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摘要：为提高冻融条件下燕麦青贮的发酵品质和有氧稳定性，利用传统的平板培养法，从青藏高原地区分离到 437
株乳酸菌，从中筛选出 4株在反复冻融条件下（20 ℃/-5 ℃）能快速生长、高效产酸的抗冻融乳酸菌。经生理、生化

特性检测和 16S rRNA基因序列比对鉴定，4株菌分别是植物乳杆菌 157（LP157）、植物乳杆菌 160（LP160）、短乳杆

菌 248（LB248）和戊糖乳杆菌 260（LPE260）。为进一步评价其在冻融条件下对燕麦青贮发酵品质、营养成分、微生

物数量及有氧稳定性的影响，试验设 7个处理，分别为：1）LP157；2）LP160；3）LB248；4）LPE260；5）LP160+鼠李

糖乳杆菌 753混合（MIX）；6）商业菌（COM）；7）等量灭菌蒸馏水（CK），在 20 ℃恒温和 20 ℃/-5 ℃每 12 h交替条件

（冻融）下分别青贮 60 d。结果表明，无论在 20 ℃恒温条件还是在冻融条件下，LP157、LP160、LB248和 LPE260处
理组青贮后的 pH和干物质损失显著低于 CK（P<0. 05），乳酸、乙酸含量均显著高于 CK（P<0. 05），肠杆菌、酵母菌

和霉菌等不良微生物的生长得到抑制，提高了燕麦青贮品质。有氧暴露 5 d后，LP157、LP160、LB248和 LPE260处
理组 pH和 NH3-N显著（P<0. 05）低于 CK、MIX和 COM处理组，提高了燕麦青贮的有氧稳定性，尤其 LP160作用

最显著（70 h VS. 对照 11 h）。结果表明，筛选出的 4株乳酸菌均具有作为青藏高原地区冻融环境下青贮调制用乳

酸菌添加剂的潜质。
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Abstract：The effects of freeze-thaw conditions on the fermentation quality and aerobic stability of oat silage were
investigated. Four strains of freeze-thaw-resistant lactic acid bacteria（LAB）with rapid growth and efficient acid
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production were screened from 437 strains，which had been isolated from the Qinghai-Tibetan Plateau. Based on
physiological and biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence alignment，the four strains were identified
as Lactobacillus plantarum 157（LP157），L. plantarum 160（LP160），Lactobacillus brevis 248（LB248），and
Lactobacillus pentosus 260（LPE260）. In order to investigate their effects on the fermentation quality，nutrient
composition，microbial counts and aerobic stability of oat silage under freeze-thaw conditions，seven treatments were
tested as follows：1）LP157；2）LP160；3）LB248；4）LPE260；5）LP160+Lactobacillus rhamnosus 753 mixture
（MIX）；6）A commercial bacterial silage additive（COM）；7）The same amount of sterilized distilled water（CK）.
All treatments were ensiled for 60 days at a constant temperature of 20 ℃ and under a 20 ℃/-5 ℃ regime alternating
every 12 h（freeze-thaw）. LP inoculation improved silage quality：The pH and dry matter loss in silages inoculated
with LP157，LP160，LB248 and LPE260 were significantly lower than CK（P<0. 05）and lactic acid and acetic
acid contents were significantly higher than CK（P<0. 05），and the growth of spoilage micro-organisms such as
coliform bacteria，yeast and mold were inhibited，both with fermentation at constant 20 ℃ and under freeze-thaw
conditions. After aerobic exposure for 5 days，the pH and NH3-N of silages treated with LP157，LP160，LB248 and
LPE260 were significantly（P<0. 05） lower than CK，MIX and COM. The aerobic stability of oat silage was
improved，especially when inoculated with LP160（70 h vs. CK 11 h）. The results show that the four screened
strains can be used as effective LAB inoculants for silage preparation in the freeze-thaw environment of the Qinghai-
Tibetan Plateau.
Key words：lactic acid bacteria；freeze-thaw；fermentation quality；aerobic stability；oat silage

