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苜蓿青贮用乳酸菌复合系 !"# 的组成多样性
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（中国农业大学农学与生物技术学院 北京 &%%%@!）

摘 要：苜蓿是高蛋白的饲料作物，青贮是保存青草过冬的主要手段，但苜蓿是难青贮的作物，添加乳酸菌制剂是

解决苜蓿青贮难的有效措施。本研究室通过连续的限制性培养筛选到苜蓿青贮用乳酸菌复合系 G1$，用变性梯度

凝胶电泳（HII5）、平板分离及建立 &"J /HKG 克隆文库 4 种手段相结合分析 G1$ 的组成多样性，确认 G1$ 复合菌系

由 ’ 株菌组成，全部属于 !"#$%&"#’(()*。其中 4 株菌 G1$3&8，G1$3$8，G1$348 通过平板分离得到，分别属于 ! = +(",$"-).
（@@L@M ）、! = /’.#0’’（@@L!M ）、! = 1"-#’.’,’*（&%%M ）。在 G1$ 复合菌系的 &"J /HKG 克隆文库中，上述 ’ 种菌的组成

比例分别为 ##L$&M、&@L’@M、&!L#2M、4L&4M、4L&4M、4L&4M、&L%4M。
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苜蓿是一种高蛋白的饲料作物，被称作“牧草

之王”。青贮是保存饲料营养价值的有效手段，但苜

蓿由于蛋白含量高、可溶性碳水化合物和干物质含

量低，并且因为茎组织中空，有大量空气存在，难以

在青贮窖中形成厌氧环境，是难青贮的材料［&］。接

种乳酸菌制剂被认为是具有安全、对环境无污染、对

农机具无腐蚀、价格低廉等优点的好方法［$］。

接种乳酸菌可使乳酸菌迅猛繁殖，产生大量乳

酸，使 OP 迅速降低，增加乳酸Q乙酸［4 ( #］。但向青贮

材料 中 接 种 纯 培 养 微 生 物 常 常 得 不 到 希 望 的 效

果［&，!，#］。本研究室通过连续的限制性培养，从苜蓿

青贮料中筛选到一组含有多株乳酸菌的苜蓿青贮用

乳酸菌复合系 G1$，该菌系在玉米粉培养基、苜蓿汁

培养基和 RSJ 培养基中将 OP 稳定到 4L2 ( !L% 需

&%F、&"F 和 $%F，并发出香甜气味。用气质联机分析

其发酵液结果，检测出较高的乙酸、乳酸，还有少量

甲酸、丙酸等挥发性脂肪酸及丁二醇、乙酸乙酯、异

丁醛、乙醛、乙酰胺等风味物质；在代谢产物中乙酸

和乳酸占总代谢物的 @2M以上［"］。

平板分离是常用的分离微生物的手段，但它无

法分离难培养的微生物或目前还不能培养的微生

物。逐渐发展起来的分子生物学手段，避免了经典

微生物技术在多样性研究中的局限性，它们与传统

的分离 培 养 方 法 可 以 相 互 补 充 相 互 比 较。由 于

&"J /HKG序列的保守性和存在的普遍性，以及核酸

序列本身的稳定性，序列分析的重现性极高，应用

&"J /HKG 作为分子指标，可以实现快速、微量、准

确、简便地对微生物进行分类鉴定［’］。本研究的思

路 是 通 过 结 合 平 板 分 离、变 性 梯 度 凝 胶 电 泳

（H.?7+9/8?T I/7>8.?+ I.1 51.*+/,OF,/.U8U）及建立菌群

&"J /HKG 克隆文库，以 HII5 作为筛选手段，根据

克隆子 &"J /HKG 可变区 V4 区的 WXS 产物在胶中迁

移位置的不同筛选出目的克隆［2］，然后将目的克隆

插入的 &"J /HKG 全长测序。并且以 HII5 作为研

究手段监测菌群各代的变化及随时间变化菌群的变

迁。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$% $ 菌株：苜蓿青贮用乳酸菌复合系 G1$ 为本实

