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　　摘　要：目的　建立大鼠肺组织羟脯氨酸（ＨＹＰ）水平测定方法，以评价大鼠肺组织纤维化程度。方法　比较不同酸水解时

间、氧化时间、显色时间等对大鼠肺组织 ＨＹＰ水平测定结果的影响，据此建立大鼠肺组织 ＨＹＰ水平测定方法，并初步应用于博

莱霉素诱导大鼠肺纤维化 ＨＹＰ水平的测定。结果　通过优化得出 ＨＹＰ水平测定最佳条件为１１０℃７．５０ｍｏｌ盐酸（ＨＣＬ）水解

１６ｈ，常温氧化１０ｍｉｎ，６０℃显色２５ｍｉｎ。本方法灵敏度为０．０６７μｇ／ｍＬ，回收率为８８．８５％～１１０．８８％，平均犆犞为４．７０％～

６．６０％。该法应用于博莱霉素诱导大鼠肺纤维化研究中，模型组 ＨＹＰ水平明显高于对照组。结论　该法灵敏度与回收率均较

高、重现性较好，可用作临床对肺纤维化程度判定的定量方法。
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　　羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）作为胶原纤维中特有的

一类非必需氨基酸，主要存在于胶原蛋白中，约占１３．４％，少

量存在于弹性蛋白中［１］，易溶于水，变性温度在２００℃附近
［２］。

胶原蛋白是组织纤维化过程中细胞外基质的主要成分，因此，

测定 ＨＹＰ在组织中的水平能客观反映组织纤维化程度。近

年来，ＨＹＰ已成为评价组织纤维化程度的重要指标之一
［３］。

目前，国内外关于 ＨＹＰ水平的测定方法有很多
［１，３６］，但

针对大鼠肺组织中 ＨＹＰ水平的测定方法还少有系统的研究，

本研究在文献［５６］对 ＨＹＰ水平测定方法的基础上，针对博莱

霉素诱导大鼠肺纤维化后肺组织中 ＨＹＰ水平的变化，通过对

水解时间、氧化时间、显色时间等实验条件的优化，建立了一种

准确、可靠的大鼠肺组织 ＨＹＰ水平测定方法。其基本原理为

先将肺组织酸水解成游离的 ＨＹＰ经过氯胺Ｔ氧化，生成含吡

咯环的氧化物，氧化物与４二甲氨氨基苯甲醛反应生成红色

的吡咯化合物进行比色定量［４］。

１　材料与方法

１．１　材料　氯胺Ｔ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ），醋酸钠（Ｆｌｕｋａ），柠檬酸

（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ），异丙醇（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ），４二甲氨基苯甲醛

（Ｆｌｕｋａ），７０％～７２％高氯酸（Ｆｌｕｋａ），３７％盐酸（ＨＣｌ，北京化工

厂），ＨＹＰ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；酶标仪（ＶｅｒｓａＭａｘ，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅ

ｖｉｃｅｓ）；移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；漩涡混合器（ＱＬ９０１，江苏海门其

林贝尔）；电热恒温鼓风干燥箱（上海森信，ＤＧＧ９０５３Ａ）；电子

天平（ＳＡＴＲＩＯＵＳ，ＢＴ１２４Ｓ）；实验动物选用２月龄ＳＤ雄性大

鼠，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。对照组（狀＝５）

气管内注入生理盐水，模型组（狀＝６）气管内喷雾注入博来

霉素。

１．２　方法

１．２．１　试剂配制　（１）ＨＹＰ标准储备液：准确称取ＨＹＰ标准

品１０ｍｇ溶解于１０ｍＬ的１ｍｍｏｌＨＣｌ中制得１ｍｇ／ｍＬ的

ＨＹＰ标准储备液，储存于４℃下。（２）氯胺Ｔ试剂：准确称取

１．７５ｇ氯胺Ｔ溶解于２５ｍＬ纯化水中，深色瓶储存于４℃下。

（３）ｐＨ６．０的柠檬酸缓冲溶液：溶解２８．５０ｇ醋酸钠、１８．７５ｇ

柠檬酸三钠、２．７５ｇ柠檬酸于１９３ｍＬ的异丙醇中，加纯化水

至５００ｍＬ，用乙酸调节至ｐＨ６．０于深色瓶储存于４℃下。

（４）４二甲氨基苯甲醛试剂：准确称取１０ｇ４二甲氨基苯甲醛

溶解于１５ｍＬ的高氯酸（６０％）中，深色瓶储存于４℃下。（５）
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试剂Ⅰ：取１ｍＬ氯胺Ｔ试剂与４ｍＬｐＨ６．０的柠檬酸缓冲溶

