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·基础研究·

同种异体肌腱羟脯氨酸测定的正交试验

万彦林 1，高冰 2，王丽敏 2，胡永成 3*，夏群 1
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摘要：［目的］探讨不同因素对检测同种异体肌腱中羟脯氨酸（hydroxyproline, HYP）含量的影响。［方法］使用分光光度

计，基于正交试验的方法，对同种异体肌腱进行 HYP 含量检测，以样品的酶解时间（4、12、24 h）、酶解的水浴温度（37℃、

60℃、100℃），根据样品在酶解过程中需要盐酸优化酶解，设定酸酶比（1∶2，1∶1，2∶1），样品酶解时的水浴震荡频率

（180 r/min、200 r/min、250 r/min） 4 个单因素变量交替试验，得到最优化检测因素。［结果］单因素分析结果表明，在其他变

量不变的情况下，酶解时间 12 h，水浴温度为 60℃，酸酶比为 2∶1，保证 pH 值为 7.4 左右，200 r/min 震荡频率，能保证 HYP
酶解效果最佳，正交试验及极差分析表明酸酶比影响作用最大，其他影响因素依次为水浴温度、震荡频率和时间。［结论］同

种异体肌腱 HYP 含量检测，需调整 pH 值、温度、震荡频率及酶解时间保证酶的活性做高，使样本检测率达到最高，以期合理

使用资源，同时达到最佳的检测效果。
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An orthogonal test for spectrophotometry of hydroxyproline in allogeneic tendon // WAN Yan-lin1, GAO Bing2, WANG Li-min2,
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Abstract: [Objective] To investigate the influence of different factors on the spectrophotometry of hydroxyproline (HYP) in allogeneic
tendon. [Methods] The HYP content of allograft tendons was detected by spectrophotometer based on orthogonal test. Four factors, includ⁃
ing enzymolysis time (4 h, 12 h, 24 h) , water bath temperature (37℃, 60℃, 100℃), acid-enzyme ratio (1∶2, 1∶1, 1∶1), and water bath
oscillation frequency (180 r/min, 200 r/min, 250 r/min) were set to explore the optimal assay conditions. [Results] The results of single fac⁃
tor analysis showed that under the condition that other variables remained unchanged, the enzymolysis time was 12 h, the water bath temper⁃
ature was 60℃, the acid-enzyme ratio was 2∶1, the pH value was about 7.4, and the shock frequency of 200 r/min could ensure the best
enzymolysis effect of HYP. Orthogonal test and range analysis showed that the acid-enzyme ratio had the greatest effect. Other influencing
factors are bath temperature, oscillation frequency and time. [Conclusion] In spectrophotometry of HYP content in allograft tendon, pH val⁃
ue, temperature, shock frequency and enzymolysis time should be adjusted to ensure high enzyme activity, so as to achieve the highest de⁃
tection rate of samples, so as to rationally use resources and achieve the best assay efficiency.

Key words: allograft tendon, hydroxyproline, spectrophotometry, orthogonal test

肌腱损伤是骨科常见的疾患，自体肌腱重建被认

为是黄金标准，由于自体肌腱移植能造成供区疼痛、

瘢痕等并发症发生，所以目前同种肌腱在严重的肌

腱、韧带损伤修复领域应用广泛，与自体肌腱移植相

比，同种肌腱移植具有诸多优势，如来源丰富、无供

区并发症、解剖形态匹配度更佳等。同种肌腱植入体

内后，在后期愈合过程中，肌腱中的胶原蛋白起着重

要的作用，胶原蛋白的氨基酸组成因其来源和蛋白质

类型不同而有所差异［1］，但羟脯氨酸 （hydroxypro⁃
line, HYP）是胶原蛋白特有的氨基酸，对维持胶原蛋

白的稳定性具有重要作用，所以测定 HYP 含量，明

确同种异体肌腱胶原蛋白含量，对于评估使用同种异

体肌腱的愈合有重要指导意义。

HYP 含量测定的方法有很多，如比色法、氨基

DOI: 10.3977/j.issn.1005-8478.2024.04.12
作者简介：万彦林，主治医师，研究方向：运动医学、关节外科、骨与软组织肿瘤，（电话）13662005238，（电子信箱）jiamu010@163.com
* 通信作者：胡永成，（电话）13920006965，（电子信箱）huycdoctor@163.com



