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摘要:【目的】 筛选一组乳酸产量高、组成稳定的柳枝稷青贮用乳酸菌复合系ꎮ 【方法】 通过连续限制性培养

方法获得乳酸菌复合系 ＳＧＬꎬ使用变性梯度凝胶电泳(ＤＧＧＥ)和高通量测序技术分别分析其群落结构的稳

定性和组成多样性ꎮ 在培养基中添加不同氮源ꎬ测定氮源对 ＳＧＬ 菌体生长和代谢产酸的影响ꎮ 【结果】 连

续限制性培养 ８ 代ꎬＳＧＬ 的菌群结构趋于稳定ꎬ主要菌种为同型发酵乳酸菌ꎬ包括 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｎｔｅｎｓｉｓ
(７８􀆰 ７８％ )、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ(７􀆰 ９２％ )、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｎｔｈｅｒｉｓ(５􀆰 ２７％ )、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ(４􀆰 ４１％ )和

Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｃｓ(３􀆰 ３１％ )ꎬ是现有唯一的同时包含 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 的乳酸菌复合系ꎮ 酵

母浸粉是促进 ＳＧＬ 菌体生长和产乳酸的最好氮源ꎬ最适添加量为 ２０ ｇ / Ｌꎮ 当(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 和酵母浸粉中 Ｎ 的

比例为 １:４ 时ꎬ菌体生长量和乳酸产量与 ２０ ｇ / Ｌ 酵母浸粉等同ꎮ 【结论】 乳酸菌复合系 ＳＧＬ 多样性高、组成

稳定、可利用无机氮源ꎬ作为青贮饲料添加剂ꎬ具有很大的应用潜力ꎬ本研究为 ＳＧＬ 的培养和应用提供了理

论依据ꎮ
关键词:柳枝稷ꎬ青贮ꎬ乳酸菌复合菌系ꎬ高通量测序ꎬ氮源
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　 　 近年来ꎬ随着我国畜牧业结构由耗粮型向节粮

型的转变ꎬ草地禾本科牧草产业开始蓬勃发展ꎮ 柳

枝稷(Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍꎬ Ｌ. )原产北美ꎬ为大型丛生

多年生 Ｃ４ 禾本科牧草ꎬ生物质产量高ꎬ生态适应性

强ꎬ纤维素和半纤维素含量较高ꎬ木质素含量相对较

低ꎬ整株植株的蛋白质含量达 ７􀆰 ０％－ １３􀆰 ６％ ꎬ高于

玉米和大豆ꎬ具有优良牧草的特性ꎮ
青贮是牧草保藏的理想措施ꎮ 研究证实ꎬ柳枝

稷青草的营养成分可以通过青贮方式得到很好的保

存ꎬ并且青贮料的体外消化率和采食量均比干草料

高[１ － ３]ꎮ Ｃ４ 类型的牧草可溶性糖含量低ꎬ青贮容易

失败[４]ꎮ 许多研究表明ꎬ向青贮料中添加足量的乳

酸菌ꎬ可加速 ｐＨ 值降低ꎬ从而有效地抑制梭菌的活

动ꎬ保证青贮饲料的安全和质量ꎮ 现有的青贮菌剂

多为纯培养的单一菌种或由几种单菌按一定比例组

配而成的混合菌剂ꎬ也有少数是针对秸秆或苜蓿等

特殊材料自然驯化的乳酸菌复合系ꎮ 单菌对生长条

件的适应范围窄ꎬ接种效果时好时坏ꎻ简单混合菌剂

中所含的菌种之间是否具有协同关系ꎬ是否产生拮

抗作用还有待证实ꎬ自然驯化的复合菌系组成稳定、
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功能强大、并对温度和酸碱环境的耐性强ꎬ产酸能力

和接种效果显著优于单菌[５ － ６]ꎮ 至今ꎬ未发现有针

对柳枝稷这一特定材料的乳酸菌复合菌系的研究和

报道ꎮ
为了更好的培养乳酸菌ꎬ就必须更深入地了解

它们的营养需求和代谢特性ꎬ以便创造一个有利于

它们 生 长 和 产 生 代 谢 产 物 的 最 适 生 理 条 件ꎮ
Ａｒａｓａｒａｔｎａｍ 等[７]和 Ｎａｎｃｉｂ 等[８] 分别研究了向乳清

和枣汁中补充有机或无机氮源对乳酸菌生长和产酸

的影响ꎬ至今未发现不同氮源对复合系生长和产乳

酸的影响ꎮ
笔者等以柳枝稷青贮料为菌源ꎬ筛选出一组菌种

组成稳定、ｐＨ 下降迅速、乳酸产量高的乳酸菌复合系

ＳＧＬꎬ研究了该复合系微生物组成多样性及其对不同

氮源的代谢性质ꎮ 本研究报告了该复合系的筛选过

程和代谢性质ꎬ通过 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 技术和高通量测序

技术分别分析了其微生物组成稳定性和多样性ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 菌群筛选

筛选菌种 ＳＧＬ 所用的柳枝稷来源于中国农业

大学上庄实验站牧草种质繁育区ꎬ品种为低地型ꎬ
２０１３ 年 ６ 月中旬收割ꎮ 将柳枝稷切碎成 １ － ２ ｃｍ
长ꎬ填装于 １００ ｍＬ 的螺口瓶ꎬ装 ３ 瓶ꎬ压实密封后

置于 ３０ ℃ 恒温下自然发酵ꎮ 发酵 ６０ 天后ꎬ将发

酵物取出混匀ꎬｐＨ 值为 ４􀆰 ８ꎬ以此作为筛选菌群来

源ꎮ 取 １２ ｍＬ ＭＲＳ 培养液装入 １５ ｍＬ 的螺口离心

管ꎬ加入 １􀆰 ０ ｇ 柳枝稷青贮料ꎬ３０℃静置培养ꎬ３ 个

重复ꎮ 培养 ２４ ｈ 后ꎬ按 １％ (体积分数比)的接种

量转接培养物连续继代培养 ２０ 代ꎬ获得性质和菌

种组成稳定的乳酸菌复合系ꎮ
菌群的筛选和培养均用 ＭＲＳ 培养基 (蔗糖 ２０

ｇ / Ｌꎬ蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ牛肉膏 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母浸粉 ５ ｇ / Ｌꎬ
乙酸钠 ５ ｇ / Ｌꎬ柠檬酸铵 ２ ｇ / Ｌꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ ２ ｇ / Ｌꎬ
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５８ ｇ / ＬꎬＭｎＳＯ４􀅰４Ｈ２Ｏ ０􀆰 ２５ ｇ / Ｌꎬ吐
温 ８０ １􀆰 ０ ｍＬ / Ｌꎬ ｐＨ 调至 ６􀆰 ２ － ６􀆰 ４ꎬ １１５℃ 灭菌

２０ ｍｉｎ)ꎬ培养条件均为 ３０℃静置培养ꎮ
１􀆰 ２　 生长培养基中添加不同氮源对复合系产酸的

影响

生长培养基:ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５８ ｇ / ＬꎬＭｎＳＯ４􀅰
４Ｈ２Ｏ ０􀆰 ２５ ｇ / Ｌꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ ２ ｇ / Ｌꎬ ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇ / Ｌꎬ
ＦｅＳＯ４ ０􀆰 ０２ ｇ / Ｌꎬ吐温 ８０ １ ｍＬ / Ｌꎬ葡萄糖 ３０ ｇ / Ｌꎬ
ＣａＣＯ３２０ ｇ / Ｌꎮ

