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蜂蜜中艾皮斯乳杆菌A9（Lactobacillus apis A9）
的分离鉴定及其对铅的吸附作用

沈文权1，高西贝2，胡浩1，乔江涛1，张红城1*

（1.中国农业科学院蜜蜂研究所，资源昆虫高效养殖与利用全国重点实验室，北京 100093)

(2.哈尔滨商业大学食品工程学院，黑龙江哈尔滨 150000）

摘要：为了探究蜂蜜中乳酸菌的益生特性，从蜂蜜中分离纯化出一株革兰氏阳性菌，结合菌落和菌体特征、生

理生化反应以及 16S rDNA 测序技术分析，鉴定该菌为艾皮斯乳杆菌（Lactobacillus apis）。安全性实验表明，该菌

株 A9 不溶血，不水解明胶，不还原硝酸，无氨基酸脱羧能力，对青霉素等 9 种抗生素敏感。益生实验结果显示该

菌有高自聚集率（93.37%）和较高的疏水率（48.71%），pH 值 3 的环境下培养 3 h 存活率为 43.67%，在 1 wt.% 胆

酸钠溶液、6 wt.% NaCl 溶液、25 wt.% 葡萄糖溶液中分别培养 24 h 后，存活率分别为 96.48%、68.27%、88.57%。

表明该菌具有很强的耐酸耐胆盐和耐高渗能力。该菌吸附重金属铅的结果显示，对 Pb2+ 的吸附率高达 55.53%。铅

占菌体表面的元素百分比为 5.90%。红外结果表明，菌体表面的羟基、氨基与铅离子发生了相互作用，造成菌体蛋

白的 α 螺旋和 β 转角增加，β 折叠减少。结果表明，从蜂蜜中筛选出的 Lactobacillus apis A9 具有良好的安全性、益

生功能及良好的重金属铅吸附能力，为蜂蜜中乳酸杆菌的开发利用，提供了新的思路。
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Abstract: In an investigation of the probiotic properties of lactic acid bacteria in honey, a gram-positive bacterium was 

isolated from honey and purified. Based on its colony and cell morphology, physiological and biochemical responses, and 

16S rDNA sequencing analysis, the bacterium was identified as Lactobacillus apis A9. This strain was found to be negative 

for hemolysis, gelatin hydrolysis, nitrate reduction, and amino acid decarboxylation, and susceptible to nine antibiotics, 

including penicillin. In probiotic experiments the bacterium displayed a high self-aggregation rate (93.37%) and a relatively 
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乳酸菌（Lactic Acid Bacteria）是一类发酵糖类

