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自血疗法对慢阻肺稳定期大鼠治疗效果
及对MMP-9和 TIMP-1水平的影响 *
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摘要目的：分析自血疗法对慢阻肺稳定期大鼠治疗效果及对 MMP-9和 TIMP-1水平的影响。方法：将 30只大鼠随机分成正常

对照组、慢性阻塞性肺疾病（COPD）模型组和自血疗法组，每组 10只。除正常对照组，其余大鼠采用熏香烟联合气道内灌注大肠

杆菌内毒素建立慢阻肺稳定期大鼠模型。正常对照组和 COPD模型组大鼠给予生理盐水治疗，自血疗法组给予穴位注射自体血

液治疗。比较各组大鼠一般症状、肺功能、血清炎性因子、血清基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）和金属蛋白酶抑制剂 -1（TIMP-1）水平

以及肺组织中MMP-9和 TIMP-1水平。结果：与正常对照组相比，COPD模型组大鼠的肺功能受损，体重、低 0.3s用力呼气量

（FEV0.3s）、用力肺活量（FVC）、FEV0.3s/ FVC（%）和呼气峰流速（PEF）均明显降低（P＜0.05），血清白介素 -2（IL-2）、白介素 -6

（IL-6）、C反应蛋白（CRP）、降钙素原（PCT）、MMP-9和 TIMP-1表达水平，呼吸频率以及肺组织中MMP-9和 TIMP-1表达水平均

明显升高（P＜0.05）。与 COPD组相比，自血疗法组大鼠体重、FEV0.3s、FVC、FEV0.3s/ FVC（%）和 PEV均明显升高（P＜0.05），血

清 IL-2、IL-6、CRP、PCT、MMP-9和 TIMP-1表达水平，呼吸频率以及肺组织中 MMP-9 和 TIMP-1 表达水平均明显降低（P＜
0.05）。结论：自血疗法可通过改善大鼠炎性反应程度，降低血清及肺组织中MMP-9和 TIMP-1表达水平，达到改善或缓解大鼠肺

慢阻症状的作用。
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Therapeutic Effect of Autohemotherapy on Stable COPD Rats

and Its Effect on the Levels of MMP-9 and TIMP-1*

To analyze the therapeutic effect of autohemotherapy on stable COPD rats and its effect on the levels of

MMP-9 and TIMP-1. Thirty rats were randomly divided into normal control group, chronic obstructive pulmonary disease

(COPD) model group and Autohemotherapy group, with 10 rats in each group. In addition to the normal control group, the rest of the rats

were treated with cigarette smoking combined with E. coli endotoxin to establish stable COPD model. Rats in the normal control group

and COPD model group were treated with normal saline, while rats in the Autohemotherapy group were treated with acupoint injection of

autologous blood. The general symptoms, lung function, serum inflammatory factors, serum levels of matrix metalloproteinase-9

(MMP-9) and inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) and the levels of MMP-9 and TIMP-1 in lung tissue were compared. :

Compared with the normal control group, the lung function of COPD model group was impaired, such as body weight, forced expiratory

volume (fev0.3s), forced vital capacity (FVC), fev0.3s/ FVC (%) and peak expiratory flow (PEF) were significantly decreased (P<0.05).
The levels of serum interleukin-2 (IL-2), interleukin-6 (IL-6), C-reactive protein (CRP), procalcitonin (PCT), MMP-9 and TIMP-1 were

significantly increased (P<0.05). Compared with the COPD group, the body weight, fev0.3s, FVC, fev0.3s / FVC (%) and PEV of the rats

in the Autohemotherapy group were significantly increased (P<0.05), and the expression levels of IL-2, IL-6, CRP, PCT, MMP-9 and

TIMP-1 in serum, respiratory rate and the expression levels of MMP-9 and TIMP-1 in lung tissue were significantly decreased (P<0.05).
Autohemotherapy can improve or alleviate the symptoms of COPD by improving the degree of inflammatory reaction and

reducing the expression levels of MMP-9 and TIMP-1 in serum and lung tissue.
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Groups
Before experiment After the experiment

Weight(g) Respiratory rate (beats/min) Weight (g) Respiratory rate (beats/min)

Normal control group 198.1依12.3 97依5 330.2依13.5 97依6

COPD model group 198.9依12.1 97依7 260.5依14.6 a 128依6 a

Autohemotherapy group 197.8依12.2 96依6 301.8依12.4 bc 110依3 bc

Note: Compared with normal control group, aP<0.05 compared with COPD model group, bP<0.05. The same below.

