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Ⅱ型胶原酶联免疫方法的建立及对骨性 

关节炎研究的应用 

赵丹慧 姚力 周乙雄 尹大庆 李成文 

【摘要】 目的 建立 Ⅱ型胶原酶联免疫测定方法学，为I临床骨性关节炎(OA)的诊断及预后评价 

提供灵敏的检测手段。方法 建立 Ⅱ型胶原酶联免疫夹心测定法 ，在动物实验的基础上对 24例正常 

人及 65例 OA患者进行分组血清学检测，并与蛋白多糖的血清学检测进行 比较。结果 Ⅱ型胶原与 

蛋白多糖高度相关，OA患者血清中两种指标明显高于正常人(P<0．01，P<0．05)；X光片显示 OA患 

者 B组、c组 Ⅱ型胶原明显增高(P<0．05)；截骨术后半年及 1年 Ⅱ型胶原明显降低(P<0．05)。结论 

Ⅱ型胶原可较灵敏的反映患者的软骨代谢情况。 

【关键词】 Ⅱ型胶原； 夹心 ELISA； 骨性关节炎； 蛋白多糖 

Appfication of enzyme linked immunosorbent assay for type II collagens of osteoarthritis study ZHAO 

Dantlui，YAO Li，ZHOU Yixiong，et o2．Be~iing Ji Shui Tan Hospital，Beijing 100035，China 

【Abstract】 Objective To develop the enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)of typeⅡ co~ ens 

and study clinical significance of type II collagens in patients with osteoarthritis(OA)．Methot~ The sandwich 

ELISA method for typeⅡ collagens was develop．~rllin levels of type II collagens in OA patients and control 

group were acsayed．and compared with the levels of seruin proteoglycans．Results Th ere is a IIish correlation be- 

tween type II col~ ens and proteoglycan8．Serum levels of type II collagens and proteoglycan8 were higher in OA 

patients(P<0．01，P<0．05)．TypeⅡcollagenlevelswere higher(P<0．01)and pwteo~ycanlevelswerelower 

(P <0．01)in OA animals．x rays showed that type II eollagenlevels in groups B and C were higher 

(P<0．05)．TypeⅡ collagen decreased(P<0．05)after tibial osteotomy．Conclusion Type II collagens and 

pwteo~ycan8 can reflect the metabolism of cartilage in OA patients．The typeⅡ collagens ale sensitive． 

【Key words】 TypeⅡcollagen； Sandwich enzyme linked immunosorbent assay； Osteoarthritis； Pro- 

teoglyeans 

Ⅱ型胶原及蛋 白多糖两种大分子蛋 白是构成关 

节软骨的主要成分。骨性 关节炎 (简称 OA)是一种 

退行性关节疾病，特征是关节软骨的广泛降解，在分 

子水平上表现为 Ⅱ型胶原的断裂 ，蛋 白多糖的丢失。 

目前对 OA早期诊断，软骨降解的变化规律及关节 

炎术后效果的判断等许多方面，国内外均缺乏灵敏 

的检测指标L1 J。本研究 自行建立了Ⅱ型胶原酶联夹 

心检测方法，在动物实验的基础上应用于临床，对 65 

例手术前后 OA患者血中的 Ⅱ型胶原及蛋 白多糖两 

种软骨代谢指标进行了比较研究。结果证明Ⅱ型胶 
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· 论 著 · 

原可以较灵敏的反映 OA术后患者 的软骨代谢情 

况 。 

材料和方法 

1．实验动物 

选用 Hardy雌性豚 鼠 30只 ，按出生月龄分为 ：1 

个月 (对 照 )组 ；3个 月 (早期 OA)组、7个 月 (晚期 

OA)组。每组 10只，在分组月龄 2—7 d的动物股动 

脉中抽取全血，离心后，血清放 一20℃冰箱保存。3 

组动物取膝关节标本，经电镜形态学检查证实，1个 

月组为正常关节，3个月及 7个月组分别为早期 ，晚 

期 OA组【 。 

2．临床研究 

(1)OA患者：65例，其中男性 12例，女性 53例； 

根据患者x光片的改变由轻到重分组为 A、B、C、D 
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4个组。患者平均年龄为(60-I-8)岁。 

