０ 分）４ 个等级。 评分内容为

嗅觉、结构和色泽：嗅觉分 ５ 个等级（０ ～ １４ 分）；结
构分 ４ 个等级（ ０ ～ ４ 分）；色泽分 ３ 个等级 （ ０ ～
２ 分）。
１．２．５　 苜蓿青贮化学指标测定

　 　 ｐＨ：取出样品 ２０ ｇ，加入 １４０ ｍＬ 去离子水，充
分搅拌后，用 ８０ 目的尼龙布包裹用力压取其中的

液体，定量滤纸过滤后采用 ＰＨＳ－２５Ｃ 数显酸度计

（上海宇隆仪器有限公司）按照刘瑞香等［１３］ 的方

法进行测定。
　 　 总酸含量：称取 １０ ｇ 样品，用研钵磨碎，转移

到 １００ ｍＬ 容量瓶中，定容，摇匀。 用定量滤纸过

滤，吸取 ２０ ｍＬ 滤液放在三角瓶中，加 ２ 滴酚酞指

示剂，氢氧化钠滴定至粉红色，而且要在 ３０ ｓ 内不

退色为宜。
　 　 总氮（ＴＮ）含量：采用凯氏定氮法，按照 ＧＢ ／ Ｔ
６４３２—２０１８ 标准执行。
　 　 氨态氮（ＮＨ３⁃Ｎ）含量［１］ ：将苜蓿青贮取出混

匀，取 ２０ ｇ 样品放入三角瓶加入 １４０ ｍＬ 去离子

水，充分摇匀，放在 ４ ℃ 环境中不定时摇晃三角

瓶，提取 ２４ ｈ。 进行蒸馏、滴定和计算。
１．３　 数据分析与处理

　 　 试验数据用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行整理，采用 ＳＰＳＳ
２０．０ 进 行 方 差 分 析， 结 果 用 平 均 值 ± 标 准 差

（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，ＬＳＤ 多重比较，Ｐ＜０．０５ 为差异

显著。

２　 结果与分析
２．１　 自然发酵苜蓿青贮质量评定

　 　 对所调制的自然苜蓿青贮样品进行感官品质

评定，气味评分为 １０．７８±０．８３，结构评分为 ３．２２±

０．６７，色泽评分为 １．５６±０．５３，综合评分为 １５．５６±
０．５３，青贮品质评定结果等级为良好，可用于微生

物的筛选材料。
２．２　 自然发酵苜蓿青贮中主要微生物的筛选与

鉴定

　 　 利用 ＭＲＳ 培养基厌氧培养，从苜蓿青贮中筛

选出 １６ 株菌株，利用 ＮＡ 培养基和 ＬＢ 培养基好

氧培养，分别从苜蓿青贮中筛选出 ８ 株和 ７ 株菌

株。 提取筛选到的微生物的基因组 ＤＮＡ，以每个

菌种基因组 ＤＮＡ 为模板，以细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列

通用引物对其保守序列进行扩增，扩增结果如图 １
所示。 试验成功扩增出了 １８ 株细菌的保守序列，
大小约 １ ５００ ｂｐ，其中 １ ～ １２ 为 ＭＲＳ 培养基所筛

选菌种，命名为 ＭＲＳ１ ～ ＭＲＳ１２；１３ ～ １５ 为 ＮＡ 培

养基所筛选菌种，命名为 ＮＡ１、ＮＡ２、ＮＡ３；１６ ～ １８
为 ＬＢ 培养基所筛选菌种，命名为 ＬＢ１、ＬＢ２、ＬＢ３。
　 　 对扩增片段进行序列测定，将序列测定结果

经 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ Ｎ 进行序列比对发现菌株 ＭＲＳ１ ～
ＭＲＳ９ 与植物乳杆菌菌株（ＭＧ５５１２３３． １）的相似

