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摘要：【目的】从亮斑扁角水虻(Hermetia illucens L.)卵表筛选得到一株产多种酶的卵表共生菌，对该

菌进行鉴定，并探究其最适生长条件、产酶特性及其对幼虫分解餐厨垃圾效率的影响。【方法】通过

多种选择性培养基筛选得到产多种酶的菌株。通过单因素实验方法确定其最适生长条件、产酶特性及

其对幼虫分解餐厨垃圾效率的影响。【结果】经过形态学观察、生理生化鉴定和16S rDNA序列分析，

将该株亮斑扁角水虻卵表共生菌命名为贝莱斯芽胞杆菌(Bacillus velezensis EEAM 10B)。最适摇瓶培养

条件为：40 °C，200 r/min，pH 7.0，酵母浸粉10 g/L，葡萄糖10 g/L，培养16 h活菌数达3.1×109 CFU/mL。

进入稳定期后开始形成单端生芽胞，24 h后芽胞形成率95.8%。使用产酶筛选培养基培养结果表明：

B. velezensis EEAM 10B菌株产木聚糖酶活性最强，其次是蛋白酶、纤维素酶、果胶酶、淀粉酶和植酸

酶。按照1×106 CFU/g用量添加B. velezensis EEAM 10B芽胞制剂到餐厨垃圾中饲养亮斑扁角水虻，    

B. velezensis EEAM 10B芽胞菌剂能够显著(P<0.05)提高亮斑扁角水虻幼虫对灭菌和非灭菌餐厨垃圾的

转化效率，分别为13.4%和13.54%，但物料减少率没有显著差异(P>0.05)；显著提高灭菌餐厨垃圾中幼

虫存活率至95%，提高非灭菌餐厨垃圾饲养幼虫的预蛹单重0.1437 g/只，化蛹率92.57%。【结论】      

B. velezensis EEAM 10B菌株能够产多种酶，且在亮斑扁角水虻处理餐厨废弃物中有潜在应用价值。 
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亮斑扁角水虻(Hermetia illucens L.)，属于双

翅目水虻科昆虫(Diptera: Stratiomyidae)，又称黑

水虻。幼虫能够以畜禽粪便、餐厨垃圾和动物尸

体等多种有机固体废弃物为食，并将之生物转

化为价值较高的昆虫生物资源 [1–3]。干燥亮斑扁

角水虻幼虫含有近 40%蛋白质和约 30%油脂，是  
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一种新型替代性饲料原料，已经被应用于水产动

