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文题释义： 

胫骨横向骨搬移术：作为一项治疗糖尿病足的新技术，让患者免去截肢的风险。“胫骨横向骨搬移术”原

理来自 Ilizarov张力-应力法则。该法则是俄罗斯医学专家 Ilizarov于 20世纪 50年代创立的肢体再生与功

能重建的理论，被公认为近代矫形骨科的第四个里程碑。该法则原理是：生物组织被缓慢牵拉时会产生一

定的张力，可刺激组织再生和活跃生长。人的骨骼和人体的上皮组织、结缔组织一样，具有很大的再生潜

力和可塑性，给骨骼一个合适的应力性牵拉，骨骼及其附着的肌肉、筋膜、血管、神经就会同步生长。 

胫骨横向骨搬移前后局部创面巨噬细胞不同亚型的分布、计数及其比例比较：可以认识胫骨横向骨搬移术

可减轻由巨噬细胞介导的糖尿病足创面局部炎症，促进创面的愈合。 

 

摘要 

背景：Ilizarov 生物学理论——张力-应力法则技术通过生物组织缓慢牵拉产生一定张力可刺激组织的再生

和活跃生长。 

目的：探究巨噬细胞在胫骨横向骨搬移术促进重度糖尿病足创面愈合的作用。 

方法：以 2017 年 12 月至 2018 年 1 月在广西医科大学第一附属医院骨关节外科行胫骨横向骨搬移治疗的

10例重度糖尿病足(Wagner3级及以上)患者为研究对象，在征求患者同意及伦理委员会许可后于治疗前及

治疗后 1 个月取其创面边缘处组织制成组织切片，应用免疫组织化学技术，以 CD86 单抗标记 M1 型巨噬

细胞，CD163单抗标记M2型巨噬细胞，染色后在高倍镜视野下对阳性细胞进行计数，并应用 Image pro plus 

6.0软件对图像中的象素点进行采集分析，计算出 M1/M2比值的变化。 

结果与结论：①治疗后 1个月患者 M1/M2比值显著低于治疗前(P < 0.05)；②治疗后 CD86、CD163阳性

细胞分布和计数均较治疗前减少(P < 0.05)；③结果表明，胫骨横向骨搬移可以使巨噬细胞趋向转化为 M2

巨噬细胞，从而减轻巨噬细胞介导的糖尿病足慢性创面炎症，促进愈合。 

关键词： 
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Macrophages promote the healing of severe diabetic foot wounds after tibial 

transverse transport   

 
Gao Wei, Lin Zhenxun, Zhen Puxiang, Chen Yan, Kuang Xiaocong, Hua Qikai (Department of Bone and Joint 

Surgery, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021, Guangxi Zhuang 

Autonomous Region, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: Ilizarov biological theory, tension stress technology, produces a certain tension by biological 

tissue stretch that can induce tissue regeneration and growth.  

巨噬细胞在胫骨横向骨搬移术促进重度糖尿病足创面愈合 

重度糖尿病足 

创面边缘处组织 

免疫组织化学 

M1/M2 比值   

CD86单抗标记M1型巨噬细胞， 

CD163 单抗标记 M2 型巨噬细

胞。 

CD86、CD163 阳性

细胞分布和计数   

胫骨横向骨搬移术 

巨噬细胞趋向转化为 M2 巨噬细

胞，从而减轻巨噬细胞介导的糖尿

病足慢性创面炎症，促进愈合。 
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OBJECTIVE: To explore the role of macrophages in promoting the healing of severe diabetic foot wounds by tibial transverse transport.  

METHODS: Ten patients with severe diabetic foot (Wagner grades ≥ 3), admitted in the Department of Bone and Joint Surgery, the First 

Affiliated Hospital of Guangxi Medical University from December 2017 to January 2018 were enrolled. With the consent of the patients and the 

permission of the ethics committee, the tissue sections were obtained from the edge of the wound before and at 1 month after surgery. The 

immunohistochemical technique was used to mark the M1 macrophages with CD86 monoclonal antibody, and the M2 macrophages with 

CD163 monoclonal antibody, and the positive cells were counted in the high magnification field. The Image pro plus 6.0 software was used to 

collect and analyze the pixels in the image, and the change of M1/M2 ratio was calculated.  

