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摘要：针对明胶分子链刚性差，单一组分制备的凝胶机械性能和保水性较差，降解速率快的问题，该研究以明胶为原料，柠檬

酸为交联剂，利用疏水性物质硬脂酸对其进行改性，制备明胶-柠檬酸-硬脂酸（Gelatin-Citric Acid-Stearic Acid，GA-CA-SA）复合凝

胶。以压缩强度为响应值优化了明胶-硬脂酸复合凝胶的制备工艺条件，利用扫描电子显微镜观察其形貌、红外光谱仪对化学结构进

行了表征，并对其进行了细胞毒性评价和姜黄素缓释研究。结果表明：最佳工艺参数为硬脂酸浓度0.013 g/L，柠檬酸浓度0.015 g/mL，

温度69 ℃，在此条件下制备的GA-CA-SA复合凝胶压缩强度为99.05 kPa，较明胶（Gelatin，GA）凝胶压缩强度（45.55 kPa）来说，

力学强度提高了117%。红外光谱表明，由于柠檬酸的交联作用，改变了明胶的二级结构，使得形成的GA-CA-SA复合凝胶，亲水性

的明胶排列在外面，疏水性的硬脂酸包裹在里边，形成了规则的孔隙结构。且无细胞毒性，对姜黄素具有较好的缓慢释放的效果。 
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Abstract: In order to enhance the mechanical properties of gelatin gel and expand its application value, gelatin-citric acid-stearic acid 

composite gel was prepared by using gelatin as raw material, citric acid as cross-linking agent and stearic acid as additive. The preparation 

conditions of composite gel were optimized with compressive strength as the response value. The morphology of the composite was observed 

with a scanning electron microscope (SEM), the chemical structure was characterized by infrared spectroscopy (FT-IR), and the cytotoxicity and 

curcumin release were studied. The results showed that the optimized process conditions were as follows: the quality of stearic acid was 0.013 

g/mL, the quality of citric acid was 0.015 g/mL, and the temperature was 69 .℃  The mechanical strength of the gelatin-stearic acid composite 

gel (99.05 kPa) prepared under the optimal conditions was 117% higher than that of the single component gelatin gel (45.55 kPa). The FT-IR 

spectrum analysis showed that the secondary structure of gelatin was changed due to the cross-linking effect of citric acid, resulting in the 

formation of GA-CA-SA composite gel. The hydrophilic gelatin was arranged outside and the hydrophobic stearic acid was wrapped in it. Inside, 

a regular pore structure was formed. It has no cytotoxicity and has a good slow release effect on curcumin. 
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明胶（Gelatin，GA）是胶原蛋白的部分水解产物，

为一种天然两性生物高分子[1]，由于其可再生、成本

低、生物相容性和可生物降解性等特点广泛应用于食

品、医药等领域[2,3]。明胶除了持水性、成膜性、乳化

性、起泡性的特性外，还具有独特的凝胶性，是制备

凝胶的最佳原料[4,5]，明胶凝胶具有优异的生物相容

性、细胞粘附性、可生物降解性等特点。明胶分子链
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柔性差，单一组分制备凝胶时机械性能和保水性较差，

限制其应用[6-8]。明胶分子结构上有大量的羟基、羧基

和氨基，有利于与其他物质结合制备复合凝胶，

Guiseppe 等[9]利用海藻酸钠与明胶共混制备的凝胶可

提高机械性能，但制备凝胶降解速率快。Moreira 等[10]

利用乳酸和醋酸改性明胶，可增加复合凝胶的水分吸

收速率，但力学性没有提升。Tseng 等[11]制备了壳聚

糖-明胶复合凝胶，由于使用的交联剂是戊二醛，京尼

平，使得生物相容性方面出现弊端。硬脂酸（Stearic 
acid，SA）是一种疏水性极强的饱和脂肪酸，能够应

用到复合材料方面起疏水性的作用[12]，Sobhana 等[13]

