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1 997年 ，Ftedelius 建立测 定 尿 CTX 的另 

种酶联免疫吸附法 竞争性一步酶联免疫吸 

附法 。该法用抗合成8AA 单克隆抗 体测定 ．以 

辣根过氧化物酶直接标记单抗 检测时 ．单抗与 

样 品一 起 加人 到 固定 有8AA 的 微 孔 中 ．孵 育 1 

小 时 洗 孔后再依 次加人 底物溶 液 、终止液 后测 

吸 光度 。样 品 中 CTX 含量 与 吸光 度 成反 比 此 

种 ELISA，检 测 范 围 为 200～ 7000mg／L，检 测 

限 为 26 mg／L，批 内 批 问 变 异 系 数 分 别 为 

5．5％、8．0 虽 然 Fledelius后来 的研究 表 明 ， 

以上两 种 ELISA 测 尿 中 CTX 有 区别 ，前者 测 

的是含 有 异构 8AA 的 CTX，而后者 是 含非 p 

异构 8AA 的 CTXl2]，但这 两者的值 高 度相关 (r 

一0．93， —l58)，而后者所 需时间 更短 J。 

尿 中 CTX还 可 用 RIA 测定 这 个测 定 用 

的是与来 自I型胶原 c末端肽的非 p异构8AA 

序列起反应 的单克隆抗体。测定前需以抗生物 

素链 菌素 包 被 试 管 ，用 I标记 抗 8AA 序列 单 

抗作示踪剂。测定时，试管内加人生物素结合的 

EKAHDGGR，在室温下孵育1 5分钟，以使生物 

素结合 的 EKAHDGGR结合到不动 的抗 生物 

素链 菌素。试管用缓冲液清洗后，依次加入样 

品、示踪剂 ，同样条件下再孵育3小时 反应结束 

后，清洗试管 ，每个管 的放射性用 计数器计 

数6O秒。样本计数与 CTX存在量成反 比。该法 

测 量 范 围为 200～ 1 3500／*g／I ，检 测 限是 4O g 

L，批 内批 问变异系数平 均 为4．4 、5．3 。RIA 

法 与 ELISA 法测定 的 CTX值高度相关 (r= 

0．94，n一 678)口]。 

血清中的 CTX应用 E1 ISA方法测定，所 

用 的抗体可以是多克可隆抗体，也可以是单克 

隆抗体。如果 用多抗 ，检测过程 与用多抗 测尿 

CTx 的 ELISA 过程 类 似 ，只是 所 加 样 品 为 血 

清而非尿液。此 EI ISA 同样检测的是 异构形 

式 的 8AA 序 列 ，与 非异 构 合 成 的 8AA 的 交叉 

反 应 不 到 0．2 批 内批 间 变 异 系 数 分 别 为 

6．7 和 9．2 ，检 测 范 围 从 25 ng／ml到 500 

ng／ml，检 测 限 为 l0 ng／ml【 。如果 用 单 克 隆抗 

体测定血清 CTX，则采用 ELISA 中的双抗体 

夹 心 法 ，即将 筛选 出的具 有 相似 特异 性 和高 亲 

和力的两种单抗分别与生物素和过氧化物酶结 

合 ．然 后将 它们 的混 合液 与未 知样 品一起 加 人 

预先包被有抗生物素链菌素的试管内，在20c 

下孵育2小时．以形成抗生物素链菌素 生物素一 

单抗 一CTX一单抗 过氧化物 酶复合物 用缓冲 

液洗管5次，加 四甲基联苯胺 ．暗处孵育1j分钟． 

加硫酸终止反应．用酶标仪在450 nm处测其吸 

光 度 ，吸光 度越 高 ，血清 中 (、Tx 的含量越 高 ～。 

此一步 ELISA 法 ．测定 的是含 有通 过赖氨 酸残 

基 形 成共 价 交联 的双 链 p异 构 8AA 序列 的分 

子 ，批 内和 批 间的差 异都小 于8 ，测定 范围500 

～ 1 6000 pmol／I ，检测 限80 pmol／L 

以上 各 种 方 法 ，仍 以 Crosslaps E1 ISA 最 

常用 ，血清 CTX 的 ELISA试剂盒在商业上也 

可买 到 。在测 定 CTX 和 评定 结 果时 ．需 注意 以 

下共 同问题 ：①尿 CTX 的排 出有 明显昼 夜节 

律 ，一般 夜 间 比 白天高 ，故 在 临床应 用 中 ，标本 

收集 的时间对测定 结果 有影响 。有报 道认 为 ，夜 

间 (1]pm～7 aIT1)和第 一 次空腹 晨尿 标 本 比24 

小时尿更能反应骨吸收情况 ，且收集方便 ，容易 

实行 ，建议作为 收集标本 的标 准 ②测 尿中 

CTX，不管用什么方法，最后结果都需 以屎肌 

酐校正．以减少尿量和体型的影响．这就会受诸 

如身体肌肉群的大小和肌 肉代谢紊乱等因素的 

影响．而且由于需同时测尿肌酐．使最后结果误 

差 增 大 。⑧ 血清 CTX 与 屎 CTX 相 比 ，有 昼 夜 

