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摘 要：黑水虻(Hermetia illucens)养殖产生的蛹壳富含几丁质和蛋白质，但目前缺乏高效环保的

利用方法。【目的】从黑水虻蛹壳堆中分离筛选几丁质降解菌，探索其在蛹壳生物转化中的应用

潜力。【方法】使用平板筛选和 16S rRNA 基因测序进行分离和鉴定，采用 3,5-二硝基水杨酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)法检测其酶活力。使用 PacBio HiFi 技术进行全基因组测序，以阐明

其降解机制。通过蛹壳发酵实验探索其应用潜力。【结果】共鉴定得到 7 株分离菌，其中活性最

强的菌株为蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus) BSF-CH1，该菌株在发酵第 2 天时几丁质酶活力达到最

高值 0.48 U/mL。全基因组测序结果显示 BSF-CH1 含有 3 个几丁质酶(chitinase)基因、7 个几丁质

脱乙酰酶(chitin deacetylase)基因及 4 个壳糊精酶基因(chitodextrinase)。蛹壳生物转化实验表明，

BSF-CH1 能在 7 d 内将蛹壳质量降解 47.2%，几丁质和蛋白质的降解率分别达到 64.6% 和 59.1%。

【结论】本研究报道了从黑水虻蛹壳中分离的高效几丁质降解菌，为蛹壳的生物转化利用提供了

新思路，对促进黑水虻产业的可持续发展具有重要意义。
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Abstract: The puparium of Hermetia illucens is rich in chitin and protein, while efficient and 
environmentally friendly utilization methods remain to be developed. [Objective] To isolate 
chitinolytic bacteria from the puparium pile of H. illucens and explore their potential in puparium 
biotransformation.[Methods] Strains were isolated by the plate screening method and identified by 
16S rRNA gene sequencing. The 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method was employed to 
determine the chitinase activity. Whole genome sequencing by PacBio HiFi was conducted to 
elucidate the degradation mechanism. The application potential of the strain was explored by 
puparium fermentation experiments. [Results] Among the seven isolated strains, Bacillus cereus 
BSF-CH1 showed the highest chitinase activity, reaching a maximum chitinase activity of 
0.48 U/mL on the second day of fermentation. The genome of BSF-CH1 contained three chitinase 
genes, seven chitin deacetylase genes, and four chitodextrinase genes. Puparium biotransformation 
experiments showed that BSF-CH1 could degrade 47.2% of puparium mass within 7 days, with 
degradation rates of 64.6% and 59.1% for chitin and protein, respectively.[Conclusion] This study 
reports an efficient chitinolytic bacterium isolated from the puparium of H. illucens, providing new 
insights into the puparium biotransformation and having important implications for promoting the 
sustainable development of the H. illucens industry.
Keywords: chitinolytic bacteria; puparium of Hermetia illucens; Bacillus cereus; 
biotransformation; genome analysis

随着全球人口增长和环境问题日益突出，

如何实现有机废弃物的资源化利用已成为当前

亟待解决的问题。黑水虻(Hermetia illucens)因其

高效转化有机废物的能力而受到广泛关注[1]。研

究表明，黑水虻幼虫可将餐厨垃圾等有机废弃

物转化为富含蛋白质和脂肪的生物质[2-3]，是理

想的饲用蛋白源。然而，黑水虻产业发展面临

的一个重要问题是蛹壳副产物的处理与利用。

黑水虻蛹壳含有丰富的几丁质和蛋白质[4]。

其中几丁质是由 N-乙酰氨基葡萄糖通过 β-1,4 糖

苷键连接而成的线性多糖，是自然界中含量仅

次于纤维素的第二丰富的生物大分子[5]。几丁质

及其衍生物壳聚糖因具有生物相容性、可降解

性和抗菌活性等特点，在农业、食品、医药和

环境保护等领域具有广泛应用前景[6]。

目前，蛹壳中几丁质的提取主要采用化学

法，即通过强酸去除矿物质、强碱脱蛋白以获

得粗几丁质[7]。该方法不仅污染环境、能耗高，

而且产物应用受限。微生物发酵法作为一种绿

色环保的替代方案近年来备受关注[8]。已有研究
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表明，某些微生物可通过分泌几丁质酶、蛋白

