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生酮饮食对人结肠癌裸鼠皮下移植瘤生长的影响

郝光伟 王海玉 何德明 陈榆升 吴国豪 张 波

摘要 目的：观察生酮饮食对人结肠癌裸鼠皮下移植瘤生长的影响；探讨生酮饮食可能的作用机制。方法：24只雄性BALB/
C裸鼠皮下注射人结肠癌HCT116细胞系后随机分成2组，分别给予正常饮食（standard diet，SD）及生酮饮食（ketogenic diet，KD），

两组饮食均不限制总量。当肿瘤体积达到600～700 mm3时实验终止，并将接种当日至肿瘤达到目标体积的时间定义为肿瘤生长

期。比较不同饮食对裸鼠重量、血糖、血酮体、血胰岛素水平以及肿瘤生长等的影响。结果：与SD组相比，KD组裸鼠肿瘤生长明

显延缓，KD组及SD组皮下移植瘤达到目标体积的时间分别为（33.8±6.7）天和（24.8±3.1）天。KD组裸鼠血酮体水平显著升高，血

胰岛素水平轻度下降，而血糖水平无明显变化，KD组肿瘤组织坏死面积明显增大，而血管密度则显著降低。结论：不限制总量的

生酮饮食可明显延缓裸鼠人结肠癌细胞皮下移植瘤模型的生长。生酮饮食抗肿瘤治疗的作用机制及其对肿瘤其他特性如侵袭

性和转移性等的影响有待进一步研究证实。
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Abstract Objective: To observe the effect of ketogenic diet on the growth of human colon cancer cells in nude mice and to de-

termine its possible mechanisms. Methods: A total of 24 male BALB/C nude mice were injected subcutaneously with the tumor cells of

the colon cancer cell line HCT116. These animals were randomized into two feeding groups. One group was fed with a ketogenic diet

(KD group; n=12), and the other group was given a standard diet (SD group; n=12) ad libitum. Experiments were completed upon at-

taining a target tumor volume of 600 mm3 to 700 mm3. The two diets were compared based on body weight, serum glucose, ketone

body, insulin, tumor growth, and survival time, which is the interval between tumor cell injection and attainment of target tumor vol-

ume. Results: The tumor growth was significantly more delayed in the KD group than in the SD group. Tumors in the KD and SD

groups reached the target tumor volume at 33.8 ± 6.7 days and 24.8 ± 3.1 days, respectively. The ketone body in the KD group was ele-

vated with a slight reduction in serum insulin, and the difference in serum glucose in the two groups was insignificant. Importantly, the

KD group had significantly larger necrotic areas and less vessel density than the SD group. Conclusion: The application of an unre-

stricted ketogenic diet delayed tumor growth in a mouse xenograft model. Further studies are needed to address the mechanism of this

diet intervention and its effect on other tumor-relevant functions, such as invasive growth and metastasis.
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由于缺乏利用酮体供能的一种或多种关键酶，