验室筛选。参考菌株为本试验在复合系中分离的单

菌 G1$3&8，G1$3$8，G1$348 和通过建立 G1$ 复合系的克

隆文库得到的 ’ 个克隆 G1$3!*，G1$3#*⋯G1$3&%*。在

I.?Y7?Z 的 登 录 号 依 次 为 HN%#"!&@，HN%#"!$%，

HN%#"!$&， HN%#"!$$， HN%#"!$4， HN%#"!$!，

HN%#"!$#，HN%#"!$"，HN%#"!$’，HN%#"!$2。

$%$%# 试剂和仪器：0,E,-, 公司生产的 SKG 酶；

W./Z8? 516./ 生产的 G6O18 2"3 I,1>；N87T.? 公司生产

的 N[G5\ [[ T.1 .C+/7*+8,? Z8+；W/,6.T7 公 司 生 产 的

OI5R# 30 57UE；R,1.*917/ W/,-.U 生产的 J]YS IS55K



!；"#$%&’ ()*#$ 生产的 +&,-.# /&0。日本 123!+4 公

司产 +5676 型 89*:;<0 :1 *#0#$；日本岛津公司产

="5>?>? 型气质联用机（@85AB）；美国 +&953;C 公司

生产的 -89C# 突变检测系统；4+! DEE -F4 测序仪。

!"# 微生物的培养分离

A3B 培养基（蛋白胨 7?,，牛肉膏 7?,，酵母提取

物 >,，/61"2G 6,，柠檬酸二铵 6,，乙酸钠 >,，葡萄糖

6?,，吐温 H? 7*I，A,B2G·E162 ?J>H,，A’B2G·G162
?J6>,，:1 调至 KJ6 L KJG，77>M灭菌 6?*&’）加 7>,NI
琼脂做固体平板，培养物按 7? 倍梯度制作稀释液涂

上平板培养基后，装入塑料袋，充氮气 D*&’ 后密封，

D?M培养。等菌落长出后，根据菌落形态移至新鲜

的平板培养基，划线纯化，尽可能多取一些菌落，纯

化 D 次后，用灭菌的牙签挑取少量的单菌落，作为

"83 的模板，用 -@@( 辅助筛选不同的菌株。

!"$ %& 及代谢产物的测定

用 89*:;<0 :1 *#0#$ 测 定 :1。 代 谢 产 物 过

?J66!* 微孔过滤器后使用气质联用机测定。测定

条件：分析柱：8"58O&$;P&)5-#Q 8+ 型毛细管柱（6>*
R ?J6>**）；柱箱温度：K?M（6 *&’）!7??M，>MN
*&’，!7S?M（6*&’），7>MN*&’，共 7H*&’；进样口温

度：7H?M；监测器温度 6D?M；监测器电压 7J>%T；载

气：氦气（>?%";）；流量：D?*IN*&’；进样器：进样量

7!I，分流比：7N6?。对测定的数据，利用 F!BU 数据

库进行定性分析。又根据出峰物的定性分析结果，

配制相应标准样品的稀释液作为标准物进样，用于

该物质的定量分析。

!"’ ()* 提取

把 4)6 在 A3B 培养液中混合培养后，H???$N*&’
离心 7>*&’，弃上清收集菌体细胞，用氯仿5苯酚抽提

法［S］提取总 -F4。该方法提取时要加入 ?J7, 直径

?J7** 的锆珠破碎细胞壁，后用酚和氯仿N异戊醇去

除蛋白，用异丙醇沉淀，用 3F4 酶去 3F4，用 6 R
"(@ 精制 -F4。

!"+ !,- .()* 的 /01
!"+"! 分离单菌 7KB $-F4 全长的 "83：以 4)6 的

分离单菌 -F4 做模板，"83 扩增 7KB $-F4 全长。

引物 6EV：>W54@4@UUU@4U88U@@8U84@5DW（对应大

肠 杆 菌 ! X "#$% 的 H L 6E 位 ）和 7GS63：>W5
@@8U488UU@UU48@48UU5DW（对应大肠杆菌 ! X "#$%
的 7GS6 L 7>7? 位）；反应体系为（>?!I）：7? R "83
@9)C +YZZ#$ >!I，6>**9)NI A,8)6 G!I，6**9)NI CFU"
*&Q >!I，G>:*9) 6EV 和 7>7?3 各 ?J>!I，>[N!I 4*:)&
&’( @9)C ?J6!I，模 板 -F4 >’,；反 应 程 序 为 S>M