将疏水性硬脂酸和亲水性纤维素通过连接剂层状双氢

氧化物（LDH），制得一种超疏水性复合材料。Khalifeh
等[14]通过在高纯度镁上涂覆硬脂酸，发现疏水涂层可

使高纯度镁的腐蚀速率降低 1000 倍以上，有效提高了

耐腐蚀性。硬脂酸疏水性强但存在水溶性差、复合时

分散不均匀等问题，从而限制其应用，如果能将二者

有效的融合形成复合凝胶，则可互补双方缺点，扩展

其应用范围。 
柠檬酸（Citric acid，CA）是一种常用的高分子

材料交联剂，可提供柠檬酸根和羟基，反应活性强、

无毒、容易降解[15,16]，用柠檬酸作交联剂制备的复合

凝胶表面均匀光滑、内部具有丰富的空隙、无细胞毒

性、具有良好的药物缓释效[17]。本文利用柠檬酸作为

交联剂，在酸性溶液中，明胶中质子化的氨基可与柠

檬酸根产生静电相互作用，羟基可与硬脂酸的羧基形

成大分子物质，将硬脂酸与明胶有机结合，制备得明

胶-柠檬酸-硬脂酸（GA-CA-SA）复合凝胶。以压缩强

度为指标采用响应曲面法优化复合凝胶制备条件，红

外光谱和电镜考察其结构，体外细胞相对增殖率（Cell 
relative growth rate，RGR）法研究其生物相容性。以

姜黄素（Curcumin，Cur）为模型化合物研究了药物缓

释性能。本研究为制备高力学强度、可降解和无毒性

复合凝胶材料提供了一种新途径，同时也为明胶基复

合凝胶在生物医用载药领域的应用提供了理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

明胶（CP）、硬脂酸（AR）、柠檬酸（AR）、乙二

醇（AR）、小鼠巨噬细胞（RAW）无血清培养基（DMEM 
basic(1X)，赛默飞世尔(苏州)仪器有限公司；细胞计数

试剂盒-8（CCK-8），北京科硕生物技术有限公司；姜

黄素，天津市光复精细化工研究所；Tween 80，国药集

团化学试剂有限公司；pH=7.4的缓冲溶液：取7.36 g三
聚磷酸钠溶于200 mL去离子水中，配得磷酸缓冲盐溶

液（PBS），取0.38 mL Tween 80溶液加入PBS中，超声

震荡溶解。 
WDW-05 型电子万能试验机，扬州市博尧试验机

械有限公司；Nicolet 6700 型红外光谱仪，深圳市瑞盛

科技有限公司；S-4800 型扫描电子显微镜，日本

Hitachi 公司；HF100 型三气培养箱，上海力申科学仪

器有限公司；Multiskan Ascent 型 MK3 酶标仪，上海

沛欧分析仪器有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  GA-CA-SA 复合凝胶的制备 

称取 2 g 明胶，在一定温度的恒温水浴中溶于 10 
mL 去离子水；然后称取一定量硬脂酸，加 1 mL 乙二

醇加热溶解，与明胶溶液共混，再加入一定量柠檬酸，

持续搅拌 2 h。混合均匀，倒入柱状模具中静置 12 h，
然后置于冰箱（4 ℃）中放置 24 h，-50 ℃真空冷冻干

燥 48 h，制得 GA-CA-SA 复合凝胶，GA-CA-SA 复合

凝胶表面均匀光滑，复合凝胶制备流程及实物图如图

1 所示。将 2 g 明胶溶于 10 mL 去离子水按上述方法

制备得对照组明胶（Gelatin，GA）凝胶。 
1.2.2  单因素试验 

以 GA-CA-SA 复合凝胶的压缩强度为考察指标，

研究硬脂酸浓度、反应温度、不同交联剂质量对

GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度的影响。 

 
图 1 GA-CA-SA复合凝胶的制备流程 

Fig.1 Schematic of the GA-CA-SA composite gel preparation 
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1.2.3  响应面实验设计 
在 单 因 素 试 验 的 基 础 上 ， 根 据 响 应 面

