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创面巨噬细胞抗炎极化与MANF生成在胫骨
横向骨搬移治疗糖尿病足中的作用

莫瑞卿，杨盛慧，苏宏杰，花奇凯

（广西医科大学第一附属医院骨关节外科，南宁    530021）

摘要    目的：研究糖尿病足患者血液循环以及局部创面中的中脑星型胶质细胞源性神经营养因子（MANF）含量与胫骨横向骨

搬移（TTT）所致的巨噬细胞抗炎性极化关系，初步探究TTT术缓解糖尿病足创面炎症的分子机制。方法：以 2023年 7—12月

于广西医科大学第一附属医院接受TTT术的 10例糖尿病足溃疡患者为研究对象，做自身对照，分为术前组和术后组。取治疗

前与治疗后 1月的外周血样本进行MANF蛋白酶联免疫吸附测定；取创面边缘组织，进行H&E染色观察组织学改变；Masson

三色染色观察创面组织胶原纤维沉积变化；同时对创面组织进行标记甘露糖受体（CD206）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、

MANF的免疫荧光染色，观察几种蛋白的表达与分布情况。结果：10例糖尿病足患者慢性溃疡平均愈合时间为（4.0±0.8）个

月。愈合过程由炎性期逐渐转向增生修复期，术后开始出现鲜红肉芽组织并且逐步填满清创后组织缺损部位，边缘上皮组织

向中心部位移行增生，最后糖尿病足清创后的组织缺损完全修复，仅遗留线性瘢痕。同时检测到血清中MANF蛋白含量较术

前增多（P＜0.05），组织学观察示创面呈现出增殖修复、胶原重构期特点，即创面炎症逐渐消退，炎症细胞浸润减少。术后可见

丰富的微血管结构以及腺体，皮肤组织结构排列整齐，胶原沉积增多（P＜0.05），iNOS阳性细胞/CD206阳性细胞比例显著降

低（P＜0.05），MANF阳性细胞单位面积含量较术前显著增加（P＜0.05）。结论：TTT技术通过提高糖尿病患者血清和创面组

织中的MANF含量，并促进创面区域巨噬细胞向M2型转变，从而达到促进伤口愈合的效果。 
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The role of wound macrophage anti-inflammatory polarization and MANF production in the 

treatment of diabetic foot with tibial cortex transverse transport 

MO Ruiqing, YANG Shenghui, SU Hongjie, HUA Qikai. (Department of Bone and Joint Surgery, the First Affili‐

ated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021, China)

Abstract    Objective: To investigate the correlation between midbrain astrocyte-derived neurotrophic factor 
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(MANF) levels in peripheral blood and local wound of diabetic foot patients and the anti-inflammatory polariza‐

tion of macrophages induced by tibial cortex transverse transport (TTT), with a preliminary exploration of the mo‐

lecular mechanisms by which TTT alleviates inflammation in diabetic foot ulcers. Methods: Ten diabetic foot ul‐

cer patients who underwent TTT at the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University from July 2023 to 

December 2023 were enrolled in this study as subjects, and were divided into preoperative and postoperative 

groups as self-control. Peripheral blood samples were collected before treatment and one month after treatment 

for MANF protein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA); tissue samples from the wound margins were 

taken for the hematoxylin-eosin (H&E) staining to observe histological changes; Masson’s trichrome staining 

was used to observe changes in collagen fiber deposition in the wound tissue; immunofluorescent staining for 

mannose receptor (CD206), inducible nitric oxide synthase (iNOS), and MANF was performed on wound tissue 

to observe the expression and distribution of these proteins. Results: The average healing time for chronic ulcers 

in 10 diabetic foot patients was (4.0±0.8) months. The healing process gradually transitioned from the inflamma‐

tory phase to the proliferative repair phase. Postoperatively, bright red granulation tissue began to appear and 

gradually filled the tissue defects after debridement. Epithelial tissue from the margins migrated and proliferated 

towards the center, eventually leading to complete repair of the tissue defects after debridement of diabetic foot ul‐

cers, leaving only linear scars. An increase in serum MANF protein levels was detected compared to preoperative 

levels (P＜0.05). Histological observations indicated that the wound exhibited characteristics of the proliferative 

repair and collagen remodeling phase, with a gradual resolution of inflammation and a decrease in inflammatory 

cell infiltration. Postoperatively, a rich microvascular structure and glands were observed, with well-organized 

skin tissue structure, increased collagen deposition (P＜0.05), a significant decrease in the ratio of iNOS positive 

cells to CD206 positive cells (P＜0.05), and a significant increase in the density of MANF positive cells per unit 

area compared with pre-operation (P＜0.05). Conclusion: The TTT technique promotes wound healing by in‐

creasing the levels of MANF protein in the serum and wound tissue of diabetic patients and facilitating the transi‐

tion of macrophages in the wound area towards the M2 phenotype.