7?*&’；SDM 变 性 7*&’，>?M 退 火 7*&’，E6M 延 伸

7*&’ D?P，共 6> 个循环；最后引物延伸 >*&’。扩增产

物以 ?JH\的琼脂糖凝胶电泳检测。

!"+"# 7KB $-F4 TD 区域的 "83：用于 -@@( 分析的

"83 产物扩增区域是 7KB $-F4 的可变区 TD 区域。

以不同培养时间或不同代的 4)6 总 -F4 为模板，引

物 D>EV5@8 序列为，@8 <);*:]5>W588U48@@@4@@84
@84@5DW（ 其 中 @85<);*: 序 列 为 >W58@888@88@8
@8@8@@8@@@8@@@@8@@@@@848@@@@@@5DW）； 引

物 >7E3 的 序 列 为 >W5@U@884@8（4N8）@88@8@@5
DW［7?］。"83 反应体系为（>?!I）：7? R "83 @9)C +YZZ#$
>!I，6>**9)NI A,8)6 G!I，6**9)NI CFU" *&Q >!I，

G>:*9) D>EV 和 >7E3 各 ?J>!I，>[N!I 4*:)& &’( @9)C
?J6!I，模 板 -F4 7?’,。反 应 程 序 为 S>M 7?*&’，

SDM 变性 7*&’，GHM 退火 7*&’，E6M 延伸 7*&’7?P，
共 D? 个循环，最后引物延伸 >*&’。扩增产物以 6\
琼脂糖凝胶电泳检测。

用 -@@( 来 筛 选 目 的 克 隆 和 分 离 单 菌 的

7KB $-F4 TD 区域的 "83，以单菌落作为模板直接

"83，反应体系及检测方法同上。

!", (223 分析

采 用 -89C# 突 变 检 测 系 统（ +&953;C，

I;]9$;09$&#P，1#$<Y)#P，8;)&Z）对 7KB $-F4 TD 区域的

"83 扩增产物进行 -@@( 分析。对于克隆文库和分

离单菌的 7KB $-F4 TD 区 "83 产物的筛选，采用单

梯度法，聚丙烯酰胺凝胶浓度为 H\（^NT），尿素与

甲酰胺变性梯度为 ?\ L H?\（尿素为 E*9)NI、甲酰

胺为 G?\时的变性浓度为 7??\），在 K7M恒温下，

6??T 电泳 DO，采用 B_+3 @3((F ! 染色 D?*&’，紫外

凝胶 成 像 系 统 分 析 结 果［77］。对 于 复 合 系 4)6 总

-F4 的 "83 扩增产物采用双梯度法［76］，聚丙烯酰胺

凝胶浓度为 K\ L 76\（^NT），尿素与甲酰胺变性梯

度为 6?\ L >?\，在 K7M恒温下，6??T 电泳 >O，染

色与观察同上。

!"4 !,- .()* 克隆文库的构建及目的克隆的筛选

将 4)6 菌 复 合 系 的 总 -F4 作 为 模 板 进 行