物、家禽和宠物等全价饲料中[4]。2017 年，欧盟

官方授权亮斑扁角水虻可以作为水产动物饲料

使用；2018 年美国 FDA 也提倡亮斑扁角水虻虫

干在蛋鸡和肉鸡饲料中使用，上述措施有力地促

进了亮斑扁角水虻幼虫终端市场的形成，也为亮

斑扁角水虻行业发展奠定了经济基础[5]。亮斑扁

角水虻处理有机固体废弃物技术具有速度快、彻

底性强和高附加值等特点，兼有环保和经济两大

特征，所以近年来得到快速发展。其中，如何工

业化实现亮斑扁角水虻幼虫对各种成分复杂的

有机固体废弃物的快速分解和生物转化成为研

究关键。而解决这个问题的有效途径之一在于对

亮斑扁角水虻降解废弃物功能相关共生微生物

的开发和研究，实现固体有机废弃物的亮斑扁角

水虻“虫-菌”互作生物转化。 

亮斑扁角水虻共生微生物对促进有机废弃

物分解利用和亮斑扁角水虻幼虫生长发育具有

重要的作用。亮斑扁角水虻幼虫分解食物的主要

酶类如淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶等活性调查研究

中，来自幼虫唾液腺分泌酶活性不到 10%，主要

是靠幼虫肠道中产生酶的活性，这与肠道中的共

生功能微生物种群具有密切联系[6]。借助宏基因

组学等技术手段，一些新的由亮斑扁角水虻共生

微生物产生的酶类也在近期的研究中不断地被

发掘出来。如亮斑扁角水虻肠道微生物区系中发

现新型的纤维素酶 CS10，与现有常见纤维素酶

相比具有更宽范围的温度耐受性(20–50 °C)、pH

范围(4.0–10.0)和化学溶剂耐受性，具有一定的工

业应用潜力；发现的新型碱性普鲁兰酶 PulSS4，

最适反应温度为 40 °C，最适 pH 为 9.0，基因序

列与已知普鲁兰酶的相似性仅为 51%[7–8]。另外，

在亮斑扁角水虻肠道不可培养的微生物区系中，

还发现了一种能够抗抑制剂的 1,4-β 甘露聚糖内

切酶 ManEM17，对蛋白质变性剂和有机溶剂都

有很好的耐受性[9]。上述酶类对于亮斑扁角水虻

幼虫的杂食性适应特征和对食物的快速降解利

用具有关键作用，也是协助昆虫利用食物的重要

补充工具。但是，对于亮斑扁角水虻共生微生物

分解利用食物相关功能区系的研究和种群变化

调控研究，绝大部分仍处于调查描述阶段。 

虽然不同生长阶段或取食不同种类废弃物

的亮斑扁角水虻共生微生物区系变化差异较大，

但是仍能发现一些具有促使食物分解功能的微

生物种群。有研究通过分析比较采食餐厨垃圾、

鸡粪、牛粪和猪粪四种食物的亮斑扁角水虻幼虫

中肠的微生物区系，发现厚壁菌门(Firmicutes)为

优势种群，并且在促进食物的分解利用、抵抗粪

便等废弃物中致病微生物方面具有重要的功能。

进一步研究表明，厚壁菌门中的芽胞杆菌属

Bacillus 和梭菌属 Clostridia 又占据主导地位[10]。

这预示着上述两个属中存在某种有益于亮斑扁

角水虻分解食物和生长发育的细菌种类。除了

亮斑扁角水虻肠道，喻国辉等使用纯培养的手

段也在亮斑扁角水虻幼虫的体表或卵表面分别

筛选到了大量的芽胞杆菌属微生物，具体包括

枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis、巨大芽胞杆菌

Bacillus megaterium 、 甲 基 营 养 型 芽 胞 杆 菌

Bacillus methylotrophic 等[11–13]。其中，枯草芽胞

杆菌 B. subtilis 既可以在亮斑扁角水虻肠道中共

生，也可以在卵表面共生。文献曾明确报道枯草

芽胞杆菌可以有效促进亮斑扁角水虻幼虫对鸡

粪和猪粪的分解效率，同时能够分泌纤维素酶、

蛋白酶和抗病原微生物物质 [14–15]。值得关注的
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是，多篇文献报道亮斑扁角水虻虫卵共生的芽胞

杆菌不仅对亮斑扁角水虻成虫的产卵行为有一

引诱作用，而且具有促进亮斑扁角水虻幼虫生长

发育的功能；甚至来源于亮斑扁角水虻幼虫食物

猪粪中的芽胞杆菌也有促进猪粪分解和幼虫生

长的作用[16–17]。此外，作为厚壁菌门的芽胞杆菌

具有生物学背景清楚，具有较强的抗逆性，可以

通过喷雾干燥等工艺制成高活性菌剂，便于运输

和保存等优点。所以，芽胞杆菌属在亮斑扁角水

虻“虫-菌互作”生物转化固体有机废弃物技术体

系中具有潜在应用价值。 

本课题组在前期研究中发现并初步鉴定  

一株共生于亮斑扁角水虻卵表面的甲基营养型

芽胞杆菌 B. methylotrophicus，也是贝莱斯芽胞杆

菌 B. velezensis 的同物异名菌，已经证实其具有

引诱成虫产卵的生物学作用[13,18]。本研究对上述

菌株进行进一步详细的研究，主要包括详细鉴

定、生长发酵特征和产酶特征，为下一步芽胞杆

菌在亮斑扁角水虻“虫-菌互作”生物转化固体有

机废弃物中的应用提供资源菌种和基础数据。 

1  材料和方法 

1.1  菌株与培养基 

B. velezensis EEAM 10B 菌株[13]，由河南农

业大学生命科学学院实验室保存，菌种保藏编号

CGMCC No.14202。LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨

10.0、酵母浸粉 5.0、氯化钠 10.0、蒸馏水补充至

1 L，pH 7.0，固体培养基添加 1.5%的琼脂粉；基

本培养基 (g/L) ：干酪素 4.0 、 CaCl2 0.002 、

FeSO4·6H2O 0.002、MgSO4·7H2O 0.5、KH2PO4 

0.36、Na2HPO4·10H2O 1.07、ZnCl2 0.014、NaCl 

0.16、pH 7.0–7.2[19]。 

1.2  菌株鉴定 

1.2.1  菌株形态及生理生化鉴定：使用固体的

LB 培养基对 B. velezensis EEAM 10B 菌株进行划

线纯培养，观察菌落生长特征并记录。挑取具有

代表性的单菌落，接种于不同的培养基中，观察

培养基颜色的变化。生理生化指标包括革兰氏染

色、VP 试验、淀粉水解试验和甲基红试验等[20]。 

1.2.2   菌株 16S rDNA 和 gyrA 分子鉴定：取 

200 μL对数生长期 B. velezensis EEAM 10B菌液，

12000 r/min 离心 5 min，弃上清；加入 100 μL 

Tris-HCl (10 mmol/L，pH 7.5)，和 0.1 mg/mL 溶

菌酶，室温静止 30 min，100 °C 水浴 5 min，  

12000 r/min 离心 5 min，取上清液做模板。16S 

rDNA 引物如下：27F：5′-AGAGTTTGATCCTGG 

CTCAG-3′，1492R：5′-TACGGYTACCTTGTTACG 

ACTT-3′。PCR 条件：94 °C 3 min；94 °C 30 s，

58 °C 30 s，72 °C 90 s，30 个循环；72 °C 10 min[21]。

gyrA 基因引物如下：gyrA-F：5′-CAGTCAGGAA 

ATGCGTACGTCCTT-3′；gyrA-R：5′-CAAGGTAA 

TGCTCCAGGCATTGCT-3′。PCR 条件：94 °C   

10 min；94 °C 30 s，62 °C 30 s，72 °C 90 s，     

30 个循环；72 °C 10 min[22]。将 PCR 产物测序获

得 16S rDNA 序列上传至 NCBI 中与已知菌株的

16S rDNA 比对，使用 MEGA 7 软件构建系统进

化树。 

1.3  最适生长条件确定 

挑取菌株 B. velezensis EEAM 10B 单菌落，

接种于 100 mL LB 培养基中，37 °C、200 r/min

培养 12 h。将菌液于 6000 r/min 离心 10 min，用

无菌水洗涤菌体，再用无菌水重悬至菌液 OD600

值为 1。该溶液作为菌株 B. velezensis EEAM 10B

种子菌液备用，并统一采取 1%的接种量应用于
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后续实验中。 