青藏高原昼夜温差大，冷季时间长且饲草匮缺严重，饲草供应季节性不均衡是制约畜牧业发展的瓶颈问题。

而燕麦（Avena sativa）具有粗蛋白含量高、营养成分高、缓冲能值低等特征，且青藏高原是燕麦主产区之一［1］。

《“十四五”全国畜牧兽医行业发展规划》中明确要大力发展燕麦草等优质饲用牧草生产，构建现代牧草产业体系，

进一步将优质饲用燕麦生产提高到了新的高度。加工使“种草”到“养畜”形成真正的链条，而且研究发现，燕麦青

贮加工后的营养品质要高于青干草［2］。青贮技术成本低、操作简单、保存时间长［3］且青贮饲料被认为是动物营养

和碳水化合物的重要来源［4］，反刍动物可以从中获取多不饱和脂肪酸和维生素等，因此可以增加肉类产品的营养

价值［5］。

青贮是一个复杂的微生物动态变化过程，乳酸菌通过将可溶性碳水化合物转化成乳酸和乙酸，从而降低 pH，

抑制腐败微生物，以此来稳定青贮发酵品质［6］，实现长时间保存，所以青贮能否成功在很大程度上取决于植物附

生的乳酸菌能否在密闭的环境中快速繁殖发酵［7］。且乳酸菌的生长受温度影响较大，青贮在不同温度下的发酵

品质和营养品质不同，优势乳酸菌群也不同［8-10］。牧草上附生的乳酸菌数量较少，实践中通常需要添加乳酸菌来

改善青贮发酵品质［11-12］。燕麦因品种不同附生的乳酸菌数量存在差异［13］，加之青藏高原特殊的气候环境，高质量

的青贮加工亟须适宜的优质乳酸菌菌剂。而在青藏高原地区的青贮研究往往集中在恒低温发酵对青贮的影响，

也因地制宜地筛选出了一些优质耐低温乳酸菌［14-17］，但关于抗冻融乳酸菌的筛选和应用的研究鲜有报道。Dong
等［18］通过研究牧草冻融后再青贮，发现原料冻融促进了青贮微生物区系中乳酸菌的生长，但是随着时间的延长需

氧菌会滋生，表明冻融环境更易造成青贮发酵的不稳定性。

因此，本研究拟在青藏高原地区自然发酵青贮中筛选抗冻融乳酸菌，评价其在冻融条件下对燕麦青贮发酵品

质及有氧稳定性的影响，为青藏高原地区高品质青贮生产提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 乳酸菌的筛选

从青海省海南、海北、海东等地采取的 57份自然发酵青贮样品和 1份酸奶样品（表 1）中共分离出 437株乳酸
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菌，-20 ℃保存，在 deMan-Rogosa-Sharpe（MRS）培养基中活化后，根据青海地区 9月收获燕麦时的气象数据，

设置 1）-5 ℃持续 24 h；2）先-5 ℃，12 h后 20 ℃，12 h（-5 ℃/20 ℃）；3）先 20 ℃，12 h后-5 ℃，12 h（20 ℃/-5 ℃）
这 3种温度模式，培养 24 h后检测其 pH值和OD值，每个处理 3次重复，从中筛选出生长速率最快、产酸效率最高

的 15株作为候选菌株，在进行生理生化检测和糖发酵试验（陆桥科技有限公司，中国北京）后再以活菌数为 106

cfu·mL-1左右接种至新鲜燕麦绿汁液中，放置于上述 3种温度模式下培养，进行复筛。

1. 2 乳酸菌的鉴定

使用细菌 DNA提取试剂盒（天根生化科技有限公司，中国北京）对筛选出的 4株菌进行 16S rRNA序列的提

取，以 27F（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′）和 1492R（5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′）为 PCR
引物进行 PCR扩增［19］，扩增产物送生工生物工程（上海）股份有限公司测序，测序结果上传到NCBI（http：//blast.
Ncbi. nlm. nih. gov/Blast）进行同源序列比对。从 Genbank选取序列相近的标准菌，以枯草芽孢杆菌（Bacillus

subtilis）NCDO1769为外围菌，采用MEGA 7. 1软件运用邻接法构建系统发育树。

1. 3 青贮调制方法

试验材料为西南民族大学青藏高原研究院红原试验基地 2021年种植的燕麦，品种为“领袖”，于乳熟期刈割，

留茬高度 10 cm。刈割后的燕麦用揉丝机切短揉丝，经短暂晾晒后充分混匀。试验采用双因素完全随机设计，温

度分别是 20 ℃和 20 ℃/-5 ℃（20 ℃和-5 ℃每 12 h交替 1次），接菌处理分别是等量无菌蒸馏水（CK）、植物乳杆

菌 157（Lactobacillus plantarum 157，LP157）、植 物 乳 杆 菌 160（L. plantarum 160，LP160）、短 乳 杆 菌 248
（Lactobacillus brevis 248，LB248）、戊糖乳杆菌 260（Lactobacillu pentosus 260，LPE260）、植物乳杆菌 160+鼠李

糖乳杆菌 753（mixture，MIX混合菌，鼠李糖乳杆菌 753由课题组前期筛选）和商业菌（commercial，COM，购买自

台湾亚芯生物科技有限公司，活性菌为植物乳杆菌）。各乳酸菌供试液用无菌蒸馏水稀释至活菌数为 106 cfu·
mL-1，分别装入喷壶，以每 100 g原料喷洒 3 mL菌液为标准，充分混匀后，取 700 g装入聚乙烯塑料袋中压实后抽

