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摘　要　环境中许多物理或化学因素可破坏头发角蛋白主要构成成分胱氨酸, 使其结构中二硫键发

生断裂转为带巯基的半胱氨酸, 半胱氨酸的含量可作为头发受损程度的评价依据。本文采用可与半胱氨酸

反应的荧光探针试剂 7-氯-4-硝基苯-2-口恶-1, 3-二唑( NBD-Cl) , 与头发纤维表面半胱氨酸反应并进行荧光

光谱分析, 探讨了反应的影响因素。结果显示, NBD-Cl可与头发表面的半胱氨酸残基反应, 反应产物具有

荧光性。对实验条件进行了优化,发现pH4. 5 为较适宜的反应酸度,此时NBD-Cl与半胱氨酸的巯基和氨基

均可反应, 表现为头发表面荧光强度较高。
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1　引言
环境中许多物理或化学因素可破坏头发角蛋白主要构成成分胱氨酸, 使其结构中二硫键发生

断裂转为带巯基的半胱氨酸
[ 1]
。例如,长时间的日光曝晒,基于化学药品处理的染发或烫发等。角蛋

白化学性质的改变,反映在头发纤维即机械强度下降,梳理性变差。因此头发角蛋白二硫键断裂的

情况一直被作为头发受损程度的评价依据。汞溴红着色法、铜吸附法通过测定巯基表征头发的损

伤,然而灵敏度较低。本文应用对蛋白质巯基敏感的荧光探针试剂NBD-Cl[ 2]直接标定头发表面巯

基,以期获得损伤情况下头发纤维表面化学性质改变的信息。

NBD-Cl是稳定的无荧光淡黄色固体,易溶于有机溶剂。NBD-Cl可作为氨基化合物的荧光衍

生试剂,它与其他亲核试剂特别是与巯基反应产生弱的荧光[ 3]。文献报道NBD-Cl与蛋白质中巯

基,氨基、酪氨酸羟基反应并在一定区域内产生弱的荧光。通过改变介质的pH 值,使其与不同的基

团反应,因而具有较大的应用范围[ 4, 5]。

本文拟采用市售冷烫精处理头发纤维,研究NBD-Cl 与胱氨酸二硫键断裂后产生的含巯基半

胱氨酸的反应条件。

2　实验部分

2. 1　药品及试剂

NBD-Cl( Alfa Aesar( r ) , Johnson M at they 公司产品, 99% )。柠檬酸,氢氧化钠,乙二胺四乙酸

二钠,醋酸钠等试剂均为分析纯。实验用水为去离子水。市售R型冷烫精。



2. 2　主要仪器设备

ShimazuRF-5301PC型荧光分光光度计(日本岛津公司) ;

BX51型荧光显微镜(日本奥林巴斯公司) ;

Y172型纤维切片机(国营常州纺织仪器厂)。

2. 3　头发样本制备

头发的清洗
[ 6]
。将无任何美发史黑色发样先用足量去离子水冲洗去除头发表面灰尘等污物,再

以无水乙醚萃取4h去除头发表面油污, 少量水润洗后空气中自然干燥备用。

冷烫头发:按商品说明书冷烫头发,即取适量头发水完全润湿后,加入适量的冷烫精,在35℃下

反应15—20min。此时头发纤维角蛋白的胱氨酸残基转为半胱氨酸。

头发的染色处理。取适量发样,浸没入NBD-Cl溶液,于一定温度下使两者反应。将反应后的发

样置于通风处自然阴干,待测。

2. 4　头发纤维荧光光谱测定

将一束头发纤维(约40—50根)置于自制的固体支架,斜45度置固体支架于荧光分光光度仪的

检测池内,确保激发光直接照射在头发纤维上, 并且尽量使照射面积固定。选择420nm 为激发光波

长,在450—700nm 波长范围扫描发射光谱。

2. 5　头发纤维横断面荧光显微镜观察
[ 7]

