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(57)摘要

本发明涉及联合应用HNF1α、HNF4α、FOXA3

诱导分化治疗肝细胞癌。具体地，本发明涉及利

用肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3诱导人恶

性肝细胞癌发生分化，从而应用于恶性实体肿瘤

治疗的方法和用途。本发明的研究表明，通过向

肝细胞癌细胞外源导入HNF1α、HNF4α、FOXA3基

因，可有效地诱导肝癌细胞分化，从而提供了一

种肿瘤诱导分化治疗的新方法。
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1.三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3基因和/或蛋白联用在制备诱导肝癌分化试

剂或组合物中的应用，所述的应用是指诱导低分化的肝癌细胞向成熟表型分化，抑制肝癌

细胞增殖和转移，促进其凋亡。

2.根据权利要求1所述的三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3基因和/或蛋白联用在

制备诱导肝癌分化试剂或组合物中的应用，所述的试剂是提高HNF1α、HNF4α和FOXA3表达量

的试剂。

3.根据权利要求1所述的三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3基因和/或蛋白联用在

制备诱导肝癌分化试剂或组合物中的应用，所述的组合物是药物组合物，含有三种肝细胞

核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3的蛋白、编码序列或含所述编码序列的表达载体以及药学上可

接受的载体或赋形剂。

4.根据权利要求1所述的三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3基因和/或蛋白联用在

制备诱导肝癌分化试剂或组合物中的应用，所述的肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3是人

类肝细胞核因子。

5.一种联用药物在制备肝癌分化治疗药物中的应用，所述的应用是指诱导低分化的肝

癌细胞向成熟表型分化，抑制肝癌细胞增殖和转移，促进其凋亡；所述联用药物的活性成份

包括以下任一：

(a)HNF1α蛋白、HNF4α蛋白和FOXA3蛋白；

(b)HNF1α蛋白的编码序列、HNF4α蛋白的编码序列和FOXA3蛋白的编码序列；

(c)含有HNF1α蛋白的编码序列、HNF4α蛋白的编码序列和FOXA3蛋白的编码序列的表达

载体。

6.根据权利要求5所述的联用药物在制备肝癌分化治疗药物中的应用，其特征在于，所

述的表达载体包括腺病毒、慢病毒、逆转录病毒和腺相关病毒以及非病毒载体。

7.根据权利要求5所述的联用药物在制备肝癌分化治疗药物中的应用，其特征在于，所

述的联用药物还包含药学上可接受的载体或赋形剂。

8.根据权利要求5所述的联用药物在制备肝癌分化治疗药物中的应用，其特征在于，所

述的联用药物还包含化疗剂。
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联合应用HNF1α、HNF4α、FOXA3诱导分化治疗肝细胞癌

技术领域

[0001] 本发明涉及分子生物学、细胞生物学以及医学领域。涉及利用肝细胞核因子HNF1

α、HNF4α、FOXA3诱导人肝细胞癌分化，从而应用于肝细胞癌治疗的方法和用途。

背景技术

[0002] 肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，约有一半患者分布在中国。尽管近年来肝

癌的诊疗技术不断进步，其早期诊断困难、复发转移率高、放化疗不敏感的现状没有根本改

观。唯一被批准用于肝癌的靶向治疗药物索拉非尼，治疗效果非常不理想。因此，肝癌的治

疗研究亟需调整思路，寻找更加有效的治疗手段。

[0003] 分化治疗是近些年兴起的一种治疗方法，通过诱导低分化的肿瘤细胞向成熟表型

分化，抑制其增殖和转移，促进其凋亡，从而达到治疗肿瘤的目的。迄今分化治疗应用最好

的是利用全反式维甲酸治疗急性早幼粒白血病，大量的病人获得了很好的治疗效果。血液

肿瘤分化治疗的成功，也带动了实体肿瘤的分化治疗研究。相继出现了应用全反式维甲酸、

二甲基亚砜和砷剂治疗乳腺癌、肺癌、结肠癌的研究，但肝癌的分化治疗研究目前还很少。

[0004] 肝细胞核因子(Hepatocyte  nuclear  factor,HNF)是一类在肝细胞中相对特异性

高表达的转录因子，在肝脏的发育和肝细胞功能维持方面发挥重要作用，家族成员包括包

括HNF1、HNF3、HNF4、HNF6以及CCAAT/增强子结合蛋白(C/EBP)等，它们是一系列在肝脏中优

势表达的转录因子(Schrem  H ,Liver-enriched  transcription  factors  in  liver 

function  and  development.Part  I:the  hepatocyte  nuclear  factor  network  and 

