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南极磷虾壳聚糖的提取及止血研究

刘 缘 潘浩波 赵晓丽

(中国科学院深圳先进技术研究院 深圳 518055)

摘  要  南极磷虾生活在南冰洋的南极洲水域，是壳聚糖的新型来源，其具有无污染的天然优势，巨

大的生物质存量有利于提高提取的天然生物材料质量稳定性；同时，极端的自然环境可使其具有特殊的

理化性质。该研究以南极磷虾虾壳作为原料，通过化学方法提取壳聚糖，并对提取工艺的不同脱钙、脱

蛋白以及脱乙酰条件进行探索和优化。结果显示，提取的南极磷虾壳聚糖粉末呈亮白色，脱乙酰度达 

90.6%，分子量为 123 kDa，灰分含量为 0.095%。在凝血实验评价中，南极磷虾壳聚糖的止血效果明显优

于其他商品化来源的壳聚糖，在止血方面具有潜在应用前景。
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Research on the Extraction of Chitosan from Antarctic Krill Shrimp Shell 
and the Hemostatic Effect
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Abstract Antarctic krill as the dominant prey in the Southern Ocean has astonishing standing biomass. 
As a new source of chitosan, the unpolluted environment and the huge biomass stock would improve the 
quality of chitosan for biomedical application. In this study, Antarctic krill shrimp shells were used to extract 
chitosan by chemical method. The reacting condition in decalcification, deproteinization and deacetylation was 
optimized. The prepared chitosan extracted from Antarctic krill showed bright white powder, and the degree of 
deacetylationreached to 90.6%, with the molecular weight around 123 kDa and ash content around 0.095%. In 
hemostasis evaluation, Antarctic krill chitosan showed significantly superior hemostatic effect to other sources of 
commercialized chitosan, indicating its great prospects for hemostatic application. 
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1 引  言 

  南极磷虾属节肢动物门甲壳纲磷虾目，是

生活在南冰洋的南极洲水域的无脊椎动物。南

极磷虾的蕴藏量十分丰富，可达 6.5×108～10×
108 t[1,2]，是最为丰富的一种海洋动物资源。在 
2010 年，中国水产品总产量近 6 000 万吨[3]，不