真空，每个处理 3个重复（每个处理同时再做 3袋，用于有氧暴露试验），分别放置在 20 ℃和 20 ℃/-5 ℃培养箱中，

于青贮 60 d开袋，所有样品进行微生物计数、化学成分、发酵品质和有氧稳定性分析。

1. 4 青贮发酵品质和营养成分分析

开袋后取适量样品于烘箱（电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9053A，上海维菱）中 65 ℃烘干至恒重，测定干物质

（dry matter，DM）含量。研磨后过 1 mm筛用于化学成分分析。采用凯氏定氮法测定粗蛋白（crude protein，CP）
含量［20］；采用重量法测定灰分含量［21］；采用植物水溶性碳水化合物（water soluble carbohydrates，WSC）含量试剂

盒（苏州科铭生物技术有限公司，中国苏州）测定水溶性碳水化合物含量；采用Van Soest等［22］的方法测定中性洗

涤纤维（neutral detergent fiber，NDF）和酸性洗涤纤维（acid detergent fiber，ADF）含量。取 20 g样品于 180 mL无

菌蒸馏水中浸提 24 h后过滤，一部分用 pH计（雷磁 pHS-3C，上海仪电分析仪器有限公司，中国上海）测量 pH，剩

余的浸提液分别用于氨态氮和有机酸的测定。采用苯酚-次氯酸钠比色法测定氨态氮含量［23］。浸提液通过

0. 22 μm滤头过滤到进样瓶中，用超高效液相色谱仪（赛默飞UltiMate3000，美国）测定乳酸、乙酸、丙酸和丁酸含

量，色谱条件为：RSpak KC-811色谱柱，流动相 0. 1% H3PO4，流速 0. 5 mL·min-1，柱温 55 ℃。

1. 5 微生物计数

青贮微生物计数采用平板计数法［24］。取 20 g样品浸没于 180 mL灭菌生理盐水（0. 85%）中，4 ℃振荡 1 h，用
灭菌蒸馏水依次稀释到 10-5，从中取原液、10-3、10-5三个梯度各 0. 1 mL进行涂布。分别用MRS培养基 37 ℃厌

氧培养 48 h对乳酸菌进行计数、用马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养基 30 ℃有氧培养 72 h对酵

母菌和霉菌进行计数，用结晶紫中性红胆盐琼脂（violet red bile agar，VRBA）培养基 37 ℃有氧培养 24 h对肠杆菌

进行计数，每个梯度每种培养基 3个重复。

1. 6 有氧暴露试验

青贮 60 d开袋后，均匀取 800 g的样品于 2 L灭菌烧杯中压实，用两层灭菌棉纱布覆盖，将样品在室温条件下

放置 5 d。通过实时温度记录仪（MT-X，神华科技有限公司，中国深圳）每 5 min测量一次青贮核心区域（深度为
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10 cm）的温度，持续 5 d。取有氧暴露 5 d后的样品，进行微生物计数和发酵品质分析。有氧稳定性的计算基于暴

露于空气中的青贮饲料的温度超过基准环境温度 2 ℃所持续的时间［25］。

1. 7 数据处理与分析

用 Excel对数据进行前期整理，采用 SPSS（IBM SPSS statistics 26）软件进行双因素方差分析，分析温度、菌

剂及两者交互对青贮所有项目的影响，并用邓肯氏（Duncan’s）方法进行处理间多重比较（P<0. 05）。

2 结果与分析

2. 1 优选乳酸菌的生理生化、糖发酵特性及鉴定

菌株 157、160、248和 260在 5~50 ℃条件下均能生长，菌株 157、160和 260可在 pH为 3且 10 ℃条件下正常生

长（表 1）。菌株 157、160和 260可利用的碳源较多，菌株 248的糖发酵特性比较特殊（表 2）。如图 1所示，菌株 157
和 160与植物乳杆菌亲缘关系较近，菌株 248与短乳杆菌亲缘关系最近，菌株 260与戊糖乳杆菌亲缘关系最近。

将筛选得到的 3 株菌株的 16S rRNA 序列上传至 GenBank，序列号分别为植物乳杆菌 160（SUB10183158
Lactobacillus MZ749501）、短 乳 杆 菌 248（SUB10183450 Levilactobacillus MZ768870）和 戊 糖 乳 杆 菌 260
（SUB10188144 Lactiplantibacillus MZ768872）。将其保存至中国普通微生物菌种保藏管理中心，编号分别为 160
（CGMCCNo. 23166）、248（CGMCCNo. 23167）和 260（CGMCCNo. 23168）。