度达到了 ９９．８％；菌株 ＭＲＳ１０ 与乳酸片球菌菌株

（ＫＹ５５０６６１． １ ） 的 相 似 度 达 到 ９８． ４２％； 菌 株

ＭＲＳ１１、ＭＲＳ１２ 与粪肠球菌菌株（ＣＰ０２８７２７．１）的
相似度达到了 ９８．８０％；菌株 ＬＢ１、ＬＢ２、ＮＡ３ 与解

淀粉芽孢杆菌菌株（ＣＰ０２９０７１．１）的相似度均大于

９９．６３％；菌株 ＮＡ２、ＮＡ３ 与地衣芽孢杆菌菌株

（ＣＰ０３５４０４．１）的相似度达到了 ９９．９２％；菌株 ＬＢ３
与枯草芽孢杆菌菌株（ＫＣ４２２３２８．１）相似度达到

９９．５８％。 结合形态学观察与分析，初步确定从苜

蓿青贮样品中筛选到植物乳杆菌 ９ 株、乳酸片球

菌 １ 株、粪肠球菌 ２ 株、各种芽孢杆菌 ６ 株。 这说

明苜蓿青贮样品中的微生物菌种以乳酸菌类和芽

孢杆菌类为主。
２．３　 添加不同微生物对苜蓿青贮感官评定的影响

　 　 各组苜蓿青贮 ６０ ｄ 结束，对其感官评定结果

如表 １ 所示。 各组苜蓿青贮从气味、颜色和结构

综合评分在 １２．０ ～ １８．０，根据青贮饲料感官评分标

准可知，各组的苜蓿青贮质量感官评分均为良好

以上。 以植物乳杆菌和乳酸片球菌做发酵菌种的

１、２、３ 组之间总分差异不显著（Ｐ＞０．０５），但均显

著高于对照组（Ｐ＜０．０５），评定等级均为优，属于优

质青贮饲料。 以植物乳杆菌、枯草芽孢杆菌和乳

酸片球菌为发酵菌种的 ４、５、６ 组之间总分差异显

著（Ｐ＜０．０５），评定等级与对照组一样，均为良。 以
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植物乳杆菌、解淀粉芽孢杆菌和乳酸片球菌为发

酵菌种的 ７、８、９ 组之间总分差异显著（Ｐ＜０．０５），
且各组总分显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），评定等级

为优，属于优质青贮饲料。

　 　 １ ～ １２ 为 ＭＲＳ 培养基所筛选菌种，命名为 ＭＲＳ１ ～
ＭＲＳ１２；１３～ １５ 为 ＮＡ 培养基所筛选菌种，命名为 ＮＡ１、
ＮＡ２、ＮＡ３；１６～ １８ 为 ＬＢ 培养基所筛选菌种，命名为 ＬＢ１、
ＬＢ２、ＬＢ３。
　 　 １ ｔｏ １２ ｗｅｒｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ＭＲＳ ｍｅｄｉｕｍ， ｎａｍｅｄ
ＭＲＳ１ ｔｏ ＭＲＳ１２； １３ ｔｏ １５ ｗｅｒｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ＮＡ
ｍｅｄｉｕｍ， ｎａｍｅｄ ＮＡ１， ＮＡ２ ａｎｄ ＮＡ３； １６ ｔｏ １８ ｗｅｒｅ ｓｔｒａｉｎｓ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ＬＢ ｍｅｄｉｕｍ， ｎａｍｅｄ ＬＢ１， ＬＢ２ ａｎｄ ＬＢ３．

图 １　 苜蓿青贮所筛选菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ．１　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ａｌｆａｌｆａ ｓｉｌａｇｅ

　 　 这说明菌种组合是影响青贮感官评定级别的

主要因素，而相同菌种的不同比例对感官评定结

果影响较小。 感官评定青贮饲料品质最佳的发酵

菌种为植物乳杆菌、解淀粉芽孢杆菌和乳酸片球

菌，植物乳杆菌所占比例高则青贮饲料品质好。
２．４ 　 添加不同微生物对苜蓿青贮 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ、
总酸含量和 ｐＨ 的影响

　 　 测定不同微生物菌种调制的各组苜蓿青贮样

品中的 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ、总酸含量和 ｐＨ，结果如表 ２ 所

示。 添加微生物菌种调制的苜蓿青贮 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ
均低于对照组，其中解淀粉芽孢杆菌所占比例较