Keywords    tibial cortex transverse transport;  diabetic foot;  midbrain astrocyte-derived neurotrophic factor;  

macrophage polarization

糖尿病足是糖尿病患者下肢远端神经异常和

不同程度的周围血管病变引起的足部感染、溃疡和

（或）深层组织破坏的一种病症。它是糖尿病严重

的并发症之一，可能导致腿部溃烂、截肢甚至危及

生命[1]。如何更加安全、快速、有效的治愈糖尿病足

溃疡是一个重要的研究方向。在 Ilizarov技术的启

发下，胫骨横向骨搬移（tibial cortex transverse trans‐

port, TTT）技术被发展成一种新的治疗皮肤溃疡的

方案，即胫骨皮质截骨后横向牵张，可促进糖尿病

足创面的组织再生和愈合[2-3]。既往研究发现 TTT

能发挥多种作用治疗糖尿病足：促创面血管生成作

用、创面修复相关细胞动员作用和抑制创面炎症作

用[4-8]，能够提高糖尿病足溃疡愈合率，降低截肢率

与复发率。但 TTT 与炎症经典通路（例如：NF-κB

信号通路）之间的关系并未阐明。中脑星型胶质细

胞源性神经营养因子（midbrain astrocyte-derived 

neurotrophic factor, MANF）作为一种重要的调节因

子，能够竞争性拮抗NF-κB通路中关键因子NF-κB

（p50/RelA二聚体）的RelA亚基。在减轻炎症、重构

巨噬细胞极化平衡、保护胰岛B细胞免受内质网应

激（endoplasmic reticulum stress，ERS）损害方面的作

用，正逐渐受到关注[9-13]。我们观察到晚期 2型糖尿

病患者血清MANF蛋白含量低于非糖尿病患者[14]，

这一现象可能与糖尿病足慢性炎症的发展有关。

本研究基于此现象，提出假设：TTT 通过提高血清

与糖尿病足创面组织中的 MANF 蛋白含量，拮抗

NF-κB通路，从而调节巨噬细胞的极化状态、减轻创

面炎症反应。通过探讨TTT的抑炎作用机制，不仅

可以进一步揭示糖尿病足慢性炎症机制，而且有助

于理解 TTT在治疗糖尿病足的机制和潜在的临床

应用价值。
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1   资料与方法

1.1    一般资料               

回顾性分析 2023 年 7—12 月于广西医科大学

第一附属医院骨关节外科住院接受 TTT术治疗的

糖尿病足患者，共 10例符合以下标准，其中男 5例，

女5例，平均年龄（65.8±2.8）岁，患者基本资料见表1。

患者均签署知情同意书，本研究经广西医科大学第

一附属医院医学伦理委员会审查通过（审批号：

2024-E333-01）。纳入标准：（1）经非 TTT正规治疗

2月以上无明显改善的糖尿病足；（2）Wagner 3级及

以上或糖尿病足；（3）保肢意愿强烈并签署知情同

意书。排除标准：（1）下肢动脉多普勒超声或下肢

CT血管造影（CTA）检查示腘动脉及以上主干动脉

闭塞且无法接受血管重建；（2）肾功能衰竭或者需

要接受规律血液透析治疗；（3）近 3个月内因心血管

并发症等不能耐受麻醉；（4）未接受全周期骨搬移

外架调节。

1.2    材料

MANF蛋白酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒

（Cat#EH3322，FineTest）、苏木精—伊红（HE）染色

试剂盒（Cat#C0105S,Beyotime）、Masson 三色染色

试剂盒（Cat#G1340，solarbio）、碱性抗原修复液

（Cat#BL617A, biosharp）、Triston 试剂（Cat#BS084，

biosharp）、MANF 抗体（Cat#100869-1-AP，protein‐

tech）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）抗体（Cat#

18985-1-AP，biosharp）、 CD206抗体（Cat#8704-1-AP，

biosharp）、荧光二抗（Cat#550042，Zen-Bioscience）、

DAPI 试剂（Cat#C0065，solarbio）、倒置荧光显微镜

（广州明美显微镜公司）。

表1    10例接受TTT治疗的糖尿病足患者基本资料

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

性别

女

女

女

女

女

男

男

男

男

男

年龄

55岁

74岁

72岁

61岁

60岁

58岁

67岁

69岁

59岁

83岁

Wagner分级

4级

4级

4级

4级

4级

3级

3级

4级

4级

3级

治疗时长

6个月

3个月

10个月

4个月

4个月

3个月

2个月

2个月

4个月

2个月

1.3    方 法

1.3.1    手术方法    患者取仰卧位，全身麻醉或术肢

股神经单次阻滞麻醉下行 TTT术。手术方法与本

课题组前期的报道[15]。于术肢胫骨内侧 2 cm 和胫

骨结节远端 4 cm处，确定胫骨横搬骨窗的范围（长

度约 8 cm，宽度约 2 cm）。于骨窗两短轴中点连线

作线段标记，在标记上开两道与骨窗长轴平行，约

3.5 cm的切口，钝性分离软组织至骨膜，保留骨膜，

用微型截骨器将骨块截出，在搬移骨块内钻入两枚

2 mm短髓内钉用于骨搬移，在骨窗近、远端分别钻

入 4 mm 的长髓内钉穿过两层皮质，安装并调试胫

骨横向搬移架，检查搬移架稳定性，最后逐层缝合

骨膜、皮下软组组织、皮肤，敷料覆盖术口（图1）。

A：骨窗大小及位置；B：两道微创切口位置；C：软组织钝性分离；D：微型截骨器截骨；E：搬移钉位置；F：骨块分离；G：固定

钉位置；H：搬移架安装。

图1    TTT手术流程图
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1.3.2    创面愈合情况以及大体观    拍照记录创面

