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摘要：【目的】菌糠的营养素含量齐全，但纤维素含量过高是阻碍其饲料化利用的主要因素。故本研究

筛选适合于发酵杏鲍菇菌糠的微生物菌株，以改善其饲用品质。【方法】首先，本研究采用纤维素-刚果

红、苯胺蓝和 MRS-Ca (De Man, Rogosa, Sharpe-Ca)筛选培养基，结合纤维素、木质素酶活力及抑菌活

性的测定，从 EM (effective microorganisms)原液发酵的杏鲍菇菌糠中分离筛选具有较强纤维素、木质素

降解能力及抑菌能力的细菌/真菌。通过细菌 16S rRNA 和真菌 18S rDNA 基因序列分析确定菌株所属

种属。其次，将筛选出的菌株菌液等体积混合制成复合菌剂用于固态发酵杏鲍菇菌糠。测定不同发酵

时长菌糠营养成分含量以确定最佳发酵时间，并与相同工艺条件下 EM 原液发酵的杏鲍菇菌糠进行饲

用品质比较。【结果】筛选并鉴定得到纤维素酶活性较高的特基拉芽孢杆菌(Bacillus tequilensis)菌株 P11、

发酵毕赤酵母(Pichia fermentans)菌株 R8 和马克斯克鲁维应变酵母(Kluyveromyces marxianus)菌株 MU5；

木质素酶活性较高的解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum)菌株 MU7；抑菌活性

较高的类肠膜魏斯氏菌(Weissella paramesenteroides)菌株 R4 和乳酸片球菌(Pediococcus acidilactici)菌株

R9。使用以上菌株复合发酵杏鲍菇菌糠 7 d 后，各项指标达到稳定。与 EM 原液发酵的杏鲍菇菌糠相比，

复合菌剂发酵杏鲍菇菌糠的 NDF 和 ADF 分别显著降低了 19.6%和 21.44% (P<0.05)；CP (crude protein)、

CA (crude ash)和 EE (ether extract)含量分别显著提高了 10.44%、5.26%和 123.53% (P<0.05)。【结论】本

研究筛选得到的芽孢杆菌、酵母菌和乳酸菌优势菌株复合后用于发酵杏鲍菇菌糠可以很好地改善其饲用

品质，效果优于生产中常用市售 EM 原液。 
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菌糠(spent mushroom substrate，SMS)是指采

菇后的食用菌栽培基质，主要成分为锯末、玉米

芯、农业秸秆残渣和菇根。我国是世界第一食用

菌生产大国，2015 年食用菌产量达到 3500 万 t，

占世界总量的 73.5%[1]。工厂化生产食用菌的同时

会产生 1.5–2.0 倍量的菌糠，菌糠的饲料化利用，
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既可缓解我国饲料资源紧张状况，也能解决食用

