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骨关节炎早期的 Ⅱ型胶原代谢产物
班吉鹤 ,赵建宁
(南京大学医学院 南京军区总医院骨科 , 江苏 　南京 　210002)

【摘要 】　骨关节炎是以关节软骨渐进性破坏为特点的、普遍的致残性疾病。临床上需要一些早期即可以测量

的、敏感的、特异性的标志物来诊断疾病。软骨的主要组成是 Ⅱ型胶原 ,所以其合成和降解所产生的生物学标志物已

成为研究重点。对关节滑液、血清、尿中的生物学标志物的检测可以早期诊断疾病、监测疾病的发展、了解机体对治疗

药物的反应。Ⅱ型胶原合成的产物包括 : Ⅱ型胶原 C前肽、ⅡA型胶原 N前肽。Ⅱ型胶原降解产物包括 : Ⅱ型胶原 C

端肽、Ⅱ型胶原新抗原表位、Ⅱ型螺旋、单克隆抗体 C2C结合肽段、可氰溴化的 9. 7肽段、Ⅱ型胶原 21和硝化的 Ⅱ型胶

原 21。本文仅对 Ⅱ型胶原合成、降解所产生的生物学标志物与早期骨关节炎之间的关系加以阐述。
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ABSTRACT　O steoarthirtis(OA) which is the characterized by p rogressive destruction of the articular cartilage, is a univer2
sal disabling disease. The measurable, sensitive and specific biomarkers, which can be detected in the early stage of disease, are

very necessary for the diagnosis in clinics. The p rimary component of articular cartiage is type Ⅱ collagen (CⅡ) , so p roduced

in the synthesis and degradation of CⅡ are extensively investigatived. A ssaying these biomarkers in synovia fluid, serum and u2
rine is useful in early diagnosis, detecting disease development, understanding or ganism response to anti2arthritic drugs. Syn2
thetic biomarkers of CⅡ include the type Ⅱ p rocollagen C2p ropeotide ( PⅡCP) and the type ⅡA p rocollagen N2p ropep tide ( PⅡ

ANP). Degradation p roducts of CⅡ include CⅡ C2telopep tide (CTX2Ⅱ) , CⅡ C2term inal neoep itope ( TIINE) , helix2Ⅱ, mon2
clonal antibody C2C combinded pep tide, the cyanogen brom inated 9. 7, type Ⅱ collogen21 ( collogon221, coll221) and nitrated

type Ⅱ collogen21 ( nitrated collogon221, coll221NO2 ). The article summarizes the relationship between biomarkers of CⅡ and

early OA.
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　　胶原是软骨的主要组部成分 , Ⅱ型胶原 (CⅡ)占软骨干

