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　　摘要：为了探讨稻草与黑麦草混合青贮发酵过程中微生物的动态变化规律，以稻草、黑麦草为青贮原料，从青贮后
１、５、１２、２１、３１、６１、９９、１５４ｄ的稻草、黑麦草混合青贮样中取样，分别测定ｐＨ值，采用培养方法计数乳酸菌、酵母菌、霉
菌数量的变化，使用ＰＣＲ－变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）技术分析青贮过程中菌群组成多样性。结果表明：黑麦
草与稻草混合青贮ｐＨ值在青贮初期下降迅速，乳酸菌数量在５ｄ达到最高峰，然后逐渐下降，酵母菌数量呈先降后升
再降等波动变化，稻草与黑麦草混合青贮过程中优势菌主要有植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）、类肠膜魏斯氏菌
（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）、食窦魏斯氏菌（Ｗ．ｃｉｂａｒｉａ）、短乳杆菌（Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ），且随着青贮时间延长，优势菌数量下降。
由结果可知，将ＤＧＧＥ和１６ＳｒＲＮＡ序列分析技术结合，能有效地研究青贮细菌的遗传多样性和组成的变化。
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　　秸秆的饲料化利用，是其资源化利用的有效途径之一，也
是促进农区草食动物发展的重要措施。我国农作物秸秆总量

达５２０５６万ｔ以上，其中稻草２１１２９万 ｔ［１］。稻草与其他禾
本科牧草青贮原料相比，干物质含量高，但茎叶上自然附着的

乳酸菌数量少，可溶性碳水化合物含量低［２］，所以常规青贮

很难调制出高品质的青贮料。多花黑麦草具有可溶性碳水化

合物含量高、纤维素和木质素含量低的优点，但其含水量高，

直接青贮容易产生大量的渗出液，导致青贮饲料酸度大，从而

降低青贮饲料的营养成分［３］。水稻秸秆和黑麦草混合青贮，

不仅能解决稻草可溶性碳水化合物含量低、青贮不易成功的

问题，还能解决黑麦草水分含量高、不易青贮的问题。李君临

等指出，黑麦草单独青贮不易成功，与水稻秸秆按７∶３混合
青贮时发酵品质最佳，显著降低了氨态氮占总氮的比例以及

乙酸、丙酸和丁酸的含量［４］。青贮饲料是个复杂的微生物共

生体系，主要包括乳酸菌、酵母菌、霉菌及其他腐败细菌［５］，

而青贮饲料品质的优劣直接取决于乳酸菌的增殖与变化。在

发酵初期，乳酸菌开始增殖，随着ｐＨ值的逐渐下降和厌氧程
度的加强，乳酸菌在数量上逐渐形成绝对优势，其他微生物的

生长受到抑制，乳酸菌产生大量乳酸，使 ｐＨ值进一步下降，
其他微生物的活性进一步减弱，当 ｐＨ值下降到一定程度以
后，乳杆菌的活性也受到了抑制［６］。可见，青贮过程中微生

物数量及种群的动态变化研究十分重要。包慧芳等指出，玉

米秸秆青贮饲料发酵过程中优势菌主要有植物乳杆菌

（Ｌａｃｔｏａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）、戊糖片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａ
ｃｅｕｓ）、乳酸乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓ），且采用菌剂处理后青
贮玉米ｐＨ值下降更快，其优势细菌种类更丰富［７］。詹发强

等研究发现，乳杆菌属、片球菌属是青贮玉米发酵的启动菌之

一，在发酵前期一直存在，但在发酵后期，乳杆菌属是玉米青

贮过程中乳酸菌的主要菌群［８］。杨云贵等指出，在玉米青贮

过程中，主要微生物随着青贮时间的延长呈现逐步减少的趋

势，而乳酸菌在青贮第６、７天数量最高，之后呈现缓慢下降的
趋势［９］。目前，有关黑麦草与稻草混合青贮发酵过程中微生

物动态变化规律没有相关报道。

本研究通过跟踪微生物数量在稻草与黑麦草混合青贮过

程中的变化情况，以及利用ＰＣＲ－变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ－
ＤＧＧＥ）方法对稻草与黑麦草混合青贮中细菌多样性进行研
究，从而了解青贮发酵过程中微生物动态变化规律，以期为青

