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脊柱外科手术后切口感染患者血清中miR-182和

miR-199b表达及意义*

郑礼鹏1,何沛峰1,周庆忠1,叶飞1,康建平1,袁浩1,陈赞1,罗国兴2,宁文杰2,冯大雄1**

(1.西南医科大学附属医院骨科,四川泸州
 

646000;2.宜宾市第五人民医院骨科)

【摘要】 目的 探究脊柱外科手术后切口感染患者血清中微小RNA-182(miR-182)和微小RNA-199b(miR-199b)表达

及意义。 方法 选取2017年3月~2022年12月在本院进行脊柱外科手术后切口感染患者116例为感染组,另选取

同期术后切口未感染者116例为非感染组;采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)测定血清 miR-182、miR-199b水平;采用

微生物全自动鉴定仪鉴定病原菌菌种;采用pearson分析血清 miR-182、miR-199b水平与炎症因子TNF-α、IL-10、IL-8
水平相关性;采用多因素Logistic回归分析脊柱患者外科手术后切口感染的影响因素。 结果 感染组患者中共检验

出病原菌178株,其中革兰阳性菌56株(31.46%),革兰阴性菌117株(65.73%),真菌5株(2.81%);感染组患者血清炎

症因子TNF-α[(15.56±2.84)ng/L]、IL-10[(4.17±0.81)pg/mL]、IL-8水平[(14.93±3.79)μg/L]较非感染组[(12.31
±2.57)ng/L、(2.59±0.37)pg/mL、(7.24±2.18)μg/L]均显著升高(P<0.05);与非感染组[(1.28±0.37)、(1.35±
0.35)]相比较,感染组血清 miR-182水平(2.04±0.56)显著上调,血清 miR-199b水平(0.76±0.32)显著下调(P<
0.05);pearson相关分析显示,脊柱外科手术后切口感染患者血清 miR-182水平与炎症因子TNF-α、IL-10、IL-8水平均

呈正相关(P<0.05),miR-199b水平与炎症因子TNF-α、IL-10、IL-8水平均呈负相关(P<0.05);多因素Logistic回归分

析显示,高水平 miR-182、TNF-α、IL-10、IL-8均为脊柱疾病患者外科手术后切口发生感染的独立危险因素,高水平 miR-
199b为脊柱疾病患者外科手术后切口发生感染的独立保护因素(P<0.05)。 结论 脊柱外科手术后切口感染患者血

清 miR-182水平显著上调,血清 miR-199b水平显著下调,两者与脊柱疾病患者外科手术后切口感染相关。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

microRNA-182
 

(miR-182)
 

and
 

microRNA-

199b
 

(miR-199b)
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

incision
 

infection
 

after
 

spinal
 

surgery. Methods A
 

total
 

of
 

116
 

patients
 

with
 

incision
 

infection
 

after
 

spinal
 

surgery
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

March
 

2017
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

infec-
tion

 

group,in
 

addition,116
 

patients
 

without
 

infection
 

after
 

spinal
 

surgery
 

in
 

our
 

hospital
 

were
 

included
 

as
 

non
 

infection
 

group;the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-182
 

and
 

miR-199b
 

were
 

measured
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR);

automatic
 

microbial
 

identification
 

instrument
 

was
 

applied
 

to
 

identify
 

pathogenic
 

bacteria;pearson
 

was
 

applied
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

miR-182,miR-199b
 

levels
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

TNF-α,IL-10,and
 

IL-8
 

levels;and
 

multivariate
 

Logistic
 

regression
 

was
 

applied
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

postoperative
 

incision
 

infection
 

in
 

patients
 

undergoing
 

spinal
 

surgery. Results A
 

total
 

of
 

178
 

strains
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

infection
 

group,in-
cluding

 

56(31.46%)
 

gram-positive
 

bacteria,117(65.73%)
 

gram-negative
 

bacteria,and
 

5(2.81%)
 

fungi;the
 

levels
 

of
 

ser-
um

 

inflammatory
 

factors
 

TNF-α
 

[(15.56±2.84)
 

ng/L],IL-10
 

[(4.17±0.81)
 

pg/mL],and
 

IL-8
 

[(14.93±3.79)
 