Box-Behnken 试验设计原理，明胶浓度为 0.2 g/mL，
以硬脂酸 SA 浓度（X1）、柠檬酸浓度（X2）、反应温

度（X3）3 个因素为变量，以 GA-CA-SA 复合凝胶的

压缩强度（Y）为响应值，设计三因素三水平实验，

因素与水平的取值见表 1。 
表1 Box-Behnken试验因素与水平 

Table 1 Box-Behnken factors and levels 

水平 
X1 X2 X3 

SA 浓度/(g/mL) CA 浓度/(g/mL) 温度/℃

-1 0.008 0.01 60 

0 0.012 0.015 70 

1 0.016 0.020 80 

1.2.4  GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度测试 
将直径 10 mm，高 10 mm 的柱状凝胶试样置于电

子万能试验机上，恒定位移速率 2 mm/min，测定复合

凝胶的压缩强度。当压缩应力达到屈服点时，复合凝

胶内部发生断裂，测试完成。压缩强度按照公式（1）
计算 

SFL /=                                （1） 
式中： 

L——压缩强度，Pa； 

F——压缩应力，N； 

S——试样的截面积，m2。 

1.2.5  GA-CA-SA 复合凝胶的结构表征 
扫描电子显微镜（SEM）观察：将冷冻干燥后的

GA凝胶与GA-CA-SA复合凝胶粉末真空表面喷金，在

电镜电压为30 kV下观察凝胶粉末表面形貌微观结构。 
红外表征：将制备的 GA 凝胶与 GA-CA-SA 复合

凝胶研磨成粉末，40 ℃下真空干燥 24 h，用 KBr 压片，

在 500~4000 cm-1范围内测定样品的红外吸收光谱。 
1.2.6  GA-CA-SA 复合凝胶细胞毒性实验 

按照 GB/T 16886.5-2003[18]将 GA-CA-SA 复合凝

胶粉末用无血清培养基于 37 ℃、无菌条件下浸提 24 
h，取浸提液利用无血清培养基分别配制浓度为 1 
mg/mL、2 mg/mL、3 mg/mL、4 mg/mL 的 GA-CA-SA
复合凝胶浸提液，备用。以 1 mL 无血清培养基为空

白对照。 
细胞相对增殖率（Rrelative growth rate，RGR）测

定：将生长良好的 RAW 细胞以 100 μL/孔接种于 96
孔板，于 37 ℃、饱和湿度、5% CO2培养箱中培养 24 
h。分 5 组，每组两列，每列含 6 孔，分别加入 20 μL 
GA-CA-SA 复合凝胶浸提液（1 mg/mL、2 mg/mL、3 
mg/mL、4 mg/mL）和空白对照液。继续培养 24 h，

