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氯化胆碱基低共熔溶剂对明胶溶液凝胶作用的影响 

郭卜祯 1，马宏瑞 1*，徐  洋 2，孔德懿 1，郝永永 3 
（1. 陕西科技大学 环境科学与工程学院，陕西 西安  710016；2. 四川轻化工大学 生物工程学院，四川 
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摘要：采用氯化胆碱基低共熔溶剂（DES）对明胶溶液中蛋白质构象进行调控。以明胶溶液为对照组，引入 5

组不同酸碱性的氯化胆碱基 DES，通过透射比、粒径、Zeta 电位测定，以及 UV-Vis、FTIR、XPS、圆二色光谱

仪表征和热性能测试，考察了 DES 酸碱性对明胶溶液凝胶作用的影响。结果表明，酸性 DES（氯化胆碱+草酸、

氯化胆碱+对甲苯磺酸）对明胶溶液的影响主要为 pH 效应，改变化学环境能够使明胶化学结构强度降低，稳定

性下降；中性 DES（氯化胆碱+甘油、氯化胆碱+山梨醇）能够破坏明胶内部原有氢键，形成新的氢键网络，在

氯化胆碱-甘油低共熔溶剂作用下，明胶溶液中蛋白质二级结构的 α-螺旋与 β-折叠结构含量总和由 54.29%增至

70.86%，趋向更有序的刚性结构转变，间接增加了蛋白三级结构中折叠构象含量，改变空间交联网络，促进明

胶溶液的凝胶作用。 
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Abstract: The protein conformation in gelatin solution was regulated by choline chloride-based deep 

eutectic solvents (DES). Five different acidic and alkaline choline chloride-based DES were introduced into 

gelatin solution, with the influence of DES acidity on the gelling activity of gelatin solution evaluated 

through transmittance ratio, particle size and Zeta potential tests, UV-Vis, FTIR, XPS, circular dichroism 

spectroscopy characterization, and thermal performance test. The results indicated that acidic DES (choline 

chloride+oxalic acid, choline chloride+p-toluenesulfonic acid) changed the pH of gelatin solution, thus 

leading to change in chemical environment which could reduce the chemical structure strength and stability 

of gelatin, while neutral DES (choline chloride+glycerol, choline chloride+sorbitol) could disrupt the 

original hydrogen bonding network within gelatin and form new hydrogen bonds. Under the action of 

choline chloride-glycerol DES, the total content of α-helix and β-sheet structures of protein secondary 

structure in gelatin solution increased from 54.29% to 70.86%, which tended to be more orderly rigid 

structure transformation, indirectly increased the content of folded conformation in protein tertiary structure, 

changed the spatial cross-linking network, thereby enhancing the gelation of gelatin solution. 

Key words: gelatin solution; deep eutectic solvents; protein conformations; gelation; hydrogen bonds; 

hydrophobic interaction; leather chemicals 
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明胶是胶原水解过程中形成的生物聚合物，在溶