μg/L]
 

in
 

the
 

infection
 

group
 

were
 

obviously
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non
 

infection
 

group
 

[(12.31±2.57)
 

ng/L,(2.59±0.37)
 

pg/mL,(7.24±2.18)
 

g/L]
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

non
 

infection
 

group
 

[(1.28±0.37),(1.35±0.35)],the
 

ser-
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um
 

miR-182
 

level
 

(2.04±0.56)
 

in
 

the
 

infection
 

group
 

was
 

obviously
 

higher,while
 

the
 

serum
 

miR-199b
 

level
 

(0.76±
0.32)

 

was
 

obviously
 

lower
 

(P<0.05);pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

a
 

positive
 

correlation
 

between
 

serum
 

miR-182
 

level
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

TNF-α,IL-10,and
 

IL-8
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

incision
 

infection
 

after
 

spinal
 

surgery
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

miR-199b
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

TNF-α,IL-
10,and

 

IL-8
 

(P<0.05);multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

high
 

levels
 

of
 

miR-182,TNF-α,IL-10,and
 

IL-8
 

were
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

postoperative
 

incision
 

infection
 

in
 

patients
 

with
 

spinal
 

diseases,while
 

high
 

level
 

of
 

miR-199b
 

was
 

independent
 

protective
 

factors
 

for
 

postoperative
 

incision
 

infection
 

in
 

patients
 

with
 

spinal
 

diseases
 

(P<
0.05). Conclusion The

 

serum
 

miR-182
 

level
 

in
 

patients
 

with
 

incision
 

infection
 

after
 

spinal
 

surgery
 

is
 

obviously
 

up-reg-
ulated,the

 

serum
 

miR-199b
 

level
 

is
 

obviously
 

decreased,both
 

are
 

associated
 

with
 

postoperative
 

incision
 

infection
 

in
 

pa-
tients

 

with
 

spinal
 

diseases.
【Key

 

words】 spinal
 

surgery;incision
 

infection;micro
 

RNA-182;micro
 

RNA-199b

  随着脊柱外科手术数量的不断增加,脊柱外科手

术后切口感染患者数量不断攀升[1]。据报道,手术部

位感染是继肺炎和尿路感染之后脊柱手术后第三大常

见并发症,其发病率为22.48%[2]。脊柱伤口感染是

脊柱手术的并发症之一,不仅延长患者的住院时间,而
且增加医疗、社会和经济成本,降低脊柱手术后的感染

率是一个极具挑战的问题[3]。炎症反应在脊髓损伤的

进展中起重要作用,目前,miRNA参与急性脊髓损伤

炎症反应的分子机制知之甚少[4]。微小RNA(miR-
NA)是一类新型小非编码RNA(长约22-25

 

nt),通过

与3'-非翻译区(3'-UTR)中的靶 mRNA结合,在转录

后水平上负向调节基因表达,导致 mRNA翻译或降

解[5]。微小RNA-182(miR-182)与各种发育过程、疾
病状况以及炎症反应相关,在多种肿瘤中的表达呈上

调趋势[6-7]。研究显示,通过调节 miR-199b/IKKβ/

NF-κB信号通路可促进脊髓损伤后小胶质细胞的炎

症反应[8]。
本研究通过测定 miR-182、miR-199b在脊柱外科

手术后切口感染患者血清中的表达,分析两者与脊柱

外科手术后切口感染的关系,旨在为脊柱外科手术后

切口感染的预防提供参考。

材料与方法

1 研究对象

以2017年3月至2022年12月在本院进行脊柱

外科手术后切口感染患者116例为感染组研究对象,
年龄29~58岁;另选取同期在本院进行脊柱外科手术

后切口未感染者116例作为非感染组研究对象,年龄

30~58岁。
纳入标准:1)经临床诊断,符合脊柱外科手术治疗

指证标准[9];2)感染组患者经临床诊断符合术后感染

标准[10];3)患者均为首次脊柱外科手术治疗;4)患者

知情且同意;(5)临床资料完整。排除标准:1)合并恶

性肿瘤、血液系统、免疫系统、肾脏疾病患者;2)凝血功

能障碍患者;3)既往脊柱感染史者;4)妊娠期或哺乳期

女性。
本研究经医院伦理委员会批准。

2 方法

2.1 一般资料收集
 

 收集感染组和非感染组患者年

龄、性别、体质指数、手术时间、术中出血量、住院时间、
切口类型、手术部位等基本临床资料。

2.2 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)测定血清 miR-
182、miR-199b水平 收集感染组和非感染组患者就

诊当日清晨空腹静脉血3
 

mL,4
 

℃冰箱保存,血库专

用离心机(日本久保田,型号:KUBOTAKA-2200)

