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间歇性禁食在裸鼠体内对肝癌进展的影响
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　　摘　要：为探究间歇性禁食对肝癌进展的影响，以皮下注射肝癌细胞 Ｈｕｈ７的ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠为研究对象，构建

肿瘤模型，比较间歇性禁食对肝癌形成及生长、肝脏生理功能及血脂血糖的影响。结果显示：皮下注射 Ｈｕｈ７细胞引

起的肝癌病变，与对照组相比较，间歇性禁食组小鼠的成瘤率低，且在相同时间段内，间歇性禁食组小鼠形成的肿瘤

体积较小；血清学检测结果表明，间歇性禁食组小鼠的肝损伤程度较低。间歇性禁食对肝癌形成具有一定程度的抑

制作用，有望成为抑制或减缓肿瘤恶化的有效方法。
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０　引　言

肝癌为全世界第五大常见癌症，也是第三常见的
癌症死亡原因［１］。原发性肝癌（Ｐｒｉｍａｒｙ　ｌｉｖｅｒ　ｃａｎｃｅｒ，

ＰＬＣ）包括肝细胞肝癌（Ｐｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ，

ＨＣＣ）、胆管细胞肝癌（Ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣ）及二

者混合型，其中，肝细胞癌是最常见的肝脏恶性肿瘤，
占原发性肝癌的９５％［２］。中国每年死于肝癌的患者
约１１万人，占全世界肝癌死亡人数的４５％。目前的
常用治疗方法为手术、放疗、化疗和免疫治疗［３］，其中
化疗是针对恶性肿瘤的主要手段，但化疗伴随的细
胞毒性会损伤正常细胞，在治疗 ＨＣＣ对机体有副



作用［４］。

禁食直接影响机体代谢，一定时间的禁食能引
发与慢性疾病相关的代谢生物标志物浓度发生明显

的变化，如胰岛素、葡萄糖等，因而禁食有望改善与
这些疾病相关的标志物水平［５］。近年来禁食作为非
药物策略来改善健康和延长寿命，禁食与化疗相结
合能够提高对恶性肿瘤的治疗效果［６］，在胶质瘤［７］、

胰腺癌［８］、前列腺癌［９］和乳腺癌［１０］等治疗中已得到
证实。禁食分为热量限制 （Ｃａｌｏｒｉｃ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，

ＣＲ），饮食限制（Ｄｉｅｔａｒｙ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，ＤＲ）和间歇性
禁食（Ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ　ｆａｓｔｉｎｇ，ＩＦ）［１１］。在临床前研究

中，常用的方法为间歇性禁食。Ａｎｔｕｎｅｓ等［１２］研究
表明，间歇性禁食可以调节自噬，提高抗癌治疗的疗
效，同时保护正常细胞。相对于正常细胞，癌细胞具
有更多的胰岛素跨膜受体位点，以辅助癌细胞摄取
大量的葡萄糖，因而葡萄糖成为肿瘤代谢调节治疗
的重要靶点［１３］。癌细胞对于机体能量的敏感程度
要大于正常细胞，在禁食期间体内缺乏葡萄糖时，正
常细胞可以灵活地使用脂肪和蛋白质［１４］，通过糖异
生而产生乙酰乙酸酯、β－羟基丁酸酯和丙酮等，递送
至外周组织以产生能量，癌细胞却因不能摄取除葡
萄糖以外的能量而死亡［１５］。Ｒｏｃｈａ等［１６］发现，间歇
性禁食可抑制二乙基亚硝胺诱导的大鼠肝癌；

Ｏｒｉａｎａ等［１７］研究表明，禁食与肿瘤化疗药物索拉非
尼联用，可显著抑制肝癌细胞生长和葡萄糖摄取。

间歇性禁食有可能在机体不缺乏正常营养供给的前

提下，合理调控机体代谢，并有效预防和抑制癌症形
成。间歇性禁食主要包含两种方式，一种是隔天禁
食，即每周禁食１～４ｄ，另一种方式是限时禁食，即
每天进行一定时间的禁食［１８－１９］。

本文对小鼠实施８ｈ／ｄ的间歇性禁食，以观察
间歇性禁食对小鼠体内肝癌进展、肝脏及血清相关
指标的影响，为进一步探索温和有效的肝癌辅助治
疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　试剂与材料
基质胶（美国ＢＤ公司）、福尔马林（杭州米克化