菌企业废弃物排放污染问题。 

制约菌糠饲料化利用的因素主要有两方面，

一是菌糠中纤维素含量高难以被家畜消化利用，

二是其疏松多孔的原料特性容易发生霉变或滋生

致病菌[2]。生物发酵处理是改善菌糠适口性、提高

营养价值、防止霉变、延长保存时间的有效途径。

不同的微生物菌株具有不同的泌酶活性与发酵特

性。酵母菌与乳酸菌作为最常用的益生菌，既可

将发酵基质部分转化成菌体蛋白，提高其营养价

值，同时也产生风味物质以改善饲料适口性；枯

草芽孢杆菌具有很高的蛋白酶与淀粉酶活性[3]。因

此，构建多菌株复合菌剂，用于改善发酵饲料品

质的研究受到专家学者和饲料生产企业的广泛关

注。李红亚等[4]使用两种解淀粉芽孢杆菌使玉米秸

秆木质纤维素含量显著降低；郑有坤等[5]发现同时

使用酵母菌和乳酸菌发酵香菇菌糠比二者单独使

用更能提升营养成分含量，并且可以延长饲料保

质期；顾拥建等[6]在青贮大豆秸秆时发现，乳酸菌

和纤维素酶复合添加组与其他单菌发酵组相比感

官评分最高，酸性洗涤纤维含量最低。 

目前针对杏鲍菇菌糠发酵的专用复合菌剂

的研究较少，市售产品发酵效果不够理想。本试

验用定量和定性相结合的方法，筛选具有较强纤

维素酶分泌活性及抑菌活性的芽孢杆菌、酵母菌

和乳酸菌，复合后发酵杏鲍菇菌糠，旨在改善发

酵产物风味、促进纤维素降解、抑制有害细菌生

长、提高菌糠饲料饲用价值，为饲用微生物发酵

菌剂创制和菌糠饲料资源化利用提供技术支持。 

1  材料和方法 

1.1  菌种来源 

芽孢杆菌、乳酸菌和酵母菌分离自用 EM 原

液发酵的杏鲍菇菌糠；黄曲霉菌和大肠埃希氏菌

O157:H7 购自北京北纳创联生物技术研究院。 

1.2  发酵饲料原料 

试验用菌糠(NDF 53.02%、ADF 37.16%)取自

陕西省国人菌业产业科技园有限公司，为出菇一

次 的 杏 鲍 菇 菌 糠 ； 麸 皮 (NDF 35.78% 、 ADF 

11.48%)、红糖、食盐购自当地市场。 

1.3  培养基 

1.3.1  LB 液体培养基(培养芽孢杆菌)：蛋白胨

10 g、酵母提取物 5 g、氯化钠 10 g，蒸馏水 1 L。 

1.3.2  PDA 液体培养基(培养酵母菌)：使用葡萄

糖马铃薯培养基(02-023，奥博星，北京)。 

1.3.3  MRS 液体培养基(培养乳酸菌)：牛肉膏

10.0 g，蛋白胨 10.0 g，酵母膏 5.0 g，葡萄糖 20.0 g，

吐温 80 1.0 g，磷酸氢二钾 2.0 g，乙酸钠 5.0 g，

柠檬酸三铵 2.0 g，硫酸镁 0.2 g，硫酸锰 0.05 g，

蒸馏水 1 L。 

1.3.4  MRS-Ca 培养基(筛选乳酸菌)：在 MRS 固

体培养基中加入 20%的碳酸钙。 

1.3.5  纤维素 -刚果红培养基 (筛选纤维素分解

菌)：磷酸氢二钾 2.5 g，硫酸镁 1.25 g，纤维素粉

10.0 g，刚果红 1 g (单独灭菌后加入)，琼脂 20.0 g，

蒸馏水 1 L。 

1.3.6  苯胺蓝(Azure-B)培养基(筛选木质素分解

菌)：在灭菌后的 PDA 培养基中加入 0.01 g/L 单独

灭菌的 Azure-B 溶液。 

1.3.7  纤维素酶产酶培养基：在配置好的营养液[4]

中加入 1%羧甲基纤维素钠(CMC)。 

1.3.8  木质素酶产酶培养基[7]：在配置好的营养

液[4]中加入 0.1%的碱木质素。 

相应的固体培养基在液体培养基成分的基础

上加入 1.5%的琼脂；培养基灭菌条件均为 121 °C
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灭菌 30 min。 