1.3.1  氮源对菌株 B. velezensis EEAM 10B 生长

影响：分别将胰蛋白胨、酵母浸粉、NaNO2、KNO3、

NHCl4、尿素和 NH4NO3 按 1% (W/V)加到基础培

养基里。将菌株 B. velezensis EEAM 10B 接种于

上述 7 种培养基(pH 7.0)中，于 30 °C、200 r/min

培养 24 h 后测定 OD600。 

1.3.2  碳源对菌株 B. velezensis EEAM 10B 生长

影响：选用确定的最佳氮源，加至基础培养基中

以替代干酪素。分别将葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦

芽糖、海藻糖、D-木糖和 D-纤维二糖按 1% (W/V)

加到基础培养基里。将菌株 B. velezensis EEAM 

10B 接种于上述 8 种培养基(pH 7.0)中，于 30 °C、

200 r/min 培养 24 h 后测定 OD600。 

1.3.3  温度和培养基起始 pH 对菌株 B. velezensis 

EEAM 10B 生长影响：选用最适氮源和碳源，加

至基础培养基(pH 7.0)中，将菌株 B. velezensis 

EEAM 10B 接种至培养基中，分别于 25、30、35、

40、45、50 °C，200 r/min 培养 24 h 后测定 OD600。

使用最佳氮源和碳源添加的基础培养基，调节培

养基初始 pH 值为 4、5、6、7、8、9 和 10，于

最适温度、200 r/min 培养 24 h 后测定 OD600。 

1.3.4  菌株生长曲线测定：按 1%接种率，将菌

株 B. velezensis EEAM 10B 种子菌液接种于含最

佳氮源、最佳碳源、最佳 pH 的基础培养基里，

于 200 r/min、最适温度下培养 48 h，每 4 h 取样

测定菌液的 OD600。 

1.4  产酶特征 

1.4.1  淀粉酶：淀粉酶筛选培养基(g/L)：淀粉 

20.0、酵母提取物 5.0、蛋白胨 10.0、Na2HPO4 5.0、

MgSO4·7H2O 0.1、 NaCl 0.1、琼脂 20.0、 pH 

7.0–7.4，1.0×102 Pa 灭菌 20 min[23]。初筛方法：

将活化后菌株用灭过菌的牙签点种于相应的筛

选培养基上(平板均分 3 个区域，每个区域点 3 个

点)，37 °C，倒置培养 48 h。在菌落周围滴加卢

戈氏碘液(先在容量瓶中加入 10 mL 蒸馏水，加

入 10 g 碘化钾并用搅拌棒使之溶解，然后再加入

5 g 碘并搅拌一段时间使之完全溶解(不易溶解)。

加蒸馏水至容量瓶中 100 mL 刻度处并搅拌混匀，

移至洁净瓶中并贴上标签)，显色反应之后，使用

游标卡尺分别测定透明圈直径 (H)和菌落直径

(C)，计算 H/C 值，并对平板进行拍照记录[20]。 

1.4.2  蛋白酶：蛋白酶筛选培养基(g/L)：酵母提

取物 10.0、NaCl 5.0、蛋白胨 5.0、干酪素 5.0、

KH2PO4 1.0 、 K2HPO4 1.0 、 琼 脂 17.0 、 pH 

7.2–7.4[24]。初筛方法：将活化后菌株用灭过菌的

牙签点种于相应的筛选培养基上(平板均分 3 个

区域，每个区域点 3 个点)，37 °C 倒置培养 48 h。

在菌落周围滴加 5%的三氯乙酸(5 g TCA 加入到

100 mL 水中)，显色反应之后，使用游标卡尺分

别测定透明圈直径(H)和菌落直径(C)，计算 H/C

值，并对平板进行拍照记录。 

1.4.3  纤 维 素 酶 ： 羧 甲 基 纤 维 素 钠 培 养 基

(CMC-Na，g/L)：CMC-Na 10.0、酵母提取物 10.0、

NaCl 5.0、胰蛋白胨 5.0、KH2PO4 1.0、琼脂 17.0、

pH 7.0。初筛方法：将活化后菌株用灭过菌的牙

签点种于相应的筛选培养基上(平板均分 3 个区

域，每个区域点 3 个点)，30 °C 倒置培养 3–4 d。

在平板中加入适量 1 mg/mL 的刚果红染液，染色

10 min，弃去染液，加入适量的 1 mol/L 的 NaCl

溶液，洗涤 10 min，观察并测量使用游标卡尺分

别测定透明圈直径(H)和菌落直径(C)，计算 H/C

值，并对平板进行拍照记录。 

1.4.4  木聚糖酶：木聚糖酶筛选培养基(g/L)：木
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聚糖 4.0、酵母提取物 5.0、NaCl 3.0、NH4NO3 2.0、