48 h，各选取一列孔，每孔加入 100 μL CCK-8 试剂，

震荡均匀，用酶标仪于 λ450 nm测定各孔吸光度值，计

算平均值。RGR 按照公式（2）计算： 
0/% / 100%iRGR A A S= × ±                 （2） 

式中： 

Ai——测试样吸光度值； 

A0——空白样吸光度值； 

S——相对偏差。 

RGR越大，细胞活性越强，说明制备的复合凝胶

毒性越小，生物相容性越好。RGR≥100%为0级，

75%~99%为1级，50%~74%为2级，25%~49%为3级，

1%~24%为4级，0为5级。 
1.2.7  GA-CA-SA 复合凝胶的药物缓释实验 

实验以水溶性较差、肠道难以吸收的姜黄素为模

型药物进行考察 GA-CA-SA 复合凝胶对姜黄素的缓

释性能。 
载姜黄素凝胶制备：在 1.2 实验中制备优化后的

GA-CA-SA 复合凝胶时，明胶溶解后加入 3 mg 姜黄

素磁力搅拌 40 min 至姜黄素溶解，然后再加硬脂酸及

柠檬酸，制得明胶-柠檬酸硬脂酸-姜黄素复合凝胶

（GA-CA-SA-Cur）。明胶溶解后只加入姜黄素，制得

明胶-姜黄素凝胶（GA-Cur）为对照。 
按照文献[19]绘制姜黄素的标准曲线得线性回归

方程（3）。姜黄素的浓度（Ci）按照回归方程计算 
)9.99(00392.000956.0 2 =−= RCA i          （3） 

体外缓释姜黄素实验：称取 1 g 的 GA-Cur 凝胶

和GA-CA-SA-Cur复合凝胶密封于经沸水煮过的透析

袋中，置于锥形瓶中，加入 50 mL 的缓冲液。在 37 ℃
的恒温振荡器中，以 100 r/min 的速率震荡，每隔一定

时间取 3 mL 缓冲液（同时用 3 mL 缓冲液补充进锥形

瓶）在 425 nm 测定吸光度值，按照公式（3），计算

姜黄素浓度，然后代入公式（4）、（5）、（6）计算凝胶

累积释放姜黄素率（Qi），绘制时间-累积释放率曲线，

考察缓释姜黄素性能。 

∑
=

−×+×=
n

i
ii CCW

1
1r 350                   （4） 

bmaWr /0 =                              （5） 

%100
0

×=
r

r
i W

WQ                           （6） 

式中： 

Wr——第 i 次取样时累积释放姜黄素量，µg； 

Ci——第 i 次取样时测得的姜黄素浓度，µg/mL； 

a——姜黄素的质量，μg； 

b——凝胶总质量，μg； 
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m——姜黄素加入的总量，μg； 

Wr0——凝胶中姜黄素的实际含量，µg； 

Qi——第 i 次取样时释放姜黄素的百分率。 

1.2.8  数据处理 
利用 Minitab 17 进行回归拟合分析，p<0.01 为回

归方程拟合度好。 

2  结果与讨论 

2.1  响应曲面法实验结果 

2.1.1  SA 质量对复合凝胶压缩强度的影响 
在柠檬酸浓度 0.015 g/mL，温度 70 ℃的条件下研

究硬脂酸浓度（0.004、0.008、0.012、0.016、0.020 g/mL）
对 GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度的影响，结果如图 2
所示。 

 

图2 SA质量对GA-CA-SA复合凝胶压缩强度的影响 

Fig.2 Effect of SA mass on the compression strength of 

GA-CA-SA composite gel 

从图 2 可以看出，随着硬脂酸质量的增加，

GA-CA-SA复合凝胶的压缩强度均呈先增加后减小趋

势。GA-CA-SA 复合凝胶在 SA 浓度为 0.016 g/mL 时，

压缩强度达到最大值 101.442 kPa。明胶中含有大量的

蛋白质分子，溶液酸度（pH=4.7）小于明胶的等电点

（pI=4.9），明胶中羧基解离受到抑制，氨基质子化，

此时明胶为聚阳离子分子。在 GA-CA-SA 复合凝胶

中，柠檬酸根是一种带 3 个羧基的阴离子，柠檬酸根

与质子化的氨基产生静电相互作用，羟基与硬脂酸羧

基端相互作用。交联剂将亲水性的明胶和疏水性的硬

脂酸进行了有机结合，硬脂酸有效、均匀的掺入复合

凝胶中，在应力作用下，促进了明胶大分子链的移动，

增加了分子间网络阻力，增加了分子间作用力，降低

了明胶的亲水性，使得复合凝胶压缩强度增强。实验

中发现，SA 添加量较少时，对复合凝胶的力学强度

有所增加但未得到充足的发挥，当 SA 浓度达到 0.020 
g/mL 时，由于其溶解度低，会在复合凝胶溶液中发生

凝结现象，难以均匀分散形成匀相状态，可能会破坏

了凝胶内部分子结构，抑制力学性能的增强。因此，

硬脂酸的适宜浓度范围为 0.008~0.016 g/mL。 
2.1.2  反应温度对复合凝胶压缩强度的影响   

在硬脂酸浓度 0.012 g/mL，柠檬酸浓度 0.015 
g/mL 的条件下，比较不同温度（60、65、70、75、80 ℃）

对 GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度的影响，结果如图 3
所示。由图可知，随着温度的增加，GA-CA-SA 复合