添加酵母浸粉:生长培养基中添加不同质量的

酵母浸粉ꎬ使酵母浸粉的最终浓度分别达到 ５、１０、
２０ 和 ３０ ｇ / Ｌꎬ以添加 ２０ ｇ / Ｌ ＣａＣＯ３、葡萄糖浓度为

３０ ｇ / Ｌ 的 ＭＲＳ 培养基作为对照ꎬ１１５℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
冷却后接种 ＳＧＬꎬ接种量为 ５％ ꎮ ３０℃静置培养ꎬ每
隔 １２ ｈ 取样测定总糖、乳酸和细胞浓度ꎮ 每个处理

３ 个重复ꎮ
添加不同氮源: 生长培养基中添加蛋白胨

(１２􀆰 ５０ ｇ / Ｌ)、酵母浸粉(２０ ｇ / Ｌ)、脲(３􀆰 ８６ ｇ / Ｌ)或
(ＮＨ４) ２ＳＯ４(８􀆰 ５０ ｇ / Ｌ)ꎬ１１５℃灭菌 ２０ｍｉｎꎮ 实验过

程同上ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎮ
添加不同比例的 (ＮＨ４) ２ＳＯ４ 和酵母浸粉:生长

培养基中添加不同比例的 (ＮＨ４) ２ＳＯ４ 和酵母浸粉

(表 １)ꎬ实验过程同上ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎮ

表 １. 生长培养基中添加不同比例的无机氮源[(ＮＨ４) ２ＳＯ４]和有机氮源(酵母浸粉)
Ｔａｂｌｅ １. Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ [(ＮＨ４) ２ＳＯ４] ａｎｄ

ｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ) ｓｏｕｒｃｅｓ
Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｅｌｅｍｅｎｔａｌ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ＮＨ４) ２ＳＯ４:
ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ

　 　 　 (ＮＨ４) ２ＳＯ４ 　 　 　 Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ
Ｗｅｉｇｈｔ /
(ｇ / Ｌ)

Ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
/ (ｇ / Ｌ)

Ｗｅｉｇｈｔ
/ (ｇ / Ｌ)

Ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
/ (ｇ / Ｌ)

５∶ ０ ８􀆰 ４９ １􀆰 ８０ ０􀆰 ００ ０􀆰 ００

４∶ １ ６􀆰 ７９ １􀆰 ４４ ４􀆰 ００ ０􀆰 ３６

３∶ ２ ５􀆰 ０９ １􀆰 ０８ ８􀆰 ００ ０􀆰 ７２

２􀆰 ５∶ ２􀆰 ５ ４􀆰 ２５ ０􀆰 ９０ １０􀆰 ００ ０􀆰 ９０

２∶ ３ ３􀆰 ４０ ０􀆰 ７２ １２􀆰 ００ １􀆰 ０８

１∶ ４ １􀆰 ７０ ０􀆰 ３６ １６􀆰 ００ １􀆰 ４４

０∶ ５ ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ２０􀆰 ００ １􀆰 ８０

６７４１
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１􀆰 ３　 发酵产物测定

ｐＨ 值的测定使用 ＨＯＲＩＢＡＢ. ２１２ 微量 ｐＨ 计ꎮ
吸光值 ＯＤ６００ 的测定仪器为 ＢｉｏＳｐｅｃ￣ｍｉｎｉ ＤＮＡ /
ＲＮＡ / ＰＲＯＴＥＩＮ Ａｎａｌｙｚｅｒ( ＳｈｉｍａｄｚｕꎬＪａｐａｎ)ꎬ样品统

一稀释 ５ 倍ꎮ 可溶性糖的测定使用 ３ꎬ５ － 二硝基水

杨酸(ＤＮＳ)法ꎮ 将培养液过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜后ꎬ使用

日本岛津的 ＬＣ￣２０Ａ 液相色谱仪测定挥发性脂肪酸

的含量ꎮ 分析柱为 Ａｍｉｎｅｘ ＨＰＸ￣８７Ｈ (３００ ｍｍ ×７􀆰 ８
ｍｍꎬ Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｃｏｍｐａｎｙꎬ ＵＳＡ )ꎮ 流 动 相 为

０􀆰 ００５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ (ｐＨ２􀆰 ２)ꎬ流速为 ０􀆰 ６ ｍＬ / ｍｉｎꎬ
柱温箱和进样温度分别为 ４０ ℃ 和 ９０ ℃ꎬ柱压为

１􀆰 ３ ＭＰａꎬ进样量为 ２０ μＬꎮ
１􀆰 ４　 ＤＮＡ 的提取

ＳＧＬ 在 ＭＲＳ 培养液中培养 ２４ ｈ 后ꎬ取 ８ ｍＬ 发

酵液 ８０００ × ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清收集菌体细胞ꎬ采
用 ＣＴＡＢ 法提取总 ＤＮＡ[９]ꎮ
１􀆰 ５　 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 及 ＤＧＧＥ 条带序列分析

ＰＣＲ: 选 用 引 物 ３５７Ｆ￣ＧＣ ( ＧＣｃｌａｍｐ￣５′￣
ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ￣３′ꎬ其中 ＧＣ￣ｃｌａｍｐ 序列为

５′￣ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡ
ＣＧＧＧＧＧＧ￣３′) 和 ５１７Ｒ ( ５′￣ＧＴＧＣＣＡＧＣ ( Ａ / Ｃ )
ＧＣＣＧＣＧＧ￣３′) 扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ３ 区域ꎮ
ＰＣＲ 反应体反应体系(５０ μＬ):１０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ(不
含 ＭｇＣｌ２ ) ５ μＬꎻ ｄＮＴＰｓ ｍｉｘ (２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ４ μＬꎻ
ＭｇＣｌ２ ( ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ) ３ μＬꎻ 前 引 物 和 后 引 物

(４５ μｍｏｌ / Ｌ) 各 ０􀆰 ５ μＬꎻ ＴａＫａＲａ Ｔａｑ ( ５ Ｕ / μＬꎻ
ＴａＫａＲａꎬＪａｐａｎ) ０􀆰 ２ μＬꎻ模板 ＤＮＡ (１０ ｎｇ) １ μＬꎻ
ｄｄＨ２Ｏ ３５􀆰 ８ μＬꎮ 程序:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９３ ℃ １ ｍｉｎꎬ
４８ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ ７０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ产物最终 ７２ ℃
延伸 ５ ｍｉｎꎮ 每个样品 ３ 个重复ꎬ混合浓缩至 ２０ μＬ
后供 ＤＧＧＥ 分析ꎮ

ＤＧＧＥ 分析:使用 ＤｃｏｄｅＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｍｕｔａｔｉｏｎ
Ｄｅｔｅｃｔｏｒ Ｓｙｓｔｅｍ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ ｈｅｒｃｕｌｅｓꎬ ＣＡꎬ
ＵＳＡ)进行双变性梯度凝胶电泳ꎮ 聚丙烯酰胺

(ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ)浓度梯度为 ６％ － １２％ꎬ变性剂(尿
素ꎬＵｒｅａ)梯度为 ２０％ － ６０％ꎮ 电泳仪设定电压为