K2HPO4 1.0、MgSO4·7H2O 0.5、琼脂 17.0、pH 7.0。

初筛方法：将活化后菌株用灭过菌的牙签点种于

相应的筛选培养基上(平板均分 3 个区域，每个区

域点 3 个点)，37 °C 倒置培养 48 h。在平板中加

入无水乙醇，静止 2–3 h，观察并测量使用游标

卡尺分别测定透明圈直径(H)和菌落直径(C)，计

算 H/C 值，并对平板进行拍照记录。 

1.4.5  果胶酶：果胶酶筛选培养基(g/L)：果胶

10.0、酵母提取物 10.0、NaCl 5.0、蛋白胨 10.0、

琼脂 17.0、pH 7.0。初筛方法：将活化后菌株用

灭过菌的牙签点种于相应的筛选培养基上(平板

均分 3 个区域，每个区域点 3 个点)，30 °C 倒置

培养 48 h。在平板上滴加 0.5%刚果红染色液染色

0.5 h，然后将染液倾掉，并加入 1 mol/L 的氯化

钠脱色液脱 10 min，脱色 2–3 次。观察并测量使

用游标卡尺分别测定透明圈直径(H)和菌落直径

(C)，计算 H/C 值，并对平板进行拍照记录。 

1.4.6  植酸酶：初筛植酸钙选择培养基(g/L)：植

酸钙 5.0、葡萄糖 10.0、NH4SO4 0.3、MgSO4 0.5、

CaCl 0.1、MnSO4 0.01、FeSO4 0.01、琼脂 18.0、

pH 7.0。初筛方法：将活化后菌株用灭过菌的牙

签点种于相应的筛选培养基上(平板均分 3 个区

域，每个区域点 3 个点)，37 °C 倒置培养 48 h。

观察菌落周围的植酸钙是否被分解而形成透明

圈。并使用游标卡尺分别测定透明圈直径(H)和

菌落直径(C)，计算 H/C 值，并对平板进行拍照

记录。 

1.5  B. velezensis EEAM 10B 菌株对亮斑扁角水

虻幼虫生长的影响 

餐厨垃圾由河南省郑州市新密市餐厨废弃

物处理中心提供，经过三相分离处理以后的浆料

物质(细渣)，含水率大约 90%。将含水量约 90%

的新鲜餐厨垃圾和花生壳粉按质量比 1:3 的比例

混匀后配制成含水量约 70%的幼虫饲料，每 150 g

分装到 500 mL 大小的组培瓶中，盖子具有透气

性，覆盖灭菌纱布，具体分组为：对照 1 (121 °C

灭菌 30 min)；S1 组，对照 1+芽胞菌剂(接种量

1×108 CFU/g)；对照 2 (不灭菌)；S2 组，对照 2+

芽胞菌剂(接种量 1×10 8 CFU/g)，一共 4 组，每组

6 个重复。在各处理组中接入 150 头大小一致的

4 日龄水虻幼虫，30 °C 饲养 12 d，观察到 50%

以上幼虫变为预蛹后，将幼虫与基质残渣分离，

统计并记录不同处理的水虻转化率、餐厨垃圾减

少率、幼虫存活率，一部分幼虫进行随机抽样，

继续在 30 °C 条件下避光放置 10 d，统计化蛹率；

另一部分幼虫和虫粪 80 °C 烘干后，统计虫体总

干重以及基质残渣总干重。相关指标计算方式如

下：水虻转化率(%)=(转化后水虻干重–转化前水

虻干重)/转化前餐厨垃圾干重×100%；餐厨垃圾

减少率(%)=(转化前餐厨垃圾干重–转化后餐厨垃

圾干重)/转化前餐厨垃圾干重×100%；水虻幼虫

存活率(%)=转化后水虻数量/转化前加入的水虻

数量×100%；化蛹率(%)=水虻蛹的数量/转化后水

虻幼虫数量[14]。 

2  结果和分析 

2.1  菌株鉴定结果 

由图 1-A 可知，B. velezensis EEAM 10B 单个

菌体为杆状，属于革兰氏阳性菌，常见单个或链

状排列，单端可形成芽胞；在 LB 固体培养基上

生长 24 h 之后，形成白色不透明水滴样菌落，中

间突起，起初边缘整齐，24 h 后菌落向四周呈云

雾状扩散，再继续培养至 48 h 之后，形成扁平状，
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边缘不规则，且表面有褶皱的较大菌落(图 1-B)。

由图 1-C 可知，我们采用 Sporgon 消毒剂对卵表

除菌后，进行 16S rDNA PCR 验证，发现无 16S 

rDNA 条带 (泳道 5–7)，而未除菌组显示 16S 

rDNA 条带(泳道 3)，表明 B. velezensis EEAM 

10B 是其卵表共生菌。生理生化实验如表 1 所示，

在已经鉴定的 14 项实验指标内，B. velezensis 

EEAM 10B 菌株除了过氧化氢酶反应、淀粉水解

反应、硝酸盐还原反应和明胶液化 4 项反应阳性

之外，其余 10 项均为阴性，这与文献已报到的 

 

 
 

图 1.  B. velezensis EEAM 10B 菌体形态和卵表除菌前后 16S rDNA PCR 扩增结果 

Figure 1.  B. velezensis EEAM 10B mycelial morphology and 16S rDNA PCR products of the sterilized and 
unsterilized egg surface groups. A: Morphology of B. velezensis EEAM 10B by gram staining (LB broth, 37 °C, 
150 r/min, culturing 24 h); B: Colony morphology (LB solid medium, culturing 24 h); C: 16S rDNA PCR 
products of unsterilized and sterilized egg surface groups. Lane 1: DL2000 DNA marker; lane 2: 16S rDNA 
products of E. coli; lane 3: 16S rDNA PCR product of unsterilized egg surface group; lane 4: Control (without 
template); lane 5–7: 16S rDNA PCR products of sterilized egg surface group. 