生成大量乳酸的革兰氏阳性细菌。一般为0.5~1.0 μm宽，

2.0~10.0 μm 长，是肠道微生物菌群的重要成员 [1]，

可通过产生短链脂肪酸，促进肠道健康。对宿主新

陈代谢、免疫能力以及神经发育等健康方面具有至

关重要的作用 [2]。2020 年国际微生物学会将乳杆菌

属重新分为 25 个属，共有 261 个种 [3]。

近年来，许多研究表明，蜂蜜是益生菌的潜在

来源之一。艾皮斯乳杆菌（Lactobacillus apis）是来

自蜜蜂和蜂蜜的一种特有的乳酸菌，该菌也被称作

Firm-5 [4]。它能够参与调节蜜蜂的肠道健康，维持肠

道的微生态平衡，并且有助于改善蜜蜂的学习记忆

力，提高蜜蜂的抗病能力 [5]。艾皮斯乳杆菌与酿酒

酵母和植物乳植杆菌相比，对发酵麦麸的抗氧化活

性、植酸降解、营养价值和风味特性具有很好的改

善作用 [6]。

重金属铅是一种两性重金属，分布广泛，对环

境和人类健康危害极大。对神经系统、骨髓造血功

能和生长发育危害极大。目前，常用的方法是通过

物理、化学或生物富集法对重金属进行减量处理。

研究表明乳酸菌在吸附重金属方面发挥出显著优

势，如 Pakdel 等 [7] 报道植物乳植杆菌 PTCC 1896 的

活细胞和死细胞都能有效吸附铅，减少水中的重金

属污染；Tian 等  [8] 发现植物乳植杆菌 CCFM8661 在

治疗小鼠铅中毒方面有显著的效果。相同的是，现

有研究都是筛选于特殊自然环境的乳杆菌具有吸附

重金属铅的效果，来源于食物且具有重金属吸附功

能的乳杆菌研究相对较少。

本次研究从蜂蜜中筛选出一株乳酸杆菌，结合

菌落菌体形态学、生理生化实验和分子生物学鉴定

方法对分离出的菌株进行属种鉴定，评价其生长特

性、安全性与益生功能。通过电感耦合等离子体光

谱仪（ICP）、傅里叶变换红外光谱（FT-IR）以及扫

描电镜 -X 射线能谱 （SEM-EDS）检测结果，评价

该菌株吸附重金属铅的能力。本研究为蜂蜜中特有

乳杆菌作为潜在益生菌的开发利用，提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

蜂蜜：中国农业科学院蜜蜂研究所养蜂基地。

MRS 培养基，北京索莱宝科技有限公司；

API50CHL 乳杆菌属生化鉴定盒，法国梅里埃公司；

哥伦比亚血平板，广东环凯微生物科技有限公司；

磁珠保存管，青岛海博生物技术有限公司；乙酸，

生工生物工程（上海）股份有限公司；乙酸铅，北

京博凝生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

ICP6000 电感耦合等离子体发射光谱仪、Scientific 
Hera cell 150 恒温培养箱，美国赛默飞世尔公司；

CX31 光学显微镜，日本奥林巴斯有限公司；Synergy 
neo2 multi-mode reader 酶标仪，美国伯滕仪器有限

公司；Hitachi S4800-EDS 扫描电镜 -X 射线能谱

仪，日本日立公司；VERTEX 70V-HYPERION2000-
RAM II 傅立叶变换红外光谱仪，美国珀金埃尔默

股份有限公司；台式离心机，上海安亭科学仪器厂；

SW-CJ-1FD 型超净工作台，江苏净安泰空气技术有

限公司；LGJ-18S 真空冷冻干燥机，北京松源华兴

科技发展有限公司；AL104 电子分析天平，梅特勒 -

托利多仪器有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 菌株的分离纯化与保存

取 1 g 蜂蜜充分溶解于 9 g 无菌水，随后梯度

稀释 10-2、10-3、10-4、10-5、10-6 倍，充分混匀，吸

取 200 µL 菌悬液，分别涂布于 MRS 固体培养基中

high hydrophobicity rate (48.71%). It exhibited 43.67% survival after incubation for 3 h at pH 3.0. After 24 h of incubation in 

solutions of 1 wt.% sodium deoxycholate, 6 wt.% sodium chloride, and 25 wt.% glucose, the survival rates of the bacterium 

were 96.48%, 68.27%, and 88.57%, respectively. These results indicate that strain A9 possesses strong resistance to acid, bile 

salts, and hyperosmotic stress. The bacterium displayed a lead (Pb2+) absorption rate of 55.53%. Lead accounted for 5.90% 

of the bacterium’s surface-displayed elements. Infrared results revealed that hydroxyl and amino groups on the bacterium’s 

surface interact with lead ions, leading to an increase in α-helices and β-turns in the bacterium’s proteins and a decrease in 

β-sheets. In summary, L. apis A9 isolated from honey exhibits good safety, probiotic function, and lead adsorption capacity. 

This study provides new insights into the development and utilization of lactobacilli in honey.

Key words: honey; Lactobacillus apis A9; probiotic function; heavy metal; lead
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（含质量分数为 1% 的碳酸钙），37 ℃下恒温培养

48 h，同时以空白平板作对照，观察菌落。平板中

挑取外表呈乳白色、光滑且周围具有透明溶钙圈的

菌落进行再次划线分离，直至纯化出单个菌落。选

取革兰氏阳性的杆状产酸菌，划线于 MRS 琼脂培

养基斜面上培养 24 h，随即保存于 4 ℃冰箱待鉴定，

挑取剩余菌落接入磁珠冻存管，放置于 -80 ℃超低

温冰箱冷冻保藏。

1.3.2 菌株生化鉴定

将斜面保存的菌种划线于 MRS 琼脂培养皿上，

37 ℃下复壮培养 24 h，按 Cox 等 [9] 的方法接种适量

纯化菌进入 API50 CHL 乳酸菌属鉴定发酵管，通过

发酵 49 种碳水化合物，引起指示剂变色，观察颜

色变化，查询系统编码，确定菌株属种。

1.3.3 16S rDNA测序

将菌体接种于 MRS 液体培养基中扩大培养 24 h，
在 4 000 r/min 条件下离心 20 min，获取菌体沉

淀物，Nanodrop 检测样品质量，取 30 ng，根据

表 1 反应体系和表 2 反应条件，使用引物 338F
（5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′）和 806R
（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）进行 16S rDNA
基因扩增。

表 1  16S rDNA扩增反应体系

Table 1 16S rDNA amplification reaction system (50 μL)

试剂成分 体积

DNA 样品 X (30 ng) 

