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利用虾壳清洁化生产不同脱乙酰度壳寡糖 
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摘要    壳寡糖的传统生产工艺是采用 HCl 和 NaOH 处理甲壳类制备壳聚糖，再酶解获得壳寡糖，

生产过程中含高浓度 Cl–和 Na+的废水对环境造成严重污染。本研究采用 H3PO4 和 KOH 为反应溶液

建立壳聚糖的绿色生产工艺，并制得不同脱乙酰度的壳寡糖，探究了不同脱乙酰度壳寡糖抗烟草花

叶病毒(TMV)的效果。结果显示，通过该生产工艺制得壳寡糖的脱乙酰度分别为 63.79%、72.12%、

79.34%和 88.15%，分子量均为 1500 Da 左右。脱乙酰度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱导植株对

TMV 产生抗病性，表现出对 TMV 进行体外钝化、抑制 TMV 在寄主内的复制和提高植物体内过氧

化氢酶、过氧化物酶和多酚氧化酶的活性。 
关键词    清洁化生产；壳寡糖；脱乙酰度；烟草花叶病毒 
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虾壳是凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)加工

过程中的副产物，大部分虾壳被填埋处理，造成了资

源的浪费。凡纳滨对虾虾壳可作为生产壳聚糖的原料

(Al Sagheer et al, 2009)。目前，工业中以虾壳为原料

采用 HCl 和 NaOH 制备壳聚糖，生产过程产生的废

水中含有高浓度的 Cl–和 Na+，回收价值低，造成资

源浪费和环境污染。随着科学技术的发展和生态文明

建设的要求，人们对减少环境污染的需求越来越高，

因此，壳聚糖的清洁化生产及虾壳的高值化利用成为

亟待解决的问题。 
壳寡糖(Chitooligosaccharides)是壳聚糖降解后的

产物，具有促进种子萌发、幼苗生长和提高植物抗病

性等功能(袁建平等, 2011; 张洪艳等, 2011)。壳寡糖

的生物活性与脱乙酰度和分子量密切相关(Das et al,  

2015)。目前，关于壳寡糖分子量对生物活性的影响

已经进行了大量的研究(扈学文等, 2007)，然而，壳

寡糖脱乙酰度与其生物活性之间的关系却鲜有报道。 
本文以凡纳滨对虾虾壳为原料，研究了不同脱乙

酰度壳寡糖的绿色生产工艺，并探究了壳寡糖脱乙酰

度对烟草花叶病毒(Tobacco mosaic virus, TMV)的影

响，期望为实现凡纳滨对虾虾壳资源的高值化绿色应

用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验原料：凡纳滨对虾虾壳。供试植物：烤烟

MSK326 品种，由国家农作物种质资源平台烟草种质资 
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源子平台(National Infrastructure for Crop Germplasm 
Resources (Tobacco, Qingdao))提供，其保存单位为中

国海洋大学食品科学与工程学院。供试毒源：烟草花

叶病毒(TMV)，由中国农业科学院烟草研究所提供。 

1.2  实验方法 

1.2.1  甲壳素的制备    预处理：将凡纳滨对虾虾壳

洗净、烘干和粉碎后，过 100 目网筛。 
脱盐：称取一定量虾壳，按物料比 1∶6，加入

3% H3PO4，室温搅拌 30 min，沉淀用水洗至中性，

烘干，测定样品中灰分含量，计算脱盐率。 
脱蛋白：脱盐后的产物按物料比 1∶6，加入 3% 

KOH，70℃搅拌 30 min，沉淀用水洗至中性，烘干，

测定上清液中蛋白质含量，计算脱蛋白率。 
1.2.2  不同脱乙酰度壳聚糖和壳寡糖的制备    不同

脱乙酰度壳聚糖的制备：称取一定质量的甲壳素，置

于聚四氟乙烯坩埚中，按物料比 1∶15，加入 45% 
KOH 溶液，微波功率为 600 W，分别反应 6、7、8 和

8.5 min，反应结束后，沉淀水洗至中性，溶于 2% 
HAC，4800 r/min 离心 15 min，将上清液 pH 调至中

性，析出的沉淀即为壳聚糖。烘干后，采用双突跃电

位法测定壳聚糖脱乙酰度(贾之慎等, 2001)。 
壳寡糖的制备：壳聚糖浓度 2%，加入 1% H2O2，

170 r/min 水浴摇床中 50℃反应 6 h，反应结束后，用

1 mol/L KOH 调节反应液 pH 至中性，于 4800 r/min
离心 15 min，上清液旋蒸浓缩、冻干。采用高效液相

色谱法测定壳寡糖分子量，色谱柱：TSK-Gel G4000 
PWXL，柱温为 25℃，流速为 0.4 ml/min; 流动相：

0.1 mol/L NaNO3+0.01 mol/L NaH2PO4 缓 冲 溶 液

(pH=7.0)；进样体积为 20 μl。 
1.2.3  脱盐率和脱蛋白率的计算    脱盐率计算公

式如下： 
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式中，AO 为原始样品中的灰分含量(g/g)，AP 为

