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取院剪取 25 mg 组织袁用冰预冷 PBS 洗涤组织袁加入

300 滋L RIPA 裂解液以裂解 10 min曰离心后将上清

液转移入离心管遥 渊2冤制胶院在 10%分离胶中加入

TEMED 后立即摇匀灌胶袁异丙醇封胶遥 胶凝后倒去

胶上层异丙醇并用滤纸将其吸干遥在 4.8%浓缩胶中

加入 TEMED 后摇匀灌胶遥 将梳子插入玻璃板中袁剩
余空间灌满浓缩胶袁等待胶凝固遥 渊3冤样品准备院在
200 滋L 蛋白上清中加入 50 滋L 5伊loading buffer 混
匀袁沸水煮 5 min袁冰盒速冷备用遥 渊4冤电泳院据蛋白

定量结果袁第一孔点入 marker 2 滋L袁其他每孔上样

50 滋g 已变性蛋白遥 开始电泳袁电泳恒定电压 75 V袁
时间为 130 min遥 待溴酚蓝电泳至胶底部袁 终止电

泳遥 渊5冤转膜院分别切胶 PD-1(50-55 kDa)尧PD-L1
(33 kDa)尧CD4(55 kDa)尧CD8渊35 kDa)尧 HIF-1琢(120 kDa)尧
p53(53 kDa)尧茁-actin(42 kDa)遥 渊6冤封闭院用 1伊PBST
配制 5%脱脂奶粉袁将膜浸入后室温静置 60 min袁在
4 益下过夜后室温静置 30 min遥 渊7冤一抗孵育院加入

一抗 Mouse anti-HIF-1琢 antibody(ab1)袁1颐200曰Mouse
anti-HIF-1琢 antibody (ab26)袁1颐500曰Mouse anti-茁-
actin antibody渊66009-1-Ig冤袁1颐5 000袁室温放置90 min遥
孵育结束后用1伊PBST 洗 3 次袁每次15 min遥 渊8冤二抗

孵育院加入二抗渊HRP goatanti-mouse IgG, SA00001-
1袁1颐5 000曰HRP goat anti-rabbit IgG, SA00001-2袁1颐
6 000冤袁室温孵育90 min 后袁1伊PBST 洗3 次袁每次

10 min遥 渊9冤ECL显色曝光院使用 ECL 化学发光液与

膜孵育 1 min袁用滤纸吸尽液体袁用塑封膜将膜包裹杂

交膜袁在暗盒内与 X 胶片曝光后显影冲洗遥
1.4.4 RT-qPCR 检测蛋白表达水平 采用 RT-
qPCR 法检测人 HCC 裸鼠皮下移植瘤中 HIF-1琢 与

p53 的 mRNA 表达遥 按照说明书使用 TRIzol 试剂从

SMMC7721 细胞中提取总RNA遥 然后以总 mRNA 为

模板袁用 cDNA 逆转录酶进行逆转录遥 定量 PCR 扩

增程序院95 益 3 min袁95 益 30 s袁60 益 20 s袁40
个循环袁熔解曲线分析院60~95 益遥 引物设计院在
NCBI 上搜索目的基因的序列袁运用Primer 5 软

件设计引物袁由上海生工合成引物遥 使用的引物如

下院茁-actin院F-ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC和

R-TACTCCTGCTTGCTGATCCAC袁基因产物223 bp曰
P53院F- CCCCTGTCATCTTTTGTCCCT和R-AGCTG鄄
GCAGAATAGCTTATTGAG袁基因产物137 bp曰HIF-
1琢院F-TCCAGCAGACCCAGTTACAGA和R-GCCACT鄄
GTATGCTGATGCCTT袁F-GCACCCCAAGGCAAAAA
TCG袁基因产物 182 bp遥
1.5 统计学分析