7KB $-F4 全长 "83，反应体系及检测方法见本文

7J>J7 所述。将扩增产物进行琼脂糖电泳，在紫外

灯下切下胶上的扩增片段，用 =!4(‘ !! ,#) #Q0$;<0&9’
%&0 纯化精制；纯化后的 -F4 与 :@(A" 5U (;P. 载体

连接，7KM过夜，然后通过在 G6M O#;0 PO9<% G>P 转

化到 ! X "#$% aA7?S 菌体；通过 ‘5,;) 和 !"U@ 的"5互
补作用筛选出白色菌落。将白色菌落转移到新鲜的

HKE ^4F@ ‘&;95Z#’ )* ’$ X N+"*’ ,%"-#.%#$#/%"’ 0%1%"’（6??K）GK（>）



含有抗生素的 !" 固体培养基上编号，同时沾取少

量菌落 作 为 模 板 扩 增 #$ 区 域，将 扩 增 产 物 进 行

%&&’，按照条带在 %&&’ 胶上的位置，筛选出所有

不同种类的克隆。

对含有目的克隆的菌体，用 (%( 碱裂解法提取

质粒［)$］，供测序。

!"# !$% &’() 的测序及分析

对于 克 隆 菌 体 提 取 的 质 粒 及 分 离 单 菌 的

)*( +%,-，经 "./%01 2.3 荧光染色后，使用 -"4 $55
%,- 测序仪测序，测序过程按 -"4 公司操作说明书

进行。

根据 )*( +%,- 序列，查询互联网数据库 "!-(6
（%%"7 89:;1<3.=1 >1?918:1 =@3@A@>1）进行检索，分析亲

缘关系及相似性。-;B 菌系各菌在 &18"@8C 中的登

录 号 分 别 为：%DEF*G)H，%DEF*GBE，%DEF*GB)，

%DEF*GBB， %DEF*GB$， %DEF*GBG， %DEF*GBF，

%DEF*GB*，%DEF*GB5，%DEF*GBI。

* 结果和分析

*"! 平板分离结果

通过稀释平板法在 JK( 培养基上获得菌落形

状略微不同的 )$ 个菌落，经 %&&’ 筛选，发现胶上

有 $ 种不同迁移位置类型的条带（图略），将 $ 个代

表条带菌株 -;BL).，-;BLB.，-;BL$.（在 %&&’ 图谱上分

别表 示 为 4)，4B，4$），分 别 提 取 %,-，扩 增 其 )*(
+%,- 全长，序列测定后，进行数据库检索，结果相似

率 最 高 的 近 缘 种 分 别 为：!"#$%&"#’(()* +(",$"-).
（ HHMHN ）、 !"#$%&"#’(()* /’.#0’’ （ HHMGN ） 、

!"#$%&"#’(()* 1"-#’.’,’*（)EEN ）。它们的 #$ 区的 OPK
产物在 %&&’ 图谱上出现的位置如图 ) 泳道 B、$、G
所示。此 $ 株菌经革兰氏染色结果均为革兰氏阳性