表 1 各组大鼠体重及呼吸频率比较（n=10）

Table 1 Comparison of body weight and respiratory rate of rats in each group (n=10)

前言

慢性阻塞性肺疾病（Chronic obstructive pulmonary disease，

COPD）简称肺慢阻，是一种呼吸系统常见病与多发病，其特征

是持续存在呼吸系统症状和不完全可逆的气流受限或阻塞，具

有患病率高、复发率高、死亡率高、病程长、并发症、预后不佳等

特点，严重威胁患者身心健康，给患者家庭造成经济负担[1-3]。目

前 COPD已成为世界第四大致病原因，随着全球环境的变化及

社会人口老龄化加速，COPD的发病率和致死率呈逐渐上升的

趋势[4]。临床上 COPD的诱发因素较多，主要为吸烟、粉尘、感

染等，其中，吸烟被认为是最主要的危险因素[5，6]。COPD多为老

年患者，且多处于疾病稳定期，迄今为止，关于 COPD的具体发

病机制尚未完全明确，临床上尚无根治之法，药物治疗仍是

COPD的主要治疗方式之一[7-9]。自血疗法是近几年兴起的一种

治疗手段，是放血疗法、穴位注射疗法和针刺疗法的结合，其作

用机制可能是人体血液内含有多种抗体、激素、微量元素和酶

等，经穴位注入后，可对人体产生一种非特异性刺激，进而促进

人体释放更多的免疫球蛋白、乙酰胆碱等活性物质，达到增强

机体免疫力，拮抗炎性因子释放等的作用[10-12]。本文就自血疗法

对慢阻肺稳定期大鼠 IL-2、IL-6、CRP、MMP-9 及 PCT 表达水

平的影响及相关机制进行分析，结果如下。

1 材料与方法

1.1 研究动物

1.1.1 主要试剂和仪器 大肠杆菌内毒素购自美国 SIGMA；

戊巴比妥钠购自上海斯信生物科技有限公司；白细胞介素 -2

（IL-2）、白细胞介素 -6（IL-6）、C 反应蛋白（CRP）、降钙素原

（PCT）ELISA试剂盒购自上海信帆生物科技有限公司；基质金

属蛋白酶 -9（MMP-9）、金属蛋白酶抑制剂 -1（TIMP-1）ELISA

试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科技有限公司。

1.1.2 实验动物 SPF级健康Wiater大鼠 30只，体重 180～

220 g，购自陕西省医学实验动物中心。将所有大鼠均饲养在温

度 20～25℃，相对湿度为 40～60 %，每天光照 12h，适应性喂

养一周后开始实验。研究过程按照动物伦理相关内容开展动物

实验。

1.1.3 模型建立与分组处理方法 将大鼠随机分成空白对照

组、COPD模型组和自血疗法组，每组 10只。采用熏香烟联合

气道内灌注大肠杆菌内毒素建立慢阻肺稳定期大鼠模型。将

COPD模型组和自血疗法组大鼠放置于熏烟箱内，每天被动吸

烟 2次（1支 /次，30 min/次，上午和下午固定时间各 1次），连

续熏烟 30天。第 1天和第 14天，COPD模型组和自血疗法组

大鼠采用乙醚麻醉后，于呼吸道内滴注大肠杆菌毒素混合液

（大肠杆菌毒素：生理盐水 =1:1混）代替被动吸烟。空白对照组

大鼠正常呼吸空气，第 1天和第 14天麻醉后于呼吸道内滴注

等量生理盐水。经上述处理形成慢阻肺后，各组大鼠继续饲养

14 d后达到稳定期，即完成 COPD模型建立[13-15]。

造模成功后，空白对照组和 COPD模型组大鼠每天分别给

予生理盐水灌胃处理 1次，灌胃剂量为 10 mL/kg。自血疗法组

大鼠于第 17天开始给予自血穴位注射治疗，每次对双侧肺俞

穴和双侧肾腧穴轮流取穴、注射，即从大鼠眼眶静脉丛取适量

自体血，每个穴位给予 0.4 mL自体血注射，隔天注射 1次，共

治疗 6次。

1.2 正常观察指标与评价方法

1.2.1 一般形态学观察 治疗后，观察各组大鼠的呼吸、毛发、

活动量、体重及饮食等变化。

1.2.2 大鼠肺功能测定 各组大鼠经腹腔注射 30 mg/kg戊巴

比妥钠麻醉后，取仰卧位，暴露器官后于颈正中部位将器官起

开，插入连接后三通管的气管插管后固定。然后，采用动物肺功

能呼吸系统评价大鼠的肺功能，主要评测指标包括低 0.3 s用

力呼气量（FEV0.3 s）、用力肺活量（FVC）和呼气峰流速（PEF）。

1.2.3 血清炎性因子检测 肺功能测量完毕后，撤除三通管，

暴露肺部，采用无菌注射器从大鼠心脏取出 5 mL 血液，以

3500 r/min 离心 10 min 后取血清，于 -20℃低温保存。采用

ELISA法测定血清中 IL-2、IL-6、CRP和 PCT的含量，严格按照

试剂盒说明书步骤进行操作。

1.2.4 血清MMP-9及 TIMP-1检测 采用 ELISA法测定血清

中MMP-9和 TIMP-1的含量，严格按照试剂盒说明书步骤进

行操作。

1.2.5 肺组织 MMP-9及 TIMP-1检测 断颈处死大鼠后，取

肺组织，剪碎、裂解后，测定蛋白浓度，并用 ELISA测测定肺组

织中MMP-9和 TIMP-1的含量。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0统计学软件对数据进行统计学分析，计量

