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羟脯氨酸(HYP)测定试剂盒

（货号：BC126 碱水解法 50 管/48 样）
一、测定原理:

羟脯氨酸在氧化剂的作用下所产生的氧化产物与二甲氨基苯甲醛作用呈现紫红色，
根据其呈色的深浅可推算出其含量。

二、试剂盒组成与配制：（试剂盒有效期 6 个月）
试剂一：粉剂×1 瓶，甲液 10mL×1 瓶，乙液 20mL×1 瓶，临用时将粉剂一瓶，先加甲

液 10mL 充分溶解（从瓶口向内看，完全溶解完）。然后再加乙液 20mL 充分
混匀,配好后的试剂 4℃～8℃保存。［注］：粉剂加甲液 10mL 后一定要完全溶
解后才能加乙液。

试剂二：液体 30mL×1 瓶，4℃避光保存。
试剂三：粉剂×1 瓶，溶剂 30mL×1 瓶，临用时将粉剂一支加到 30mL 溶剂中充分溶解，

配好后 4℃避光保存 1 个月内有效。
试剂四：羟脯氨酸标准品 5mg×3 支，4℃保存。
100µg/mL 标准贮备液的配制：测试前将一支标准品用双蒸水溶解后定容至 50mL，

4℃保存 2 周内有效。
5µg/mL 标准应用液的配制：取 100µg/mL 标准贮备液 1mL 加双蒸水定容至 20mL，

现用现配。
样本前处理试剂（4℃保存）：碱水解液 60mL×1 瓶；调 pH 指示剂 5mL×1 瓶；调 pH

甲液 60mL×1 瓶；调 pH 乙液 30mL×1 瓶；活性炭×1 袋。
三、所需仪器及试剂：

分光光度计及比色皿（或酶标仪（550±10nm）及 96 孔板），沸水浴锅，60℃水浴
锅，离心机，涡旋混匀器，蒸馏水，天秤。

四、羟脯氨酸的测定：
（一）、样本前处理：
1、样本水解：

①、血清（浆）：取 0.5mL 血清（浆）准确加碱水解液 1mL，混匀。放试管中加盖后，
95℃或者沸水浴水解 20 分钟。

②、尿液（培养液）：取 1.0mL 尿液（培养液）准确加碱水解液 1mL，混匀。放试管
中加盖后，95℃或者沸水浴水解 20 分钟。

③、组织：精确称取组织湿重 30～100mg（剪碎后）放入试管中，准确加碱水解液
1mL，混匀。加盖后 95℃或者沸水浴水解 20 分钟（水解 10 分钟时混匀一
次，目的是使水解更充分）。

2、调 pH值至 6.0～6.8 左右。
①、将各试管流水冷却后各管加指示剂 10μL，摇匀；
②、各管准确加入调 pH 甲液 1.0mL，混匀（此时溶液应为红色）；（注：加完调 pH甲

液后 如未变红色，可继续加少许甲液直到溶液变红为止）
③、用 200μL 的加样器吸取调 pH 乙液向各管内逐滴小心加入调 pH 乙液，每滴加入

后均要混匀*，直至液体中指示剂的颜色变成黄绿色**（亦即红色消失时）。此时
pH 值在 6.0～6.8 左右（约加入调 pH 乙液 100μL～500μL 左右）；

* 加调 pH 乙液时，每加一滴均要混匀，为防止液体外溢，如果没有带盖的玻璃磨口
试管，可用普通玻璃试管代替，每次混匀时可用塑料薄膜或冰箱保鲜膜压住试管
口，充分旋涡混匀即可。

**若您的样本是细胞培养液，因其中含有酚红，所以液体中的混合指示剂在pH为6.0～
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6.8 左右时为橙黄红色，而不是黄绿色。
④、然后加双蒸水定容至 10mL（此定容体积可以按需要调整，如羟脯氨酸含量较低时，

可定容至 5mL 或其它体积，变量代入计算），混匀；
⑤、取上述定容后的水解液 2～4mL 加适量活性炭（20～30mg 左右，以上清液离心

后澄清无色为准），混匀，3500 转/分离心 10 分钟，小心取上清 1mL 作检测。
注 1：样本碱水解法的参考取样量：皮肤组织湿重 0.03～0.05g，软骨湿重 0.08～0.1g，

肝组织湿重 0.08～0.1g，细胞培养液 0.5mL，血清（浆）0.5mL。
注 2：加水解液及调 pH值甲液一定都要准确，否则较难调 pH 值,如加完调 pH甲液后溶

