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miR-345-3p在长骨感染性骨不连中的表达及诊断效能研究

戴 艳 1，胡 军 2，张 宇 2，胡擎晖 1，刘 源 1*
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摘 要：目的 探讨循环血miR-345-3p在长骨感染性骨不连中的表达变化，评估其作为潜在的新型生物标志物在长骨感染

性骨不连的诊断价值。方法 建立股骨感染性骨不连及开放性截骨大鼠模型，术后42 d后，拍摄X线评估内固定位置及骨折

愈合情况；离断股骨后行micro-CT，检测骨痂矿物质密度（BMD）、骨痂体积/总体积（BV/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、

骨小梁数量（Tb.N）、骨小梁间隙（Tb.Sp）。使用Sysmex XN-350全血细胞分析仪进行白细胞计数（WBC）；采用免疫散射

比浊法测定血中C反应蛋白（CRP）表达水平；采用毛细管动态光度计成像测定法检测红细胞沉降速率（ESR）水平。通

过实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测和比较感染性骨不连组及骨折组全血中miR-345-3p的表达水平，并通过受试者工作

特征（ROC）曲线评估WBC、CRP、ESR及miR-345-3p在感染性骨不连中的诊断效能。结果 行X线及micro-CT评估骨折

愈合情况，骨折组骨折线模糊，断端连续，有连续骨痂通过骨折线；长骨感染性骨不连组骨折端硬化，断端有间隙，骨痂

间无小梁通过，骨膜增厚。感染性骨不连组术后 42 d，BMD、Tb.Th、Tb.N显著高于骨折组，Tb.Sp显著低于骨折组（P＜

0.05、0.01）。感染性骨不连组WBC、CRP、ESR较骨折组显著升高（P＜0.05），miR-345-3p表达较骨折组显著降低（P＜

0.01）。miR-345-3p诊断的AUC为 0.906，优于WBC、CRP、ESR。结论 全血miR-345-3p在长骨感染性骨不连中表达水平

显著降低，有望成为感染性骨不连诊断的潜在新型生物标志物。
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Abstract: Objective To investigate the expression changes of miR-345-3p in circulating blood and evaluate its diagnostic value as a

potential new biomarker in infected nonunion of the long bones. Methods The rat models of femoral infected nonunion and open

fracture were established. After 42 days of operation, X-ray was taken to evaluate the position of internal fixation and fracture

healing; micro CT was performed to detect the bone mineral density (BMD), bone volume/total volume (BV/TV), trabecular

thickness (Tb. Th), trabecular number (Tb. N) and trabecular separation (Tb. Sp) of callus. White blood cell count (WBC) was

measured by Sysmex XN-350 whole blood cell analyzer, C-reactive protein (CRP) expression was measured by

immunonephelometry, erythrocyte sedimentation rate (ESR) was measured by capillary dynamic photometer. Quantitative real time

reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect and compare the expression level of miR-345-3p in

the whole blood of the infected nonunion group and the fracture group. The diagnostic efficacy of WBC, CRP, ESR, and miR-345-3p

in infected nonunion were evaluated by the receiver operating characteristic (ROC) curve. Results X-ray and micro CT were used to

evaluate the fracture healing. In the fracture group, the fracture line was fuzzy, the fracture end was continuous, and there was a

continuous callus passing through the fracture line. In the long bone infectious nonunion group, the fracture end was sclerotic, the
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fracture end had a gap, there was no trabecula passing through between the callus, and the periosteum was thickened. 42 days after

operation, BMD, Tb.Th and Tb.N were significantly higher and Tb.Sp was significantly lower in infected nonunion group than in

fracture group (P < 0.05, 0.01). WBC, CRP and ESR were significantly higher and miR-345-3p expression was significantly lower

in infected nonunion group than in fracture group (P < 0.05, 0.01). The AUC of miR-345-3p was 0.906, which was better than WBC,

CRP and ESR. Conclusion The expression level of miR-345-3p in infected nonunion of the long bones was reduced, which may be

a potential new biomarker for the diagnosis of infected nonunion.
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长骨感染性骨不连是骨折治疗临床后期面临