2. 2 青贮原料的营养成分及微生物数量

在青贮前燕麦的干物质含量为 28. 96%鲜重（fresh weight，FW），粗蛋白为 11. 01% DM，水溶性碳水化合物

含量为 13. 30% DM。附生乳酸菌含量为 3. 70 lg cfu·g-1 FW，肠杆菌、酵母和霉菌含量分别是 4. 12、2. 89、3. 14
lg cfu·g-1 FW（表 3）。

2. 3 抗冻融乳酸菌对燕麦青贮发酵品质的影响

发酵 60 d后，无论在 20 ℃条件还是冻融条件下，LP157、LP160、LB248和 LPE260处理组的 pH均低于 CK
组、MIX组和 COM组（表 4），表明温度对 pH影响不显著（P>0. 05），乳酸菌显著影响了青贮 pH（P<0. 05）。氨

态氮/总氮（NH3-N/TN）、乳酸、乙酸以及乳酸/乙酸（LA/AA）与温度、乳酸菌以及两者交互作用都极显著相关

（P<0. 01）。20 ℃条件下，除了MIX处理组外其他处理组乳酸含量均显著（P<0. 05）高于 CK组，其中 LB248处
理组的乳酸含量最高；冻融条件下，与 CK相比各个菌株处理组的乳酸含量都显著（P<0. 05）升高，且 LP157、
LP160、LB248和 LPE260处理组的含量较 CK增加了一倍，较 20 ℃条件下升高幅度大。20 ℃条件下，LB248处理

组的乙酸含量最高，但与 LP157和 LPE260处理组没有显著（P>0. 05）差异，LP160处理组的乙酸含量显著（P<
0. 05）低于 LP157、LB248和 LPE260处理组；冻融条件下，各乳酸菌菌株处理组的乙酸含量显著（P<0. 05）高于

CK组。20 ℃条件下，除 LP248处理组外，其余处理组的 LA/AA都显著（P<0. 05）高于 CK组，其中 LP160处理

组最高；冻融条件下，MIX和 LP160处理组高于 CK，但是差异不显著（P>0. 05），其余均低于 CK，在不同的温度

处理下出现了不同的 LA/AA的变化趋势。在所有的处理中均未检测到丙酸和丁酸。

2. 4 抗冻融乳酸菌对燕麦青贮微生物数量的影响

经过青贮加工后，除了 LP157和 LP160处理组，其余处理组的乳酸菌数量均多于原料。冻融条件下，各乳酸

菌处理组的肠杆菌数均低于 CK组，且除 LP157处理组外其余处理都未检测到肠杆菌。20 ℃条件下，LPE260、
MIX和 COM处理组的酵母菌多于原料，而在冻融条件下，CK组和 COM处理组的酵母菌增加，其余各乳酸菌处

理组的酵母菌数量减少。冻融条件下，各菌株处理组均未检测到霉菌。综合来看，LP160处理组无论在 20 ℃条

件还是冻融条件下，都有效抑制了肠杆菌、酵母菌和霉菌的生长（表 5）。

2. 5 抗冻融乳酸菌对燕麦青贮营养品质的影响

青贮 60 d后，除了灰分，其余营养指标均与温度和乳酸菌两个因子极显著相关，而 DM、NDF、ADF和WSC
与两者交互作用极显著相关（P<0. 01表 6）。冻融条件下各处理 DM含量显著（P<0. 05）高于 20 ℃条件下。

20 ℃条件下，各个乳酸菌处理组的干物质损失（DM loss）显著低于 CK组，其中 LPE260处理组的 DM loss最低，

但是各个乳酸菌处理间的差异不显著（P>0. 05）；在冻融条件下，除了MIX处理组的 DM loss高于 CK组外，其余
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处理均低于 CK组，但是差异不显著（P>0. 05）。20 ℃条件下，LP157、LP160处理组的 NDF和 ADF都显著低于

CK组；冻融条件下，各乳酸菌处理组的NDF（除MIX组外）和ADF与 CK组差异均不显著。20 ℃时，各处理组的

CP与 CK相比无显著差异，但是 LP157、LP160、LB248和 LPE260处理组 CP含量略高于 CK组；冻融条件下，

LP157、LP160、LB248和 LPE260处理组 CP含量与 CK组差异不显著，其中，LB248处理组最高。与原料相比，青

贮后 CP和WSC含量都有所降低。

2. 6 抗冻融乳酸菌对燕麦青贮有氧稳定性的影响

燕麦青贮在有氧暴露 5 d后，在 20 ℃条件下，LP157、LP160和 LB248处理组的 pH显著（P<0. 05）低于 CK
组，维持在 4左右的水平；冻融条件下，LP157、LP160、LB248和 LPE260处理组的 pH也显著（P<0. 05）低于 CK
组，且 CK、MIX和 COM处理组的 pH均高于 8（表 7）。冻融条件下，LP157、LP160、LB248和 LPE260处理组的乳