到南极磷虾资源总量的 10%。南极磷虾营养价

值高，含有丰富的脂肪酸、蛋白质、维生素、微

量元素及其他生物活性成分[4]。更为重要的是，

从南极磷虾废弃的虾壳中可以提取甲壳素，再

经过脱乙酰可以得到用途广泛的壳聚糖。与近海

资源相比，以南极磷虾的虾壳作为壳聚糖的新

型来源，其优势在于无污染，重金属含量低，

巨大的生物质存量可以保证壳聚糖质量的稳定

性，同时南极极端的自然环境可能赋予它特殊

的理化性质。

  壳聚糖，英文名 Chitosan，又名脱乙酰甲壳

素，经甲壳素脱去乙酰基得到，是甲壳素的主要

改性产物；化学名 β-(1,4)-2-氨基-2-脱氧-D-葡萄

糖[5](图 1)，是自然界中唯一存在的碱性多糖，

被称为继蛋白质、糖、脂肪、维生素、矿物质以

外的第六生命要素。壳聚糖具有很好的生物相容

性[6]、生物降解性及安全性，其固有的优良性能

使其在生物医药领域具有广泛的应用[7,8]。

  近年来，南极磷虾作为壳聚糖的来源引起了

国内外学者的关注。我们在前期研究中发现，南

极磷虾壳聚糖具有优异的止血效果，在创伤和止

血方面具有很好的应用前景[9]。目前临床应用的

止血材料主要包括沸石、马铃薯淀粉、明胶和胶

原等，在使用中都存在一定局限性。其中，明胶

和胶原的组织黏附性能较差，它们的止血功能均

依赖于血小板和凝血因子，应用受到限制[10]。

沸石在吸收血液中的水分后会放出大量的热，可

能会导致伤口炎症[11]。相比之下，无毒、无抗原

性、抗菌性和生物相容性良好的壳聚糖在开发止

血材料方面有着更大的优势，但提取壳聚糖的工

艺还有待进一步优化。

图 1 壳聚糖的化学结构

Fig. 1 The molecular structure of chitosan 

  南极磷虾的虾壳中含有大量的甲壳素，其个

体小，虾壳薄，处理工艺与传统的虾壳和蟹壳不

同。因此，本研究将对南极磷虾壳聚糖的提取

工艺进行探索与优化，对产物的各项性能进行表

征，并对其凝血效果进行评价。

2 实验方法

2.1 实验试剂与仪器

  氢氧化钠、盐酸、冰醋酸等购自上海凌峰

化学试剂有限公司，G250 考马斯亮蓝染色剂、

标准牛血清蛋白购自上海碧云天生物技术有限

公司，氘带醋酸、重水购自 Aladdin(阿拉丁)公

司。作为对照的壳聚糖分别购买于 Aladdin 公司

(a-cs，脱乙酰度≥95%)，J&K 百灵威(b-cs，平

均分子量 100 000～300 000)。
  红外光谱仪(Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy，FTIR)，VERTEX 70，德国 
BRUKER 公司。热重分析仪，TAQ600，赛默飞

世尔科技公司。旋转黏度计，NJD-1，上海精纯

仪器设备有限公司。乌氏粘度计，赛默飞世尔科技

公司。全波长读数仪，Multiskan Go，赛默飞世尔

科技公司。核磁共振波谱仪，AVANCE Ⅲ 400，赛

默飞世尔科技公司。冷冻干燥机，FD-1D-80，北

京博医康实验仪器有限公司。
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2.2 南极磷虾壳聚糖的提取