工仪器有限公司）、ＤＭＥＭ 高糖培养基 （美国

Ｇｉｂｃｏ），０．２５％胰蛋白酶（上海碧云天）、ＨＥ染色试
剂盒（Ｂｉｏｓｈａｒｐ）、ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠（上海斯莱克实验动
物有限责任公司）、ＰＢＳ（吉诺生物医药技术有限公
司）和 Ｈｕｈ７细胞系（本实验室保存）。

１．２　主要仪器
二氧化碳细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司）、离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司）、超净工作台（上海博讯医疗生物
仪器 股 份 有 限 公 司）、５ ｍＬ 注 射 器 （ＺＥＩＳＳ－
ＵＬＴＲＡ５５，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）、血球计数板（德国

Ｍａｒｉｅｎｆｅｌｄ）、荧光倒置显微镜（ＩＸ７１－２２ＦＬ／ＰＨ）、载
玻片（上海泰坦科技股份有限公司）、电子天平（福州
华志科学仪器有限公司）、游标卡尺（Ｍｅｉｎａｔｅ公司）
和石蜡切片机（上海威奥科技有限公司）。

１．３　实验动物与分组

４～６周健康雄性的ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，体重为２０±
３ｇ，购于上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物
为ＳＰＦ级别；将实验动物随机分成实验组（间歇性
禁食组）和对照组两组。

１．４　细胞实验
取处于对数生长期的肝癌细胞 Ｈｕｈ７，胰蛋白

酶消化后离心计数。新鲜的ＤＭＥＭ 高糖培养液培
液与基质胶 ｍａｔｒｉｇｅｌ体积１∶１重悬细胞，置于冰上
保存细胞。平均每只小鼠注射２００μＬ细胞悬液，即

１０７ 个细胞／２００μＬ细胞悬液。

１．５　成瘤实验

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠分为间歇性禁食组和自由进食
组，每组８只小鼠。前肢腋窝下部用７５％酒精擦拭消
毒后，皮下注射 Ｈｕｈ７细胞。注射完成后，次日开始
间歇性禁食。采用的方法为每天早上９点至下午５
点期间８ｈ对实验组小鼠停止供应食物和水，其余时
段正常供给饮食，对照组小鼠自由饮食。隔日定时观
察小鼠的皮下成瘤情况，直至有肿瘤出现即肉眼可见
后，以游标卡尺测量小鼠肿瘤大小，同时每天记录每
只小鼠的体重。肿瘤体积计算公式参考文献［２０］。

１．６　解剖实验
肿瘤形成２８ｄ后，于心脏部位取血。先将动物

仰卧固定，轻按小鼠心脏部位，提高小鼠心脏的泵血
速度，增加所获得血液的量；将流出的血液收集到

ＥＰ管中，每只小鼠约５００～６００μＬ血液；采用脱颈
椎法处死小鼠，迅速剥取肿瘤和肝脏，用滤纸吸干表
面粘附血液，称重、记录，计算肝指数（肝指数＝肝
重／体重），分别将肝脏和肿瘤置于福尔马林溶液中
备用。

１．７　血清分离
取出血液后常温放置１０～１５ｍｉｎ，转移至４℃

静置１０～１５ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，用小
枪头吸取上清；多次离心，至离心后无分层现象，合
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并收集上清，冰浴１～２ｍｉｎ后，－２０℃冻存。本文
中评估肝功能及血清学所检测的指标为ＡＬＴ（谷丙
转氨酶）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白
（ＡＬＢ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、直接胆红素（ＤＢＩＬ）、葡
萄糖（ＧＬＵ）、甘油三酯（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇
（ＨＤＬ－Ｃ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ－Ｃ）和乳酸脱
氢酶（ＬＤＨ）。

１．８　石蜡切片制备及和染色
分别取出浸泡在福尔马林溶液中的肝脏和肿瘤

组织，经脱水、透明、包埋之后进行石蜡切片。将固
定好的肝脏组织块在流水下冲洗２４ｈ，去除福尔马
林固定液，按照顺序放入３０％ （２ｈ）、５０％ （２ｈ）、

７０％ （２ｈ）、８０％ （１ｈ）、９０％ （１ｈ）、９５％ （１ｈ）和

１００％ （１ｈ）浓度梯度的酒精溶液中脱水；经脱水后
的组织用二甲苯透明，待组织透明或之后取出用于
包埋和切片。将透明好的组织置于６５℃已溶化的
蜡池中，包埋好组织块，于冷冻台上凝固成块。凝固
之后，在切片机上进行切片，调整好距离及切片的厚
度，本文中切片厚度选择５μｍ，将准备好的石蜡切
片粘贴在载玻片上，保持玻片平整无褶皱。
取出石蜡切片，将切片放入二甲苯溶液中脱蜡

