
۱۱۴ آبزيان و د ام امور در

 

��

چکيده
متابوليسم مطالعات و در همبند بافتهاي در كلاژن ميزان گيري اندازه جهت شاخص يك عنوان به پرولين هيدروكسي مقد ار تعيين
۱۴-۱۶ به مدت مولار ۶ هيدروكلريك اسـيد تاندون با بافت نمونه هيدروليز از پس اين روش در ميگيرد. اسـتفاده قرار مورد كلاژن
قراردادن و ارليخ۱ معرف افزودن بعد با اكسيده شد. T كلرآمين با معرف د رجهسانتيگراد، هيدروكسي پرولين ۱۰۵ دماي در ساعت
توسـط محيط قليايي در رنگي محصول مزاحم، رنگي مواد حذف جهت آمد . رنگي بدسـت محصول د رجهسـانتيگراد، ۶۰ در دماي
موج طول در اسيد ي فاز در رنگي محصول جذب ميزان گرديد. اسـيدي فاز وارد رنگي ماد ه بعد و در مرحله اسـتخراج شـد تولوئن
فوق مراحل همه استاندارد كه محلولهاي كاليبراسيون۲ منحني اساس بر نمونه پرولين هيدروكسي مقدار و قرائت شد نانومتر ۵۴۳
شاخص با روش دقت .R۲=۰/۹۹۷ بود خطي ۱۰-۱۶۰μg/ml در دامنه غلظت كاليبراسيون منحني گرديد . محاسـبه بودند ، گذراند ه را
پرولين هيدروكسي ميزان تاندون اسب، نمونه شش با آزمايش آمد. ۷٪ به دست از كمتر روزها و درون روز ها بين (CV٪ تغييرات۳(
تعيين براي تكرار پذير و اختصاصي آسان، روش اين بهدست آمد. (۱۰۹/۵ ±۹/۰) ۹۵ -۱۲۱mg /g تاندون ماده خشك برحسـب آنها

است. استفاده قابل پوست ديگر مانند كلاژني بافتهاي و پرولين تاندون هيدروكسي مقدار
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Determination of hydroxyproline in equine tendon using a modified spectrophotometric method

By: A. Rassouli, G.R. Shams D. Pharmacology and Tocicology Dept, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran.
Sharifi. D. Dept of Clinical Sciences, Faculty of Veterinary Medicine. University of Tehran.
Determination of hydroxyproline (OH-Pro) is used as an index for assaying collagen content in connective tissues and 

in collagen metabolism studies. In this method, tendon samples were hydrolyzed in 6 m HCl, at 105 °C for 14-16 hrs and 

OH-Pro was oxidized by Chloramine T. Then by adding Ehrlich`s reagent and incubating at 60 °C, a chromophore was 
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روشها و مواد
لازم وسايل و مواد

- سيترات سد يم ــتات اس ارليخ)- (معرف بنزآلدئيد آمينو متيل پارادي
تولوئن- پرولين- ــي هيدروكس -۴ استاندارد – T كلرآمين – ــديم س تري
الكلي فنل فتالئين سديم- هيد روكسيد هيدروکلريك- - اسيد ايزوپروپانول
(Merck ــرکت ش ساخت ــتفاد ه اس مورد ــيميايي ش مواد (تمام د رصد يک
و بند انگشتي) سطحي كننده خم (تاندون ــب اس تاندون بافت نمونههاي -

formed. To remove interfering chromophores, OH-Pro product in alkaline media was extracted into toluene and then 

into acid phase. The absorbance of acid phase was read at 543nm and OH-Pro content was calculated from a calibration 

curve based on standard solutions run as the same as samples. Calibration curve was linear at 10-160 μg/ml (R2=0.997). 

The precision of the method defined by CV% of intra- and inter-day variations was less than 7%. Six equine tendon 

samples were analyzed and their OH-Pro contents were 95-121 mg/g dry weight (109.5 ± 9.0). This easy, specific and 

reproducible method can be used practically for determination OH-Pro content in tendon as well as other collageneous 

tissues like skin.
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مقدمه
ــتخوان اس به را عضله كه ــت اس كلاژني ــته اي رش بافت تاندون
از ٪۷۰ بيش و ــدون تان وزنتر ٪۳۰ حدود كلاژن ــد. مي نماي ــل متص
خيلي فرد و به منحصر حضور ميدهد (۵). تشكيل را خشك آن وزن
اين كه ــده ش ــبب س در پروتئين كلاژن، ــي پرولين بالاي هيد روكس
بافتهاي در كلاژن ميزان اندازهگيري جهت شاخص به عنوان تركيب
قرار استفاده كلاژن مورد ــم متابوليس مطالعات در و رود همبند بهكار
ــكيل رشته تش پس از پرولين ــيون هيد روكسيلاس واكنش .(۳) گيرد
٪۱۲ بين پرولين ــي هيدروكس ميدهد (۸) و كلاژن رخ پپتيد ي پلي