  首先通过两次酸碱交替，从南极磷虾的虾

壳中提取甲壳素。具体方法如下，将干虾壳和

1 mol/L HCl 按 1∶20 质量体积比(m/v)在室温

下搅拌反应 1 h，过滤冲洗至中性，进行脱钙。

然后加入 1 mol/L NaOH 溶液(m/v＝1∶20)，于 
100℃ 下搅拌反应 1 h 进行脱蛋白，过滤冲洗至

中性。分别重复一次脱钙、脱蛋白的步骤，将得

到的产物于 60℃ 烘箱中烘干得到甲壳素。

  将得到的甲壳素脱乙酰制备壳聚糖，步骤如

下：(1)将甲壳素与 50% 浓 NaOH 按 1∶50 质量/
体积加入三口烧瓶，在油浴锅中 110℃ 回流反

应 1 h，于室温搅拌 2 h；重复上述脱乙酰步骤

后，将收集得到的产物冲洗至中性，干燥可得

壳聚糖粗品。(2)将壳聚糖粗品溶解在 1% 的乙

酸溶液中进行纯化，过滤除去不溶性杂质；然

后用 1 mol/L NaOH 将溶液的 pH 调节至 8.5，
待产生白色絮状沉淀，对溶液进行过滤收集沉

淀物；(3)将沉淀物用双蒸水洗涤至中性并通过

冷冻干燥，即得到亮白色的南极磷虾壳聚糖粉

末(n-cs)。
2.3 壳聚糖的性质表征

2.3.1 红外光谱

  采用溴化钾(KBr)压片法，将南极磷虾壳聚

糖样品和 KBr 粉末混合，充分研磨制成压片，用 
BRUKER VERTEX 70  傅里叶变换红外光谱仪扫

描，记录样品在 400～4 000 cm－1 的红外吸收光谱。

2.3.2 核磁共振图谱

  取 10 mg 壳聚糖粉末溶于 1 mL 2% 氘带醋酸

的重水溶液，用 AVANCE Ⅲ 400 核磁共振波谱

仪测定壳聚糖的 1H NMR 图谱。

2.3.3 灰分含量测量

  称取 5～10 mg 的壳聚糖，采用热重分析

仪测量灰分含量。其中，天平和样品载气均为

空气，流速 20 mL/min，设定温度从室温升至 
800℃(保持 20 min)，由所得数据计算其灰分

含量。

2.3.4 蛋白含量测量

  用 Bradford 法[12]对壳聚糖蛋白质含量进行

测定。首先，将标准蛋白配制成不同浓度梯度，

加入 G250 染色剂，在 Multiskan Go 全波长读数

仪上测定 595 nm 处吸光度，制成标准曲线。其

次，将壳聚糖样品溶于 1% 的醋酸溶液中使其浓

度为 10 mg/mL，G250 进行染色后，在 595 nm 
处测定其吸光值。最后，根据标准曲线计算出壳

聚糖的蛋白含量。

2.3.5 分子量测量

  采用乌氏粘度法测量其粘均分子量。首

先，称取 0.015 g 壳聚糖溶于 20 mL 0.3 mol/L 醋
酸/0.2 mol/L 醋酸钠溶剂中，充分溶解后用滤纸

过滤除去微细不溶物。其次，调节恒温槽温度至

(25.0±0.1)℃，将乌氏粘度计垂直放入恒温槽，使

水面完全浸没 G 球，测得壳聚糖溶液流经毛细管

所需时间 t，重复 3 次(每次的差值不超过 0.2 s)，
计算平均值；测定纯溶剂流经毛细管所需时间 
t0。最后，相对粘度 ηr＝t/t0，增比粘度 ηsp＝ηr－

1，根据一点法公式 η＝(ηsp＋3㏑ηr)/4c(c 为溶液

浓度)计算出壳聚糖的粘度(η)，再由粘度计算粘

均分子量 M＝η／ka[13]。其中，k＝0.007 9，a＝
0.796。
2.3.6 黏度测量

  采用旋转黏度计测量壳聚糖溶液的黏度。

称取 0.25 g 壳聚糖样品溶于 25 mL 1% 醋酸溶液

中，搅拌 30 min 使其充分溶解。静置一段时间

后，在 20℃ 左右条件下用 NJD-1 型旋转黏度计

测试其黏度。

2.4 提取工艺对南极磷虾壳聚糖理化性质的影响

2.4.1 前处理对壳聚糖颜色的影响

  将南极磷虾虾壳用 1 mol/L 的 NaOH 进行前

处理：室温下搅拌浸泡 24 h，过滤水洗后重复一

次，水洗至中性并干燥。之后与未做前处理的壳

聚糖进行对比实验。
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2.4.2 酸浓度对壳聚糖灰分含量的影响