液中以柔性卷曲结构存在[1]。当明胶溶液质量浓度极

低（<0.5 mg/L）时，卷曲-螺旋逆转主要发生在分子

内部；当明胶溶液质量浓度>0.5 mg/L 后，卷曲-螺旋

逆转从分子内延伸至分子间，三维网络结构逐渐稳定，

实现凝胶化[2]。明胶的凝胶特性被广泛应用于食品、

医药、工业制造等领域。但在湿法纺丝中使用的液相

明胶，存在着部分氨基酸含量低、相对分子质量分布

差异大、凝胶性能较差的应用难点，阻碍了明胶的高

效利用[3-4]。因此，迫切需要实现对液相明胶空间交联

程度的调控，以提高其凝胶性能[5]。 

YANG 等[6]测试了加热处理对小麦粉中蛋白质

理化性质的影响，结果发现，加热使可溶性蛋白质

聚集成不溶性的高相对分子质量蛋白质聚集物，改

变蛋白的空间交联结构。MINE[7]研究发现，干热条

件可使蛋白质形成空间结构膨胀，分子构象向部分

未折叠状态移动，这一部分展开构象在凝胶化过程

中发挥重要的作用。JOHNSTON-BANKS[8]研究液相

明胶体系时发现，α-螺旋和 β-折叠占比及它们的肽

链数总和与凝胶强度具有相关性。GOUDIE 等[9]研

究表明，明胶的凝胶行为受到整个明胶分子中氨基

酸侧链上电荷的影响，调控 pH 可以改变可电离侧

链的存在和分布。上述相关研究中，对液相明胶的

调控主要通过尿素或二甲基酰胺等破坏氢键与静电

作用的方式来改变空间交联结构，存在不稳定性与

毒性等缺点，因此其应用受到限制[10]。 

低共熔溶剂（DES）安全、无毒，具有生物降

解性等优点，常被用于研究聚合物的解聚重组，其

中氯化胆碱-尿素为典型的 DES。研究发现[11]，DES

可以改变皮革材料的溶胀特性，使蛋白质结构更具

有柔性，并降低废金属元素含量。WU 等[12]研究表

明，DES 具有增塑作用，适量引入 DES 能够促进明

胶分子链间羧基与聚乙烯醇（PVA）反应，实现对

明胶分子链的调控。DES 的独特性质不仅为氢键的

破坏与重组提供了理论基础，还极大地拓展了 DES

在多个领域的潜在应用，在大分子氢键网络结构的

调控中表现出巨大潜力。 

本文拟通过研究不同酸碱性氯化胆碱基DES对

明胶溶液中蛋白质粒径分布、等电点、蛋白质二级

结构和明胶热稳定性等的影响规律，探究 DES 对明

胶溶液凝胶化效果的调控机制。以期为湿法纺丝等

液相明胶资源化利用相关领域提供参考。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

明胶颗粒（胶强度约 200 g Bloom，生物级）、

氯化胆碱、对甲苯磺酸、山梨醇（分析纯），上海麦

克林生化科技股份有限公司；尿素（质量分数≥

99.5%），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；草酸

（分析纯），天津市科密欧化学试剂有限公司；甘油

（分析纯），天津市富宇精细化工有限公司。 

UV-2800A 型紫外-可见分光光度计（UV-Vis），

尤尼柯（上海）仪器有限公司；Nano-ZS90 型纳米

粒度电位分析仪，英国 Malvern 公司；Litesizer 500

型纳米粒度及 Zeta 电位测试仪，奥地利 Anton Paar

公司；Vertex 70V 型傅里叶变换红外光谱仪（FTIR），

德国 Bruker 公司；Chirascan V100 型圆二色光谱仪

（CD），英国 Applied Photophysics 公司；K-Alpha

型 X 射线光电子能谱仪（XPS），美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；STA 449 F3 Jupiter 型同步热分析仪

（TG-DSC），德国 Netzsch 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  DES 制备 

按表 1 配方，将不同物质的量比的氢键受体

（HBA）与氢键供体（HBD）加入到锥形瓶中，搅

拌下混合均匀后，在油浴加热下升温至 80 ℃，搅

拌至溶液澄清，然后冷却至室温，溶液状态不发生

变化，即得到氯化胆碱基 DES，标记为 x-DES

（x=1~5）。其中，1-DES 呈弱碱性，2-DES 与 3-DES

呈酸性，4-DES 与 5-DES 呈中性。 
 

表 1  DES 配方 
Table 1  Deep eutectic solvent formulation 

样品名 HBD HBA n(HBA)∶n(HBD)

1-DES 氯化胆碱 尿素 1∶2 

2-DES 氯化胆碱 草酸 1∶1 

3-DES 氯化胆碱 对甲苯磺酸 1∶1 

4-DES 氯化胆碱 甘油 1∶2 

5-DES 氯化胆碱 山梨醇 1∶1 

 

1.2.2  含 DES 明胶溶液样品的制备 

首先，称取 1.00 g 明胶颗粒，将其加入到 95 mL

去离子水（pH=7）中，升温至 40 ℃搅拌 3 h 后，待

明胶颗粒溶解，用去离子水定容至 100 mL，得到质量

浓度为 10 g/L 的明胶溶液。然后，向 100 mL 明胶溶

液中加入 2.50 g x-DES，磁力搅拌下分散均匀，充分

反应至无油状分层，得到 DES 含量〔以每 mL 明胶溶

液中加入的 DES 质量（g）计，下同〕为 0.025 g/mL

的明胶溶液，标记为 Gel+x-DES。将其置于试剂保存

瓶中，常温下保存不同时间（1、4 h）的样品记为样

品组Ⅰ；置于 2~8 ℃下保存 48 h 的样品记为样品组

Ⅱ；使用冷冻干燥机对样品组Ⅱ进行冷冻干燥

（–50 ℃，24 h），得到的样品记为样品组Ⅲ。 

首先，称取 6.67 g 明胶颗粒，将其加入到 95 mL

去离子水中，用去离子水定容至 100 mL，得到质量
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浓度为 66.7 g/L 的明胶溶液。然后，向其中加入 2.5 

g x-DES，按上述步骤得到的样品记为样品组Ⅳ。 

首先，配制浓度均为 0.01 mol/L 的 NaOH 溶液

和盐酸。然后，在各烧杯中分别加入 100 mL 保存时

间为 1 h 的样品组Ⅰ，逐滴加入 NaOH 溶液或盐酸

中，调至 pH 分别为 2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11，常温下静置 24 h，获得的样品记为样品组Ⅴ。 