1.4  乳酸菌、芽孢杆菌、酵母菌的筛选 

1.4.1  富集培养(菌悬液的制备)：无菌称量饲料样

品 5 g，放入盛有 45 mL 无菌生理盐水和玻璃珠

的三角瓶中，160 r/min、30 °C 振荡 30 min，静

置 10 min，上清液即为菌悬液。  

1.4.2  初筛：使用无菌生理盐水对菌悬液进行梯

度稀释，取 3 个合适梯度涂板于 3 种筛选培养基

上，37 °C 培养 24–48 h 后挑取形态不同且有水解

圈的单菌落，在相应的基础培养基上纯化培养至

菌落形态一致；其中，酵母菌的挑选通过观察其

形态(在平板上菌落呈乳白色，圆形，表面湿润光

滑，不透明，黏稠，有光泽，中间凸起明显，边

缘整齐，易挑起)和气味(打开平板后可闻到发酵香

气)进行挑选。 

1.4.3  种子液的制备：将解冻的菌液以 4%的比例

接种到液体基础培养基中，37 °C、160 r/min 恒

温摇床(除乳酸菌厌氧、静置培养，下同)培养过

夜(12 h)。 

1.4.4  粗酶液的制备：将种子液以 4%的比例接种

到产酶培养基中，37 °C、160 r/min 恒温摇床培养

24 h 后 10000 r/min 离心 15 min 后取上清液。 

1.4.5  复筛：先对初筛的菌株用管碟法筛选出纤

维素和木质素酶活较高的菌株并进行菌属鉴定。

再对鉴定出的芽孢杆菌测定纤维素和木质素酶

活；酵母菌测定纤维素酶活；乳酸菌进行抑菌活

性和产酸能力的测定。 

1.5  管碟法 

将初筛得到的菌株分别用纤维素和木质素产

酶培养基制备粗酶液，取 100 μL 点样于纤维素刚

果红和苯胺蓝平板的微孔(6 mm)，在 4 °C 扩散 8 h

后于 37 °C 避光静置培养 36 h 观察并记录脱色圈

的有无及大小。 

1.6  纤维素酶活性的测定 

葡萄糖标准曲线的绘制参考梁艳玲[8]的方法。

使用纤维素产酶培养基制备粗酶液。 

1.6.1  羧甲基纤维素酶活力(CMCase activities，

CMCA)的测定：取 3 支试管分别加入 450 μL 1% 

CMC (pH 5.5)，在 50 °C 水浴锅预热 2 min 后加

入 100 μL 粗酶液继续保温 30 min，接着立即加

入 1 mL DNS 煮沸 5 min 后冷却至室温。用移液

枪取出 200 μL 加入 96 孔酶标板中，用酶标仪测

定 OD540 值，根据葡萄糖标准曲线计算纤维素酶

活力。以煮沸灭活 30 min 的粗酶液作为对照组，

用于调零。 

1.6.2  滤纸酶活力(FPase activities，FPA)的测定：

取 3 支试管分别加入 50 mg(1 cm×6 cm)滤纸条、

1 mL pH 5.5 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液，在

50 °C 水浴锅预热 2 min 后加入 500 μL 粗酶液继续

保温 60 min，再加入 2 mL DNS 试剂煮沸 5 min，

对照组设定及比色方法同 CMCA 酶活力的测定。 

1.7  木质素酶活性的测定 

使用木质素酶产酶培养基制备粗酶液。锰过

氧化物酶(MnP)活性和漆酶(Lac)活性的测定参考

Holt 等[9]的方法，木质素过氧化物酶(LiP)活性的

测定参考高云航等[10]的方法。 

1.8  抑菌活性的测定 

微孔板法测定乳酸菌抑菌活性[11]：按照公式

(1)计算。将待测乳酸菌种子液接种于 5 mL MRS

液体培养基中，37 °C 静置培养 26 h，测定 OD600 

(OD1)值后将菌液 10000 r/min 离心 10 min，取上

清液测定 pH 值并于 4 °C 留样备用。取无菌的 96

孔细菌培养板，每孔加入 190 μL 粗酶液和 10 μL

大肠埃希氏菌 O157:H7 菌液/黄曲霉菌孢子悬液
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(104 CFU/mL)。在 37 °C 条件下静置培养 48 h 后

于酶标仪下测定其 OD600(OD2)值。每个乳酸菌发

酵液进行 3 孔平行实验，结果取其平均值。 

抑制率(%)=100%–100%(OD1/OD2)  公式(1) 