 
表 1.  B. velezensis EEAM 10B 菌株与已报道芽胞杆菌生化特征比较结果 

Table 1.  Comparison of the biochemical characteristics of B. velezensis EEAM 10B with previously reported 
Bacillus species 

Characteristic 
B. velezensis 
EEAM 10B 

B. velezensis 
FJAT-8788* 

B. amyloliquefaciens 
FJAT-8754* 

B. Clausii 
FJAT-8762* 

Catalase reaction   + + + + 

Oxydase reaction – + + + 

Starch hydrolysis reaction   + + + + 

Nitrate reduction reaction + – + + 

Indole reaction – – – – 
Citric acid reaction – – – – 
Gelatin Liquefaction reaction + + + + 

Arginine dihydrolase – + + – 

Sucrose fermentation reaction – + + – 
Glucose fermentation – + – – 
M.R reaction – + – + 

V.P reaction – + + – 
Hydrogen sulfide reaction – – – – 
Urease reaction   – – + – 

+: positive reaction; –: negative reaction. *: data were cited from the reference book Biology of Bacillus[20]. 
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B. velezensis FJAT-8788 菌株差异较大，指标相

似度仅为 50%；与它的近亲 B. amyloliquefaciens 

FJAT-8754 相比，指标相似度为 64.3%，但是与

B. Clausii FJAT-8762 的生化特征表型相比，指标

相似度为 85.7%，只有氧化酶反应和 M.R 反应    

2 项结果不同，其余完全一致。细菌生化特征是

细菌经典分类学的典型特征，检测的数量越多，

聚类分析也具有一定的参考意义，但因为偏重于

细菌表型的分类，不同菌株之间仍有可能存在较

大差异。 

B. velezensis EEAM 10B 菌株的 16S rDNA 和

gryA 基因测序后与现在已经公布的芽胞杆菌序

列进行聚类分析结果如图 2 和图 3 所示。依据 16S 

rDNA 比对结果，与 B. velezensis EEAM 10B 亲缘

关系最近的菌株为 B. siamensis KCTC 13613 和

B. velezensis UCMB 5036；依据 gyrA 基因[25]序列

比对结果，与 B. velezensis EEAM 10B 亲缘关系

最近的菌株为 B. velezensis UCMB 5036。且通过

使用 DNAMAN 比对 B. velezensis EEAM 10B 

gyrA 基因序列与 B.velezensis SBG9、B. velezensis 

UCMB5036、B. velezensis WLYS23、B. velezensis 

UB2017、B. velezensis FJAT 52631 序列一致性，

结果分别为 99.47%、92.96%、99.58%、99.58%

和 99.58%；最终确定 EEAM 10B 为贝莱斯芽胞

杆菌 B. velezensis 种。 

2.2  B. velezensis EEAM 10B 菌株最适生长条件 

如图 4-A 所示，菌株 B. velezensis EEAM 10B

在含有酵母浸出物为氮源的培养基中生长极显

著优于其他 6 种氮源培养基(P<0.0001)。菌株   

B. velezensis EEAM 10B 在这 7 种培养基里的生

长顺序如下：酵母浸粉 > 胰蛋白胨 >NH4Cl> 

NH4NO3>干酪素>KNO3>尿素。菌株 B. velezensis 

EEAM 10B 在含尿素和 KNO3 培养基中几乎不生

长，但可以利用 NH4Cl 或 NH4NO3 无机氮源。菌 

 

 
 

图 2.  B. velezensis EEAM 10B 菌株 16S rDNA 基因序列最大似然法分子进化树 

Figure 2.  Phylogenetic tree of B. velezensis EEAM 10B and 10 Bacillus strains using maximum likelihood 
analysis based on 16S rRNA. Numbers at nodes represent the percentages of occurrence of nodes in 1000 
bootstrap trials. The scale bar represents 0.50 substitution per nucleotide position. 
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图 3.  B. velezensis EEAM 10B 菌株 gyrA 基因序列最大似然法分子进化树 

Figure 3.  Phylogenetic tree of B. velezensis EEAM 10B and 10 Bacillus strains using maximum likelihood 
analysis based on gyrA. Numbers at nodes represent the percentages of occurrence of nodes in 1000 bootstrap 
trials. The scale bar represents 1 substitution per nucleotide position. 