5
 

000
 

r/min离心8
 

min,取上清液,-70
 

℃冰箱保存

备用。采用Trizol法提取血清样本总RNA,通过凝胶

电泳检验RNA质量,结果显示28S和18S两条RNA
带,表明所得RNA产物无DNA污染和RNA降解,
可进行下一步实验。使用全自动核酸蛋白分析仪(台
湾光鼎,型号:Bioptic

 

Qsep100)测定RNA产物浓度

和吸光度值,A260/A280 比值在1.8-2.0表明RNA纯

度较高、质量较好,可进行下一步实验。采用探针法

qRT-PCR试 剂 盒 HiScript
 

II
 

One
 

Step
 

qRT-PCR
 

Probe
 

Kit试剂盒(南京诺唯赞公司,货号:Q222-01)
进行qRT-PCR检测 miR-182和 miR-199b水平,以
U6为内参基因,每个样品设置3个技术重复。qRT-
PCR反应体系:2×One-Step

 

Q
 

Probe
 

Mix
 

10
 

μL,

One-Step
 

Q
 

Probe
 

Enzyme
 

Mix
 

1
 

μL,正向引物0.5
 

μL,反向引物0.5
 

μL,TaqMan
 

Probe
 

0.2
 

μL,模板

RNA
 

10
 

ng,50×ROX
 

Reference
 

Dye
 

1
 

0.4
 

μL,

RNase
 

free
 

ddH2O
 

to
 

20
 

μL。qRT-PCR反应程序:50
 

℃
 

30
 

min,95
 

℃
 

5
 

min,95
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,45个循

环,确定 Real
 

Time
 

PCR扩增曲线,绘制扩张曲线。
使用primer5.0软件设计 miR-182、miR-199b、U6的

qRT-PCR反应引物,由上海生物工程股份有限公司合

成。引物碱基序列见表1。

2.3 病原菌检测 取感染组患者切口感染部位分泌

物于无菌试管,采用微生物全自动鉴定仪(美国Ther-
mo

 

Scientific,型号:ARIS
 

2X)鉴定病原菌菌种,参考
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《全国临床检验操作规程》中相关方法进行[11]。

表
 

1 引物列表

Table
 

1 Primer
 

list
引物名称
Primers

碱基序列
Base

 

sequence

miR-182正向引物 5'-CGTCCTTTGGCAATGGTAGAACTC-3'
miR-182反向引物 5'-GCAGGGTCCGAGGTATTC-3'
miR-199b正向引物 5'-CCCAGTGTTTAGACTATCTGTTC-3'
miR-199b反向引物 5'-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3'
U6正向引物 5'-CGCTTCGGCAGCACATATACTA-3'
U6反向引物 5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA-3'