1.9  产酸速率的测定 

在 MRS 液体培养基中接种 4%的乳酸菌种子

液，37 °C 培养 12 h 后，每 4 h 测定不同菌株发酵

液 pH 及 OD600，绘制不同菌株生物量对应发酵液

pH 的变化曲线。  

1.10  菌种的鉴定 

芽孢杆菌、乳酸菌总 DNA 的提取使用细菌基

因组提取试剂盒(D3350-01，Omega，广州)；酵母

菌使用酵母基因组提取试剂盒(D3370-01，Omega，

广州)，以待测菌株的基因组 DNA 为模板，细菌

用 16S rDNA 通用引物 F27/R1492、真菌用 18S 

rDNA 通用引物 NS1/NS8 扩增其 DNA 片段，将

PCR 产物送西安擎科泽西生物科技有限责任公司

测序，应用 NCBI BLAST 在线分析工具对测序结

果进行同源性比对，确定菌株类型。 

1.11  杏鲍菇菌糠发酵试验 

将筛选保存的芽孢杆菌、酵母菌和乳酸菌菌

液按照 1.4.3 中制备种子液的方法活化 2 代后等体

积混合(现配现用)，制成复合菌剂。以杏鲍菇菌糠

为主要原料，混合 5%麸皮、0.3%红糖和 0.85%食

盐作为发酵基质。试验组接种 4%复合菌剂，对照

组添加等量的无菌液体培养基，将发酵基质在饲

料搅拌器中混合均匀，调节水分含量至 40%，装

袋密封，每袋净含量 1 kg，每个处理 3 个重复，

于 30 °C 恒温培养箱中发酵。发酵开始后，每隔

48 h 测定 1 次发酵杏鲍菇菌糠的 pH 及乳酸含量，

待含量稳定后终止发酵，取样测定饲料营养成分，

并与使用相同工艺发酵 7 d 后的 EM 原液发酵杏鲍

菇菌糠进行饲用品质的比较分析。 

1.12  杏鲍菇菌糠品质评定 

1.12.1  感官鉴定：从色泽、气味、质地等方面对

杏鲍菇菌糠发酵饲料进行感官评价。 

1.12.2  营养物质含量测定：取 4 g 发酵饲料鲜样，

加入 40 mL 去离子水浸提 40 min 后用 pH 酸度计

测定 pH 值；取发酵饲料鲜样用羟基联苯比色法测

定乳酸(lactic acid，LA)含量[11]。发酵结束后将样

品于 65 °C 烘干恒重后粉碎过 40 目筛，装袋备用。

干物质(dry matter，DM)含量使用冠亚水分测定仪

测 出 水 分 后 计 算 得 到 ； 酸 性 洗 涤 纤 维 (acid 

detergent fiber ， ADF) 和 中 性 洗 涤 纤 维 (neutral 

detergent fiber ， NDF) 使 用 全 自 动 纤 维 测 定 仪

(A2000i，ANKOM，美国)测定，方法参考仪器说

明书；粗灰分(crude ash，CA)按照 GB /T 6438-2007

测定；粗蛋白(crude protein，CP)按照 GB/T 6432-94

测 定 ； 粗 脂 肪 (ether extract ， EE) 按 照 GB/T 

14772-2008 测定。 

1.12.3  黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1，AFB1)测定：

使 用 黄 曲 霉 毒 素 B1 酶 联 免 疫 (ELISA) 试 剂 盒

(Beacon，美国)检测，方法参照产品说明书。 

1.13  数据统计分析 

数据经 Excel 初步处理后用 SPSS 20.0 统计软

件进行单因子方差分析(one-way ANOVA)，多重比

较采用 Duncan’s 法，结果用“平均数±标准差”表

示，以“P<0.05”为差异显著性判断标准。使用

Graphpad Prism 6 软件进行图表的绘制。 

2  结果和分析 

2.1  纤维素和木质素降解菌的复筛 

本试验经过初筛和复筛得到 32 株菌，其中
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纤维素、木质素降解菌 22 株、疑似酵母菌 4 株、

疑似乳酸菌 6 株。对在纤维素和木质素筛选培养

基上有脱色圈的疑似芽孢杆菌用管碟法进一步

筛选，有纤维素、木质素降解能力的菌株在纤维

素-刚果红(图 1-A)和苯胺蓝(图 1-B)培养基上可

形成明显的透明圈，部分菌株试验效果如图 1 所

示。由表 1 可知，菌株 L6、L9、MU1、MU9、

P1、P5、P7、P10、P11 和 P14 在纤维素-刚果红

培养基上的脱色能力相对强，表明这 10 株菌的

纤维素酶活性较高；菌株 L6、L9、MU1、MU3、

MU6、MU7、P1、P2、P5 和 P10 在苯胺蓝培养

基上的脱色能力相对强，表明这 10 株菌木质素

酶活较高。 

2.2  菌株的分子鉴定结果 

对管碟法筛选出的菌株进行鉴定，将测序获

得的细菌 16S rRNA 和真菌 18S rDNA 基因序列信

息在 NCBI 数据库中进行 BLAST 相似性比对，所

有序列与数据库中已知基因序列的相似性均为

97%–100%。经鉴定得到 13 株芽孢杆菌、4 株酵母

菌和乳酸菌 6 株，结果见表 2。 

2.3  降解纤维素芽孢杆菌和酵母菌的筛选 

不同株芽孢杆菌和酵母菌的纤维素酶活性测

定结果如图 2 所示，芽孢杆菌 P11 的 CMCA 酶活

性显著高于其他菌株(P<0.05)；FPA 酶活性与菌株 
 

 
图 1.  部分菌株在纤维素-刚果红(A)和苯胺蓝(B)培养基上形成的透明圈 

Figure 1.  Transparent circles on the cellulose-Congo red (A) and Azure-B (B) medium of some strains cultured. 
 