.(۱۱ ميدهد (۸، تشكيل را كلاژن وزن ٪۱۴ تا
بافتهاي د ر ــن پرولي ــي گيري هيدروكس ــدازه ان ــون براي تاکن
يا ــپكتروفوتومتري اس مختلف روشهاي بيولوژيك، مايعات مختلف و
است شده داده شرح متفاوت ويژگيهاي و حساسيت با كروماتوگرافي
(۱۰ ،۸ ،۱) اسيدي هيدروليز از روشها اين در .(۱۱ ،۱۰ ،۸ ،۷ ،۶ ،۱)
آزاد فرم ايجاد جهت يا رشتههاي پپتيدي همبند بافت (۷) قليايي يا
به آن سنجش و مشتق رنگي يك ايجاد با و سپس پرولين هيد روكسي
جهت آزمايشات سري يك ضمن است. در شده استفاده مختلف طرق
و ادرار در نمونههاي پرولين سنجش هيد روكسي روش ــازي س بهينه
يك روش اينجا در .(۱۰ ،۹ شده است (۴، انجام نگارنده پوست توسط
جهت ضروري آزمايشات انجام و لازم تغييرات با همراه ــده، اصلاح ش
هيدروكسي مقد ار تعيين بمنظور روش ــازي بهينه س و سازي۴ معتبر
حاصل يافتههاي ميشود. همچنين داد ه اسب شرح تاند ون در پرولين
كنند ه تاندون خم نمونه شش در پرولين ــي هيدروکس گيري از اندازه

مي گردد. ارائه اسب انگشتي۵ بند سطحي

آمريكا). Beckmanساخت DU- ۶۰۰ ) اسپکتروفوتومتر دستگاه
استات سديم ۵/۷ گرم :(pH =۶ /۰) سيترات بافر استات- نحوه تهيه –
يک د ر ــيتريک اسيد س گرم ــديم و ۰/۵۵ س تري ــيترات س گرم با ۳/۷۵ را
به مقطر آب ليتر ــي ميل ۲۵ مقدار و ريخته ــري ليت ميلي ۱۰۰ ــن ژوژه بال
از پس اضافه کرده و ــول ايزوپروپان ليتر ميلي و بعد ۳۸/۵ ــه کرده اضاف آن
چند هفته تا محلول ميرسد. اين بالن حجم مقطر به آب با مخلوط کردن،

است. پايدار
ميلي ۲ را در T ۰/۱۴ گرم كلرآمين : T تهيه معرف كلرآمين ــوه نح –
ــيترات فوق س ــتات ليتر از بافر اس ميلي به آن ۸ حل کرده و مقطر ليتر آب

مي شود. اضافه
آلدئيد  بنز آمينو متيل دي گرم از پارا ــخ: ۲/۵ ارلي تهيه معرف ــوه – نح
ميلي ۱۶ آن به و حل کرده غليظ هيدروکلريک ــيد اس ليتر ميلي را در ۷/ ۲
همان براي تازه بصورت ــد باي اين محلول ــود ميش اضافه ليتر ايزوپروپانول

شود. تهيه روز
نمونه هاي مورد  تاندون: بافت نمونههاي نگهداري و آوري نحوه جمع –
اثرات بررسي بمنظور تحقيقاتي يک پروژه در که اسب تعدادي از ــتفاد ه اس
و بودند قرار گرفته ــتفاده اس مورد تاندون التيام و ترميم ــزر درماني روي لي
درماني مداخله بدون ــاهد ش عنوان به مطالعه در آن تاندونهاکه از ــي برخ
مورد آنها ــن پرولي ــي هيدروکس گيري اندازه تحقيق جهت اين د ر ــد، بودن
كننده خم ــب (تاند ون تاندون اس بافت اند. نمونههاي گرفته قرار ــتفاده اس
-۲۰ د ماي در آزمايش هنگام ــده تا ش آوري ــتي) جمع ــطحي بند انگش س