节律 较 小 及不 需测 尿 肌酐 两大 优 势 ，但 是 受 

肾功能影 响 肾功 能 不全 时 ，血清 CTX 的值 可 

能升高 

3 临床应 用 

由8氨酸序列组成 的多肽，只存在于 I型胶 

原 C 末 端 肽 ，所 以 与 其 他 胶 原 无 交 叉 反 应 

Bond研究 表明 ，用 EI ISA 测尿 中 CTX与 高效 

液 相 色谱 法 (HPLC)测尿 D Pyr的结 果有 良好 

相 关 性 (r一0．83 一 214)．与 另一 骨 吸 收 指标 

Hpf也 相 关 (r一0．78， 一 421)ll。Garnero发 

现 ．尿 CTX的排出在男性与年龄无显著相关． 
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而 女性 ，CTX 值 随 年 龄 的增 加 而 增 高 ( 一 

0．25，P<0．002)，在50岁后显著增 高，且这种 

高水平 CTX值从 60岁维持到90岁．这与正常 

妇女骨 转换 和骨吸 收率 与 年龄相关 的增 高是一 

致的 j。说明 Cq、X的检测能反映体内骨吸收情 

况 ．可作为 骨吸 收敏 感 而特异 的指标 

CTX 应用 于临床 ，主要 是判断 代谢 性骨 病 

的骨吸 收状 态 ，监 测 和评 价抗 骨 吸收 药物 的疗 

效。如绝经使健康妇女尿 CTX增高至少70 ， 

经l2个月激素替代治疗后 则下降达60．7 ．尿 

CTX 的这 种变化幅度较骨钙素 (BGP)、Hpr、 

Pyr和 D—Pyr明显 ，说 明尿 CTX是 研究 雌激 素 

缺乏所致骨吸收更为敏感 的指标“ 。骨量丢失 

率 是骨 质疏 松 的危 险 预告 因子 之一 ，可通 过 骨 

量测定 获得 。Bond发 现 ，尿 CTX 含量与 单光 子 

密度仪 所测前 臂 的骨量丢失率相关系数为 

0．61，高于其他 骨转 换指标 。因此，尿 CTX浓 

度 可用来 判 断骨 丢 失率 。如果 骨 量 丢失 > 3 ／ 

年被定 为危 险 因素 ，则尿 CTX 600 mg／mol Cr 

作为分界点具有诊断73 的敏感性和79 的特 

异性 ，是判断绝经后骨质疏松 的最有用筛选参 

数 。在一些雌激素急性缺乏研究 中，如使用 

促性腺激素释放激素类似物(GnRHa)，尿 CTX 

也 明显升高( 一68，P<0．01)，与腰椎骨密度 

变化负相关(r一一0．651)的程度也高于其他指 

标。 Paget病 ，是 一种高骨转换率疾病 ，患者 

的尿 CTX 的排 出 比年龄 匹配 的 对照 者增 高 明 

显( 一32，P<O．001)，与尿 Hpr排 出高度相关 

(r--0．91，PG0．001)。经三天静脉使用特异而 

有 效 的骨 吸收 抑制 剂 二磷酸 盐 Pamidronate 

后 ，CTX 下 降 了71 ，比尿 Hpr下 降 幅度 明显 

(1 7 ，PG 0．001)，说 明 CTX 的测定 更 能直接 

判 断骨 吸收 率 ] 在 太多 数 甲亢 患 者 中，尿 

CTX排 出增加( 一27，P<0．001)，并与血清 

甲状腺激素 T 、T )水平相关 一0 5与0 52，尸 

G0 02和0．01)。经一个月甲亢平和放射性碘治 

疗后 尿 CTX恢复正常范围。揭示这一指标的 

测 定 有 助 于评 价 甲亢 相关 骨 疾 病 的骨 吸 收 状 

态 ，并监测这些病人的疗效 】。肿瘤骨转移引起 

恶性高钙血症，患者的尿 CTX在 治疗前 比正 

常对照升高5倍 ．二磷酸盐治疗后恢复正常，表 

现 出比尿吡啶并啉交联、尿 钙、尿 Hpr更大 的 

变 化 幅 度“ 。此 外，尿 CTX 在 原 发 性 甲 旁 

亢 、类风湿关节炎 等代谢性骨病患者 中也 

明显 升高 

血清 CTX 与 尿 CTX值 高 度 相 关 (r一 

0．856，n一638) J．而且与 尿 CTX相 比．有昼夜 

节律较小及不需测尿肌酐两大优势 ，因此同样 

为骨 吸收特异 而敏感 的指标 。Christgau研 究表 

明，在对绝经后妇女各种抗骨吸收治疗效果观 

察及 BMD变化评 价 中．血清 cTx与尿 CTX 

变化 相 似，他 们 因此认 为 血 清 CTX 的 一步 

ELISA 法在 骨 质 疏 松 抗 吸 收 治 疗 随访 中的 作 

用 至 少 与尿 CTX 相 当 。在 Paget病 、原发 性 

甲旁亢等代谢性疾病 中．血清 CTX同样也 明 

显 增加 j。 
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