1.3  表征与测试 

1.3.1  透射比测定 

参照 GB 6783—2013《食品安全国家标准食品

添加剂明胶》中透射比检测方法，在 45 ℃下使用

UV-Vis 测定样品组Ⅳ在 450 和 620 nm 下的透射比。 

1.3.2  Zeta 电位测定 

用纳米粒度电位分析仪测定样品组Ⅴ的 Zeta 电

位，然后绘制 pH（x）与 Zeta 电位（y）的关系曲线，

拟合得到标准曲线方程，对其求得 y＝0 时的 x 值，

即为明胶溶液的等电点。 

1.3.3  纳米粒度测定 

用纳米粒度及 Zeta 电位测试仪于室温下测定保

存时间为 1 h 的样品组Ⅰ的等效粒子流体动力学直

径和多分散性指数，测试温度为 25 ℃，平衡时间

为 10 s，测定次数为 30 次。 

1.3.4  UV-Vis 测定 

测定保存时间为 1 h 的样品组Ⅰ的 UV-Vis 吸收

光谱，测试波长范围 200~800 nm。 

1.3.5  FTIR 测定 

将干燥后的固体 KBr 在玛瑙研钵中研磨，使用

压片机将其压成薄片，量取保存时间为 1 h 的样品

组Ⅰ滴至 KBr 薄片上，使用配套烤灯将液体样品烘

干。测试波数范围 4000~700 cm–1，分辨率 4 cm–1，

扫描次数 32 次。使用 OMNIC 与 Peakfit 软件对

1700~1600 cm–1 谱线进行分峰拟合，根据各拟合单峰

出峰位置与峰面积计算，获得蛋白质二级结构含量。 

1.3.6  CD 测定 

用 CD测定保存时间为 1 h的样品组Ⅰ的光谱数

据，控制狭缝宽 1 nm，扫描速率 10 nm/min，响应时

间 1 s。使用 Dichr Web 网站中 CDSSTR 拟合程序进

行数据计算拟合，获得测定物质的二级结构含量。 

1.3.7  XPS 测定 

使用 XPS 对保存时间为 1 h 的样品组Ⅰ的结构

进行测试，样品深度 5 nm，工作电压 12 kV，灯丝

电流 6 mA，全谱扫描通能为 150 eV；窄谱扫描通

能为 50 eV。标度参照脂肪碳的 C 1s（285 eV）。 

1.3.8  TG-DSC 测定 

使用同步热分析仪在氮气气氛、温度范围为

30~300 ℃、升温速率为 5 ℃/min 的条件下对样品

组Ⅲ的热性能进行测试。 

1.3.9  数据处理 

使用 Windows 版 IBM SPSS Statistics 27 软件，

采用单因素方差分析（ANOVA）对实验数据进行处

理，并使用 Duncan 多重比较法进行显著性差异分

析，结果表示为“平均值±标准差”；讨论时使用平

均值。 

2  结果与讨论 

2.1  DES 对明胶溶液中蛋白质凝胶化的作用效果 

图 1 为样品组Ⅱ的凝胶化作用效果图。 
 

 
 