的难题之一［1-2］。术前诊断骨不连是否存在感染通

常依赖于微生物培养等病原学检查以及白细

胞（White Blood Cell，WBC）计数、C 反应蛋白（C-

Reactive Protein，CRP）、红 细 胞 沉 降 速

率（Erythrocyte Sedimentation Rate，ESR）等非特异

性炎症指标，尽管联合诊断准确性较高［3］，但对于培

养阴性，炎症指标均阴性或者仅一项阳性的患者，

往往诊断困难。因此，临床迫切需要一种诊断标志

物早期诊断感染性骨不连。微小RNA（microRNA，

miRNA）是一类小的非编码RNA，通过调节靶基因

来调节细胞增殖、分化、凋亡和组织发育，其诊断败

血症、结核、肝炎等疾病已得到广泛应用［4］。研究发

现，miR-345-3p 可调节成骨分化，与骨骼生长发育

关系密切，但miR-345-3p与感染性骨不连的关系仍

不清楚［5］。故本研究建立股骨感染性骨不连大鼠模

型，通过检测全血miR-345-3p在感染性骨不连中的

表达情况，探讨其在诊断中的潜在作用，为感染性

骨不连的诊断提供理论依据。

1 材料

1.1 实验动物

8周龄 Sprague-Dawley雌性大鼠来源于南京医

科 大 学 动 物 中 心 ，实 验 动 物 生 产 许 可 证 号

SYXK（苏）2015-0015，体质量 200～250 g，SPF 级，

共 18只。所有实验操作经南京医科大学实验动物

福利伦理委员会批准（批准编号 IACUC-1909030）

进行。

1.2 主要试剂

金黄色葡萄球菌（ATCC 25923，信阳市中检计

量生物科技有限公司）；Trizol Reagent试剂盒（美国

Invitrogen公司）；引物由上海康成生物工程有限公

司提供；PCR master mix（美国Arraystar公司）。

1.3 主要仪器

克氏针（直径为 0.8 mm，上海浦东金环医疗用

品股份有限公司）；X 线机（型号 MX-20，美国

Faxitron 公 司 ）；micro-CT（SkyScan 1176，德 国

Bruker 公司）；Sysmex XN-350 全血细胞分析仪；

NanoDrop ND-1000 分光光度计（美国 Thermo 公

司）；9700型PCR扩增仪、QuantStudio 5实时荧光定

量 PCR 仪（ 美 国 Applied Biosystems 公 司 ）；

Dataviewer软件、CTAn软件（德国Bruker公司）。

2 方法

2.1 实验动物与分组

SD大鼠 18只，随机分为感染性骨不连组 10只，

骨折组 8 只，自由进食水和食物，提前 2 周适应性

喂养。

2.2 动物模型的建立

本研究采取开放性截骨模型［6］，大鼠腹腔麻

醉（10%水合氯醛，3～4 mL/kg）满意后，手术区域剃

毛，常规消毒铺巾。于大鼠右侧髌骨内侧行 5 mm

长切口，分离股四头肌肌腱，将髌骨向外侧牵拉使

其脱位，暴露股骨远端，用 5 mL注射器针头于股骨

髁间窝沿纵轴方向钻通髓腔后取出。取克氏针通

过该孔逆行植入至大鼠股骨大转子，多余克氏针剪

断，将断端埋入骨膜下。于右侧股骨中段另开

一 1 cm切口，钝性分离股骨肌肉，暴露股骨中段，取

水口钳使股骨中段横断或短斜型骨折。使用微型

注射器于感染性骨不连组大鼠右股骨中段骨折处

注射金黄色葡萄球菌悬液（104 CFU/10 μL），骨折组

同处注射 10 μL生理盐水，快速逐层缝合关闭切口，

常规切口消毒。术后不予制动，自由饮水、进食。

术后42 d［7-8］进行模型评估及采血。

2.3 X线及micro -CT检查

造模后为评估造模是否成功，于麻醉状态下大

鼠置俯卧位，拍摄X线，确定克氏针位置。术后 42 d

后，以 10%水合氯醛 ip麻醉，麻醉满意后，拍摄X线

评估内固定位置及骨折愈合情况。离断股骨后行

micro-CT（电流为 329 μA，电压为 70 kV，扫描分辨

率为 9 μm），使用 Dataviewer 软件调整三维图像方

向；使用CTAn软件，按骨折线上下端各 300个层面

选取兴趣区域（Range of Interests，ROI）分别计算相

关指标：骨痂矿物质密度（Bone Mineral Density，

BMD）、骨 痂 体 积/总 体 积（Bone Volume/Total

Volume，BV/TV）、骨 小 梁 厚 度（Trabecular
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Thickness，Tb.Th）、骨小梁数量（Trabecular Number，