Forward Primer (5 μmol/L) 1 μL

Reverse Primer (5 μmol/L) 1 μL

BSA (2 ng/μL) 3 μL

2xTaq Plus Master Mix 12.5 μL

ddH2O 7.5-X μL

Total 25 μL

表 2  16S rDNA基因序列PCR 扩增反应条件

Table 2 Conditions for PCR amplification of 
16S rDNA gene sequence

温度 /℃ 时间 循环

94 5 min

94 30 s

50 30 s 30 Cycles

72 60 s

72 7 min

4 end

扩增完成，使用质量分数为 1% 的琼脂糖凝胶，

170 V 电压下电泳 30 min，检测 PCR 产物，收集并记

录扩增成功的 PCR 产物并进行双向测序分析（北京奥

维森基因科技有限公司），得到 16S rDNA 基因序列，

随后将所测得的序列与 GenBank 中的序列进行 BLAST
（Basic Local Alignment Search Tool）比对，把同源性最

高的序列作为参考，绘制目标菌株的系统发育树 [10]。

1.3.4 生理生化特性检测

最适生长条件测定：将菌液混匀调至麦氏浊度

为 1.00（约 1×108 CFU/mL）吸取 1 mL 菌悬液接种

于 50 mL的MRS液体培养基中，设置不同温度（20、
25、30、35、37、40、45、55 ℃）恒温培养 24 h，
测出 OD600 值以确定菌株的最适生长温度；最适温

度下，控制培养基的不同 pH 值（2.5、3.5、4.5、5.5、
6.5、7.5、8.5），培养 24 h 后测定 OD600 值，确定

菌株生长的最适 pH 值。随后在最适温度与最适 pH
值条件下培养菌株，每隔两小时充分摇匀后测一次

OD600 值和 pH 值，并绘制生长曲线与产酸曲线。

1.3.5 安全性测定

溶血性 [11] ：将菌株接种划线于哥伦比亚血琼脂

培养基，最适培养条件下恒温培养 24 h，观察菌落

周围颜色是否变化，是否有溶血圈出现。

明胶酶水解：在明胶水解试剂盒中接入适量菌

体，37 ℃恒温培养 24 h，随后转移至 4 ℃环境低温

放置 30 min，观察是否溶解明胶。

硝酸盐还原：挑取适量复壮后的菌体，接种于

硝酸盐生化鉴定管恒温培养，24 h 后观察颜色变化。

氨基酸脱羧实验 [12] ：挑取适量复壮后的菌体，

接入氨基酸脱羧鉴定管。最适温度下培养 24 h，观

察并记录鉴定管中颜色变化情况。

抗生素敏感性：参考 Samedi 等 [13] 的方法，采用

K-B（药敏纸片琼脂扩散法）进行药敏试验。吸取

OD600 为 1.00 的菌液 100 µL，均匀涂布在 MRS 琼

脂培养皿表面，待干燥后随即用镊子将药敏纸片分

别平贴于培养皿，以灭菌的 MRS 空白培养基和空白

滤纸片作为对照。恒温培养 24 h，测量抗生素药敏

试纸的抑菌圈直径。抗生素有青霉素、氯霉素、红

霉素、头孢曲松、氨苄西林、林可霉素、复方新诺明、

庆大霉素、环丙沙星、四环素等 10 种常用抗生素。

1.3.6 益生特性

自聚 集   [14] ： 将 菌 液 调 至 OD600=1.00（ 约

1×108 CFU/mL），最适生长条件下恒温培养 24 h 后，

摇匀后测定其麦氏浊度 B，按式（1）计算自聚集能
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力。自聚集能力通常被分为 3 个等级：X＞50% 为