液混合，现用现配。（６）试剂Ⅱ：取３ｍＬ４二甲氨基苯甲醛试

剂与１３ｍＬ异丙醇混合，现用现配。

１．２．２　样品处理与测定　精密称取适量肺组织于ＥＰ管中以

１∶５０倍体积加入７．５０ｍｏｌＨＣｌ试剂研磨，在１１０℃电热恒温

鼓风干燥箱中酸水解１６ｈ后，过夜烘干，加入２５０μＬ异丙醇／

水（２∶１）溶解，取１０μＬ溶液于９６孔板中，复孔，依次加入

２０μＬ异丙醇和１０μＬ试剂Ⅰ混合后室温氧化１０ｍｉｎ后，加入

１３０μＬ试剂Ⅱ，６０℃孵育２５ｍｉｎ，冷却至室温后在波长５５８

ｎｍ处测定其吸光度值。

１．２．３　标准曲线制备　取１０μＬＨＹＰ标准储备液于ＥＰ管

中，加入１９０μＬ１ｍｍｏｌＨＣｌ混合制得５０μｇ／ｍＬ工作液，稀释

制备得到５０．０００、２５．０００、１２．５００、６．２５０、３．１２５、１．５６０、０．７８０、

０．３９１、０．０００μｇ／ｍＬ标准线工作液。分别取１０μＬ加入９６孔

板中，复孔，按照１．２．２中方法测定其吸光度。

２　结　　果

２．１　标准曲线绘制　以 ＨＹＰ标准品浓度为横坐标，吸光度

为纵坐标绘制标准曲线，其回归方程为犢＝０．０１８９犡＋

０．０５２３，相关系数狉２＝０．９９９８，ＨＹＰ水平为０～５０μｇ／ｍＬ时

与吸光度值呈线性关系，见图１。

图１　　ＨＹＰ标准曲线图

２．２　不同酸水解时间对肺组织 ＨＹＰ测定结果影响　分别测

定肺组织在１１０℃条件下７．５０ｍｏｌＨＣｌ水解１、４、８、１２、１６、

２４ｈ后 ＨＹＰ水平（图２），随着酸水解时间延长，ＨＹＰ水平测

定值逐渐增大，到１６ｈ后逐步缓和，可认为达到峰值。因此，

最佳酸水解时间为１６ｈ左右。

图２　　肺组织 ＨＹＰ不同酸水解时间测定结果

２．３　不同氧化时间对肺组织 ＨＹＰ测定结果影响　分别测定

肺组织在加入氯胺Ｔ后１、２、３、４、５、１０、２０、３０ｍｉｎ后 ＨＹＰ水

平（图３），随着氧化时间延长，ＨＹＰ水平逐步升高，５ｍｉｎ后氧

化较完全，１０ｍｉｎ后基本达到稳态。结果表明，最佳氧化时间

为１０ｍｉｎ。

图３　　肺组织 ＨＹＰ不同氧化时间测定结果

２．４　不同显色时间对肺组织 ＨＹＰ测定结果影响　分别测定

肺组织在加入４二甲氨基苯甲醛后于６０℃孵育５、１０、１５、２０、

２５、３０、４０、５０、６０、９０、１２０ｍｉｎ后 ＨＹＰ水平（图４），随着时间延

长，ＨＹＰ水平逐步升高，２５ｍｉｎ达到峰值，之后逐渐降低，时间

过长，溶液颜色逐渐变黑，失去读数意义［７］。结果表明，显色时

间不宜过长，最佳显色时间为２５ｍｉｎ。

图４　　肺组织 ＨＹＰ不同显色时间测定结果

２．５　显色完全后酶标板冷却条件与读数稳定性测试　酶标板

冷却条件对结果影响测试：置于冰上冷却１０ｍｉｎ，吸光度值为

０．７４４６；室温冷却１０ｍｉｎ，吸光度值为０．７４７９。酶标板室温

放置读数稳定性测试：酶标板室温放置３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ的

吸光度值分别为０．７４９９、０．７３４９、０．７４１１、０．６８９７。酶标板

置于冰上冷却与室温冷却结果读数无差异，酶标板９０ｍｉｎ内

读数稳定。

２．６　回收率测试　配制水平分别为２．５００、５．０００、１０．０００、