脱盐处理后样品中的灰分含量(g/g)，O 和 P 分别为原

始样品和磷酸处理后样品的干重(g)。 
脱蛋白率计算公式如下： 
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式中，PR 为原始样品中的蛋白质含量(g)，PS 为

脱蛋白处理后上清液中的蛋白质含量(g)。 
1.2.4  不同脱乙酰度壳寡糖抗 TMV 效果分析 
1.2.4.1  壳寡糖对 TMV 体外钝化的作用    将带有

TMV 的烟草叶片中按 1∶40 加入磷酸盐缓冲溶液

(pH=7.2)进行研磨，10000 r/min 离心 5 min 后，取上

清液与浓度为 100 μg/ml 不同脱乙酰度壳寡糖溶液

(COS1、COS2、COS3 和 COS4)按 1∶1 进行混合，

置于 25℃水浴中反应 30 min，接种于 MSK326 烟草

叶片上，每株接种 3 片，重复 3 次，待植株呈病症后，

取病叶进行 Evans blue 染色(刘楠等, 2011; Singh et al, 
2014)，观察病斑情况。 
1.2.4.2  壳寡糖对病毒复制作用的影响     选用长

势均一、3~4 片真叶期的普通烟苗供试。采用叶圆片

法测定壳寡糖对病毒在寄主内复制作用的影响   
(申莉莉等, 2007)，将 TMV 接种于健康烟草 MSK326
上 6 h 后，取直径为 12 mm 的圆片叶，分别在蒸馏水

和浓度为 50 μg/ml 不同脱乙酰度壳寡糖溶液(COS1、
COS2、COS3 和 COS4)中进行漂浮处理 48 h，再将圆

片洗净、研磨，10000 r/min 离心 5 min，然后接种于

MSK326 烟草叶片上，每株接种 3 片，重复 3 次，待

植株呈病症后，取病叶进行 Evans blue 染色，观察病

斑情况。 
1.2.4.3  壳寡糖对烟草防御酶的影响    选用 3~4片

真叶期、长势均一的普通健康烟苗，用 50 μg/ml 不同

脱乙酰度壳寡糖溶液(COS1、COS2、COS3 和 COS4)
和蒸馏水(CT)叶面喷雾诱导供试烟苗的下部第 2 片

真叶，每组重复 3 次，壳寡糖诱导 24 h 后，采收处

理叶的上位叶，装入自封袋中，–80℃冰箱中保存。

参照文献中的方法测定过氧化氢酶 (CAT)(张志良 , 
2003)、过氧化物酶(POD)(高俊凤, 2000)、多酚氧化酶

(PPO)(谭兴杰等, 1984)和苯丙氨酸解氨酶(PAL)(薛应龙, 
1985)的活性。在处理叶的上位叶片，采用常规汁液

摩擦接种法接种 TMV，观察烟草植株的病症表现。 

1.3  数据统计与分析 

采用 Microsoft Excel 2010 和 SPSS 软件进行数据

统计与分析，组间差异的判定选用 t-检验方法，P<0.05
表示有显著性差异，P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果 

2.1  不同脱乙酰壳寡糖的制备 

以凡纳滨对虾虾壳为原料，采用H3PO4和KOH制

备甲壳素，测得其脱盐率和脱蛋白率分别为(94.04 
±0.52)%和(85.65±1.06)%，达到工业级甲壳素的标准。

甲壳素与45% KOH混合后，于微波功率600 W条件

下，反应6、7、8和8.5 min后，制得脱乙酰度分别为

63.79%、72.12%、79.34%和88.15%的壳聚糖，对其

氧化降解后，通过高效液相色谱法测得壳寡糖分子量
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分别为1502、1515、1523和1509 Da。因此，COS1、
COS2 、 COS3 和 COS4 分 别 为 脱 乙 酰 度 63.79% 、

