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脯氨酸（PRO）测试盒说明书 

（货号：A107-1-1    茚三酮法    50T/48 样） 

免责声明: 测试前请仔细阅读说明书,预试后再进行批量实

验,否则由此导致的后果用户自行承担! 

一、测定原理： 

植物中的氨基酸只有脯氨酸能与酸性茚三酮发生反

应，生成稳定的红色产物。该产物在 515nm 有最大吸收峰，

其吸收值与脯氨酸的含量呈直线关系。因此，样品中的脯

氨酸含量可用酸性茚三酮法测定。除脯氨酸外，酸性和中

性氨基酸不能与酸性茚三酮形成红色产物，碱性氨基酸对

这一反应只有轻度干扰，在同类样品的测定中可忽略不计，

在不同样品的测定中可加入人造沸石排除这种干扰。 

二、试剂组成与配制：（试剂盒有效期 3 个月） 

 组分 试剂规格 保存条件 

试剂一 提取液 60mL×2 瓶 4℃避光 

试剂二 缓冲液 60mL×1 瓶 4℃避光 

试剂三 显色剂 60mL×1 瓶 4℃避光 

标准液 

100μg/mL 

标准贮备液 
1mL×1 支 

1 个月内使用可

4℃存放，长时间存

放需置-20℃以下 

临用前取 100μg/mL 的标准贮备液 0.5mL 用试剂

一定容至 10mL；或直接按标准贮备液：试剂一为

1：19 的比例进行配制，配成 5μg/mL标准液。 

三、所需仪器及试剂： 

     可见光分光光度计及 1cm 光径比色皿，沸水浴锅，涡

旋混匀器，离心机。 

四、操作步骤： 

1、前处理：精确称取植物组织重量，按重量（g）：体

积(mL)=1：9 的比例，加入 9 倍体积的试剂一，冰

水浴条件下机械匀浆，制成 10%的组织匀浆液，3500

转/分，离心 10 分钟，取上清液待测；(上清液需挑

选 2 例左右进行预试以选取最佳浓度（选择测定管

吸光值在 0.2~0.4 之间对应的上清稀释倍数进行正

式实验）) 

2、操作表： 

 空白管 标准管 测定管 

试剂一（mL） 0.5   

5μg/mL标准液（mL）  0.5  

待测样本（mL）   0.5 

试剂二（mL） 1 1 1 

试剂三（mL） 1 1 1 

95℃以上沸水浴反应 30 分钟，取出冷却，蒸馏水调

零，1cm 光径，波长 520nm 处分光光度计测定各管

吸光值 A。 

注：本实验可用实验室常规的离心管（容量 3mL 以上即可）

操作，沸水浴加热时需要在离心管盖上扎个小孔，以

防气压不稳，盖子弹开！操作时注意通风！ 

五、计算公式：  
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C 标准:标准液浓度, 5μg/mL; 

W: 组织重量,g； 

V 样总：提取液总体积，mL； 

N：样本测试前稀释倍数。 

 

六、注意点： 

1、操作最好在通风厨内，戴口罩、手套。 

2、用试剂一提取后的样本无法用于测定其它指标。 

3、样本提取后，其提取液中 PRO 含量若高于 20μg/mL，

请将该提取液用试剂一稀释一定的倍数后再测，结

果乘以稀释相应倍数。 

4、组织匀浆时尽量充分、一致，以降低样本间提取充

分程度的误差。 

 

 

 附录:脯氨酸标准曲线的制备（参考） 
1、前处理： 

将 100μg/mL 标准品贮备液用试剂一按照 100 倍、

50 倍、25 倍、20 倍、12.5 倍、10 倍、5 倍进行稀释后，

取 0.5mL 进行测定。 

2、操作表： 

加入物 空白管 标准管 

试剂一（mL） 0.5  

不同浓度脯氨酸标准液 (mL)  0.5 

试剂二（mL） 1 1 

试剂三（mL） 1 1 

沸水浴 30 分钟，流水冷却，蒸馏水调零，1cm 光径，波

长 520nm 分光光度计测定各管吸光值 A。 

3、测定结果： 

标准品浓度 

（μg/mL） 
测定吸光值 绝对吸光值 

0 0.004 0 

1 0.065 0.061 

2 0.128 0.124 

4 0.258 0.254 

5 0.329 0.325 

8 0.528 0.524 

10 0.673 0.669 

20 1.345 1.341 

4、绘图如下： 
脯氨酸（PRO）标准曲线
Line(a,b) Robust None

r 2̂=0.99985074  DF Adj r 2̂=0.99979103  FitStdErr=0.0057953425  Fstat=40190.979

a=-0.0087478992 

b=0.067359664 
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注：标准曲线用户可以不做，直接使用计算公式计算即可。

如需制作,可按上述做法操作，再将测得的样本测定管吸光

值减去空白管吸光值后，代入标准曲线计算，将算得的结

果替换计算公式中的
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算方可得到最终结果。 
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