高等；35%~50% 为中等；16%~35% 则判定为低等。

X =（1- B
A
）×100%                                          （1）

式中：

X——自聚集（疏水性）率，% ；

B——24 h 后实验组 OD600 值；

A——初始 OD600 值。

疏水性 [15] ：将菌悬液调至 OD600=1.00，加入等

体积的二甲苯，混匀后室温培养 15 min，涡旋震荡

3 min 混合均匀，放置通风处，保持静止 1 h 后使之

分层，随后除去有机相，测定其水相 OD600，按式（1）
计算其表面疏水性。

耐酸实验 [16] ：在 MRS 液体培养基加入盐酸

调节 pH 值 2、pH 值 2.5、pH 值 3，将麦氏浊度

为 OD600=1.0（约 1×108 CFU/mL）的菌悬液接种于

MRS 液体培养基，在最适温度 37 ℃下恒温培育 3 h，
测定 OD600 值 B。按式（2）计算存活率：

X = B
A

×100%                                                  （2）

式中：

X——存活率，% ；

B——培育后实验组 OD600 值；

A——初始 OD600 值。

耐胆盐性 [16] ：称取适量胆汁酸盐，以 MRS 液

体培养基为溶液，分别配置 0.3%、0.5%、1%（质

量百分数）的胆汁酸盐溶液，接种麦氏浊度为

OD600=1.0（约 1×108 CFU/mL）的菌悬液于培养基

中，37 ℃恒温培育 24 h，测定 OD600 值 B，按式（2）
计算存活率。

耐高渗实验 [17] ：称取适量氯化钠，以 MRS 液

体培养作溶液，分别配置 2%、4%、6%（质量百分

数）的氯化钠溶液，同耐胆盐实验方法接种培养并

测定 OD600 值 B，按式（2）计算存活率。

耐高糖实验：称取适量葡萄糖，以 MRS 液体培

养基作溶液，分别配置 15%、20%、25%（质量百分数）

的葡萄糖溶液，同耐胆盐实验方法接种培养并测定

OD600 值 B，按式（2）计算存活率。

1.3.7 重金属吸附

参照 Tian 等 [8] 植物乳植杆菌 CCFM8661 对铅

吸附方法，将活化完成后的菌株 37 ℃培养 24 h，
4 000 r/min 离心 20 min 得到菌体，使用生理盐水对

离心得到的菌体进行清洗。重复上述离心、清洗过

程三次，得到乳酸菌菌体。称取醋酸铅，分别用超

纯水配制成 Pb2+ 浓度为 0.062 5、0.125、0.25、
0.5、0.75 mmol/L 的乙酸铅溶液，随后称取离心所

得的菌体重悬于上述溶液中，使其中的乳酸菌菌体

质量浓度达到 1 g/L。在 37 ℃条件下恒温振荡

培育 1 h，4 000 r/min 离心 10 min，用 ICP 测得上

清液的铅浓度，菌体备用。乳酸菌对铅离子的吸附

效率按式（3）计算：

W =
C0-C1

C1
×100%                                            （3）

式中：

W——离子吸附效率，% ；

C0——初始溶液铅离子浓度，mmol/L ；

C1——吸附后溶液铅离子浓度，mmol/L。

1.3.8 傅里叶变换红外及扫描电镜-X射线能谱扫描

按照 1.3.7 进行菌体吸附重金属铅后，将离心

所得的菌体置于 -80 ℃条件下冷冻 12 h，随后用

LGJ-18S 型的冷冻干燥机进行冷冻干燥 48 h。按照 1:50
的比例将样品压入 KBr 颗粒中，在 400~4 000 cm-1 范

围内对样品扫描 50 次获得红外扫描结果，未进行

吸附的空白对照菌也作如上处理。

准备另一部分菌（吸附前和吸附后），用无菌

生理盐水进行彻底洗涤，按照 Ge 等 [18] 的方法处理

菌体，使用 SEM-EDS 扫描并记录显微图像。

1.3.9 数据分析

采用软件 MEGA 7.0 进行序列比对分析；软件

Excel 2019、OriginPro 2018 进行数据统计分析与图

表制作。

2  结果与分析

2.1 菌落及菌体形态特征

图 1 分离纯化菌株的菌落形态和显微形态特征

Fig.1 The colony morphology and micromorphology of the

 purified strains were isolated

注：a 为菌落形态，b 为菌体形态（放大倍数：10×100）。
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从蜂蜜中分离出 3 个具有透明溶钙圈的菌落，