菌，镜检结果均为杆状，均无芽孢，不运动。$ 种分

离单菌在 JK( 培养基中降低 QR 和产乳酸的动态变

化见图 B，$ 种单菌在 JK( 培养基上能够迅速降低

培养基的 QR，并且产生大量乳酸。QR 从接种开始

至 BGS 迅速下降，同时这个阶段也是乳酸大量生成

的阶段，说明在这个阶段，乳酸菌大量繁殖，将培养

基中的可溶性碳水化合物迅速转变为乳酸，从而引

起 QR 的降低。由图可见，-;BL). 的降低 QR 和产乳

酸的能力最强，-;BLB. 其次，-;BL$. 最弱。

*"* ’++, 结果

将 -;B 在 JK( 培养基中培养 GIS 后收集细胞，

提取总 %,- 后，进行 )*( +%,- #$ 区域的 OPK，最

后将 OPK 产物进行 %&&’，结果出现明显的两条带

图 ! )-* 复合菌系组成多样性的变性梯度凝胶电泳图谱

T./U) %&&’ Q@331+8> <V :<WQ<>.3.<8 <V -;B :<WW98.30U !@81) .> -;B

:<WW98.30："@8=! .> !"#$%&"#’(()* +(",$"-).，"@8=" .> !"#$%&"#’(()*

/’.#0’’；!@81B，!"#$%&"#’(()* +(",$"-). -;BL).；!@81 $，!"#$%&"#’(()*

/’.#0’’ -;BLB.；!@81 G，!"#$%&"#’(()* 1"-#’.’,’* -;BL$.；!@81 F，

!"#$%&"#’(()* 1"-#’.’,’* -;BL):；!@81 *，!"#$%&"#’(()* 1"-#’.’,’* -;BLB:；

!@81 5，!"#$%&"#’(()* +(",$"-). -;BL$:；!@81 I，!"#$%&"#’(()* +2,$%*)*

-;BLG:；!@81 H，!"#$%&"#’(()* /’.#0’’ -;BLF:；!@81 )E，!"#$%&"#’(()*

/’.#0’’ -;BL*:；!@81 ))，!"#$%&"#’(()* +2,$%*)* -;BL5:U

图 * )-* 的单菌在 ./% 培养基中 01 及乳酸动态变化

T./UB 6S1 =08@W.: :S@8/1> .8 QR @8= ;@:3.: @:.= Q+<=9:3.<8 <V 3S1

.><;@31> V+<W -;B :<WW98.30 :9;3.X@31= .8 JK( W1=.@U

!和"（图 B 泳道 )），分别对应分离单菌 -;BL). 和

-;BLB.（泳道 B 和 $）的条带，在泳道 ) 中没有发现对

应单离菌 -;BL$. 的条带。由 %&&’ 图谱可知，-; 复

合菌系在培养 GIS 时，其中的优势菌是 ! U +(",$"-).
和 ! U /’.#0’’，分别对应于平板分离得到的 $ 株单菌

中的两株。! U 1"-#’.’,’* 在 !@81) 中并没有检测到。

*"2 !$% &’() 克隆文库的结果

为了更全面的了解 -;B 复合系的菌种组成多样

性，对 -;B 复合系的 )*( +%,- 全长的 OPK 产物建立

了克隆文库，经蓝白筛选共得到 BEE 多个白色菌落。

随机选取其中的 H* 个菌落对其 )*( +%,- 的 #$ 区

H*5王小芬等：苜蓿青贮用乳酸菌复合系 -;B 的组成多样性 U Y微生物学报（BEE*）G*（F）



域做菌落 !"#，利用 $%%& 进行筛选（图 ’），最后获

得了 ( 种不同迁移位置的条带，在 $%%& 图谱上分

别以 ")、"*、"’、"+、",、"-、"( 表示，经 )-. /$01 测

序 结 果 近 缘 种 分 别 为：!"#$%&"#’(()* +",#’-’.’*
（)223 ）、!"#$%&"#’(()* +",#’-’.’*（)223 ）、!"#$%&"#’(()*
/(".$",)-（44543 ）、!"#$%&"#’(()* /0.$%*)*（44563 ）、

!"#$%&"#’(()* 1’-#2’’（445+3 ） 、!"#$%&"#’(()* 1’-#2’’
（465*3 ）、!"#$%&"#’(()* /0.$%*)*（445-3 ）（图 * 789:,
; ))，表 )）。其中克隆子 "*、"’ 和 ", 的条带与分

离单菌 1<*=’>、1<*=)> 和 1<*=*> 的条带位置相同，并

且测序结果也一致。由此，通过建立克隆文库在

1<* 复 合 系 中 共 检 测 出 ( 种 细 菌，全 部 为

!"#$%&"#’(()* 的近缘种。

在 )-. /$01 克隆文库中，所占比例最多的是

"’（! ? /(".$",)-），达到 ,,3，其次是 ",（! ? 1’-#2’’）

和 "*（! ? +",#’-’.’*），比例各占 )45(43和 )+5,63。

这 ’ 种克隆占到整个克隆文库的 423，而这 ’ 种菌

也是可被分离的菌种。而其余 + 种克隆只占到克隆

文库的 )23，这 + 种未被培养出来，是由于所占比

例太小还是因为是难培养物，还有待于进一步研究。

图 ! 对克隆筛选的变性梯度凝胶电泳（"##$）图谱

@>A?’ $%%& B/CD><: CD )-. /$01 E’ /:A>C9 CD F<C9: G/H>9A IF/::9>9A?

