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Выполнена идентификация низкочастотных линий комбинационного рассеяния, характеризую-
щих колебания элементов вторичной структуры фибриллярных белков — кератинов. Предложена
методика, основанная на измерении спектров комбинационного рассеяния непигментированных
человеческих волос в двух экспериментальных конфигурациях: при фокусировке возбуждающего
излучения соосно с волосом и перпендикулярно ему. На основании поляризационной чувстви-
тельности полосы на частотах 150 и 221 см−1 отнесены к колебаниям α-спиральных структур кера-
тинов. Спектральный интервал 270–340 см−1 отнесен к колебаниям β-структур.

Ключевые слова: низкочастотная КР микроспектроскопия, кератины, вторичная структура белка,
поляризационная чувствительность, волос человека

DOI: 10.31857/S03676765250401811, EDN: GUEXKQ

ВВЕДЕНИЕ

Человеческий волос состоит в основном из
фибриллярных белков – кератинов [1]. В волосе
можно выделить три структурных компоненты:
кутикулу, кортекс и медулу. Кортекс формируется
из левосторонних суперспиралей α-кератинов,
которые организуются в микрофибриллы. Мик-
рофибриллы образуют макрофибриллы, которые
ориентированы преимущественно вдоль оси во-
лоса и погружены в низкомолекулярный мат-
рикс [2]. Стабильность такой структуры поддер-
живается в основном за счет дисульфидных мо-
стиков, концентрация которых составляет око-
ло 1.5 ммоль/г [3]. Кортекс окружен защитной
оболочкой – кутикулой, которая имеет толщи-
ну 2–3 мкм и образована кератинами, вторичная
структура которых состоит преимущественно из
β-листов, β-шпилек и неупорядоченных элемен-
тов [2]. Внутренние слои кутикулы также содер-
жат суперспирали α-кератинов [4]. Характерной
особенностью кутикулы является более высокое
содержание дисульфидных связей (2.1 ммоль/г)
по сравнению с кортексом [3]. Таким образом,
волос является удобной молекулярной системой
для изучения и сравнения колебательных полос
вторичной структуры кератинов, в том числе в
низкочастотном (НЧ) (50–480 см−1) спектраль-
ном интервале.

Микроспектроскопия комбинационного рас-
сеяния (КР) успешно используется для иссле-
дования молекулярной структуры человеческого
волоса с начала XXI века [5]. Микронное про-
странственное разрешение метода позволяет раз-
личать спектры кутикулы и кортекса. В интерва-
ле «отпечатков пальцев» (ОП интервал) вторич-
ная структура белков в основном характеризует-
ся линиями амид I (1650–1680 см−1) и амид III
(1230–1300 см−1) [5].

Особый интерес вызывают широкие НЧ ли-
нии, которые часто относятся к коллективным
колебаниям скелета молекулы или межмолеку-
лярным колебаниям [6–7], однако однозначная
интерпретация КР линий в этом интервале до сих
пор отсутствует. В настоящее время проводит-
ся множество исследований, посвященных опре-
делению причин возникновения НЧ колебаний
белковых молекул. Выявлено, что такие колеба-
ния чувствительны к конформационным изме-
нениям молекулы белка. Например, сравнитель-
ный анализ КР спектров нативного и денатури-
рованного коллагена показал, что отличие ин-
тенсивностей КР линий в полосе 200–300 см−1

может быть обусловлено изменениями в тре-
тичной структуре белка [8]. Обсуждается вли-
яние разрыва дисульфидных связей на третич-
ную структуру химотрипсина и альбумина по-
средством сравнения КР спектров в ОП и НЧ ин-
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тервалах [9]. Существуют разногласия в интер-
претации полосы частот 100–190 см−1. В одних
работах авторы утверждают, что КР линии в этом
интервале характеризуют колебания α-спиралей
[10–12], а в других – их относят к колебаниям
β-структур [13–15]. Вышесказанное актуализи-
рует проблему идентификации НЧ полос в КР
спектрах белков.

Цель работы состоит в идентификации низко-
частотных КР линий, характеризующих колеба-
ния элементов вторичной структуры кератинов
человеческого волоса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В экспериментах использовались седые чело-

веческие волосы. Образцы были промыты в ди-
стиллированной воде и высушены при комнат-
ной температуре. Донор не использовал косме-
тические средства для волос в течение недели до
момента забора образцов. Отсутствие пигмента в
волосах обеспечивало пренебрежимо малое теп-
ловое воздействие на волос при измерениях КР
спектров и минимизировало интенсивность ши-
рокополосного флуоресцентного фона.

Измерения проводились в двух эксперимен-
тальных конфигурациях: горизонтальной и вер-
тикальной. Горизонтальная конфигурация под-
разумевает фокусировку возбуждающего излуче-
ния на боковую поверхность волоса. В верти-
кальной конфигурации возбуждающее излуче-
ние фокусируется нормально на торец волоса.
Свободное поперечное сечение волоса получа-
лось в результате его заморозки и последующего
излома в жидком азоте [16].