凝胶的压缩强度均呈先增加后减小趋势。在 70 ℃时，

各复合凝胶的压缩强度均达到最大值，分别为 97.49 
kPa。分析原因为：温度的高低决定分子间作用力的强

弱，明胶的溶解温度为 60 ℃以上，温度较低时，明

胶难以充分溶解，硬脂酸难以均匀的分散到凝胶溶液

中。温度较高时，可能会破坏明胶中蛋白质部分二级

键的存在，对复合凝胶内部结构产生影响，使得复合

凝胶内部结构被破坏，导致凝胶力学强度下降。因此，

制备 GA-CA-SA 复合凝胶温度的适宜变化范围为

60~80 ℃。 

 
图3 温度对GA-CA-SA复合凝胶压缩强度的影响 

Fig.3 Effect of temperatures on the compression strength of 

GA-CA-SA composite gel 

2.1.3  CA 质量对 GA-CA-SA 复合凝胶压缩强

度的影响 

 

图4 CA质量对GA-CA-SA复合凝胶压缩强度的影响 

Fig.4 Effect of CA mass on the compression strength of 

GA-CA-SA composite gel 

在硬脂酸浓度 0.012 g/mL，温度 70 ℃条件下，比

较柠檬酸浓度（0.005、0.010、0.015、0.020、0.025 g/mL）
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对 GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度的影响。 
不同 CA 质量对 GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度

