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摘要：目的 观察并探讨血清COLl0AI水平在骨关节炎软骨损伤的诊断价值以及对骨性关节炎疾病活动性严重程度的预测

价值。方法所收集89例KOA患者均为2014年9月至2016年4月在我院关节外科门诊就诊和住院患者，采集清晨空腹血

5ml，依据影像学Kellgren-Lawrence(K—L)分级评分系统进行病情严重程度分级，I级20例，Ⅱ级25例，Ⅲ级23例，Ⅳ级2l例，

正常对照组23例。各组年龄及性别构成比无显著性统计学差异，所有血清标本应用双抗体夹心酶联免疫吸附(ELISA)法检

测COLIOAI浓度。结果 1、KOA组患者血清COLl0AI(1．19(0．61—1．93)ng／m1)浓度水平较正常对照组(D．45(0．34—

0．52)rig／m1)高，且差异具有显著性统计学意义(P<0．01)。2、在骨关节炎病情预测上，血清COLl0A1浓度水平在OA患者

K-L分级Ⅱ级组(1．98(1．59—2．12)ng／m1)和Ⅲ级组(1．84(1．43—2．02)rig／m1)最高，且与I级组和IV级组差异具有显著统

计学意义(P<0．01)，其中Ⅱ级组与Ⅲ级组患者血清COLIOAl浓度水平差异不具有统计学意义(P=0．149)，二者无显著差

异。结论1、骨性关节炎患者血清COLl0A1浓度水平较正常对照组高。2、在骨关节炎组，血清COLl0A1水平随着K．L分级

等级逐渐升高，在Ⅱ级组和Ⅲ级组时达到最高，随后逐渐下降，因此具有结合影像学K-L分级预测评价患者病情严重程度的

潜力。
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Abstract：0bjective To observe the relationship between the serum COLl0A1 level and the seventy of knee osteoarthritis

(KOA)．Methods Eighty-nine patients with KOA in our outpatient and inpatient department from September 2014 to April 2016

were selected．Five ml morning serum of each SUbject was collected and lateral position of X-ray detection of knee joint was

performed．The X-ray images were classified according to the Kellgren—Lawrence radiographic grading criteria．All the subjects were

divided into group I(n=20)，group II(n=25)，group III(n=23)，group IV(n=21)，and con仃ol group(n=23)．There were

no significant differences of age and gender among the groups．The serum COLIOAl level was detected using enzyme-linked

immunosorbent assay(ELISA)．Results 1)The serum COLIOAl level in KOA group(1．19 ng／ml，0．61—1．93 ng／m1)was

significantly higher than that in control group(0．45 ng／ml，0．34—0．52 ng／ml，P<0．01)．2)In group KOA，the serum

COLIOAI levels in group II(1．98 ng／ml，1．59—2．12 ng／m1)and group Ill(1．84 ng／ml，1．43—2．02 ng／m1)were the highest，

and no significant difference of the serum COLl0AI level between group II and group 111 was observed(P>0．05)．Among them，

it was significantly different between group I and IV(P<0．O1)．Conclusions 1)The serum COLl0A1 level in patients with

KOA is higher than that in normal subjects．2)In KOA group，the serum COLl0A1 level increases gradually，and reaches to the

highest in groupⅡand group III．and then decreases gradually．So it has potential to evaluate the severity of the patient’S condition

combining with the K-L classification．
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引言