  首先，将南极磷虾虾壳分别用 1 mol/L 和 
2 mol/L 的盐酸进行脱钙处理，后续操作均相

同。其次，采用热重分析仪测量灰分，并比较 2 
种产物的灰分含量。

2.4.3 反应时间对壳聚糖蛋白质含量的影响

  将南极磷虾虾壳在 1 mol/L NaOH 溶液于 
100℃ 分别反应 1 h 和 1.5 h，其他操作均相同，

用 Bradford 法，比较最终产物的蛋白质含量。

2.4.4 不同反应温度和时间对壳聚糖脱乙酰度的影响

  为探讨不同反应温度和时间对壳聚糖脱乙酰

度的影响，对甲壳素做 2 种处理，具体如下。

  (1)将制备的甲壳素(6 g)平均分成 3 份，置

于 220 mL 的三口烧瓶中，加入 100 mL 50% 的 
NaOH，分别在 100℃、110℃ 和 130℃ 的油浴

锅加热搅拌回流 1 h 进行脱乙酰反应，水洗至中

性；重复一次前述脱乙酰的操作，获得脱乙酰壳

聚糖。

  (2)将制备的甲壳素(6 g)平均分成 3 份，置

于 220 mL 的三口烧瓶中，加入 100 mL 50% 的
NaOH，在 110℃ 的油浴锅加热搅拌回流进行脱

乙酰反应，反应时间分别为 1 h、2 h 和 3 h，水

洗至中性；重复一次前述脱乙酰的操作，获得脱

乙酰壳聚糖。

  对上述 2 种方法处理获得的产物均采用核磁

谱图检测其脱乙酰度。

2.5 凝血效果评价

  采用试管法评价壳聚糖的凝血效果，具体步

骤如下：(1)取最优条件制备的南极磷虾壳聚糖

和从阿拉丁和百灵威购买的壳聚糖粉末(10 mg)，
分别放入玻璃管中并预热至 37℃；(2)通过 SD 
大鼠心脏取血实验获得实验用血液，存放于抗

凝试管中备用；(3)取 1.0 mL 血液分别加入到

不同的壳聚糖试管中，而未加壳聚糖的血液凝

固时间作为对照；(4)加入 0.2 mol/L CaCl2 达
到 20 mmol/L[14]恢复血液凝血能力并开始计时；

(5)每隔 30 s 倾斜试管检查血液流动情况，直到

血液完全停止流动，停止计时。所有实验组及对

照组均同时做 3 份重复，最终取平均值。

3 结  果

3.1 南极磷虾壳聚糖外观颜色

  本研究采用酸碱交替法提取南极磷虾壳聚

糖，免去了传统的壳聚糖制备工艺过程中的脱色

操作。与商品化的淡黄色壳聚糖相比，南极磷虾

壳聚糖的颜色为亮白色(如图 2)。
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图 2 南极磷虾壳聚糖产物形貌

Fig. 2 The morphology of Antarctic krill shellfish

3.2 红外光谱

  南极磷虾壳聚糖的化学结构由红外光谱确

定，结果如图 3 所示。在谱图中，壳聚糖的特征

吸收峰在 1 653、1 570 和 1 077 cm－1 处，分别

属于 C＝O 伸缩(酰胺 I 带)、N－H 变形(酰胺 II 
带)和 C－O 伸缩振动[15]。产物符合壳聚糖的特

征峰。
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图 3 不同种类的壳聚糖红外谱图

Fig. 3 The FTIR of the different kinds of chitosan
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3.3 1H 核磁共振

  目前可用来测定壳聚糖的脱乙酰度的方法有

很多，但 1H 核磁共振法是检测壳聚糖脱乙酰度

最为准确、快速的方法，并且重复性好，其谱图

结果如图 4 所示。
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图 4 不同种类壳聚糖的核磁氢谱

Fig. 4 The 1H NMR of the different kinds of chitosan

  脱乙酰度按以下公式[16]计算：

 