72.12%、79.34%和88.15%，分子量为1500 Da左右的

壳寡糖。 

2.2  普通烟草抗病性表现 

用不同脱乙酰度的壳寡糖喷施烟草叶片后接种

TMV，观察普通烟的症状。结果显示，空白组(蒸馏

水诱导)植株在接种 5 d 时出现轻花叶，接种 9 d 后出

现重花叶，并且植株矮小，叶片狭窄，生长缓慢。不

同脱乙酰度壳寡糖诱导后的植株病症表现不同，

COS1 诱导后病症出现时间和程度与空白组没有明显

区别；COS2、COS3 和 COS4 诱导后植株在接种 7 d
时出现轻花叶，接种 13 d 后出现重花叶，其中，COS3
和 COS4 诱导后的植株患病程度最轻，说明这 2 种脱

乙酰度的壳寡糖诱导烟草产生抗病性的效果最好。 

2.3  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 体外钝化的作用 

不同脱乙酰度的壳寡糖对 TMV 进行体外处理接

种 MSK326 烟草后 Evans blue 染色结果如图 1 所示，

TMV 经壳寡糖处理后病叶中蓝色染色区域较空白处

理组小，随着壳寡糖脱乙酰度的升高，病叶中蓝色染

色区域随之减少，说明经壳寡糖处理能减轻烟草感染

TMV 的程度，并且不同脱乙酰度的壳寡糖对 TMV 的

体外钝化程度不同，COS4 对 TMV 的体外钝化作用

最好。 

2.4  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 复制作用的影响 

不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 复制的作用结果如

图 2 所示，COS1 和 COS2 处理后的烟草叶与空白组

病叶中蓝色染色区域没有显著差异，说明 COS1 和

COS2 对 TMV 在寄主内的复制没有影响；而当 COS3
和 COS4 处理后病叶中蓝色染色区域较空白组小，说

明 COS3 和 COS4 能抑制 TMV 在寄主内的复制作用。 

2.5  不同脱乙酰度壳寡糖对烟草防御酶的影响 

不同脱乙酰度壳寡糖对烟草诱导 24 h 后烟草叶

片中过氧化氢酶活性结果如图 3 所示。COS1 诱导烟

草后，烟草叶片中过氧化氢酶活性低于空白对照组

(蒸馏水处理)；COS2 诱导后，叶片中过氧化氢酶活

性略高于空白对照组，但二者之间没有显著性差异。

当壳寡糖脱乙酰度大于 72.12%时，诱导烟草后过氧 
 

 
 

图 1  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 体外钝化的作用 
Fig.1  The effects on inactivating TMV in vitro by induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

空白为蒸馏水处理后的叶片 
The blank refers to the leave treated with distilled water 

 

 
 

图 2  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 复制作用的影响 
Fig.2  The effects on multiplication of TMV by induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

空白为蒸馏水处理后的叶片 
The blank refers to the leave treated with distilled water 
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图 3  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
过氧化氢酶活性的影响 

Fig.3  The effects on activity of CAT in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

*为差异显著(P<0.05)；**为差异极显著(P<0.01)；下同  
* indicates significant difference (P<0.05); ** indicates 

highly significant difference (P<0.01). The same as below 
 

化氢酶活性均高于空白对照组，并且 COS3 诱导烟草

后过氧化氢酶活性最高。以上结果表明，COS3 和

COS4 诱导烟草后能提高过氧化氢酶活性，而 COS3
诱导后过氧化氢酶活性最高(P<0.01)。 

由图 4 可以看出，COS3 和 COS4 诱导烟草后，

烟草叶片中过氧化物酶活性均高于其他处理组，

COS4 处理烟草后过氧化物酶活性最高。COS1 诱导

烟草后，过氧化物酶活性低于空白处理组，而 COS2
处理组的过氧化物酶活性与空白处理组没有显著性

差异。以上结果表明，COS3 和 COS4 诱导烟草能显

著提高叶片中过氧化物酶的活性(P<0.05)。 
 

 
 

图 4  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
过氧化物酶活性的影响 

Fig.4  The effects on activity of POD in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

 
由图 5 可知，COS1 和 COS2 处理组中多酚氧化

酶的活性均低于空白对照组，而 COS3 和 COS4 处理

组的多酚氧化酶活性均高于空白对照组，并且 COS4
诱导烟草后叶片中的多酚氧化酶活性显著高于空白

对照组。以上结果表明，COS4 诱导烟草能显著提高

叶片中多酚氧化酶的活性(P<0.01)。 
从图 6 可以看出，不同脱乙酰度壳寡糖诱导烟草

后，COS1 和 COS2 处理组中苯丙氨酸解氨酶活性虽

略高于空白对照组，但与空白对照组之间没有显著性

差异。而 COS3 和 COS4 处理组中苯丙氨酸解氨酶的

活性均低于空白对照组，这说明壳寡糖脱乙酰度与苯

丙氨酸解氨酶活性可能不存在相关性。 
 

 
 