 
株 B. velezensis EEAM 10B 利用有机氮源的能力

大于无机氮源，在这 7 种氮源中，酵母浸粉最适

合菌株 B. velezensis EEAM 10B 菌体的生长。如

图 4-B 所示，菌株 B. velezensis EEAM 10B 在含

葡萄糖、乳糖、木糖和海藻糖培养基中的生长显

著高于在含麦芽糖、纤维二糖和蔗糖培养基中的

生长(P<0.01)。并且，含葡萄糖培养基中的生长

量最高，但是与乳糖、木糖和海藻糖相比无显著

差异(P>0.05)，葡萄糖是菌株 B. velezensis EEAM 

10B 生长的最佳碳源。由图 4-C 可知，菌株      

B. velezensis EEAM 10B 在 pH 6、7 和 8 生长得较

好，在 pH 5、9 和 10 的生长明显较差(P<0.01)，在

pH 4 条件下不生长。因此，pH 7 为菌株 B. velezensis 

EEAM 10B 培养基最佳生长的 pH 值。由图 4-D

可知，菌株 B. velezensis EEAM 10B 能够在较宽

温度范围内生长且呈现出不同的生物量。菌株在

40 °C 培养条件下生长得最好，明显优于在 35 °C

或 45 °C (P<0.01)，25 °C 或 30 °C 菌株能够生长，

但生物量不稳定，当培养温度为 50 °C，菌株几

乎不生长。由此可见，菌株 B. velezensis EEAM 

10B 是一种嗜中温的细菌，40 °C 可作为其生长

的最佳温度。 

菌株 B. velezensis EEAM 10B 在含酵母浸粉

和葡萄糖的基础培养基(pH 7.0)中 40 °C 的生长曲

线如图 5 所示，菌株 B. velezensis EEAM 10B 经过

4 h 迟缓期后，其逐渐进入对数生长期(4–16 h)，

随后菌株的生长速率降低而进入稳定期。而根据

显微镜检查结果发现，在培养 12 h 之后，已经

有菌体开始少量形成芽胞，24 h 之后培养基中芽

胞形成率在 90%以上，所以根据菌株 B. velezensis 

EEAM 10B 的生长曲线和镜检结果，建议培养  

12 h 后的菌株可以作为起始菌株进行扩大培养。 
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图 4.  菌株 B. velezensis EEAM 10B 在不同培养条件下的生物量 

Figure 4.  Biomass of B. velezensis EEAM 10B in different conditions. A: The effect of nitrogen source on the 
growth of B. velezensis EEAM 10B; B: The effect of carbon source on the growth of B. velezensis EEAM 10B; C: 
The effect of pH on the growth of B. velezensis EEAM 10B; D: The effect of temperature on the growth of B. 
velezensis EEAM 10B. Values with different letters mean significant differences at P<0.05 (n=3), as determined 
by Tukery’s test. 
 

2.3  产酶特征分析 

菌株 B. velezensis EEAM 10B 在鉴别培养基

上的产酶特征分析初步鉴定结果如表 2 所示。   

B. velezensis EEAM 10B 能够产生淀粉酶、纤维素

酶、木聚糖酶、果胶酶、蛋白酶和植酸酶 6 种常

见酶。从 H/C 比较结果可知，这几种酶的活性依

次为木聚糖酶>蛋白酶>纤维素酶>果胶酶>淀粉

酶>植酸酶；与已知的菌株 B. velezensis FJAT-8788 

产酶种类和活性比较结果表明，除了 B. velezensis 

EEAM 10B 菌株产生的淀粉酶活性稍低之外，木

聚糖酶和果胶酶都明显高于已报到的菌株。而值

得注意的是，B. velezensis EEAM 10B 菌株产生的

纤维素酶、蛋白酶和植酸酶是菌株 B. velezensis 

FJAT-8788 所没有的。综上所述，B. velezensis 

EEAM 10B 菌株能够产多种常见酶类，特别是木

聚糖酶、蛋白酶和纤维素酶，并且这几种酶都是 
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图 5.  B. velezensis EEAM 10B 菌株在最适培养条件

下的生长曲线 

Figure 5.  The growth curve of B. velezensis EEAM 
10B under the optimal culture conditions. 

 
表2.  菌株B. velezensis EEAM 10B与菌株B. velezensis 

FJAT-8788 产酶种类和活性比较 

Table 2.  Comparisons of enzyme species and activities 
by B. velezensis EEAM 10B and B. velezensis 
FJAT-8788 

Enzyme 
profiles 

B. velezensis EEAM 
10B, H/C 

B. velezensis 
FJAT-8788, H/C* 

Amylase 2.26±0.23 3.20 

Cellulase 2.72±0.76 0 

Xylanase 5.75±0.71 3.10 

Pectinase 2.61±0.16 1.67 

Protease 3.64±0.09 0 

Phytase 1.46±0.08 0 

Results are all indicated as means±SEM (n=3). *: data were 
cited from the reference book Biology of Bacillus[20]. 

胞外分泌型，在亮斑扁角水虻“虫-菌互作”生物转

化固体有机废弃物的过程中具有一定的潜在应

用价值。 

2.4  B. velezensis EEAM 10B 对亮斑扁角水虻幼

虫分解餐厨垃圾效率的影响 

将 B. velezensis EEAM 10B 的芽胞粉制剂和

水虻幼虫同时接入以餐厨垃圾为主的固体有机

废弃物，进行 10 d 处理之后，结果如表 3 和表 4

所述。从表 3 中得出，S1 和 S2 的幼虫转化率有

明显提高，其增长率分别为 10.02%和 10.56%，

而物料减少率并无显著性差异，但是整体来说，

添加菌剂，其物料减少率都要高于对照组。从  

表 4 中得出，S1 和 S2 的幼虫存活率和化蛹率均

高于各自的 Control 1 和 Control 2。且 S1 幼虫存

活率和化蛹率最高，分别为 95%和 93.28%。S1

处理对其幼虫转化率有明显提高，S2 处理作用并

不明显，但均高于对照组，可能是餐厨垃圾里有

一些有害微生物，灭菌杀死以后，添加菌剂，作

用明显。添加菌剂对其蛹重并没有明显影响，对

其预蛹重来说，除 Control 2 外，其他处理并无明

显差异。综上所述，B. velezensis EEAM 10B 的芽

胞粉制剂作为一种微生物制剂添加，对于提高亮

斑扁角水虻幼虫转化率和幼虫存活率均有显著

性作用，对蛹重的增加没有明显的效果。 

 