شدند. درجهسانتيگراد نگهداري

روش كار
د ر اي ــه ــگاهي شيش لوله آزمايش د رون تاندون را بافت ميليگرم از ۵۰
دماي د ر لوله و مولار افزوده ۶ HCl محلول ۵ ml آن، به و داده قرار پيچد ار
آون۶ داخل در (Overnight) ساعت مدت ۱۴-۱۶ به سانتيگراد درجه ۱۰۵
مييليتر ۱۰۰ شدن لوله به نمونه را پس از سرد سپس حجم شد.  داد ه قرار
آن به و ريخته لوله ديگري را در شد ه نمونه رقيق ميليليتر از ۱ و ــانده رس
با افزود ن گرديد . ورتكس و كرد ه اضافه فتالئين فنل معرف ــرو ليتر ۵۰ ميك
با و ــد ه ش محلول نمونه ارغواني ورتکس مولار همراه با ۶NaOH ــي تدريج
ميليليتر سپس ۰/۵ گرد يد. رنگ بي نمونه ۱ مولار HCl تدريجي افزودن
دقيقه ۲۵ بمد ت از ورتكس، بعد و ــده ش اضافه نمونه به T كلرآمين معرف
ورتكس و ــرف ارليخ مع ۱ ml افزود ن با بعد ــد . نگهداري ش اتاق ــاي دم در
بهمدت ــانتيگراد درجهس دماي ۶۰ در دادن لوله قرار و ورتكسكردن نمونه
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روش يك از ــپس ــت آمد. س بد س قرمز رنگي محصول يك دقيقه، ۲۰-۲۵
بدين منظور استفاده شد. مزاحم رنگي مواد حذف باز جهت پاكسازي اسيد-
نمونه به محيط كردن قليايي جهت مولار ۶ NaOH محلول ــر ميلي ليت ۰/۵
مدت به و گرديد تولوئن اضافه ميليليتر ۳ به آن ورتكس از ــس پ ــزوده و اف
سر د قيقه، در ۶۰ بار دور با لوله محتويات همزن چرخان۷ توسط دقيقه ۱۰
از ميليليتر  ۲ دقيقه در دور ۱۰۰۰ سانتريفوژ دقيقه ۵ بعد از ته گرديد. و
مولار ۰/۰۳ HCl ميليليتر محلول ۳ حاوي يك لوله داخل به تولوئن ــاز ف
ــانتريفوژ س دقيقه ۵ بعد از مجددا ــد. ش ورتكس ثانيه ۳۰ مدت به و اضافه
ــيدي و فاز اس گرديد تولوئن خارج فاز پمپ مكش با دور در د قيقه، ۱۰۰۰
توسط رنگي محصول جذب و ميزان كووت ريخته داخل به رنگي) (محصول
با و بار ۳ آزمايشات شد . قرائت نانومتر ۵۴۳ موج طول در ــپكتروفوتومتر اس

شدند. ۲ هفته انجام زماني فاصله
(۱۰-۱۶۰ μg/ml) پرولين هيدروكسي كاليبراسيون استاند ارد منحني
تاندون، نمونه بافت همانند كه ــتاندارد اس مختلف غلظتهاي ــتفاده از اس با
اساس بر و د ست آمد. به بود ند، گذرانده را هيدروليز به جز فوق مراحل همه
بافت پرولين نمونه ــي هيدروكس مقدار رقت، ضرايب گرفتن نظر با در آن و

گرديد. محاسبه تاندون
با برداشت همزمان تاند ون، نمونههاي رطوبت درصد منظور محاسبه به
۵۰ -۱۰۰ ــي پرولين، هيدروکس گيري اندازه براي بافتي هر نمونه توزين و
گرديد. و توزين ــد ش قرار داده لام يک روي بافت نمونه از همان ــرم ميليگ
درجه ۱۰۰ ــاي دم در ــاعت بمدت ۳ س ــه، لام نمون ــدن ــک ش خش جهت
در رطوبت نمونهها، درصد محاسبه نتايج از شد. داده قرار در آون سانتيگراد
خشک ماده حسب بر پرولين ــي هيدروکس مقاد ير ارائه جهت بعدي مراحل