357

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
Vol.32,No.4
Feb.2023

第 32 卷 第 4 期

2 0 2 4 年 2 月

酸自动分析法、气相色谱法、高效液相色谱法，其

中，分光光度法又称为对二甲氨基苯甲醛法或氯胺

T 法，该方法是利用 HYP 经氯胺 T 氧化后，生成的

吡咯与对二甲氨基苯甲醛反应生成红色复合物，在

560 nm 波长下显色，其吸光度与 HYP 含量成正比。

因其他方法耗时且费用高，而比色法快速、简便，并

且普通实验室易实现，因此最为常用，但在相关的文

献报道中，比色法的操作条件不完全一致，检测过程

中不同的因素会造成检测结果产生很大差异，因此，

有必要对 HYP 的测定条件进行优化，以确保测定结

果的准确性。

本论文基于正交试验，使用分光光度法对测定

HYP 的影响因素进行了优化，主要分析包括酶解时

间、水浴温度、酸酶比以及水浴震荡频率等因素，优

化检测方法，提高 HYP 检测水平。

1 材料与方法

1.1 试验材料及来源

人体肌腱由北京威达峰医学生物材料有限责任公

司提供。主要试剂包括：盐酸（天津大茂化学试剂

厂）、 胶原酶 I （200 U 北京索莱宝科技有限公司）、

HYP 含量检测试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）、

Tris-HCl 缓冲溶液（北京索莱宝科技有限公司）。主

要仪器包括：电子天平（上海精其仪器有限公司）、

紫外可见分光光度计（L5S 上海仪电分析仪器有限公

司）、数显恒温水浴锅（HH5，上海力辰邦西仪器科

技有限公司）、高速台式离心机（H1850，湘仪离心

机仪器有限公司）、调速多用振荡器（HY-6A 型，常

州鸿泽实验科技有限公司）、电热鼓风干燥箱

（DHG-9055A，上海一恒科学仪器有限公司）、蒸馏

器（上海宝蓝实验仪器制造有限公司）。

1.2 样品的准备

同种异体肌腱在无菌包装袋中，深低温（-80℃±
2℃）下冷冻至少 30 d，室温复温，用无菌生理盐水

冲洗 3 次，每次 20 min，使用一次性无菌脉冲清洗，

直至肌腱颜色变白，彻底清除肌腱血液，无肉眼可见

脂肪存在。将肌腱浸入体积比为 1∶24∶75 的过氧乙

酸、无水乙醇和蒸馏水配制成含 0.2%（w/w）过氧乙

酸和 24%（v/v）无水乙醇的混合溶液中，并在室温

下保持 120 min，取出肌腱，纯化水冲洗 3 次后，将

肌腱置于装有 95%纯乙醇的台式恒温摇床 （恒温

25℃）中，连续脱脂 96 h，每 12 h 更换 1 次，用纯

化水水反复冲洗 3 次，每次 10 min，在干冰下保护下

使用 60 Co 辐射源用 25 kGy 伽马射线进行辐射。经伽

马辐照后的肌腱切成约 5 mm3的小块，使用万分之一

精密天平准确称量重量并记录，备用。

1.3 试剂的配制

取试剂盒中浓度为 0.5 mg/ml HYP 标准液 300 μl
加入 4 700 μl 蒸馏水，混匀得 30 μg/ml HYP 标准

液；将 0.027 7 g 无水 CaCl2 加入 Tris-HCl 缓冲溶液

中，配制成含 50 mmol/l CaCl2 溶液的 Tris-HCl 缓冲

溶液 A。Ⅰ型胶原酶 200 U 约 7.4 g 加入 Tris-HCl 缓
冲溶液中，配制成浓度为 0.74 mg/ml 缓冲溶液 B。
1.4 标准曲线的绘制