如β-羟丁酸脱氢酶（β-hydroxybutyrate dehydroge⁃
nase，β-OHBDH）或琥珀酰辅酶A：3酮酸辅酶A转移

酶（succinyl-CoA：3-ketoacid CoA transferase，SCOT），

肿瘤细胞线粒体不能利用酮体供能。当机体葡萄糖

供给不足而需要利用酮体供能时，肿瘤细胞的这一

特性对其治疗来说就显得尤为重要。这为生酮饮食

抗肿瘤治疗提供了理论依据。

结直肠癌是威胁人类健康的一大主要疾病，在

过去的几十年里，由于操作技术、放疗以及系统治疗

等方面的不断进步，结直肠癌的治疗取得了重大进

展。根治性手术是Ⅰ～Ⅲ期结肠癌的主要治疗手

段，但很多患者仍需要进行术后化疗，而化疗往往带

有明显的毒副作用。实验表明，以酮体作为主要能

量来源的生酮饮食疗法对许多癌症均有效，如脑恶

性肿瘤［1］、前列腺癌［2］以及胃癌［3］等。大部分恶性肿

瘤只能以葡萄糖作为能量来源，而不能利用酮体供

能［4］。生酮饮食在严格限制葡萄糖摄入的同时给机

体以足够的脂肪，生成酮体作为能量来源。在酮症

状态下，肝脏通过氧化分解脂肪酸生成乙酰辅酶A，

最终转化成血浆内的主要酮体：乙酰乙酸和β-羟丁

酸［5］。肝脏储存的酮体再被转运到其他组织并重新

1154



中国肿瘤临床 2014年第41卷第18期 Chin J Clin Oncol 2014, Vol. 41, No. 18 www.cjco.cn

转化成乙酰辅酶A加以利用。在葡萄糖摄入不足的

情况下，如禁食一个晚上，酮体可提供 2%～6%机体

所需能量，当禁食时间达到 3 d以上时，酮体将提供

30%～40%机体所需的能量。

为了比较生酮饮食对具有有氧糖酵解特性的恶

性肿瘤生长的影响，本研究建立裸鼠人结肠癌皮下

移植瘤模型，分别给予标准饮食和生酮饮食，比较两

组裸鼠肿瘤生长情况。发现生酮饮食具有抑制裸鼠

人结肠癌HCT116皮下移植瘤的作用，这种作用体现

在肿瘤生长、坏死面积以及血管新生等方面。

1 材料与方法

1.1 实验动物

24只 4～6周大雄性BALB/C裸鼠购自上海斯莱

克实验动物有限公司，每笼12只，饲养于层流洁净工

作台上，饲养环境无特殊病原体。饲养过程中不限

制进食量。本研究得到实验动物伦理委员会的批准。

1.2 方法

1.2.1 人结肠癌 HCT116 细胞系培养及接种 接种

的细胞为人结肠癌HCT116细胞系，该细胞由中国科

学院生物化学研究所提供。细胞培养基为Mccoy'5A
培养基，内含100 μg/mL青霉素，100 μg/mL链霉素以

及 10%胎牛血清。将冻存的细胞解冻后 2周内体外

培养至 12瓶（75 mL培养瓶，1 : 6传代），然后接种至

裸鼠皮下。接种部位为裸鼠右侧颈背交界处皮下，

接种细胞数约 9×106/只。接种后大约 3～4 d可见小

的肿瘤结节，所有数据均以这些肿瘤结节为基础。

用游标卡尺测量肿瘤长短径并计算其体积，计算公

式为椭圆体体积公式，即V=A2*B*π/6，其中A代表较

短径。当肿瘤体积达到目标体积（600～700mm3）时

终止实验，并将接种日期至终止实验的日期之间的

天数定义为肿瘤生长期。

1.2.2 动物培养 在接种癌细胞之前所有裸鼠均食

用由斯莱克实验动物有限公司提供的营养均衡料。

这种标准化饲料呈颗粒状，每克提供14.7KJ热量，主

要成分为脂肪 5.28%、蛋白质 22.1%以及碳水化合物

52%。生酮饮食由斯莱克实验动物有限公司配置，为

新鲜高品质食物混合物，经过标准化程序同质加工

处理后呈糊状，每克提供 31.1KJ 能量。其主要营养

成分为脂肪 69%、蛋白质 20%以及碳水化合物 3%。

所有饲料均经过辐射灭菌，生酮饲料在无特殊病原

体环境中等分于培养皿中并保存于-20℃冰箱内。

在喂食前一天晚上放入+4℃冰箱解冻。在接种当日

将裸鼠随机分成2组，分别给予标准饮食（SD）及生酮

饮食（KD），生酮饮食组进食量由标准饮食组前 24 h
进食量所能提供的热量决定，给予同等热量的生酮

饮食。每3d左右测量肿瘤体积及裸鼠重量一次。

1.2.3 血糖、血酮体、血胰岛素检测 接种当日检测

血糖及血酮体水平，以后每7 d检测一次。检测方法

为剪断尾巴取血，血糖约需 2 μL，血酮体约 5 μL，滴
于相应试纸上，检测仪器为雅培超越立妥血糖仪（两