789:-，(，), 8/: I:<D=FC99:FJ:G，JK: L89G >I L:<C9A:G JC MN)245 ’ O>9GI

CD F<C9:I 8/: G:J:FJ:G >9 JK: A:< ? 789:)，’，4，))，)* 8/: JK: I8P: O>9GI CD

F<C9:I，<89: *，,，)+ 8/: JK: CJK:/ O>9GI CD F<C9:I，89G <89:+，6，)2，)’

8/: 89CJK:/ A/CHB CD F<C9:I?

表 % &’( 复合菌系组成菌的测序结果

Q8L<: ) .:RH:9F>9A /:IH<JI CD BCBH<8J>C9I CD 1<*

08P: 789:8
"<CI:IJ /:<8J>S:

（8FF:II>C9 9HPL:/） TG:9>JUV3 1FF:II>C9 0HPL:/ $%%& TIC<8J:G "<C9>9A

1<*=)> * !L ? /(".$",)-（1W)2+6,,） 4454 $X2,-+)4 Y F Y Y
1<*=+F ( ! ? /(".$",)-（1W)2+6,,） 4454 $X2,-+**
1<*=*> ’ ! ? 1’-#2’’（1@)6’,,6） 445+ $X2,-+*2 Y Y Y
1<*=,F 4 ! ? 1’-#2’’（1@)6’,,6） 445+ $X2,-+*’
1<*=’> + ! ? +",#’-’.’*（1M+)(+44） )22 $X2,-+*) Z Y Y
1<*=-F - ! ? +",#’-’.’*（1M+)(+44） )22 $X2,-+*+
1<*=(F 6 ! ? /0.$%*)*（$(4*))） 4456 $X2,-+*, Z Z Y
1<*=6F , ! ? +",#’-’.’*（1M+)(+44） )22 $X2,-+*- Z Z Y
1<*=4F )2 ! ? 1’-#2’’（1@)6’,,6） 465* $X2,-+*( Z Z Y
1<*=)2F )) ! ? /0.$%*)*（$(4*))） 445- $X2,-+*6 Z Z Y

8 789:I 8/: IKC[9 >9 @>A? )；L 1LL/:S>8J>C9：!，!"#$%&"#’(()*；F“ Y ”G:J:FJ:G；“ Z ”9CJ G:J:FJ:G?

()* &’( 菌系培养 +(, - +!!代菌群的动态

在 1<* 继代培养中，将 *( 代至 ’’ 代各培养 *+K
的样品提取 $01 后 !"# )-. /$01 E’ 区域，将 !"#
产物做 $%%& 分析（图 +=1），结果可检测到的主要

条 带 为! !"#$%&"#’(()* /(".$",)- 和" !"#$%&"#’(()*
1’-#2’’。! ? /(".$",)- 呈现的条带浓厚，且各代间相

当稳定，!"#$%&"#’(()* 1’-#2’’ 呈现条带微弱。从 1<*
各代的菌群动态变化来看，说明 1<* 菌系 ( 带间菌

群变化基本稳定。

(). 第 !! 代连续培养 ,(/ 中菌群的动态

将第 ’’ 代 1<* 复合系在 N#. 培养基 (*K 内的

动态样品做 $%%& 分析，! ? /(".$",)- 始终条带浓

厚（图 +=W）；! ? 1’-#2’’ 在 ’ ; *+K 有微弱的条带，而

在 +6 ; (*K 条带变浓。可以认为 ! ? /(".$",)- 始终

占优势地位，而 ! ? 1’-#2’’ 到培养 +6K 后才成为优

势菌。在此 $%%& 分析中只能检测到 * 种菌。

图 * &’( 复合菌系在 012 培养基中各代变化（&）及随

时间动态变化（3）的变性梯度凝胶电泳图谱

@>A?+ $%%& B8JJ:/9I CD 1<* FCPPH9>JU FH<J>S8J:G >9 N#. P:G>8? 1：

QK: B8JJ:9I CLJ8>9:G LU *+K FH<J>S8J>C9 >9 N#. P:G>8 D/CP @*(
IHFF:II>S: IHLFH<JH/:G JC @’’；W：$U98P>F FK89A:I CD P>F/CC/A89>IP CD