酸含量显著（P<0. 05）高于 CK和 COM处理组。无论 20 ℃条件还是冻融条件下，LP160处理组的乙酸含量均显

著低于 LP157、LB248、LPE260和MIX处理组。20 ℃条件下，CK、LPE260和 COM处理组的 LA/AA显著（P<
0. 05）低于其他菌株处理组；冻融条件下，各个菌株处理组的 LA/AA显著（P<0. 05）高于 CK组，2个温度条件下

LP160处理组的 LA/AA均最高。所有处理组中均未检测到丙酸和丁酸。 2个温度条件下，LP157、LP160、
LB248和 LPE260处理组的有氧变败时长均显著（P<0. 05）高于 CK、MIX和 COM处理组，尤其是 LP160处理组

表现最优，显著（P<0. 05）高于其他处理（图 2）。

表 2 乳酸菌糖发酵特性

Table 2 Carbohydrate fermentation patens of lactic acid bacteria strains isolated from silages

底物

Substrate

菊糖 Inulin

水杨苷 Salicin（1% NaCl）

M01a乳糖M01a actose

M-蔗糖M-saccharose

山梨醇 Sorbitol

半乳糖Galactose

果糖 Fructose

木糖醇 Xylitol

七叶苷 Esculin

棉子糖 Raffinose

L-蔗糖 L-saccharose

甘露醇Mannitol

甘露糖Mannose

水杨苷 Salicin

鼠李糖 Rhamnose

纤维二糖 Cellobiose

阿拉伯糖Arabinose

葡萄糖Glucose

麦芽糖Maltose

蜜二糖Melibiose

马尿酸Hippuric acid
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注：“+”，90%及以上菌株可发酵该物质；“-”，90%及以上菌株不可发酵该物质；“w”，可发酵少量该物质。

Note：“+”，90% or more of the strains positive；“-”，90% or more of the strains negative；“w”，weakly positive.
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图 1 乳酸菌系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic dendrogram of lactic acid bacteria strains isolated from silages

表 3 燕麦青贮原料特性

Table 3 Chemical，microbial composition of oat before ensiling

项目 Item

干物质Dry matter（DM，%FW）

粗蛋白 Crude protein（CP，%DM）

灰分Ash（%DM）

中性洗涤纤维Neutral detergent fiber（NDF，%DM）

酸性洗涤纤维Acid detergent fiber（ADF，%DM）

水溶性碳水化合物Water-soluble carbohydrates（WSC，%DM）

乳酸菌 Lactic acid bacteria（lg cfu·g-1 FW，LAB）

肠杆菌 Coliform bacteria（lg cfu·g-1 FW，CB）

酵母菌Yeast（lg cfu·g-1 FW）

霉菌Mold（lg cfu·g-1 FW）

含量 Content

28. 96±0. 350

11. 01±0. 129

8. 90±0. 175

65. 17±1. 169

29. 69±0. 982

13. 30±1. 050

3. 70

4. 12

2. 89

3. 14
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3 讨论

3. 1 抗冻融乳酸菌的筛选及鉴定

筛选出的 4株乳酸菌有较强的耐酸、耐温（高温及低温）、耐盐特性，在冻融条件下可以正常生长，说明乳酸菌

LP157、LP160、LB248和 LPE260可以很好地适应青藏高原地区昼夜温差大的极端环境，适宜作为冻融条件下燕

麦青贮调制的候选菌株。前期在青藏高原优质乳酸菌筛选中，张红梅［14］从当雄地区藏嵩草（Kobresia tibetica）和

燕麦草青贮样品中筛选出了 4株耐低温乳酸菌，分别是植物乳杆菌、干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）、戊糖片球菌

（Pediococcus pentosaceus）及棒状乳杆菌（Lactobacillus coryneformis）。李平［15］从川西北高寒牧区的天然青贮饲料

［（老芒麦（Elymus sibiricus）、燕麦］中筛选出的耐低温乳酸菌分别是植物乳杆菌、粪链球菌（Enterococcus

表 4 燕麦青贮 60 d的发酵特性

Table 4 Fermentation characteristics of oat silage ensiled at 60 days

温度

Temperature（℃）

20

20/-5

标准误 SEM
菌剂 Inoculation（I）
温度Temperature（T）
I×T

菌剂

Inoculation

对照 CK
LP157
LP160
LB248
LPE260
MIX
COM

对照 CK
LP157
LP160
LB248
LPE260
MIX
COM

pH

4. 59abc
4. 01c
4. 02c
4. 02c
3. 99c
4. 37abc
4. 90a
4. 81ab
4. 00c
4. 02c
4. 04c
4. 03c
4. 07c
4. 16bc
0. 228
*
NS
NS