资料以均数依标准差表示，以 t检验作差异显著性分析。P＜0.05

为方差有统计学意义。

2 结果

2.1 一般形态学观察

正常对照组大鼠活动良好，毛发光泽度好，呼吸频率稳定，

体重逐渐增加，无呼吸道分泌物。COPD大鼠行动迟缓，活动量

减少，毛发脱落，呼吸道有分泌物，呼吸频率显著增高（P＜
0.05），体重明显低于正常对照组（P＜0.05）。与 COPD模型组相

比，自血疗法组大鼠上述症状明显减轻，体重和呼吸频率明显

变好，差异均有统计学意义（P＜0.05）。
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表 2 各组大鼠肺功能比较（n=10）

Table 2 Comparison of lung function of rats in each group (n=10)

Groups FEV0.3s(mL) FVC(mL) FEV0.3s/ FVC(%) PEV(mL/s)

Normal control group 5.50依0.80 5.84依0.75 94.03依2.86 48.53依4.66

COPD model group 3.18依0.71 a 3.80依0.53 a 82.84依7.26 a 26.16依3.04 a

Autohemotherapy group 4.63依0.61 bc 5.30依0.49 c 87.09依4.10 bc 34.66依3.89 bc

表 3 各组大鼠血清炎性因子表达量比较（n=10）

Table 3 Comparison of the expression levels of serum inflammatory factors in each group of rats( n=10 )

Groups IL-2(ng/mL) IL-6(ng/mL) CRP(ng/mL) PCT(ng/mL)

Normal control group 2.01依0.54 447.94依32.80 776.24依38.10 2.87依0.41

COPD model group 4.30依0.51 a 524.01依33.03 a 1030.71依43.15 a 10.04依0.44 a

Autohemotherapy group 2.43依0.48 bc 451.41依27.54 bc 860.27依27.83 bc 6.03依0.40 bc

表 4 各组大鼠血清MMP-9和 TIMP-1表达量比较（n=10）

Table 4 Comparison of the expressions of serum MMP-9 and TIMP-1 in each group of rats (n=10)

Groups MMP-9(ng/mL) TIMP-1(ng/mL)

Normal control group 12.52依0.34 0.73依0.05

COPD model group 27.14依2.76 a 1.22依0.03 a

Autohemotherapy group 15.64依0.98 bc 0.87依0.07 bc

表 5 各组大鼠肺组织中MMP-9和 TIMP-1表达量比较（n=10）

Table 5 Comparison of MMP-9 and TIMP-1 expression in lung tissue of rats in each group (n=10)

Groups MMP-9(ng/mL) TIMP-1(ng/mL)