液未变红色(还是原来的黄色),可多加少许调 pH 甲液至溶液至红色(但多加的甲
液体积要记住)。

注 3：样本称重时，一定要很精确，以免影响测定结果。先将组织在保鲜薄膜上剪成湿
重约 10mg 左右的块状后再连同保鲜薄膜一起称重，称完后将样本放进试管中，
再将保鲜薄膜称重，计算出组织净重量。

注 4：如果您的样本量少，则可以从取样、水解、调 pH均按比例减少，不影响结果。
注 5：每次混匀时可用塑料薄膜或冰箱保鲜膜压住试管口，充分旋涡混匀，以免混匀过

程中液体外溅。
注 6：95℃或者沸水浴时可以用带盖的玻璃磨口试管，也可用普通玻璃试管代替，用保

鲜薄膜封口扎紧，用针头刺一小孔即可。我们建议用普通玻璃试管比带盖的玻
璃磨口试管更安全。

（二）、操作表：
空白管 标准管 测定管

双蒸水(mL) 1.0

5µg/mL 标准应用液(mL) 1.0

检测液(mL) 1.0
试剂一(mL) 0.5 0.5 0.5

混匀，静置 10 分钟
试剂二(mL) 0.5 0.5 0.5

混匀，静置 5 分钟
试剂三(mL) 0.5 0.5 0.5

混匀，60℃水浴 15 分钟，冷却后，3500 转/分离心 10 分钟，取上
清于波长 550nm，测定各管吸光度值 A（或是每管吸取 200μL 反应
液，加到 96 孔板中，酶标仪 550nm 处读数）

五、计算与举例：
（一）、血清（浆）或尿液的计算与举例：

1、计算公式：

样
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-

-
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羟脯氨酸含量

V
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




C 标准:标准液浓度，5µg/mL；
V 水解液：水解液总体积，10mL；
V 样：样本取样量，血清(浆)0.5mL,尿液 1mL。

2、计算举例：
例 1:准确吸取正常大鼠血清 0.5mL，（样本量少，则可以从取样、水解、调 PH 均

按比例减少。）按操作步骤进行检测。测得空白管吸光度为0.016，标准管吸光度为0.587，
测定管吸光度为 0.408。则计算结果为：
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例 2:准确吸取正常人尿液 1.0mL，（样本量少，则可以从取样、水解、调 PH 均按
比例减少。）按操作步骤进行检测。测得空白管吸光度为 0.016，标准管吸光度为 0.587，
测定管吸光度为 0.128。则计算结果为：
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（三）、组织的计算与举例：
1、计算公式：
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C 标准:标准液浓度，5µg/mL；
V 水解液：水解液总体积，10mL；
W：组织质量，mg。

2、计算举例：
准确称取正常大鼠肝组织湿重 61.4mg，（样本量少，则可以从取样、水解、调 pH

均按比例减少。）按操作步骤进行检测。测得空白管吸光度为 0.015，标准管吸光度为
0.538，测定管吸光度为 0.161。则计算结果为：
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六、测定意义：
羟脯氨酸在胶原蛋白中占 13.4%，在弹性蛋白中占极少量，其它蛋白中均不存在。

而胶原蛋白大多分布在皮肤、腱、软骨、血管等处，因此羟脯氨酸的量能反映结缔组
织疾病的胶原代谢情况。

有人把皮肤中羟脯氨酸的测定作为筛选抗衰老药物的一个指标。在发育阶段随年龄
的增长，其羟脯氨酸在尿中排泄增加，而发育停止后稳定。老年人的羟脯氨酸比年轻
人要少。

鼠患有自发性高血压及继发性高血压时，尿中羟脯氨酸含量增加。
手术创伤会导致尿羟脯氨酸排泄量的增加，因高脂、低蛋白、酒精中毒及毒物、营

养不良，或肝细胞变性坏死，通过炎症使纤维增加，分割肝小叶，导致肝硬化。肝纤
维化时，肝内主要增加的成分为胶原纤维，羟脯氨酸为胶原纤维所特有，测定肝羟脯
氨酸的含量，可换算成肝胶原蛋白的含量，以反映肝纤维化程度。胶原纤维分解主要
依赖胶原酶和其它蛋白酶的作用，其分解产物羟脯氨酸从尿中排出，测定尿羟脯氨酸
的含量，可反应胶原降解的情况。通过测定组织及尿中羟脯氨酸的含量，一方面可以
判断纤维化程度，同时可以筛选预防与治疗的药物。
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