(2)正常对照组：24例，男性 11例，女性 13例； 

平均年龄为65岁；标准：双膝既往无关节病史，查体 

正常，无代谢病史。 

3．选用试剂及仪器 

(1)ELISA试剂：纯化鼠抗人 Ⅱ型胶原 II一4C11单 

克隆抗体(购 自日本富士公司)；酶标羊抗鼠 IgG由 

本实验室自行制备，TMB(四甲基联苯胺)、Tween 20 

购自Sigma公司，酶标板为美国 Coster产品。 

(2)仪器：酶联仪及洗板机为美 国伯乐公司产 

品。 

4．方法 

(1)建立 Ⅱ型胶原 ELISA夹心测定法，测定患者 

及实验动物血清 中 Ⅱ型胶 原含量。方法 ：间接夹 心 

法 ：抗人 Ⅱ胶原单抗 II-．40]2,~g／mg包板一加入兔 

血清(免疫沉淀去除交叉反应的Ⅱ型胶原)封板一将 

人及动物样品及质控血清稀释 50倍取 100 加入 

板中孵育2 h一再加入同一抗体 3 g／ml孵育 0．5 h 

一加入酶标二抗 1：1000稀释孵育 0．5 h一加入底物 

TMB--~ I入终止液一450 nm测定 。 

(2)采用建立的方法对各组样品及实验动物模 

型进行 Ⅱ型胶原血清学测定。 

(3)测定各组样品及实验动物模型血清中蛋白 

多糖含量。选用比利时 Biosource公司生产的蛋白多 

糖试剂盒，蛋白多糖为抗人 G1区单抗 ，免疫化学原 

理为间接夹心法。 

5．统计学处理 ：采用 DUNNETr t检验 。 

结 果 

1．II型胶原 ELISA方法学的评价 ． 

重复性：批 内批间差分别为 6．3％、9．8％；敏感 

性：血清样品均经 50倍稀释，3组 OA豚鼠实验动物 

模型的结果在 OD 450：0．468—2．160之间；正常人范 

围 OD 450：1．61—2．48；空 白对 照 OD 450在 0．1 

0．2之间。 

特异性 ：与 I型胶原无交叉反应(ELISA法 )。 

2．对实验动物豚鼠OA模型的研究结果 

豚鼠血清 Ⅱ型胶原 3个月起明显增高：1个月组 

与 3个月及 7个月组比较差异有非常显著性(P< 

0．01)；3个月组与 7个月组 比较差异无显著性(P> 

0．05)。血清蛋白聚糖随年龄增长下降：1个月组与 

3个月组和7个月组比较均差异有非常显著性(P< 

0．01)；7个月组与 3个月组比较差异也有非常显著 

性 (P<0．01)，见表 1。 

3．OA患者的研究结果 

(1)将正常人与 OA患者的 Ⅱ型胶原与蛋白多 

糖结果做相关分析 ，相关系数为 0．3，P<0．01。证 

明二者高度相关。 

(2)对照组与临床实验组两种指标的比较：临床 

实验组 OA患者的 Ⅱ型胶原及蛋白多糖均明显高于 

对照组(P<0．01，P<0．05)，见表 2。 

表 1 OA模型豚鼠血清 Ⅱ型胶原及蛋白多糖浓度的变化 

注：与 1个月对照组比较： P<0．01 

表 2 OA患者与对照组的Ⅱ型胶原及蛋白多糖含量 

注：与正常对照组比较： P<0．05，一 P<0．01 

(3)依据 x光片将临床实验组分成 A(n=9)、B 

(／7,=12)、C(n=33)、D(n=11)组并与正常对照组比 

较；两种指标均在 B组、c组明显高于正常(P< 

0．05)；A、D组与正常对照组差异无显著性(图 1、2)。 

园 标准 
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组别 

图 1 正常人及 OA患者血清蛋白多糖含量 

星 
餐 
晷 

组别 

图2 正常人及 OA患者血清 Ⅱ型胶原 OD值 

(4)晚期临床实验组手术前后两种指标的比较： 

臃 
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表 3 不同术式 OA患者手术前后血清中两种指标的变化 