２０．０００、４０．０００μｇ／ｍＬ的 ＨＹＰ标准液加入肺组织中，完全参

照１．２．２中肺组织样品操作方法测定，回收率分别为９３．２４％、

９８．０４％、９６．３９％、１１０．８８％、８８．８５％，其回收率均在８０％～

１２０％，表明此方法较为可靠。

２．７　灵敏度测定　不加入肺组织，重复测定１０个零标准孔，

计算狓±狊在标准曲线中对应的浓度值即为灵敏度，本方法灵

敏度为０．０６７μｇ／ｍＬ。

２．８　精密性测定　取３份肺组织研磨后分别做１０个平行管，

批内连续测定１０次，变异系数犆犞 分别为６．１０％、３．１０％、

４．９０％，平均犆犞为４．７０％。批间检测１０批，变异系数犆犞分

别为８．３０％、４．８０％、４．６０％，平均犆犞为６．６０％。批内批间

重复性实验犆犞值均在１５．００％以内，重复性较好。

２．９　在博莱霉素诱导大鼠肺纤维化中的应用　将上述大鼠肺

组织 ＨＹＰ水平测定方法应用于气管喷雾注入博莱霉素诱导

大鼠肺纤维化研究中，于给药４周后处死大鼠测定肺组织

ＨＹＰ水平，对照组平均 ＨＹＰ为（１．４５±０．２７）ｍｇ／ｇ；模型组平

均 ＨＹＰ为（２．１５±０．４５）ｍｇ／ｇ。
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３　讨　　论

肺纤维化是成纤维细胞受到化学性或物理性伤害时分泌

胶原蛋白进行的组织修复，肺间质组织由胶原蛋白、弹性素及

蛋白糖类构成［８１２］。目前还少有有关直接反应肺纤维化检测

程度的血清指标的报道。ＨＹＰ作为胶原蛋白中的主要成分之

一，测定其在肺组织中的水平能反映胶原的代谢情况，进而能

客观反应肺组织纤维化程度。寻找一种准确可靠的测定肺组

织中 ＨＹＰ水平的方法，对于筛选预防与治疗肺纤维化的药物

具有重要意义［１３１７］。

目前关于肺组织 ＨＹＰ水平测定的报道较少，本文在参考

了文献［５６］建立的 ＨＹＰ水平测定方法的基础上，对酸水解时

间、氧化时间、显色时间等条件进行优化，研究发现，在１１０℃

条件下用７．５０ｍｏｌＨＣｌ水解肺组织１６ｈ，ＨＹＰ测定水平即达

到最高，与李文才等［５］报道中１２０℃条件下６ｍｏｌＨＣｌ水解２８

ｈ条件相比，提高了酸的浓度，缩短了水解时间。针对酸水解

后溶液ｐＨ值对结果的影响，本研究采取了过夜烘干的方法，

避免了调节溶液ｐＨ值的繁琐，操作更为简便，更适合大批量

样本测定。关于氧化与显色时间，经过优化得出最佳条件为氯

胺Ｔ常温氧化１０ｍｉｎ，６０℃ 显色２５ｍｉｎ，与刑玉梅等
［６］关于

尿 ＨＹＰ测定方法报道中相比，氧化时间缩短了１０ｍｉｎ，显色

时间相近。酶标板冰上冷却与室温冷却１０ｍｉｎ结果无差异，

因此，本研究认为可以省去冰浴冷却的繁琐，室温冷却更为方

便快捷。本研究方法灵敏度为 ０．０６７μｇ／ｍＬ，回收率为

８８．８５％～１１０．８８％，批内与批间实验均显示重现性较好。本

方法在博莱霉素诱导大鼠肺纤维化的研究中得到了很好的应

用，经测定模型组 ＨＹＰ水平明显高于对照组，验证了博莱霉

素的肺纤维化诱导作用。
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