表 1.  菌株在纤维素-刚果红和苯胺蓝培养基上的脱色情况 

Table 1.  Decolorization of different strains on cellulose-Congo red and Azure-B medium 

Number 
Congo red  
discoloration circles 

Azure-B  
discoloration circles 

Number 
Congo red  
discoloration circles 

Azure-B  
discoloration circles 

L1 + + MU11 + + 

L6 +++ ++ MU12 + + 

L9 +++ ++ P1 ++ +++ 

MU1 +++ +++ P2 + +++ 

MU3 + +++ P5 ++ +++ 

MU4 + + P6 + + 

MU6 + ++ P7 +++ + 

MU7 + +++ P10 ++ +++ 

MU8 + – P11 +++ + 

MU9 +++ + P12 + + 

MU10 + + P14 ++ + 

"–" means no decolorization, "+,++,+++" means decolorization circle gradually become larger. 
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表 2.  细菌 16S rRNA 和真菌 18S rDNA 基因序列分析结果 

Table 2.  The analysis results of bacterial 16S rRNA and fungal 18S rDNA gene sequences 

Reference strains Number Identity/% Strains number 

Bacillus    

Bacillus subtilis strain JCM 1465 L6、P7 99 2 

Bacillus tequilensis strain 10b  L9、MU6、MU9、P1、P5、P11 >98 6 

Bacillus methylotrophicus strain CBMB205 MU1、MU3、P2、P10 99 4 

Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum strain FZB42 MU7 99 1 

Yeast    

Pichia fermentans strain ATCC 10651 R8 98 1 

Saccharomyces cerevisiae strain JCABSC21 P9 99 1 

Kluyveromyces marxianus strain W103  MU5 99 1 

Saccharomyces cerevisiae strain ySR127  P15 99 1 

Lactic acid bacteria    

Weissella paramesenteroides strain NRIC 1542 R1、R4 99 2 

Pediococcus acidilactici strain DSM 20284 R2、R3、R9 >97 3 

Lactobacillus brevis strain ATCC 14869 R7 99 1 
 

 
图 2.  不同株芽孢杆菌(A)和酵母菌(B)的纤维素酶活性 

Figure 2.  Cellulase activity of different Bacillus (A) and yeast (B) strains. The same colour bar chart with 
different letters mean significant difference (P<0.05), while the same letters mean no significant difference 
(P>0.05), the same as below. 

 

MU1 差异不显著(P>0.05)，但显著高于其他菌株

(P<0.05) (图 2-A)。酵母菌 R8 的 CMCA 酶活性及

MU5 的 FPA 酶活性显著高于其他菌株(P<0.05) 

(图 2-B)。 

2.4  降解木质素芽孢杆菌的筛选 

不同株芽孢杆菌的木质素酶活性测定结果如

图 3 所示，MU7 的 MnP 和 LiP 酶活性显著高于其

他菌株(P<0.05)；Lac 酶活性与菌株 MU1、MU3

及 MU6 差异不显著(P>0.05)，但显著高于其他菌

株(P<0.05)。 

2.5  具有抑菌活性乳酸菌的筛选 

乳酸菌抑菌活性测定结果见图 4，乳酸菌在培

养 48 h 后的抑菌活性均在 60%以上，其中菌株 R4、

R9 的大肠埃希氏菌 O157:H7 和黄曲霉菌抑菌活性 
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图 3. 不同株芽孢杆菌的木质素酶活性 

Figure 3.  Ligninase activity of different Bacillus strains. 

 

 
 

图 4.  不同株乳酸菌的抑菌活性(A)及产酸速率曲线(B) 
Figure 4.  Antibacterial activity (A) and acid production rate curve (B) of different lactic acid bacteria strains. 

 
与菌株 R1、R2 差异不显著(P>0.05)，但显著高于

R3 和 R7(P<0.05)(图 4-A)。乳酸菌在培养前 16 h 

pH 极速下降且各菌株呈现对数生长期，之后 pH

缓慢下降、OD600 值稳定增加，直到 28 h 左右基本

保持稳定。此时，R9 和 R4 的产酸能力相较其他

菌株强，pH 值降至 4.5 (图 4-B)。 

依据上述试验结果，选用纤维素酶活较高的

特基拉芽孢杆菌 P11、发酵毕赤酵母 R8 和马克斯

克鲁维应变酵母 MU5；木质素酶活较高的解淀粉

芽孢杆菌 MU7；抑菌活性较高的类肠膜魏斯氏菌

R4 和乳酸片球菌 R9 作为发酵杏鲍菇菌糠复合菌

剂的组成菌株。 

2.6  复合菌剂对发酵杏鲍菇菌糠品质的影响 

将筛选的 6 种菌株菌液等量混合，按 1.4.5 方

法进行杏鲍菇菌糠发酵试验，发酵过程取样检测

结果见表 3。由表 3 可知，与对照组相比，复合菌

剂添加组杏鲍菇菌糠的 pH、NDF、ADF 和 AFB1

含量在发酵第 3 天显著降低(P<0.05)；LA 含量在
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发酵第 3 天和第 5 天显著增高(P<0.05)，第 7 天下