3 统计学方法

采用SPSS25.0对数据进行统计学分析,计数资

料以例(n)或(%)表示,采用χ2 检验;计量资料以(x
±s)表示,采用t或F 检验;采用pearson分析血清

miR-182、miR-199b水平与炎症因子 TNF-α、IL-10、

IL-8相关性;采用多因素Logistic回归分析患者脊柱

外科手术后切口感染的影响因素。以P<0.05为差

异有统计学意义。

结 果

1 感染组患者切口感染病原菌分布

感染组116例患者中共检验出病原菌178株,其
中革兰阳性菌56株(31.46%),革兰阴性菌117株

(65.73%),真菌5株(2.81%)。革兰阳性菌中,金黄

色葡萄 球 菌15株(8.43%)、表 皮 葡 萄 球 菌13株

(7.30%)、屎 肠 球 菌 21 株 (11.80%)、其 它 7 株

(3.93%);革 兰 阴 性 菌 中,铜 绿 假 单 胞 菌 34 株

(19.10%)、大肠埃希菌22株(12.36%)、肺炎克雷伯

菌29株(16.29%)、聚团杆菌14株(7.87%)、其它18
株(10.11%)。

2 非感染组与感染组一般资料比较

与非感染组相比较,感染组患者血清炎症因子

TNF-α、IL-10、IL-8水平显著升高(P<0.05);肺感染

组与感染组年龄、性别、体质指数、手术时间、术中出血

量、住院时间、糖尿病史、高血压史、抗生素治疗史、既
往手术史、切口类型、手术部位差异无统计学意义(P
>0.05)。见表2。

3 非感染组与感染组血清 miR-182、miR-199b水平

比较

非感染组血清miR-182水平为1.28±0.37,感染

组为2.04±0.56,高于非感染组,差异有统计学意义

(t=12.195,P=0.000);非感染组血清 miR-199b水

平为1.35±0.35,感染组为0.76±0.32,低于非感染

组,差异有统计学意义(t=13.399,P=0.000)。

4 血清 miR-182、miR-199b水平与炎症因子相关性

分析

pearson相关分析显示,血清 miR-182水平与炎

症因 子 TNF-α、IL-10、IL-8水 平 均 呈 正 相 关(r=
0.539、0.495、0.507,P<0.05);血清 miR-199b水平

与炎症因子TNF-α、IL-10、IL-8水平均呈负相关(r=-
0.524、-0.501、-0.513,P<0.05)。

表
 

2 非感染组与感染组一般资料比较[n(%)/(x±s)]
Table

 

2 Comparison
 

of
 

general
 

information
 

between
 

non
 

infection
and

 

infection
 

groups

项目
Item

非感染组
(n=116)
Non-infection

 

group

感染组
(n=116)
infection
group

t/χ2 P

年龄(岁) 43.74±6.29 44.82±6.63 1.273 0.204

性别
男 65(56.03) 64(55.17)
女 51(43.97) 52(44.83)

0.017 0.895

糖尿病史(例)
是 34(29.31) 37(31.90)
否 82(70.69) 79(68.10)

0.183 0.669

高血压史(例)
是 40(34.48) 43(37.07)
否 76(65.52) 73(62.93)

0.169 0.681

抗生素治疗史(例)
是 45(38.79) 46(39.66)
否 71(61.21) 70(60.34)

0.018 0.893

既往手术史(例)
是 18(15.52) 20(17.24)
否 98(84.48) 96(82.76)

0.126 0.723

切口类型

Ⅰ型 38(32.76) 40(34.48)

Ⅱ型 35(30.17) 36(31.03)

Ⅲ型 28(24.14) 24(20.69)

Ⅳ型 15(12.93) 16(13.79)

0.410 0.939

手术部位

颈椎 34(29.31) 33(28.45)
腰椎 31(26.72) 35(30.17)
胸椎 27(23.28) 26(22.41)
其它 24(20.69) 22(18.97)

0.360 0.948

体质指数(kg/m2) 24.35±3.87 24.51±3.92 0.313 0.755
手术时间(h) 1.65±0.52 1.71±0.56 0.846 0.399

术中出血量(mL) 726.85±195.74 764.95±241.67 1.319 0.188
住院时间(d) 8.46±2.67 8.62±2.83 0.443 0.658
TNF-α(ng/L) 12.31±2.57 15.56±2.84 9.139 0.000
IL-10(pg/mL) 2.59±0.37 4.17±0.81 19.110 0.000
IL-8(μg/L) 7.24±2.18 14.93±3.79 18.943 0.000

5 多因素Logistic回归分析脊柱患者外科手术后切

口感染的影响因素

以患者脊柱外科手术后切口是否感染(是=1,否

=0)为因变量,以血清 miR-182、miR-199b、TNF-α、

IL-10、IL-8水平为自变量进行多因素Logistic回归分

析。多因素Logistic回归分析结果显示,高水平 miR-
182、TNF-α、IL-10、IL-8均为脊柱疾病患者外科手术

后切口发生感染的独立危险因素(P<0.05);高水平

miR-199b为脊柱疾病患者外科手术后切口发生感染

的独立保护因素(P<0.05)。见表3。

讨 论

脊柱疾病严重影响人群健康,随着年龄的增长,受
影响的人群可能患有长期残疾[12]。最严重的脊柱相

关疾病可能是由于创伤性或非创伤性导致的脊髓损
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伤[13]。脊柱疾病患者通常通过脊柱外科手术治疗来