的影响如图 4 所示。可以看出，随着柠檬酸质量的

增加，复合凝胶的压缩强度先增加后趋于平缓。分

析原因为：增加交联剂用量增大了复合凝胶的交联

密度，使凝胶内部结构更加致密，抑制明胶大分子

链移动，水分子不易渗透到凝胶内部达到平衡，吸

水性降低，故压缩强度逐渐增加。柠檬酸用量超过

1.49 wt%时，压缩强度变化甚微。这可能是由于凝

胶体系达到了静电平衡状态，分子间作用充分，交

联趋于平衡状态。 

2.2  响应曲面法实验结果 

表2 实验方案与结果 

Table 2 The experimental scheme and results 
Factor X1/g X2/g X3//℃ Y/kPa 

1 1 0 -1 79.688

2 1 0 1 83.459

3 0 1 1 75.621

4 -1 0 -1 73.950

5 0 0 0 95.560

6 0 -1 -1 74.832

7 -1 -1 0 68.056

8 0 -1 1 69.887

9 0 0 0 98.654

10 1 1 0 77.925

11 -1 1 0 70.955

12 0 1 -1 80.236

13 1 -1 0 72.550

14 -1 0 1 71.256

15 0 0 0 100.580

利用 Box-Behnken[20]试验设计 15 个试验，结果见

表 2。其中 12 个析因点，3 个零点。 
利用 Minitab 17 进行回归拟合分析，得到压缩强

度的回归方程为： 
Y=98.26+3.676X1+2.427X2-1.060X3-11.97X1

2-13.9
2X2

2-9.20X3
2+0.62X1X2+1.62X1X3+0.08X2X3。对模型

方程进行回归分析如表 3，方差分析如表 4。 
由表 3 可知；各因素对复合凝胶压缩强度的影响

依次为：硬脂酸质量>柠檬酸质量>温度。其中，X1
2、

X2
2 、X3

2 影响极显著（ p<0.01) 。表 4 可知：

F=25.60>F0.05(9,3)=8.81，p=0.001<0.01，表明该模型极

显著，模型的决定系数 R2为 97.88%，表明说明回归

方程拟合度好，可对实验结果进行理论预测。 
两因素交互作用对复合凝胶压缩强度的影响响应

曲面图如图 5 所示。由图 5 可以看出每两个因素的交

互作用对复合凝胶压缩强度的影响先升高后降低，响

应值呈抛物线趋势，回归方程有极大值，可以预测最

佳反应条件。利用 Minitab 软件优化得到最佳工艺条

件如图 6 所示。 
表3 回归方程偏回归系数的检验 

Table 3 Test of partial regression coefficients of regression 

equation 

回归系数 系数取值 T 值 P 值

常数 98.26 65.95 0.000

X1 3.676 4.03 0.010

X2 2.427 2.66 0.045

X3 -1.060 -1.16 0.298

X1
2 -11.97 -8.91 0.000

X2
2 -13.92 -10.36 0.000

X3
2 -9.20 -6.85 0.001

X1X2 0.62 0.48 0.652

X1X3 1.62 1.25 0.266

X2X3 0.08 0.06 0.951

   
图5 两因素交互作用对压缩强度的响应曲面图 

Fig.5 Response surface plots for operating parameters on compression  
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表4 回归方程各项的方差分析 

Table 4 Analysis of variance of regression equations 
方差来源 自由度 连续平方和 调整均方差 F 值 P 值 

模型 9 1534.51 170.501 25.60 0.001 

一次项 3 164.18 54.727 8.22 0.022 

X1 1 108.08 108.082 16.23 0.010 

X2 1 47.10 47.103 7.07 0.045 

X3 1 9.00 8.995 1.35 0.298 

二次项 3 1358.32 452.773 67.98 0.000 

X1
2 1 529.27 529.269 79.47 0.000 

X2
2 1 715.12 715.124 107.38 0.000 

X3
2 1 312.53 312.525 46.93 0.001 

交互项 3 12.01 4.003 0.60 0.642 

X1X2 1 1.53 1.533 0.23 0.652 

X1X3 1 10.45 10.449 1.57 0.266 

X2X3 1 0.03 0.027 0.00 0.951 

  R2 97.88% R2adj 94.05% 

 
图6 优化的最佳工艺条件 

Fig.6 Optimized technological condition  

由图 6 可知，GA-CA-SA 复合凝胶最佳的制备条

件为：硬脂酸浓度、柠檬酸浓度、温度分别为 0.013 
g/mL、0.015 g/mL、69 ℃时，压缩强度的预测值为98.68 
kPa。在该条件下进行 3 次平行实验进行验证，测得的

GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度平均值为 99.05 kPa，与
理论预测值相对误差为 0.38%，预测值可靠，拟合的

方程有效，在此条件下测得的横向应变 εx为 4.85 mm，

纵向应变 εy为 13.12 mm，对应的泊松比 μ=εy/εx=2.71。
在最佳条件下所测得 GA 凝胶压缩强度为 45.55 kPa，
与之相比，GA-CA-SA 复合凝胶压缩强度提高了

117%。这与 Michael Di Guiseppe 等人[21]制备的海藻酸

-明胶水凝胶在质量分数为 10 wt%时测定的弹性模量

相比强度 43 kPa 相比，压缩强度得到了极大的提高，

可用于软骨组织材料的应用。 

2.3  复合凝胶的结构分析 

2.3.1  GA-SA 微观结构分析 

   

   

图 7 GA凝胶与GA-CA-SA复合凝胶的扫描电镜图像  
Fig.7 SEM images of GA gel and GA-CA-SA composite gel  

注：a、b：GA 凝胶；c、d：GA-CA-SA 复合凝胶。 
GA 凝胶和 GA-CA-SA 复合凝胶的扫描电镜如图

7a、b 所示。由图 7a 可知，GA 凝胶放大 1000 倍呈不

规则的团簇状结构，表面粗糙，放大 5000 倍表面致密，

无明显孔隙。图 7b GA-SA 复合凝胶放大 1000 倍可以
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看出具有规则的疏松空隙结构，放大 5000 倍空隙更加

