
 

引文格式：廖隽锐, 刘韶娜, 霍金龙, 等. 青贮巨菌草乳酸菌的分离鉴定及其对蚕豆秸秆青贮发酵的效果[J]. 云南农业大学

学报 (自然科学), 2023, 38(6): 966−972. DOI: 10.12101/j.issn.1004-390X(n).202212023
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摘要: 【目的】从青贮巨菌草中筛选分离抑菌性能良好的乳酸菌，并研究其对蚕豆秸秆青贮发酵的效果。【方法】从

青贮巨菌草中分离纯化乳酸菌；用指示菌 (大肠杆菌 K88、鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球菌)筛选获得拮抗

菌；综合菌落形态、革兰氏染色和 16S rDNA分析对其进行鉴定；通过生长曲线、产酸和抑菌能力、抗生素耐

药性等确定青贮乳酸菌的特性；用筛选到的具有较强抑菌能力的乳酸菌发酵蚕豆秸秆，检测蚕豆秸秆的常规

营养成分，并进行感官评价和霉菌毒素含量测定，确定所筛选乳酸菌对青贮发酵的效果。【结果】从巨菌草

青贮产物中筛选到 1株可抑制大肠杆菌 K88、鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的乳酸菌 R-01，并将其鉴定

为植物乳杆菌 (Lactobacillus plantarum)。该菌生长优良，产酸性能好，有较强的抑菌能力；对多种抗生素有较

强的耐药性；将该菌作为添加剂，能有效提高青贮蚕豆秸秆的营养价值并降低霉菌毒素含量。【结论】筛

选鉴定的 R-01乳酸杆菌具有优良的生长、产酸、抑菌及耐药特性，可使青贮饲料快速酸化，能有效保持饲料

营养成分，降低霉菌毒素含量并提升青贮整体效果，可作为青贮发酵菌株使用。
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Isolation, Identification of a Lactic Acid Bacteria Strain and Its
Effect on Fermentation of Broad Bean Straw Silage
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Abstract: ［Purpose］To screen and isolate lactic acid bacteria (LAB) with promising bacteriostatic
performance from Pennisetum giganteum in silage, and to study their effects on fermentation of board
bean straw. ［Methods］LAB were isolated and purified from the silage products of P. giganteum.
Escherichia  coli  K88,  Salmonella  typhimurium  and  Staphylococcus  aureus  were  used  as  indicator
bacteria to obtain antagonistic bacteria. The LAB were identified based on colony morphology, Gram
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staining and 16S rDNA. The characteristics of LAB were identified by growth curve, acid producing
ability, and antibiotic resistance. The LAB with strong antibacterial ability were used to ferment broad
bean straw,  and the conventional  nutritional  components,  sensory evaluation and mycotoxin content
were  analyzed  to  determine  the  effect  of  the  screened  LAB  on  silage  fermentation. ［Results］A
strain R-01 with strong inhibitory effect on E. coli K88, S. typhimurium and S. aureus was screened
from silage  product  of P.  giganteum.  It  was  identified  as Lactobacillus  plantarum,  which  had  good
growth, good acid-producing property, strong bacteriostatic ability and strong resistance to many anti-
biotics. As an additive, R-01 had some unexceptionable characteristics on improving nutritional value
of  broad  bean  straw  and  reducing  the  content  of  mycotoxins  in  silage. ［Conclusion］The  R-01
screened  and  identified  has  excellent  characteristics  on  growth,  acid  production,  bactriostasisk  and
drug resistance, which can acidify the silage rapidly, effectively maintain the nutrient composition in
silage, reduce the mycotoxin content and improve the overall effect of silage, suggesting a promising
strain for fermentation in silage.