取 HYP 试剂盒中 HYP 标准品用蒸馏水稀释为

30、 15、 7.5、 3.75、 1.875、 0.938、 0.469、 0.234、
0.117 µg/ml 的标准溶，用分光光度计测其吸光度，

以标准溶液的浓度为 x 轴，∆A 标准为 y 轴（∆A 标

准=A 标准管-A 空白管），绘制标准曲线，得到回归

方程为 y=0.071 1x+0.029 5，R2=0.998 4，表明 HYP
标准溶液在浓度范围内，其浓度与吸光度之间具有良

好的线性关系。

1.5 单因素实验

将肌腱块放入含有 1.5 ml 缓冲液 A 的离心管

中，充分浸泡肌腱，并将离心管置于 37℃孵育 1 h；
随后将缓冲液 B 加入离心管中，以样品的酶解时间

（4 h、12 h、24 h）、样品酶解时的水浴温度（37℃、

60℃、100℃），根据样品在酶解过程中需要盐酸优化

酶解，设定酸酶比（1∶2，1∶1，2∶1），样品酶解

时的水浴震荡频率 （180 r/min、200 r/min、250 r/
min） 4 个单因素变量交替试验。孵育规定时间后，

将消化后各组样品以 14 000 r/min 离心 10 min，移液

枪取上清液 500 μl，弃去未消化杂质，将上清液用蒸

馏水定容至 1.5 ml 即为待测样品；再取 HYP 试剂盒

中试剂一 （氯胺 T） 500 μl，混匀，室温静置 20
min；再在上述溶液中分别加 500 μl 试剂二（二甲氨

基苯甲醛）和 1 ml 蒸馏水，混匀，水浴 20 min；室

温静置 15 min。取 4 ml 纯化水于比色皿，与待测液

同步实验作为空白对照。酶标仪预热 30 min 以上，

调节波长至 560 nm，使用蒸馏水调零；分别将样本

移入比色皿中，使用分光光度计在 560 nm 波长下测

定吸光度 A。将∆A 测定（∆A 测定=A 测定管-A 空

白管）带入方程得到 x（μg/ml），重复 3 次，取平均

值，计算 HYP 含量。

1.6 正交试验优选 HYP 含量检测条件

根据预实验结果，以酶解时间、水浴温度、酸酶

比及震荡频率为正交试验的 4 个因素，每个因素设定
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图 1 4 种单因素不同水平作用下 HYP 水平。

Figure 1. HYP levels under four univariate factors respectively.

