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摘要： 目的　 观察并探讨尿液中Ⅱ型胶原羧基末端 ３／４片段（Ｃ２Ｃ）水平与膝关节骨性关节炎（ＫＯＡ）患者病变程度的关系。
方法　收集 ９０例膝关节骨性关节炎患者及 ２０例非膝关节骨性关节炎患者清晨尿液标本 ５ ｍＬ及膝关节正侧位影像学资料，
尿液标本置－８０ ℃冰箱保存，影像学资料根据 Ｋｅｌｌｇｒｅｎ-Ｌａｗｒｅｎｃｅ 放射学分级标准对膝关节骨性关节炎患者的影像学表现进
行分级，实验分为五组，对照组，Ｉ级组，ＩＩ级组，ＩＩＩ级组及 ＩＶ级组。 各组间年龄及性别构成比较没有显著性差异，无统计学意
义。 尿液标本收齐后采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测尿液中 Ｃ２Ｃ水平。 结果　与对照组（２６１畅２３５ ±３９畅９４４ ｐｇ／ｍＬ）相
比，膝关节骨性关节炎组 Ｃ２Ｃ水平（２１８畅３４１ ±２２畅２７０ ｐｇ／ｍＬ）明显升高，差异有统计学意义（P ＜０畅０１）。 各组 Ｃ２Ｃ水平比较：
ＩＶ组（３１１畅８７２ ±１８畅７５９ ｐｇ／ｍＬ） ＞ＩＩＩ组（２７３畅７５３ ±１８畅５９５ ｐｇ／ｍＬ） ＞ＩＩ组（２５６畅２５１ ±２３畅３７９ ｐｇ／ｍＬ） ＞Ｉ组（２１９畅００９ ±１３畅４３１
ｐｇ／ｍＬ）或正常组（２１８畅３４１ ±２２畅２７０ ｐｇ／ｍＬ）（P ＝０畅０００）。 Ｉ级膝关节骨性关节炎组患者尿液 Ｃ２Ｃ与对照组水平相差无统计
学意义（P ＞０畅０５）。 结论　骨性关节炎患者 Ｃ２Ｃ水平较正常对照组高，Ｃ２Ｃ升高水平与膝关节骨性关节炎病变程度平行，且
二者呈高度正相关。
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Abstract： Objective　To observe the relationship between the urine C２C level and the severity of knee osteoarthritis （KOA）．
Methods 　Ｎｉｎｅｔｙ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＫＯＡ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ ， ａｎｄ ２０ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．Ｆｉｖｅ ｍｌ
ｍｏｒｎｉｎｇ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｕｂｊｅｃｔ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －８０ ℃．Ｔｈｅ ａｎｔｅｒｉｏｒ-ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ａｎｄ ｌａｔｅｒａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｘ-ｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ
ｊｏｉｎｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ｔｈｅ Ｘ-ｒａｙ ｉｍａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉ鲍ｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ Ｋｅｌｌｇｒｅｎ-Ｌａｗｒｅｎｃｅ ｒａｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｇｒａｄｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ．Ａｌｌ ｔｈｅ
ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ５ ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｇｒｏｕｐ Ｉ， ｇｒｏｕｐ ＩＩ， ｇｒｏｕｐ ＩＩＩ， ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ＩＶ， ｗｉｔｈ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｇｅ
ａｎｄ ｓｅｘ．Ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ Ｃ２Ｃ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ-ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ （ＥＬＩＳＡ）．Results　The urine C２C level in
KOA group （２１８畅３４１ ±２２畅２７０ pg／mL） was significantly higher than that in control group （２６１畅２３５ ±３９畅９４４ pg／mL） （P ＜
０畅０１）．The urine C２C level in group IV， group III， group II， group I， and control group was ３１１畅８７２ ±１８畅７５９ pg／mL， ２７３畅７５３
±１８畅５９５ pg／mL， ２５６畅２５１ ±２３畅３７９ pg／mL， ２１９畅００９ ±１３畅４３１ pg／mL， and ２１８畅３４１ ±２２畅２７０ pg／mL， respectively， and the
difference was significant （P ＝０畅０００）．No significant difference of the urine C２C level between group I and control group was
observed （P ＞０畅０５）．Conclusion 　Ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ Ｃ２Ｃ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＫＯＡ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ．Ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎｅ Ｃ２Ｃ ｌｅｖｅｌ ｉｓ ｐａｒａｌｌｅｌ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ＫＯＡ， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｈｉｇｈ-ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．
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　　膝关节骨关节炎（Ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一 种常见的主要累及膝关节的关节退行性疾病，影响
中老年人日常生活，严重的甚至致残。 目前其诊断
主要依靠临床症状及 Ｘ线表现，ＭＲＩ 可用于辅助诊
断