表 3.  B. velezensis EEAM 10B 芽胞制剂对亮斑扁角水虻生物转化餐厨垃圾的影响 

Table 3.  Effects of B. velezensis EEAM 10B spore preparation on BSFL converting food waste 

Groups 
Conversion rate of 
BSFL/% 

Incremental rate/%a 
Material reduction 
rate/% 

Incremental 
rate/%b 

Control 1 (Sterilization) 12.18±0.43a – 39.54±0.18a – 

S1 (Sterilization+Spore) 13.40±0.05b 10.02±0.07 41.38±2.80a 4.65±0.10 

Control 2 (Unsterilization) 12.11±0.57a – 46.12±0.34b – 

S2 (Unsterilization+Spore) 13.54±0.60b 10.56±0.03 47.15±1.30b 2.23±0.96 

Results are all indicated as means±SEM (n=3). The values with different superscript letters in the same column are significantly 
different (P<0.05). a: conversion rate of BSFL group compared with the control; b: material reduction rate of BSFL group compared 
with the control. 
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表 4.  B. velezensis EEAM 10B 芽胞制剂对亮斑扁角水虻幼虫生长特征的影响 

Table 4.  Effects of B. velezensis EEAM 10B spore preparation BSFL growth characteristics 

Groups Larvae survival/% Prepupae weight/(g/piece) Pupation rate/% Pupae weight/(g/piece) 

Control 1 (Sterilization) 82.20±3.11a 0.13±0.01a 92.65±0.01a 0.12±0.00a 

S1 (Sterilization+Spore) 95.00±2.55b 0.13±0.00a 93.28±0.03a 0.12±0.01a 

Control 2 (Unsterilization) 85.50±1.41a 0.10±0.00b 84.28±0.02b 0.13±0.01a 

S2 (Unsterilization+Spore) 89.00±0.47ab 0.14±0.00a 92.57±0.02a 0.11±0.01a 

Results are all indicated as means±SEM (n=3). The values with different superscript letters in the same column are significantly 
different (P<0.05).  
 

3  讨论 

3.1  菌株鉴定与生长特征 

贝莱斯芽胞杆菌 B. velezensis 是芽胞杆菌属

一个新种，将B. methylotrophicus、B. amyloliquefaciens 

subsp. plantarum 和 B. oryzicola 都归类为       

B. velezensis。虽然与枯草芽胞杆菌(B. subtilis)和

解淀粉芽胞杆菌(B. amyloliquefaciens)亲缘关系

非常近，但其生化特性差别明显[26]。本文分离获

得的 B. velezensis EEAM 10B 菌株从菌体形态、

芽胞形成位置和在营养肉汤平板上菌落生长形

态等基本特征与最初发现的 B. velezensis 具有较

高的一致性, 但生化特征中的氧化酶、蔗糖发酵

反应、葡萄糖发酵、M.R 反应、V.P 反应和硫化

氢反应等结果均为阴性，与已报道的菌株指标差

异明显，如 UIZ-GARCIA 等鉴定的 B. velezensis

能产生氧化酶，可以发酵蔗糖和葡萄糖产酸；连

彩等分离的 B. velezensis 可以产生 H2S 和吲哚；

但王伟等分离的 B. velezensis 不产生 H2S；刘程

程等分离的菌株 M.R 反应和 V.P 反应均为阴性，

由此可见，B. velezensis 不同菌株生理和生化反应

不尽相同[24,26–27]。B. velezensis EEAM 10B 菌株的

16S rDNA 和 gryA 进化树分析结果一致，表明亲

缘关系最近的是 B. velezensis UCMB 5036 菌株。 

据报道，最初被命名为 B. amyloliquefaciens subsp. 

plantarum UCMB 5036 的菌，分离自一种棉花植

物的组织内生菌(Gossypium barbadense)，进一步

研究表明此菌株具有促进植物生长和防止多种

植物病害的功能[28]。B. velezensis EEAM 10B 菌

株是否有植物促生和防止病害的功能有待进一

步研究，如果被证实将会明显提升亮斑扁角水虻

“虫菌互作”生物转化固体有机废弃物的潜在价

值，因为该菌株的使用会增加亮斑扁角水虻虫粪

作为有机肥使用的功能性价值。 

B. velezensis EEAM 10B 菌株对培养基中的

N 源有较强的选择性，对尿素和 KNO3 几乎不利

用，而在有机氮源特别是酵母浸粉中生长良好，

这一结果与前人研究结果一致，使用有机氮源对

B. velezensis 进行培养还能够增加其抑真菌物质

的产生量[29]。值得注意的是 B. velezensis EEAM 

10B 菌株对不同来源碳源都有着较强的利用能

力，其中特别是对海藻糖的利用。 

3.2  产酶特征 

B. velezensis EEAM 10B 能够产生淀粉酶、纤

维素酶、木聚糖酶、果胶酶、蛋白酶和植酸酶    

6 种常见酶。这几种酶的活性依次为木聚糖酶>

蛋白酶>纤维素酶>果胶酶>淀粉酶>植酸酶；与

已知的菌株 B. velezensis FJAT-8788 产酶种类和
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活性比较结果表明[20]，B. velezensis EEAM 10B