大的 ８ 组与对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５），其他各

组 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ 均显著低于对照组（Ｐ＜０． ０５）。 以

植物乳杆菌和乳酸片球菌比例为 １∶２ 的 ２ 组 ＮＨ３⁃
Ｎ ／ ＴＮ 最低，显著低于其他各组（Ｐ＜０．０５）。
　 　 各组苜蓿青贮的总酸含量差异较大，其中植

物乳杆菌所占比例低的 ２、５、８ 组的总酸含量显著

低于其他各组（Ｐ＜０．０５），也低于对照组，说明植物

乳杆菌的比例与总酸含量密切相关。 其余各组的

总酸含量显著高于对照组和 ２、５、８ 组（Ｐ＜０．０５），
且因为植物乳杆菌在各组所占比例的不同，剩余

各组之间也出现较大的差异。
　 　 各组苜蓿青贮的 ｐＨ 在 ４．２８ ～ ５．２０，其中对照

组和植物乳杆菌、枯草芽孢杆菌与乳酸片球菌组

合比例为 １∶１∶１ 的 ５ 组 ｐＨ 高于 ５．０，显著高于其他

组（Ｐ＜０．０５）。 其余各组的 ｐＨ 均未达到 ５．０，其中

植物乳杆菌与乳酸片球菌组合的 １、３ 组及植物乳

杆菌与枯草芽孢杆菌和乳酸片球菌比例为 ２ ∶１ ∶１
的 ４ 组 ｐＨ 低于其他组，差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表 １　 不同菌种对苜蓿青贮质量感官评分的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｅｎｓｏｒｙ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｓｉｌａｇｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 气味 Ｏｄｏｒ 色泽 Ｃｏｌｏｒ 结构 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 总分 Ｔｏｔａｌ ｓｃｏｒｅ 评定等级 Ｒａｔｉｎｇ
对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １０．７７±０．３１ｄ １．４３±０．４０ａｂｃ ２．６７±０．１５ｅ １４．８７±０．３１ｄｅ 良
１ １１．８７±０．３２ｂｃ １．９７±０．０６ａ ３．４０±０．１０ｂｃｄ １７．２３±０．３８ａｂｃ 优
２ １１．４７±０．４７ｃ １．７３±０．０６ａｂ ３．４７±０．０６ｂｃｄ １６．６７±０．５０ｂｃ 优
３ １２．０３±０．５５ｂｃ １．９３±０．１２ａ ３．５７±０．１２ａｂｃ １７．５３±０．４９ａｂ 优
４ ８．８７±０．２１ｅ １．９７±０．０６ａ ３．２７±０．２５ｃｄ １４．１０±０．１０ｅ 良
５ ８．６７±０．４５ｅ １．３３±０．１５ｂｃ ２．３７±０．１２ｅ １２．３７±０．２９ｇ 良
６ ８．３７±０．５０ｅ １．０３±０．１５ｃ ３．１７±０．２９ｄ １２．５７±０．４０ ｆ 良
７ １２．３７±０．１２ａｂ １．７７±０．２５ａｂ ３．６７±０．２１ａｂ １７．８０±０．１０ａｂ 优
８ １１．４３±０．２５ｃ １．３３±０．５８ｂｃ ３．５３±０．１２ａｂｃ １６．３０±０．６２ｃｄ 优
９ １２．７３±０．１５ａ １．３３±０．５８ｂｃ ３．８３±０．２９ａ １７．９０±０．３０ａ 优

　 　 同列数据肩标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下表同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．
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　 　 表 ２ 数 据 说 明， 植 物 乳 杆 菌 对 青 贮 饲 料

ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ结果影响较大，植物乳杆菌比例低时，
ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ 普遍偏高；乳酸菌（包括植物乳杆菌和

乳酸片球菌）的总数是影响总酸含量和 ｐＨ 的关键

因素。 乳酸菌总数高的各组总酸含量高，ｐＨ 低。

表 ２　 不同菌种组合对苜蓿青贮 ＮＨ３ ⁃Ｎ ／ ＴＮ、总酸含量和 ｐＨ 的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ＮＨ３ ⁃Ｎ ／ ＴＮ， ｔｏｔａｌ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｐＨ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｓｉｌａｇｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 氨态氮 ／总氮 ＮＨ３ ⁃Ｎ ／ ＴＮ ／ ％ 总酸 Ｔｏｔａｌ ａｃｉｄｓ ／ ％ ｐＨ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．６９±０．２１ａ １．７２±０．０１ｅ ５．０５±０．０６ａ