گرديد. استفاده تاندون
فرآوري از حاصل رنگي محصول جذب۸ حد اکثر موج طول يافتن جهت
عدم از اطمينان همچنين و ــتاندارد اس نمونههاي و تاندون بافت نمونههاي
نمونههاي از ــل حاص ــيدي اس فاز احتمالي، گر مداخله ــي رنگ مواد ــود وج
۶۰۰nmتا ۴۰۰ ــه دامن در تاندون بافت و پرولين ــي هيدروكس ــتاندارد اس
قرائت جهت آمده بدست جذب حداکثر موج طول از گرديد . سنجي۹ طيف
مقاله فرمول از روش ــيت حساس ــبه محاس براي و نمونهها ــول رنگي محص

.(۷) استفاده گرديد و همكاران Podenphant

معيار و انحراف و ميانگين صورت به دادهها ارائه براي توصيفي از آمار
نمودار ــم رس و ــبات محاس براي Sigma Plot ۲۰۰۰ و Excel برنامههاي از

استفاده گرديد.

نتايج
دامنه غلظت در پرولين ــي هيدروكس استاندارد ــيون كاليبراس منحني
بسيار (۵ μg/ml) روش ــيت بود (نگاره ۱). حساس خطي ،۱۰-۱۶۰ μg/ ml

رقيق بار) ۱۰۰) بافت نمونه محلول ــه ك بود بطوري نياز حد مورد از ــر بالات
روز، درون روز و بين تغييرات ضريب شاخص با روش تكرار پذيري ميشد .
رنگي محصول ــنجي س نتايج طيف ــه مقايس .(۱ بود (جدول ٪۷ ــر از كمت
آمده ۲ نگاره در ــتاندارد و نمونههاي اس تاندون بافت نمونههاي از ــل حاص
ــوج ۵۴۳ م طول در ــود حداکثر جذب ميش که ملاحظه ــور همانط ــت. اس
هيدروكسي ميزان اسب، نمونه تاندون آزمايش شش با آمد. ــت بدس نانومتر
و ميانگين با و ۱۲۱mg/g تا ۹۵ بين تاندون خشك ماده ــب برحس پرولين

(۲ (جدول آمد. ۱۰۹/۵ بدست ± ۹/۰۵ معيار انحراف

رگرسيون ضريب خط و معادله پرولين، هيدروكسي استاند ارد منحني كاليبراسيون -۱ نگاره

پرولين... هيدروكسي اندازهگيري
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نتيجهگيري و بحث
ــنجش س براي ــده روش، ش اصلاح ــتقل يا مس روش چند ين ــون تاكن
شامل كه است شده منتشر مختلف ماتريكسهاي در پرولين ــي هيدروكس
،۸ ،۷ ،۳ است (۱، و اختصاصي تر خيلي پيچيده تا سريع ــاده و س روشهاي
ايجاد و پپتيد ها هيدروليز جهت مختلف ــواد م از روشها ــن اي در .(۱۱ ،۱۰
رنگي محصول ايجاد و آن اكسيداسيون جهت پرولين، هيدروكسي آزاد فرم
آمده بدست محصول همچنين پاكسازي و مقدار آن تعيين و رد يابي جهت

است. شده ديگر استفاده مداخلهگر رنگي مواد از
گيري از روشهاي ــره به و برخي اصلاحات طريق از ــه ك روش حاضر
ــان، آس ــي ــود روش ميش ملاحظه كه همانطوري ــت اس يافته تكوين قبلي

است. پذير تكرار و اختصاصي
هيدروكسي مقدار زمينه مطالعه در اين آمده در ــت بدس نتايج مورد در
مطالعه نتايج ــبي با مناس همخواني آزمايش، مورد تاندون نمونههاي پرولين
خم تاندون ــه مطالع آن در ــود. ميش ــاهده مش (۲) همكاران و Dahlgren

با و ــده ش تورم دچار ــاز كلاژن با تجربي ــور بط ــب اس ــتي انگش بند كننده
شده درمان تيمار) (گروه ۱۰ IGF-۱ يا و ــاهد) ش (گروه سالين از استفاده
با ــده ش اندازهگيري پرولين نمونههاي تاندون ــي هيدروكس بودند. مقدار
تيمار گروه در و ۹۴/۶ ±۶/۱ mg/g ــاهد ش گروه در HPLC۱۱ ــتم سيس
يعني ــه مطالع اين نتايج با که ــت اس ــد ه ش گزارش mg/g ۱۰۳/۹±۶/۲