２００ Ｖꎬ电泳体系温度为 ６１ ℃ꎬ电泳时间 ５ ｈꎮ 具体步

骤参照文献[１０]ꎮ ＤＧＧＥ 图谱运用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软

件ꎬ建立并校正条带ꎬ最后自动生成泳道比较图像ꎮ
１􀆰 ６　 Ｍｉｓｅｑ 高通量测序

将样品 ＤＮＡ 送至上海美吉生物医药科技有限

公司(Ｍａｊｏｒｂｉｏ Ｃｏ. ꎬ Ｌｔｄ. ꎬＣｈｉｎａ)进行测序和后期数

据分析ꎮ ＰＣＲ 扩增区域为 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ４ 和 Ｖ５
区ꎬ使用的引物是 ５１５Ｆ(５′￣ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ￣
３′) 和 ９０７Ｒ ( ５′￣ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ￣３′)ꎮ
ＰＣＲ 反应采用 ＴｒａｎｓＧｅｎＡＰ２２１￣０２(ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｔｐｆｕ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ)ꎬ在 ＡＢＩ ＧｅｎｅＡｍｐ􀳏 ９７００ 型 ＰＣＲ
仪上进行ꎮ 体系 (２０ μＬ) 如下:５ × ＦａｓｔＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ
４ μＬꎬ ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ ２ μＬꎬ Ｆｏｒｗａｒｄ 引 物

(５ μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ８ μＬꎬ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ( ５ μｍｏｌ / Ｌ)
０􀆰 ８ μＬꎬＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ４ μＬꎬ模板 ＤＮＡ １０ ｎｇꎬ
ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应参数:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ
９５ ℃３０ ｓꎬ ５５ ℃３０ ｓꎬ ７２ ℃４５ ｓ ２７ 个循环ꎻ７２ ℃１０
ｍｉｎꎮ 每个样品 ３ 个重复ꎬ将同一样品的 ＰＣＲ 产物

混合后用 ２％ 琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ使用 ＡｘｙＰｒｅｐ
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒 (ＡＸＹＧＥＮ 公司) 切胶回收

ＰＣＲ 产物ꎬＴｒｉｓ￣ＨＣｌ 洗脱ꎻ２％ 琼脂糖电泳检测ꎮ 将

回收的 ＰＣＲ 产物用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ￣ＳＴ 蓝色荧光定量

系统(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)进行检测定量ꎬ之后按照每个

样品的测序量要求ꎬ进行相应比例的混合ꎻ利用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 的 Ｍｉｓｅｑ 测序仪完成测序分析ꎮ Ｍｉｓｅｑ 测序

得到的 ＰＥ３００ ｒｅａｄｓ 首先根据 ｏｖｅｒｌａｐ 关系进行拼

接ꎬ同时对序列质量进行质控和过滤ꎬ去杂后生成分

类操作单元 (ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓꎬＯＴＵ)ꎮ 根

据 ＯＴＵ 聚类分析结果ꎬ采用 Ｃｈａｏ、Ａｃｅ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ、
Ｓｈａｎｎｏｎ 评估指数分别对样本进行多样性分析ꎮ 其

中 Ａｃｅ 和 Ｃｈａｏ 指数是对菌群丰度进行评估ꎬ
Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数对菌群多样性进行评估ꎮ 为

了得到每个 ＯＴＵ 对应的物种分类信息ꎬ采用 ＲＤＰ
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 贝叶斯算法对 ９７％ 相似水平的 ＯＴＵ 代表

序列进行分类学分析ꎮ 采用 Ｑｉｉｍｅ 平台 ( ｈｔｔｐ: / /
ｑｉｉｍｅ. ｏｒｇ / ｓｃｒｉｐｔｓ / ａｓｓｉｇｎ＿ ｔａｘｏｎｏｍｙ. ｈｔｍｌ)将 ＯＴＵ 中

全部序列与 ｓｉｌｖａ 库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｒｂ￣ｓｉｌｖａ. ｄｅ / )中

的 ａｌｉｇｎｅｄ (１６ＳꎬＳＳＵ) 核糖体序列比对ꎬ找出其最相

近且可信度达 ８０％以上的种属信息ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＳＧＬ 的筛选

将发酵 ６０ ｄ 的柳枝稷青贮料(ｐＨ４􀆰 ８)接种到

ＭＲＳ 培养液ꎬ进行连续继代培养获得了一组功能和

组成稳定的乳酸菌复合系 ＳＧＬꎮ 筛选过程中ꎬ第 １、
５、８、１２、１５、１８ 和 ２０ 代菌群发酵液的 ｐＨ 值、挥发性

脂肪酸的含量和菌体浓度如表 ２ 所示ꎮ 发酵液的

７７４１



Ｊｉｎｇｊｉｎｇ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

ｐＨ 值和菌体浓度均从第 ８ 代开始趋于稳定ꎬ乳酸和

乙酸含量分别于第 １５ 代后趋于稳定ꎮ 发酵 ２４ ｈꎬ
ＳＧＬ 可将 ＭＲＳ 培养基的 ｐＨ 降至 ３􀆰 ７ꎬ且发酵产物

以乳酸为主ꎬ高达 ２６ ｇ / Ｌꎮ

表 ２. 筛选过程中各代菌群的生长和产酸特性

Ｔａｂｌｅ ２. Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＧＬ

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｐＨ
Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ Ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ

ｇ / Ｌ
ＯＤ６００

１ ４􀆰 ０ １６􀆰 ７０ ± ０􀆰 ８１ ３􀆰 ５０ ± ０􀆰 １５ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 １４ １􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０３
５ ３􀆰 ８ ２０􀆰 ９９ ± ０􀆰 １３ ４􀆰 ０１ ± ０􀆰 ３１ ０􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０８ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 ０１
８ ３􀆰 ７ ２２􀆰 ７９ ± ０􀆰 ０８ ４􀆰 ９４ ± ０􀆰 １９ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０６ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０４
１２ ３􀆰 ７ ２５􀆰 １２ ± ０􀆰 ４１ ５􀆰 ８３ ± ０􀆰 ５５ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 １１ １􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０２
１５ ３􀆰 ７ ２６􀆰 ６８ ± ０􀆰 ２５ ５􀆰 ９６ ± ０􀆰 ４２ ０􀆰 ５４ ± ０􀆰 ０９ １􀆰 ９６ ± ０􀆰 ００
１８ ３􀆰 ７ ２６􀆰 ３１ ± ０􀆰 １４ ５􀆰 ９６ ± ０􀆰 ５３ ０􀆰 ５４ ± ０􀆰 １５ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０１
２０ ３􀆰 ７ ２６􀆰 ４７ ± ０􀆰 ２７ ５􀆰 ９１ ± ０􀆰 ６２ ０􀆰 ４９ ± ０􀆰 １８ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 ００

　 　 收集第 １、５、８、１２、１５、１８、２０ 代的 ２４ ｈ 培养物

中的菌体细胞提取总 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ
ｒＤＮＡ Ｖ３ 区域ꎬ进行变性梯度凝胶电泳(ＤＧＧＥ)分

析ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 第 １ 代泳道中共有 １７ 个清晰

的条带ꎬ在继代培养的过程中ꎬ由于低 ｐＨ 值的限

制ꎬ一些条带逐渐消失ꎬ菌群丰度逐渐变小ꎬ最后趋

于稳定ꎬ第八代的泳道中仅剩 １０ 个条带ꎮ 如图 １ 所

示ꎬ第 ５ 代泳道中条带 ３ 和 １２ － １６ 等 ６ 个条带消

失ꎬ第 ８ 代的泳道中条带 ２ 和条带 １７ 也消失ꎮ 总体

来看ꎬ限制性培养降低了柳枝稷青贮料中菌群的多

样性ꎬ连续培养 ８ 代后ꎬ菌群结构趋于稳定ꎬ最终获

得一个产乳酸量高、适应低 ｐＨ 值、菌群组成稳定的

乳酸菌复合系ꎮ

图 １. ＳＧＬ 筛选过程中各代培养物的 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 分析结果

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＧＬ.