liver-specific  gene  expression，Pharmacological  Reviews,2002Mar；54(1):129-58)。

前期本发明人所在研究团队已经报道了HNF4α和HNF1α在肝癌分化治疗方面的应用前景

(Yin  C ,Differentiation  therapy  of  hepatocellular  carcinoma  in  mice  with 

recombinant  adenovirus  carrying  hepatocyte  nuclear  factor-4alpha  gene，

Hepatology,2008  Nov；48(5):1528-39)(Zeng  X,Recombinant  adenovirus  carrying  the 

hepatocyte  nuclear  factor-1alpha  gene  inhibits  hepatocellular  carcinoma 

xenograft  growth  in  mice,Hepatology,2011Dec；54(6):2036-47)。但是肝癌异质性很

强，在相当一部分肝癌组织中HNF4α或HNF1α的表达并不低，这也提示了单独应用HNF4α治疗

肝癌具有很大的局限性。另外，理论上讲将多种肝细胞核因子联合导入肝癌细胞协同发挥

作用，诱导肝癌细胞分化的效果可能更好。前期已有学者从肝细胞特异性的转录因子中，筛

选能诱导人成纤维细胞向肝细胞转分化的转录因子，最终筛到了HNF1α、HNF4α和HNF3γ

(FOXA3)。将这三种因子转入人成纤维细胞后,可获得人诱导型肝细胞(hiHeps ,human 

induced  hepatocytes)，其形态类似正常肝细胞，且具有肝细胞的标志物和生物学功能

(Huang  P ,Direct  reprogramming  of  human  fibroblasts  to  functional  and 

expandable  hepatocytes,Cell  Stem  Cell,2014Mar  6；14(3):370-84)。hiHeps的成功提

示：既然这三种因子将成纤维细胞诱导成肝细胞，那它也很可能将肝癌细胞诱导为“带突变

的正常功能肝细胞”(DNA突变仍然存在，但肝细胞功能已经恢复)。

说　明　书 1/7 页

3

CN 105521482 B

3



[0005] 因此，本领域旨在开发联合应用多种肝细胞核因子来诱导肝癌细胞分化，为肝癌

治疗提供一种新方法。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于提供联合应用多种肝细胞核因子来诱导肝癌细胞分化，为肝癌

治疗提供一种新方法。本发明的另一目的也在于提供三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、

FOXA3基因及其产物蛋白的新的医药用途。本发明的第三目的在于提供一种联用药物以及

该联用药物可以作为肝癌分化治疗药物。

[0007] 本发明的第一方面，提供了三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3基因和/或蛋白

的用途，它们被用来诱导肝细胞癌分化。

[0008] 本发明提供了三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3基因和/或蛋白在制备诱导

(恶性)肝细胞癌分化试剂或组合物中的应用。

[0009] 所述的应用是指三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3联合作用(联用)。

[0010] 本发明所述的肝癌分化治疗药物，是指通过诱导低分化的肝癌细胞向成熟表型分

化，抑制肝癌细胞增殖和转移，促进其凋亡，从而达到治疗肝癌的 目的。

[0011] 本发明所述的试剂，是提高HNF1α、HNF4α、FOXA3表达量的试剂。

[0012] 本发明所述的组合物，是药物组合物。

[0013] 本发明所述的药物组合物，含有三种肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3的蛋白、编