用，可检测血糖及血酮体）。血胰岛素为处死当日心

脏取血，送本院检验科检测。

1.2.4 肿瘤坏死面积测量 肿瘤坏死面积通过 HE
染色观察，用尼康D90单反相机拍照。将上述照片输

入 Photoshop，像素法测量坏死面积所占比例。在直

方图选项中以数据形式显示坏死面积及总面积所占

像素，进而计算坏死面积所占百分比。

1.2.5 微血管检验 微血管密度通过免疫组化并检

测高倍镜（×200）下富血管区来决定［6］。在 40 倍和

100倍视野下找到肿瘤切片内血管含量最丰富的3个

非坏死区域，然后在200倍视野下计数该区域内所含

微血管数量，并取其平均值作为该切片所含微血

管数。

1.3 统计学分析

用 SPSS 16.0 以及 GraphPad Prism 5.0 软件进行

数据分析。用Mann-Whitney U非参数检验法比较重

量、肿瘤生长、血糖、血酮体水平、坏死面积及微血管

密度，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 裸鼠重量变化

在不限制总量的情况下，两组裸鼠均伴有稳定

的重量增长，直至实验结束。在接种当日，SD 组及

KD 组平均重量分别为（19.5±0.9）g 及（19.9±0.9）g
（P>0.05）。第 22天（SD组有 1个以上裸鼠因肿瘤达

到目标体积而被处死），两组重量分别为（24.6±1.2）g
及（24.9±1.2）g（P>0.05）。
2.2 肿瘤生长

在接种当日，KD组裸鼠开始给予生酮饮食，SD
组饮食不变，同时定期观测并测量肿瘤体积以观察

成瘤及肿瘤生长情况。经过3 d的成瘤潜伏期后，SD
组裸鼠开始成瘤，11 d内两组裸鼠全部成瘤。

SD组实验动物最长肿瘤生长期为29d，此时，KD
组只有3只裸鼠肿瘤达到目标体积。KD组实验动物

最长肿瘤生长期为 43 d。两组的平均生长时间分别

为（24.8±3.1）d 和（33.8±6.7）d。与 SD 组相比，KD 组

裸鼠肿瘤生长期明显延长（P<0.05）。
2.3 不同饮食对血糖、血酮体及血胰岛素水平的影响

如表 1所示，在开始生酮饮食后 7 d内，KD组裸

鼠均达到酮症状态，此后，其血浆β-羟丁酸水平持续

高于SD组，差异有统计学意义（P<0.05），而两组之间

血糖水平无明显差异（P>0.05，表 2）。在实验结束

时，与SD组相比较，KD组血胰岛素水平略有下降，但
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差别不明显［（528.4±157.5）pg/mL vs.（462.3±157.6）
pg/mL，P>0.05）］。
表1 两组裸鼠皮下移植瘤模型血酮体水平（mmol/L）的变化

Table 1 Serum levels (mmol/L) of β-OHB in tumor-bearing animals in
SD and KD groups

表2 两组裸鼠皮下移植瘤模型血糖水平（mmol/L）的变化

Table 2 Serum levels (mmol/L) of glucose in tumor-bearing animals in
SD and KD groups on different days after tumor cell injection

2.4 不同饮食对裸鼠皮下移植瘤坏死面积的影响

如图 1所示，与 SD组相比较，KD组裸鼠人结肠

癌皮下移植瘤内坏死面积明显增大，差异有统计学

意义（P<0.05），两组肿瘤坏死面积所占百分比中位数

分别为26.4%和51.2%。

2.5 不同饮食对肿瘤新生血管的影响

为比较不同饮食对肿瘤新生血管的影响，本研

究采用 CD31 免疫组织化学染色法观察裸鼠皮下移

植瘤内新生血管密度，计数方法如前。如图 2所示，

SD组肿瘤内血管数明显多于KD组（P>0.05）。

图1 不同饮食对裸鼠皮下移植瘤坏死面积的影响（H&E×4）
Figure 1 Influence of diet on tumor necrotic area（H&E×4）

图2 不同饮食对裸鼠皮下移植瘤新生血管的影响（×200）
Figure 2 Influence of different diets on tumor vascularity（immunohisto⁃
chemistry，×200）