２􀆰 ２　 复合系 ＳＧＬ 的菌种组成多样性

运用 ＰＣＲ 方法扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ４ 和

Ｖ５ 区进行高通量测序ꎬ对 ＳＧＬ 进行多样性分析ꎬ共获

得 ２０６９３ 条有效序列ꎬ优化序列为 １９１９１ 条ꎬ测序覆

８７４１
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盖深度(ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数)为 ０􀆰 ９９９７３９ꎬ说明本次测序结

果能代表样本的真实情况ꎮ 经过 ９７％ 相似度归并后

得到 ２１ 个 ＯＴＵｓꎬ多样性指数如表 ３ 所示ꎮ Ｃｈａｏ 和

Ａｃｅ 是估计群落中含 ＯＴＵ 数目的指数ꎬ二者算法不

同[１１ － １２]ꎻＳｉｍｐｓｏｎ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 是估算样品中微生物的

多样性指数ꎬＳｉｍｐｓｏｎ 指数值越大说明群落多样性越

低ꎬＳｈａｎｎｏｎ 值越大说明群落多样性越高[１３ － １４]ꎮ 经多

样性分析ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库的最大 ＯＴＵ 丰度指数

Ｃｈａｏ 和 Ａｃｅ 分别为 ２３ 和 ２５ꎬＯＴＵ 的多样性指数

Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 分别为 ０􀆰 ６９ 和 ０􀆰 ６８ꎮ

表 ３. ＳＧＬ 的菌群多样性分析指数

Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｅｓｔｉｍａｔｏｒｓ ｏｆ ＳＧＬ

Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ９７％

ＯＴＵ Ａｃｅ
(ｌｃｉꎬｈｃｉ)

Ｃｈａｏ
(ｌｃｉꎬｈｃｉ) Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｓｈａｎｎｏｎ

(ｌｃｉꎬｈｃｉ)
Ｓｉｍｐｓｏｎ
(ｌｃｉꎬｈｃｉ)

ＳＧＬ ２１ ２５
(２２ꎬ４１)

２３
(２１ꎬ３３) ０􀆰 ９９９７３９ ０􀆰 ６９

(０􀆰 ６８ꎬ０􀆰 ７１)
０􀆰 ６８
(０􀆰 ６７ꎬ０􀆰 ６９)

　 　 　 　 ｌｃｉ ａｎｄ ｈｃｉ ｍｅａｎ ｕｐｐｅｒ ｌｉｍｉｔ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｉｔ ｉｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

　 　 为了得到每个 ＯＴＵ 对应的物种分类信息ꎬ对
９７％相似水平的 ＯＴＵ 代表序列进行分类学分析ꎬ并
在属和种水平上统计 ＳＧＬ 的群落组成ꎮ 如图 ２ 所

示ꎬＳＧＬ 菌系主要由乳杆菌属、芽孢杆菌属和乳球菌

属构成ꎬ进一步在种水平上分析可见ꎬＳＧＬ 主要由

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｎｔｅｎｓｉｓ ( ７８􀆰 ７８％ )、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ( ７􀆰 ９２％ )、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｎｔｈｅｒｉｓ
( ５􀆰 ２７％ )、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ ( ４􀆰 ４１％ )、 和

Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ(３􀆰 ３１％ )５ 个优势菌(相对丰度 >
０􀆰 ７％为优势类群)ꎬ以及其他少量的 １３ 种菌(包括

Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ、 Ｂｒｏｃｈｏｔｈｒｉｘ ｔｈｅｒｍｏｓｐｈａｃｔａ、
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｚｏｔｏｆｏｒｍａｎｓ、
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｒａｇｉ、 Ｍｏｒａｘｅｌｌａ ｏｓｌｏｅｎｓｉｓ、
Ｊａｎｔｈｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｉｖｉｄｕｍ、 Ｒａｈｎｅｌｌａ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ、 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｔｏｗｎｅｒｉ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、Ｍｙｒｏｉｄｅｓ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ
和 Ｐｓｙｃｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｉｍｍｏｂｉｌｉｓꎬ 各菌的相对丰度均 <
０􀆰 ０５％ )组成ꎮ

图 ２. 高通量测序 ＳＧＬ 微生物在种水平上的群

落组成

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｂｙ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＳＧＬ.

２􀆰 ３　 不同氮源对复合菌系 ＳＧＬ 代谢特性的影响

２􀆰 ３􀆰 １　 不同浓度酵母浸粉对复合菌系的代谢特性

的影响:ＳＧＬ 在 ＭＲＳ 培养基中生长良好ꎬ但 ＭＲＳ 培

养基成分复杂、成本高ꎮ 为了简化培养基组成、降低

培养成本并保证菌体生长和乳酸产量ꎬ在生长培养

基中 添 加 不 同 质 量 的 酵 母 浸 粉 ( ５、 １０、 ２０ 和

３０ ｇ / Ｌ)ꎬ以期取代 ＭＲＳ 培养基作为 ＳＧＬ 生长和产

酸的营养源ꎮ 在所有的处理中ꎬ初始葡萄糖的浓度

均是 ３０ ｇ / Ｌꎮ 如图 ３ 所示ꎬ各处理中 ＳＧＬ 的菌体浓

度均在 ２４ ｈ 达到最高ꎬ其中酵母浸粉添加量为 ２０
和 ３０ ｇ / Ｌ 的生长培养基与 ＭＲＳ 培养基差异不显著

(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

图 ３. 不同浓度酵母浸粉对 ＳＧＬ 菌体生长的影

响

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ
ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＳＧＬ.

如表 ４ 所示ꎬ各处理中 ＳＧＬ 的乳酸产量均随发

酵时间延长而增加ꎬ并且 ２０、３０ ｇ / Ｌ 和 ＭＲＳ 在 ３６ ｈ
后趋于稳定ꎬ而 ５、１０ ｇ / Ｌ 继续增加ꎮ 结果表明ꎬ随

９７４１
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着酵母浸粉浓度的增加ꎬ底物利用速率和产酸速率

提高ꎬ乳酸浓度达到最高所需时间缩短ꎮ 当酵母浸

粉的浓度为 ２０ ｇ / Ｌ 和 ３０ ｇ / Ｌ 时ꎬ发酵 ４８ ｈꎬＳＧＬ 的

乳酸产量与 ＭＲＳ 培养基差异不显著(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
当生长培养基中的酵母浸粉浓度从 ５ ｇ / Ｌ 提高到

２０ ｇ / Ｌ时ꎬ 发 酵 液 中 乳 酸 浓 度 从 ２２􀆰 １１ 增 至

３７􀆰 ２４ ｇ / Ｌꎬ但底物利用率[底物利用率(％ ) ＝ (消

耗的总糖 /初始总糖) × １００] 各处理间差异不显著

(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ均高达 ９１％ ꎮ
结果表明ꎬ在生长培养基中添加适量的酵母浸

粉可以取代 ＭＲＳ 培养基ꎬ简化培养基配方ꎬ并能满

足 ＳＧＬ 的生长需要、保证乳酸产量ꎮ 当酵母浸粉的

添加量 > ２０ ｇ / Ｌ 时ꎬＳＧＬ 的菌体生长量和乳酸产量

不会随之提高ꎮ

表 ４. 不同浓度酵母浸粉对 ＳＧＬ 产乳酸和底物利用的影响

Ｔａｂｌｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｕｓｅ ｂｙ ＳＧＬ

ｔ / ｈ
ＭＲＳ / (ｇ / Ｌ)