RESULTS AND CONCLUSION: The 1-month postoperative M1/M2 ratio was significantly lower than that of the preoperative patients (P < 

0.05). Postoperative CD86-positive cells and CD163-positive cells were significantly decreased in 400-fold positive cells counting compared 

with preoperation (P < 0.05). These findings suggest that tibial transverse transport can turn the macrophages into M2 macrophages, reduce 

the inflammation of the chronic wound of diabetic foot mediated by macrophages, and promote wound healing.  

Subject headings: Macrophages; Diabetic Foot; Wound Healing; Tissue Engineering  

Funding: the Natural Science Foundation of Guangxi Zhuang Autonomous Region, No. 2017GXNSFAA198293 

 

0  引言  Introduction 

近年的文献报道，糖尿病的发病率逐年增加，根据国

际糖尿病联盟(International Diabetes Federation，IDF)的

统计，2015年全世界约有4.15亿的成人糖尿病患者，且呈

不断升高的趋势，特别是在中低收入国家，而预计到2040

年全世界的糖尿病足患者将达到6.42亿[1]。而其中约25%

的糖尿病患者在疾病发展过程中因体内高血糖状态及自身

免疫力下降而合并神经病变及各种不同程度的末梢血管病

变，导致下肢感染、溃疡形成和深部组织的坏死，发生糖

尿病足[2]。目前糖尿病足的治疗方法主要有游离带血管蒂

皮瓣治疗、同种异体脱水羊膜移植治疗、经皮血管腔内血

管成形联合支架植入术治疗、介入溶栓治疗、干细胞移植

治疗等，创面愈合率为75%-90%，但这些方法在重度糖尿

病足 (Wagner 3级及以上 )的溃疡创面疗效欠佳，有

5%-24%的患者需要截肢[3-6]；并且糖尿病足溃疡(diabetic 

foot ulcer，DFU)复发率高，1年内、3年内和5年内的复发

率分别可达40%、60%和65%
[7]。 

基于“张力-应力”法则的Ilizarov技术常被用于骨科

难治性创面和缺损修复的治疗[8]。近年动物实验发现，截

骨牵拉的区域首先有大量微血管网再生，通过现代血管造

影技术也观察到截骨牵拉区有新生血管再生与微循环重   

建[9-10]。鉴于此，将胫骨横向骨搬移术率先应用于治疗重度

糖尿病足中[11-12]，获得了良好的疗效，但其细胞机制尚不

清楚。 

巨噬细胞在创面的局部抗感染免疫及组织再生中都发

挥着重要作用，该研究通过观察胫骨横向骨搬移前后创面

皮肤M1和M2巨噬细胞的定位、分布以及两者比例变化，

初步探索其机制。 

   

1  对象和方法  Subjects and methods  

1.1  设计  临床基础研究。 

1.2  时间与地点  实验于2018年3至5月在广西医科大学

附属口腔医院病理科完成。 

1.3  对象  在征求患者同意及伦理委员会许可后，取广西

医科大学第一附属医院骨关节外科2017年12月至2018年1

月入院经胫骨横向骨搬移治疗的重度糖尿病足患者术前创

面边缘组织10例及术后1个月时创面愈合边缘处的组织10

例，患者基本资料见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

纳入标准：重度糖尿病足患者(Wagner 3级及以上)。 

排除标准：①下肢动脉B超或下肢CT血管造影(CTA)