贮微生物研究及复合型添加剂的研制提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　青贮的制作与采样
将新鲜的多花黑麦草、水稻秸秆切短至２～３ｃｍ，按多花

黑麦草 ∶水稻秸秆质量比 ＝７∶３进行混贮，用聚酯乙烯
（５２ｃｍ×３８ｃｍ）青贮，每袋装至半袋（约５００ｇ），没有加入添
加剂，用真空封口机封口。分别于青贮后１、５、１２、２１、３１、６１、
９９、１５４ｄ开袋取样。
１．２　青贮ｐＨ值测定

称取２５ｇ样品，加入２００ｍＬ三角瓶中，加入７００ｍＬ蒸
馏水后置于４℃冰箱内浸提２４ｈ。然后通过２层纱布和滤纸
过滤，测定滤液ｐＨ值。
１．３　菌株分离培养方法

称取样品１０ｇ放入已灭菌的小三角瓶中，加入９０ｍＬ无
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菌生理盐水，密封，在摇床上以１２０ｒ／ｍｉｎ摇２ｈ。用１层无菌
纱布过滤青贮草渣，然后逐级稀释，接种 １０－４、１０－５、１０－６、
１０－７、１０－８稀释梯度的悬浮液于 ＭＲＳ培养基（ＣＭ０３６，Ｏｘｏｉｄ）
上，３７℃厌氧培养４８ｈ，计算乳酸菌数量。将梯度稀释的悬
浮液接种于葡萄糖麦芽浸膏培养基上，３０℃培养２４ｈ，计算
酵母菌数量。将梯度稀释的悬浮液接种于马铃薯培养基

（ＣＭ０１３９，Ｏｘｏｉｄ）上，３０℃培养２４ｈ，计算霉菌数量。
选取ＭＲＳ培养基上光滑、圆形、灰白色菌落进行乳酸菌

计数；选取葡萄糖麦芽浸膏培养基上大而厚、湿润、表面光滑、

多数不透明、黏稠、菌落颜色单调的菌落进行酵母菌计数；选

取马铃薯培养基上菌丝细长，菌落疏松，呈绒毛状、蛛蛛网状、

棉絮状菌落进行霉菌计数。对菌落数在１０～１００个的培养皿
进行有效性计数：

样品中活菌数Ａ＝Ｎ×Ｄ／ｍ。
式中：Ｎ为菌落数，个；Ｄ为稀释倍数；ｍ为取样量，ｇ。
１．４　青贮饲料菌群总ＤＮＡ提取

取青贮饲料样１０ｇ，加入９０ｍＬ无菌生理盐水，密封，在
摇床上以１２０ｒ／ｍｉｎ摇２ｈ。用１层无菌纱布过滤青贮草渣，
８０００ｇ离心１５ｍｉｎ收集细菌菌体，然后按照 ＤＮｅａｓｙＴｉｓｓｕｅ
Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，ＵＳＡ）说明书提取青贮饲料菌群的总ＤＮＡ。
１．５　１６ＳｒＤＮＡＶ３区域的ＰＣＲ扩增

以纯化后的基因组 ＤＮＡ为 ＰＣＲ反应的模版，扩增１６Ｓ
ｒＤＮＡＶ３区的基因，引物参照 Ｍｕｙｚｅｒ，引物序列：Ｆ３３８，
５′－ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧ
ＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′；Ｒ５１８，５′－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣ
ＴＧＣＴＧＧ－３′。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合
成，扩增片段为２００ｂｐ。

ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，２μＬ
２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，２．５μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ
引物，０．２μＬ５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ酶，加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５２℃ ３０ｓ，７２℃
４０ｓ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃保存。用１．０％琼脂糖电
泳检测ＰＣＲ产物。
１．６　ＤＧＧＥ分析

参照Ｍｕｙｚｅｒ等的方法［１０］，将１６ＳｒＤＮＡＶ３区的 ＰＣＲ扩
增产物于８％聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳分离。变性剂浓度
范围为４５％～６０％，变性梯度方向与电泳方向一致。电泳采
用Ｄ－ｃｏｄｅＤＧＧＥ系统（Ｂｉｏ－Ｒａｄ），电泳缓冲液为１×ＴＡＥ，
２４０Ｖ电压预电泳３０ｍｉｎ，在恒温６０℃下的１×ＴＡＥ缓冲液
中进行，８０Ｖ电泳１５ｈ，电泳结束后用ＡｇＮＯ３染色，显色定影
后用Ｖｉｌｂｅｒ凝胶成像扫描系统照像。凝胶拍照成像后，用灭
菌刀片切下含目的条带的凝胶块，将凝胶块转移至微量离心