术前、术后第 1天、1个月以及 1.5个月、3个月、6个

月的愈合情况以及愈合过程。

1.3.3    标本收集    取糖尿病足溃疡患者术前以及

术后复查 1月时的创面边缘组织以及外周血。创面

组织使用 10%福尔马林固定并包埋、切片备用,外周

血离心后取上清存放于-80 ℃冰箱备用。将 10例

患者的标本分别做自身对照，分为术前与术后。

1.3.4    ELISA测定    患者血清按照ELISA试剂盒说

明书步骤进行测定 ，采用酶标仪测定 450 nm

处每个待测孔的OD值。同时绘制标准曲线，记录

OD450值,计算各孔样本浓度。

1.3.5    HE染色    使用染色液按试剂盒流程进行切

片脱蜡、至水、苏木精染色、分化、返蓝、伊红染色、

脱水透明,最后用中性树脂封片在倒置光学显微镜

下观察操作均在室温下进行。

1.3.6    Masson三色染色    使用染色液按试剂盒流

程进行切片脱蜡、至水、Weigert 铁苏木素染色、分

化、返蓝、丽春红品红染色、弱酸工作液冲洗、区分

剂磷钼酸溶液冲洗、苯胺蓝染色、脱水透明、封片操

作，依照说明书量定每步骤时长，且均在室温下

进行。

1.3.7    免疫荧光染色    将组织包埋的皮肤组织切

成 5 μm厚的切片，在 60 ℃下烘烤 3 h，脱蜡与水合

之后，将切片放入抗原修复液中进行抗原修复。然

后向切片中滴加 0.2%triston破膜，在 37 ℃下，使用

10%山羊血清进行封闭。切片与 1 ∶ 1 000的MANF

抗体，1 ∶ 400 iNOS 抗体，1 ∶ 200 CD206 抗体在 4 ℃

下孵育过夜，经过荧光二抗孵育 1 h、DAPI染核、封

片后，在倒置荧光显微镜下观察组织荧光染色

情况。

1.3.8    统计学方法    使用 GraphPad Pism 9.5 软件

进行统计学分析，正态分布计量资料以均数±标准

差（x̄ ± s）表示，比较术前术后差异选用配对 t 检验。

非正态分布计量资料采用 Wilcoxon配对符号秩检

验，以P＜0.05为差异有统计学意义。使用 Image J

软件进行胶原蛋白容积量化以及细胞计数。

2   结    果 

2.1    典型病例分析

在本研究中，10例患者创面均实现了愈合，平

均愈合时间为（4.0±0.8）个月。图 2 展示了一位

Wagner 4级糖尿病足患者的典型案例，该案例很好

的展现了 TTT 效果在促进创面愈合、巨噬细胞向

M2型转变方面的积极作用。在接受 TTT治疗前，

该患者已在多家医院间断接受常规治疗 9周，但病

情仍在恶化，清创前已发生右足前足 5趾均发生干

性坏疽。经过一次彻底的清创，清除了坏死组织，

排净脓液，并截除了坏死的足趾，留下约 9 cm×3 cm

的创口。清创后 1个月，观察到创面边缘开始收缩，

红润的肉芽组织开始填补创面空缺，且没有感染的

迹象；术后 1.5 个月，皮肤组织明显向创面中心移

行，创面边缘不断上皮化包裹深部组织；术后 3 个

月，创面皮下组织外露面积明显减少，皮肤组织移

行区开始贴合；术后 6个月，创面已完全愈合，仅遗

留一道线性瘢痕，可见受力部位皮肤角质层增生。

组织切片HE染色下可见明显的新生血管形成以及