3 个水平，分别为 （4、12、24 h），（37℃、60℃和

100℃），（1∶2，1∶1，2∶1），（180、200、250 r/
min）设定四因素三水平正交试验设计表。

1.7 统计学方法

使用 SPSS 26.0 软件（美国）和 Minitab 21 软件

（美国）对实验数据进行统计学分析。计量数据以 x̄ ±
s表示，采用用正交试验方差分析，两两比较采用

LSD 法。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 四种因素对 HYP 提取率的影响

四种因素对 HYP 提取率的影响见图 1。
酶解时间：在 12 h 时，在其他变量均不变的情

况下，肌腱酶解最相对于 24 h 最快，相对于在 4 h
时，溶解最彻底，部分样本在 4 h 时未完全溶解，在

12~24 h 内，肌腱酶解量无明显改变，所以，单纯延

长酶解时间不会增加酶解量，12 h，酶解效率最高。

水浴温度：取等量底物，加入适量胶原酶，分别

在 37℃、60℃、100℃水浴中酶反应，考察反应温度

对胶原酶水解胶原底物的影响。通过分析不同温度下

酶促反应后的结果发现：温度较低时，随着温度的升

高，I 型胶原酶活力提高，在 60℃时达最大值，之后

温度升高酶活力基本不变。结合实验结果，最终实验

选择 60 ℃为最适反应温度。

酸酶比：在 Tris-HCl 的有效缓冲范围内，用盐

酸调节配制不同 pH 的缓冲液，考察反应 pH 对胶原

酶水解胶原底物的影响。pH 在 6.6~7.4 时，I 型胶原

酶的活性随着 pH 的升高而增大，在 pH 为 7.4 时，

活性最强，此时，酸酶比约为 2∶1。此后随着 pH 的

升高 I 型胶原酶的活性降低。因此，I 型胶原酶过酸

和过碱都不适合胶原酶的反应。

水浴震荡频率：使用 Tris-HCl 作缓冲液，调整

水浴振荡器的震荡频率。观察到，在 200 r/min 时，

底物酶解最彻底。 在 180 r/min 时，底物酶解不彻

底，在 250 r/min 时，底物酶解时间较 200 r/min 时

长，且酶解不彻底。

2.2 极差与方差分析

正交试验结果 L9（34）见表 1 所示。根据极差数值

R 较大者影响较强得出，对 HYP 检测影响因素由强

到弱依次为：酸酶比、水浴温度、震荡频率、酶解时

间。根据 K 数值得出优化参数为酸酶比为 2∶1>水浴

温度 60℃>震荡频率 200 r/min>酶解时间 12 h。
方差分析结果见表 2，不同的影响因素对于 HYP

检测水平影响程度存在差异，通过判断显著性数值与

显著性水平进行比较，酸酶比为主效应对 HYP 含量

的测定影响差异有统计学意义（P=0.039），各影响主

次顺序为：酸酶比、水浴温度、震荡频率、酶解时

间。

3 讨 论

运动造成的肌腱或者韧带损伤的情况逐年增加，

尤其表现在前交叉韧带损伤或者断裂，为了维持关节

功能，减少因损伤后早期出现关节炎表现，大部分患

者需进行韧带重建手术治疗，自体肌腱是手术选择的

金标准，但是由于自体肌腱的肌腱供区术后会出现疼

痛、不适等情况，所以使用同种异体肌腱进行手术修

复是新的趋势。同种异体肌腱在临床使用前，除了需

要经过严格的供体筛查及取材过程保证无菌外，为了

降低生物负载，需进行伽马辐照进行终末灭菌，但是

在伽马辐照灭菌过程中，会造成胶原蛋白的损伤，影

响胶原蛋白的结构，造成肌腱的生物力学及组织学出

现改变，所以观察胶原蛋白的稳定性至关重要。

胶原蛋白是丰富的蛋白质家族，占总蛋白质含量

的近四分之一［2］，为大多数组织类型中的细胞提供支

持和结构组织。胶原蛋白具有很大的拉伸强度，其独

特特征是具有规则排列的氨基酸［3］。胶原蛋白每 100
个氨基酸残基含有 9.1 个 HYP 残基，氨基酸允许胶

原蛋白螺旋的急剧扭曲，从而在结缔组织中建立和维

持胶原蛋白分子的刚性结构［4］。胶原蛋白的热稳定性

与 HYP 的含量呈正相关，有学者验证了运用 HYP 含

量定量验证了其与胶原蛋白稳定性的关系，表明

HYP 起着链接多肽和稳定胶原蛋白的三螺旋结构的

作用，HYP 含量越低的胶原蛋白，其螺旋结构被破

坏的温度就越低［5］。
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表 2 HYP 检测不同影响因素的方差分析结果

Table 2 Results of variance analysis for HYP detection with different influencing factors
来源

酶解时间

水浴温度

酶酸比

震荡频率

误差

总计

自由度

2
2
2
2
9

18

平方和

930.831
124.088

1 117.753
382.523

1 055.550
20 527.090

均方

465.416
62.044

558.877
191.262
117.284

F 值

3.968
0.529
4.765
1.631

P 值

0.058
0.606
0.039

0.249

HYP 是一种重要的氨基酸［6］，是脯氨酸经过羟

基化酶催化之后的产物，它催化蛋白质合成后多肽脯

氨酸残基的翻译后修饰，其含量稳定，约占胶原蛋白

全部氨基酸残基的 13.5%，在胶原蛋白的 Gly-X-Y
重复中， X 可以是具有重复的各种其他氨基酸残基

中的任一种，HYP 仅出现在 Y 位置，这种氨基酸几

乎仅存在于胶原蛋白中，所以胶原蛋白可以通过

HYP 含量间接定量，测定 HYP 的含量对胶原蛋白代

谢的研究有重要意义［3］。HYP 的研究有着丰富的历

史，其在化学中严格地是亚氨基酸，但在生物化学和

营养学中被松散地称为氨基酸［7］，Hara［8］的综述详

细分析了通过不同的活性、序列及代谢物来识别具有

不同产物特异性的多种脯氨酸羟化酶，对 HYP 的异

构体进行识别。在胶原蛋白及其酶促水解产物中，从

蛋白质中的游离脯氨酸或脯氨酸残基产生少量顺式-
4-羟基脯氨酸和顺式-4-羟基-D-脯氨酸［9］，以及顺

式-3-羟基脯氨酸和顺式-3-羟基-D-脯氨酸［10］，但

多数 4-羟基脯氨，3-羟基脯氨酸以反式异构体存

在，全身胶原蛋白降解提供大量的反式-4-羟基-1-
脯氨酸，反式-4-羟基-L-脯氨酸是胶原蛋白中最丰

富的氨基酸之一，对于胶原的三螺旋形成、折叠和正

常结构是必需的，游离 HYP 具有清除活性氧并保护

细胞免受氧化损伤的能力［11］。

HYP 的测定一般有水解、衍生、检测 3 个步

骤，其中又以前 2 项研究较多。在试剂、方法学一定

的情况下，胶原蛋白的水解成为影响 HYP 测定的主

要因素，胶原水解完全与否取决于水解的时间、温

度，pH 值 ［12］。因不同组织胶原蛋白含量不同，耐受

表 1 L9（34）正交试验结果表

Table 1 L9（34）orthogonal test results
编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
k1
k2
k3
R