重的 60% [ 1 ]。软骨的生理学特性由完整的 CⅡ网络结构来决

定 ,因此 CⅡ代谢产物的检测可对软骨进行评估。

1　CⅡ的合成与降解

CⅡ是由 3条同等的α链构成的三螺旋蛋白。首先 ,α链

前胶原在细胞内由脯氨酸和赖氨酸羟化酶作用 ,使脯氨酸和

赖氨酸残基羟基化 ,然后羟赖氨酸残基的 O -糖基化 ,链与链

之间以及链内部的二硫键作用便形成了三链螺旋结构 [ 223 ]。

接下来 ,三螺旋结构的前胶原特殊蛋白酶作用去掉 C2和 N2
末端前肽便形成了有序的、成熟的胶原纤维及交联结构。

三螺旋体之间多是赖氨酸羟化吡啉啶交联的 ,这一过程是

由赖氨酸氧化酶细胞转化酶来介导的 [ 425 ]。在 CⅡ形成过程

中 Ⅺ型胶原和 Ⅸ型胶原的作用也不容忽视。Ⅺ型胶原是有

3个不同α链构成的 ,它的作用是调节纤维的大小。Ⅸ型胶

原是断续三股螺旋原纤维缔合胶原蛋白 ,它以共价键结合

蛋白聚糖。

软骨中胶原的持续降解导致软骨破坏及关节退变。最初

CⅡ的降解是基质金属蛋白酶 ( matrix metallop roteinase,

MMPs)的作用 ,如胶原酶 1、2、3、MMP21、8、13、14[ 627 ]。这些

蛋白酶可分解 CⅡ Gly794 2Leu795之间的肽键 ,形成了一个具有

794个氨基酸大小的 Ⅱ型胶原 3 /4片段和具有 266个氨基酸

大小的 Ⅱ型胶原 1 /4片段 [ 8 ] (见图 1)。接下来这两个胶原前

体片断的三螺旋结构解螺旋 ,并进一步由其他蛋白水解酶降

解。

2　CⅡ代谢产物与软骨损伤及骨性关节炎的关系

胶原网络结构的稳定靠的是合成与降解之间的平衡 ,一

旦这个平衡被打破必将造成软骨的退变 ,进而造成关节的退

变。因此 CⅡ作为最重要的软骨成分 ,其代谢产物为我们提供

一种思路 :检测 CⅡ代谢产物水平以监测软骨病理生理的改

变。
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2. 1　CⅡ合成标志物

2. 1. 1　Ⅱ型胶原 C前肽 ( type Ⅱ p rocollagen C2p ropep itde,

PⅡ CP) 　游离的 PⅡCP是由 3个 35KDа的蛋白链以二硫键

结合而成的 ,其半衰期仅有 16 h[ 9 ]。有研究表明 OA早期阶

段的 CⅡ合成增加 ,这使得 PⅡCP在软骨中的含量增加 [ 10 ]。

在膝交叉韧带、半月板急性损伤患者的关节滑液中 PⅡCP含

量立即增加并持续许多年 [ 11 ]。Lohmander等 [ 12 ]通过一项长

达 4年的对关节液分析也证实了 PⅡCP含量在早期 OA患者

的关节滑液中增加的观点。因此关节滑液中 PⅡCP含量变化

可用于诊断早期阶段 OA以及判断疾病的发展 ,不过这仅限

于关节滑液 ,而不是在血清或尿中 [ 13 ]。

2. 1. 2　ⅡA型胶原 N前肽 ( type ⅡA p rocollagen N2p ropep tide,

PⅡANP) 　PⅡANP是 CⅡ基因的可选择性剪接变异体 ,它富

含半胱氨酸 ,经特殊蛋白酶作用形成成熟的三螺旋 Ⅱ型基

因 [ 14 ]。据推测 ⅡA型胶原来自于发育中的软骨母细胞 ,而成

熟的软骨细胞则分泌缺乏半胱氨酸的 ⅡB型胶原。在 OA的

成熟软骨细胞中发现 ⅡA型前胶原的表达 ,这表明这些软骨

细胞可能向原始细胞表型转化 ,同时也可能是一种自身修复

机制 [ 15218 ]。Rousseau等 [ 19 ]应用多克隆抗体的竞争性 EL ISA

检测出 PⅡANP的浓度范围 : 1. 1～40 ng/m l。抗 PⅡANP并没

有与血小板反应素、血管假性血友病因子及人 Ⅰ型胶原 N前

肽的交叉反应性。尽管与健康者对照 , OA 患者血清中

PⅡANP的浓度显著下降 ,但这种改变的临床意义仍值得商

榷。

2. 2　Ⅱ型胶原降解产物

2. 2. 1　Ⅱ型胶原的可氰溴化的 9. 7肽 ( the CⅡ cyanogen bro2
m ide 9. 7, CⅡCNB r 9. 7) 　Srinivas等 [ 20 ]通过定量检测正常的