１０ｍｉｎ，脱蜡完成后以无水乙醇洗去二甲苯。分别
在９０％、８０％、７０％和５０％酒精中浸泡３ｍｉｎ，蒸馏
水洗涤５ｍｉｎ，苏木素中浸染２０ｍｉｎ，自来水冲洗３０
ｍｉｎ至组织呈现蓝色。伊红溶液浸染３ｍｉｎ，依次放
入９５％、１００％酒精溶液中脱水，每个浓度脱水时间
为３ｍｉｎ，放入二甲苯中浸泡至透明。滴入树胶后，
以盖玻片封片，置于显微镜下观察染色结果。

１．９　数据分析
对所得数据进行统计学处理并进行ｔ－检验。ｎｓ

（ｐ＞０．０５）表示无统计学差异，＊（ｐ＜０．０５）表示有
统计学差异，＊＊（ｐ＜０．０１）表示有显著性差异，＊＊＊
（ｐ＜０．００１）表示有显著性差异。

２　结果与讨论

２．１　肿瘤进展记录
随着时间进展，两组小鼠皮下肿瘤的体积均逐

渐增大，禁食组小鼠的肿瘤体积均值明显小于对照
组小鼠的肿瘤体积，且成瘤１３～１７ｄ之间，两组小
鼠肿瘤体积差异显著（图１）。

图１　肿瘤体积随时间变化关系

１７ｄ间歇性禁食组小鼠肿瘤体积仍然小于自
由进食组，但是两者之间的差异无统计学意义。处
死小鼠后摘取肿瘤，并称重，每组小鼠命名为Ａ、Ｂ、

Ｃ和Ｄ，分别表示小鼠Ａ、小鼠Ｂ、小鼠Ｃ和小鼠Ｄ，
自由进食组和间歇性禁食组小鼠肿瘤重量无显著性

差异（图２）。由图２可知，间歇性禁食组小鼠的肿

　　

图２　不同进食条件下的剥离肿瘤照片及肿瘤称重结果
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瘤形成率为８７．５％，而自由饮食组小鼠的肿瘤形成
率为１００％；注射的Ｈｕｈ７细胞株在第６ｄ左右于裸
鼠体内成瘤，在第１２～１４ｄ肿瘤生长增殖相对较
快，因而在１３～１７ｄ，实验组与对照组肿瘤体积呈现
出显著差异。随着时间增加，肿瘤体积逐渐增大至

１０００ｍｍ３ 左右，此时肿瘤的血供相对不足，而且裸
鼠对肿瘤的承受能力也已达到极限［９］，肿瘤生长速
度开始减慢，因而两组小鼠的移植瘤体积差异慢慢
变小。当肿瘤体积达到２０００ｍｍ３ 左右时，小鼠已
经处于恶液质状态，健康状况不良，进食不佳［２１］，饮
食对肿瘤生长的影响显著降低，实验组与对照组小
鼠移植瘤的体积无明显差异，与最终肿瘤重量无显
著差异结果一致。

２．２　肝脏ＨＥ染色
为了探明间断性禁食对肝脏的影响，本文分别

对两组小鼠 Ａ、小鼠Ｂ、小鼠Ｃ和小鼠Ｄ的肝脏行
组织学分析，结果如图３所示。图３表明：禁食组小
鼠的肝脏体积较对照组小鼠略有增大；两组小鼠的
肝脏组织均边缘较锐，各个肝叶界限清楚，质地柔
软，颜色均呈褐红色。

图３　小鼠肝脏解剖图

Ａ、Ｂ两小鼠肝脏 ＨＥ染色情形在显微镜下观
察结果结果如图４所示。由图４可知，低倍镜下
（１００×）见两组小鼠的肝脏组织结构均较正常，肝细
胞均为条索状排列，围绕中央静脉呈放射状分布；高
倍镜下（２００×）见肝细胞分界清晰，细胞大而圆，胞
浆丰富，胞核呈圆形，居中。以上结果表明，病理学
鉴定为间断性禁食组小鼠的肝脏组织较自由饮食组