Keywords: Pennisetum giganteum; silage; lactic acid bacteria; broad bean straw; fermentation
 

青贮涉及复杂的微生物相互作用，其中乳酸

菌在青贮过程中发挥重要作用[1]，它能酸化牧草

并限制和破坏微生物 (如霉菌和细菌)的生长，可

最大限度保存饲料营养成分[2]。在众多微生物添

加剂中，乳酸菌添加剂由于其高效生产代谢物的

能力及廉价、环保的特点，被认为是动物饲料生

产的天然添加剂，广泛应用于牧草发酵[3]。添加

乳酸菌的青贮饲料不仅乳酸含量高于传统发酵的

青贮饲料，还可有效提高饲料的干物质回收率[4]。

此外，青贮乳酸杆菌能产生 3-羟基癸酸，抑制毕

赤酵母、烟曲霉和娄地青霉的生长[5]，可抑制青

贮饲料和反刍动物瘤胃中的有害微生物，从而提

高动物的健康性能[6]。但由于青贮发酵过程中产

生的微生物群体较为复杂，同一种微生物添加剂

在不同地区、原料和气候的影响下对实际生产的

效果不同，因此根据具体情况从生产当地分离和

筛选优质乳酸菌用于实践对提高青贮品质具有重

大现实意义[7]。

青贮饲料具有原料来源广的特点，因地制宜

地选择青贮饲料原料是降低饲料成本的有效方

式 [8]。秸秆是成熟农作物茎叶 (穗)部分的总称，

中国每年秸秆总产量超过 7亿 t，大部分被就地

焚烧 [9]。蚕豆秸秆具有较高的营养和饲喂价值，

但目前有关蚕豆秸秆青贮料及其乳酸菌添加剂处

理的研究较少[10]。因此，本研究从巨菌草青贮中

分离鉴定具有较强抗菌性能的乳酸菌，并研究其

菌株特性，使用优势乳酸菌进行发酵试验，以期

为蚕豆秸秆的发酵利用提供理论指导。

 1   材料与方法

 1.1    材料

巨菌草青贮产物来自云南省畜牧兽医科学

院。MRS培养基购自青岛海博生物公司，革兰氏染

色试剂盒购自北京兰杰柯公司；药敏片购自杭州

滨和公司；ELISA试剂盒购自上海酶联生物公司。

 1.2    方法

 1.2.1   乳酸菌的分离纯化与保存

取青贮样品 5 g与 MRS培养液 100  mL混

匀，菌液接种至 MRS培养基，挑选单菌落接种

培养，反复挑斑、划板，直至在平板上形成单一

纯菌株，编号后贮存于 4 ℃ 冰箱备用。
 1.2.2   乳酸菌的鉴定

菌液接种至 MRS培养基培养后，再接种到

相应液体培养液中培养，之后进行革兰氏染色。

待测菌接种到 MRS培养液 30 ℃ 培养 24 h，提取

总 DNA，采用细菌 16S rDNA通用引物 27F (5′-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1  492R  (5′-
TAGGGTTACC-TTGTTACGACTT-3′)进行 PCR，
产物送至昆明擎科有限公司测序。
 1.2.3   生长曲线和产酸特性的测定

按照 1∶1 000 (体积比)将 R-01接种到 MRS
培养液中，30 ℃ 培养 24 h，每隔 2 h测定 600 nm
处的吸光度值 (OD600)和 pH值，绘制生长曲线及

产酸曲线。
 1.2.4   乳酸菌抑菌能力的测定

以金黄葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)、大

肠杆菌 (Escherichia coil)和鼠伤寒沙门氏杆菌 (Sal-
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monella  typhimurium)为指示菌配制 105 CFU/mL
的 4 mm直径孔平板，加入菌液 5 μL，30 ℃ 培