管中，用枪头将胶块捣碎，加入 ５０μＬｄｄＨ２Ｏ，９８℃煮沸
１０ｍｉｎ后 于 ４℃ 过 夜。在 进 行 第 ２次 ＰＣＲ 前，于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ以上，吸取上清作为模板。

采用１６ＳｒＲＮＡ片段 Ｖ３区引物（不带“ＧＣ”夹板）的
Ｆ３３８、Ｒ５１８对ＤＧＧＥ胶上切下的目的条带进行第２次 ＰＣＲ
扩增，反应体系、反应条件同“１．５”节。用１．０％琼脂糖电泳
检测产物，用Ａｘｙｇｅｎ胶回收试剂盒回收目的条带。胶回收产
物经ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，在
含有氨苄青霉素的ＬＢ培养基上选择具有氨苄青霉素抗性的

白色转化子，采用Ｔ载体通用引物进行菌落 ＰＣＲ检测，将菌
液送至生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

１．７　序列分析
采用美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站的 ＢＬＡＳＴ

程序（ｈｔｔｐ／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）进行序列同源性分析。

２　结果与分析

２．１　青贮过程中ｐＨ值及微生物数量的变化过程
从表１可以看出，随着青贮时间的延长，黑麦草与稻草混

合青贮ｐＨ值在青贮初期下降迅速，在青贮５ｄ时 ｐＨ值降为
４．７６，１２ｄ时 ｐＨ值降为４．４５，青贮１２ｄ以后 ｐＨ值下降缓
慢；青贮乳酸菌数量在５ｄ达到最高峰，为９．５０×１０７个／ｇ，然
后逐渐下降，到 ２１ｄ时乳酸菌数量为 ８．５０×１０６个／ｇ，到
１５４ｄ时乳酸菌数量只有５２００个／ｇ；随着青贮时间的延长，
酵母菌数量先降低，青贮后１ｄ酵母菌数量最高，达７．４５×
１０５个／ｇ，到６１ｄ时酵母菌数量最少，＜１００个／ｇ；随着青贮时
间的延长，霉菌数量迅速减少，直到青贮 ５ｄ，霉菌数量小于
１００个／ｇ。

表１　青贮过程ｐＨ值及微生物数量的变化

青贮时间

（ｄ） ｐＨ值 乳酸菌数量

（个／ｇ）
酵母菌数量

（个／ｇ）
霉菌数量

（个／ｇ）

１ ５．６２ ２．３０×１０７ ７．４５×１０５ ２．２５×１０４

５ ４．７６ ９．５０×１０７ ２．２０×１０５ ＜１００
１２ ４．４５ ４．５５×１０７ ３．２０×１０４ ＜１００
２１ ４．３２ ８．５０×１０６ １５５０ ＜１００
３１ ４．２７ ３．７０×１０６ １０５０ ＜１００
６１ ４．２１ ３．５５×１０６ ＜１００ ＜１００
９９ ４．１０ １．７５×１０５ ２１５ ＜１００
１５４ ４．１２ ５２００ １０５ ＜１００

２．２　青贮细菌样品ＤＧＧＥ分析
从图１可以看出，青贮１ｄ时多样性最丰富；条带２在青

贮后１ｄ存在，青贮５ｄ后该条带消失；条带３、４、８、９在青贮
１至９９ｄ持续存在，但随着青贮时间的延长，亮度减弱；条带
５、６、７从青贮１至６１ｄ持续存在；条带１０存在于青贮１２～
６１ｄ；条带１１、１２、１３仅存在于青贮６１ｄ；条带１４、１５、１６、１７
仅存在于青贮１５４ｄ；条带１８仅出现在青贮９９ｄ。
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　　回收上述优势条带和变化较明显的条带进行测序分析。
由表２可知，条带２为植物乳杆菌（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）；条带３、４、
８、９分别为植物乳杆菌、类肠膜魏斯氏菌（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｐａｒａｍｅｓｅｎ
ｔｅｒｏｉｄｅｓ）、Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ、ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＷｅｉｓｓｅｌｌａ；条带５、６、
７分别为类肠膜魏斯氏菌、食窦魏斯氏菌（Ｗ．ｃｉｂａｒｉａ）、植物