缓解疼痛和改善功能,但手术后具有较高发生感染的

危险性[13]。据报道,脊柱术后感染会增加住院时间和

死亡率,且术后感染可能需要进一步手术或导致慢性

疼痛及畸形,与发病率、死亡率和医疗费用增加有关,
是脊柱手术后2

 

d再入院的最常见原因[14]。微生物

组可能是脊柱术后感染的根本原因,导致脊柱术后感

染的最常见病原体是金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌

和耐甲氧西林葡萄球菌属等[15-16]。研究显示,脊柱手

术后切口感染患者TNF-α、IL-8、IL-10等血清炎症因

子显著上调,其变化与脊柱手术后切口感染有关[17-18]。
本研究发现,感染组患者血清炎症因子TNF-α、IL-10、

IL-8水平较非感染组显著升高,且高水平TNF-α、IL-
10、IL-8均为患者脊柱外科手术后切口发生感染的独

立危险因素,与董锡亮等[17-18]研究结果一致,提示脊柱

外科手术后感染与炎症反应相关。感染组患者中检验

革兰阳性菌、革兰阴性菌和真菌,其中革兰阴性菌数量

最多,与郑如庚等[18]研究结果相似。

表
 

3 多因素Logistic回归分析脊柱患者外科手术后切口感染的影响因素
Table

 

3 Multivariate
 

logistic
 

regression
 

analysis
 

of
 

the
 

influencing
factors

 

of
 

postoperative
 

incision
 

infection
 

in
 

spinal
 

patients
影响因素

Influence
 

factor B SE Wald
 

χ2 OR 95%CI P

miR-182 0.932 0.326 8.169 2.539 1.340-4.810 0.004
miR-199b -0.637 0.218 8.532 0.529 0.345-0.811 0.003
TNF-α 0.771 0.275 7.870 2.163 1.262-3.708 0.005
IL-10 0.671 0.281 5.709 1.957 1.128-3.395 0.017
IL-8 0.715 0.319 5.029 2.045 1.094-3.821 0.025

miR-182是SIRT1下游效应因子,SIRT1通过与

miR-182启动子结合并调节其转录调控炎症反应[19]。

SIRT1通过激活 miR-1抑制下游XBP3/NLRP182炎

症途径,减轻小鼠的肝缺血再灌注损伤[19]。研究显

示,通过抑制miR-182表达可降低实验性自身免疫性

脑脊髓炎疾病的严重程度[20]。另有研究显示,宫内感

染患者羊水中miR-182及TNF-α、IL-8等炎症因子水

平较无宫内感染者显著升高,羊水中 miR-182表达与

炎症细胞因子协同作用,促进早产儿宫内感染和脑损

伤[21]。miR-182-5p在铁死亡和缺血再灌注诱导的损

伤中上调,通过沉默miR-182-5p可减轻大鼠缺血再灌

注诱导的肾损伤及炎症反应[22]。本研究发现,感染组

血清 miR-182水平较非感染组显著上调,与 Ding
等[22]在肾损伤患者中的研究结果相似。脊柱外科手

术后切口感染患者血清 miR-182水平与炎症因子

TNF-α、IL-10、IL-8水平均呈正相关,推测miR-182可

能通过促进炎症反应,影响脊柱外科手术后切口感染

发生。高水平 miR-182为脊柱疾病患者外科手术后

切口发生感染的独立危险因素,提示高水平 miR-182

会增加脊柱疾病患者外科手术后切口发生感染的危

险。
研究显示,在SCI后和活化的小胶质细胞中观察

到 miR-199b的 下 调 和IKKβ/NF-κB 的 活 化,miR-
199b通过靶向其3'-UTR对IKKβ进行负调节[23]。
研究显示,miR-199-3p通过靶向 MECP2抑制炎症反

应以缓解小鼠水痘带状疱疹病毒诱导的带状疱疹后神

经痛[24]。miR-199-3p升高抑制糖尿病肾病中 TNF-
α、IL-1β、IL-6表达,抑制炎症反应,缓解其病情[25]。
本研究发现,感染组血清 miR-199b水平较非感染组

显著下调,与Zhou等[23]研究结果相似。脊柱外科手

术后切口感染患者血清 miR-199b水平与炎症因子

TNF-α、IL-10、IL-8水平均呈负相关,与Zhang等[25]

研究结果相似,推测 miR-199b可能通过介导炎症反

应,抑制脊柱外科手术后切口感染的发生。高水平

miR-199b为脊柱疾病患者外科手术后切口发生感染

的独立保护因素,提示高水平 miR-199b有利于抑制

脊柱外科手术后切口发生感染。
综上所述,脊柱外科手术后切口感染患者血清

miR-182水平显著上调,血清 miR-199b水平显著下

调,两者与脊柱疾病患者外科手术后切口感染相关。
本研究未对miR-182、miR-199b影响脊柱外科手术后

切口感染的具体调控途径进行探究,下一步将构建动

物模型,对此进行深入研究。
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