挑取划线分离得到一株杆状的产酸菌。菌落形态如

图 1 所示，呈乳白色圆形，表面光滑细密，中间凸

起，边缘规则，直径约 2 mm。显微镜下观察发现，

菌体呈紫色，即革兰氏阳性，圆端直杆状，短链或

成对状排列，无芽孢，无鞭毛，不运动。

2.2 API50 CHL乳酸菌属鉴定结果

该菌碳水化合物发酵结果见图 2。平行两组培

养发酵 48 h 后，该菌株可利用 L- 阿拉伯糖、D- 核糖、

D- 半乳糖、D- 葡萄糖、D- 果糖、D- 甘露醇、甘露醇、

山梨醇、N- 乙酰葡萄糖胺、苦杏仁苷、熊果苷、七

叶灵、水杨苷、D- 纤维二糖、D- 麦芽糖、D- 乳糖、

D -蜜二糖、D -蔗糖、D -海藻糖、D -松三糖、

D- 龙胆二糖、D- 土伦糖和葡萄糖酸钾等 23 种糖；

利用丙三醇的能力较弱；不利用赤藻糖醇、D- 阿拉

伯糖、D- 木糖、L- 木糖、D- 核糖醇、甲基 -β-D 吡
喃木糖苷、L- 山梨糖、L- 鼠李糖、卫矛醇、肌醇、

甲基 -β-D- 吡喃甘露糖苷、甲基 -β-D- 吡喃葡萄糖

苷、菊粉、D- 棉子糖、淀粉、糖原、木糖醇、D- 来
苏糖、D- 塔格糖、D- 岩藻糖、L- 岩藻糖、D- 阿拉

伯醇、L- 阿拉伯醇、2- 酮基葡萄糖酸钾、5- 酮基葡

萄糖酸钾。参照 API 鉴定系统
 [9]，初步判断该菌株

属于乳杆菌属。本研究筛选出的乳杆菌对 49 种糖

的利用能力优于柳青等 [19] 从摩洛哥自然发酵驼乳中

分离出的菌株 IMAU98054 和 IMAU98084，说明不

同来源的菌株对环境的适应性存在很大差异，为进

一步开发其特定功能奠定了基础。

图 2 菌株碳水化合物发酵结果

Fig.2 Carbohydrate fermentation results of strains

图 3 API 50CHL 鉴定结果

Fig.3 API 50CHL identification results

菌株的 API 50CHL 鉴定中，%ID 值越接近于

100%，T 值越接近于 1，说明鉴定结果越准确。筛

出的菌株 A9 的鉴定结果如图 3 所示，%ID 值相对

较低，55.3% 接近于戊糖片球菌，44.6% 接近于植

物乳杆菌 1。没有直接鉴定出 Lactobacillus apis，可

能的原因是从蜂蜜中新筛分出来的菌种在鉴定库里

的参考数值有待进一步完善。由此，对该菌进行进

一步鉴定。
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2.3 16S rDNA基因序列分析

菌株 16S rDNA 片段 PCR 扩增产物的凝胶电泳

结果如图 4，将序列测得的结果与 National Center 
for Biotechnology Information 中基因序列进行

BLAST 比对结果如图 5，结果表明该菌株与艾皮斯

乳杆菌（Lactobacillus apis）的基因序列同源性高达

100%。结合生理生化特性结果将该菌株归类为艾皮

斯乳杆菌并命名为艾皮斯乳杆菌 A9（Lactobacillus 
apis A9）。

图 4 Lactobacillus apis A9 的 16S rDNA 片段 PCR

扩增产物凝胶电泳图

Fig.4 Gel electrophoresis of 16S rDNA fragment PCR

 amplification product of Lactobacillus apis A9

图 5 Lactobacillus apis A9 与其他蜜蜂源乳酸菌 16S rDNA

系统发育进化树

Fig.5 Phylogenetic evolutionary tree of Lactobacillus apis A9

 and other bee-derived Lactobacillus 16S rDNA

2.4 菌株生长特性的研究

2.4.1 最适温度和最适pH值生长条件

图 6 不同温度对 Lactobacillus apis A9 生长的影响

Fig.6 Effects of different temperatures on the growth of 

Lactobacillus apis A9

图 7 不同 pH 值对 Lactobacillus apis A9 生长的影响

Fig.7 Effects of different pH conditions on the growth of 

Lactobacillus apis A9

分别控制不同温度，不同初始 pH 值，恒温培

育 24 h 之后测定 OD600，根据菌株生长情况确定该

菌株最适生长温度与最适生长酸碱度。结果表明，

Lactobacillus apisA9 的最适生长温度为 37 ℃（如

图 6），最适 pH 值为 6.5（如图 7）。

2.4.2 Lactobacillus apis A9的生长曲线和产酸能

力曲线

该菌生长曲线呈“S”曲线，最适温度下培

养 2 h 后生长速率最高，进入对数生长期，培养 16 h
后生长速率明显放缓，进入稳定生长期（图 8）。在

2~16 h 的生长时间内，菌悬液的 pH 值呈持续降低

趋势，说明 Lactobacillus apis A9 在对数生长周期内，

其产酸量与培养时间呈正相关，培养 16 h 后，菌悬

液 pH 值降至 3.36，随着菌株生长进入稳定期，菌

悬液的 pH 值变化逐渐趋于稳定，说明菌株在培养

到 16 h 后，细菌总数达到最高水平。
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图 8 Lactobacillus apis A9 的生长曲线和产酸能力曲线

