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荧光法研究头发光损伤

曹蕊，
(江南大学化学与材料工

曹玉华’
程学院，江苏无锡214122)

摘 要：建立了头发中色氨酸的荧光分析方法，用该法研究了UVB辐射下头发中色氨酸的变化规

律。头发样品以5．5 mol／l。氢氧化钠溶液在110℃下水解20 h，在pH 10．5的磷酸二氢钠一氢氧化

钠缓冲液中，激发波长为280 nm、发射波长为360 am处测定色氨酸的荧光强度。方法线性范围为

8．00×10一～1．75×10一g／mL，检测限为1．6×10一g／mL，回收率在96．3％～100．3％。头发样

品中色氨酸的量随UVB辐射时间增加呈减少趋势，光照28 d后，色氨酸的损失率达到18．8％。

该法快速、简便、灵敏度高，可作为衡量头发光损伤的定量指标。
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Study on Ultraviolet Damnification of Hair with Fluorescence Spectrometry

CA0 Rui。 CA0 YU—hua。
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Abstract：A fluorescence spectrometry method has been developed to determine tryptophan in

hair，and applied tO evaluate hair damnification under UVB ultraviolet．5．5 mol／L一1 Na0H

solution containing 0．5％soluble starch was used for hydrolysis of hair samples．In buffer of

NaHz P04一NaOH(p H 10．5)，the fluorescent intensity of tryptophan was determined at 280nm as

excitation wavelength and 360nm at emission wavelength．The linear range of tryptophan was

from 8．0×10—6 g／mL to 1．75×10一g／mL．The detection limit of 1．6×10—8 g／mL and the

recoveries ranged from 96．3％to 100．3％，these results showed that the method was sensitive

and accurate．With increase of the irradiation time with UVB ultraviolet，tryptophan in hair was

decreased．During 28days irradiation，tryptophan in hair was lost by 18．8％．Therefore this

novel method could be used to measure ultraviolet damnification of hair．
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头发受到日光中的紫外线的连续辐射，发表面

角质消失，露出皮质层纤维，头发分叉和断裂，发结

构发生明显退化，因此头发的光防护不容忽视。

Nacht[11等认为，头发中有二硫键的断裂，就属光损
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伤；胡国胜[23采用头发张力仪测定模拟日光紫外灯