酶等水解酶来降解甲壳类废弃物[9-11]。然而，目

前关于专门针对黑水虻蛹壳的降解菌研究较少，

其生物转化过程中的分子机制也尚未阐明。

几丁质降解菌通常具有复杂的几丁质代谢

系统，包括几丁质酶、几丁质脱乙酰酶和多糖

单加氧酶等[12]。这些酶的协同作用可将几丁质

逐步降解为 N-乙酰氨基葡萄糖单体或寡聚物。

近年来，随着基因组测序技术的发展，对几丁

质降解菌的分子机制研究取得了重要进展[13-14]。

然而，从黑水虻蛹壳中分离的几丁质降解菌的

基因组特征及其降解机制仍有待深入研究。基

于此，本研究旨在：(1) 从黑水虻蛹壳堆中分离

筛选高效几丁质降解菌；(2) 通过全基因组测序

解析其分子特征和代谢潜力；(3) 评估其在蛹壳

生物转化中的应用效果。本研究将为黑水虻蛹

壳的绿色高值化利用提供新思路，对推动昆虫

养殖产业的可持续发展具有重要意义。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样品来源

黑水虻蛹壳样品采集自湖南农业大学植保

基地黑水虻养殖室(28°11′N, 113°04′E)。采样时

选取堆放时间为 1−2 周的化蛹之后的蛹壳，用

无菌水洗净、晾干后于−20 ℃保存备用。

1.1.2　主要试剂和仪器

3, 5-二硝基水杨酸 (3, 5-dinitrosalicylic acid, 
DNS)、革兰氏染色试剂盒均购自北京索莱宝科

技有限公司；刚果红购自上海麦克林生化科技

股份有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒购

自天根生化科技(北京)有限公司。

高压灭菌锅购自上海申安医疗器械厂；生

化培养箱购自上海一恒科学仪器有限公司；超

净工作台购自苏州安泰空气技术有限公司；高

速离心机购自 Eppendorf 公司；PCR 仪购自

Bio-Rad 公司。

1.1.3　培养基

富 集 培 养 基 (g/L)： 胶 体 几 丁 质 20.0，

K2HPO4 0.7， KH2PO4 0.3， MgSO4·7H2O 0.5， 

FeSO4·7H2O 0.02，NaCl 1.5，pH 7.0。

筛选培养基(g/L)：在富集培养基基础上添

加琼脂 20.0 和刚果红 0.2。

几丁质培养基：在富集培养基基础上添加

琼脂 20.0 g/L 和胰蛋白胨 5.0 g/L。

种 子 培 养 基 (g/L)： 胶 体 几 丁 质 20.0，

K2HPO4 0.7， KH2PO4 0.3， MgSO4·7H2O 0.5，

FeSO4·7H2O 0.02，NaCl 5.0，pH 7.0。

发酵培养基：在种子培养基基础上添加胰

蛋白胨 10.0 g/L。

所有培养基 121 ℃灭菌 20 min。

1.2　几丁质降解菌的分离与筛选

称取 2 g 蛹壳样品于无菌研钵中研磨，加入

10 mL 无菌水制成悬浮液。取 1 mL 接种于富集

培养基中，30 ℃、180 r/min 振荡培养 6 h。将培

养液进行 10−3−10−6 梯度稀释，每个稀释度取

100 μL 涂布于筛选培养基平板，37 ℃培养 5 d。

挑选具有明显透明圈的菌落进行纯化，获得单

菌落后保存于−80 ℃甘油管中。

1.3　菌株鉴定

1.3.1　形态学观察

将纯化菌株接种于几丁质培养基平板，

37 ℃培养 7 d 后观察菌落形态。挑取单菌落进

行革兰氏染色，光学显微镜下观察细胞形态。

1.3.2　16S rRNA 基因测序

使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株

DNA。采用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCC 

TGGCTCAG-3′ ) 和 1492R (5′-GGTTACCTTGTT 

ACGACTT-3′) [15]扩增 16S rRNA 基因。PCR 反

应体系(50 μL)：模板 DNA 2 μL，正、反向引物

(10 μmol/L) 各 1 μL， 2×Taq PCR Mix 25 μL，

ddH2O 21 μL。PCR 反应程序： 95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 90 s，35 个循环；72 ℃终延伸 10 min。PCR
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产物送至北京擎科生物科技股份有限公司测序，