将头发纤维的横截面切片固定在载玻片上,选择绿色滤光片激发荧光,观察头发横截面切片的

荧光光斑并拍照。

3　结果与讨论

3. 1　头发纤维横断切片荧光显微镜观察

将冷烫头发进行NBD-Cl染色处理, 未冷烫处理的对照发样作同样处理。制头发纤维横断方向

切片,激发波长下观察头发横断面,显微图像见图1。从图1a 可见,对照发样染色较浅,主要染色区

域在头发纤维外表层。与图1a相比较,图1b显示纤维外表层染色较深,同时内层皮质荧光也明显强

于前者。

图 1　NBD-Cl 染色后头发纤维横断切片的荧光显微镜观察

1a——对照发样; 1b——冷烫发样。

头发主要成分为角质蛋白, 其氨基酸残基组成与所处头发解剖学位置有关,如胱氨酸在头发表

面含量最高。化学物质、光照等因素可破坏胱氨酸二硫键,使其转化为带有巯基的半胱氨酸。与半

胱氨酸巯基反应后形成的NBD-SR 具有荧光性, 由荧光显微图像可知, NBD-Cl可标记头发表面巯

基。
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3. 2　头发纤维的荧光光谱

以pH4. 5的NBD-Cl溶液浸染冷烫处理头发纤维,同样方法浸染未冷烫头发纤维。扫描发束荧

光发射光谱, 并设置冷烫头发作为空白对照。由图2可见,对照发束没有出现荧光发射峰,表明冷烫

后头发表面自身也不具有荧光性;未冷烫的头发与NBD-Cl反应后没有出现荧光发射峰,冷烫的与

NBD-Cl反应的头发样本在波数515nm 处出现了明显的荧光峰。用冷烫精冷烫头发会使头发表皮

胱氨酸的二硫键断裂,转化为半胱氨酸,半胱氨酸上的巯基与NBD-Cl 可以特异性结合,其产物具

荧光性。因此可以认为, NBD-Cl与冷烫头发表面的半胱氨酸在头发原位发生反应。

3. 3　pH对头发半胱氨酸与NBD-Cl反应的影响

用不同酸性的N BD-Cl溶液浸染冷烫剂处理的头发纤维, 扫描头发束的荧光发射光谱, 图3结

果表明, 最大发射峰随pH 值的改变发生位移。与文献溶液体系类似, pH4. 5时最大发射峰波长为

515nm
[ 2, 4] , pH4. 5时反应产生的荧光强度高于pH6. 0时。考虑到酸度过高对头发纤维本身影响,因

此选择pH4. 5为NB-DCl与半胱氨酸反应的适宜酸度。

图 2　头发纤维的荧光光谱

1——对照发束; 2——未冷烫发束; 3——冷烫发束。

图 3　pH 对头发半胱氨酸与NBD-Cl反应的影响

1——pH6. 0; 2——pH 2. 0; 3——pH4. 5。

4　结论
荧光探针试剂7-氯4-硝基苯-2-口恶-1, 3-二唑( NBD-Cl)可与头发表面的半胱氨酸残基反应, 反

应产物具荧光性。通过对反应体系pH 的优化, 可获得最佳的反应条件。
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Analysis of Cysteine on the Surface of Hair

Fibers with Spectrofluorescence

SU Jing　RAN Guo-Xia　YUAN Jian-Chang　ZHANG Dong-Dong

( S chool of Chemical and Mater ial E ngine ering , Jiangnan Univ ersity , No. 1800 L ihudadao,

W uxi , Jiang su 214122, P . R .Ch ina)

Abstract　 Many physical o r chem ical factors can affect the cysteine components in the

kerat in of human hair , w hich leads to the r aptur e o f disulfide bonds in cysteine and forms cysteine

w ith mercapto g roup. T hus the amount of cysteine pr oduct ion can be used as an index to assess

the extent of hair damage. In this paper a fluor escence probe, NBD-Cl, w as selected to study the

fo rmat ion o f cy steine in the surface of hair fibers w ith spect rof luo resence method. NBD-Cl

interact w ith both the mer capto and amino groups contained in cysteine, r esult ing f luorescence

complexes on the hair surfaces. React ion condit ions w ere opt imized. T he highest f luorescence

emission w as obtained at pH 4. 5.

Key words　Hair F ibers, Cy steine, NBD-Cl, Spectr ofluoresence.
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