  由表 1 可知，南极磷虾壳聚糖和购买于阿拉

丁公司的壳聚糖的脱乙酰度都高于 90%，满足医

用级壳聚糖的标准。而购买于百灵威公司的壳聚

糖脱乙酰度较低，仅为 72.64%。

表 1 不同来源的壳聚糖脱乙酰度

Table 1 The degree of deacetylation of chitosan from 

different sources

3.4 南极磷虾壳聚糖理化性质

  国家食品药品监督管理局在 2008 年制定了 
YY/T0606.7—2008《组织工程医疗产品第 7 部

分：壳聚糖》[17]。其中，对壳聚糖的杂质标准做

了规定：规定壳聚糖中灰分的质量分数≤0.5%，

蛋白的质量分数≤0.2%。鉴于该步骤得到的壳聚

糖蛋白含量(0.55%)及灰分含量(0.85%)都还比较

高(见表 2)，将在纯化过程中进一步进行处理。

表 2 南极磷虾壳聚糖的理化性质

Table 2 The physiochemical properties of Antarctic krill 

chitosan 

3.5 提取工艺对南极磷虾壳聚糖理化性质的影响

3.5.1 前处理对壳聚糖颜色的影响

  在南极磷虾中，显色的物质为虾红素，它在

高温、紫外光照射、酸碱等条件下易分解，同时

在加热的条件下可以和蛋白质结合。虽然在脱蛋

白的过程中可以去除部分虾红素，但一般仍有残

留，最终以糖蛋白的结合形式残留在壳聚糖中。

本研究通过增加碱浸泡的前处理工序，减少壳聚

糖中虾红素的残留。通过对比可发现，未做前处

理的壳聚糖颜色偏粉，而用增加碱液进行前处理

工艺得到的壳聚糖颜色亮白(图 5)。表明碱液前

处理可以降低壳聚糖中虾红素的含量，获得更好

的壳聚糖形貌。目前其他文献报道和商品化的壳
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图 5 前处理工艺对壳聚糖的影响

Fig. 5 Effects of pretreatment in NaOH solution on the 

color of chitosan
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聚糖多为淡粉色或淡黄色[18,19]，而这一前处理工

艺可以解决壳聚糖颜色偏黄的问题，从而具有更

广泛的应用[20]。

3.5.2 酸浓度对壳聚糖灰分含量的影响

  通过不同酸浓度处理结果显示，用 1 mol/L 
的盐酸进行脱钙处理后得到的南极磷虾壳聚糖灰

分含量为 0.85%，而用 2 mol/L 的盐酸进行脱钙

处理得到的南极磷虾壳聚糖，其灰分含量降到 
0.095%，达到医用标准。这表明增加酸处理浓度

可降低壳聚糖中的灰分含量。

3.5.3 反应时间对南极磷虾壳聚糖蛋白质含量的影响

  在脱蛋白过程中，对南极磷虾虾壳分别用碱

液反应 1 h 和 1.5 h，将得到的壳聚糖的蛋白含量

进行对比。由结果(表 3)可见，延长脱蛋白时间

对南极磷虾壳聚糖中蛋白质的去除没有显著的影

响。蛋白质去除困难的原因可能是甲壳动物外

壳中的蛋白质与甲壳素通过共价、静电、疏水

和氢键等作用方式形成甲壳素-蛋白质糖蛋白复

合物[20]。这种较强的相互作用，给提取壳聚糖带

来了难度。同时，由于壳聚糖在脱蛋白工艺中通

过强碱已经去除了大部分的蛋白质，剩余蛋白含

量极少，因而再增加碱处理时间对去除壳聚糖中

剩余蛋白质作用不明显[21]，完全去除壳聚糖的蛋

白还需通过其他方式进一步研究。

表 3 反应时间对南极磷虾壳聚糖蛋白含量的影响

Table 3 The effects of different reaction time of alkali 

treatments on the protein content of Antarctic krill chitosan

3.5.4 不同脱乙酰处理条件对壳聚糖脱乙酰度的影响

  通过脱乙酰过程中不同反应温度和时间，研

究其对壳聚糖脱乙酰度的影响。由结果(表 4)可
见，当反应时间为 1 h 、温度为 100℃ 时，壳聚

糖脱乙酰度为 83% 左右。当升高温度至 110℃ 
后，脱乙酰度增加了约 7%，但继续升高温度对

脱乙酰度的影响不大。在 110℃ 反应温度下研究

增加脱乙酰反应时间对脱乙酰度的影响发现，不

同反应时间下的壳聚糖脱乙酰度都约为 90%，没

有显著性区别，说明增加反应时间对脱乙酰度的

提高影响不大。可能是由于脱乙酰过程中，酰胺

键的断裂主要发生在反应 1 h 内，由于空间结构

和结合形式等原因，剩余少量的酰胺键在当前的

反应条件下达不到断裂反应条件，而继续增加反

应时间会发生壳聚糖主链的断裂，导致分子量的

下降，黏度降低。因此，由以上结果可确定脱乙

酰反应的最优条件为 110℃ 反应 1 h。
表 4 不同脱乙酰处理条件对壳聚糖脱乙酰度的影响

Table 4 The effects of different deacetylation conditions on 

the degree of deacetylation of chitosan

3.6 凝血效果评价

  壳聚糖可以凝血的原因是由于它所携带的正

电荷可以吸附带有负电的血小板及凝血蛋白等，

并有激活血小板的凝血功能。本研究通过凝血实

验对比提取的南极磷虾壳聚糖与商品化的壳聚糖
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图 6 不同壳聚糖的凝血效果