ＲＧ ＬＡ

Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ / (ｇ / Ｌ)
５ １０ ２０ ３０

ＲＧ ＬＡ ＲＧ ＬＡ ＲＧ ＬＡ ＲＧ ＬＡ
０ ３０􀆰 ００ ３０􀆰 ００ ３０􀆰 ００ ３０􀆰 ００ ３０􀆰 ００

１２ ２０􀆰 ５４ ± １􀆰 ５６ ２５􀆰 ６９ ± ０􀆰 ３２ ２２􀆰 ３６ ± １􀆰 ５５ ６􀆰 ０８ ± ０􀆰 １２ ２１􀆰 ８５ ± ０􀆰 ７１ １０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ９１ １９􀆰 ７０ ± ０􀆰 ４９ １４􀆰 １２ ± ０􀆰 ８５ ２２􀆰 ５７ ± ０􀆰 ６３ ２２􀆰 ３９ ± ０􀆰 ４２

２４ ５􀆰 ６６ ± ０􀆰 ５１ ３２􀆰 ７５ ± ０􀆰 ８２ ２１􀆰 ７７ ± ０􀆰 ８７ １３􀆰 ３ ± ０􀆰 １６ １７􀆰 ６６ ± ０􀆰 ６２ ２３􀆰 ４５ ± ０􀆰 ３９ １７􀆰 ７３ ± ０􀆰 ２５ ２６􀆰 １７ ± ０􀆰 ５９ １５􀆰 ３３ ± ０􀆰 ８７ ２６􀆰 ４９ ± ０􀆰 ７５

３６ ２􀆰 ９４ ± ０􀆰 １０ ３７􀆰 ９８ ± ０􀆰 ７５ １２􀆰 ６４ ± ０􀆰 ６８ １８􀆰 ２ ± ０􀆰 ４０ ６􀆰 ３１ ± ０􀆰 ５５ ２８􀆰 ７７ ± ０􀆰 ３３ ３􀆰 ２７ ± ０􀆰 ５８ ３７􀆰 ３０ ± ０􀆰 ５１ ２􀆰 ７３ ± ０􀆰 ３１ ３７􀆰 ２２ ± ０􀆰 ７３

４８ ２􀆰 ７３ ± ０􀆰 ７７ ３７􀆰 ８８ ± ０􀆰 ６４ ２􀆰 ８７ ± ０􀆰 ４１ ２２􀆰 １ ± ０􀆰 ２１ ２􀆰 ５３ ± ０􀆰 ２３ ３０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ６６ ２􀆰 ７３ ± ０􀆰 ４９ ３７􀆰 ７９ ± ０􀆰 ４０ ２􀆰 ５６ ± ０􀆰 ５２ ３７􀆰 ２４ ± ０􀆰 ９１
ＲＧꎬ Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ＬＡꎬ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ.

２􀆰 ３􀆰 ２　 不同氮源对复合菌系 ＳＧＬ 代谢特性的影

响:当酵母浸粉的添加量为 ２０ ｇ / Ｌ 时ꎬＮ 元素的浓

度是 １􀆰 ８０ ｇ / Ｌꎮ 在常用的氮源中ꎬ酵母浸粉的价格

最高ꎬ为了进一步降低培养基成本ꎬ本研究比较了相

同 Ｎ 元素水平(１􀆰 ８０ ｇ / Ｌ)的不同碳源ꎬ如蛋白胨、

酵母浸粉、脲和(ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ 对 ＳＧＬ 代谢特性的影

响ꎮ 如表 ５ 所示ꎬ生长培养基中氮源的种类对复合

系 ＳＧＬ 的底物利用率、菌体生长量和乳酸产量的影

响显著ꎬ有机氮源优于无机氮源ꎬ酵母粉优于蛋白

胨ꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 优于脲ꎮ

表 ５. 不同氮源对复合菌系的生长、底物利用和产酸的影响

Ｔａｂｌｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｇｏｗｔｈ ｏｆ ａｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｕｓｅꎬ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ＳＧＬ
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｔ / ｈ Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ / (ｇ / Ｌ) ＯＤ６００ Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ / (ｇ / Ｌ)
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ １２ １３􀆰 ２１ ± ０􀆰 ２１ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 ０１ ２１􀆰 ８５ ± ０􀆰 ４７

２４ ２６􀆰 ０２ ± １􀆰 ５１ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 ０４ １７􀆰 ７３ ± ０􀆰 ９０
３６ ３７􀆰 ４８ ± １􀆰 ８３ ２􀆰 １９ ± ０􀆰 ０６ ３􀆰 ２７ ± ０􀆰 １１
４８ ３７􀆰 ３９ ± ０􀆰 ９５ ２􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０３ ２􀆰 ７５ ± ０􀆰 ５４

Ｐｅｐｔｏｎｅ １２ ８􀆰 ３６ ± ０􀆰 ５８ ０􀆰 ８４ ± ０􀆰 ０２ ２３􀆰 ８８ ± ０􀆰 ２２
２４ １４􀆰 ５０ ± ０􀆰 ７９ １􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０１ １９􀆰 ０９ ± ０􀆰 ５７
３６ ２０􀆰 ９６ ± ０􀆰 ２５ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３ １５􀆰 ９７ ± ０􀆰 ５１
４８ ２６􀆰 ７０ ± １􀆰 ３６ １􀆰 ３６ ± ０􀆰 ０１ １４􀆰 １３ ± １􀆰 １６

Ｕｒｅａ １２ １􀆰 ６８ ± ０􀆰 ７４ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０５ ２４􀆰 ３７ ± ０􀆰 ８４
２４ ２􀆰 ５０ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０２ ２３􀆰 １３ ± ０􀆰 ５０
３６ ３􀆰 ６０ ± ０􀆰 ２０ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０２ ２２􀆰 ２９ ± ０􀆰 ７２
４８ ４􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２９ ０􀆰 １４ ± ０􀆰 ０４ ２２􀆰 ４５ ± ０􀆰 ５９

(ＮＨ４) ２ＳＯ４ １２ ２􀆰 ７３ ± ０􀆰 ２４ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０１ ２３􀆰 ６１ ± ０􀆰 ２６
２４ ３􀆰 ９１ ± ０􀆰 ２９ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 ０６ ２２􀆰 ６４ ± ０􀆰 ９０
３６ ６􀆰 ８９ ± ０􀆰 ４８ ０􀆰 ３６ ± ０􀆰 ０２ ２１􀆰 ４９ ± ０􀆰 ５３
４８ ８􀆰 ５９ ± ０􀆰 １５ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０３ １９􀆰 ２７ ± ０􀆰 ６６

２􀆰 ３􀆰 ３　 (ＮＨ４ )２ＳＯ４ 和酵母浸粉的比例对复合系

ＳＧＬ代谢特性的影响:在 Ｎ 元素浓度恒定(１􀆰 ８０ ｇ / Ｌ)
的基础上ꎬ在生长培养基中添加不同比例的酵母

浸粉和( ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ꎮ 如表 ６ 所示ꎬＳＧＬ 的乳酸产

量和菌体生长量在添加( ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ 和酵母粉的

培养基中均比在仅有(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 的培养基中高ꎮ

结果表明ꎬ在生长培养基中ꎬ适量的减少酵母浸

粉的添加量ꎬ不但可以降低培养基成本ꎬ还不会

影响复合系 ＳＧＬ 的菌体生长和乳酸产量ꎮ 当

(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 和酵母粉的比例为 １ ∶ ４时ꎬＳＧＬ 发酵

液中的菌体浓度和乳酸含量与酵母粉添加量为

２０ ｇ / Ｌ 时相当ꎮ

０８４１
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表 ６. 无机氮源(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 和有机氮源(酵母粉)
的比例对 ＳＧＬ 生长和产酸的影响

Ｔａｂｌｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ (ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ) ｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ＳＧＬ
(ＮＨ４) ２ＳＯ４:Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃ(Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ) / (ｇ / Ｌ) ＯＤ６００

０􀆰 ０∶ ５􀆰 ０ ３７􀆰 ３９ ± ０􀆰 ９５ ２􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０３
１􀆰 ０∶ ４􀆰 ０ ３５􀆰 ２５ ± ０􀆰 ３０ ２􀆰 １７ ± ０􀆰 ０４
２􀆰 ０∶ ３􀆰 ０ ２５􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４８ １􀆰 １６ ± ０􀆰 ０２
２􀆰 ５∶ ２􀆰 ５ ２５􀆰 ２８ ± ０􀆰 ２８ １􀆰 １０ ± ０􀆰 ０２
３􀆰 ０∶ ２􀆰 ０ ２３􀆰 ７８ ± ０􀆰 ３４ ０􀆰 ９６ ± ０􀆰 ０５
４􀆰 ０∶ １􀆰 ０ ２１􀆰 ８５ ± ０􀆰 ２１ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 ００
５􀆰 ０∶ ０􀆰 ０ ８􀆰 ５９ ± ０􀆰 １５ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０３

３　 讨论

３􀆰 １　 复合系 ＳＧＬ 的组成多样性

关于青贮饲料接种剂或乳酸生产菌株当前有很

多报道ꎬ大多是单菌或两种菌的简单组合ꎮ 研究表

明ꎬ复合系的乳酸产量高于单菌或几种菌的人工组

合ꎬ并且饲料中接种乳酸菌复合系的青贮效果优于

单菌或几种菌的人工组合[５ － ６]ꎮ
本研究以柳枝稷青贮料中的自然菌群为基础ꎬ

通过长期限制性培养和定向驯化ꎬ筛选到一组功能

和组成稳定的乳酸菌复合系ꎬ命名为 ＳＧＬꎮ 高通量

测序技术可对 ＰＣＲ 扩增产物直接进行序列测定ꎬ每
次分析所得的基因序列数多达几十万到几百万ꎬ比
ＤＧＧＥ 等常规的分子生物学方法具有明显的监测优

势ꎬ能够较为全面和准确的反映环境微生物群落物

种组成和相对丰度[１５]ꎮ 近年来ꎬ高通量测序技术广

泛应用于土壤、海洋、肠道等复杂生态系统中的微生

物多样性分析ꎬ但在青贮饲料中的微生物多样性还

未有报道ꎮ 变性梯度凝胶电泳(ＤＧＧＥ)技术虽然不

能准确反映样品中的微生物菌群组成ꎬ但在直观监

测多个样品或发酵过程中样品微生物区系变化时比

较有优势[１６ － １７]ꎬ已被普遍用于复合系的筛选及传代

过程中的稳定性研究ꎮ 为弥补 ＤＧＧＥ 的局限性ꎬ本
研究使用变性梯度凝胶电泳(ＤＧＧＥ)和高通量测序

技术ꎬ分别分析了筛选过程中微生物菌群结构的动

态变化和 ＳＧＬ 的物种组成及相对丰度ꎮ
ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 图谱显示ꎬ菌种筛选过程中ꎬＳＧＬ 的

菌群结构从第 ８ 代开始稳定ꎬ共有 １０ 个明显条带ꎻ
而高通量分析结果显示ꎬＳＧＬ 由 １９ 个菌种组成ꎮ 高

通量测序分析得到的复合系的菌种组成更丰富ꎬ能

够较为全面的反映复合系的菌种组成ꎬＤＧＧＥ 低估

了复合系中微生物的组成ꎮ 通过高通量测序分析ꎬ
ＳＧＬ 中 的 主 要 菌 种 包 括 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｎｔｅｎｓｉｓ
(７８􀆰 ７８％ )、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ (７􀆰 ９２％ )、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｎｔｈｅｒｉｓ ( ５􀆰 ２７％ )、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ
(４􀆰 ４１％ )和 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｃｓ(３􀆰 ３１％ )等 ５ 种产酸

细菌ꎮ 前人筛选的乳酸菌复合系的组成菌株仅包括

１ － ２ 个菌属ꎬ如 ＳＦＬ 主要由乳杆菌属(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓａｋｅｉ) 和明串珠菌属 ( ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｉｎｈａｅ) 组成[１８]ꎬ
ＳＦＣ￣２ 主 要 由 乳 杆 菌 属 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔｒｕｍ 和 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ 组

成[６]ꎬＡＬ２ 主要由乳杆菌属 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆａｒｃｉｍｉｎｉｓꎬ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｋｉｍｃｈｉｉ 和

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｅｎｔｏｓｕｓ 等组成[１９]ꎮ 本文筛选的乳酸

菌复合系 ＳＧＬ 是目前唯一的、通过自然驯化得到的

同时包含乳杆菌属、乳球菌属和芽孢杆菌属等 ３ 个

主要菌属的乳酸菌复合系ꎮ 研究表明ꎬ复合系的组

成多样性有利于不同条件下菌系的稳定ꎬ各成员之

间具有协同作用[２３]ꎬ使其更能适应各种培养条件ꎮ
ＳＧＬ 菌种组成多样ꎬ不同菌种之间代谢互补ꎬ使其对

环境的适应性更强ꎬ具有很大应用潜力ꎮ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｎｔｅｎｓｉｓ 是从法国小麦酵母中分

离得到并命名的ꎬ 在厌氧条件下生长良好[２０]ꎮ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ 是经常在青贮料中检测到的

同型发酵乳杆菌ꎬ 是常用的青贮饲料添加剂ꎮ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｎｔｈｅｒｉｓ 是从北京动物园的美洲豹粪

便中分离得到并命名的同型发酵乳杆菌ꎬ兼性厌氧ꎬ
不能代谢阿拉伯糖、木糖和核糖等五碳糖产酸[２１]ꎮ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ 是能形成孢子、兼性耗氧或者需

氧的同型发酵产乳酸的芽孢杆菌ꎬＨａｍｍｅｒ 从酸败

的灌装牛奶中分离得到并命名[２２]ꎬ具有益生作用ꎬ
是被美国、欧盟和日本批准作为饲料添加剂使用的

微生物[２３]ꎮ 乳球菌属(Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ)的细菌均为兼性

厌氧菌ꎬＬａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ 作为乳球菌属中最具代表

性的菌种ꎬ是食品发酵特别是干酪制作中主要的菌

株之一ꎬ它们在决定发酵乳制品的货架期和感官品

质时发挥着重要的作用[２４]ꎮ 综上所述ꎬＳＧＬ 组成多

样ꎮ 研究表明ꎬ复合系的组成多样性有利于不同条

件下菌系的稳定ꎬ各成员之间具有协同作用[２５]ꎬ使
其更能适应各种培养条件ꎮ 综上所述ꎬＳＧＬ 中的主

要菌种均为同型发酵乳酸菌ꎬ且为有益菌ꎬ适用于青

贮饲料添加剂ꎮ
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Ｊｉｎｇｊｉｎｇ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