NH3-N/TN
（%）

3. 86a
1. 34fgh
1. 65def
1. 39fgh
1. 09h
2. 08bc
1. 49efg
2. 33b
1. 75de
1. 84cd
1. 38fgh
1. 35fgh
1. 24gh
1. 97cd
0. 027
**
**
**

乳酸 LA
（mg·g-1 DM）

46. 86g
69. 31ab
58. 44d
71. 41a
69. 56ab
44. 46g
54. 27ef
27. 73h
56. 82def
66. 75bc
57. 93de
64. 15c
53. 22f
55. 39def
0. 341
**
**
**

乙酸AA
（mg·g-1 DM）

21. 95b
24. 70ab
12. 60de
27. 78a
24. 71ab
13. 46de
18. 04c
6. 61f
15. 75cd
15. 50cd
17. 83c
22. 93b
11. 67e
24. 16ab
0. 317
**
**
**

丙酸 PA
（mg·g-1 DM）

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

丁酸 BA
（mg·g-1 DM）

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

LA/AA

2. 14g
2. 81def
4. 68a
2. 59efg
2. 85def
3. 31cd
3. 01cde
4. 21ab
3. 64bc
4. 34a
3. 26cd
2. 83def
4. 58a
2. 32fg
0. 054
**
**
**

同列不同小写字母表示在 0. 05水平上差异显著 Different lowercase letters in the same column indicate significant differences at 0. 05 level；*：P<
0. 05，**：P<0. 01；NS：不显著 Not significant；SEM：标准误 Standard error of mean；LA：乳酸 Lactic acid；AA：乙酸 Acetic acid；BA：丙酸

Butyric acid；PA：丁酸 Propionic acid. DM：干物质Dry matter；TN：总氮Total nitrogen；ND：没有检测到Not detected；下同The same below.

表 5 燕麦青贮 60 d后微生物计数

Table 5 Microorganism counts of oat silage ensiled at 60 days（lg cfu·g-1 FW）

处理

Treatment

对照 CK
LP157
LP160
LB248
LPE260
MIX
COM

乳酸菌 LAB

20 ℃

4. 62
2. 95
3. 46
4. 21
5. 26
4. 79
5. 83

20 ℃/-5 ℃

4. 63
3. 32
4. 00
4. 03
4. 71
4. 77
4. 06

肠杆菌 CB

20 ℃

ND
ND
ND
ND
1. 60
1. 54
4. 70

20 ℃/-5 ℃

4. 06
2. 95
ND
ND
ND
ND
ND

酵母菌Yeast

20 ℃

2. 30
0. 90
ND
0. 08
4. 29
3. 62
4. 37

20 ℃/-5 ℃

3. 78
1. 25
1. 70
0. 63
ND
ND
3. 72

霉菌Mold

20 ℃

ND
ND
ND
ND
2. 70
2. 48
3. 75

20 ℃/-5 ℃

2. 00
ND
ND
ND
ND
ND
ND
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表 6 燕麦青贮 60 d的营养品质