دارد. ــي همخوان (۱۰۹ /۵ ±۹/۰) ۹۵ -۱۲۱ mg/g
تاندون د ر پرولين هيدروكسي و بالاي کلاژن ــيار بس مقادير به توجه با
مراتب به و تر پيچيده اما و د قيقتر حساس روشهاي از ــتفاده به اس نيازي
مواردي در اينحال نميشود. با احساس (۶) HPLC روشهاي مانند گرانتر
ــد باش پيکومول حد در پرولين نمونه خيلي اندک و ــي هيدروکس مقدار که
ايزومرهاي سنجش به نياز موارد ي که يا ــلولي و ــت س کش نمونههاي مانند
جداسازي يا و پرولين ــي هيد روکس -۳ مانند پرولين ــي هيدروکس مختلف
و دقيق روشهاي ــد باش ــي پرولين هيدروكس ترانس و ــيس س ايزومرهاي

بود. HPLC ضروري خواهد پيچيده

استاندارد نمونههاي تاندون و بافت نمونههاي از حاصل رنگي محصول طيف سنجي نتايج مقايسه -۲ نگاره
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پرولين هيدروكسي
(μg/ml)

تعداد
تکرار

روز د رون روزتغييرات تغييرات بين

ميانگين و انحراف
واحد × معيار( ۰/۰۰۱

جذب)

تغييرات ضريب
( ٪ CV )

ميانگين و انحراف
جذب) واحد × معيار(۰/۰۰۱

تغييرات ضريب
( ٪ CV )

۱۰۳۱۵۵/۳ ± ۷/۵۴/۸۱۴۸ ± ۸ /۶۵/۸

۲۰۳۳۲۵ ± ۱۵ /۱۴/۶۳۴۲ ± ۲۳ /۵۶/۹

۴۰۳۵۳۷/۶ ± ۱۹/۸۳/۷۵۴۳ ± ۳۰۵/۵

۸۰۳۹۵۵/۶ ± ۴۷۴/۹۸۹۹ ± ۴۸ /۷۵/۴

۱۶۰۳۱۶۴۹ /۶ ± ۵۸۳/۵۱۵۹۲ ± ۶۳/۹۴/۰

معيارميانگين۱۲۳۴۵۶شماره نمونه انحراف

پرولين هيدروكسي ميزان
(mg/g DW)

۱۰۹/۶۱۰۸/۴۱۱۵/۴۱۰۶/۵۹۵/۰۱۲۱/۱۱۰۹/۵۹/۰۵

همکاران روش Podenphant و از استفاده با قبلي که به تجارب توجه با
ادراري نمونههاي در ــباع) اش باريوم ــيد (هيدروکس قليايي هيدروليز از (۷)
لولههاي در ضمن و ــت نداش ــبي مناس پذيري تکرار ــده بود و ش ــتفاد ه اس
هيد روليز روش از ــه مطالع ــذا در اين ل ــدند خوردگي مي ش ــش دچار آزماي

شد. گيري بهره اسيدي
شده داد ه شرح باز – ــازي اسيد پاکس از روش اين مطالعه همچنين در
جلوگيري ــبب س ــد که ش ــتفاده اس (۷) و همکاران Podenphant ــط توس
از برخي ــر تاثي جمله از ديگر رنگي ــر گ عوامل مد اخله ــر تاثي ــل و تداخ از
روش از اين مرحله البته ــود. ميش نمونه د يگر موجود در ــيد هاي آمينواس
اسيدهاي با مقايسه د ر نمونه د ر پرولين ــي مواردي که درصد هيد روکس در
همانطور است. برخورد ار بيشتري اهميت از ــد باش اندک خيلي ديگر آمينه
حذف و جداسازي كاملاً احتمالي، رنگي مداخلهگر مواد ميشود که ملاحظه
آمد ه، طول ــت بد س رنگي محصول ــنجي س طيف كه ــت بطوري اس ــد ه ش
و تاندون نمونههاي بافت براي مشابهي را جذبي طيف جذب و حداكثر موج

ميدهد. نشان استاندارد نمونههاي
نمونه ها كرد ن آن از خشك با همراه و بافت تر تاندون از حاضر روش در
پرولين هيدروكسي مقدار و رطوبت د رصد محاسبه جهت آون، از استفاده با
ابتدا بتوان اگر كه حالي در گرديد، ــتفاده اس خشك تاندون ماد ه ــب برحس
برداري نمونه آنها از و نمود ــك خش دراير۱۲ از فريز ــتفاد ه اس را با ها نمونه