［１］ ，存在较大的局限性。 通过关节软骨病理标本
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研究发现，即使在 Ｘ 线表现正常时，软骨也可能已
严重受累

［２］ 。 以往已有针对 ＫＯＡ 的生物标记物的
研究，但未见对 ＫＯＡ 患者尿液中软骨代谢产物与
ＫＯＡ等级的相关对比研究。 Ｃ２Ｃ（Ⅱ型胶原羧基末
端 ３／４ 片段、Ｃｏｌ-３／４），是软骨降解时产生的重要片
段，可随尿液排出。 本研究的目的是通过采用酶联
免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测不同严重组的膝关节患
者尿液中 Ｃ２Ｃ浓度，进而研究 Ｃ２Ｃ与膝关节退变等
级的关系。

1　材料和方法
1畅1　研究对象
1畅1畅1　纳入标准：①女性患者均绝经以后，避免患
者尿液中 Ｃ２Ｃ受雌激素影响［３］ ；②所有患者肝肾功
能无异常；③所有对象无其他影响软骨代谢疾病，如
强直性脊柱炎及类风湿关节炎；④所有对象未服用
影响激素及软骨代谢药物；⑤对照组（非 ＫＯＡ 组）
来自同龄人群，未有膝关节骨性关节炎症状及影像
学改变。 ⑥实验方案经医学伦理学委员为审批，研
究对象对实验研究知情同意。 ⑦所有影像学资料由
３名医生进行讨论分级。
1畅1畅2　分级标准：所有 ＫＯＡ患者均符合 １９９５年美
国风湿病学会关于 ＫＯＡ 的诊断标准，即 ＫＯＡ 严重
程度分级采用 Ｋｅｌｌｇｒｅｎ-Ｌａｗｒｅｎｃｅ 放射学分级标准，０
级：正常；Ｉ 级：关节间隙可疑狭窄，可能有骨赘；ＩＩ
级：明确的骨赘，关节间隙正常或可疑狭窄；ＩＩＩ 级：
中度骨赘，关节间隙明显狭窄，软骨下骨部分硬化，
可能有畸形；ＩＶ 级：巨大骨赘，关节间隙明显狭窄，
软骨下骨严重硬化，明确的畸形。
1畅1畅3　分组方法：分为五组，对照组，Ⅰ级组，Ⅱ级
组，Ⅲ级组及 ＩＶ级组。 收集 ２０１３年 ３ ～６月在桂林
医学院附属医院门诊及住院膝关节疾病患者尿液

９０例，自愿者 ２０例。
表 1　各组一般资料（计量资料用 珋x ±s）

Table 1　Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （珋x ±s）

组别 例数
年龄

（岁）

性别

男 女

对照组 ２０ D５５ ＃＃畅８ ±７ m畅０ ８  １２ 揶
Ⅰ级组 ３１ D５５ ＃＃畅３ ±６ m畅５ １１  ２０ 揶
Ⅱ级组 １４ D５６ ＃＃畅０ ±３ m畅９ ６  ８ 适
Ⅲ级组 ２３ D５７ {{畅９ ±１０ m畅９ ８  １５ 揶
Ⅳ级组 ２２ D５５ ＃＃畅２ ±８ m畅４ ４  １８

　　注：各组年龄及性别构成无统计学意义（P ＞０畅１）

Ｎｏｔｅ：Ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｇｅｎｄｅｒ ｈａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （P ＞

０畅１）

1畅2　标本采集、处理及酶联免疫吸附试验方法检测
取门诊及住院患清晨尿液 ５ ｍＬ，２ ５００ Ｒ／ｍｉｎ

离心２０ ｍｉｎ后取上清液保存在－８０ ℃冰箱内待测，
并拍摄单侧膝关节正侧位片，采用酶联免疫吸附试
验（ＥＬＩＳＡ）检测尿液液中 Ｃ２Ｃ 的水平，操作按试剂
盒（天津灏洋公司提供）说明书进行。