3 讨论

本实验用于验证生酮饮食是否具有延缓裸鼠人

结肠癌 HCT116 细胞系皮下移植瘤模型生长的作

用。本文提供的生酮饮食具有高脂肪、适量蛋白质

及低碳水化合物的特点。和西方标准化饮食相比，

生酮饮食具有延缓肿瘤生长的作用，其肿瘤内部具

有较大的坏死面积和较低的血管密度。与SD组相比

较，KD组血糖水平无明显变化，但血酮体水平显著增

高。传统化疗方法在杀伤肿瘤细胞的同时连同正常

细胞也一并杀死，与之相比，生酮饮食是目前唯一的

既杀伤肿瘤细胞又提高正常细胞生命活力的治疗方

法［7］。从这一点来看，生酮饮食较所有传统化疗方法

均有优势。

本实验中，不限制总量的生酮饮食具有延缓肿

瘤生长的作用，这一作用和另一种生酮饮食KetoCal
相一致，KetoCal是一种商业化的生酮饮食，最初用于

儿童难治性癫痫的治疗［8］。但只有在限制总量的情

况下，KetoCal才具有延缓裸鼠肿瘤生长的作用，而在

限制总量情况下，裸鼠重量将在开始该种饮食8 d内

下降约 20%～23%［8］。和限制总量的KetoCal饮食相

比，本实验中的生酮饮食既没有血糖水平下降，也不

伴有重量丢失，但其抗肿瘤作用是相当可观的。因

此，本文研究表明，通过代谢方法治疗癌症不一定要

伴有血糖水平及重量的下降。生酮饮食具有抗肿瘤

作用的原因可能是肿瘤细胞缺乏利用酮体供能的一

种或多种关键酶，导致肿瘤细胞线粒体不能利用酮

体供能［9］。当机体葡萄糖供给量不足而需要利用酮

体供能时，缺乏这些关键酶对肿瘤治疗来说就显得

尤为重要。本实验再次证明了这种可能：在酮症状

态下，KD组肿瘤生长明显延缓，主要原因可能是缺乏

Item
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6.09±0.27
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β-羟丁酸脱氢酶和琥珀酰辅酶A：3酮酸辅酶A转移

酶导致肿瘤细胞不能利用酮体作为替代能源，即通

过代谢方法将肿瘤细胞从正常细胞中孤立出来。

晚期肿瘤患者的最终归宿是恶病质，以进食减

少和代谢异常等因素共同引起的负氮平衡为特点，

最终导致进行性重量下降［10］。防止恶病质的发生对

提高晚期肿瘤患者的生存质量和生存期至关重要，

因此，限制总量的饮食疗法已不再适合这类患者的

治疗。研究证实，提供高脂肪、适量蛋白质及低碳水

化合物的生酮饮食可以阻止或限制骨骼肌蛋白的分

解代谢［11］。因此，在提供足够脂肪的情况下，不限制

总量的生酮饮食确实可以改善恶病质患者的生活状

况。本实验中，生酮饮食在延缓裸鼠皮下移植瘤生

长的同时，伴有轻微的重量增长。

与 SD组相比，KD组肿瘤坏死面积明显增大，这

可能和KD组严格限制碳水化合物摄入有关。然而，

本研究发现 SD 组与 KD 组血糖水平并无明显差别，

这说明血糖并非由碳水化合物分解而来，而是通过

糖异生由酮体转化而来。在血糖水平持续正常的情

况下，生酮饮食仍具有延缓肿瘤生长的作用，其可能

的解释是生酮饮食可显著降低血胰岛素水平［12］。本

实验中，尽管差别不明显，但生酮饮食组血胰岛素水

平较SD组轻微降低。

与SD组相比，KD组肿瘤具有较大坏死面积的同

时还具有较低的微血管密度。生酮饮食抑制血管新

生作用可能和肿瘤组织内较低的乳酸盐/丙酮酸盐水

平有关，因为乳酸盐/丙酮酸盐能刺激缺氧诱导因

子-1（hypoxia-inducible factor-1，HIF-1）的生成，从

而使具有 HIF-1 活性的血管内皮生长因子表达增

加［13］。而抑制血管生成可以反过来限制肿瘤中心部

位的葡萄糖摄取。侵袭性肿瘤细胞内这种严重的底

物限制被称为“代谢灾难”，这种“代谢灾难”可以进

一步加重坏死。最近，诱导“代谢灾难”的治疗方法

常常被用来杀死“无法杀死”的肿瘤细胞［14］。由于具

有有氧糖酵解特性的肿瘤细胞对很多抗癌药物具有

较强的抵抗力，生酮饮食疗法可能翻开抗癌治疗的

新篇章。

综上所述，不限制总量的生酮饮食具有抑制人

结肠癌裸鼠皮下移植瘤生长的作用，与西方标准饮

食相比，生酮饮食组裸鼠肿瘤坏死面积明显增大，肿

瘤新生血管数明显减少，其可能作用机制为通过代

谢方法孤立肿瘤细胞，促进其死亡及减少肿瘤新生

血管的形成。生酮饮食对肿瘤其他特性如侵袭性和

转移性等的影响均有待进一步研究证实。
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