乳杆菌；条带１０为短乳杆菌（Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ）；条带１１、１２、１３分别
为ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、植物乳杆菌、米酒乳杆菌（Ｌ．
ｓａｋｅ）；条带１４、１５、１６分别为地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉ
ｆｏｒｍｉｓ）；条带１７、１８分别为阿耶波多杆菌（Ｂ．ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ）、寡
氧单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎｅｓａｃｉｄａｍｉｎｉｐｈｉｌａ）。

表２　青贮ＤＧＧＥ指纹图谱对应单个条带的序列比对分析

克隆号 登录号 鉴定系统相关基因 相似度（％）
２ ＫＲ８１６１６４ Ｌａｃｔｏａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ １００
３ ＫＲ８１６１６４ Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ １００
４ ＫＭ３９２０７０ 类肠膜魏斯氏菌（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ） ９９
５ ＫＭ３９２０７０ Ｗ．ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ １００
６ ＫＴ３７２７０２ 食窦魏斯氏菌（Ｗ．ｃｉｂａｒｉａ） ９８
７ ＫＴ０２５８４８ Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ １００
８ ＪＱ９７３６３３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９９
９ ＬＣ０５５１５０ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＷｅｉｓｓｅｌｌａ １００
１０ ＫＲ７０４４８８ 短乳杆菌（Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ） ９９
１１ ＬＣ０７６８６３ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ９８
１２ ＫＴ０２５８４８ Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ １００
１３ ＫＲ７０４４４８ 米酒乳杆菌（Ｌ．ｓａｋｅ） ９８
１４ ＫＴ７２０２５８ 地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ） １００
１５ ＫＴ７２０３０２ Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ １００
１６ ＫＴ７２０２５８ Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ １００
１７ ＫＴ２２８２６４ 阿耶波多杆菌（Ｂ．ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ） １００
１８ ＣＰ０１２９００ 寡氧单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎｅｓａｃｉｄａｍｉｎｉｐｈｉｌａ） １００

　　ＤＧＧＥ条带的亮度高低代表菌所占数量的多少。由表１
可知，青贮１ｄ时乳酸菌数量占比较高。由图１可见，条带３
（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）、条带４（Ｗ．ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）在青贮５ｄ时数
量达到最大值；随着青贮时间延长，条带３、４的亮度降低，即
Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ与Ｗ．ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ随着青贮时间延长，数量
占比下降；到１５４ｄ时，条带３、４很暗，主要菌群是Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉ
ｆｏｒｍｉｓ、Ｂ．ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ，这与培养方法计数乳酸菌的结果一致，
到青贮１５４ｄ时，乳酸菌的数量仅为５２００个／ｇ（表１）。可以
看出，稻草与黑麦草混合青贮过程中优势菌主要有 Ｌ．ｐｌａｎｔａ
ｒｕｍ、Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｗ．ｃｉｂａｒｉａ、Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ，故进行菌
剂配伍改良时，可适当提高这４种菌的比例。

３　讨论

３．１　稻草与黑麦草混合青贮过程中ｐＨ值、乳酸菌的变化
ｐＨ值的高低是青贮饲料质量好坏的重要指标，质量良好

的青贮要求 ｐＨ值 ＜４．５。在本试验中，随着青贮时间的延
长，黑麦草、稻草混合青贮 ｐＨ值在青贮初期下降迅速，在青
贮５ｄ时ｐＨ值降为４．７６，１２ｄ时ｐＨ值降为４．４５，青贮１２ｄ
以后ｐＨ值下降缓慢，６１ｄ时ｐＨ值为４．２１，说明青贮质量良
好。与玉米青贮相比，黑麦草、稻草混合青贮ｐＨ值下降没有
玉米青贮快。杨云贵等指出，玉米青贮的ｐＨ值在青贮２ｄ就
能下降到４以下，然后稳定在３．５左右，且全株玉米青贮 ｐＨ
值低于秸秆玉米青贮［９］。即与玉米青贮相比，黑麦草、稻草

混合青贮ｐＨ值下降没有玉米青贮快，可能是因为此试验中
黑麦草与水稻秸秆是以质量比７∶３混贮的，水稻秸秆含量比
较高，而水稻秸秆可溶性碳水化合物含量低，导致本试验中