养 24 h，用游标卡尺测量抑菌圈直径。
 1.2.5   抗生素敏感性的测定

将待测菌加入 40 ℃ 的 MRS培养基中，接种

量 1%，摇匀后倒平板。将卡那霉素、庆大霉素

和青霉素药敏片贴至培养基表面，30 ℃ 培养 24 h，
使用电子游标卡尺测量抑菌圈直径，通过

CLSI指南确定其抗生素敏感性[11]。
 1.2.6   发酵试验

将蚕豆秸秆和磨碎米糠按照 3∶1 (质量比)
混合，向其中加入 R-01菌液 (1 mL/kg)作为试验

组，对照组加入同体积无菌水。混匀后各组分装

3份作为平行试验组，抽真空发酵 35 d。发酵完

成后每个平行组分别取 1个样品，测定 pH值，

根据《青贮饲料质量评定标准》 [12]进行感官评

价，并测定含水率以及中性洗涤纤维、酸性洗涤

纤维、干物质、粗灰分、粗蛋白、粗纤维和粗脂

肪含量。
 1.2.7   饲料霉菌毒素含量的测定

使用 ELISA试剂盒构建标准曲线，并测定青

贮饲料中呕吐毒素、T2毒素和黄曲霉毒素的

含量。
 1.2.8   数据统计与分析

结果用“平均值±标准误”表示。用 GraphPad
Prism 8.0软件进行统计分析，两两比较用 t-检
验，多组间比较用 one-way ANOVA检验。

 2   结果与分析

 2.1    菌种筛选结果

从巨菌草青贮中分离出 7株可以抑制大肠杆

菌、鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的菌株，

利用凝胶打孔法对 7株菌进行对比，筛选出 1株

抑菌圈直径最大、透明度高的菌株，命名为 R-01
(图 1)。
 2.2    菌落形态学特征

R-01在 MRS培养基上生长时呈典型的乳酸

菌特征：乳白色、圆形、凸起，革兰氏阳性；单

菌落镜检呈杆状、单生或多个串生 (图 2 )。
 2.3    菌种鉴定结果

经测序和比对，R-01与植物乳杆菌 (Lacto-
bacillus plantarum) KJ026699.1、KX078316.1、ON-
254155.1、AB904768.1、MT613642.1、MT61170-

2.1、MT604643.1和 MT538617.1的同源性高达

100% (图 3和图 4)。综合形态学特征及染色结

果，将 R-01鉴定为植物乳杆菌，命名为 L.
plantarum R-01，并获得其 GenBank登录号为 OP-
459306。
 2.4    生长和产酸曲线

由图 5可知：R-01生长停滞期很短，0~2 h
生长速度较缓慢，2 h后进入对数期，14 h后进

入稳定期，随后略有降低，但基本保持一致；随

着时间推移，R-01的 pH值呈下降趋势，18 h达

到最低值 (3.6)，随后略有浮动，但基本保持一致。

 2.5    乳酸菌对抗生素的敏感性

R-01对青霉素产生的抑菌圈直径为 (4.40±
0.16) mm，对卡那霉素和庆大霉素产生的抑菌圈

直径均为 (0±0) mm。根据 CLSI耐药性指南[11]的

判断标准 (抑菌圈≤14 mm即为具有耐药性)，R-
01对上述 3种抗生素均具有耐药性。
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图 1    乳酸菌对 3 种病原菌的拮抗能力分析

Fig. 1    Analysis of antagonistic ability of lactic acid bacteria
against three pathogens

 

a) b)

 

图 2    菌落形态特征 (a) 和革兰氏染色结果 (b)
Fig. 2    Morphological characteristic (a) and

Gram staining result (b)
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 2.6    乳酸菌对蚕豆秸秆的发酵能力

由表 1可知：与对照组相比，试验组的 pH
值极显著降低 (P<0.01)，粗蛋白含量显著降低

(P<0.05)，粗纤维含量显著增加 (P<0.05)，粗脂

肪含量极显著增加 (P<0.01)。青贮感官评价结果

显示：添加 R-01发酵后，蚕豆秸秆呈黄绿色，

芳香酸味；对照组蚕豆秸秆呈黄褐色，有轻微刺

鼻酸味；两者的茎叶结构均保持良好；试验组的

等级优于对照组。

 2.7    饲料霉菌毒素的含量

通过 ELISA试剂盒构建的呕吐毒素、黄曲霉

毒素和 T2毒素的标准曲线 R2 分别为 0.999、0.987
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图 3    植物乳杆菌 R-01 的 16S rRNA 序列系统进化树

Fig. 3    Phylogenetic tree of 16S rRNA sequence of Lactobacillus plantarum R-01
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图 4    植物乳杆菌 R-01 的同源性比较

Fig. 4    Homology comparison of L. plantarum R-01
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图 5    植物乳杆菌 R-01 的生长和产酸曲线