3 

注：与手术前比： P<O．05；11型胶原单位为A，蛋白多糖单位为ng·ml 

截骨术组术前与术后(半年及 1年)11型胶原均明显 

下降(P<0．05)，蛋白多糖无明显差异；全膝置换组 

术前与术后半年蛋白多糖明显降低(P<0．05)，Ⅱ型 

胶原则无明显差异；关节探查组术前与术后两种指标 

均无明显差异 (表 3)。 

讨 论 

关节软骨的 95％为 Ⅱ型胶原及蛋白多糖，90％ 

的Ⅱ型胶原构成了软骨的网状支架。5％的蛋白多糖 

附着在支架上。当骨性关节炎发生时，Ⅱ型胶原及蛋 

白多糖均发生降解，降解产物释放入血，血中浓度发 

生变化。以前的研究较多的报道了 OA患者关节液 

及血清中蛋白多糖含量的变化L3，4 J，对血清中Ⅱ型胶 

原浓度的变化尚无报道。 

本研究 自行建立了 Ⅱ型胶原酶联测定方法。在 

酶联免疫分析中，夹心测定法通常是选用同一抗原不 

同株的单克隆抗体对样品进行测定，本研究使用一株 

抗人 Ⅱ型胶原单抗建立了检测方法，并使其具有较高 

的稳定性、灵敏度、特异性及符合标准的本底 (OD 

450<0．2)。这一方法证明 ：对 Ⅱ型胶原 这种抗原决定 

簇具有高度重复性、并在血清中具有较高含量的大分 

子蛋白，在仅有一株单抗的情况下，可以使用一株抗 

体进行间接法测定，并可达到较高的灵敏度。 

应用本方法在动物实验的基础上研究了正常人、 

OA患者血清中Ⅱ型胶原的变化规律。与进口的蛋白 

多糖试剂盒相比，Ⅱ型胶原能更灵敏的反映 OA病变 

情况，特别是对术后效果的判断有应用价值，可作为 

改进治疗方法的依据，是今后 OA研究中的有效指 

标。 

本研究结果显示 OA患者的 Ⅱ型胶原及蛋 白多 

糖含量均明显高于对照组，其中以Ⅱ型胶原的变化更 

为明显(P<0．01)。从术前 OA患者的分组情况来 

看，x光片改变处于中期的 B组、C组两种指标均明 

显高于正常，而早期的 A组及晚期的 D组则与正常 

组均无显著差异。以往的研究较多报道的是关于蛋 

白多糖的研究： ·nande一5j的研究证明在 OA早期阶 

段关节液中蛋白多糖浓度明显增加，而后逐渐下降， 

这与我们对血清学的研究结果是一致 的。Dahlberg 

等 J研究了 x光片尚无改变，而关节镜下表现出软 

骨退变患者的关节液中发现其蛋白多糖的含量明显 

高于正常对照。我们的结果证实了在 OA研究过程 

中的一个重要现象：即Ⅱ型胶原血清学的变化可以反 

映骨关节炎的变化规律。还证实Ⅱ型胶原指标变化的 

趋势与蛋白多糖是一致的。 

Odenbing等 J于 1991年研究了截骨术前后关节 

液中蛋白多糖的变化，发现在术后 3个月高于术前， 

而后逐渐下降，两年后达正常水平。我们对 3种不同 

手术方式，术前与术后半年、1年检测的结果证明。Ⅱ 

型胶原及蛋白多糖分别可以证明截骨术及全膝置换 

术后的好转情况，特别是Ⅱ型胶原反映截骨术的效果 

更为灵敏：术后半年及 1年的结果与术前比均差异有 

显著性(表 3)。 

许多学者使用豚鼠做为原发性 OA模型的研究 

仅报道了形态学的变化 ，9 J，本研究同时报道 了 OA 

动物模型体内Ⅱ型胶原及蛋白多糖两种指标的变化 

情况，发现豚鼠Ⅱ型胶原的变化规律与人类相似，即 

先明显高于正常，之后有轻微下降；而蛋 白多糖的变 

化则与人类的 OA不同，呈持续下降的趋势，这与正 

常人蛋白多糖的变化规律是一致的。这一结果提示 

研究豚鼠 OA模型时，软骨代谢指标以Ⅱ型胶原更为 

合适。本实验中用抗人Ⅱ型胶原单抗测定豚鼠抗原。 

得出了较好的结果，证明人与豚鼠的上述抗原具有共 

同性抗原的交叉反应，为今后进行豚鼠 OA模型的软 

骨代谢指标研究提供了理论依据。 
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调节因子之一。是骨生成的强刺激因子，也对破骨 

细胞的前体细胞分化为破骨细胞有促进作用，其对 

骨形成和骨吸收均有增加，Mochizuki将破骨细胞与 

一 定剂量的 IGF一1共同培养发现，破骨细胞的活性 

增强，抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色阳性的多核 

细胞数目增加，提示破骨细胞形成增加。用脾制备 

的无骨基质的血胚细胞经培养后，在 1，25一(OH) D3 

及粒细胞一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)存在 

的情况下，IGF一1可使 TRAP阳性 的细胞数 目增多， 

表明 IGF．1对破骨细胞的前体细胞分化为破骨细胞 

有促进作用 。多种激素及细胞 因子可影响破骨细胞 

形成及功能，研究表 明其 中大多数可调节 OPG、 

RANKL表 达 ，对 骨 吸 收 的影 响可 通 过 调 节 OPG、 

RANKL表达来实现。 

本实验首次研究 rhIGF一1对 OPG、RANKL的调 

节作用 ，表 明 rhIGF．1上调成骨细胞 OPG、RANKL基 

因 mRNA的表达 ，说 明 rhIGF．1促进成骨 的作用可能 

也通过调节 OPG、RANKL来实现 的，一定 剂量的 

rhIGF．1促进成骨 的作用可能也通过调节 OPG、RAN— 

KL来实现的，一定剂量的 rhIGF一1使成骨与破骨形 

成新的平衡，骨形成大于骨吸收，使骨重建。低剂量 

的 dlIGF．1增强 细胞 的增 殖活性 和 OPG、RA NKL基 

因mRNA的表达。高剂量的 rhIGF一1起抑制作用。 

这符合细胞因子在低浓度下起刺激作用，而在高浓 

度下起抑制作用的普遍规律_l。。。 

GM．CSF和 OPGL是破骨细胞 生成 必须 的而且 

是仅有两种因子，但 OPGL-RANK．OPGË．1 j环路则 

是最主要的调节破骨细胞分化和功能 的系统 ，在骨 

微环境中其他细胞因子都是通过影响这一环路而起 

作用的。因此，研究细胞因子等对 OPGL-RA NK．OPG 

环路的影响和关系将为进一步明确骨质疏松的发生 

机理及治疗开拓新的领域。OPG、RA NKL对骨形成 

和骨吸收的重要调节作用，已成为骨科学、口腔科 

学、药理学和免疫学等领域的研究热点。 
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