КР спектры измерялись на микроспектромет-
ре DXR Raman Microscope (Thermo Scientific) с
длиной волны возбуждения 780 нм и мощно-
стью 24 мВт. Фокусировка на образец деполяри-

зованного излучения (степень поляризации≈0.1)
осуществлялась объективом Olympus MPlan N
100X/0.90 BD (рабочее расстояние 0.21 мм) в пят-
но диаметром 0.9 мкм. Спектры измерялись в ин-
тервале 50–3500 см−1 со спектральным разреше-
нием 4 см−1. Латеральное и аксиальное разреше-
ния микроспектрометра составляли 1 и 2 мкм, со-
ответственно. Время накопления одного спектра
было равно 30 минут.

Коррекция фонового сигнала при сравнении
КР спектров проводилась с помощью программы
NewCompare, осуществляющей минимизацию
среднеквадратичного отклонения между спек-
трами с помощью умножения одного из спектров
на константу и добавления к нему полинома за-
данной степени [17]. После коррекции спектры
сглаживались по 20 точкам с помощью алгоритма
Савицкого–Голея [18], после чего применялось
R(ν)-преобразование [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 приведены КР спектры кутикулы

человеческого волоса, измеренные в горизон-
тальной и вертикальной конфигурациях. Спек-
тры на рис. 1б сдвинуты по вертикали для удоб-
ства сравнения. Отличия связаны с поляризаци-
онной чувствительностью КР линий α-спиралей.
В вертикальной конфигурации напряженность
поля возбуждающего излучения преимуществен-
но перпендикулярна осям α-спиралей, а в гори-
зонтальной – направлена равновероятно вдоль
осей α-спиралей и перпендикулярно им [20].

В ОП интервале значимые отличия видны на
частотах 560, 935, 1316 и 1652 см−1 (рис. 1). Ли-
ния на частоте ≈560 см−1 может характеризовать
как внеплоскостные изгибные колебаниям груп-
пы C=O (амид VI) [21], так и колебания дисуль-
фидных мостиков в транс-гош-транс конформа-
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Рис. 1. КР спектры кутикулы человеческого волоса, измеренные при фокусировке возбуждающего излучения
на торец волоса (сплошная кривая) и при заведении излучения перпендикулярно оси волоса (кривая с круж-
ками).
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ции [22]. На частоте 935 см−1 происходят ске-
летные колебания полипептидной цепи N-Cα-C,
валентные колебания групп C-N, N-Cα и ма-
ятниковые колебания групп CH3 [22]. Частота
1316 см−1 соответствует колебаниям Cα-H [5].
Полоса с максимумом на частоте 1652 см−1 (амид
I) отвечает колебаниям пептидной связи [1, 22].
Указанные спектральные отличия проявляют-
ся на частотах, характеризующих колебания α-
спиральных структур.

В НЧ интервале ярко выражены отличия в
полосах на частотах 110–165 и 200–240 см−1

(рис. 1а). В КР спектрах, измеренных в горизон-
тальной конфигурации, то есть при наличии ком-
поненты поля, параллельной осям спиралей, ин-
тенсивность I КР широких линий на частотах око-
ло 150 и 221 см−1 значительно больше. Поскольку
отличия в ОП и НЧ интервалах должны коррели-
ровать, линии на частотах 150 и 221 см−1 можно
отнести к колебаниямα-спиральных структур ке-
ратинов.

Полученные результаты согласуются с опуб-
ликованными данными, полученными для раз-
личных α-спиральных белков. Линии вблизи ча-
стоты 150 см−1 наблюдаются в КР спектрах бы-
чьего альбумина [23], альбумина человека [24]
и коллагена [10]. В КР спектрах α-спирального
поли-L-аланина линия на частоте 120 см−1 отне-
сена к крутильным колебаниям Cα-C и N-Cα [12],
а линия на частоте 159 см−1 характеризует вне-
плоскостные изгибные колебания N-H группы
и также деформационные колебания C-N-Cα и
N-Cα-C [11]. Сравнительный анализ КР спек-
тров α-спирального белка лизоцима и β-белка
химотрипсина показал, что интенсивность ли-
нии на частоте 150 см−1 возрастает при увеличе-
нии концентрации α-спиралей в белке [10].

Данные о полосе частот 200–240 см−1 также
подтверждают ее принадлежность к колебаниям

α-структур. КР линии вблизи частоты ∼200 см−1

относятся к колебаниям амид VII [25]. В КР спек-
трах α-спирального поли-L-аланина и полигли-
цина линии на частотах 209 см−1 и 217 см−1 бы-
ли отнесены к колебаниям C-N-Cα и C=O [11].
Колебания на частоте 240 см−1 в КР спектрах α-
спиральных лизоцима и миоглобина [26] харак-
теризуют симметричные валентные или крутиль-
ные колебания полипептидной цепи.