1<* FCPPH9>JU FH<J>S8J:G >9 N#. P:G>8 DC/ (*K? W89G ! >I

!"#$%&"#’(()* /(".$",)-，W89G" >I !"#$%&"#’(()* 1’-#2’’ ?

2(( \10% ]>8C=D:9 0$ "( ? V3#$" 4’#,%&’%(%5’#" 6’.’#"（*22-）+-（,）



! 讨论

自从 !""# 年 $%%& 技术被引入微生物生态学

以来，该技术被广泛地用作分子工具比较微生物群

落的多样性和监视种群动态。并且随着分子生态学

的发展，国际上 $%%& 技术通常与传统的平板分离

技术 以 及 末 端 限 制 酶 片 段 长 度 多 态 性 技 术（’(
)*+,）和 !-. 克隆文库相结合，来更加准确地分析

微生物群体的多样性。在乳酸菌的研究中，$%%&
与克隆文库相结合分析微生物群体多样性是非常有

效的手段，可获得更多有关微生物群落成员特性的

信息。近年来相继报道了奶制品，香肠制作过程中

复杂的生态系统的变化［!/，!0］，但在青贮接种剂及青

贮过程中的微生物区系变化还未有报道。

! 1 "#$%&$’() 是经常在青贮料中分离到的同型

发酵乳酸菌，! 1 *+),-++ 是经常在韩国泡菜中分离

的专性异型发酵乳酸菌，! 1 .$’,+)+%+/ 是经常在香肠

及肉制品中分离的专性同型发酵乳酸菌。最近国外

报道利用 !$,&01$,+##(/ "2%&0/(/ 做接种剂，利用经过

湿氧化法处理的小麦秸秆产生的半纤维素水解物

（22）产乳酸研究［!-］，它为兼性异型发酵乳酸菌。

有研究表明接种同型发酵乳酸菌会削弱青贮饲料的

有氧稳定性［!3］，而接种异型发酵乳酸菌则能提高青

贮牧草的有氧稳定性［!4］，因此国外有学者将同型发

酵菌和异型发酵菌混合作为青贮饲料的接种剂，试

验证实混合接种有效地抑制了酵母菌的活动，提高

了饲料的有氧稳定性［!"］。本研究中，567 复合菌系

是包括同型发酵乳酸菌和异型发酵乳酸菌在内的乳

酸菌复合菌系，发现有 3 株组成菌，其中通过平板培

养只能分离到 # 株，而通过克隆文库除了已分离的

# 株菌外还可以检测到 / 株微生物，这些菌株的多

样组合可能是该复合系稳定的基础。

!-. 8$95 克隆文库中每种克隆的数量可以定

量的反映复合菌系中每种组成菌的数量。由 567 得

到的 "- 个克隆中，:# 占到克隆总数的 00;7!<，:0
达到 !";3"<，:7 为 !/;04<，这 # 种克隆占到了整

个克隆的将近 "=<。而其余 / 种克隆只占 !=<左

右。这个结果与平板分离的结果一致，平板的菌落

中也是这 # 种 菌 最 多。通 过 $%%& 只 检 测 到 ! 1
"#$%&$’() 和 ! 1 *+),-++ 的 条 带，未 能 检 测 到 ! 1
.$’,+)+%+/。这些结果除了 $%%& 方法局限性外也有

可能 是 >). 培 养 基 最 适 合 这 两 种 菌，而 ! 1
.$’,+)+%+/ 由于细胞数太少没有达到 $%%& 检测的最

低限。
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