Fig. 6 The effect of different chitosan on the blood 

coagulation
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的凝血效果。由图 6 可见，复凝血液的自凝固时

间需要约 1 000 s，而不同来源的壳聚糖均能够有

效地降低血液凝固的时间。其中，阿拉丁壳聚糖

(a-cs)和百灵威壳聚糖(b-cs)能够将凝血时间降低

至对照组的约 40%，而南极磷虾壳聚糖(n-cs)具有

更明显的凝血作用，能够进一步缩短 15% 的凝血

时间。这说明南极磷虾壳聚糖的凝血效果更佳。

4 讨  论

  南极磷虾生物蕴藏量十分丰富，其虾壳作为

壳聚糖的新型来源，相对近海资源来说具有无污

染的优势，而且南极磷虾个体小、虾壳薄，易于

处理。对于从南极磷虾提取的壳聚糖，传统工艺

多采用酸碱交替的实验方法，酸处理和碱处理都

在 3 次以上[22]，操作步骤较多，有些还需用到高

锰酸钾来进行脱色[18]。本研究采用 2 次酸碱交替

法，且每次处理仅需 1 h，相对地减少了操作步

骤，缩短了实验时间；同时，南极磷虾壳聚糖为

亮白色，无需再进行脱色处理，避免了造成环境

污染的可能。得到南极磷虾壳聚糖的脱乙酰度高

于 90%，分子量为 123 kDa，灰分含量为 0.095%，

达到医药级的标准。但蛋白含量仍然较高，需

要针对天然多糖的蛋白去除做进一步研究。

  凝血实验表明，南极磷虾壳聚糖的凝血效果

优于其他商品化的壳聚糖。壳聚糖的多种理化性

质，如分子量、脱乙酰度、特性黏度、水合度、

结晶度、蛋白含量和灰分等[23]对止血效果均有一

定的影响。其中，脱乙酰度、分子量和水合度起

主要作用，蛋白含量和灰分对于凝血作用的影响

较小。提高脱乙酰度对壳聚糖促凝血效果具有促

进作用，高分子量的壳聚糖凝血效果略优于低分

子量的壳聚糖。据报道，南极磷虾壳聚糖结构内

的自由羟基含量高[22]。而我们前期研究也发现

这种壳聚糖的水化能力明显高于其他来源的壳聚

糖[9]，再加上结晶度、分子量等的差别，使得南

极磷虾壳聚糖的凝血效果更好，这也从一定程度

上表明其在止血材料方面具有极大的应用前景。

5 结  论

  本研究以生活在南极水域的南极磷虾为来

源，进行壳聚糖提取的工艺研究。通过脱蛋白、

脱钙和脱乙酰得到的壳聚糖为亮白色，脱乙酰

度达 90.6%，分子量为 123 kDa，灰分含量为 
0.095%。通过对提取工艺进行优化可以发现，碱

液前处理能够改善壳聚糖表观颜色，提高酸浓度

能够降低灰分，延长脱蛋白时间对降低蛋白含量

作用较小，脱乙酰的最适温度在 110℃，而延长

反应时间对提高脱乙酰度作用不大。将优化制备

工艺后的壳聚糖进行止血效果评价发现，南极磷

虾壳聚糖的凝血效果优于其他壳聚糖。应用南极

磷虾作为壳聚糖的提取来源，将提高现有壳聚糖

止血产品的止血效果，具有重要的应用前景。
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