１ ５．２９±０．０９ｃ ２．５５±０．０４ｂｃ ４．３４±０．０８ｃ

２ ３．６４±０．１５ｅ １．２２±０．０３ｇ ４．７９±０．０６ｃ

３ ６．０１±０．４７ｂ ２．６４±０．０３ｂ ４．６２±０．０８ｂ

４ ６．０１±０．１０ｂ ２．７９±０．０５ａ ４．３９±０．０５ｃ

５ ４．５７±０．０２ｄ １．２３±０．０３ｇ ５．１２±０．０８ａ

６ ５．９２±０．１１ｂ ２．３８±０．１７ｄ ４．６３±０．０４ｂ

７ ４．６６±０．２３ｄ ２．３０±０．１３ｄ ４．６１±０．０５ｂ

８ ７．５４±０．３６ａ １．５７±０．０６ ｆ ４．７３±０．０６ｂ

９ ４．３６±０．２８ｄ ２．４２±０．０７ｃｄ ４．６０±０．１８ｂ

３　 讨　 论
３．１　 微生物菌种对苜蓿青贮感官评定的影响

　 　 青贮是通过密封压实创造封闭的厌氧环境，
通过乳酸菌发酵产生乳酸等有机酸，使 ｐＨ 快速降

低，抑制其他微生物的生长、代谢和繁殖，从而减

少青贮原料营养物质的损失，保持牧草鲜绿并具

有发酵特有的芳香气味［１４］ 。 添加适宜的微生物菌

种可加快青贮发酵速度，直接增加乳酸菌数量或

创造适宜乳酸菌快速繁殖的环境。 因此，在青贮

饲料调制过程中，为加快青贮发酵速度，保证青贮

成功率和品质，青贮添加剂被广泛使用［９］ 。 其中，
微生物菌种添加剂又是必不可少的添加物，通过

直接补充活菌加速青贮过程的完成。 但是青贮微

生物的菌种来源却十分广泛，有的是商业菌种，有
的是从青贮饲料中筛选并应用于青贮饲料中菌

种［４，１５］ 。 本试验所用的微生物菌种全部来自于自

然发酵的苜蓿青贮，应用于苜蓿青贮的调制能更

快地适应环境，保证菌种的活力和发酵效果。
　 　 青贮饲料的气味、色泽、质地、结构等外形特

征在一定程度上反映了青贮品质，也会影响饲料

的适口性［１，１６］ 。 甚至有专门的仪器辅助研究以气

味来评定青贮饲料的品质［１７］ 。 青贮饲料的菌种以

乳酸菌为主，也有复合了其他菌种共同发酵的成

功案例［９］ 。 本试验所用的菌种全部筛选自天然发

酵的苜蓿青贮中，保证其再次被应用时对青贮环

境的快速适应。 其中，以乳酸菌为主要发酵菌种

所调制的苜蓿青贮茎叶结构保存完好，颜色接近

黄绿色，呈芳香性气味，未出现霉变现象，达到优

质青贮饲料等级。 这表明以乳酸菌做主要发酵菌

种的苜蓿青贮可以改善苜蓿青贮的感官品质［６］ 。
但枯草芽孢杆菌参与的苜蓿青贮在气味评分上得

分较低，可能与枯草芽孢杆菌的代谢有关，其合成

自身氨基酸时分解蛋白质产生部分具有不良气味

的氨和胺类物质［１８］ 。 但也有用枯草芽孢杆菌成功

调制优质青贮饲料的报道［１９］ ，可能与枯草芽孢杆

菌的不同菌株有关，不同的菌株各自具有各自的

代谢特点。 解淀粉芽孢杆菌的使用能够获得较好

的感官评分，原因可能在于解淀粉芽孢杆菌丰富

的酶系，在发酵前期能够给乳酸菌提供酶解的单

糖、氨基酸等［２０］ ，有利于乳酸菌快速形成优势

菌种。
３．２　 微生物菌种对苜蓿青贮化学成分的影响

　 　 青贮饲料中 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ 是衡量青贮饲料发酵

品质的重要指标之一。 ＮＨ３⁃Ｎ 是牧草收割后由于

植物体内的酶利用蛋白质进行代谢活动的产物，
其反映的是蛋白质在青贮过程中的分解程度［２１］ 。
本试验中 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ 最低的是植物乳杆菌和乳酸