a—Gel; b—Gel+1-DES; c—Gel+2-DES; d—Gel+3-DES; e—

Gel+4-DES; f—Gel+5-DES; Gel 代表明胶溶液，下同 

图 1  样品组Ⅱ的凝胶化作用效果照片 

Fig. 1  Gelation effect pictures of sample group Ⅱ 
 

从图 1 可以看出，明胶溶液与不同 DES 作用后

凝胶化效果不同。其中，酸性的 Gel+2-DES（图 1c）

和 Gel+3-DES（图 1d）与明胶作用后溶液的透明度

最高，溶液倾斜角最大，即 2-DES 和 3-DES 的凝胶

化作用最弱，原因可能是 2-DES 和 3-DES 的酸性环

境使明胶结构强度降低，原本的凝胶网络松散，稳

定性下降；中性的 Gel+4-DES（图 1e）和 Gel+5-DES

（图 1f）与明胶作用后溶液的透明度明显升高，且

溶液倾斜角最小，表明 4-DES 和 5-DES 的凝胶化作

用显著增强；弱碱性的 1-DES（图 1b）与明胶作用

后溶液 倾斜 角与透 明度 均高于 Gel+4-DES 和

Gel+5-DES，表明 1-DES 的凝胶化作用弱于 4-DES

和 5-DES。 

图 2 为样品组Ⅳ的透射比和 pH 变化测定结果。 

从图 2 可以看出，样品组Ⅳ在 450 和 620 nm 下

的透射比与图 1 的透明度变化趋势一致。5 种 DES

的加入均使明胶溶液的透射比升高。酸性的 2-DES

和 3-DES 与明胶作用后溶液的透射比最高，在 450 nm

下，其透射比由 Gel 的 91.8%增加至 Gel+2-DES 和

Gel+3-DES 的 98.9%和 98.6%。且 Gel+2-DES 和

Gel+3-DES 的 pH 从 Gel 的 5.2 降至 1.5 和 1.6；

Gel+4-DES 和 Gel+5-DES 的 pH 为 5.2 和 5.3，与 Gel

比波动不大；而 Gel+1-DES 的 pH 升至 6.1。在低

pH 环境中，明胶表面带有净正电荷，会抑制紧密螺
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旋的形成，降低物理交联网络密度，促进明胶分子

更有效地分散在水中，形成透明度较高的溶液。 
 

 
 

图 2  样品组Ⅳ的 450、620 nm 的透射比和 pH 
Fig. 2  Transmittance ratios at 450 and 620 nm and pH of 

sample group Ⅳ 
 

图 3 为样品组Ⅳ中经 pH 调节后的 Gel 和 Gel+ 

5-DES 的凝胶化作用效果图。 
 

 
 

b、d—pH=1.5；c—pH=5.3 

图 3  Gel（a）、经 pH 调节后的 Gel（b、c）和 Gel+5-DES

（d）的凝胶化作用效果照片 
Fig. 3  Gelation effect pictures of Gel (a) as well as Gel (b, 

c) and Gel+5-DES (d) after pH adjusting 
 

从图 3 可以看出，pH=1.5 的 Gel 溶液凝胶化效

果与 Gel+2-DES（图 1c）和 Gel+3-DES（图 1d）相

近，透明度升高，凝胶化效果较差，即酸性 DES 对

明胶溶液的影响主要为 pH 效应；pH=5.3 的 Gel 溶

液透明度与未调节 pH 的 Gel 溶液相近，但凝胶化

效果弱于 Gel+4-DES（图 1e）和 Gel+5-DES（图 1f），

表明中性 DES 能够促进明胶溶液凝胶化作用；Gel

在中性 DES（5-DES）与 pH=1.5 的酸性环境的共同

作用下，透明度显著升高，凝胶化效果优于 Gel，

但相较于 Gel+5-DES（图 1f），未改变 pH 环境下的

Gel 与 5-DES 作用的凝胶化效果更好，表明低 pH 与

中性 DES 共同作用时，pH 效应强于 5-DES 对 Gel

溶液的作用，阻碍了 5-DES 对 Gel 溶液凝胶作用的 
 

促进效果。 

综合图 2 和图 3 表明，加入中性 DES 后，明胶

溶液 pH 环境与其作用后的等电点相近，是影响凝

胶行为的重要因素；此外，DES 在明胶溶液中解离

水合，HBD 和 HBA 分别与明胶中两性基团形成新

的氢键[13]，重建新的交联网络结构，能够促进明胶

的凝胶行为。 

2.2  DES 对明胶溶液等电点和粒径影响 

2.2.1  DES 对明胶溶液 Zeta 电位的影响 

图 4 为样品组Ⅴ明胶溶液的 Zeta 电位测试结果。 
 

 
 

图 4  样品组Ⅴ的 Zeta 电位 

Fig. 4  Zeta potential of sample group Ⅴ 
 

从图 4 可以看出，不同 DES 与明胶溶液作用前

后，Zeta 电位曲线变化趋势一致。当 Zeta 电位>0 mV

后，Gel+x-DES 的 Zeta 电位低于 Gel；当 Zeta 电位

<0 mV 时，随 pH 的升高，Gel+x-DES 的 Zeta 电位

逐渐降低。 

表 2 为样品组Ⅴ明胶溶液的等电点计算结果。 
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表 2  样品组Ⅴ的等电点 

Table 2  Isoelectric point of sample group Ⅴ 

 Gel 
Gel+ 

1-DES 
Gel+ 

2-DES
Gel+ 

3-DES 
Gel+ 

4-DES
Gel+

5-DES

等电点 4.7 5.2 4.6 4.5 5.5 3.9 

 