图 5  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
多酚氧化酶活性的影响 

Fig.5  The effects on activity of PPO in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

 

 
 

图 6  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
苯丙氨酸解氨酶活性的影响 

Fig.6  The effects on activity of PAL in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

 

3  讨论与结论 

3.1  壳寡糖的清洁化生产 

凡纳滨对虾是目前世界养殖产量最高的三大虾

种之一(李晓丽等, 2017)。虾壳中的甲壳素与蛋白质

交错形成网状结构，在交错的网络中还含有以钙盐为

主的矿物盐沉淀(Saito et al, 2000)。蛋白质和钙盐的

存在会降低甲壳素的生物活性，需要通过脱盐和脱蛋

白途径制得纯度较高的甲壳素。已有研究表明，采用
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0.5~1.5 mol/L HCl 和 1~5 mol/L NaOH 处理虾壳，脱

盐率达到 90%以上(Younes et al, 2015)，而脱蛋白率

可达到 80%以上(Hdde et al, 2006)。目前，工业制备

壳聚糖主要为传统加热法，将甲壳素与 45%~60% 
NaOH 混合后，于 105~130℃下加热反应 60~180 min 
(Viarsagh et al, 2010; Yen et al, 2009)。以上生产过程

虽然能制得达到工业级标准的壳聚糖，但 HCl 和

NaOH 的添加使生产废水中含有大量的氯元素和钠

元素，易导致土壤钠质化(李小刚等, 2004)，影响作

物生长。本研究选用 H3PO4 和 KOH 分别对虾壳进行

脱盐、脱蛋白和脱乙酰处理，其脱盐和脱蛋白效果与

传统化学法效果一致。而且与传统化学方法相比，采

用 H3PO4 和 KOH 处理虾壳，生产过程中产生的废水

含有植物生长需要的 N、P 和 K 元素，该废水可回收

后作为肥料应用于农业生产中，减少生产过程中产生

的环境污染。此外，采用 H2O2 氧化降解壳聚糖，降

解产物为壳寡糖、氧气和水，对环境无污染。可见，

本研究不同脱乙酰度壳寡糖制备方法实现了壳聚糖

的清洁化生产和凡纳滨对虾虾壳的高值化利用。 

3.2  不同脱乙酰度壳寡糖对烟草抗 TMV 的影响 

壳寡糖作为自然界唯一的阳离子寡糖，可作为饲

料添加剂和植物诱抗剂应用于动植物生长过程中 
(蔡胜昌等, 2015; 张洪艳等, 2011)。脱乙酰度是影响

壳寡糖生物活性的因素之一，目前，已有研究报道，

壳寡糖的脱乙酰度改变对种子萌发(Lan et al, 2016)
和植物生长(刘启顺等, 2012)等生理过程有一定的影

响。本研究表明，不同脱乙酰度的壳寡糖对烟草抗

TMV 的影响有所不同，脱乙酰度为 63.79%的壳寡糖

诱导植株患病程度与空白组没有明显区别，而脱乙酰

度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱导后的植株具有较

好的抗病性，植株患病程度最轻。 

3.3  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 体外钝化和复制

的作用 

壳寡糖对真菌类病菌具有广谱的抑制作用

(Alejandrob et al, 2008)，并且对植物病原真菌、细菌

和病毒有体外抑制作用(赵小明等, 2006)。当病毒在

植物体外受到寡糖抑制时，一定程度上会阻碍病毒侵

入植株内，从而减轻植物患病程度。本研究表明，不

同脱乙酰度的壳寡糖对 TMV 进行体外处理，接种烟

草叶片后植株的患病程度不同，脱乙酰度为 88.15%
的壳寡糖对 TMV 的体外钝化作用最好，说明高脱乙

酰度的壳寡糖可以通过对 TMV 的体外钝化阻碍病毒

对寄主的侵染，从而减轻植株的患病程度。TMV 在

侵入植物进行复制后，将病毒运输到植物各个部位引

起系统性侵染(张微, 2010)。本研究表明，脱乙酰度

为 79.34%和 88.15%的壳寡糖能抑制 TMV 在寄主内

的复制作用，这可能是由于以上 2 种脱乙酰度的壳寡

糖抑制了病毒的复制，使病毒被限制在最初的侵染

点，从而避免植物遭受系统性侵染。 

3.4  不同脱乙酰度壳寡糖对烟草防御酶的影响 

植物体内防御酶活性的变化与其抗病性相关，如

过氧化氢酶、过氧化物酶、多酚氧化酶和苯丙氨酸解

氨酶。过氧化氢酶与植物体内活性氧清除有关，通过

影响活性氧的积累而改变植物的抗病性(宋瑞芳等 , 
2007)；过氧化物酶能有效清除植物内源性活性氧，

还能促进多酚的氧化(Kushalappa et al, 2016)；多酚氧

化酶与植物次生代谢产物的生成有密切关系(郭红莲

等, 2003)；苯丙氨酸解氨酶是苯丙烷类次生代谢途径

中的关键酶和限速酶，与木质素的生成和沉积有关，

能有效阻止病原的扩散(马俊彦等, 2007)。本研究表

明，脱乙酰度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱导烟草

后能提高过氧化氢酶、过氧化物酶和多酚氧化酶活

性。因此，脱乙酰度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱

导植株产生抗病性，可能是通过对病毒的体外钝化作

用、抑制病毒在寄主内的复制和提高植物体内过氧化

氢酶、过氧化物酶和多酚氧化酶活性而实现的。植物

抗病性的产生是一个复杂的生理过程，体外钝化、病

毒复制和植物防御酶系活性的变化并不能具体说明壳

寡糖脱乙酰度与烟草抗病机理的关系，所以，还需要

从基因调控方面对植物抗病机理进行深入研究。 
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Abstract    Shrimp shells contain a number of components, including chitin, proteins, and minerals. 
Chitooligosaccharides, derivatives of chitin, are homo- or hetero-oligomers of N-acetyl-glucosamine and 