结果通过 NCBI BLAST 进行比对分析。

1.4　几丁质酶活力测定

1.4.1　DNS 标准曲线的制作

配制 10 mg/mL N-乙酰氨基葡萄糖溶液，

取 0−80 μL 于 2 mL 离心管中，加入蒸馏水至

500 μL。加入 500 μL DNS 试剂，100 ℃水浴

10 min 后冷却，12 000 r/min 离心 10 min。取

200 μL 上清于 96 孔板中，测定 OD540值。以 N-乙

酰氨基葡萄糖浓度为横坐标，OD540 为纵坐标绘

制标准曲线。

1.4.2　酶活力测定

DNS 法测酶活[16]，将菌株接种于种子培养

基中，30 ℃预培养 24 h 后，按 1% 接种量转接至

发酵培养基中培养。每隔 24 h 取样，12 000 r/min

离心 10 min 收集上清作为粗酶液。取 250 μL 粗

酶液与等体积 2% 胶体几丁质混合，50 ℃反应

30 min。 加 入 500 μL DNS 试 剂 终 止 反 应 ，

100 ℃水浴 10 min 后测定 OD540。以灭活的粗酶

液为对照。酶活力单位(U)定义为每分钟产生

1 μmol 还原糖所需的酶量。

1.5　全基因组测序与分析

选取酶活最高的菌株 BSF-CH1 进行全基因

组测序。使用 PacBio HiFi 技术进行测序(西安浩

瑞基因技术有限公司)。采用 PGAP 流程[17]进行

基因组注释，使用 antiSMASH[18]预测次级代谢

产物基因簇，使用 KEGG[19]分析代谢通路。

1.6　蛹壳生物转化实验

将蛹壳洗净烘干后研磨成粉末(粒径≤0.5 mm)。

在 500 mL 三角瓶中加入 5 g 蛹壳粉末和 100 mL

无菌水。将 BSF-CH1 种子液按 1% 接种量接种，

30 ℃、160 r/min 振荡培养 7 d。每隔 24 h 取样

测定还原糖含量(DNS 法)、游离氨基酸含量(茚

三酮比色法[20])、pH 值、蛹壳降解率、几丁质含

量 ( 改 良 酸 碱 法[21])、 蛋 白 质 含 量 ( 凯 氏 定

氮法[22])。

1.7　数据分析

所有实验设 3 个重复。使用 SPSS 25.0 进行

统计分析，数据以平均值±标准差表示。采用单

因素方差分析(one-way ANOVA)和 Duncan 多重

比较检验显著性差异(P<0.05)。使用 Origin 2021

绘制图表。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　几丁质降解菌的分离与鉴定

从黑水虻蛹壳堆中共分离获得 7 株能在几

丁质筛选培养基上形成透明圈的细菌。通过测

定各菌株的几丁质酶活力，发现它们具有不同

程度的几丁质降解能力(表 1)。其中 3 株属于芽

孢杆菌属，活性最高的 BSF-CH1 菌株在发

酵第 2 天时达到 0.48 U/mL，显著高于其他菌株

(P<0.05)。链霉菌属菌株表现出较弱的降解活

性，而克雷伯氏菌属和短杆菌属菌株未检测到

明显的酶活力。选择酶活力最高的 BSF-CH1 进

行后续研究。

2.2　菌株 BSF-CH1 的生物学特征

2.2.1　BSF-CH1 的形态特征与 16S rRNA

基因鉴定

如图 1A 所示，BSF-CH1 在几丁质平板上

形成较大菌落，菌落整体呈圆形，灰白色，边

表1　分离菌株的菌种及酶活力

Table 1　 Strains of isolated bacteria and enzyme 

activity

Serial 
numbers

BSF-CH1

BSF-2

BSF-3

BSF-4

BSF-5

BSF-6

BSF-7

Strains

Bacillus cereus

Virgibacillus salarius

Bacillus thuringiensis

Bacillus licheniformis

Streptomyces diastaticus

Klebsiella pneumoniae

Brevibacterium avium

Enzyme 
activity (U/mL)

0.48

0.31

0.31

0.37

0.23

ND

ND

ND表示未检测到酶活力。

ND indicates that no enzyme activity was detected.
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缘不规则，表面粗糙，似融蜡状，菌落周围存