Fig.8 Growth curve and acid-producing capacity curve of 

Lactobacillus apis A9

2.5 安全性评价

2.5.1 抗生素敏感性

Lactobacillus apis A9 对青霉素的敏感度最高，

氨苄西林和头孢曲松次之；对环丙沙星的敏感度最

低，没有抑菌圈出现（表 3），说明青霉素对该菌抑

制的效果最好，其次是氨苄西林和头孢曲松，环丙

沙星则对该菌株无抑制作用。

表 3  Lactobacillus apis A9的抗生素抑菌直径

Table 3 Antibiotic inhibitory diameter of 
Lactobacillus apis A9

测试指标 抑制圈直径 /mm 测试指标 抑制圈直径 /mm

氯霉素 34.62 林可霉素 13.46

红霉素 34.32 头孢曲松 38.80

氨苄西林 39.85 庆大霉素 11.60

复方新诺明 26.96 四环素 9.14

青霉素 40.38 环丙沙星 0

2.5.2 溶血性

细菌分泌溶血素使细胞溶解的现象即溶血性

能 [20]。若菌落周围出现草绿色区域则为 α- 溶血型，

也称不完全溶血，往往属于条件致病菌；菌落周围

出现透明区域为 β- 溶血型，也称完全溶血，具有致

病性；若菌落周围没有变色区域则为 γ- 溶血型，即

不引起溶血，无致病性 [21]。将 Lactobacillus apis A9
划线于哥伦比亚血平板恒温培养 24 h，观察菌落周

围颜色变化如图 9，没有草绿色和透明区域出现在

菌落周围，说明该菌株的溶血型为 γ- 溶血，即不会

引起溶血，无致病性。Nath 等 [18] 从发酵乳制品筛选

出一株植物乳植杆菌，通过溶血活性实验检测，菌

落周围无溶血现象。达菊庆等 [22] 对新疆昌吉奶疙瘩

中的乳酸菌进行溶血性检测，结果表明其同样无溶

血活性。本研究中 Lactobacillus apis A9 溶血试验结

果与文献中报道的结果一致。

图 9 Lactobacillus apis A9 的溶血测定

Fig.9 Hemolysis of Lactobacillus apis A9

2.5.3 硝酸盐还原、氨基酸脱羧

硝酸还原酶将硝酸盐中的氮氧化合物还原成氮

气或亚硝酸盐，与磺胺盐发生反应，生成呈红色、

粉红色或橙色的化合物，菌株若能产生硝酸盐还原

酶，将菌株接入含磺胺盐的鉴定管恒温培养 24 h，
若有如上颜色变换则可以判断为阳性，若试管中没

有出现明显的颜色变化，则判断为阴性，即细菌不

具备还原硝酸盐的能力。实验结果显示（图 10），
鉴定体系没有出现颜色变化，说明 Lactobacillus 
apis A9 不具备还原硝酸盐的能力。

图 10 硝酸盐还原实验结果

Fig.10 Results of nitrate reduction experiment

氨基酸脱羧酶能够分解氨基酸使其脱羧，生成

胺和二氧化碳使培养基变为碱性。接入细菌培养后

后观察培养基，若细菌能产生氨基酸脱羧酶，结果

呈紫色（指示剂为溴甲酚紫）即为阳性，若鉴定管

呈现黄色则为阴性，可以判断该菌株没有氨基酸脱

羧能力。本研究结果（图 11）显示检测结果显示黄

色，即 Lactobacillus apis A9 不产生氨基酸脱羧酶，

没有氨基酸脱羧能力。
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图 11 氨基酸脱羧实验结果

Fig. 11 Experimental results of amino acid decarboxylation

2.5.4 明胶液化实验

明胶是由胶原蛋白经水解产生的蛋白质，微生

物可产生明胶酶水解这种蛋白质，而使明胶液化。

本实验中，明胶没有出现液化现象（如图 12），即

Lactobacillus apis A9 不产生明胶酶。与 Liu 等  [23]

从酸菜中分离的乳酸菌、万倩等  [24] 从发酵乳制品

中分离的乳酸菌液化明胶能力（结果为阴）报道

相似。

图 12 明胶液化实验结果

Fig.12 Results of gelatin liquefaction experiment

2.6 益生实验

2.6.1 自聚集率与疏水率

具有较高自聚集能力的菌株在肠道里更易于汇

集，一定程度上消除肠道蠕动带来的影响；具有较

好的疏水性，有助于提高菌体对宿主胃肠道上皮细

胞的黏附，即有利于定殖。结果（图 13、14）显

示该菌株自聚集率和表面疏水率分别为 93.37% 和

48.71%，均优于郑琦锴等 [20] 从泡菜中分离的植物乳

植杆菌 JT1-16 的 66.13% 和 44.19%。参考吴雨晗

等 [25] 分级标准，Lactobacillus apis A9 具有高度自聚

集性和中度疏水性，说明 Lactobacillus apis A9 具有

较好的肠道定殖能力。

图 13 自聚集实验结果

Fig.13 Self-aggregation experiment results

图 14 疏水性实验结果

Fig.14 Results of hydrophobicity experiment

2.6.2 酸耐受结果

胃肠道的环境一般为酸性，人体胃肠道 pH 值

在 2.5~3.0。肠道益生菌只有顺利通过酸性环境的

消化道后才能在宿主体内发挥益生作用。耐酸结

果（图 15）显示，在 pH 值 2.0 时，菌株存活率为

24.33% ；在 pH 值 2.5 时，菌株存活率为 37.84% ；

在 pH 值 3.0 时，菌株存活率为 43.67%，高于吴雨

晗等 [25] 报道的猪源约翰氏乳杆菌的存活率 12.1%、

13.45% 和 32.01%。在模拟胃肠道的酸性环境中，

Lactobacillus apis A9的酸耐受能力表现为中等水平，

可以适应于肠道的酸性环境。

图 15 酸耐受实验结果

Fig.15 Acid tolerance test results
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2.6.3 胆盐耐受能力