片球菌的组合，这与前人研究［５，８，２２］ 中乳酸菌作为

青贮发酵前期主要菌种，乳杆菌作为发酵后期主

要菌种的结果相符。 解淀粉芽孢杆菌未见有作为

青贮饲料微生物菌种的报道，本试验中植物乳杆
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菌、解淀粉芽孢杆菌和乳酸片球菌的比例为４ ∶１ ∶１
时 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ 显著低于对照组，而各菌种比例为

１ ∶１ ∶１的 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ 较高，其原因可能是解淀粉芽

孢杆菌具有非常丰富的淀粉酶、蛋白酶和纤维素

酶，且这些酶的活性较高能够快速分解底物［２０］ 。
当植物乳杆菌比例较大时，由于乳酸的产生和优

势菌种的原因，使得解淀粉芽孢杆菌的生长代谢

及产酶被抑制［２３］ ；当解淀粉芽孢杆菌比例较大时，
青贮前期氧气充足，作为优势菌种能快速生长繁

殖和代谢产酶，导致苜蓿青贮中的蛋白质被分解，
部分转化为 ＮＨ３⁃Ｎ［５，９］ 。
　 　 青贮过程中对发酵品质影响最大的有机酸是

乳酸、乙酸和丁酸，且丁酸含量越少越好，因其具

有腐臭味，会直接影响青贮品质。 有机酸的累积

使青贮饲料的 ｐＨ 下降，进而抑制其他微生物的活

性［７］ 。 大量报道指出，添加乳酸菌或其复合菌种

能够提高青贮饲料中有机酸尤其是乳酸和乙酸含

量，能够提高青贮饲料的适口性和有氧稳定性。
本试验结果验证了这一观点，即乳酸菌（植物乳杆

菌和乳酸片球菌）所占比例大的各组感官气味评

分较高，相对应的总酸含量也较高，ｐＨ 较低。 但

本试验各组的 ｐＨ 均在 ４．３ 以上，郭晓军等［２４］ 在产

酸芽孢杆菌的分离筛选及对玉米秸秆的微贮效果

的研究中发现，对照组和试验组的 ｐＨ 均在 ４．０ 以

下，与本研究结果出入较大，主要因为原料不同。
苜蓿原料天然水分含量高，糖分含量少，缓冲能值

高，鲜贮更应选择产酸能力强、适应性好的菌种。

４　 结　 论
　 　 ① 自然发酵的苜蓿青贮中优势菌群以各类乳

酸菌为主。
　 　 ② 以所筛选乳酸菌（植物乳杆菌和乳酸片球

菌）为主要发酵菌种，苜蓿青贮可以获得较高的感

官评分，以枯草芽孢杆菌为发酵菌种，苜蓿青贮的

感官评分尤其是气味评分较低。
　 　 ③ 植物乳杆菌和乳酸片球菌作为主要发酵菌

种，苜蓿青贮可以获得较低的 ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ、较高的

有机酸含量和较低的 ｐＨ，有利于青贮品质的

提高。
　 　 ④ 解淀粉芽孢杆菌作为发酵菌种会改善苜蓿

青贮风味，但比例太高会增加 ＮＨ３⁃Ｎ 含量，影响苜

蓿青贮的气味。
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Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ． Ａｆｔｅｒ ６０ ｄａｙｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ａｌｆａｌｆａ ｓｉｌａｇｅ ｗａｓ ｓｅｎｓｏｒｙ ｅｖａｌｕａｔｅｄ， ａｎｄ
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ａｄｄｅｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＮ， ｔｏｔａｌ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｐＨ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ２， ５， ８ ｗｈｉｃｈ ｗｉｔｈ
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