Tb.N）、骨小梁间隙（Trabecular Separation，Tb.Sp）。

2.4 血及骨组织获取

于术后第 42天分离腹主动脉后，EDTA抗凝管

采血。采血后使用颈椎脱臼法处死大鼠，仰卧位固

定，碘伏消毒手术侧肢体后铺无菌手术巾，分离并

离断右侧股骨，取出克氏针。

2.5 炎症指标检测

使用 Sysmex XN-350 全血细胞分析仪进行

WBC 计数；采用免疫散射比浊法测定血中 CRP 表

达水平；采用毛细管动态光度计成像测定法检测

ESR水平。

2.6 实时定量 PCR（qRT-PCR）测定 miR-345-3p

表达

按 Trizol Reagent 试剂盒说明书提取大鼠全血

中的总RNA。使用NanoDrop ND-1000分光光度计

测量RNA浓度。制备逆转录反应体系（总RNA、RT

引物、RNA酶抑制剂、MMLV反转录酶、RT缓冲液、

dNTP混合液），使用 9700型PCR扩增仪进行逆转录

反应合成 cDNA。加入 PCR master mix、miRNA 特

异 性 正 反 向 引 物（ 正 向 引 物 序 列 ：5’

GCGTTCCTGAACTAGGGGTC 3’；反向引物序列：

5’GTGCGTGTCGTGGAGTCG 3’）制备 PCR 反应

体系，使用QuantStudio 5实时荧光定量PCR仪进行

实时 PCR反应。选用U6 snRNA作为标准化内参，

采用2−△△Ct法进行数据分析。

2.7 统计学处理

采用 SPSS 24.0 统计软件进行统计分析，计量

资料用 x
—

±s表示，使用 Kolmogorov-Smirnov检验和

Shapiro-Wilk检验进行正态性检验，使用F检验判断

方差是否齐性。服从正态分布的数据行两独立样

本 t检验，非正态分布的数据使用 Mann-Whitney U

检验。若方差不齐则进行Welch校正 t检验。绘制

受试者工作特征（Receiver Operating Characteristic，

ROC）曲线，通过比较灵敏度、特异度和ROC曲线下

面积（Area Under ROC Curve，AUC），评估各指标的

诊断效能。

3 结果

3.1 模型评估

术后 42 d 感染性骨不连组大鼠可见骨膜下积

脓，骨折未愈合，周围组织略红肿。骨折组骨折愈

合，未见红肿、渗出及流脓等现象。行X线及micro-

CT评估骨折愈合情况，骨折组骨折线模糊，断端连

续，有连续骨痂通过骨折线；长骨感染性骨不连组

骨折端硬化，断端有间隙，骨痂间无小梁通过，骨膜

增厚。术后 42 d，感染性骨不连组BMD、Tb.Th、Tb.

N显著高于骨折组；Tb.Sp显著低于骨折组，差异均

有统计学意义（P＜0.05、0.01）。结果见图1。

3.2 两组各指标比较

术后 42 d，如图 2所示，感染性骨不连组WBC、
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图1 骨折组及感染性骨不连组X线和micro-CT表现以及micro-CT参数BMD、BV/TV、Tb. Th、Tb. N和Tb. Sp的比较

Fig. 1 X-ray and micro-CT performance of fracture group and femoral infected nonunion group respectively，and the com‐

parison of micro-CT parameters including BMD，BV/TV，Tb. Th，Tb. N and Tb. Sp between two groups
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CRP、ESR 较骨折组显著升高，差异均有统计学意