降至发酵前水平后趋于稳定，故在第 7 天终止发

酵。发酵第 7 天，复合菌剂添加组的 NDF 和 ADF

含量降至最低，且显著低于对照组(P<0.05)，发酵

3 d 后复合菌剂添加组的 AFB1 含量显著低于相同

发酵阶段的对照组(P<0.05)。 

发酵结束后，复合菌剂添加组杏鲍菇菌糠质

地松散，颜色呈黄褐色，气味芳香，无菌斑；对

照组在发酵到第 5 天有菌斑和结块的现象。 

2.7  两种发酵杏鲍菇菌糠饲用品质的评价 

市售 EM 原液与复合菌剂发酵 7 d 后的杏鲍菇

菌糠饲用品质指标测定结果见表 4，复合菌剂发酵

组的 DM、NDF、ADF 含量显著低于 EM 原液发

酵组(P<0.05)，CP、CA 和 EE 含量显著高于 EM

原液发酵组(P<0.05)，由此可见本试验发酵工艺条

件下，杏鲍菇菌糠的饲用价值得到提高。 

综合评价，复合菌剂添加组的各项指标表现

优于对照组，饲用价值高于 EM 原液发酵的杏鲍

菇菌糠；发酵进行到第 7 天时杏鲍菇菌糠的 pH 值、

LA 含量趋于稳定，纤维含量最低，AFB1 含量小

于 20 μg/kg，符合国家饲料卫生要求。因此，使用

复合菌剂发酵杏鲍菇菌糠，发酵时间以 7 d 为宜。 

 
表 3.  复合菌剂对发酵杏鲍菇菌糠品质的影响 

Table 3.  Effects of composite microbial inoculants on the quality of Pleurotus eryngii substrate 

Items 

Fermentation time/d 

Control group Compound microbial inoculants added group 

0  3  5  7  9  0  3  5  7  9  

pH 
5.35± 
0.04a 

5.4± 
0.01a 

5.28± 
0.08b 

5.25± 
0.01b 

5.4± 
0.08a 

5.35± 
0.04a 

4.66± 
0.04c 

4.53± 
0.03d 

4.66± 
0.01c 

4.58± 
0.03d 

LA/%  
0.05± 
0.00c 

0.03± 
0.01c 

0.13± 
0.04b 

0.03± 
0.01c 

0.03± 
0.00c 

0.05± 
0.00c 

0.16± 
0.00a 

0.14± 
0.03ab 

0.04± 
0.03c 

0.03± 
0.00c 

NDF/% 
47.06± 
0.82a 

44.73± 
0.79bc 

43.38± 
1.08c 

43.53± 
1.24c 

39.74± 
0.94e 

47.06± 
0.82a 

45.22± 
0.78b 

41.53± 
0.54d 

38.59±
0.67e 

39.74± 
0.6e 

ADF/% 
30.43± 
1.45a 

29.12± 
1.05ab 

27.92± 
0.05bc 

28.03± 
0.89bc 

26.2± 
0.74d 

30.43± 
1.45a 

28.62± 
0.94b 

26.65± 
0.64cd 

25.39±
0.71d 

25.66± 
0.36d 

AFB1/(μg/kg) 
4.89± 
0.21a 

5.1± 
0.65a 

1.5± 
0.44c 

1.95± 
0.73bc 

2.29± 
0.31b 

4.89± 
0.21a 

0.73± 
0.36d 

1.49± 
0.13c 

1.94± 
0.02bc 

1.85± 
0.16bc 

In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with same letter 
superscripts mean no significant difference (P>0.05).  