菌株进入胃肠道后，若该菌株对胆盐无耐受

能力，进入肠道便无法耐受胆盐环境而不能定殖

存活。肠道内胆汁浓度一般约在 0.1%~0.3%。胆盐

耐受结果（图 16）显示，胆盐质量分数为 0.1% 时

菌株的存活率 97.01% ；质量分数为 0.2% 时存活率

96.32% ；质量分数 0.3% 时存活率 96.48%。因此，

Lactobacillus apis A9 具有较高的胆盐耐受力，说明

能够在肠道中定殖存活。

图 16 胆盐耐受实验结果

Fig.16 Results of bile salt tolerance test

2.6.4 高渗耐受结果

图 17 葡萄糖耐受实验结果

Fig.17 Results of glucose tolerance test

乳酸菌在高盐和高糖渗透压环境下生长会受

到限制，从而影响菌体生长。若渗透压超过其耐

受极限，则会严重影响微生物细胞的渗透压，限

制其生长发育，甚至导致死亡。Lactobacillus apis 
A9 在质量分数为 2% 的 NaCl 环境中的存活率为

95.67% ；质量分数为 4% 的 NaCl 环境中的存活率

为 89.44% ；质量分数为 6% 的 NaCl 环境中的存活

率为 78.27%。在质量分数为 15% 的葡萄糖环境中

存活率为 96.67% ；质量分数为 20% 的葡萄糖环境

下存活率 92.44% ；质量分数为 30% 的葡萄糖环境

下存活率 88.27%。随着溶液浓度的增加，存活率下

降，但都具有较高存活率（图 17、18）。由此可知，

Lactobacillus apis A9 具有良好的耐高渗能力。

图 18 NaCl 耐受实验结果

Fig.18 Results of NaCl tolerance experiment

2.7 吸附重金属铅的能力

2.7.1 重金属Pb2+
的吸附率

随着重金属离子浓度从 0.062 5 mmol/L 到

0.25 mmol/L，吸附率呈现上升趋势，在重金属 Pb2+

的浓度为 0.25 mmol/L 时达到最大吸附率 55.53%，

之后随浓度的升高吸附率降低。这可能是因为菌体

与重金属接触后，低浓度条件下菌体的表面与重金

属的结合位点相对宽裕，结合位点比金属离子的量

相对较高，因此吸附率逐渐升高；当金属离子相对

较高的的量之后，菌体表面与重金属的结合的位点

逐渐饱和，随后菌体对重金属离子的吸附率逐渐降

低。Lactobacillus apis A9 对铅的吸附率 55.53%，低

于 Tian 等 [8] 报道的植物乳植杆菌 CCFM8661 对铅

离子吸附率 73.79%，接近于 Halttunen 等 [26] 研究

的 Lactobacillus rhamnosus GG 的吸附率 60.1% 和

Lactobacillus rhamnosus LC705 的吸附率 45%，高

于张奕吉等 [27] 报道的植物乳植杆菌 X7021 的吸附率

38%，远高于李冉等 [28] 报道的源于矿区泡菜样品中

的植物乳植杆菌对铅去除率 5%。由此可知，本研

究分离出的 Lactobacillus apis A9 对重金属铅的吸附

效果表现优异。

表 4  Lactobacillus apis A9对不同浓度Pb2+的吸附率

Table 4 Adsorption rates of Pb2+ with different concentrations
 of Lactobacillus apis A9

样品 第 1 组 第 2 组 第 3 组 第 4 组 第 5 组

吸附前 Pb2+

质量浓度 (mg/L) 23.69 47.42 94.84 189.66 284.50

吸附后 Pb2+

质量浓度 (mg/L) 16.44 26.03 42.18 105.81 182.42

A9 的吸附率 /% 30.60 45.10 55.53 44.21 35.88
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2.7.2 扫描电镜-X射线能谱分析