义（P＜0.05）。感染性骨不连组miR-345-3p表达较

骨折组显著降低 ，组间对比差异有统计学意

义（P＜0.01）。

3.3 各指标的诊断效能

在各指标约登指数最大时的最佳 cut-off值下，

WBC诊断长骨感染性骨不连的灵敏度及特异度分

别为 70%、87.5%；CRP的诊断灵敏度及特异度分别

为 80%、75%；ESR 的诊断灵敏度及特异度分别为

70%、87.5%；miR-345-3p的诊断灵敏度及特异度分

别为 80%、87.5%。如图 3所示，WBC、CRP、ESR和

miR-345-3p诊断长骨感染性骨不连的AUC分别为

0.756［95% 置 信 区 间（CI）为 0.524～0.989，P＞

0.05］、0.825（95% CI 为 0.631～1.000，P＜0.05）、

0.838 （95% CI 为 0.653～1.000，P＜0.05）和

0.906（95% CI为0.770～1.000，P＜0.01）。

4 讨论

感染性骨不连涉及感染和骨不连两大难题，由

于骨折不愈合，常导致患者肢体废用甚至截肢，且

花费巨大。术前诊断感染性骨不连对于治疗方案

的选择至关重要，目前研究显示虽然 WBC、CRP、

ESR 特异性可达到 70% 以上，但是敏感度均较

低［9-10］。多种研究开始致力于寻找诊断效能较高的

术前诊断手段，包括D-二聚体［10］、白介素-6［9］等血清

学诊断以及 18F-FDG PET/CT等影像学诊断［11］，但这

些诊断手段由于受影响因素较多以及检查费用高

等原因未能广泛应用于临床，所以需要新的诊断标

志物术前诊断感染性骨不连。

循坏 miRNA 包括全血、血清及血浆等体液

miRNA［12］，因其取材方便、操作损伤小已广泛用于

诊断癌症、损伤、感染等多种疾病。有研究表明，多

种miRNA通过调节成骨细胞分化参与骨折修复等

过程［13］，参与萎缩性骨不连的发病过程。Waki等人

发现［14］，与闭合性骨折相比，大鼠股骨骨折 14 d后，

萎缩性骨不连骨痂中miR-31a-3p、miR-31a-5p、miR-

146a-5p、miR-146b-5p 和 miR-223-3p 的表达显著上

调；佘飞等［15］研究发现，萎缩性骨不连断端瘢痕修

复组织与骨折患者相比，存在差异表达的miRNA，

其中miR-628-3p可能是通过RUNX2减弱MG63细

胞的成骨分化。miR-345-3p对牵张力刺激敏感，在

受力早期可能对成骨分化发挥调控作用，下调miR-

345-3p 可增加大鼠骨髓间充质干细胞的成骨分化
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图2 WBC、CRP、ESR和miR-345-3p在骨折组及感染性骨不连组中的表达

Fig. 2 WBC，CRP，ESR and miR-345-3p expression level in fracture and infected nonunion group
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Fig. 3 ROC curves of circulating blood inflammation index WBC，CRP，ESR，and miR-345-3p levels from fracture and

infected nonunion group
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能力［16］。另外，miR-345-3p可靶向调控PI3K-Akt信

号通路，此通路不仅可以通过调节成骨细胞的分化

影响骨折愈合［17］，而且可以正向调节细菌感染中巨

噬细胞的吞噬作用［18］。

近年来，许多学者研究miRNA在骨折修复中的

治疗作用。在小鼠股骨骨折模型中下调miR-92a可

增加骨痂体积，促进新生血管形成，从而促进骨折

修复［19］。而Lee等［20］首次证明miR-29b-3p通过超声

微泡介导的基因递送系统加速了骨折修复。在感

染性骨不连发病机制中，miR-345-3p在其炎症调控

及骨折修复中的作用仍需进一步探讨，而其对感染

性骨不连是否有治疗作用是我们未来需要研究的

方向。

本研究成功建立了大鼠股骨感染性骨不连模

型，首次发现感染性骨不连组骨痂组织与骨折组相

比全血 miR-345-3p 表达有差异，通过 ROC 曲线将

miR-345-3p与其他非特异性炎症指标进行比较，其

诊断效能优于WBC、CRP及 ESR，能达到较满意的

灵敏度、特异度及准确性，可作为诊断感染性骨不

连的潜在新型生物标志物，但仍需在人感染性骨不

连的循环血中进一步验证。
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