 
表 4.  不同发酵杏鲍菇菌糠的饲用品质 

Table 4.  Feed quality of different fermented Pleurotus eryngii substrate 

Items 
Pleurotus eryngii substrate fermented by 
EM solution  

Pleurotus eryngii substrate fermented by 
composite microbial inoculants 

P-value 

DM 70.00±1.56 63.75±1.68 <0.05 

NDF 48.00±1.00 38.59±0.67 <0.05 

ADF 32.32±1.49 25.39±0.71 <0.05 

CP 9.39±0.15 10.37±0.08 <0.05 

CA 11.03±0.04 11.61±0.04 <0.05 

EE 0.17±0.02 0.38±0.06 <0.05 

“P<0.05” means there is a significant difference between two groups. 
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3  讨论 

3.1  有纤维素和木质素降解能力芽孢杆菌与酵母

菌的筛选 

木质纤维素是由木质素、纤维素以及半纤维

素组成的有机物质，存在于木本、草本植物的细

胞壁中，分子结构稳定且不易降解[13]。尽管许多

微生物能分解单独存在的纤维素，但由于在细胞

壁中纤维素受到木质素的保护而阻碍了纤维素的

分解[14–15]。所以，想要更好地降解菌糠中的纤维

就要同时使用能够分解木质素和纤维素的微生物

菌种。 

芽孢杆菌由于其非致病性、分解纤维素能力

较强、生长速率快等优点被广泛用作高纤饲料生

物处理的菌种。有诸多学者分离出能够有效分解

纤维素[16–18]和木质素[19–20]的芽孢杆菌。本试验利

用 纤 维 素 -刚 果 红 筛 选 培 养 基 中 的 刚 果 红 可 使

CMC 着色但不能将小分子低聚糖类物质着色的

原理定性筛选纤维素分解菌，得到 10 株脱色圈明

显的细菌；再结合 CMCA 和 FPA 两种纤维素酶活

性的测定，较为全面地评价菌株产纤维素酶能力

的大小，由此筛选出了纤维素酶活较高的特基拉

芽孢杆菌 P11。木质素的强降解作用依赖于 LiP 及

MnP 的产生[21]，这两种酶能够使加有 Azure-B 的

平板脱色，因此根据平板上菌落周围脱色圈的大

小和脱色速度的快慢可初步衡量菌株分解木质素

能力的大小[22]。本试验用上述方法筛选到 10 株芽

孢杆菌，再定量测定 LiP、MnP 和 Lac 三种参与

木质素分解的重要酶活，综合评定得到一株木质

素酶活较高的解淀粉芽孢杆菌 MU7。 

酵母菌根据其作用可分成两类：一类是有较

高发酵速率和完全发酵能力的酿酒酵母；另一类

是对发酵食品风味的形成有着重要作用的非酿酒

酵母[23]。有研究发现酵母菌[24–26]也可分泌纤维素

酶，只是产量和酶活性不高，但可以确定的是酵

母菌参与的多菌发酵有利于降解纤维素[27]。本试

验筛选出一株纤维素酶活性相对较高的发酵毕赤

酵母 R8 (非酿酒酵母)和马克斯克鲁维应变酵母

MU5 (酿酒酵母)，既兼顾到降解纤维功能的需求

又能改善菌糠饲料风味。 

3.2  有抑菌能力乳酸菌的筛选 

杏鲍菇菌糠在栽菇生长和堆积存放的过程中

容易滋生霉菌或携带大肠杆菌、沙门氏菌等病原

微生物，这些有害菌会严重因影响饲料品质，降

低饲料效价。因此采取安全有效的方法对杏鲍菇

菌糠饲料进行脱毒处理尤为重要。使用抗生素防

治饲料细菌毒素污染虽然简便易行，但其带来的

负面影响已引起人们的严重关切，因而逐渐被生

物脱毒方式取代。乳酸菌能够产生有机酸、细菌

素、过氧化氢等具有抑菌活性的代谢产物[28]。研

究人员已分离出能够抑制大肠埃希氏菌[29–31]和黄

曲霉菌[32–33]生长的乳酸菌。由于不同菌株的产酸

性能和抑菌效果不同，本试验通过对乳酸菌抑菌

活性和产酸性能测定最终获得两株抑菌率在 90%

以上的菌株，经鉴定分别是类肠膜魏斯氏菌和乳

酸片球菌。乳酸片球菌属于同型发酵乳酸菌，可

快速产生大量乳酸从而迅速降低发酵饲料的 pH，

抑制有害微生物的生长；类肠膜魏斯氏菌属于异

型发酵乳酸菌，虽然产酸能力低于同型发酵乳酸

菌，但可产生能有效抑制霉菌的乙酸[34]。这两株

菌合并使用可更好地发挥抑菌作用，延长发酵饲

料的保存时间。 

3.3  复合菌剂对发酵杏鲍菇菌糠品质的影响 

菌糠主要由木屑、棉籽壳、玉米芯、农业秸

秆等高纤维原料组成，因其适口性差、消化率低，
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阻碍了菌糠的饲料化利用。生物发酵能有效降解