骨关节炎(OA)是一种以关节软骨下骨的异常

增生和软骨的退化以及关节功能的丧失为特点的非

常普遍的关节疾病，因其患病率非常高且伴随着关

节功能的丧失导致个人、家庭及社会的负担日益严

重⋯。目前对于骨关节炎的治疗最有效的也就是

关节置换，暂无其他更有效的能够在关节软骨下骨

及软骨的结构层面上进行改善的治疗手段。绝大部

分的治疗都是对症治疗，缓解疼痛，不能阻止和延缓

病情的恶化，最后只得行人工关节置换手术替代治

疗。因此，对于骨关节炎的早期诊断及准确的预测

病情发展极为重要，但是，现阶段对于骨关节炎的诊

断主要是痛过影像学及临床体征来诊断的，放射影

像学检查是了解关节形态学改变的最好方法，特别

是进展性关节软骨损害的疾病。但是放射影像学改

变是个十分缓慢的过程，关节软骨出现放射影像学

损害时常常已经处于中晚期。由于放射影像学对于

OA的早期诊断意义不大，因此很多专家学者开始

关注研究OA组织结构学层面的分子生物标志物。

近年来，X型胶原蛋白在骨关节炎中的特异性表达

引起了越来越多该领域专家及科研工作者的重

视嵋1，x型胶原的发现：1977年由Sylvest"o等研究

发现，在损伤或者是退变的椎间盘组织发现有细胞

簇集合和增生现象，提示组织自我修复。1983年由

SchmidHl等经过实验研究将X型胶原从人生长板

上的肥大软骨细胞中分离出来。1992年Garder【51

认为这些软骨上的肥大细胞簇是疾病早期细胞分裂

增加引起，伴有x型胶原蛋白(COL．X)的合成分

泌，提示这可能是基质损伤后修补的表现。1995年

Walker¨。等报道钙化软骨及其邻近的软骨细胞簇中

发现x型胶原蛋白。免疫染色法能够确定x型胶

原的分布。相关文献报道x型胶原在软骨的分布

是局灶性的，这就提示了它是在某些局限的区域，对

局部的信号或刺激反应而产生的，也许是试图修补

或重塑受损的软骨细胞外基质‘M】。

因此，结合相关研究已证实X型胶原在骨关节

炎患者mRNA层面¨刮以及组织蛋白表达水平¨¨上

是明显升高的，且X型胶原是骨关节炎软骨细胞肥

大变性的特异性标志物¨2‘15|，提示X型胶原可能具

有作为骨关节炎诊断的特异生化标志物潜力。X型

胶原蛋白dl链(COLl0A1)为X型胶原蛋白的特异

性裂解片段¨引，本研究拟通过检测骨关节炎患者血

清中COLIOAl的浓度水平，探讨其在骨关节炎早期
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软骨损伤的诊断价值以及骨性关节炎疾病严重程度

的预测价值。

1对象和方法

1．1研究对象

1．1．1纳入标准：①在本院骨科门诊就诊确诊膝骨

关节炎患者。②女性已绝经患者，排除雌激素对血

清COLl0A1的影响。③所有研究对象肝、肾功能正

常。④所有对照组纳入对象与实验组年龄匹配，且

无膝骨关节炎临床体征及影像学改变证据。⑤本研

究经过医院伦理委员会批准，受试者均签署知情同

意书。

1．1．2排除标准：本身同时患有其他炎症性关节炎

或自身免疫性疾病，包括类风湿关节炎、系统性红斑

狼疮、痛风等者；在3个月内有类固醇药物注射史或

非类固醇类药物应用史者；既往一侧或双侧膝关节

行膝关节置换术者，既往有膝关节严重创伤史者；合

并严重肝肾功能疾病及心血管疾病者。

1．1．3分级标准：所有KOA患者均符合1995年美

国风湿病学会关于膝骨性关节炎(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；m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；1v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。

1．1．4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2014年9月至2016年4

月在新疆医科大学第一附属医院门诊及住院膝关节

疾病患者血清89例以及新疆医科大学第一附属医

院健康体检管理中心健康体检者血清23例。
表1各组一般资料(计量资料用露±s)

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

注：各组年龄及性别构成无统计学意义(P>0．1)
Note：No statistical significance of age and gender among groups(P

>0．11

1．2标本的采集、处理以及检测方法

血清的收集与保存：受试者禁食12 h，术前清晨

空腹抽取肘静脉血5 ml，放置4℃冰箱过夜，然后置
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室温2285 r／rain离心10 min，分离上层血清，分装于

Eppendoff管，做好标记置于一80℃冰箱保存二

COLl0A1水平测定：采用酶联免疫吸附法(ELLSA)