照射头发的梳理功，记录梳理功曲线来评价光损

伤。色氨酸在296 315 rim的紫外光下不稳定，容

易产生光分解[3]，色氨酸可以推荐作为头发光损伤

的灵敏标志物f4]，通常采用荧光技术，通过监测紫

外光照射后头发中色氨酸的变化来定量评价头发

光损伤的程度。

氨基酸分析最常用的方法是样品水解后，进行

衍生化，用高效液相色谱法测定，可同时测定多种

氨基酸。该方法准确、重现性好，但步骤繁琐，此

外，水解中和后，不经脱盐直接上柱，易对树脂造成

污染Ho。头发中的色氨酸质量为头发角蛋白的

0．7％，含量相对较少。荧光分析法具有灵敏度高、

选择性好、操作方便等优点邓]，金静芳等采用荧光

技术测定羽毛中的色氨酸含量r7]。ISP公司采用荧

光法测量了头发中的色氨酸含量[8]。但受紫外线

的辐射，头发中色氨酸含量变化的定量测定，目前

尚无报道。作者通过头发在UVB波段的紫外光下

照射不同时间，采用荧光法测定头发中色氨酸含量

的变化，定量评价头发的光损伤。

1材料与方法

1．1材料

头发：健康黑发，25岁女性提供。

1．2仪器与试剂

分光光度仪：岛津RF-5301，配1 cm的吸收池，

岛津公司产品；UVB紫外灯：40 W，南京华强电子

有限公司产品；L一色氨酸：AR，中国医药集团上海

化学试剂公司产品，用pH 10．5缓冲液配成1x104

g／mI。的标准储备液；水解液：含质量分数0．5％可

溶性淀粉的5．5 mol／I。的氢氧化钠溶液；pH缓冲

溶液：0．5 mol／I。磷酸二氢钠与0．5 mol／L氢氧化

钠溶液以体积比为8．5：10混合，pH值为10．5。

I．3标准溶液及样品溶液的制备

1．3．1标准系列溶液配置 分别移取0．0、0．08、

0．15、0．40、0．60、0．80、1．00、I．25、1．50、1．75 mL

的i×i0’4 g／mL色氨酸储备液于100 mL容量瓶

中，用pH 10．5的缓冲溶液定容，得到一系列色氨

酸标准溶液。

1．3．2样品及样品溶液制备 取一束健康干净头

发均匀铺展开，置于UVB紫外灯下照射，照射距离

25 cm，定时取样。实验样品为照射5，10，15，19，28

d的头发样品，未经UVB照射的头发作对照

样‘6，¨。

将上述头发样品剪成1 cm左右的碎发，用石

油醚超声脱脂，在50℃烘箱内烘20 rain。在避光

处冷却至室温。

准确称取0．0150 g的头发样品于水解管内，加

入新鲜配置的内含0．5％淀粉的5．5 mol／L的氢氧

化钠溶液3 mL，将水解管抽真空2～3 rain，封口，

在烘箱中110℃水解20 h，放置暗处冷却至室温。

将水解物转移至已加有2．6 mL 6 mol／L盐酸

的25 mL容量瓶中，用蒸馏水冲洗水解管5～6次，

直至完全转移。用0．1 mol／I。盐酸溶液调pH到5

～6，然后再用0．5 mol／I，的氢氧化钠溶液调pH到

7～8，用蒸馏水定容，得到供试液。

1．4荧光测定

选择280 am作为激发波长，激发光谱狭缝宽

度为3 nm，发射光谱狭缝宽度为5 D_m，在270～700

nm波长范围快速扫描。得到色氨酸的荧光发射光

谱。在最大发射波长360 11111测定荧光强度值，对

色氨酸进行定量分析。

2结果与讨论

2．1条件优化

2．1．1 水解条件优化 酸碱水解提取法是较常用

的氨基酸生产方法。但是采用酸水解法，头发中的

色氨酸几乎全被破坏。因此，作者采用碱水解法。

考察氢氧化钠浓度对头发样品水解的影响，各

称取0．015 0 g未光照的头发样品，分别加入不同

浓度的氢氧化钠水解液3 mL进行水解，测定色氨

酸的荧光强度。从图l‘可知，5．5 mol／L氢氧化钠

水解效果最好。
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图1 水解液浓度对色氨酸荧光强度的影响

Fig．1 Effect of concentration of hydrolysis solution on

fluorescent intensity

2．1．2缓冲液pH值的影响 色氨酸的荧光信号

强弱与缓冲液pH值有很大的关系。作者考察了不

同pH值缓冲液的荧光信号强度，如图2所示，色氨

酸在pH 9．5～10．5缓冲液中，荧光信号较强。因

此选择了pH 10．5的缓冲液。

2．2方法学研究

2．2．1回归方程及检出限 在最佳实验条件下，
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图2缓冲液pH值对荧光强度的影响

Fig．2 Effect of pH value of buffer on fluorescent inten-

sity

对一系列标准溶液进行荧光测定，工作曲线见图3。

得到色氨酸的线性范围为8．0 x 10-8～1．75×10叫

g／mL，回归方程Y一4×10sz+6．440 5，相关系数

0．999 2。对未光照样品水解液连续取样测试7次，

RSD=2．2％。由荧光信号强度相对标准偏差的3

倍与工作曲线斜率之比，得色氨酸的检出限为：

1．6×10～g／mL。

O。oE+00 4。0E-07 8．0E-07 1．2E-06 l，6E-06 2．OE-06

质量浓度／(g／mL)

图3色氨酸标准工作曲线

Fig．3 The standard curve of tryptophan

2．2．2 重现性试验 对光照4 d的头发样品连续

取样测定7次，荧光强度分别为：217．419、

217．611、214．834、213．495、214．284、214．285、

2 142．857 a．u，其相对标准偏差(RSD)为：o．91％。

表明重现性良好。

2．2．3稳定性研究 为了考察供试液的稳定性，

在1．5 h内每隔10 rain取样测定一次，荧光强度分

别为：214．085、212．092、213．202、208．633、

212．153、209．71、211．047、209．498、208．922 a．u，

结果发现，9次测定结果的相对标准偏差(RSD)为

1．5％，表明供试液稳定性良好。

2．2．4干扰实验 在氨基酸分析中，可以直接通

过荧光技术检测的有色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸。

未处理过的头发中，色氨酸的质量为角蛋白的

0．7％，酪氨酸的质量为角蛋白的3．1％，苯丙氨酸

的量为角蛋白的2．7％。采用碱水解，虽然含有酚

羟基的酪氨酸会部分被破坏掉，但仍有少部分存

·在；色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸的最大激发波长和发

射波长为：

L-Trp：入ex一280 am、Xem一360 nlTl；L—Tyr：

入ex一276 nm、Xem=305 rim；L—Phe：入ex=210

nm，入em=303 nm。可见在实验条件下，苯丙氨酸

对该实验无影响；虽然在pH为10．5时，色氨酸荧

光强度最大，是同等浓度下酪氨酸溶液的100倍[9]，

但由于色氨酸与酪氨酸的激发波长相近，最大发射

波长相差55 nm，因此对酪氨酸的干扰进行了考察。

考虑到头发中酪氨酸的质量分数是色氨酸的

4．4倍，实验中先对4×10-79／mL的色氨酸标准样

品测定了3次，平均荧光强度为162．478 a．u，然后

对4×10叫g／mL的色氨酸和1．76×10～g／mI，的

酪氨酸混合标准样品进行测定，平均荧光强度为

164．288 a．U，实验结果发现：加酪氨酸后，色氨酸的

平均荧光强度增高1．08％，说明至少4．4倍色氨酸

量的酪氨酸供试液的测定不产生影响，所以头发中

的色氨酸可直接用荧光法进行测定。

2．3样品测定及回收率实验

UVB照射不周天数的头发样品及未经照射的

对照样，按1．3．2方法操作，取2 mL供试液加入10

mL的pH 10．5的缓冲液，混匀，进行测定。结果见

表1。发现随着紫外光辐射时问的增长，头发样品

中色氨酸的量呈下降趋势，光照28 d后色氨酸的量

下降了18．8％。通过测量头发中色氨酸的含量，可

以表征头发光损伤的严重程度。

表1 头发样品中色氨酸质量分数测定ln----3)

Tab．1 The contents of hair samples(n=3)

用未经照射的对照发样，进行了回收率测定。

结果见表2，回收率在96．3％～100．3％，表明方法

准确可靠。

表2回收率试验(n=3)

Tab．2 Recovery test(n----3)
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3 结 语

作者建立了头发中色氨酸荧光分析方法，并用

该法研究了UVB辐射下头发中色氨酸的变化规
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