Normal control group 7.33依0.72 0.72依0.05

COPD model group 13.01依1.68 a 1.13依0.09 a

Autohemotherapy group 9.18依0.68 bc 0.80依0.07 bc

2.2 大鼠肺功能测定

与正常对照组相比，COPD 模型组大鼠 FEV0.3s、FVC、

FEV0.3s/ FVC（%）和 PEV均明显降低，差异均有统计学意义

（P＜0.05）。与模型组相比，自血疗法组大鼠 FEV0.3s、FVC、

FEV0.3s/ FVC（%）和 PEV均显著升高，差异均有统计学意义

（P＜0.05）。

2.5 肺组织MMP-9及 TIMP-1检测

与正常对照组相比，COPD模型组大鼠肺组织中 MMP-9

和 TIMP-1均明显升高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与模

型组相比，自血疗法组大鼠肺组织中 MMP-9和 TIMP-1均显

著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。

2.3 血清炎性因子检测

与正常对照组相比，COPD 模型组大鼠血清 IL-2、IL-6、

CRP和 PCT均明显升高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与

模型组相比，自血疗法组大鼠血清 IL-2、IL-6、CRP和 PCT均显

著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。

2.4 血清MMP-9及 TIMP-1检测

与正常对照组相比，COPD 模型组大鼠血清 MMP-9 和

TIMP-1均明显升高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与模型

组相比，自血疗法组大鼠血清 MMP-9和 TIMP-1均显著降低，

差异均有统计学意义（P＜0.05）。

3 讨论

慢性阻塞性肺疾病（COPD）是以气流受限和持续存在呼吸

系统症状为主要特征的慢性肺部常见疾病，是一种累及气道、

肺实质、肺血管乃至全身的慢性炎症性疾病，好发于 40岁以上

人群，具有较高的致病率和致死率[16-18]。迄今为止，COPD的作

用机制尚无定论。COPD主要是自身因素和多种环境因素长期

相互作用的结果，其致病机制可能与免疫失衡、炎性反应、蛋白

酶 /抗蛋白酶失衡、氧化应激、细胞凋亡 /组织重构、气道黏液

过度分泌、营养状况不佳等密切相关 [19-21]。目前临床上针对

COPD尚无高效、特异的治疗手段，仍以缓解症状、减少急性期

发作、降低不良反应等为治疗目的。研究证实，中医在 COPD的
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治疗过程中疗效显著，优势独特[22，23]。自血疗法又称自血注穴位

疗法，是指抽取患者自身少量静脉血，即刻注入其自体穴位的

一种通过非特异性刺激治疗疾病的方法，副作用小、作用持久。

自血疗法起源于苏联，因疗效显著，经过临床的研究和推广，被

用于多种疾病的治疗[24，25]。近年来，自血疗法用于 COPD的治

疗被广泛关注和认可。

研究表明，COPD患者普遍存在机体免疫功能异常[26]。IL-2

是目前研究最多、发展最快的一种白细胞介素，也是一种重要

的体液免疫调节因子。其由 T淋巴细胞亚群 Th1细胞分泌，通

过与细胞表面的 IL-2受体结合促进 T淋巴细胞、B淋巴细胞、

NK细胞的增殖、分化，促进抗体合成、分泌等参与炎症反应。

IL-6是由单核巨噬细胞、辅助性 T细胞等多种细胞产生一种具

有多种生物学活性的刺激因子，病理状态下，其浓度升高可引

起免疫性病理损伤。其中，IL-6在 COPD患者体内高表达可有

助于高分泌状态的形成。CRP是一种肝脏合成的急性时相蛋

白，一般在炎症或感染发生后 4～6 h内急速升高，48 h达到高

峰，附载于病原体表面，诱导补体产生，参与免疫反应。CRP常

作为一种评价炎症、感染严重程度的客观指标。PCT是无激素

活性的降钙素的前肽物之一，正常生理状态下，不表达或低表

达，当炎症或感染发生后其表达水平显著升高。研究证明[27-30]，

COPD处于炎症期时，患者机体体内以上 4项指标水平均呈显

著增加，且表达水平与患者患病严重程度呈正比，本研究将自

血疗法应用于 COPD 大鼠治疗后，可明显改善机体炎症反

应[29]。本研究治疗组大鼠血清中 IL-2、IL-6、CRP和 PCT的含量

较模型组显著降低，证明自血疗法可通过降低 COPD大鼠体内

炎症反应，促进机体免疫力的恢复，与上述文献[27-30]结果一致。

蛋白酶 /抗蛋白酶失衡是引起 COPD的机制之一。MMP-9

是细胞外基质降解的主要蛋白酶，其主要参与肺泡基质的破

坏，引起肺泡腔增大，肺泡弹性回缩力降低，气体滞留。MMP-9

可通过趋化炎性细胞聚集，增加肺组织炎性反应，导致肺组织

进一步破坏，加剧气流阻塞。TIMPs是一组低分子量糖蛋白，可

通过阻碍MMPs酶原自我激活，并与 MMP-9催化中心的锌离

子结合形成稳定的复合体，抑制 MMPs的活性。已有相关研究

表明：在正常生理状况下，MMP-9和 TIMP-1处于相对平衡的

状态，而 COPD患者痰液、血液中MMP-9和 TIMP-1的表达量

均明显升高，待患者肺功能得到改善后，二者表达量均显著降

低[31，32]。在本研究中，给予 COPD大鼠自血疗法治疗后，大鼠血

清中 MMM-9 及 TIMP-1 的表达水平显著降低，表明大鼠，

MMP-9和 TIMP-1的失衡状态及肺功能均显著改善，与上述文

献[31，32]研究结果一致。

综上所述，自血疗法可通过改善大鼠炎性反应程度，降低

血清及肺组织中 MMP-9和 TIMP-1表达水平，改善或缓解大

鼠的肺慢阻症状。MMP-9和 TIMP-1的水平调节可能是自血疗

法的治疗机制，本研究为自血疗法应用于 COPD患者治疗提供

了一定理论依据，但临床治疗效果、作用机制等亟待进一步研

究和论证。
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