码序列或含所述编码序列的表达载体以及药学上可接受的载体或赋形剂。

[0014] 本发明所述的药物组合物的剂型，优选为注射剂。

[0015] 本发明所述的肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3是人类肝细胞核因子。

[0016] HNF1α的GENBANK  ID：NM_001306179.1；

[0017] HNF4α的GENBANK  ID：NM_000457.4；

[0018] FOXA3的GENBANK  ID：NM_004497.2。

[0019] 本发明的第二方面，提供了一种联用药物，或称联合用药用，其活性成份包括以下

任一：

[0020] (a)HNF1α蛋白、HNF4α蛋白和FOXA3蛋白；

[0021] (b)HNF1α蛋白的编码序列、HNF4α蛋白的编码序列和FOXA3蛋白的编码序列；

[0022] (c)含有HNF1α蛋白的编码序列、HNF4α蛋白的编码序列和FOXA3蛋白的编码序列的

表达载体。

[0023] 所述的表达载体可以同时，也可以分别表达这三种因子的编码序列。

[0024] 所述的表达载体，包括但不限于腺病毒、慢病毒、逆转录病毒和腺相关病毒等病毒

载体以及非病毒载体。

[0025] 所述的联用药物还包含药学上可接受的载体或赋形剂。

[0026] 本发明还提供了所述的联用药物在制备肝癌治疗药物中的应用，具体是用于制备

肝细胞癌分化治疗药物。

[0027] 本发明提供了HNF1α、HNF4α、FOXA3三因子联用，可用于体内抑制肝细胞肿瘤的形

成。

[0028] 本发明所述的联用药物，还可以包含化疗剂。
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[0029] 本发明所述的联用、联合用药物，包括同时或顺序的施用有效量的三种肝细胞核

因子HNF1α、HNF4α、FOXA3的蛋白、编码序列或含所述编码序列的表达载体。

[0030] 本发明所述药学上可接受的载体或赋形剂，是指药学领域中常用的除活性成分以

外添加物，例如稀释剂(淀粉类、糖类、纤维素类和无机盐类)、赋形剂等，填充剂如淀粉蔗

糖、粘合剂如水、乙醇、纤维素衍生物、明胶和聚乙烯吡咯烷酮，崩解剂如干淀粉、羧甲基淀

粉钠，增溶剂如聚山梨酯类和聚氧乙烯脂肪酸酯类等，吸收促进剂、表面活性剂如吐温、司

盘，吸附载体、润滑剂如硬脂酸镁、微粉硅胶等。另外，还可以在组合物中加入其它辅料如香

味剂、甜味剂等。

[0031] 本发明所述的联合用药物，可以药物组合物的形式通过口服、鼻吸入、直肠、肠胃

外或经皮给药的方式施用于需要这种治疗的患者。用于口服时，可将其制成常规的固体制

剂如片剂、粉剂、颗粒剂、胶囊剂、丸剂、缓释微丸、固体分散体、包合物等，制成的液体制剂

如混悬剂、乳剂、熔胶剂、糖浆剂、合剂、溶液剂等，用于肠胃外给药时，可将其制成注射用的

溶液、水或油性混悬剂、乳剂、脂质体、微囊、微球、毫微粒等，也可将其制成各种缓释、控释

制剂。优先的形式是注射剂，特别优先特定部位靶向释放的注射剂。

[0032] 本发明所述的药物组合物、联用药物，还用于体内抑制实体瘤的形成。

[0033] 本发明的第三方面，提供了一种诱导或促进哺乳动物中肝细胞癌分化的方法，也

即一种新的肝癌治疗方法。

[0034] 所述的方法包括步骤：联合应用肝细胞核因子HNF1α、HNF4α、FOXA3蛋白、它们的编

码序列或所述编码序列的表达载体导入肝癌细胞内，抑制肝癌细胞增殖和转移，促进其凋

亡。

[0035] 本发明所述的肝癌，优选是人原发性肝细胞癌。

[0036] 本发明为肝细胞核因子提供了新的医药用途。

[0037] 本发明也提供了一种多种肝细胞核因子联合导入肝癌细胞协同发挥作用，诱导肝

癌细胞分化，继而治疗肝癌的新方法。

附图说明

[0038] 图1是Ad  HNF1α、AdHNF4α、AdFOXA3三种腺病毒感染肝癌细胞系LM3，PLC，HepG2细

胞2天后，Western  blot检测三因子的蛋白表达情况。

[0039] 图2是Realtime-PCR检测三因子各种组合感染肝癌细胞2天后，肝细胞相关功能分

子mRNA表达定量分析。其中A是LM3细胞系，B是PLC细胞系，  C是HepG2细胞系，D是SMMC-7721

细胞系。

[0040] 图3是三因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，细胞形态改变情况。其中A是LM3加

GFP腺病毒细胞形态，B是LM3加三因子腺病毒细胞形态。

[0041] 图4是三因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，糖原合成情况。其中A是LM3加GFP腺

病毒PAS(过碘酸雪夫染色)染色情况，B是LM3加三因子腺病毒PAS染色情况。

[0042] 图5是三因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，脂肪合成情况。其中A是LM3加GFP腺

