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Abstract 

BACKGROUND: Studies demonstrated that collagen protein plays an important role in osteocytes proliferation and differentiation, 

sclerotic formation and absorption, as well as matrix mineralization. 

OBJECTIVE: To observe the fluctuation of total collagen, type Ⅰ and Ⅱ collagen protein contents in knee joint of osteoporotic 

rats. 

METHODS: Totally 40 female Sprague Dawley rats were randomly assigned into the experimental and control groups. In the 

experimental group, rat knee joint cartilage and cruciate ligament were harvested at 16 weeks after bilateral ovariectomy. The 

protein contents of total, type Ⅰ and Ⅱ collagen were measured by micro-hydroxyproline assay and enzyme linked 

immunosorbent assay. 

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the protein contents of total, type Ⅰ and Ⅱ collagen were 

notably decreased (P < 0.05), and the type Ⅰ/Ⅱ collagen ratio was also declined in the experimental group (P < 0.05). The 

results suggested that osteoporosis leads to fluctuations of total collagen, type Ⅰ, Ⅱ collagen protein contents and type I/II 

collagen ratio in knee joints, which closely relates to knee osteoarthritis. 

 

Zhao LJ, Peng FF, Zhuang W, Tang XZ. Fluctuation of total collagen, type Ⅰ and Ⅱ collagen protein contents in the knee joint 

of osteoporotic rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;14(2): 205-207.      
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摘要 

背景：目前研究认为胶原蛋白在骨细胞的增殖与分化、骨质的形成和吸收、骨基质矿化等过程中起着非常重要的作用。 

目的：观察骨质疏松模型大鼠膝关节组织总胶原、Ⅰ型及Ⅱ型胶原蛋白含量变化。 

方法：SD雌性大鼠 40只随机分为实验组和对照组，实验组大鼠行双侧卵巢切除 16周后，取膝关节软骨和交叉韧带，采用

微量羟脯氨酸测定法及酶联免疫吸附法测定大鼠膝关节软骨及前交叉韧带组织总胶原、Ⅰ型及Ⅱ型胶原蛋白含量。 

结果与结论：骨质疏松膝关节模型大鼠膝关节软骨、前交叉韧带总胶原、Ⅰ型及Ⅱ型胶原蛋白含量明显下降(P < 0.05)，Ⅰ

型/Ⅱ型胶原比值也显著降低(P < 0.05)，提示骨质疏松可引起膝关节内组织总胶原、Ⅰ型及Ⅱ型胶原含量及其比值改变，与

膝关节骨性关节炎的发生密切相关。    

关键词：骨质疏松；大鼠；总胶原；Ⅰ型胶原蛋白；Ⅱ型胶原蛋白 
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0  引言 

 

随着中国社会步入老年化，老年骨质疏松

症的发病率急剧上升，膝关节是最早出现退行

性改变的关节之一。 

骨质疏松症系体内雌激素分泌减少、激素

调节失衡等多种原因引起的骨细胞形成降低或

吸收亢进引起骨量丢失，关节软骨及韧带组织

出现相应退行性改变。 

国内对动物骨质疏松模型的研究主要集中

在生物力学方面，对膝关节软骨及韧带组织胶

原蛋白含量及其分型研究较少
[1]
。 

关节软骨及韧带组织的基质主要由水、胶

原蛋白和蛋白多糖构成。本次实验通过建立动

物骨质疏松膝关节模型，对大鼠膝关节软骨及

前交叉韧带组织的总胶原、Ⅰ型及Ⅱ型胶原蛋

白含量进行测定，探讨骨质疏松与膝关节退变

的相关性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机分组设计、对照动物实验。 

时间及地点：于2009-10/2010-05在江西

省干细胞重点实验室完成。 

动物：选用体质量200~250 g，八九个月龄

清洁级雌性SD大鼠40只，由南昌大学实验动物

中心提供，合格证号：FU(赣)0526036。 

动物在光照充足、室温、湿度30%~50%的

环境下饲养，实验过程中对动物处置符合科技

部2006年《关于善待实验动物的指导性意见》

的要求
[2]
。 
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试剂和仪器： 

 

 

 

 

 

 