从表 2 可以看出，Gel 的等电点为 4.7，属于碱

法制得的明胶等电点范围。Gel+1-DES 的等电点为

5.2，而 Gel+2-DES 和 Gel+3-DES 的等电点（4.6 和

4.5）较 Gel 略低。根据 SHIGEYO 等[14]的研究，当

pH 偏离等电点时，由于排斥电荷的增加，明胶表面

电荷分布变化会抑制分子间螺旋结构的形成，改变

明胶空间网络结构。DES 进入明胶溶液后，发生解

离水反应生成胆碱阳离子与不同的阴离子，碱性

DES（1-DES）主要是由胆碱阳离子与明胶的酸性基

团发生反应，降低明胶阴离子基团的活性，使其等

电点升高；酸性 DES（2-DES 和 3-DES）主要是由

各阴离子与明胶的碱性基团反应，降低了明胶阳离

子基团的活性，使其等电点降低[15]。 

Gel+4-DES 和 Gel+5-DES 的等电点（5.5 和 3.9）

较 Gel 出现不同的变化趋势。这是因为，4-DES 中

单个甘油分子中的羟基数量少于 5-DES 组分中单个

山梨醇分子中的羟基数量，而实验中所使用的碱性

水解胶原在生产过程中脱酰胺作用显著，具有较多

的游离羧酸基团。因此，4-DES 分子羟基可能与酸

性基团发生反应，而 5-DES 中山梨醇分子中较多的

羟基官能团除了与酸性基团反应之外，还能够与蛋

白质中的碱性基团作用，使其等电点降低。 

2.2.2  DES 对明胶溶液粒径的影响 

图 5 为样品组Ⅰ溶液的粒径测试结果。 

从图 5 可以看出，不同 DES 的加入使 Gel 的粒

径分布峰两侧出现平缓的扩展。同时，粒径分布峰

的峰值变钝。但 Gel+2-DES、Gel+3-DES 和 Gel+ 

1-DES 的特征峰数量未发生改变。而 Gel+4-DES 和

Gel+5-DES 的粒径分布峰在<10 nm 侧出现明显的第

3 个特征峰。同时，最大粒径增大到 1000 nm 以上，

分布范围扩大。粒径较小的粒子具有更大的比表面

积，更高的表面活性；粒径较大的粒子内部原子或

分子之间的结合力更强、更稳定，这与中性 DES 作

用后 Gel 表现出更稳定的凝胶作用结果相一致（图

1e、f）。这是因为，液相明胶中的蛋白质相较于固

体明胶，空间结构聚集度较低。DES 具有较强的氢

键破坏能力，能够破坏蛋白质内部交联网络中原有的

氢键，使其形成新的聚合物。已有研究[16]表明，将

DES 应用于蛋白质的提取，提取后的 DES 相显示出

比蛋白质溶液更大的颗粒尺寸，表明形成了蛋白质- 

DES 聚合物。 

 
 

图 5  样品组Ⅰ明胶溶液的粒径分布曲线 
Fig. 5  Particle size distribution curves of gelatin solution 

in sample group Ⅰ 

 
图 6 为样品组Ⅰ保存不同时间的粒径分布图。 

从图 6 可以看出，加入不同 DES 后，Gel 溶液

的粒径随时间的变化均发生不同程度的收敛，相同

酸碱性 DES 作用后，分布峰收敛趋势相近，表明酸

碱性相同的 DES 溶液对 Gel 的作用机制一致。作用

时间由 1 h 增长至 4 h 时，Gel+2-DES、Gel+3-DES

的粒径分布峰明显收敛，但分布峰峰值仍小于 Gel，

表明酸性 DES 作用于 Gel 溶液稳定性较弱。

Gel+4-DES 和 Gel+5-DES、Gel+1-DES，在氢键重

组致使粒径峰发生收敛后，仍存在＜10 nm与＞1000 

nm 的粒子，表明中性和弱碱性 DES 与 Gel 作用的

稳定性较强。已有研究[17]表明，酸性 DES 生成氢键

的能力更强，但其氢键数量少，破坏效率低；中性

和碱性 DES 的极性大于酸性 DES，更适合用于提取

蛋白，这与粒径分布图中所观察到的结果相一致。 
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图 6  不同时间下 DES 作用于明胶溶液的等效粒径分布

曲线 
Fig. 6  Equivalent particle size distribution curves of gelatin 

solution treated with DES at different times 
 

2.3  DES 对明胶溶液空间结构光谱的影响 

图 7 为样品组Ⅰ的 UV-Vis 吸收光谱。 
 

 
 