使用统计学软件 SPSS 25.0 分析数据袁所有实验

样本均重复 3 次袁计量资料以野曾依s冶表示遥 用 t 检验

进行两组间数据比较袁多组比较采用单因素方差分析袁
多组间数据比较采用 LSD 方法检验判定统计学差

异袁以 P约0.05 表示差异具有统计学意义遥
2 结果

2.1 薯蓣丸对人 HCC 裸鼠皮下移植瘤生长的影响

体外肿瘤生长图显示袁与模型组相比袁薯蓣丸

组尧薯蓣丸联合顺铂组的瘤体皆有缩小遥与模型组相

比袁薯蓣丸组尧薯蓣丸联合顺铂组尧顺铂组肿瘤体积

缩小,差异具有统计学意义渊P<0.05冤曰与薯蓣丸组或

顺铂组相比袁薯蓣丸联合顺铂组对肿瘤体积的抑制

作用增强袁差异具有统计学意义渊P<0.05冤遥 见图 1遥

图 1 各组人 HCC裸鼠皮下移植瘤与体积增长曲线图

注院Control院模型组袁SYP院薯蓣丸组袁SYP+DDP院薯蓣丸联合顺铂组袁DDP院顺铂组遥 与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01曰
与薯蓣丸组比较,#P<0.05,##P<0.01曰与薯蓣丸联合化疗组比较,$P<0.05,$$P<0.01

时间/d
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2.2 薯蓣丸对 HIF-1琢尧p53 基因蛋白及 mRNA 表

达的影响

HIF-1琢 基因的蛋白表达结果显示袁与模型组相

比袁薯蓣丸组尧顺铂组中癌基因 HIF-1琢 的蛋白表达

下降袁差异具有统计学意义渊P<0.05冤袁且薯蓣丸联合顺

铂组差异更加显著渊P<0.01冤遥 HIF-1琢 基因的 mRNA
荧光定量表达结果显示袁与模型组相比袁薯蓣丸组尧
薯蓣丸联合顺铂组尧顺铂组中的 HIF-1琢 的mRNA
表达下降袁差异具有统计学意义渊P<0.01冤曰与薯蓣丸

组相比袁薯蓣丸联合顺铂组差异具有统计学意义渊P<
0.05冤遥 p53 基因的蛋白表达结果显示袁与模型组相

比袁薯蓣丸组中p53 的蛋白表达上调袁差异具有统计

学意义渊P<0.05冤袁且薯蓣丸联合顺铂组尧顺铂组差

异更加显著渊P<0.01冤曰与薯蓣丸组和顺铂组相比袁薯
蓣丸联合顺铂组差异具有统计学意义渊P<0.05冤遥

p53 基因的 mRNA 荧光定量表达结果显示袁与模型

组相比袁薯蓣丸组尧薯蓣丸联合顺铂组尧顺铂组中

p53 的 mRNA 荧光定量表达上调袁 差异具有统计学

意义渊P<0.01冤曰与薯蓣丸组和顺铂组相比袁薯蓣丸联

合顺铂组差异具有统计学意义渊P<0.01冤遥 见图 2遥
2.3 线粒体结构观察

电镜下人 HCC 裸鼠皮下移植瘤中线粒体结构

显示袁模型组线粒体数量较少袁线粒体变性袁嵴状结

构排列紊乱且大多已断裂袁可见线粒体固缩袁膜结构

完整曰薯蓣丸组线粒体数量多袁线粒体嵴状结构部分

损伤袁但可见排列结构袁部分线粒体固缩袁膜结构完

整曰薯蓣丸联合顺铂组线粒体数量较多,线粒体嵴状

结构排列整齐袁结构清晰袁线粒体未固缩袁膜结构完

整曰顺铂组线粒体数量多袁线粒体嵴状结构部分损

伤袁但可见排列结构袁部分线粒体固缩袁膜结构部分

损伤遥 见图 3遥

图 2 各组人 HCC裸鼠皮下移植瘤 HIF-1琢尧p53蛋白与 mRNA的表达

注院Control院模型组袁SYP院薯蓣丸组袁SYP+DDP院薯蓣丸联合顺铂组袁DDP院顺铂组遥 与模型组比较,
*P<0.05,**P<0.01曰与薯蓣丸组比较,#P<0.05,##P<0.01曰与薯蓣丸联合化疗组比较,$P<0.05,$$P<0.01

*
**

* **
**#

**

**##

****
**#

***

图 3 各组对人 HCC裸鼠皮下移植瘤线粒体结构的影响渊伊30 000冤
注院Control院模型组袁SYP院薯蓣丸组袁SYP+DDP院薯蓣丸联合顺铂组袁DDP院顺铂组
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