在较大几丁质降解圈，显示出优异的几丁质降

解能力。革兰氏染色呈阳性，细胞杆状，长

2.0−3.5 μm，宽 0.5−0.8 μm，单个或成链排列

(图 1B)。16S rRNA 基因序列分析表明，BSF-CH1

与 B. cereus ATCC 14579 相似度最高。用 MEGA 

7.0 软件构建系统发育树(图 1C)，BSF-CH1 与蜡

样芽孢杆菌亲缘关系最近。结合菌落形态和革

兰氏染色结果，将其鉴定为蜡样芽孢杆菌

(Bacillus cereus)。

2.2.2　BSF-CH1 发酵液几丁质酶活及 pH

值变化

BSF-CH1 的几丁质酶活力在发酵初期快速

上升，第 2 天达到最高值 0.48 U/mL，随后缓慢

下降(图 2A)。pH 值从初始的 7.0 逐渐升高到 8.5

左右(图 2B)，这可能与蛋白质降解产生氨基化

合物有关。

2.3　基因组特征分析

2.3.1　基因组总体特征

BSF-CH1 基因组测序获得 5 596 kb 完整序

图1　几丁质降解菌BSF-CH1的分离与鉴定。A：BSF-CH1在几丁质平板的菌落形态；B：BSF-CH1的革

兰氏染色结果(100×)；C：基于BSF-CH1 16S rRNA基因序列构建的系统发育树。标尺为每个位点有0.01个

核苷酸取代，括号中的数字是这些菌株的16S rRNA基因序列在GenBank中的登录号。

Figure 1　 Isolation and identification of chitin-degrading bacterium BSF-CH1. A: Colony morphology of 

BSF-CH1 on chitin plates; B: Gram staining results of BSF-CH1 (100×); C: Phylogenetic tree constructed based 

on the 16S rRNA gene sequence of BSF-CH1. Scale bar represents 0.01 nucleotide substitutions per site, the 

numbers in parentheses are the accession numbers of these strains’  16S rRNA gene sequences in GenBank.
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列，包含 1 个环状染色体(5 255 kb)和 2 个质粒

(274 kb 和 67 kb)，基因组圈图如图 3 所示。总

G+C 含量为 35.2%，共预测到 5 582 个蛋白质编

码基因，其中 5 573 个(99.84%)获得功能注释。

2.3.2　几丁质代谢相关基因

基因组分析发现了多个与几丁质代谢相关

的 基 因 ( 表 2)， 包 括 3 个 几 丁 质 酶 基 因

(chitinase)、 7 个几丁质脱乙酰酶基因 (chitin 

deacetylase)和 4 个壳糊精酶基因(chitodextrinase)。

这些基因的存在有力地支持了 BSF-CH1 具有高

效降解几丁质的能力。此外，基因组中还存在

多个编码几丁质结合蛋白和纤维连接蛋白的基

因，这些蛋白可能参与了几丁质的识别和结合

过程。

2.4　蛹壳生物转化效果

2.4.1　降解产物分析

在 7 d 发 酵 过 程 中 ， 还 原 糖 含 量 从

0.75 μmol/mL 增加至 1.48 μmol/mL (图 4A)，游离

氨基酸含量从 1.86 μmol/mL 升至 11.26 μmol/mL 

(图 4B)，表明 BSF-CH1 能有效降解蛹壳中的几

丁质和蛋白质。

2.4.2　降解效率评估

经过 7 d 发酵处理，蛹壳总质量降解率达

(47.2±2.1)%，几丁质含量从 15.30% 降至 10.25%，

降解率为(64.6±3.2)%，蛋白质含量从 17.80% 降

至 13.80%，降解率为(59.1±2.8)% (图 4C)。这些

初步研究表明，BSF-CH1 具有较好的蛹壳降解

能力。

3　讨论与结论　讨论与结论

本研究从黑水虻蛹壳中分离到的 BSF-CH1

菌株被鉴定为蜡样芽孢杆菌，这与之前报道的

几丁质降解菌种类相似。廖会君等[23]和王敏

等[24]分别从雪灵芝和黄粉虫虫蜕中分离到具有

较强几丁质降解能力的芽孢杆菌，表明芽孢杆

菌可能是自然界中广泛分布的几丁质降解菌。

BSF-CH1 来源于蛹壳堆，说明其已适应该生态

位，这可能是其具有较强降解能力的重要原因。

基因组分析揭示 BSF-CH1 具有完整的几丁

质降解系统，包含 3 个几丁质酶基因、7 个几丁

图2　BSF-CH1发酵过程中的酶活力和pH变化情况。A：BSF-CH1发酵过程中的酶活力变化情况；B：

BSF-CH1发酵过程中的pH变化情况。

Figure 2　The changes in enzyme activity and pH during the fermentation process of BSF-CH1. A: The changes 

in enzyme activity during the fermentation process of BSF-CH1; B: The changes in pH during the fermentation 

process of BSF-CH1. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments at P<0.05.
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图3　BSF-CH1基因组圈图。A：染色体(chr)基因组圈图；B：质粒1 (plasmid 1)基因组圈图；C：质粒2 

(plasmid 2)基因组圈图。

Figure 3　Circular maps of BSF-CH1 genome. A: The circular map of the chromosome (chr) genome; B: The 

circular map of the plasmid 1 genome; C: The circular map of the plasmid 2 genome.
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质脱乙酰酶基因和 4 个壳糊精酶基因。BSF-CH1