图 7  样品组Ⅰ的 UV-Vis 吸收光谱 

Fig. 7  UV-Vis adsorption spectra of sample group Ⅰ 

从图 7 可以看出，样品组Ⅰ各样品在 210 nm 左

右具有强吸收峰，这是因为，明胶中存在 C==O、

CO—NH2、—COOH 等发色基团[18-19]。Gel+3-DES

在 270 nm 处的强吸收峰是由 3-DES 组分中对甲苯

磺酸内的苯环引起的。Gel+2-DES、Gel+3-DES 的

紫外吸收峰明显红移且增强，这是因为，Gel 中蛋

白质由于酸性 DES 的加入，其疏水性降低，肽链延

长[20-21]。Gel+1-DES 和 Gel+4-DES、Gel+5-DES 在

210 nm 处的吸收峰轻微蓝移，这是因为，中性和碱

性 DES 对明胶溶液中蛋白质生色团产生影响，相互

作用导致蛋白质肽链伸展，结构发生变化[22]。 

图 8 为样品组Ⅰ的 FTIR 谱图。 
 

 
 

图 8  样品组Ⅰ的 FTIR 谱图 

Fig. 8  FTIR spectra of sample groupⅠ 
 

从图 8 可以看出，3433 cm–1 处峰为酰胺 A 带的

N—H 键的伸缩振动，其与氢键的缔合程度密切相关，

酰胺 A 带峰红移，表明分子中氢键被轻微破坏。

1628 cm–1 处峰为酰胺Ⅰ带的 C—O 键的伸缩振动，

1436 cm–1处为酰胺Ⅱ带的N—H键的面内弯曲振动和

C—N 键的伸缩振动[23]，蛋白质的酰胺键变化会导致二

级结构发生变化[24]。样品组Ⅰ的 N—H 键吸收峰蓝移，

即明胶与 DES 中官能团形成新的氢键；N—H 键的面

内弯曲振动和 C—N 键的伸缩振动吸收峰发生蓝移，

即明胶的蛋白质二级结构及蛋白质骨架发生变化[25]。 

表 3 为 FTIR 谱图中 1700~1600 cm–1 范围数据的

高斯拟合所得明胶内二级结构含量[26]的变化结果。 

α-螺旋（1664~1646 cm–1 内单峰）、β-折叠（1637~ 

1610 cm–1 内单峰）与无规则卷曲（1645~1637 cm–1

内单峰）和 β-转角（1670~1664 cm–1 内单峰）相比，

是刚性更强、更有序的结构形式。从表 3 可以看出，

Gel+2-DES、Gel+3-DES 的 β-折叠含量（17.94%、

27.28%）较 Gel（33.40%）降低，α-螺旋含量（26.85%、

35.81%）较 Gel（20.89%）增加。Gel+2-DES 刚性

结构（α-螺旋+β-折叠）含量（44.79%）与 Gel（54.29%）

相比明显降低；3-DES 由于苯环存在，易形成新的 
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环状结构，故增加了 Gel+3-DES 的刚性结构含量

（63.09%）。Gel+4-DES 和 Gel+5-DES 的无规则卷

曲含量（0.86%和 0.17%）与 Gel（16.75%）相比，

大幅减少，表明无规则卷曲形式中的氢键被破坏，

DES 与其形成新的氢键，使刚性二级结构 β-折叠与

α-螺旋含量增加至 70.86%和 70.67%，其中 β-折叠含

量的增幅较大。结合样品组Ⅰ的 UV-Vis 谱图（图 7）

表明，中性 DES 能够使明胶溶液中无规则卷曲结构

伸展转变为更有序的刚性结构[27]。 

图 9 为样品组Ⅰ的 CD 光谱。 
 

表 3  样品组Ⅰ的蛋白质二级结构含量 

Table 3  Protein secondary structure contents of sample group Ⅰ 

蛋白质二级结构含量/% 
样品组 I 

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲 α-螺旋+β-折叠 

Gel 20.89±0.62d 33.40±0.16e 28.96±0.54ab 16.75±0.09a 54.29±0.07d 

Gel+1-DES 19.36±0.84d 34.94±0.24c 23.60±0.32d 22.10±0.76b 54.30±0.52e 

Gel+2-DES 26.85±1.05c 17.94±0.52f 28.17±0.10c 27.04±0.42a 44.79±1.14bc 

Gel+3-DES 35.81±0.47a 27.28±0.08d 17.99±0.35e 18.92±0.91c 63.09±0.82c 

Gel+4-DES 28.87±0.24b 41.99±0.92b 28.28±0.06bc 0.86±1.22d 70.86±0.30a 

Gel+5-DES 27.25±0.23c 43.42±0.14a 29.16±0.13a 0.17±0.24d 70.67±0.10ab 

注：表中同一列数据不同小写字母代表显著性差异（P<0.05）。 

 