菌株产生的木聚糖酶和果胶酶都明显高于     

B. velezensis FJAT-8788 菌株。而且 B. velezensis 

EEAM 10B 菌株产生的纤维素酶、蛋白酶和植酸

酶是菌株 B. velezensis FJAT-8788 所没有的。    

B. velezensis EEAM 10B 可以作为一株产多种酶

菌株使用。有研究表明，在肉雏鸡日粮基础饲料

中添加 1‰的木聚糖酶，平均日增重提高 4.81% 

(P<0.01)，料重比下降 5.00% (P<0.05)[30]。果胶酶

和纤维素酶对桃果实成熟和败絮起重要作用[31]，

这对于 B. velezensis EEAM 10B 来说，也许可用

于肉雏鸡增重和桃果成熟。 

3.3  B. velezensis EEAM 10B 对亮斑扁角水虻幼

虫分解餐厨垃圾效率的影响 

添加 B. velezensis EEAM 10B 菌粉制剂，能

明显提高幼虫转化率，与曹露[32]添加肠道微生物

HNB-3 处理猪粪结果一致，均能提高其转化率，

而且添加 B. velezensis EEAM 10B 能提高其存活

率，这对于工厂规模化饲养有很大意义。对其物

料减少率来说，非灭菌处理组明显高于灭菌处理

组，说明影响物料的消耗并不是一种微生物的作

用，而是多种微生物的共同作用。从灭菌和非灭

菌处理来看，非灭菌处理其化蛹率和预蛹重明显

低于灭菌处理，说明 B. velezensis EEAM 10B 需

要和其他微生物共同作用才能提高亮斑扁角水

虻的化蛹率和预蛹重，且餐厨垃圾某些有害微生

物可能不利于其化蛹，对于这些微生物有待进一

步研究。在我们后续的单菌培养(同时对除菌幼虫

和经灭菌的底物中添加 B. velezensis EEAM 10B)

研究发现，在培养 10 d 后，其肠道活菌数能达到

2.5×106 CFU/g，确定 B. velezensis EEAM 10B 能

在其肠道内定殖，说明该菌对亮斑扁角水虻有很

重要的作用。芽胞杆菌还可以提高动物的生产性

能[33–34]，B. velezensis EEAM 10B 在此方面有很

大的应用潜力。 

4  结论 

确定亮斑扁角水虻卵表共生菌为贝莱斯芽

胞杆菌，命名为 B. velezensis EEAM 10B，能够产

生芽胞和多种酶类，通过培养条件优化，证实本

菌株能够通过液体发酵的方式进行规模化生产；

添加餐厨垃圾培养亮斑扁角水虻结果显示，     

B. velezensis EEAM 10B 有效促进可亮斑扁角水

虻幼虫对餐厨垃圾的转化效率，具有在亮斑扁角

水虻处理餐厨废弃物领域的潜在应用价值。 
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Identification and enzyme profiling of black soldier fly egg 
commensal Bacillus velezensis and its effect on food waste 
bioconversion 

Xiang Chen, Sijie Zhao, Tingting Liang, Jiran Zhang, Hongge Chen, Sen Yang* 
Key Laboratory of Microbial Engineering, Ministry of Agriculture, College of Life Sciences of Henan Agricultural University, 

Zhengzhou 450002, Henan Province, China 

Abstract: [Objective] A strain producing multiple enzymes was isolated from the egg surface of Hermetia illucens 

L. Further, the optimal growth conditions, enzyme-producing characteristics, and the effects of the strain on the 

food waste decomposition efficiency of Hermetia illucens L. were explored. [Methods] Enzyme-producing strains 

were obtained from various selective media. The optimal growth conditions, enzyme-producing characteristics, and 

the effects of it on the food waste treatment decomposition efficiency of Hermetia illucens L. were determined by 

the single-factor experiment. [Results] In this study, a Hermetia illucens L. egg-surface commensal bacterium was 

named as Bacillus velezensis EEAM 10B by morphological observation, biophysiological and biochemical tests, 

and 16S rDNA sequence analysis. The bacteria number was 3.1×109 CFU/mL under the optimum growth 

conditions: 40 °C, 200 r/min, pH 7.0, 10 g/L yeast extract, 10 g/L glucose for 16 h. Approximately 95.8% 

single-terminal spores were formed after 24 h cultivation. Enzymes producing results are as follows: xylanase 

activity was the highest, followed by the protease, cellulase, pectinase, amylase, and phytase. Adding the Bacillus 

velezensis EEAM 10B spores to the food waste at a dosage of 1×106 CFU/g significantly (P<0.05) improved the 

food conversion efficiency of black soldier fly larvae in both sterilized and non-sterilized food waste groups, 

reaching 13.4% and 13.54%, respectively, whereas the mass reduction rates did not present differences (P>0.05). 

Furthermore, in the sterilized food waste group, the survival rate of larvae and the prepupae weight were 

significantly increased to 95% and 0.1437 g per one, while the pupation rate reached 92.57% in the non-sterilized 

food waste group. [Conclusion] B. velezensis EEAM 10B strain can produce a variety of enzymes, and it has 

potential application value in the treatment of food waste with the black soldier fly. 

Keywords: black soldier fly, egg-surface commensal bacteria, Bacillus velezensis, enzyme profiling, food waste 
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