拥有较多的几丁质脱乙酰酶基因，这可能是其

具有较高降解效率的分子基础。壳糊精酶基因

的存在确保了降解产物的进一步水解，避免了

中间产物的积累抑制。这种多酶协同的降解机

制使 BSF-CH1 能够高效降解复杂的几丁质

结构。

本研究发现，BSF-CH1 的几丁质酶活力在

发酵第 2 天时达到峰值(0.48 U/mL)，这与培养

基 pH 值变化趋势相吻合。pH 值的升高可能与

以下因素有关：(1) 几丁质降解释放 N-乙酰氨基

葡萄糖，进一步脱乙酰产生氨基化合物；(2) 蛋

白质降解产生氨基酸和氨基化合物；(3) 菌体代

谢产生碱性物质。pH 值的变化可能会影响酶的

活性和稳定性，这提示在工业应用中需要考虑

pH 调控策略。

表2　BSF-CH1基因组中几丁质代谢相关基因的分布及功能注释

Table 2　Distribution and functional annotation of genes related to chitin metabolism in the genome of BSF-CH1

Gene number

A1_01415

A1_01730

A1_08430

A1_13285

A1_14040

A1_15185

A1_17890

A1_18280

A1_25140

A1_25160

A1_27870

A1_27875

A1_28005

A1_28425

Functional annotation

Chitin deacetylase

Chitodextrinase

Chitin deacetylase

Chitodextrinase

Chitin deacetylase

Chitin deacetylase

Chitinase

Chitin deacetylase

Chitin deacetylase

Chitin deacetylase

Chitodextrinase

Chitinase

Chitinase

Chitodextrinase

Sequence number

Chr

Chr

Chr

Chr

Chr

Chr

Chr

Chr

Chr

Chr

Plasmid 1

Plasmid 1

Plasmid 1

Plasmid 1

Start position

192 314

267 606

1 539 616

2 509 115

2 630 435

2 878 618

3 421 271

3 510 216

4 779 767

4 785 252

67 713

70 086

100 866

194 267

End position

193 397

269 631

1 540 321

2 510 483

2 631 263

2 879 461

3 422 354

3 511 116

4 780 505

4 785 957

69 954

72 453

102 870

195 644

Amino acid size (bp)

360

675

234

455

275

280

360

299

245

234

746

788

667

458

图4　蛹壳生物转化过程中各指标的变化。A：还原糖含量变化情况；B：游离氨基酸含量变化情况；C：

蛋白质/几丁质含量变化情况。

Figure 4　Changes in various indicators during the biotransformation process of pupal cases. A: Changes in 

reducing sugar content; B: Changes in free amino acid content; C: Changes in protein/chitin content. Different 

lowercase letters indicate significant differences among treatments at P<0.05.
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BSF-CH1 对蛹壳的降解效率(7 d 总降解率

47.2%)与 Dhole 等[25]筛选出的降解效率最高的

嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonas maltophilia)

相近，同时显著优于其筛选出的其他菌株。

BSF-CH1 表现出的高效降解能力可能源于：(1) 

菌株来源于蛹壳环境，具有良好的适应性；(2) 

具有完整的几丁质降解酶系；(3) 能同时降解几

丁质和蛋白质，降低了底物复杂性的影响。

蛹壳生物转化实验结果表明，BSF-CH1 能

够有效降解蛹壳中的几丁质和蛋白质，同时产

生还原糖和氨基酸等小分子物质。这些小分子

物质可作为生物肥料、饲料添加剂或微生物培

养基的原料，实现蛹壳的高值化利用。与传统

的化学提取法相比，微生物发酵法具有环境友

好、条件温和、成本较低等优势，更具可持

续性。

然而要实现该技术的工业化应用，仍需进

一步优化发酵条件(如 pH、温度、通气量、底物

浓度等)和产物分离纯化工艺。此外，还可以通

过基因工程手段改造 BSF-CH1，进一步提高其

几丁质酶和蛋白酶的产量，或引入新的代谢途

径，生产更多高附加值产品。

本研究从黑水虻蛹壳堆肥环境中分离筛选

到一株高效几丁质降解菌 BSF-CH1，该菌株属

于蜡样芽孢杆菌，具有优异的几丁质和蛋白质

降解能力。全基因组分析揭示了其几丁质降解

的潜在分子机制。BSF-CH1 发酵转化蛹壳技术

为黑水虻蛹壳的高值化利用提供了一种新颖、

环保、可持续的途径，有助于推动黑水虻养殖

业的绿色发展。
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