 
 

图 9  样品组Ⅰ的 CD 光谱 

Fig. 9  CD spectra of sample group Ⅰ 
 

从图 9 可以看出，185~245 nm 为远紫外 CD 光

谱，是肽链的吸收峰波长，主要反映蛋白质分子主

链的构象信息，222 和 208 nm 处两个负峰对应于 α-

螺旋结构特征区域；217 nm 处一个正峰对应于 β-

折叠结构特征区域；200 nm 处一个负峰对应于无规

卷曲结构特征区域[28]。样品组Ⅰ中蛋白质的化学环

境发生变化，导致 α-螺旋与 β-折叠结构特征区域均

发生蓝移，表明蛋白质内氢键结构发生变化，影响

二级结构的稳定性，使 α-螺旋结构减少，β-折叠或

无规卷曲的比例增加。 

图 10 为 CD 光谱数据经 Dichr Web 网站计算拟

合明胶的二级结构含量结果。从图 10 可以看出，

Gel+2-DES、Gel+3-DES 的 α-螺旋含量显著增加；

Gel+1-DES 和 Gel+4-DES、Gel+5-DES 的刚性结构

（α-螺旋+β-折叠）含量显著增加。由于 FTIR 与 CD

在测试原理、测量范围和灵敏度方面存在差异，因而

导致测试结果不完全一致[29]，但两种测试方法均能

得到刚性结构（α-螺旋+β-折叠）含量显著增加，表

明 α-螺旋和 β-折叠结构在促进明胶溶液凝胶化过程

中发挥着重要作用。 
 

 
图 10  样品组Ⅰ的蛋白质二级结构含量 

Fig. 10  Protein secondary structure contents of sample group Ⅰ 
 

α-螺旋和 β-折叠结构通过氢键维持构象，其含量

增加意味着更多的氢键形成，因此增强了蛋白质结构

的刚性和稳定性[30]。其中，α-螺旋通常将疏水性残基

包裹在内，因此，α-螺旋增加能够形成更紧密的疏水

核心，是三级结构稳定的关键因素；β-折叠结构的增

加有助于保护疏水核心，当这两种结构的含量之和增

加时，对蛋白质三级结构，尤其是折叠的影响显著，

更有助于维护三级结构的完整性。综上所述，

Gel+4-DES与 Gel+5-DES的 α-螺旋与 β-折叠结构含量

大幅增加，是加强蛋白质三级结构中折叠构象含量的

关键因素，间接促进了疏水作用，强化了蛋白质空间

交联网络，增强了明胶溶液凝胶作用。 

Gel+2-DES、Gel+3-DES 的环境 pH 降低使带负

电的酸性氨基酸的侧链获得质子，减少了表面负电
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荷，削弱了同种电荷之间的排斥，促进了氨基酸残

基间氢键的形成，有利于稳定 α-螺旋结构[31]。但大

量增加的 α-螺旋使蛋白质内疏水侧链包裹更加严

密，减少了疏水侧链的暴露，减弱了疏水作用驱动

的聚集[32]，抑制了明胶溶液的凝胶化。 

图 11 为样品组Ⅰ的高分辨 XPS 谱图。 
 

 
 

a—C 1s；b—N 1s；c—O 1s 

图 11  样品组Ⅰ部分样品的高分辨 XPS 谱图 

Fig. 11  High-resolution XPS spectra of some samples in sample group Ⅰ 

 
从图 11a 的 C 1s 高分辨 XPS 谱图可以看出，Gel

在结合能 288.25 eV 处峰对应酰胺碳[33]；Gel+2-DES

未出现酰胺碳特征峰，结合能 286.43 eV 处峰对应 sp2

碳单独与氮结合形成的==C—NH，表明酸性 DES 作

用后，明胶内酰胺键断裂，蛋白质结构被破坏。

Gel+1-DES 和 Gel+4-DES 在结合能 288.25 eV 处峰对

应酰胺碳，288.10 eV 处峰对应于“羧基型”O==C—

OH 和 NH2—C==O 中的碳。结合 CD 色谱（图 9）与

FTIR 谱图（图 8）分析结果，酰胺键是 β-折叠结构的

基础，表明中性与碱性 DES 能够影响酰胺键，形成肽

链间的氢键[34]，促进 β-折叠结构的形成。已有研究[35]