باشد. د اشته به همراه بهتري ميرسد نتايج بهنظر شود،
در  و پرولين ــي مقدار هيدروكس ــراي تعيين ب حاضر روش ــن بنابراي  
كه قبلاً ــت پوس مانند ديگر كلاژني و بافتهاي تاندون كلاژن نتيجه ميزان
مطالعات در و توصيه قابل خوبي به ،(۴) ــده ش گرفته بكار نگارنده ــط توس

است (۹). قابل استفاده متابوليسم كلاژن و با بيوسنتز مرتبط

پاورقيها
1. Ehrlich’s reagent

2. Calibration curve

3. Coefficient of variation

4.Validation

5. Superficial digital flexor tendon

6.Oven

7.  Rotary mixer

8.  λ max

9. Scan 

10. High performance liquid chromatography   

11. Insulin-like growth Factor-1

هيدروكسي مربوط به رنگي محصول شده قرائت مقادير (Inter-day variations) روز بين تغييرات و (Intra-day variations) روز درون ميزان تغييرات جدول۱-
حاضر روش در شد ه گيري اندازه پرولين

خشك  حسب ماده بر اسب تاندون نمونه شش پرولين هيدروكسي ۲- ميزان جد ول  

پرولين... هيدروكسي اندازهگيري
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12. Freeze dryer

استفاده مورد منابع
1. Bergman, I. and Loxley, R., 1970; The determination of 

hydroxyproline in urine hydrolysate. Clinica Chimica Acta, 27: 

347-349

2. Dahlgren, L.A.; Meulen, M.C.H.; Bertram J.E.A.; Starrak, G. 

S., and Nixon, A.J., 2002; Insulin-like growth factor-I improves 

cellular and molecular aspects of healing in a collagenase-induced 

model of flexor tendonitis. Journal of Orthopaedic Research. 20 

(5): 910-919.

3. Eastoe, J.E., 1967; Composition of collagen and allied protein. 

In: Treatise on collagen, Vol. 1, Chemistry of collagen, Edited by: 

Ramachandran GN, Academic Press Inc., London, pp: 1-55

4. Ghamsari, M.; Dehghan, M.M.; Rassouli, A. and Nowrouzian, I., 

2001; Effects of chitin and chitosan in experimental wound healing 

in horse. Journal of Faculty of Veterinary Medicine, University of 

Tehran, 56 (2): 1-7.

5. Harkness, R.D., 1968; Mechanical properties of collagenous 

tissues. In: Treatise on collagen, Vol. 2, Biology of collagen, 

Part A, Edited by: Gould, B.S., Academic Press Inc., London, 

pp: 254-257.

6. Lindblad, W.J. and Diegelmann, R.F., 1984; Quantitation of 

hydroxyproline isomers in acid hydrolysates by high performance 

liquid chromatography. Analytical Biochemistry, 138: 390-395.

7. Podenphant, J.; Larsen, N.E. and Christiansen, C., 1984; An easy 

and reliable method for determination of urinary hydroxyproline. 

Clinica Chimica Acta, 142: 145-148.

8. Prockop, D.J. and Kivirikko, K.I., 1968; Hydroxyproline and 

metabolism of collagen. In: Treatise on collagen, Vol. 2, Biology 

of collagen, Part A, Edited by: Gould BS, Academic Press Inc., 

London. pp: 215-246.

9. Rassouli, A., 2001; Determination of vitamin D status in 

early postmenopausal Iranian women: Relations to bone mineral 

density and urinary hydroxyproline. PhD thesis. Department of 

Pharmacology, Iran University of Medical Sciences. Tehran, Iran, 

pp: 72-75.

10. Rassouli, A., Milanian, I. and Mahmoudian, M., 2000; A 

modified and reliable spectrophotometric method for determination 

of urinary hydroxyproline. Proceeding of 1st Iranian Congress 

of Veterinary Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, 

University of Tehran, Iran. pp: 213

11. Regassa, F. and Noakes, D.E., 2001; Changes in the 

weight, collagen concentration and content of the uterus and 

cervix of the ewe during pregnancy. Research in Veterinary 

Science, 70: 61-66.