Ｃ２Ｃ水平检测：从－８０°冰箱取出尿液标本，在
室温下解冻，解冻后 ２ ５００ Ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ，同时
在酶标包被板上设标准品孔 １０ 孔，空白孔一个，其
余孔板加待测样品，稀释 ５ 倍，３７°温育 １ ｈ，洗板 ５
次，每孔加入酶标试剂 ５０ μＬ，空白孔除外，继而加
入显色剂 Ａ、Ｂ各 ５０ μＬ，避光 ３７°温育 １５ ｍｉｎ，加入
终止液，１５ ｍｉｎ内在 ４５０ ｎｍ波长下测量各孔的吸光
度值 （ＯＤ值），以 ＯＤ为纵坐标绘制标准曲线，计算
出曲线方程，计算出其中 Ｃ２Ｃ含量，用 ｐｇ／ｍＬ表示。
1畅3　观察指标

所有影像学资料由 ３ 名医生进行讨论分级，患
者的尿液标本由两位专业技术人员用 ＥＬＩＳＡ 检测
两次取平均值。
1畅4　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１畅５软件。 计量资料结果以 珋x ±s表
示，多组数据比较应用单因素方差分析，采用 ＳＮＫ-ｑ
检验。 各组性别构成比较采用χ２ 检验，ＫＯＡ组与非
ＫＯＡ组间数据比较应用秩和检验，P ＜０畅０５ 为差异
有统计学意义。

2　结果
2畅1　ＫＯＡ组与对照组患者尿液中 Ｃ２Ｃ水平比较

ＫＯＡ 组患者尿液中 Ｃ２Ｃ 水平 （２６１畅２３５ ±
３９畅９４４）ｐｇ／ｍＬ高于对照组（２１８畅３４１ ±２２畅２７０）ｐｇ／
ｍＬ，P ＝０畅０００。
2畅2　对照组与各 ＫＯＡ亚组 Ｃ２Ｃ水平比较

Ｃ２Ｃ 水平比较： ＩＶ 组 （３１１畅８７２ ±１８畅７５９ ｐｇ／
ｍＬ） ＞ＩＩＩ 组 （２７３畅７５３ ±１８畅５９５ ｐｇ／ｍＬ） ＞ＩＩ 组
（２５６畅２５１ ±３畅３７９ ｐｇ／ｍＬ） ＞Ｉ 组（２１９畅００９ ±１３畅４３１
ｐｇ／ｍＬ）或正常组（２１８畅３４１ ±２２畅２７０ ｐｇ／ｍＬ），F ＝
１０４畅０６０，P ＝０畅０００。 对照组与 Ｉ 级组无统计学差
异，P ＞０畅０５。

3　讨论
软骨由软骨细胞、基质及水分构成。 软骨基质

几乎只来源于软骨，是软骨的主要成分［４］ ；ＣⅡ（Ⅱ
型胶原）是由 ３ 条完全相同的“α”链构成的三螺旋
结构。 ＣⅡ三螺旋结构分泌到细胞外后形成了成熟
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图 1　对照组与 ＫＯＡ组患者尿液中 Ｃ２Ｃ水平对比
Fig．1　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ Ｃ２Ｃ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ （P ＜０畅０１）．
　

图 2　对照组与各 ＫＯＡ亚组患者尿液 Ｃ２Ｃ水平对比
Fig．2　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ Ｃ２Ｃ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅａｃｈ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ
倡P ＜０畅０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

倡P ＜０畅０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｉ．
　

ＣⅡ［５］ 。 当软骨基质处更新活跃状态时，Ⅱ型胶原
的三螺旋结构解聚加快，产生 Ｃ２Ｃ（Ⅱ型胶原羧基
末端 ３／４片段、Ｃｏｌ-３／４）。

Ⅱ型胶原羧基末端 ３／４ 片段也称 Ｃｏｌ-３／４
（Ｃ２Ｃ）为成熟Ⅱ型胶原的裂解产物，以小肽形式进
入尿液。 由于尿液中 Ｃ２Ｃ 浓度直接反映了关节软
骨的分解情况，而不同浓度的软骨标记物和膝关节
严重程度成正相关