明显，这可能是由于加入交联剂柠檬酸后，硬脂酸被

均匀、有效地掺入复合凝胶内部，在应力作用下，明

胶大分子链被解聚，更多的水分子被引入凝胶内部，

经过冷冻干燥时，固态水在低真空度下升华，该温度

下明胶与硬脂酸分子为冻结状态，从而形成疏松的空

隙结构。该疏松的空隙结构可为药物运输以及细胞的

黏附、增殖和分化提供优良的环境。 
2.3.2  红外光谱分析 

 
图8 GA凝胶和GA-CA-SA复合凝胶的红外光谱图 

Fig.8 Infrared spectrum of GA gel and GA-CA-SA composite 

GA 凝胶和 GA-CA-SA 复合凝胶的红外光谱如

图 8 所示，其中，3381 cm-1 和 2922 cm-1 处分别是

O-H 键和 N-H 键伸缩振动吸收峰，GA-CA-SA 复合

凝胶中这两处吸收峰比 GA 凝胶吸收峰明显增强，这

可能是由于柠檬酸根与明胶中质子化的氨基产生静

电作用以及活性基团之间氢键作用的结果。881 cm-1

处是 C-C 键伸缩振动的吸收峰，GA-CA-SA 复合凝

胶同样在该处伸缩振动增强，进一步证明在柠檬酸作

用下硬脂酸与明胶发生交联后，硬脂酸中长链烷烃导

致的结果。 
明胶的红外吸收光谱主要由一系列酰胺模型的吸

收区组成[22]。其中在 1600~1700 cm-1为 amide I，为进

一步探讨形成 GA-CA-SA 复合凝胶后二级结构的变

化，对 GA 凝胶和 GA-CA-SA 复合凝胶红外图谱中酰

胺 I 带范围内的振动峰进行去卷积和曲线拟合处理，

结果如图 9a、9b 所示。按 Byler 和 Susi 酰胺 I 带蛋白

二级结构指认方法[23]（1600~1630 cm-1，β 折叠；

1630~1650 cm-1，无规则卷曲；1645~1665 cm-1，α螺
旋；1665~1685 cm-1，β转角）进行子峰峰位归属，计

算各子峰面积在总面积中的百分含量得二级结构的含

量如表 5。 

 

 
图9 GA凝胶和GA-CA-SA复合凝胶的酰胺I带红外拟合曲线 

Fig.9 Infrared fitting curve of amide I about GA gel and 

GA-CA-SA composite gel 

   
图 10 GA-CA-SA形成机理 

Fig.10 The formation mechanism of GA-CA-SA composite gel  

由表 5 可以看出，形成 GA-CA-SA 复合凝胶后，

二级结构发生了明显变化，其中 β转角结构增加最多，

可达 27.12%，α 螺旋增加了 3.97%。β折叠和无规则

卷曲结构相应减少，分别为 2.02%、21.72%。 

分析其原因可能是由于明胶凝胶的形成主要作

用力为链内氢键和链间氢键[24,25]。其中，Gly-Pro-、
Pro-（或 HPro）、-Gly-Pro-Pro 结构被认为是凝胶形

成的键接点，稳定了明胶的螺旋结构[26]。当加入硬
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脂酸和柠檬酸后，由于反应体系中的 pH 小于明胶的

