Hydroxyprolineの定量方法

【出典】Reddy GK, Enwemeka CS: A simplified method for the analysis of hydroxyproline in biological tissues. Clin Biochem 1996;29:225­229

前処置
1． Tissue切り出し

2． Sampleの筋湿重量を測定（マイクロチップ含む）し、細切りする

3． 凍結乾燥　24h

4． 筋乾燥重量を測定（マイクロチップ含む）

5． 6N-HClを1ml加え、110℃で加水分解　15h（必ずキャップロックをする！）

6． 予備凍結　at deep freezer 12h以上

7． 凍結乾燥　12h（HClが乾燥すればよい）

8． D.Wを1ml加え、vortexにて撹拌後、フィルターにかける

9． 冷蔵保存　at 4℃
Assay

１．1mg/ml Standard＊1準備
２．Sampleの準備 0～100μl

３．蓋を開けたまま、100℃で加熱　2h

４．蓋を閉め、4N-NaOHを50μl加えて撹拌後（vortex）、90℃で加熱　1～2h
５．Chlolamine-T reagentを500μl加えて撹拌後、常温におく　25min

６．Ehrlich’s reagentを500μl加えて撹拌後、蓋を閉め、70～80℃で加熱　20min

７．波長540nmで吸光度を測定

試薬

Acetate-citrate buffer（pH 6.5） ※数ヶ月安定
	
	1L
	500ml
	250ml

	Sodium acetate trihydrate＊2（g）
	120
	60
	30

	Citric acid＊3（g）
	46
	23
	11.5

	Acetic acid（ml）
	12
	6
	3


	Sodium Hydroxide（g）NaOH
	34
	17
	8.5

	Distilled Water
	pH調整後、メスアップ


Chlolamine-T reagent（0.056M） ※Assay当日調整

	
	～200
	～100
	～50
	～25
	～10

	Chlolamine-T＊4（mg）
	1,410
	705
	325.5
	176.25
	70.5

	50% n-Propanol＊5（ml）
	20
	10
	5
	2.5
	1.25

	Acetate-citrate buffer（ml）
	80
	40
	20
	10
	5


※必要量：500μl×（sample数＋standard数）
Ehrlich’s reagent（1M） ※Assay当日調整

	
	～160
	～80
	～40
	～20

	p-Dimethylamino-Benzaldehyde＊6（g）
	15
	7.5
	3.75
	1.88

	n—Propanol（ml）
	62
	31
	15.5
	7.8

	Distilled Water
	3.7
	1.85
	0.925
	0.463

	70% Perchloric Acid（ml）＊7　
	22
	11
	5.5
	2.8


※必要量：500μl×（sample数＋standard数）

試薬

· 1. trans-4-Hydroxy-L-proline. 99+%；シグマ・アルドリッチ H54409
· 2. Sodium acetate trihydrate（酢酸ナトリウム三水和物）；Wako 198-010555
· 3. Citric acid（クエン酸）；シグマ・アルドリッチ　05-4960-5
· 4. Chlolamine-T trihydrate, 98%；Alfa Aesar 127-65-1
　　　　　★この試薬は湿気禁！！発色しなくなります！
· 5. 1-Propanol (n-Propyl Aichol)；Wako 162-04816
· 6. 4-(Dimethylamino) Benzaldehyde；シグマ・アルドリッチ 07-410-5
· 7. Perchloric Acid(70%)過塩素酸；Wako 162-00695
      ★危険！全て溶解後に、最後に入れること！