Table 6 Nutritional components of oat silage ensiled at 60 days

温度Tem⁃
perature（℃）

20

20/-5

标准误 SEM

菌剂 Inoculation（I）

温度Temperature（T）

I×T

菌剂 Inoc⁃
ulation

对照 CK

LP157

LP160

LB248

LPE260

MIX

COM

对照 CK

LP157

LP160

LB248

LPE260

MIX

COM

干物质DM
（%FW）

28. 35f

28. 67ef

29. 18ef

28. 61ef

28. 53ef

29. 20ef

28. 60ef

31. 38b

30. 60bc

29. 58de

31. 03bc

32. 49a

32. 70a

30. 31cd

0. 090

**

**

**

干物质损失

DM loss（%）

1. 22a

0. 09e

0. 39cde

0. 24de

0. 07e

0. 12de

0. 19de

0. 89abc

0. 43cde

0. 52cde

0. 37cde

0. 67bcd

1. 13ab

0. 49cde

0. 045

**

**

*

灰分Ash
（%DM）

8. 09a

7. 99a

7. 96a

7. 98a

8. 00a

8. 38a

7. 25a

7. 84a

7. 46a

7. 98a

7. 88a

7. 38a

8. 13a

7. 97a

0. 370

NS

NS

NS

中性洗涤纤维

NDF（%DM）

54. 28cd

48. 36e

46. 24e

54. 21cd

53. 53d

56. 61bcd

56. 35bcd

58. 45bc

59. 06b

55. 28bcd

56. 22bcd

56. 48bcd

63. 82a

56. 77bcd

1. 340

**

**

**

酸性洗涤纤维

ADF（%DM）

29. 76bc

23. 01e

21. 26e

26. 75d

27. 84cd

30. 01bc

29. 26bcd

31. 76ab

31. 01b

30. 44bc

31. 73ab

29. 25bcd

34. 10a

30. 68bc

0. 930

**

**

**

粗蛋白 CP
（%DM）

9. 05abcd

9. 18abc

9. 15abcd

9. 67a

9. 24ab

8. 71bcd

8. 82bcd

8. 78bcd

8. 55cde

8. 48de

9. 36ab

8. 91bcd

7. 76f

8. 06ef

0. 050

**

**

NS

水溶性碳水化合物

WSC（%DM）

4. 84def

4. 64efg

5. 36cde

4. 00fg

7. 70b

6. 93b

3. 73g

5. 85c

5. 73cd

4. 59efg

4. 20fg

5. 92c

10. 39a

5. 38cde

0. 300

**

**

**

表 7 燕麦青贮有氧暴露 5 d后的有机酸和氨态氮含量

Table 7 Content of organic acid and ammonia nitrogen of oat silage aerobically exposed for 5 days

温度

Temperature（℃）

20

20/-5

标准误 SEM

菌剂 Inoculation（I）

温度Temperature（T）

I×T

菌剂

Inoculation

对照 CK

LP157

LP160

LB248

LPE260

MIX

COM

对照 CK

LP157

LP160

LB248

LPE260

MIX

COM

pH

8. 68ab

4. 24e

4. 01e

4. 33e

8. 06b

8. 99a

8. 97a

8. 79ab

6. 62c

5. 70d

7. 07c

6. 86c

8. 76ab

8. 44ab

0. 277

**

**

**

NH3-N
（mg·g-1 DM）

3. 38bc

2. 79d

1. 35f

1. 60f

2. 84d

3. 48bc

4. 39a

4. 54a

3. 03cd

2. 22e

2. 59de

3. 41bc

3. 53b

4. 30a

0. 040

**

**

**

乳酸 LA
（mg·g-1 DM）

23. 65de

41. 56b

25. 68d

79. 29a

20. 31f

20. 19f

11. 00h

13. 14gh

25. 41d

35. 73c

21. 68ef

42. 24b

41. 81b

15. 15g

0. 253

**

**

**

乙酸AA
（mg·g-1 DM）

13. 59bc

14. 27b

7. 36f

31. 92a

12. 77c

9. 29e

6. 50f

5. 59g

9. 21e

5. 47g

7. 27f

11. 60d

11. 76d

5. 27g

0. 076

**

**

**

丙酸 PA
（mg·g-1 DM）

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

丁酸 BA
（mg·g-1 DM）

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

LA/AA

1. 74g

2. 91cd

3. 49b

2. 49e

1. 59g

2. 17f

1. 69g

2. 35e

2. 76d

6. 54a

2. 99c

3. 64b

3. 56b

2. 87cd

0. 016

**

**

**
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faecium）、耐乙醇片球菌（Pediococcus ethanolidurans）

和拟干酪乳杆菌（Lactobacillus paracasei）。储徐建［16］

从泡菜中筛选出的耐低温乳酸菌有植物乳杆菌、德氏

乳 杆 菌（Lactobacillus delbrueckii）和 乳 明 串 珠 菌

（Leuconostoc lactis）。与前人筛选耐低温乳酸菌研究

相比，本试验筛选出的短乳杆菌 248和戊糖乳杆菌 260
作为异型发酵乳酸菌在冻融环境下展现了相当的青贮

应用潜力，而在耐低温乳酸菌研究中未见报道，且前人

研究认为低温环境下同型发酵乳酸菌更适宜做青贮调

制［15］，这表明菌株资源功能特性的差异值得进一步关

注和挖掘。此外，本试验同样筛选到 2株抗冻融植物

乳杆菌 LP157和 LP160，可见，植物乳杆菌作为全球使

用最为广泛的青贮乳酸菌，具有较强环境适应特性和

高产酸效率，在青藏高原地区青贮中有较大应用潜力，但菌株特性存在一定差异。所以，根据原料和所处环境的

特性，合理开发利用乳酸菌菌剂将是不同地区生产高品质青贮的关键。

3. 2 抗冻融乳酸菌对燕麦发酵品质的影响

乳酸菌特性和贮藏温度对发酵品质有很大影响，乳酸菌的演替生长及其代谢活性对于控制青贮饲料的质量

和安全性至关重要，在发酵阶段乳酸菌利用原料上的可溶性糖产生有机酸，降低 pH，抑制腐败菌的生长，防止饲

料变质并延长其保存时间［24，26-27］。所以青贮的 pH值是表征发酵程度的重要参数，由于本研究原料附生的乳酸菌

较少，低于通常要求的 5 lg cfu·g-1 FM［7］，所以 CK组的发酵可能不完全，pH较高，尤其是冻融条件下，低含量的附

生乳酸菌极易造成不发酵或较低程度的发酵，不利于青贮长期保存。LP157和 LP160处理组虽然乳酸菌数量较

少但是 pH低，乳酸含量显著高于其他处理组，可能是这 2株植物乳杆菌具有较高的产乳酸效率，因为在青贮过程

中，乳酸菌产生的乳酸通常是青贮中浓度最高的酸，乳酸对于发酵过程中 pH下降的贡献最大［28］。LP157、
LP160、LB248和 LPE260处理组在冻融条件下，通过大幅度提高乳酸、乙酸的含量，即产酸效率来降低 pH，保证