对血清中COLl0A1含量进行测定(武汉华美

CUSABIO公司试剂盒)：根据说明书，分别设标准品

孔、待测样品孑L。将解冻恢复至室温的待测样本各

100 Ixl依次加入已包被有单抗的96孔板中，做好标

记。37℃孵育2 h，弃去液体，甩干。然后每孔加人

100恤l生物素标记抗体工作液，覆上板贴，37℃孵

育1 h，然后弃去孔内液体，甩干，反复冲洗3次，每

孔加入辣根过氧化物酶标记亲和素工作液100“l，

覆上板贴，37℃孵育l h，弃去孔内液体，反复冲洗3

次，每孔加入底物溶液(TMB)90 ILl，37 oC避光孵育

15 rain。最后每孔加入50恤l终止液，使基质液和终

止液摇匀，于450 nm波长处测定吸光度(A值)。通

过标准曲线计算样品浓度。

1．3主要观察指标

OA组与健康对照组血清COLl0A1水平差异以

及OA组间血清COLl0A1水平差异。

1．4统计学分析处理

采用SPSS 22．0统计学软件进行统计学处理。

若数据符合正态性，方差齐，则结果数据用露±s表

示，若数据方差不齐则采用M(Q1-Q3)表示。各组

性别构成比较采用x2检验，骨关节炎各分级组和对

照组血清COLl0A1浓度的成组比较采用非参数统

计分析Kruskal．Wallis检验，认为P<0．05为差异

有显著性意义。

2 结果

2．1膝OA组与对照组患者血清中C2C水平比较

膝OA组患者血清COLl0A1浓度水平1．19

(0．61—1．93)ng／ml高于对照组0．45(0．34—

0．52)ng／ml，且差异具有显著性统计学意义(P=

0．000)，见表2及图1。

表2对照组与膝骨关节炎组血清

COLIOAl水平比较

Table 2 Comparison of serum COLl0AI levels

between KOA group and control group

2．2膝OA各亚组患者与对照组血清COLIOAl浓

度水平比较

对照组
Control group

膝骨关节炎组

Group KOA

图1对照组与KOA组患者血清中COLIOAl水平对比

Fig．1 Comparison of the serum COLI OA 1 level between

control group and KOA group(P<0．01)．

’P<0．01 compared with control group

对照组血清COLIOAl浓度低于膝OA各亚组浓

度，且差异具有统计学意义(P<0．05)，见表3及图2。
●

表3对照组与膝骨关节炎各亚组血清

COLIOAI水平比较

Table 3 Comparison of the serum COLl 0A I level between

control group and each KOA group

对照组 I组 1I组 11I组 I、组
Control group Group I Group 11

Group III Group I、

图2 对照组与各KOA亚组患者血清

COLIOAl水平对比

Fig．2 Comparison of the serum COLIOAI level between

control group and each KOA group．

‘P<0．01 compared with control group．+P<0．05 compared with

control group．

2．3膝OA患者各组间比较，I级组血清COLl0A1

中位数浓度水平低于Ⅱ级组，差异具有显著统计学

意义(P<0．01)，I级血清COLl0A1中位数浓度水

平低于Ⅲ级组，差异具有统计学意义(P<0．01)，I

级血清COLl0A1中位数浓度水平低于Ⅳ级组，差异

具有统计学意义(P<0．05)，Ⅱ级血清COLl0A1中

亍i．n口一
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位数浓度水平高于Ⅲ级，但差异不具有统计学意义