表明，胆碱阳离子能够增加蛋白质骨架周围的水密度，

帮助蛋白质保留折叠结构。 

从图 11b 的 N 1s 高分辨 XPS 谱图可以看出，

各样品在结合能 402.50 eV 处峰对应季铵盐中季氮

结构，Gel+1-DES 和 Gel+4-DES 出现 C—NH—C 键

以及 C==NH 质子化的 C==NH2
+基团，这是因为，DES

在明胶溶液中解离水合，增加了溶液的离子强度，

影响蛋白质的电荷分布和构象，使 C==NH 基团发生

质子化。 

从图 11c 的 O 1s 高分辨率 XPS 谱图可以看出，

各样品在结合能 531.9 eV 附近特征峰对应蛋白质中

羧基结构，DES 的加入使羧基中氧的电子云密度增

加，结合能降低约 0.5 eV，但仍保持羧基的结构。 

2.4  DES 对明胶热性质的影响 

表 4 为样品组Ⅲ的熔融温度（Tm）及相应熔融

焓（ΔH）。 

从表 4 可以看出，与 DES 作用后 Gel 的 ΔH 均

明显增长，Gel+2-DES 的 Tm（183.4 ℃）下降，Gel+ 

1-DES 和 Gel+4-DES 的 Tm（259.3 和 267.2 ℃）均

升高。Tm 的降低表明，明胶内部氢键和疏水作用被

破坏[36]，即 2-DES 使 Gel 内部交联结构分散。此外，
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已有研究[37]表明，明胶凝胶强度与其焓变值之间存

在显著关系，凝胶强度越高，焓变值越大。因此，

4-DES 对 Gel 凝胶强度的增强效果最佳。 
 

表 4  样品组Ⅲ的熔融温度及相应熔融焓 
Table 4  Melting temperature and corresponding melting 

enthalpy of sample group Ⅲ 

样品组Ⅲ热参数 
项目 

Gel Gel+1-DES Gel+2-DES Gel+4-DES

Tm/℃ 229.2 259.3 183.4 267.2 

ΔH/(J/g) 43.44 1364.00 128.90 1899.00 

 
图 12 为样品组Ⅲ的热分析曲线。 

 

 
 

a—DSC 曲线；b—TG 曲线；c—DTG 曲线 

图 12  样品组Ⅲ的热分析曲线 

Fig. 12  Thermal analysis curves of sample group Ⅲ 

 
从图 12a 的 DSC 曲线可以看出，Gel+2-DES 和

Gel+4-DES 的玻璃化转变温度（56.25、65.54 ℃）

显著降低。在材料科学中，疏水性增强会导致材料

内部分子间的相互作用发生变化，分子间的结合力增

强，会削弱分子链的运动能力，降低玻璃化转变温

度[38]。DES 中 HBD 和 HBA 均能与明胶中—NH—

上的 H 原子和—C—O—上的 O 原子相互作用形成

氢键[39]，改变明胶二级结构含量，间接影响三级结

构，改变疏水作用。Gel+2-DES 由于酸性条件对蛋

白质的破坏导致结构松散，增加了系统的自由体积，

使分子间相互作用减弱，致使玻璃化转变温度大幅

降低。Gel+4-DES 疏水作用增强，影响分子链的柔

性，导致了玻璃化转变温度的降低。 

热重分析用于评估不同条件下明胶的热稳定

性，较小的质量损失和较高的残余质量代表着更好

的热稳定性[40]。由图 12b、c 可见，在 300 ℃时，

Gel+4-DES 的残余质量略高，质量损失略少，表明

4-DES 与 Gel 形成了新的氢键网络结构，减少了质

量损失，提高了热稳定性，这与明胶空间结构变化

结果一致。 

3  结论 

（1）不同酸碱性 DES 的加入影响明胶溶液的凝

胶作用。中性 DES 对明胶溶液凝胶化具有明显的调

控作用，能从蛋白质二级结构、分子构象与疏水作

用多方面改变明胶溶液的凝胶程度。 

（2）酸性 DES 的加入，能够显著改变明胶溶液

的化学环境。通过提供强酸性环境，酸性 DES 可以

使明胶溶液的 pH 远低于蛋白质等电点，由此破坏

了明胶化学结构，使无规则卷曲含量增加，凝胶网

络结构松散，失去凝胶特性。 

（3）中性 DES 的加入对明胶溶液化学环境的影

响较小，可以保持明胶溶液 pH 环境处于等电点附

近，促进凝胶化作用，并由 DES 的 HBD 和 HBA 发

挥主要作用。DES 的 HBD 和 HBA 破坏了蛋白质内

部原有氢键，增加了蛋白质二级结构中刚性结构（α-

螺旋+β-折叠）的含量，间接增加了蛋白三级结构中

折叠构象含量，增强了疏水作用及热稳定性，形成新

的空间交联网络，实现对明胶溶液凝胶作用的调控。 
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