酶解时间（h）
4 (1)
4 (1)
4 (1)

12 (2)
12 (2)
12 (2)
24 (3)
24 (3)
24 (3)

83.103
95.472
86.19

27.701
31.824
28.73
4.123

水浴温度（℃）

37 (1)
60 (2)

100 (3)
37 (1)
60 (2)

100 (3)
37 (1)
60 (2)

100 (3)
73.825
99.343
91.597
24.608
33.114
30.532
8.506

酶酸比

1∶2 (1)
1∶1 (2)
2∶1 (3)
1∶1 (2)
2∶1 (3)
1∶2 (1)
2∶1 (3)
1∶2 (1)
1∶1 (2)
78.673
81.787

104.305
26.224
27.262
34.768
8.544

震荡频率（r/min）
180 (1)
200 (2)
250 (3)
250 (3)
180 (1)
200 (2)
200 (2)
250 (3)
180 (1)
89.467
94.963
80.335
29.822
31.654
26.778
4.876

HYP（μg/g）
20.101
31.477
31.525
22.218
41.274
31.980
31.506
26.592
28.092
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剪切力必然不同，直接影响水解程度及后续测定

HYP 含量的精确性。近年来许多学者对 HYP 的测定

条件进行了多方面、多层次、多途径的研究［13］。李

文才［14］对组织的最适宜水解条件进行了研究探讨，

发现在 120℃于 6 mol/L 盐酸溶液中水解 28 h 时在分

光广度计在 560 nm 波长是测得的值达最大，说明组

织在 28 h 内于 6 mol/L 盐酸溶液中可完全水解。周少

春［15］在组织匀浆液中加入适量的胰蛋白酶，测得

HYP 含量较未加胰蛋白酶者明显增高，适量胰蛋白

酶的参与有利于 HYP 的测定。冯志民等［16］研究温

度、氧化时间、样品中盐酸浓度以对 HYP 测定的影

响，认为测定条件为：100℃时 2 min，HYP 测定结

果最好。邢玉梅等［17］分别对温室 20 min、37℃ 10
min、 37℃ 20 min 3 种氧化条件和显色条件进行观

察，结果显示 3 种均氧化完全，认为室温控制在

15℃~25℃，放置 20 min 较为完全，显色温度越高，

裉色就越快，温度应选择 60℃ 20 min 较为适宜。

酸酶结合提取法通常是首选的方法，稀酸溶液能

有效作用于胶原蛋白分子间的氢键，使胶原纤维膨胀

展开，利于后续胶原蛋白的提取；但酸溶液不能切断

胶原分子端肽间的共价键，使得胶原蛋白不能有效溶

出，酶解的方法可将胶原分子端肽间的共价键切除，

促进胶原蛋白的溶出且能酶解组织中的非胶原蛋白，

以便于后续的盐纯化和透析除去这部分杂蛋白，提高

胶原蛋白的纯度，在胶原蛋白分子没有展开、融化或

破坏时，这些酶主要切割胶原蛋白的 N-端和 C-端，

极大地提高了胶原蛋白的提取效率，经酶提取后的胶

原蛋白，由于大部分端肽已被切除，极大地降低了其

免疫原性，利于后续的应用，但应严格控制酸浓度、

水解温度、水解时间等影响胶原蛋白提取的重要条

件，防止胶原蛋白被彻底水解成氨基酸并破坏氨基

酸，胶原蛋白水解过程中，适当的震荡，利于酶与底

物的融合，更好地酶解蛋白。同样，热水法在一定条

件下用热水浸煮从而得到水溶性胶原蛋白，胶原蛋白

的提取率随提取温度的升高而升高。胶原蛋白在热水

提取条件下，由于超螺旋空间结构被破坏，不再具备

原有胶原蛋白的生理功能，但是此过程中不能使用酶

进行，温度过高会使酶失活，造成试剂失效及资源的

浪费。

本文重点研究了酶解时间、水浴温度、酸酶比以

及震荡频率对样品水解的影响。结果表明，酸酶比为

2∶1 保证 pH 值为 7.4 左右，在 200 r/min 震荡频率

的 60℃水浴酶解 12 h，能保证 HYP 酶解效果最佳。
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