和退变的软骨发现两种特异性的抗体 :抗体 C4F6可以识别

天然的三螺旋构象 ,而抗体 E1E5则仅识别变性的 CⅡ抗原表

位 ,这样在关节软骨细胞移植培养中定量检测 CⅡ的降解情

况。抗体 E1E5连同单克隆抗体 14∶7∶D8和单克隆抗体 18∶

6∶D6与氰溴化物 ( cyanogen brom ide, CNB r)反应去切割 CⅡ的

9. 7肽 ,其中抗体 14∶7∶D8的作用是拮抗 CⅡ中的一段 15个氨

基酸长度的肽 ( GPQGPRGDKGEAGEP)与钥孔戚血篮素结合 ,

抗体 18∶6∶D6则是用来拮抗 CNB r 9. 7肽段与卵清蛋白结

合 [ 21222 ]。应用抗体 14∶7∶D8和抗体 18∶6∶D6的夹心 EL ISA检

测 CNB r 9. 7在关节滑液中的浓度范围 : 2. 5～5 ng/m l[ 23 ]。另

外与研究关节液中 Ⅱ型胶原肽含量变化的实验对比发现 ,

CNB r 9. 7含量的增加能反映出关节近期受过伤 ,这样可以将

其作为 1个评估治疗效果的依据 ,同时可以评估基质金属蛋

白酶抑制剂在关节软骨损伤的患者或动物模型中的改变情

况 [ 24 ]。

2. 2. 2　Ⅱ型胶原新抗原表位 ( CⅡ C2term inal neoep itope, TI2
INE) 　当 CⅡ被胶原酶作用时 ,所产生的 3 /4片段的羧基端

便形成一个新的抗原表位 ,这个新抗原表位可在尿中检测出 ,

因此能够成为检测关节软骨疾病中 CⅡ降解程度的指标。O t2
terness等 [ 25 ]应用抗体 9A4结合 788 GPPGPQG794抗原表位 ,但

抗体 9A4也可以结合 Ⅰ型胶原和 Ⅲ型胶原被胶原酶降解后

产生的羧基端新抗原表位。应用抗体 5109和 9A4的夹心

EL ISA法 ,即用抗体 5109做为捕获抗体 ,抗体 9A4则检测该

抗体 ,而此方法也没有与 Ⅰ型胶原和 Ⅲ型胶原的交叉反应性。

因此应用该法检测 OA 患者尿液中 TIINE的浓度范围为 :

0101～1 nM ,它明显地高于对照组 ,但却没有报道分析该结论

的精确性 [ 26 ]。

2. 2. 3　Ⅱ型胶原 C端肽 (CⅡ C2telopep tide, CTX2Ⅱ) 　CTX2
Ⅱ的氨基酸序列为 1049 EKGPDP1054 ,其中 K为交联位点 ,因较

小可被肾脏滤过并在尿中聚集。Fosang[ 27 ]应用单克隆抗体

F2603的竞争性 EL ISA 法在尿液中检测出的 CTX2Ⅱ范围 :
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6～660 nM , OA患者尿液中 CTX2Ⅱ的含量显著高于对照组。

尿 CTX2Ⅱ与 CⅡ合成标志物联合作为检测指标能比单一的标

志物更好地预测已超过 1年的关节损害的进程 [ 28 ]。也有学

者 [ 29 ]应用单克隆抗体 2B4结合 1049 EKGPDP1054来检测标本中

CTX2Ⅱ的含量 , 2B4可识别关节液中 CⅡ大片段以及尿中小片

段的交联位点。应用 2B4抗体的竞争性 EL ISA法检测对照

组、膝 OA及全身性 OA患者的尿 CTX2Ⅱ,可清楚的显示尿

CTX2Ⅱ与疾病之间的关联性。应用此法检测关节液中 CTX2
Ⅱ含量发现膝关节受伤后 1周显著地升高 [ 30 ]。与抗体 F2603

相比 ,抗体 2B4在检测 CTX2Ⅱ上具有更高的敏感性。

2. 2. 4　单体克隆抗体 C2C分析 　Poole等 [ 31 ]利用合成肽

CGGE787 GPOGPQG794 (其中 O为羟脯氨酸 )制备了单克隆抗

体 C2C (即 CⅡ3 /4长单体 ) ,因此该 787 GPOGPQG794片断被称为

C2C,并将单克隆抗体 C2C应用于竞争性 EL ISA法检测出样

本中 C2C含量范围 : 10～500 ng/m l,在与正常对照的对比中

发现 ,在类风湿性关节炎 ( rheumatiod arthritis, RA )患者的关

节液中 C2C的含量明显增高。在一项狗膝关节骨性关节炎

模型的研究中发现 :膝关节损伤后的 3周关节液中 C2C与

CTX2Ⅱ的含量显著增加 ; 12周后在血清及尿中 C2C的含量明

显增加 ,而 CTX2Ⅱ则在血清中含量增加较明显 ,这项结果表

明早期软骨损伤中 C2C与 CTX2Ⅱ具有相似的降解释放趋势 ,

而后期 C2C的变化更有意义 [ 32 ]。

2. 2. 5　Ⅱ型胶原 21 (Collogen221, Coll221)和硝化的 Ⅱ型胶原 2
1 ( nitrated collogen221, Coll221NO2 ) 　蛋白质中的芳香族氨基