Fig. 5    Curve of growth and acid producing of
L. plantarum R-01
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和 1.000。使用上述标准曲线计算得出饲料中 3种

霉菌毒素的含量 (表 2)均显著或极显著低于对照

组 (P<0.05或 P<0.01)。

 3   讨论

 3.1    生长和产酸特性

生长速度和产酸能力是评价乳酸菌在相同条

件下利用资源能力的主要参数，是筛选优良乳酸

菌的重要指标[13]。MCDONALD等[14]认为乳酸菌

添加剂应具有生长速度快、产酸量大、能降低

pH值和竞争能力强等优势，可抑制有害微生物

生长并提升饲料营养。袁洁等[15]研究表明：生长

2~12 h乳酸菌处于对数期，最大 OD600 值小于

1.6；YANG等[16]研究显示：生长 3 h乳酸菌进入

对数期，最大 OD600 值小于 1.1，pH值大于 4.5；
徐媛[17]的研究中，乳酸菌生长 2~8 h处于对数期，

pH值 大 于 4。 DAUGHTRY等 [18]和 AGUIRRE-
EZKAURIATZA等[19]研究发现：乳酸菌生长达到

峰值后，先降低再进入稳定期。以上研究与本研

究结果相似，但本研究的 R-01具有更短的生长

迟滞期、更大的菌液浓度、更强的产酸能力和更

快的产生速度，因此，R-01在作为乳酸菌接种剂

方面具有更大潜力。R-01生长 14 h到达峰值

后，先有一定程度降低再进入稳定期，这可能是

因为乳酸菌生长过程中不断地发酵产出乳酸，随

着乳酸浓度增大，pH值降低，乳酸菌的生长受

到抑制；当乳酸菌凋亡速度大于乳酸菌生长速度

时，乳酸菌的活菌数量开始降低。

 3.2    抑菌和耐药特性

已有研究发现：乳酸菌的拮抗活性与青贮发

酵品质相关[20]，食物链是抗生素耐药菌在动物和

人类之间传播的关键途径之一[21]，拮抗活性和抗

生素耐药性也是筛选乳酸菌的重要标准之一。研

究证明：乳酸菌可抑制金黄色葡萄球菌[22]、大肠

杆菌 [23]和鼠伤寒沙门氏菌 [24]，与本研究结果一

致。本研究中，R-01对 3种抗生素产生的抑菌圈

大于已有研究[22-24]，说明 R-01具有更强的拮抗能

力。在耐药性方面，冯伟等[25]的研究表明大部分

乳杆菌对庆大霉素和青霉素敏感；万倩等[26]的研

究结果显示乳杆菌对庆大霉素和青霉素敏感，小

部分对卡那霉素有耐药性；陈大卫等[27]的耐药性

试验中，所有菌株对卡那霉素耐药，仅少数菌株

对庆大霉素中等敏感。本研究中，R-01在青霉

素、卡那霉素和庆大霉素下产生的抑菌圈均小于

5 mm，表明 R-01具有很好的广谱抗生素耐药性。

 3.3    发酵特性

青贮接种剂是近年来反刍动物饲料保存研究

的热点之一，目前普遍认为优质的青贮饲料

pH值小于 4.2[28]。本研究中，添加 R-01的蚕豆秸

秆青贮 pH值降至 4.2以下，发酵结果与添加乳

酸菌发酵花生[29]、甘薯藤[30]、玉米[31]、大豆[32]和

紫花苜蓿 [33]青贮饲料相似，且 R-01的产酸能力

更强；此外，与上述研究相比，蚕豆秸秆青贮饲

料的多种营养物质表现出不同的变化，这可能是

由于蚕豆秸秆中化学成分的含量、菌株的分解能

力以及发酵时间不同所致。本研究中，R-01处理

后的蚕豆秸秆青贮粗蛋白含量显著低于未处理的

蚕豆秸秆青贮，这可能是由于 R-01利用非蛋白

 