３􀆰 ２　 不同氮源对 ＳＧＬ 生长代谢的影响

菌种和培养基的组成是影响乳酸发酵效率和生

产成本关键因素ꎬ为了更好的培养乳酸菌ꎬ必须深入

地了解他们的营养需求和代谢特性ꎬ以便在生产实

践中寻找和设计一些营养丰富、原料廉价易取ꎬ效果

良好的乳酸菌培养基ꎮ 现有的工业乳酸生产菌株多

为 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃａｃｅｉ、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｒｅｖｉｓ、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔｒｕｍ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ｓｔｒａｉｎ 等单菌或

其中两种单菌的组合ꎮ 为了降低培养基成本ꎬ
Ａｒａｓａｒａｔｎａｍ 等[７] 和 Ｎａｎｃｉｂ 等[８] 分别研究了在乳清

和枣汁中补充酵母浸粉、蛋白胨等有机氮源或脲、
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 等无机氮源对乳酸菌的生长和乳酸产

量的影响ꎬ至今尚未发现有关不同氮源对自然驯化

得到的乳酸菌复合系生长代谢的影响的报道ꎮ 本研

究测定了复合系 ＳＧＬ 在含不同氮源的培养基中的

生长和产酸特性ꎬ为 ＳＧＬ 的培养及其在生产中的应

用提供理论依据ꎮ
乳酸菌对蛋白质的分解能力和氨基酸的合成能

力很弱ꎬ因此在培养乳酸菌时ꎬ普遍需要提供富含各

种肽类和氨基酸的有机氮源ꎬ如蛋白胨、酵母粉和牛

肉膏等ꎮ 本研究结果表明ꎬ酵母浸粉是培养乳酸菌

的最佳氮源ꎬ这可能与酵母浸粉中含有乳酸菌生长

所需氨基酸和维生素等促生长因子有关[２６]ꎮ 但是ꎬ
生产中若以酵母浸粉作为唯一氮源成本较高ꎮ 研究

表明ꎬ在不同的氮源中ꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４可以作为一种低

成本氮源的选择ꎬ在枣汁或乳清中添加不同比例的

有机氮源(酵母粉)和无机氮源 (ＮＨ４) ２ＳＯ４ 可以减

少酵母浸粉的添加量ꎬ促进乳酸菌的生长和产酸ꎬ不
同比例间差异不显著ꎬ(ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ 可代替 ７５％ －
８０％的有机氮源[７ － ８]ꎮ 本研究以简单的生长培养基

提供碳源和无机元素ꎬ向其中补充不同氮源不同比

例的无机氮源(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 和有机氮源(酵母浸粉)ꎬ
结果表明ꎬ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ /酵母粉比例越高ꎬＳＧＬ 的生

长量和乳酸产量越低ꎻ在保证菌体生长量和乳酸产

量不变的前提下ꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 能代替 ２５％的有机氮

源ꎮ 优化的培养基成分为葡萄糖 ３０ ｇ / Ｌ、ＣａＣＯ３ ２０
ｇ / Ｌ、酵母粉 １６ ｇ / Ｌ、 ( ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ １􀆰 ７ ｇ / Ｌ ＭｇＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５８ ｇ / Ｌ、 ＭｎＳＯ４􀅰４Ｈ２Ｏ ０􀆰 ２５ ｇ / Ｌ、 Ｋ２ＨＰＯ４

２ ｇ / Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇ / Ｌ、 ＦｅＳＯ４ ０􀆰 ０２ ｇ / Ｌ 和吐温 ８０
１ ｍＬ / Ｌꎬ比 ＭＲＳ 成分简单ꎬ氮源中少了蛋白胨和牛

肉膏ꎬ成本降低了 ２０􀆰 ９９％ ꎮ

综上所述ꎬＳＧＬ 由多种菌株组成ꎬ各菌间代谢互

补、高效产酸ꎬ作为青贮饲料添加剂ꎬ具有很大的应

用潜力ꎬ本研究为 ＳＧＬ 的培养和应用提供了理论依

据ꎮ 各组成菌株间的相互协同关系以及对外界环境

(如:温度、酸碱度等)的适应性尚需进一步研究ꎮ
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１￣７. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
王小芬ꎬ 王伟东ꎬ 高丽娟ꎬ 崔宗均. 变性梯度凝胶电

泳在环境微生物研究中的应用详解. 中国农业大学学

报ꎬ ２００６ꎬ １１(５): １￣７.
[１１] Ｃｈａｏ Ａꎬ Ｙａｎｇ ＭＣＫ. Ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｒｕｌｅｓ ａｎｄ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ

ｒｅｃａｐｔｕｒｅ ｄｅｂｕｇｇｉｎｇ ｗｉｔｈ ｕｎｅｑｕａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｒａｔｅｓ.
Ｂｉｏｍｅｔｒｉｋａꎬ １９９３ꎬ ８０(１): １９３￣２０１.

[１２] Ｃｈａｏ Ａ. Ｎｏｎｐａｒａｍｅｔｒｉｃ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｌａｓｓｅｓ ｉｎ ａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. Ｓｃａｎｄｉｎａｖｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎬ １９８４ꎬ １１(４): ２６５￣２７０.

[１３] Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｓｈｅｎｇ ＨＦꎬ Ｈｅ Ｙꎬ Ｗｕ ＪＹꎬ Ｊｉａｎｇ ＹＸꎬ Ｔａｍ ＮＦꎬ
Ｚｈｏｕ ＨＷ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｉｎ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒꎬ ｉｎｔｅｒｔｉｄａｌ ｗｅｔｌａｎｄꎬ ａｎｄ ｍａｒｉｎｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｂｙ
ｕｓｉｎｇ ｍｉｌｌｉｏｎｓ ｏｆ ｉｌｌｕｍｉｎａ ｔａｇｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ７８(２３): ８２６４￣８２７１.

[１４] Ｓｉｍｐｓｏｎ ＥＨ. Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｎａｔｕｒｅꎬ １９４９ꎬ
１６３(４１４８): ６８８.

[１５] Ｘｉａ ＷＷꎬ Ｊｉａ ＺＪ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂｙ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ＤＧＧＥ. Ａｃｔａ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１４ꎬ ５４ (１２): １４８９￣１４９９. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
夏围围ꎬ 贾仲君. 高通量测序和 ＤＧＧＥ 分析土壤微生

物群落的技术评价. 微生物学报ꎬ ２０１４ꎬ ５４ (１２):
１４８９￣１４９９.

[１６] Ｍａ ＪＸꎬ Ｊｉ ＭＪꎬ Ｋｏｎｇ Ｊ. Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ｉｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｓｔｕｄｙ. Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００８ꎬ ２９ ( ５ ): ４９３￣４９７. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
马俊孝ꎬ 季明杰ꎬ 孔健. ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 技术在微生物物

种多样性研究中的局限性及其解决措施. 食品科学ꎬ
２００８ꎬ ２９(５): ４９３￣４９７.

[１７] Ｙｕ Ｊꎬ Ｆｅｎｇ Ｘꎬ Ｘｉｅ ＹＨꎬ Ｌｉｕ ＳＣ. ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ａｎｄ ｉｔｓ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｅｄｉｔｉｏｎ)ꎬ ２０１０ꎬ ３８(６): ２２７￣２３４. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
于洁ꎬ 冯炘ꎬ 解玉红ꎬ 刘淑琮. ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 技术及其在

环境微生物领域中的应用. 西北农林科技大学学报

(自然科学版)ꎬ ２０１０ꎬ ３８(６): ２２７￣２３４.
[１８] Ｙａｎｇ ＨＹꎬ Ｙｕａｎ ＸＦꎬ Ｌｉｕ ＸＰꎬ Ｗａｎｇ ＸＦꎬ Ｃｕｉ ＺＪ.

Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｏｒ ｅｎｓｉｌｉｎｇ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ
ａｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ. Ａｃｔａ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１１ꎬ ５１ (９): １２４８￣１２５５. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
杨洪岩ꎬ 袁旭锋ꎬ 刘小平ꎬ 王小芬ꎬ 崔宗均. 水稻秸秆

低温复合菌系多样性及发酵动态. 微生物学报ꎬ ２０１１ꎬ
５１(９): １２４８￣１２５５.

[１９] Ｗａｎｇ ＸＦꎬ Ｈａｒｕｔａ Ｓꎬ Ｗａｎｇ Ｐꎬ Ｉｓｈｉｉ Ｍꎬ Ｉｇａｒａｓｈｉ Ｙꎬ Ｃｕｉ
ＺＪ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａ ｓｔａｂｌｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｈｉｃｈ ｉｓ
ｕｓｅｆｕｌ ｆｏｒ ｓｉｌａｇｅ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ
ｓｉｌａｇｅ. ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ５７(１): １０６￣
１１５.

[２０] Ｖａｌｃｈｅｖａ Ｒꎬ Ｆｅｒｃｈｉｃｈｉ ＭＦꎬ Ｋｏｒａｋｌｉ Ｍꎬ Ｉｖａｎｏｖａ Ｉꎬ
Ｇａｎｚｌｅ ＭＧꎬ Ｖｏｇｅｌ ＲＦꎬ Ｐｒｅｖｏｓｔ Ｈꎬ Ｏｎｎｏ Ｂꎬ Ｄｏｕｓｓｅｔ Ｘ.
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｎｔｅｎｓｉｓ ｓｐ. ｎｏｖ. ꎬ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｆｒｅｎｃｈ
ｗｈｅａｔ ｓｏｕｒｄｏｕｇｈ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ５６(Ｐｔ ３): ５８７￣５９１.

[２１] Ｌｉｕ Ｂꎬ Ｄｏｎｇ ＸＺ. Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｎｔｈｅｒｉｓ ｓｐ. ｎｏｖ. ꎬ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆａｅｃｅｓ ｏｆ ａ ｊａｇｕａｒ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ５２ ( Ｐｔ
５): １７４５￣１７４８.

[２２] Ｈａｍｍｅｒ ＢＷ. Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｖａｐｏｒａｔｅｄ ｍｉｌｋ. Ｉｏｗａ: Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ Ｓｔａｔｉｏｎ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｂｕｌｌｅｔｉｎꎬ １９１５: １１９￣１３１.

[２３] Ｃｕｉ ＤＬꎬ Ｔｏｎｇ ＪＭꎬ Ｗａｎｇ ＹＳꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＰ. Ｔｈｅ ｅｌｅｍｅｎｔａｒｙ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ. Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓꎬ ２００７ꎬ ３３
(１２): ７３￣７５. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
崔东良ꎬ 佟建明ꎬ 王云山ꎬ 张利平. 凝结芽孢杆菌工

业化发酵培养基初步研究. 食品与发酵工业ꎬ ２００７ꎬ
３３(１２): ７３￣７５.

[２４] Ｓｍｉｔ Ｇꎬ Ｓｍｉｔ ＢＡꎬ Ｅｎｇｅｌｓ ＷＪ. Ｆｌａｖｏｕｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｌａｃｔｉｃ
ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｌａｖｏｕｒ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｃｈｅｅｓｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ. ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ２００５ꎬ ２９ (３):
５９１￣６１０.

[２５] Ｋａｔｏ Ｓꎬ Ｈａｒｕｔａ Ｓꎬ Ｃｕｉ ＺＪꎬ Ｉｓｈｉｉ Ｍꎬ Ｉｇａｒａｓｈｉ Ｙ. Ｓｔａｂｌｅ
ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ａｓ ａ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ￣
ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ７１(１１): ７０９９￣７１０６.

[２６] Ｒｏｇｏｓａ Ｍꎬ Ｆｒａｎｋｌｉｎ ＪＧꎬ Ｐｅｒｒｙ ＫＤ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｖｉｔａｍｉｎ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９６１ꎬ ２５(３): ４７３￣４８２.
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Ｊｉｎｇｊｉｎｇ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ
ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ＳＧＬ

Ｊｉｎｇｊｉｎｇ Ｌｉｕ１ꎬ Ｆｕｙｕ Ｙａｎｇ２ꎬ Ｘｉａｏｆｅｎ Ｗａｎｇ１∗ꎬ Ｊｉｎｈｕａｎ Ｌｉｕ１ꎬ Ｘｕｆｅｎｇ Ｙｕａｎ１ꎬ
Ｚｏｎｇｊｕｎ Ｃｕｉ１∗

１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｃｏｌｌｅｇｅ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｔｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｗｅ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔ ａ ｓｔａｂｌｅ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｒｏｍ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｓｉｌａｇｅꎬ ｔｈａｔ ｗａｓ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｗｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｓｕｂｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＭＲＳ
ｂｒｏｔｈꎬ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｅｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ￣ｂａｓｅｄ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ
Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ Ｇｒａｄｉｅｎｔ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＤＧＧＥ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｗｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙꎬ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｄｄｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎬ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ [ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔꎬ ｐｅｐｔｏｎｅꎬ ｕｒｅａ ａｎｄ (ＮＨ４) ２ＳＯ４] ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ ａｎｄ
ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｌｅｖｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ １􀆰 ８ ｇ / Ｌ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＧＬ ｂｅｃａｍｅ ｓｔａｂｌｅ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ８ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＧＧＥ. Ｔｈｅ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭＲＳ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＧＬ ｄｒｏｐｐｅｄ ｔｏ ３􀆰 ７ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅａｃｈｅｄ ２６ ｇ / Ｌ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｍａｊｏｒ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＧＬ ｗｅｒｅ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｎｔｅｎｓｉｓ (７８􀆰 ７８％ )ꎬ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ (７􀆰 ９２％ )ꎬ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐａｎｔｈｅｒｉｓ (５􀆰 ２７％ )ꎬ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ (４􀆰 ４１％ ) ａｎｄ Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｃｓ (３􀆰 ３１％ ). Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅａｓｔ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ＳＧＬ ｗａｓ ２０ ｇ / Ｌ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ ｔｏ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ １:４ꎬ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ０:５ (Ｐ < ０􀆰 ０５). [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] ＳＧＬ ｈａｄ ａ ｇｒｅａｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｓ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ ｆｏｒ ｅｎｓｉｌａｇｅ ｏｒ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｏｕｌｄ ｏｆｆｅｒ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ
ｃｕｌｔｉｖａｔｅ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＧＬ ｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓꎬ ｓｉｌａｇｅꎬ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙꎬ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ
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Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ( ２０１２ＢＡＤ１４Ｂ０１ )ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｐｒｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ Ｈｉｇｈ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (２０１２ＡＡ１０１８０２) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｎｅｗ Ｃｅｎｔｕｒｙ Ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ Ｔａｌｅｎｔｓ ｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (２０１４ＦＧ０３９)
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