小鼠的肝脏无显著差别；两组小鼠的部分中央静脉
处有充血现象，其原因可能是实验注射肝癌细胞，引
发了肝脏氧化应激反应，造成血管反应性扩张所致。

图４　不同进食组小鼠肝脏 ＨＥ染色结果

２．３　肝指数分析
不同种类不同龄期的动物，其肝指数有一定的

规律，若外物使肝脏受损，肝脏指数将发生明显变
化［２２］。分别称量肝脏和小鼠体重，并计算各组小鼠
的肝指数，结果如图５所示。由图５可知，实验组与
对照组小鼠的肝指数没有显著差异，其原因可能是
裸鼠进食量较小，间歇性禁食并没有对体重产生显
著影响；实验后期，裸鼠健康受到影响，两组小鼠进
食情况均不佳，导致最终体重无显著差异。

图５　肝指数表征

２．４　血清检查结果分析

２．４．１　肝功能
间歇性禁食组和对照组小鼠血清中的蛋白含量

分析结果如图６，由图６可知，注射肝癌细胞后，禁
食组和对照组小鼠血清的谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草
转氨酶（ＡＳＴ）含量都明显增大，表明皮下注射肝癌
细胞对小鼠肝脏造成了一定的损伤；ＡＬＴ和 ＡＳＴ
穿过细胞膜进入血浆，在血清中含量升高；乳酸脱氢
酶ＬＤＨ显著提高，作为厌氧条件下丙酮酸转化为
乳酸的关键酶，其含量上调，表明已形成恶性肿瘤。
禁食组小鼠血清中的总蛋白（ＴＰ）与白蛋白（ＡＬＢ）
含量基本正常，而对照组小鼠血清中的总蛋白（ＴＰ）
与白蛋白（ＡＬＢ）含量降低约１５％，这说明间歇性禁食
对肝脏有一定保护作用，在实验组小鼠中，虽然注射
肝癌细胞对肝脏造成了损伤，但由于禁食的保护作
用，总蛋白和白蛋白含量并无明显变化，而对照组小
鼠由于缺乏保护，对照组的肝脏损伤程度相对严重。
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图６　间歇性禁食组和对照组小鼠的肝功能分析
注：ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＬＤＨ含量单位为ＩＵ／Ｌ；ＴＰ和ＡＬＢ含量单位

为ｇ／Ｌ；ＴＢＩＬ和ＤＢＩＬ含量单位为μｍｏｌ／Ｌ。

２．４．２　血糖血脂分析
由于进食量较少，间歇性禁食组血清中葡萄糖

（ＧＬＵ）及甘油三酯（ＴＧ）含量低于自由进食组，但
是两组ＧＬＵ与 ＴＧ的含量均处于正常水平，且两
组之间无显著性差异（图７）。自由进食组高密度脂
蛋白胆固醇（ＨＤＬ－Ｃ）含量偏低，低密度脂蛋白胆固
醇（ＬＤＬ－Ｃ）都处于较低水平（图７）。高密度脂蛋白
胆固醇水平降低会增加动脉粥样硬化和中风的风

险［２３］，相对自由进食组，间歇性禁食组表现出正常
的脂质代谢，表明间歇性禁食有助于维持正常的脂
质代谢，有望防止肿瘤形成过程中一系列心血管疾
病的发生，与已被证明的间歇性禁食可以减轻心血
管疾病和中风的危险相一致［２４］。

图７　间歇性禁食组和对照组小鼠的血糖血脂分析

３　结　论

本文通过在裸鼠皮下注射肝癌细胞 Ｈｕｈ７，分
析间歇性禁食对肿瘤形成、肝脏及血清学影响，主要
结果如下：

ａ）间歇性禁食的小鼠，成瘤率降低１２．５％，表
明间歇性禁食降低肿瘤发生率；与禁食组小鼠相比，
在肿瘤形成初期，间歇性禁食组肿瘤在同一时间内
明显小于对照组，表明间歇性禁食对肿瘤形成的干
预作用主要发生在肿瘤形成的初期。

ｂ）注射的 Ｈｕｈ７细胞构建肿瘤模型成功诱发

了肝癌变，间歇性禁食组肝损伤小于对照组，且脂质
代谢相对正常。间歇性禁食对保护肝脏及维持脂质
代谢发挥重要作用。
间歇性禁食可以实现降低肿瘤发生，抑制肿瘤

形成的作用，并在肿瘤形成期间降低肝损伤程度，维
持正常脂质代谢。本文结果为抑制肝癌提出新思
路，间歇性禁食有望成为预防和控制肝癌的一种便
捷有效的方法。
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