酸经过氧化亚硝酸盐作用可产生 NO和过氧化物。增加亚硝

酸盐的浓度可发现 OA患者关节液和血清中 NO含量增加 ,研

究发现 CⅡ的苯丙氨基酸和色氨酸残基对硝化作用敏感 [ 33 ]。

Deberg等 [ 34 ]制备了多克隆抗体抗 CⅡ108 HRGYPGLDG116的 α

螺旋抗原表位 (即 Coll221)以及硝化形式的 108 HRGY (NO2 )

PGLDG116 (即 Coll221NO2 ) ,应用竞争性 EL ISA法测定 OA和

RA样本中 Coll221 及 Coll221NO2 含量范围分别为 : 25 ～

500 nM、0. 1～10nM。研究发现 OA、RA患者血清中 Coll221的
含量明显高于正常对照组 ,而 Coll221NO2在 RA患者血清中

的含量明显高于 OA及正常对照组 ,这表明 Coll221NO2更适

合做 RA的诊断标志物。

2. 2. 6　CⅡ螺旋体 ( Helix2Ⅱ) 　Chari等 [ 35 ]针对 Helix2Ⅱ表

位 642 ERGETGPOGTS652 (其中 O是羟脯氨酸 ,这段序列是 CⅡα

链中的一部分 ,当蛋白水解酶作用时即被释放出来 )制备了

多克隆抗体 ,该抗体却不会与变性的、但却完整的 CⅡ反应 ,也

不会与来源于 CⅠ、CⅡ的同源序列反应。因此应用竞争性

EL ISA法测定样本中 Helix2Ⅱ含量范围 : 0. 1～50 nM ,研究发

现 OA及早期 RA患者尿中 Helix2Ⅱ含量明显高于正常的年

龄及性别配对的对照组 ,在早期 RA患者尿中 Helix2Ⅱ水平的

升高程度则提示疾病的发展程度 ,当联合 CTX2Ⅱ进行分析时

会显著提高对疾病进展的预测能力。

3　展望

运用 CⅡ代谢产物作为疾病起始、发展过程的生物学标志

物已经成为现在广泛研究的课题。检测 CⅡ合成标志物如

PⅡCP、PⅡANP 以及降解标志物如 CTX2Ⅱ、Coll221NO2、

TIINE、CⅡ CNB r 917、C2C已经是日趋成熟的技术 ,大多数的

标志物在疾病早期阶段即表现出与正常对照组的不同 ,而在

关节液中检测出的结果与 CⅡ结构改变的关联性更大。缺乏

如何处理 CⅡ代谢产物的信息使得我们无法合理检测这些生

物学标志物 ,因此能够选出一种或一组标志物则成为研究重

点。目前最大的挑战是提高 CⅡ代谢产物作为生物学标志物

在疾病早期的检测效率 ,以便我们达到早期诊断及早期治疗

OA的目的。
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肘关节功能评价 (美国特种外科医院 , HSS)

　　疼痛 (最高 50分 ) :无或可被忽略 50分 ;轻微疼痛 ,偶尔需服止痛药 45分 ;中度疼痛 ,每日需服止痛药 35分 ;中度

疼痛 ,休息或夜间痛 15分 ;严重疼痛 ,影响日常生活 0分。

　　功能 (最高 50分 ) : ①活动 (最高 30分 ) :不受限 30分 ;轻微受限 ,但不影响日常生活 25分 ;不能举起 > 415 kg (10

磅 )物体 20分 ;日常生活中度受限 10分 ;不能梳头、触摸头部 5分 ;不能自己进食 0分。②持久性 (最高 8分 ) :使用超

过 30 m in 8分 ;使用超过 15 m in 6分 ;使用超过 5 m in 4分 ;不能使用 0分。③整体使用情况 (最高 12分 ) :使用不受限

12分 ;娱乐时受限 10分 ;家务及工作受限 8分 ;生活自理受限 6分 ;不能使用 0分。

优秀 : 90～100分 ;良好 : 80～89分 ;一般 : 70～79分 ;较差 : 60～69分 ;最差 : < 60分。

摘自 :蒋协远 ,王大伟. 骨科临床疗效评价标准. 北京 :人民卫生出版社 , 2005. 205.
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