检查示腘动脉流出道狭窄>85%，甚至堵塞；②患者存在精

神疾患不能配合完成外固定架的调节及护理；③近期发生

过心脑血管意外，或有较高心脑血管意外发生可能，不能

耐受手术的患者。 

1.4  材料   兔抗人CD86单克隆抗体(Abcam)、兔抗人

CD163单克隆抗体(Abcam)、免疫组织化学染色试剂盒(中

杉金桥，内含：10 mL/kit封闭用正常羊血清原液、生物素

标记羊抗兔IgG、1 mL/kit辣根酶标记链霉卵白素原液)、二

氨基联苯(Diaminobenzidine，DAB)。 

1.5  方法 

1.5.1  标本收集  取糖尿病足患者骨搬移治疗前及治疗

后1个月创面边缘组织，大小约1 cm×0.5 cm×0.3 cm，经

体积分数4%甲醛固定4-8 h，冲洗、脱水、石蜡包埋、切

片后备用。 

1.5.2  免疫组织化学染色观察M1巨噬细胞、M2巨噬细胞

在骨搬移治疗前及治疗后1月的分布及计数  免疫组织化

学实验按免疫组织化学试剂盒内说明书上的步骤完成：脱

蜡前将切片放入60 ℃恒温箱中烘烤20 min，脱蜡及水化，

将切片在柠檬酸盐缓冲液中进行抗原修复，PBS冲洗3次，

经3%新制过氧化氢溶液处理后用血清封闭；滴入已稀释的

兔抗人CD86单克隆抗体(1∶500)用于标记M1巨噬细胞、

表 1  经胫骨横向骨搬移治疗的重度糖尿病足患者 10 例基本资料 

Table 1  Baseline data of 10 patients with severe diabetic foot 

undergoing tibial transverse transport     

编号 性别 年龄(岁) Wagner 分级 足部溃疡 

病程(月) 

术式 

1 男 64 4 12 经胫骨横向骨搬移 

2 女 85 4 12 经胫骨横向骨搬移 

3 男 57 3 2 经胫骨横向骨搬移 

4 男 81 4 4 经胫骨横向骨搬移 

5 男 47 3 0.5 经胫骨横向骨搬移 

6 男 59 4 1 经胫骨横向骨搬移 

7 女 86 4 2 经胫骨横向骨搬移 

8 女 74 4 1 经胫骨横向骨搬移 

9 女 71 3 0.5 经胫骨横向骨搬移 

10 男 58 3 0.5 经胫骨横向骨搬移 
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兔抗人CD163单克隆抗体(1∶500)用于标记M2巨噬细胞，

4 ℃过夜，第2天从冰箱中取出后37 ℃复温 45 min，加

入已稀释的生物素标记羊抗兔IgG(1∶100)后放入37 ℃恒

温烤箱中15 min，滴加辣根酶标记链霉卵白素稀释液  

(1∶100)，37 ℃孵育15 min，上述各步骤之间均用PBS洗3

次，每次2 min，行DAB显色，复染，分色，返蓝，脱水，

透明，封固。显微镜下观察染色结果。以胞膜棕黄色着色为

阳性细胞，分别取3个视野(×400)计数每个视野下阳性细胞

数。 

1.5.3  M1/M2比例的计算  显微镜下观察切片时进行拍

照，运用 Image pro plus 6.0图片分析软件对所采集图像

中CD86、CD163 阳性象素点数量进行统计，计算出光密

度(IOD)，将两者相除得出M1/M2比例。 

1.6  主要观察指标  治疗前后创面边缘组织CD86及CD163

免疫组织化学染色结果、阳性细胞计数及M1/M2比值。 

1.7  统计学分析  所有数据应用SPSS 22.0统计软件进

行统计分析，计量资料以x
_

±s表示，比较选用配对t 检验，

P < 0.05时认为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1 患者治疗前后创面边缘组织CD86及CD163免疫组织

化学染色结果  见图1，CD86阳性细胞主要分布于表皮层，

CD163阳性细胞主要分布于真皮层，且骨搬移治疗后1月

CD86阳性细胞及CD163阳性细胞分布均明显较治疗前减

少。 

2.2  CD86及CD163阳性细胞计数结果  骨搬移治疗前患

者400倍镜下CD86阳性细胞计数为156.270±33.034，

CD163阳性细胞计数为39.900±11.120；骨搬移治疗后1个

月患者CD86阳性细胞计数为73.930±15.065，CD163阳性

细胞计数为28.950±8.774，治疗后1个月CD86阳性细胞及

CD163阳性细胞计数均较治疗前减少(P < 0.05)。 

2.3  创面边缘组织M1/M2比值   骨搬移治疗前患者

M1/M2比值为4.072±0.502，治疗后1个月患者M1/M2比值

为3.098±0.548，治疗后1个月M1/M2比值低于治疗前(P < 

0.05)，见表2，图2，3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  重度糖尿病足患者治疗前后 M1 及 M2 细胞计数变化 

Figure 2  Count of M1 and M2 macrophages in severe diabetic 

foot before and after treatment 

图注：与治疗前比较，a
P < 0.05。 
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图 3  重度糖尿病足患者治疗前后 M1/M2 变化 