方法： 

分组：将SD大鼠随机分成实验组和对照组，各20只，

组间月龄及体质量差异无显著性意义(P > 0.05)，摄食

及饮水等饲养条件一致。 

建模：动物手术前用氯氨酮(0.1 g/kg)腹腔麻醉，实

验组经腰背侧切口进入腹腔，摘除双侧卵巢
[3]
。对照组

仅行腰背部手术切除小部分脂肪组织。两组大鼠饲养16

周后以腹主动脉放血法处死大鼠
[3-4]
，取大鼠膝关节软骨

及前交叉韧带进行测定。 

羟脯氨酸及总胶原的测定：标本常规脱脂干燥，将   

10 mg标本加入EP管中研磨碎，加入0.3 mL蒸馏水、   

6 mol/L盐酸0.3 mL离心均匀。用针头在EP管盖上扎一

小孔，置入120 ℃高压锅中水解2 h，用蒸馏水稀释至  

1.5 mL，12 000 r/min离心15 min。 

取待测液50 µL，加入0.05 mol/L CuSO4溶液    

25 µL、10%NaOH溶液25 µL及屠体积分数6%H2O2溶

液25 µL，置于60 ℃水浴振荡10 min。加入6 mol/L盐酸

50 µL及5%对二甲氨基苯甲醛溶液50 µL，置于50 ℃水

浴15 min，冰上冷却后，用酶标仪测定波长560 nm的值，

计算羟脯氨酸含量
[5]
。按Grant

[6]
的方法，计算胶原含量：

胶原(%)=羟脯氨酸(%)×7.46。 

Ⅰ型、Ⅱ型胶原含量测定：取标本10 mg，脱水脱脂，

0.4 mol/L乙酸浸泡过夜，在冰浴下制备成匀浆，以盐析

法提取胶原
[7]
。酶联免疫吸附法测定Ⅰ，Ⅱ型胶原在波

长450 nm的吸光度值，计算Ⅰ型、Ⅱ型胶原含量。 

主要观察指标：改良羟脯氨酸测定法和酶联免疫吸

附试法测定大鼠膝关节软骨及前交叉韧带中的总胶原、

Ⅰ型及Ⅱ型胶原蛋白的含量。 

设计、实施、评估者：设计为第四作者，实施为第

一、二、三作者、评估为第一、第四作者，经过正规培

训，采用盲法评估。 

统计学分析：采用SPSS 10.0统计软件(SPASS公

司，美国)进行统计分析，用配对t 检验对两组数据进行

分析，所有数据均以x
_

±s表示，P < 0.05表示差异有显著

性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  所有40只大鼠均进入结果分

析。 

2.2  两组大鼠膝关节软骨总胶原及Ⅰ型、Ⅱ型胶原变

化  实验组大鼠膝关节软骨总胶原、I型及II型胶原蛋白

明显低于对照组(P < 0.05)；Ⅰ型/Ⅱ型胶原比值下降  

(P < 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  两组大鼠前交叉韧带总胶原及Ⅰ型、Ⅱ型胶原变

化  实验组大鼠前交叉韧带总胶原、Ⅰ型及Ⅱ型胶原蛋

白明显低于对照组(P < 0.05)；Ⅰ型/Ⅱ型胶原比值下降

(P < 0.05)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

胶原蛋白是构成组织框架的主要成分，由胶原纤

维、弹性纤维和网状纤维组成；胶原纤维在载荷下维持

组织的强度和刚度，弹性纤维使组织具有延伸性，网状

纤维提供容积
[8]
。胶原蛋白能促进钙、磷等无机矿物质

在骨骼上的沉积，修复组织，与蛋白多糖在组织中相互

作用，阻止细胞基质的钙化，使软骨及韧带组织富有弹

性，在保持软骨及韧带组织整体功能方面发挥着极其重

要的生物学作用
[8-9]
。Ⅰ型和Ⅱ型胶原构成关节软骨及韧

带胶原的主要成分之一，在人体中分布不同。Ⅰ型胶原

主要作用是吸收和传递应力，适合于牵拉变形、维持张

力，但耐受压力的作用较弱；Ⅱ型胶原主要是承受和吸

收压力，维持组织抗压应力，关节软骨外基质的主要成

分由Ⅱ型胶原构成，其在关节软骨中排列成网状，中间

容纳蛋白质分子，构成具有黏弹性的结构，起到缓冲垫

的作用，赋予关节以抗压耐磨的特性
[10]
；韧带组织主要

由Ⅰ型胶原构成，Ⅰ型较Ⅱ型有更好的抗张力性能及刚

度，二者的比值反应组织的退变程度，比值下降越低则

说明组织退变越严重，组织抗张力性能及刚度下降越明

表 1  大鼠膝关节软骨总胶原及Ⅰ，Ⅱ型胶原含量变化
Table 1  Variation of rat articular cartilage total collagen and 

type Ⅰ, Ⅱ collagen contents           (x
_

±s, n=20)