炎症细胞消退，Masson三色染色可见本例患者单位

面积胶原沉积量增加了 21.82%；其术后 1个月时外

周血MANF相比于术前增加了993.8 pg/mL，并且创

面单位面积MANF表达量则是术前的 30倍；其创面

iNOS细胞与CD206细胞比值由术前的 12.2降至术

后 1个月的 0.89，可见本例患者创面主导巨噬细胞

类型的变化。

A：术前外观；B：TTT 术后行足部清创术；C：术后 1 个

月；D：术后1.5个月；E：术后3个月；F：术后6个月。

图2    典型病例的TTT术后创面愈合情况
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2.2    术后外周血MANF蛋白含量增加

纳入研究的 10例患者，术前外周血MANF含量

为： [114.2（524.5）]pg/mL，术后 1个月时外周血含量

为：[844.0（367.2）]pg/mL，而术后 1个月相较于术前

外周血含量差值为：[739.4（756.0）]pg/mL，术前、后

比较差异有统计学意义（Z=2.090，P＜0.05），见图 3。

       

组间比较，*P＜0.05。

图3    TTT前术后的MANF蛋白含量对比图

2.3    创面组织病理学改变

治疗前，HE 染色可见糖尿病足患者的慢性创

面表皮层变薄，以有棘层为主，且棘层细胞排列稀

疏与单位体积细胞密度下降，基底层可见坏死小血

管；真皮层有大量炎症见；TTT术后 1个月，表皮层

再生厚度增加，以有棘层为主，棘层细胞排列紧密，

基底层下可见新生小血管；真皮层可见丰富的微血

管、腺管结构以及胶原纤维（图4）。

2.4    术后创面组织胶原蛋白含量增加 

在治疗前，创面组织的真皮层纤维排列杂乱无

章，且皮下组织中胶原纤维的含量较低。经过TTT

治疗 1个月后，真皮层和皮下组织的肌纤维、胶原纤

维数量显著增加，与术前相比，术后的胶原容积分数

（CVF）有了显著提升，平均增加了（27.91±4.53）%，而术

前CVF平均为（14.41±5.53）%。术后的CVF几乎是

术前的两倍（t=5.878，P＜0.001）（图5）。

2.5    创面组织MANF蛋白表达与情况

在糖尿病足创面组织中免疫荧光结果示， 

MANF蛋白阳性细胞在术后 1个月时明显增多（t=

5.623，P＜0.001），术前单位面积MANF蛋白阳性细

胞数量为（0.8±0.2）个，术后 1个月时MANF蛋白阳

性细胞单位面积数量为（8.8±1.4）个（图6）。

2.6    创面组织M1/M2巨噬细胞极化情况

经过TTT的干预，术后 1个月创面边缘处的M1

巨噬细胞（iNOS+）显著减少（t=3.676，P＜0.001）。

并且在创面中心区域，M2巨噬细胞（CD206+）在术

后显著增多（t=3.611，P＜0.001）；而创面巨噬细胞主

导类型已从经典型巨噬细胞转化为替代型巨噬细

胞（图7、图8）。

图4    糖尿病足患者经TTT治疗前后HE染色情况 
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组间比较，***P＜0.001。