Figure 3  Change of M1/M2 ratio in severe diabetic foot before and 

after treatment 

图注：与治疗前比较，a
P < 0.05。 
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图 1  重度糖尿病足患者治疗前后 CD86

和 CD163 免疫组织化学染色情况 

Figure 1  Immunohistochemical staining 

of CD86 and CD163 in severe diabetic 

foot before and after treatment 

图注：图 A，B，C为术前 CD86免疫组织

化学染色情况，CD86阳性细胞主要集中在

表皮层；D，E，F为术前 CD163免疫组织

化学染色情况，CD163 阳性细胞主要集中

在真皮层；G，H，I 为术后 1 个月 CD86

免疫组织化学染色情况，CD86阳性细胞分

布较术前减少；J，K，L为术后1个月CD163

免疫组织化学染色情况，CD163 阳性细胞

分布较术前减少。 

 

×40 

×400 

×100 

表注：治疗后 1个月患者 M1巨噬细胞计数、M2巨噬细胞计数及 M1/M2比值

均较术前减少。 

 

表 2  重度糖尿病足患者治疗前后 M1、M2 计数及 M1/M2 变化情况 

(x
_

±s) 

Table 2  Count of M1 and M2 macrophages and M1/M2 ratio in 

severe diabetic foot before and after treatment     

项目 治疗前 治疗后 1个月 P 值 

M1细胞计数 156.270±33.034 73.930±15.065 ＜0.001 

M2细胞计数 39.900±11.120 28.950±8.774 0.025 

M1/M2 4.072±0.502 3.098±0.548 0.001 

 



高伟，林震迅，镇普祥，陈炎，邝晓聪，花奇凯. 胫骨横向骨搬移后巨噬细胞促进重度糖尿病足创面的愈合[J]. 

中国组织工程研究，2018，22(36):5811-5815. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.0616 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 5814 