ｐＨ值下降没有玉米青贮快。
青贮中乳酸菌是起主要作用的益生菌，它们在厌氧状态

下将原料中的碳水化合物转化为乳酸。本试验中青贮乳酸菌

数量在５ｄ达到最高峰，为９．５０×１０７个／ｇ，然后逐渐下降，
６１ｄ时维持在１０６数量级。此结果与杨云贵等试验中玉米青
贮过程中乳酸菌数量变化结果的趋势［９］相似。但Ｌｉ等指出，
凋萎多花黑麦草青贮过程中乳酸菌数量是先增加，到第７天
时最大，随后降低，然后又增加、降低，而凋萎的羊草青贮过程

中乳酸菌数量在第３天时已经达到最高峰，随着青贮时间的
增加，乳酸菌数量变化得比较小［１１］。

３．２　稻草与黑麦草混合青贮过程中菌群的演替规律
从ＤＧＧＥ电泳结果可以看出，青贮１ｄ时多样性最丰富，

青贮过程中，细菌种类经历了由多到少的变化且种类也发生

了变化。韩吉雨等认为，玉米发酵过程中细菌种类只经历了

由多到少的过程，而苜蓿青贮过程中细菌种类没有发生太大

的变化［１２］。这可能是由于物料的内部及外部结构不同导

致的。

稻草与黑麦草混合青贮过程中优势菌主要有 Ｌ．ｐｌａｎｔａ
ｒｕｍ、Ｗ．ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｗ．ｃｉｂａｒｉａ、Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ。Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ
是同型乳酸菌［１３］，是农作物青贮发酵过程中的主要优势

菌［１４］。Ｅｎｎａｈａｒ等指出，Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ是水稻青贮的主要优势
菌［１５］。Ｗ．Ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ是传统发酵豆制品中的优势乳
酸菌之一［１６］。Ｗ．Ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ也是水稻秸秆发
酵全混合日粮（ＴＭＲ）和玉米秸秆发酵 ＴＭＲ中的优势乳酸
菌［１７］。Ｗ．Ｃｉｂａｒｉａ是水稻青贮中的优势菌，Ｐａｎｇ等研究表
明，水稻青贮的主要菌群是Ｗ．ｃｉｂａｒｉａ、Ｗ．ｃｏｎｆｕｓａ、Ｌ．ｌａｃｔｉｓｓｕｂ
ｓｐ．ｌａｃｔｉｓ和Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ［１８］。Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ是玉米秸秆的主要优势
菌，占２３．７％［１９］。而玉米秸秆青贮过程中主要的优势菌是

Ｌａｃｔｏａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ、Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃ
ｔｉｓ［７］。刘建新认为，青贮起始阶段，大肠杆菌大量增殖，直到
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第３天数量减少，被乳球菌（肠球菌、明串球菌、片球菌、四联
球菌）代替，然后又被生长较慢、产酸较多的乳杆菌代

替［２０－２１］。这与本试验过程中 Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ出现在青贮１２～６１ｄ
及Ｌ．ｓａｋｅ仅出现在青贮６１ｄ的结果是一致的。但是本试验
在整个青贮过程中没有发现有乳球菌的存在。ＭｃＥｎｉｒｙ等研
究发现，肠膜明串珠菌（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）、明串珠菌
（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｃａｒｎｏｓｕｍ）是青贮第２、６天的主要优势菌群［２２］。

Ｌａｎｇｓｔｏｎ等也指出，在青贮早期存在明串珠菌属（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）
菌［２３］。但Ｌｉ等指出，水生拉恩菌（Ｒａｈｎｅｌｌａａｑｕａｔｉｌｉｓ）、肠杆菌
属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）是多花黑麦草凋萎整个青贮过程中都存
在的优势菌，Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ仅存在于青贮第７、２８天，而
青贮第 １２０天时出现 Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ、乳酸片球菌
（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ）这２种新的菌［１１］。这可能是由于青

贮本身材料的不同或添加乳酸菌等添加剂造成的青贮过程中

菌群多样性的不同。李雁冰等的研究［２４］也证实了这一点。

４　结论

将ＤＧＧＥ、１６ＳｒＲＮＡ序列分析技术结合，能够非常有效
地研究稻草与黑麦草混合青贮细菌的遗传多样性和组成的变

化，进一步将其与发酵特性、传统培养等研究手段一起应该能

更好地揭示青贮微生物的功能。
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