(P>0．05)，Ⅱ级血清COLl0A1中位数浓度水平高

于Ⅳ级，差异具有统计学意义(P<0．01)，Ⅲ级血清

COLl0A1中位数浓度高于Ⅳ级，差异具有统计学意

义(P<0．01)，见表4。

表4各KOA亚组患者血清COLIOAl水平比较

Table 4 Comparison of the serum COLl0A1 level

between each KOA subgroup

d：I级与Ⅱ级和Ⅲ级比较P<0．01，B：I级与Ⅳ级比较P<

0．05，九：Ⅱ级与Ⅲ级比较P>0．05，8：Ⅱ级与Ⅳ级比较P<0．0l，

‘：Ⅲ级与Ⅳ级比较P<0．0l

3 讨论

骨性关节炎的早期病理变化是关节软骨下骨的

异常增生以及其上覆的软骨受到异常机械压力及生

物、化学等复杂因素的综合作用导致软骨细胞发生

肥大变性Ⅲ1，软骨细胞发生肥大变性时大量分泌X

型胶原试图修复损伤的软骨细胞¨“，同时Ⅱ型胶原

的分泌量减少¨9|，因关节软骨持续受软骨下骨的异

常增生压力及一系列复杂的异常生物、化学因素综

合作用，最终导致软骨细胞变性死亡，造成关节软骨

的进一步退化Ⅲ1，因此X型胶原作为骨关节炎的生

化标志物具有坚实的理论依据。

X型胶原为肥大软骨纽胞的特异性表达标志

物，主要分布于胚胎时期及生长发育期的生长板软

骨内，能够促进软骨细胞钙化胞周基质以及诱导软

骨内成骨的功能旧0I。正常成人软骨细胞是不分泌

X型胶原的，只有在关节软骨细胞发生肥大变性时

才会合成分泌x型胶原口¨。x型胶原蛋白是由三

条相同的Ot肽链组成的非纤维性胶原蛋白，每条肽

链含有3个结构域¨6|：一个短的三螺旋结构域以及

在羧基末端的一个较大的球状结构域和在氨基末端

的较小的非胶原结构域，其中x型胶原的裂解产物

仅肽链能够释放进人血液循环，2014年Anne¨钊等

学者利用从人x型胶原Ot肽链(COLl0A1)的羧基

端球状结构域获得特异性肽SFSGFLVAPM，通过去

除该特异性肽的末尾两个氨基酸(PM)和无意义肽

(DMDYLPRVPNQ)，利用竞争性ELISA(酶联免疫

吸附法)成功制备出抗COLl0A1单克隆抗体，并且

通过对261例KOA患者以及10例正常体检者的血
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清COLIOAl水平进行检测，发现KOA组血清

COLl0A1是明显升高的，目前因国内暂无血清

COLl0A1水平在骨关节炎早期诊断研究方面的文

章，因此本课题组重点研究比较了KOA患者和正常

对照组以及在影像学不同严重程度分级间的血清

COLl0A1水平比较。

本次课题组研究结果经统计分析得出：人血清

COLl0A1在KOA组浓度水平明显高于正常对照

组，且差异具有显著性统计学意义(P<0．01)，这说

明血清COLl0A1浓度水平具有对骨关节炎的诊断

价值。另外血清COLl0A1在KOA组不同x线片改

变(K．L分级)的浓度差异测定发现，血清COLl0A1

在K．L分级KOA．II级组和Ⅲ级组浓度水平最高

(见图2)，经过统计分析得出血清COLl0A1在

KOA一Ⅱ级组和KOA—llI级组浓度水平差异不具有统

计学意义(P>0．05)，KOA．I级组和Ⅳ级组血清

COLl0A1浓度水平均明显低于Ⅱ级和Ⅲ级组，经统

计分析得出差异均具有显著统计学意义(P<

0．01)，对上述统计结果分析如下：骨性关节炎患者

在KOA—I级早期OA发生时，软骨细胞肥大变性处

于早期，肥大软骨细胞分泌x型胶原蛋白试图修补

损伤的软骨细胞，故X型胶原蛋白的分泌量逐渐增

多。在KOA．Ⅱ级和Ⅲ级时，大量的软骨细胞肥大变

性，x型胶原蛋白分泌量大增，此时外周循环系统测

定x型胶原代谢标志物COLl0A1含量是明显增高

而且达到峰值。在KOA一Ⅳ级时，随着关节软骨下骨

的持续异常增生，软骨细胞肥大变性失代偿导致软

骨细胞死亡数量逐渐增多，关节表面软骨的体积越

来越少，软骨下骨质的暴露，关节间隙进一步狭窄，

软骨丢失退化严重，故其分泌的x型胶原含量开始

下降，外周循环系统测定COLIOAl水平也随之出现

下降。因此骨关节炎患者血清COLIOAl浓度水平

的测定结合影像学K．L分级，在某种程度上能够对

KOA病情进行预测评价。

综上所述，血清COLl0A1作为肥大软骨细胞的

特异性标志物，在骨关节炎疾病的早期诊断上具有

高度的敏感性，其作为骨关节炎新的生化标志物具

有重要的意义，而且血清COLl0A1浓度测定结合骨

关节炎K-L分级能够对骨关节炎的病情严重程度

作出一定程度的预测。这表明血清COLl0A1水平

不仅可以作为骨关节炎诊断的生物标志物，而且为

后续的骨关节炎软骨细胞肥大变性的生化发病机制

研究提供了另外一种方向。本研究的不足之处在于

检测指标较单一，后续有待于联合软骨合成与分解
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代谢相关的特异性标志物进一步深入研究证实。
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