3  讨论  Discussion 

3.1  糖尿病足的病理生理  糖尿病足通常是糖尿病患者

由于周围神经病变、足部畸形和外周动脉疾病等共同导致

而出现的一种极其严重的并发症[13]。长期血糖控制不佳的

糖尿病患者体内的高血糖水平通过多种机制，诸如晚期糖

基化终产物的形成、蛋白激酶C的激活、DNA损伤、活性

氧水平的增加、一氧化氮阻断、慢性炎症等导致神经纤维

损伤，产生有多种形式，以远端感觉神经病变最为常见的

糖尿病神经病变[14-15]。神经病变和其他因素导致足部变形，

脚上的压力分布发生变化，异常压力点出现。压力的反复

作用导致作用处皮肤角化和愈伤组织形成，施加在角化区

域的过大压力会损伤足部组织并诱导在愈伤组织下形成溃

疡[16]。 

外周动脉疾病是近50%的糖尿病患者形成足部溃疡的

另一个重要原因[17]。在糖尿病的早期阶段，微循环障碍，

包括毛细血管尺寸的缩小，基底膜的增厚和小动脉的透明

变性等出现[18]，且糖尿病患者更易发生动脉粥样硬化，主

要为胫骨的血管受到影响。糖尿病患者持续的高血糖状态

可导致内皮功能障碍和平滑肌异常，随后由于血管扩张剂

的减少而导致血管收缩[19]。最后，血管收缩剂和血小板聚

集激动剂血栓素A2的升高会使血浆呈高凝状态。所有的这

些因素共同导致了闭塞性动脉疾病的发生和发展，以及糖

尿病足中缺血和溃疡的形成。 

3.2  糖尿病足创面难愈的机制  异常的愈合过程导致伤

口持续性导致了糖尿病足显著的发病率和死亡率。通常，

伤口愈合是在皮肤屏障破坏后发生的过程，通常由免疫反应

激活的不同细胞释放的生长因子和细胞因子介导，包括成纤

维细胞、内皮细胞、巨噬细胞、血小板和角质形成细胞等[20]。

最终，伤口闭合和神经再生由 4个阶段组成：①

“he-mostasis”阶段，涉及血小板和循环凝血因子在组织

损伤部位的积聚；②“炎症”阶段，对组织损伤的反应并涉

及炎症细胞的募集；③“组织形成”阶段，炎症消退后伤口

床内的细胞的增殖和迁移；④“重塑”阶段，其中新形成的

组织主要通过细胞外基质重塑和血管生成而沉积的[21]。 

长久以来一直认为，伴随着炎症阶段的结束及愈合时

的“组织形成”阶段的开始，伤口处的巨噬细胞表型从促

炎症表型(通常以小鼠中的Ly6CHi细胞为特征；人类中的

CD14
+
CD16

-细胞；在功能上以炎性细胞因子群为特征)转

换为抗炎症表型(典型地以小鼠中的Ly6CLo细胞为特征；

人类中的CD14
+
CD16

+细胞为功能性；在功能上以抗炎细

胞因子群为特征)。但是，在2型糖尿病中，这种巨噬细胞

的功能/表型转换不容易发生，且巨噬细胞主要保持在促炎

症状态并且发生着慢性炎症，导致糖尿病足患者溃疡坏死

处巨噬细胞极化为M2型巨噬细胞不足，炎症反应期无法顺

利转为增殖期[17，22]，导致在糖尿病性伤口中，未能通过上

述程序化阶段进展并预防伤口正常愈合。 

3.3  巨噬细胞亚型与糖尿病足  巨噬细胞是外周血中的

单核细胞进入组织定居后分化而来，是机体重要的免疫细

胞，其可吞噬、杀灭细菌等病原微生物，提呈抗原激活机

体特异性免疫，清除机体衰老死亡细胞，分泌炎性或细胞

因子调节机体免疫反应与组织修复等[23-24]。其在不同微环

境的影响下，可极化为经典活化型(M1)和替代活化型(M2)

两类巨噬细胞。M1巨噬细胞可发挥抗原提呈、吞噬杀灭病

原微生物的作用，而M2巨噬细胞可抑制局部炎症反应，促

进组织的再生修复和创面的愈合[25]。因此，控制糖尿病足

创面处的炎症反应，促进巨噬细胞向M2型巨噬细胞极化，

分泌更多量的生长因子，是可以考虑的加速创面愈合的治

疗方法。 

治疗过程中发现应用胫骨横向骨搬移术治疗重度糖尿

病足患者后，其原有创面被皮肤组织覆盖而非大量瘢痕组

织填充，是典型的组织再生现象。而巨噬细胞，特别是M2

型巨噬细胞与组织损伤的修复与再生密切相关。M2型巨噬

细胞可调节炎症反应，促进组织的修复、血管的再生及纤

维化。其促进组织修复基本过程为吞噬作用，细胞因子及

生长因子的分泌，细胞外基质重塑。所以作者考虑胫骨横

向骨搬移术促进了创面处巨噬细胞向M2型巨噬细胞极化，

使原有的巨噬细胞极化从上述的失衡状态重归平衡。 

在实验中选用CD86标记M1型巨噬细胞，用CD163标

记M2型巨噬细胞，发现治疗后1个月患者愈合组织处的M1

和M2细胞计数及M1/M2相较于治疗前明显降低，表明在术

前患者创面处因病原微生物刺激炎症反应持续存在，巨噬

细胞主要极化为M1巨噬细胞，发挥抗原提成、杀灭病原微

生物、分泌促炎因子等抗感染免疫的作用，但M1巨噬细胞

长期存在时其分泌的活性氮、活性氧以及其诱导的Th1和

Th17反应亦会对自身组织造成损伤，加重足部溃疡及坏

死；而治疗后1个月时炎症已得到了控制，巨噬细胞更多地

极化为M2巨噬细胞，其可分泌抗炎因子及生长因子，从而

调节抑制局部炎症反应，促进组织的再生修复和创面的愈

合[26-27]。因此可以认为胫骨横向骨搬移术后患者局部创面

的炎症反应得到了控制，并且手术促进重度糖尿病足患者

体内巨噬细胞向M2型巨噬细胞转化，从而促进了其创面处

溃疡的愈合。 

综上所述，巨噬细胞极化为M1型巨噬细胞增多，而

M2型巨噬细胞减少的巨噬细胞极化失衡是导致糖尿病足

创面溃疡迁延不愈的重要因素，而胫骨横向骨搬移术通过

促进巨噬细胞极化平衡的重建可能是使重度糖尿病足的创

面得以愈合的原因，但其促进患者体内巨噬细胞极化平衡

的机制仍需进一步研究。 
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