图6    TTT术前、术后的MANF阳性细胞免疫荧光染色对比图

组间比较，***P＜0.001。

图5    糖尿病足经TTT治疗前、后创面Masson三色染色图

图7    TTT术前、术后的CD206+细胞与 iNOS+细胞免疫荧光染色对比图

·· 1578



3   讨   论

糖尿病足创面的持续巨噬细胞浸润，尤其是促

炎性巨噬细胞，破坏了正常的极化微环境，是形成

糖尿病足破溃—炎症—感染—破溃加重恶性循环

的关键因素[16-17]。研究发现，在糖尿病足慢性炎症

创面中，巨噬细胞极化失衡，即使经过 2个月的常规

治疗，创面仍以M1型促炎巨噬细胞为主[12, 18]。

TTT作为一种创新的治疗技术，在糖尿病足治

疗领域扮演着至关重要的角色。在本研究中，TTT

术后创面上皮棘层增生，皮下层炎症细胞消退，全

层均出现不同程度的胶原重塑，这些变化均指向了

明显的愈合趋势，与Qin等[19]研究者的结论相一致。

此外，MANF可促进巨噬细胞向M2型极化，在以往

研究中显示出与抗炎相关的特性[12]，与TTT治疗的

创面慢性炎症作用机制相符。

因此，本研究初步探讨TTT对糖尿病足创面炎

症反应的改善作用机制，以及MANF抗炎蛋白在其

中的作用。既往研究表明，MANF在初期 2型糖尿

病患者体内有高表达，中晚期患者血清中MANF蛋

白均有不同水平下降[11, 14]。这与糖尿病足这一严重

并发症发展时间相吻合。本研究中，术前患者血清

相较于 Wu 等[9]所测对照组数值（2 130±1 370）pg/

mL显著降低，表明 2型糖尿病患者血清MANF蛋白

水平下降，可能与 2型糖尿病患者胰岛 β细胞内质

网应激有关。TTT术后，创缘M1巨噬细胞减少，而 

M2巨噬细胞增多，表明术后 1个月时，创面巨噬细

胞已经开始向 M2型转变，恢复了创面的正常愈合

过程。同时，由于 TTT术的干预，血清中 MANF蛋

白含量上升，这表明TTT抑制炎症效应与MANF蛋

白的抑制炎症、促进M2型巨噬细胞极化作用有关。

MANF 蛋白拮抗巨噬细胞中炎症 NF-κB 通路中的

P65，导致糖尿病足患者的M1巨噬细胞主导型创面

向 M2巨噬细胞主导型创面转变，重建了巨噬细胞

极化平衡，打破了糖尿病足慢性炎症恶性循环，进

而能够促进糖尿病足创面的愈合。这也表明，TTT

并非一个局部胫骨搬移导致局部创面愈合的过程，

而是通过缓慢的、持续的牵张成骨，使得血清中有

益于再生的成分（MANF、SDF-1、VEGF等）含量的

增加，通过循环系统从而让远端的创面损伤得到缓

解或者愈合的过程[19-20]。

基于上述发现，本研究认为TTT通过多方面调

节炎症反应和促进血管新生，显著改善了糖尿病足

溃疡的愈合过程。MANF 蛋白作为一种抗炎蛋白

发挥着重要作用，不仅有助于慢性创面炎症反应的

改善，也为 TTT 治疗糖尿病足溃疡提供了关键的生

物学依据。此外，研究 TTT 治疗对 MANF 蛋白表

达的长期影响以及其在不同病程和病情严重程度

下的效果将是未来研究的重点。通过这种方式，我

们能够更好地理解和利用 TTT 治疗的潜力，为糖尿

病足溃疡患者提供更有效、更安全的治疗选择。

本文存在一定局限性。我们仅探讨了 TTT 术

前、术后MANF蛋白含量变化以及巨噬细胞极化趋

势，但血清和创面组织中MANF蛋白含量的变化曲

线与峰值这些问题仍是未知的。另外，TTT是只通

过NF-κB信号传导通路，还是通过多通路交互作用

导致了巨噬细胞极化改变，其中的具体机制以及生

物学效应值得我们进一步去探索。

A：术前、术后创面 iNOS阳性细胞对比；B：术前、术后创面CD206阳性细胞对比；C：术前术后创面主导细胞类型对比；组

间比较，**P＜0.001。

图8    TTT术前、术后的CD206阳性细胞与 iNOS阳性细胞免疫荧光强度量化图
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