纤维素，改善饲料风味。本研究结果表明，使用

复合菌剂发酵的杏鲍菇菌糠气味芳香，质地松软，

pH 保持在 4.66 左右，AFB1 含量显著降低。与发

酵前相比 NDF 降低了 18.00%， ADF 降低了

16.56%，CP、CA 和 EE 含量分别达到 10.37%、

11.61%和 0.38%；与市售 EM 原液发酵的杏鲍菇

菌糠相比，NDF 和 ADF 分别降低了 19.6%和

21.44%；CP、CA 和 EE 含量分别提高了 10.44%、

5.26%和 123.53%，饲用价值显著提高(P<0.05)。

郑有坤等[5]用乳酸菌和酵母菌发酵香菇菌糠，15 d

后的 NDF 和 ADF 降解率分别为 7.32%和 4.66%；

庄益芬等[35]使用纤维素酶处理灵芝菌糠，14 d 后

NDF 和 ADF 含量呈下降趋势，但与发酵前差异不

显著(P>0.05)；Kim 等[36]用乳酸菌发酵平菇菌糠，

10 d 后气味评分提高，NDF 和 ADF 降解率分别为

2.11%和 4.85%。本研究筛选的复合菌剂发酵杏鲍

菇菌糠，纤维降率均高于上述研究案例，且发酵

周期短，为杏鲍菇菌糠饲料发酵菌剂开发提供了

良好范例。 

4  结论 

本试验分离筛选得到了 2 株酵母菌株(发酵毕

赤酵母 R8 和马克斯克鲁维应变酵母 MU5)、2 株

芽孢杆菌(特基拉芽孢杆菌 P11 和淀粉芽孢杆菌

MU7)、2 株乳酸菌(类肠膜魏斯氏菌 R4 和乳酸片

球菌 R9)组成复合菌剂发酵的杏鲍菇菌糠饲料具

有感官好、纤维降解率高、毒素含量低的优点，

显著提高了杏鲍菇菌糠的饲用品质。 
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Isolation and identification of forage microbial community and 
its effect on the fermentation quality of Pleurotus eryngii 
substrate 

Xuhong Gao, Xingmei Qu, Yating Zhou, Enping Zhang* 
College of Animal Science and Technology, Northwest A & F University, Yangling 712100, Shaanxi Province, China 

Abstract: [Objective] This study was designed to screen the functional microbial strains suitable for the Pleurotus 

eryngii substrate fermentation, so as to improve its feed quality. [Methods] First, to choose suitable strains, which 

may have strong cellulase, ligninase and antibacterial activities. We used sifting mediums combined with the 

cellulase, ligninase and antibacterial activities tests. After that, we identified the species of selected strains 

according to their 16S rRNA (bacteria) and 18S rDNA (fungi) gene sequence analyses. Then, compound microbial 

inoculants were generated by mixing isovolumetric microbial solutions of each strain and used for the solid 

fermentation of Pleurotus eryngii substrate. [Results] We successfully acquired and identified 6 strains. Bacillus 

tequilensis strain P11, Pichia fermentans strain R8 and Kluyveromyces marxianus strain MU5 showed higher 

cellulase activity. Bacillus amyloliquefaciens subsp. and Plantarum strain MU7 showed higher ligninase activity, 

and Weissella paramesenteroides strain R4 and Pediococcus acidilactici strain R9 showed higher antibacterial 

activity. Once they were mixed and used to ferment Pleurotus eryngii substrate for 7 days, all the main indexes 

tested met the optimal criteria and remained stable. Compared with the EM solution fermented Pleurotus eryngii 

substrate, the neutral detergent fiber and acidic detergent fiber of the compound agent fermented Pleurotus eryngii 

substrate were significantly decreased by 19.6% and 21.44% respectively (P<0.05). The content of crude protein, 

crude ash and ether extract increased by 10.44%, 5.26% and 123.53% respectively (P<0.05). [Conclusion] We 

successfully obtained six strains, the mixture of them used to ferment the Pleurotus eryngii substrate can 

significantly enhance its feed quality. 

Keywords: forage microbial, screening, Pleurotus eryngii substrate, fermented feed 
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