На рис. 2 показаны КР спектры кутикулы и
кортекса, измеренные в вертикальной конфи-
гурации эксперимента, то есть при фокусиров-
ке возбуждающего излучения на торец волоса.
Спектры на рис. 2б сдвинуты по вертикали для
удобства сравнения. Изменение интенсивностей
I КР в ОП интервале (рис. 2) при переходе от
кутикулы к кортексу обусловлено уменьшением
концентрации S-S (510 см−1), C-S (665 см−1) и
S=O (1040 см−1) связей [5]. Важно отметить спек-
тральные отличия, связанные с различной кон-
центрацией элементов вторичной структуры ке-
ратинов в кутикуле и кортексе. Возрастание ин-
тенсивности I КР линий в КР спектре кортекса
наблюдается на частотах 560, 935, 1316, 1652 см−1,
что обусловлено более высоким содержанием α-
спиралей. При этом в КР спектре кутикулы ли-
нии на частотах 1247 и 1671 см−1 являются бо-
лее интенсивными за счет повышенной концен-
трации β-структур и неупорядоченных элемен-
тов [22]. Увеличение интенсивностей I КР линий
на частотах 750, 1340 и 1615 см−1 при переходе от
кутикулы к кортексу соответствует увеличению
концентрации аминокислотных остатков трип-
тофана [5, 21].

В НЧ интервале также наблюдается перерас-
пределение интенсивностей I КР линий при пере-
ходе от кутикулы к кортексу: увеличение интен-
сивности I КР линий на частотах 150 и 221 см−1 со-
провождается уменьшением интенсивности I КР

18001600140012001000800600500 800700400300200100
Δν, см‒1 Δν, см‒1

I К
Р,

 ﻿о
тн

. е
д.

Cα-N-C

N-Cα-C

Cα-H

Амид VII

Амид VI

Амид I
Амид III

Trp
Trp

C-SS-S

C-N

Lys, C-N

а б

Рис. 2. КР спектры кутикулы (сплошная кривая) и кортекса (кривая с кружками) человеческого волоса, изме-
ренные в вертикальной экспериментальной конфигурации.
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в интервале 270–340 см−1 (рис. 2а). Изменения
вблизи частот 150 и 221 см−1 согласуются с пока-
занными на рис. 1а и, следовательно, характери-
зуют увеличение содержания α-спиралей. КР ли-
нию в интервале 270–340 см−1 можно отнести
к колебаниям β-структур. Действительно, харак-
терные линии на частотах 300 и 330 см−1 на-
блюдались, например, в КР спектрах поли-L-
аланина, поли-L-аланилглицина и полиглици-
на в β-конформации, которые были отнесены к
деформационным колебаниям C-N-Cα, N-Cα-C,
плоскостным колебаниям C=O [27] или валент-
ным колебаниям N-C [28].

Отличия между КР спектрами кутикулы и кор-
текса в НЧ интервале наблюдаются также на ча-
стоте 465 см−1 (рис. 2а), что может быть связано
с более высокой концентрацией в кортексе лизи-
на [3, 29]. Вблизи частоты 465 см−1 могут также
наблюдаться колебания C-N групп, например, в
случае лизоцима [30].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Непигментированный человеческий волос

является удобной системой для изучения КР
линий, характеризующих колебания вторич-
ной структуры кератинов в НЧ интервале
(50–480 см−1).

Проведена идентификация НЧ КР линий, ха-
рактеризующих колебания элементов вторичной
структуры кератинов, основанная на их поляри-
зационной чувствительности. Спектральные от-
личия проявляются при фокусировке деполяри-
зованного излучения на боковую поверхность во-
лоса и на его торец. Широкие линии на ча-
стотах 150 и 221 см−1 отнесены к колебани-
ям α-спиралей кератинов. В результате сравне-
ния КР спектров кутикулы и кортекса (обла-
стей волоса с различным содержанием элемен-
тов вторичной структуры) получено, что в ин-
тервале 270–340 см−1 проявляются колебания
β-структур.

Результаты работы могут быть положены в ос-
нову исследований конформационных перехо-
дов, происходящих в кератинах, например, при
воздействии различных внешних факторов, та-
ких как нагрев, УФ облучение или химические
воздействия.

Работа выполнена с использованием обору-
дования, приобретенного за счет средств про-
граммы развития Московского государственно-
го университета имени М.В. Ломоносова, и при
поддержке Фонда развития теоретической физи-
ки и математики «Базис».
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Low-frequency Raman spectroscopy of human hair keratins
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Low-frequency Raman lines characterizing vibrations of elements of the secondary structure of fibrillar
proteins (keratins) are identified. Experiments with unpigmented human hair are performed in two
configurations: with excitation radiation focused coaxially with the hair and perpendicularly to it. Based
on polarization sensitivity, the bands at frequencies of 150 and 221 cm-1 are assigned to vibrations of the
α-helical structures of keratins. Spectral interval of 270–340 cm-1 is assigned to vibrations of β-structures.

Keywords: low-frequency Raman microspectroscopy, keratins, protein secondary structure, polarization
sensitivity, human hair
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