等电点，明胶中氨基质子化，带正电荷，檬酸羧基端

与明胶中质子化的氨基以静电作用相互结合，柠檬酸

的羟基端与硬脂酸羧基端进行作用，改变了明胶的二

级结构及链内氢键和链间氢键，导致 β折叠和无规则

卷曲减少，β转角和 α螺旋增加。这样在形成凝胶时，

由于柠檬酸的交联作用，使得亲水性的明胶排列在外

面，疏水性的硬脂酸包裹在里边。具有较为规则的排

列方式，并形成了孔隙，进一步印证了 SEM 的微观

结构。柠檬酸交联明胶与硬脂酸可能的作用机理图

10 所示。 
表5 GA凝胶和GA-CA-SA复合凝胶二级结构相对百分含量 

Table 5 The relative percentage of secondary structure of GA 

gel and GA-CA-SA composite gel (%) 
Sample β-sheets Unordered α-helix β-turns

GA gel 12.83 39.94 39.88 7.35 
GA-SA gel 10.81 18.22 43.85 27.12

2.4  细胞毒性评价 

按照1.6进行实验，计算不同浓度GA-CA-SA复合

凝胶的细胞相对增值率结果如图11所示。 
由图11可以看出：浓度为1 mg/mL、2 mg/mL、3 

mg/mL、4 mg/mL的GA-CA-SA复合凝胶浸提液中细胞

生长24 h后RAR值分别为102.82%、106.53%、104.41%
和116.28%，再继续浸泡48 h后测得的RGR为122.01%、

129.22%、127.73%和132.29%，两个时间段内测得的

RAW细胞的RAR值均大于100%，细胞毒性为0级，随

着时间的延长，RGR增加。因此，GA-CA-SA复合凝胶

无毒，具有良好的生物相容性，可应用于药物缓释和

组织工程。 

 

图 11 不同浓度GA-CA-SA复合凝胶中细胞相对增值率 

Fig.11 The relative growth rate of cells at different 

concentrations of GA-CA-SA composite gel 

2.5  GA-SA复合凝胶的姜黄素缓释分析 

按照 1.7进行实验，GA-Cur凝胶和GA-CA-SA-Cur

复合凝胶缓释姜黄素的时间-累积释放率曲线如图 12
所示。图 12 可以看出，GA-Cur 凝胶和 GA-CA-SA-Cur
凝胶中的姜黄素均在初始阶段发生突释，随后平缓释

放。但在 48 h 之内，GA-CA-SA-Cur 凝胶的姜黄素释

放率明显低于 GA-Cur 凝胶，48 h 后都逐渐趋于平缓，

120 h 后 GA-Cur 凝胶和 GA-CA-SA-Cur 凝胶累计释药

率分别达到 92.32%和 98.60%，说明与 GA-Cur 凝胶相

比，GA-CA-SA-Cur 凝胶累计释药率略有所提高。对比

姜黄素在两种凝胶中的释放行为，姜黄素在

GA-CA-SA-Cur 复合凝胶中初始释放速率较慢，最终释

药率高。可能在柠檬酸交联后，复合凝胶中的明胶发

生静电作用的亲水基团减少，使复合凝胶的溶胀度下

降，从而释放姜黄素速率减缓，随着时间的增加累积

释药率达到最大而趋于平缓，这是因为随着时间的增

加，扩散使缓冲液浓度增加从而抑制了姜黄素的释放

作用；同时复合凝胶结构更加致密，使得姜黄素释放

速率减慢，起到缓释作用。 

 

图12 GA-Cur凝胶和GA-CA-SA-Cur复合凝胶缓释姜黄素的累积

释放曲线 

Fig.12 Cumulative release curve of curcumin in GA-Cur gel 

and GA-CA-SA-Cur gel 

3  结论 

以明胶为原料，柠檬酸为交联剂，利用疏水性物

质硬脂酸对其进行改性，制备了 GA-CA-SA 复合凝胶。

通过响应曲面法优化其最佳制备条件为：硬脂酸浓度

为0.013 g/mL，柠檬酸浓度为0.015 g/mL，温度为69 ℃。

此时压缩强度较明胶凝胶提高了 117%。红外光谱分析

表明，由于柠檬酸的交联作用，改变了明胶的二级结

构，β折叠和无规则卷曲减少，α螺旋和 β转角结构增

多。在形成 GA-CA-SA 复合凝胶时，亲水性的明胶排

列在外面，疏水性的硬脂酸包裹在里边，并形成了具

有孔隙的结构规则均匀的结构。另外细胞毒性及姜黄

素缓释分析表明制备的 GA-CA-SA 复合凝胶内部呈疏

松空隙结构，无细胞毒性，对姜黄素具有较好的缓慢

释放的效果，可以用作生物医药载体。 
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