乳杆菌表面的胞外多糖富含酸性官能团，能够

结合重金属 Pb2+ [29]。实验结果表明，实验组菌体表

面出现褶皱（图 19），测得其附着有重金属铅，扫

描菌体表明，铅元素质量百分比达到 5.90%，空

白组则没有检测到铅元素（表 5 和图 19），说明

Lactobacillus apis A9 菌体吸附 Pb2+ 效果良好。

表 5  Lactobacillus apis A9对Pb2+的吸附质量百分比

Table 5 Percentage of Pb2+ adsorption by weight with
 Lactobacillus apis A9

元素
百分比

质量 原子

空
白
对
照
组

C K 47.34 54.35

N K 10.61 10.45

O K 39.67 34.19

P K 1.98 0.88

S K 0.14 0.06

Mn K 0.26 0.07

A9
处
理
组

C K 44.28 53.93

N K 12.16 12.70

O K 34.37 31.43

Na K 0.36 0.23

P K 2.49 1.18

Mn K 0.44 0.12

Pb M 5.90 0.42

总量 100.00

图 19 Lactobacillus apis A9 吸收 Pb2+ 的扫描电镜谱图

Fig.19 SEM spectra of Pb2+ absorption by 

Lactobacillus apis A9

注：（a）未吸附前菌体扫描电镜图，（b）未吸附前菌体

扫描能级图，（c）Lactobacillus apis A9 吸附 Pb2+
后扫描电镜

图，（d）Lactobacillus apis A9 吸附 Pb2+
后扫描能级图。

2.7.3 傅里叶变换红外

傅里叶变换红外光谱结果显示，吸附铅离子后

菌体与空白菌体的红外光谱相比，红外光谱图出现

了以下三点变化：

（1）在 3 300~3 500 cm-1 范围内，3 301 cm-1 的

峰变得更宽阔（图 20，曲线 A 和 B），在 1 641 cm-1

处的峰为羰基（-C=O）的拉伸振动，这证实了

Lactobacillus apis A9 菌体吸附铅离子后，表面的羟

基或氨基基团与铅离子发生了明显相互作用；

（2）酰胺 I 带（1 600~1 700 cm-1）包含了 α 螺

旋、β 折叠、β 转角、无规则卷曲结构等蛋白质丰富

的二级结构信息 [30]。对照组的酰胺 I 带在 1 670 cm-1、

1 683 cm-1 有两处 β 转角、1 639 cm-1 处有无规则卷

曲结构；经过 Pb2+ 处理后（图 21），酰胺 I 带中增

加了 1 652 cm-1 和 1 658 cm-1 的峰，表明增加了 α
螺旋结构；同时，增加了 1 670 cm-1、1 675 cm-1 和

1 688 cm-1 三处的峰，表明增强了 β 转角；1 643 cm-1

峰，表明具有无规则卷曲结构；

（3）酰胺 III 带（1 220~1 330 cm-1）是酰胺 I 带
的补充，可以区分蛋白质二级结构中的 α 螺旋与无
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规则卷曲结构。由图 21 可知，对照组酰胺Ⅲ带 β
折叠在 1 224 cm-1 处；当用 Pb2+ 处理后，酰胺Ⅲ带

无 β 折叠结构。

因此，红外光谱分析表明，Lactobacillus apis 
A9 菌体通过吸附 Pb2+，使得菌体表面的蛋白质二级

结构发生变化，在吸附过程中羟基和氨基发挥主要

作用。

图 20 Lactobacillus apis A9 吸收 Pb2+ 前后的红外光谱图

Fig.20 Infrared spectra of Lactobacillus apis A9 before and 

after absorption of Pb2+

图 21 Lactobacillus apis A9 吸收 Pb2+ 前后的红外酰胺

带分析图 

Fig.21 Infrared amide band analysis of Lactobacillus apis A9

 before and after absorption of Pb2+

注：a 为吸附前，b 为吸附后。

3  结论

乳酸菌在改善食品的营养、感官和以及延长货

架期等方面发挥良好作用，进入肠道后，产生生物

活性代谢物、调节肠道免疫、保护肠道机械屏障和

调节肠道菌群，维持宿主肠道菌群的稳态。近年来

有很多研究者从矿区、泡菜等不同环境中筛选出具

有吸附重金属功能的乳酸菌，用于改善重金属的污

染，表现出环保、低成本、高效率等优点，弥补了

物理和化学方法去除食品中的重金属的成本高，破

坏食品营养成分等不足。

本研究从蜂蜜中分离出一株乳杆菌，经系统鉴

定命名为艾皮斯乳杆菌 A9（Lactobacillus apis A9）。
研究表明该菌具有良好的安全性和高自聚集性、较

低疏水性，以及耐酸、耐胆盐和耐高渗的益生特性。

该菌具有很好的吸附重金属铅的能力，吸附后菌体

表面的铅占元素百分比为 5.9%。在铅吸附过程中，

菌体表面的羟基、氨基基团与铅离子发生了相互作

用，菌体蛋白质的二级结构增加了 α 螺旋和 β 转角，

减少了 β 折叠。

目前，对 Lactobacillus apis A9 的安全性与益生

功能研究仅限于体外实验，下一步将利用该菌进行

动物实验和人体实验，探究其在体内吸附重金属铅

的益生能力及其机制。未来可以将其作为食物来源

益生菌的后备优质菌株，为蜂蜜中乳杆菌的开发利

用，提供了新的思路。
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