表 1   化学成分分析

Tab. 1    Chemical composition analysis
 

组别

groups
含水率/%

water content
干物质/%
dry matter

粗灰分/%
crude ash

粗纤维/%
crude fiber

中性洗涤纤维/%
neutral detergent fiber

对照组 control group 58.17±0.19 96.99±0.61   13.34±0.06   23.01±0.51   60.39±0.34

试验组 experimental group 57.94±0.04 96.16±0.45   13.10±0.09   25.50±1.01* 59.77±0.33

组别

groups
酸性洗涤纤维/%
acid detergent fiber

粗蛋白/%
crude protein

粗脂肪/%
crude fat

pH值
pH value

对照组 control group 60.09±0.18  5.45±0.00   0.38±0.06    4.26±0.01
试验组 experimental group 59.74±0.46    5.28±0.02*     1.10±0.16**      4.03±0.01**

注：“*”表示差异显著 (P<0.05)，“**”表示差异极显著 (P<0.01)；下同。

Note: “*” indicates significant differences (P<0.05), “**” indicates extremely significant differences (P<0.01); the same as below.

 

表 2   霉菌毒素含量 
Tab. 2    Mycotoxin content ng/mL

组别

groups
呕吐毒素

deoxynivalenol
黄曲霉毒素

aflatoxin
T2毒素

T2 toxin

对照组

control group 143.95±10.05 0.84±0.03 30.79±1.14

试验组

experimental group 80.80±4.56* 0.34±0.00** 15.24±1.03**
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氮的能力较差或蚕豆秸秆中非蛋白氮含量较少所

致。本研究处理后的蚕豆青贮粗纤维和粗脂肪含

量显著或极显著增加，但在上述前人研究中并未

发现类似情况，这可能与 R-01较强的产酸和抑

菌能力有关，R-01能更快地抑制青贮饲料中的腐

败微生物，减少了粗脂肪和粗脂肪的消耗。从蚕

豆秸秆青贮的发酵结果可以看出，添加 R-01的

青贮饲料有良好的产酸能力和拮抗活性。

青贮饲料的气味、颜色和结构评估是确定青

贮饲料物理质量的最佳方法[34]。本研究中，相较

于自然发酵，使用 R-01乳酸菌添加剂的青贮蚕

豆秸秆饲料保持了青贮原料的颜色，减少了刺鼻

酸味，与 ERGIN等[34]和 YAN等[35]的研究结果一

致。ZHANG等[36]研究表明：青贮饲料中产生的

刺鼻酸味与乙酸含量有关，乙酸的产生与葡糖醋

杆菌属和肠杆菌属在青贮中的生长有关，它们会

将乳酸转化为乙酸和其他有机酸，从而导致

pH值升高和发酵质量受损 [37]。因此，抑制葡糖

醋杆菌属和肠杆菌属在青贮蚕豆饲料中的生长，

可能是 R-01乳酸菌添加剂使青贮蚕豆秸秆感官

评价提高的原因。

 3.4    脱毒特性

消除食品或饲料中的霉菌毒素备受关注。在

田间、收获前、收获和青贮阶段，常采取多种措

施来限制青贮饲料产生霉菌毒素[38]，其中，使用

微生物或酶进行生物净化和生物降解是消除霉菌

毒素的最佳解决方案。已有研究[39-41]发现：乳酸

菌可降低饲料中的黄曲霉毒素，但对呕吐毒素和

T2毒素的抑制效果不显著。GB 12078.3—2006
和 GB 21693—2008规定饲料中呕吐毒素和 T2毒

素的含量不能大于 1 000 ng/mL；世界卫生组织建

议饲料中黄曲霉毒素总量小于 15 ng/mL，本研究

青贮饲料中霉菌毒素含量均低于限定值，且 R-
01可使青贮饲料中黄曲霉毒素、呕吐毒素和

T2毒素含量显著或极显著降低，表明 R-01具有

更广谱的霉菌抑制能力。

 4   结论

R-01具有生长快、pH值下降速度快、拮抗

活性强和抗生素耐药性强的特性。添加 R-01进

行发酵可有效改善饲料化学成分和感官评价等指

标，降低饲料中霉菌毒素含量，是优良的青贮接

种剂菌种。
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