D-glucosamine that are linked by β-1,4-glycosidic bonds. The production of chitooligosaccharides from 
shrimp shells involves demineralization, deproteinization, deacetylation, and depolymerization. The 
traditional chemical processes involved in the extraction of chitosan from shrimp shells mostly use HCl 
for the demineralization and NaOH for the deproteinization and deacetylation processes; the chitosan is 
then oxidatively degraded to chitooligosaccharide. Although these methods are highly economic and 
effective, they present several disadvantages, such as energy wastage, long processing times, and 
environmental pollution. Chitooligosaccharides have been widely used in agriculture and it has been 
proven that their degree of deacetylation (DDA) affects the physiology of the plants. However, limited 
attention has been paid to understanding the relationship between the DDA of a chitooligosaccharide and 
its effects on plant resistance to tobacco mosaic virus (TMV). In the present study, an eco-friendly method 
was established for the production of chitooligosaccharides by using H3PO4 for the demineralization and 
KOH for the deproteinization and deacetylation processes. Additionally, we studied the effects of 
chitooligosaccharides with different DDAs on the resistance to TMV. The effects of chitooligosaccharides 
with different DDAs on inactivating TMV in vitro and inhibiting its multiplication were detected by the 
Evans blue method. Changes in the activities of defensive enzymes induced by chitooligosaccharides with 
different DDAs were tested with tobacco leaves. The degrees of demineralization and deproteinization 
were 94.04%±0.52% and 85.65%±1.06%, respectively. Chitosans and chitooligosaccharides with different 
DDAs were obtained by microwave-assisted KOH metathesis and oxidative degradation. The DDAs of 
the obtained chitooligosaccharides were 63.79%, 72.12%, 79.34%, and 88.15%, and their molecular 
weights were approximately 1500 Da. The chitooligosaccharides with 79.34% and 88.15% DDAs 
improved leaf resistance to TMV by inactivating the virus in vitro, inhibiting its multiplication, and 
increasing the activities of the CAT, POD, and PPO enzymes. The liquid waste generated during the 
demineralization, deproteinization, and deacetylation processes was found to be rich in phosphorus, 
potassium, and nitrogen, the main constituents of fertilizers. The chitooligosaccharides with 79.34% and 
88.15% DDAs could thus be applied as resistance inducers. Therefore, the liquid waste and the 
chitooligosaccharides generated could be recovered and used in fertilizers, which would significantly 
decrease environmental pollution and improve the economic value of shrimp shells.  
Key words    Cleaner production; Chitooligosaccharide; Deacetylation degree; Tobacco mosaic virus 
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