发酵的正常进行，降低脱氨和蛋白质水解程度，从而降低 NH3-N含量，这与前人的研究结果一致［9，17，29］。但是，值

得注意的是同型发酵乳酸菌 LP157处理组在乳酸、乙酸含量方面与异型发酵菌 LB248和 LPE260很相似，尤其

LA/AA与异型发酵菌无显著差异，所以 LP157即使鉴定出是植物乳杆菌，但可能是兼性异型发酵乳酸菌，有研

究表明植物乳杆菌同样可以在特定条件下发酵戊糖产生乙酸［30］。也有研究认为植物乳杆菌会在缺糖原的条件下

将乳酸代谢成乙酸［31］。

3. 3 抗冻融乳酸菌对青贮燕麦有氧稳定性的影响

冻融胁迫会对植物造成物理损伤，促进植物细胞养分释放［32］，从而有利于青贮过程中乳酸菌的生长，但是一

遇到氧气也更容易滋生酵母菌等腐败菌［18］，所以冻融条件下燕麦青贮易出现发酵不稳定状况，本研究中冻融条件

下无论发酵阶段还是有氧暴露阶段 CK组的乳酸、乙酸含量均显著低于 20 ℃的 CK组，说明冻融条件下燕麦青贮

自然发酵不易成功，这与 Zhang等［29］的研究结果一致。但是，接种了抗冻融乳酸菌的处理组 LP157、LP160、
LB248和 LPE260有氧暴露 5 d后其 pH和NH3-N显著低于 CK组，且有氧变败时长显著高于 CK组。值得注意的

是，LP160在冻融条件下表现出了优异的发酵特性和有氧稳定性，这与Guan等［33］的研究结果不一致，过去很多研

究中同型发酵的植物乳杆菌在有氧暴露阶段往往表现不突出，认为同型发酵乙酸含量较低，容易滋生酵母菌，从

而导致青贮饲料快速腐败［30］，而异型发酵虽然会产生高的干物质损失［6］，但是会通过增加乙酸的产量来提高有氧

稳定性［34］。但是在本研究中同型发酵乳酸菌 LP160在有氧暴露阶段 pH和 NH3-N含量显著低于其他处理组，

LA/AA显著高于其他处理组，有氧稳定性显著优于其他处理组，这可能与乳酸菌和青贮原料的特性有关，有待

进一步研究。本研究结果较琚泽亮等［35］的研究中燕麦青贮的有氧稳定性差，这可能与有氧暴露的环境有关，本研

图 2 燕麦青贮有氧稳定性

Fig. 2 Aerobic stability of oat silages with inoculants
不同小写字母表示在 0.05水平上差异显著。Different lowercase letters
indicate significant differences at 0.05 level.
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究有氧暴露阶段环境温度较高、湿度较大，研究表明，高温高湿环境更易加速青贮的有氧变败［36］。此外，本研究中

冻融条件下的干物质含量显著高于 20 ℃条件，Li等［37］在高温青贮中也发现了同样的结果，可能是高温或者冻融

条件下植物出现脱水现象导致青贮渗出液的产生，进而出现干物质含量增加，具体原因有待深入研究。

本研究中混合菌处理组是同型发酵乳酸菌和异型发酵乳酸菌互配而成，但是效果并不理想，这与 Driehuis
等［38］的研究结果相反，并没有达到两种菌结合使用的协同作用。可能是因为这 2株菌筛选自不同地区，联合使用

产生了拮抗作用。商业菌的效果也不佳，证实乳酸菌菌剂具有一定的地区和材料适应性［33，39］。说明就地取材，合

理开发利用优质乡土乳酸菌资源是建立当地青贮技术体系的关键环节，另外，菌种间的互作研究、组合优化和配

伍禁忌的确立是混合菌应用实践的基础，值得深入探究。

4 结论

本研究从青藏高原地区筛选了 4株乳酸菌，具有抗冻融，高产酸效率等特性，分别是植物乳杆菌 157、植物乳

杆菌 160、短乳杆菌 248和戊糖乳杆菌 260。4株优选乳酸菌在冻融条件下能有效降低燕麦青贮 pH，提高乳酸、乙

酸产量，减少干物质损失，提高有氧稳定性，对青藏高原地区青贮营养保存和延长青贮货架期具有积极的作用。
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