［６，７］ 。 分析尿液中相关软骨代谢
生物标记物的浓度可能是在较短的时间内诊断

ＫＯＡ一个有效的方法［８］ 。 ２００４ 年 Ｐｏｏｌｅ 等学者［９］

利用合成肽 ＣＧＧＥ７８７ＧＰＯＧＰＱＧ７９４（其中 ０ 为羟脯
氨酸）制备了单克隆抗体 Ｃ２Ｃ，该 ７８７ＧＰＯＧＰＱＧ７９４
片断被称为 Ｃ２Ｃ。

２００７年 Ｃａｈｕｅ［１０］
等通过对患者 １８ 个月的随访

监测发现，ＫＯＡ患者体内 Ｃ２Ｃ 值与病情进展的相关
性很高。 随着临床实验的进展，２００８ 年 Ｃｏｎｒｏｚｉｅｒ
Ｔ［１１］
等对 ５６ 例 ＫＯＡ 患者进行了Ⅱ型胶原降解产物

（ＣＴＸ-Ⅱ、Ｃ２Ｃ、Ｃ１、Ｃ２）及合成产物（ＣＰⅡ）的血清检测，
发现多关节 ＫＯＡ患者 ＣＴＸ-Ⅱ水平明显降低，这可能
提示在 ＫＯＡ修复过程中代谢加快，导致 ＣＴＸ-Ⅱ不足。
同时还发现，Ｃ２Ｃ水平和单髋关节 ＯＡ的发生之间有
显著的相关性。 Ｊｏｒｄａｎ［１２］

等也报道了经 Ｘ线检查出
患有膝关节 ＯＡ 的患者血清中 Ｃ２Ｃ 水平相应增高。
但尚未有对于比较 ＫＯＡ 患者及非 ＫＯＡ 膝关节疾病
患者的尿液中 Ｃ２Ｃ的含量水平变化与 ＫＯＡ影像学严
重程度分级的相关性的文章。 本实验研究结果表明，
ＫＯＡ患者尿液中 Ｃ２Ｃ 水平明显高于对照组，且尿液
中 Ｃ２Ｃ水平可随着患者病情加重逐渐增高。 所以检
测患者尿液中 Ｃ２Ｃ水平来辅助诊断膝关节骨性关节
炎提供一定的实验依据。
本研究结果提示，在对照组中，患者尿液中 Ｃ２Ｃ

水平含量较低，随着膝关节炎的退变加重其浓度显
著增加，说明随着患者膝关节骨性关节炎的加重软
骨分解代谢增加，ＩＩ 型胶原裂解也随之增加。 本实
验中发现对照组与 Ｉ级骨性关节炎患者组患者尿液
中 Ｃ２Ｃ浓度无统计学意义，一些资料研究显示一个
规律

［１３］ ，即 ＫＯＡ病变相对早期时软骨的胶原含量
基本不变，因为最早期骨性关节炎患者只能依靠患
者的疼痛症状初步诊断，初期膝关节炎患者膝关节
液中细胞因子对骨关节炎的进展起了重要作用，如
肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、白细胞介素-１（ ＩＬ-１）和白细
胞介素-６（ＩＬ-６）等在骨性关节炎患者关节液中水平
相对增高，且具有促进软骨细胞分泌疼痛因子白细
胞介素-６、前列腺 Ｅ和一氧化氮的作用，引起滑膜炎
症病理变化，进而引起疼痛［１４］ ，但尚未涉及软骨表
面的分解代谢，故在 Ｘ线及 ＭＲＩ上未有相应的影像
学改变发生。 当关节软骨表面的胶原纤维进一步退
化，使软骨负荷面变薄，可见龟裂，粗糙不平软骨表
面，此时 ＩＩ-型胶原含量基本稳定，主要是结构的改
变，如 ＩＩ 型胶原纤维的肿胀。 随着软骨的严重丢
失，达到影像学上的改变时，胶原也同时大量丢失变
薄，骨质暴露，故我们实验检测到二级三级四级膝关
节患者尿液中 ＩＩ 型胶原代谢产物 Ｃ２Ｃ 浓度相比正
常组与一级组明显升高。
但本实验选择检测指标较单一，综合分析各个

软骨代谢产物，以选择较明显膝骨性关节炎诊断指
标有待进一步实验证实。
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