a

P < 0.05, vs. control group 

Item Experimental group Control group 

Total collagen (mg/g) 42.79±2.42
 

47.41±3.16 

Type Ⅰ collagen (mg/g) 0.48±0.03
a 

0.72±0.07 

Type Ⅱ collagen (mg/g) 4.61±0.37
a 

5.39±0.14 

Type Ⅰ/Ⅱ collagen ratio 0.10±0.02
a 

0.14±0.05 

表 2  大鼠前交叉韧带总胶原及Ⅰ，Ⅱ型胶原含量变化
Table 2  Variation of rat anterior cruciate ligament total collagen 

and type Ⅰ,Ⅱ collagen contents        (x
_

±s, n=20)

a

P < 0.05, vs. control group 

Item Experimental group Control group 

Total collagen (mg/g) 34.27±2.51
a

 41.58±2.93 

Type Ⅰ collagen (mg/g) 2.31±0.19
a

 5.27±0.24 

Type Ⅱ collagen (mg/g) 0.29±0.07
a

 0.47±0.02 

Type Ⅰ/Ⅱ collagen ratio 8.39±1.53
a

 12.47±2.16 

试剂及仪器 来源 

标准羟脯氨酸  

大鼠Ⅰ型、Ⅱ型胶原酶联免疫 

分析试剂盒  

Multiskan MK3全自动酶标仪   

Sigma公司，美国 

大连泛邦化工技术开发 

有限公司 

Thermo公司，芬兰 
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显
[10-11]
。 

朱庆三等
[12]
研究发现人类随着年龄的增长，正常关

节软骨中胶原含量逐渐降低，胶原蛋白与膝关节的退变

可能有一定关系。生理状态下，人体组织胶原蛋白的生

成与降解保持相对平衡，当人或动物步入老年阶段后，

全身激素水平逐渐降低，关节软骨及韧带组织基质合成

和分解失衡，引起组织弹性下降，随之发生裂缝，组织

完整性遭到破坏，逐步形成骨性关节炎，严重影响人们

的日常生活。Raisz
[13]
研究表明绝经后骨质疏松患者体

内雌激素水平下降，骨髓中细胞因子的调节平衡被扰

乱，同时雌激素启动破骨细胞凋亡的作用丧失，使生成

的胶原被过度地降解。Ⅱ型胶原是软骨组织最主要的成

分，可作为软骨的表型标记，决定了关节软骨特性，是

评价软骨修复质量的标志之一
[14]
；本次实验显示骨质疏

松大鼠膝关节软骨总胶原及Ⅱ型胶原蛋白含量显著降

低，Ⅰ型/Ⅱ型的比值降低，Ⅱ型胶原含量的下降导致了

关节软骨抗压力性、强度下降，软骨的弹性、柔韧度及

耐磨性也下降，可加速膝关节退变。有研究表明一氧化

氮可诱导动物模型退变膝关节软骨修复过程中Ⅱ型胶

原合成增强，Ⅱ型胶原可维持软骨的生理功能
[14-15]

。而

本组骨质疏松组大鼠膝关节前交叉韧带总胶原、Ⅰ型及

Ⅱ型胶原蛋白含量较对照组低，Ⅰ型/Ⅱ型的比值也降

低，说明骨质疏松后膝关节交叉韧带胶原蛋白及基质遭到

破坏，胶原的强度及抗张力性降低，可致膝关节前交叉韧

带变薄、变硬 、变短，弹性及柔韧度下降，逐渐退变、

变脆，抗拉力减弱。相关研究发现植入外源性Ⅰ型胶原蛋

白可增强早期韧带组织的力学强度，延缓韧带的退变
[16]
，

Ⅰ型胶原在修复韧带组织过程中具有重要调节作用
[17]
。综

上，膝关节软骨及前交叉韧带组织生物化学含量及结构

的改变构成了膝关节退变的基础。 
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来自本文课题的更多信息--  

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的意义：了解膝关节动物模型组织中胶原蛋白的分

型及其含量变化，在膝关节退变，尤其是发生了膝关节骨性

关节炎的患者，可补充外源性Ⅰ，Ⅱ型胶原以及增加骨量来

预防骨质疏松症和治疗骨性关节炎，延缓关节退变和延迟临

床上膝关节置换的年龄。 

课题评估的“金标准” ：课题主要结果指标评价公认

的“金标准”是通过测定组织羟脯氨酸含量来计算胶原蛋白

含量，本课题已应用。 

设计或课题的偏倚与不足：可适当增加样本量，设置雌

激素类药物对骨质疏松大鼠模型膝关节胶原的含量变化的

影响。 

提供临床借鉴的价值：预防和治疗老年骨质疏松症提供

膝关节组织胶原蛋白的生化参数，为药物预防和控制骨质疏

松和骨性关节炎提供依据。 