病毒油红染色情况，B是LM3加三因子腺病毒油红染色情况。

[0043] 图6是三因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，尿素分泌情况。

[0044] 图7是三因子腺病毒感染肝癌细胞LM3后，对肿瘤细胞生长抑制情况。
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[0045] 图8是三因子腺病毒感染肝癌细胞LM3后，对肿瘤细胞迁移抑制情况。其中A是LM3

加GFP腺病毒穿膜迁移情况，B是LM3加三因子腺病毒穿膜迁移情况，C是两者穿膜迁移情况

的定量分析。

[0046] 图9是三因子腺病毒感染肝癌细胞后，流式分析EpCAM阳性比例。其中A是LM3加GFP

腺病毒EpCAM阳性率，B是LM3加三因子腺病毒EpCAM阳性率。

[0047] 图10是瘤内注射三因子腺病毒治疗病人来源皮下荷瘤实验。

具体实施方式

[0048] 下面通过附图和实施例进一步说明本发明，本发明的实施例仅仅是用于说明本发

明，而不是对本发明的限制，在本发明的构思前提下对本发明方法的简单改进都是属于本

发明要求保护的范围。

[0049] 本发明所用试剂和原料均市售可得或可按文献方法制备。下列实施例中未注明具

体条件的实验方法，通常按照常规条件如Sambrook等人《分子克隆：实验室指南》(New 

York：Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，1989)中所述的条件，或按照常规条件，或

按照制造厂商所建议的条件。除非另外说明，否则百分比和份数按重量计算。

[0050] 实施例1：构建表达HNF1α、HNF4α、FOXA3的三种腺病毒，并用蛋白印迹法(Western 

blot)检测三种因子腺病毒感染肝癌细胞系LM3，PLC，HepG2细胞的表达情况。

[0051] 以FOXA3包装为例，于35mm2盘中培养293A细胞至80％-90％的汇合  度，准备骨架

质粒pBHG11、载体质粒pAdTrack-CMV-FOXA3( )。将pBHG11质粒和pAdTrack-CMV-FOXA3质粒

以2：1的比例混入100μl的PBS中，配成A液；将6μlPEI混入100μl的PBS中，配成B液；将A液与B

液充分混匀后，室温静置20min后转染293A细胞。12h后，更换含5％太牛血清的DMEM培养液。

7到10天后，待形成明显的空斑后，吸取空斑的细胞加入接种过293A的24孔板中，扩增病毒

克隆收获细胞，于-80℃和37℃反复冻融3次，得腺病毒上清液。取5ul进行PCR扩增(PCR引物

由试剂盒提供)鉴定。观察24孔板中的细胞，若全部漂浮则吸取所有细胞及培养基用以感染

10cm培养板中汇合率为80％的293A细胞。36h后，收集细胞，反复冻融3次，收获病毒裂解液，

用BD公司的腺病毒纯化试剂盒进行纯化。收集病毒颗粒，用BD公司的腺病毒滴度测定试剂

盒测定腺病毒的滴度。HNF1α、HNF4α两种腺病毒制备方法同上。

[0052] 将Ad  HNF1α、AdHNF4α、AdFOXA3混合后分别感染LM3，HepG2，PLC，4小时后换液，24

小时后细胞裂解液收取全细胞蛋白，蛋白标准定量后，各取20ug于10％SDS-PADE电泳分离

蛋白，将下层滤纸、硝酸纤维素膜(NC膜)、电泳胶、上层滤纸依次叠加与转移缓冲液

(Transferring  Buffer)中平衡后，置于半干转电转仪中，15V，70min。用5％脱脂牛奶20ml

室温封闭膜1h后，TBST洗涤3×5min后，用HNF1α(购自Santa  Cruz公司,sc-10791)、HNF4α

(购自Abcam公司,ab92378)、FOXA3(购自Santa  Cruz公司,sc-74424)一抗抗体(1:1000)室

温孵育1h，TBST洗涤3×5min后，用兔二抗(购自LI-COR公司,)(1:10000)室温孵育1h，TBST

洗涤3×5min后，经Odyssey红外激光成像系统检测荧光并进行灰度扫描，同时孵育GAPDH

(购自Abclonal公司)抗体作为内参。

[0053] 结果显示，三种因子腺病毒感染人肝癌细胞系后能明显提高HNF1α、HNF4α、FOXA3

的表达(图1)。

[0054] 实施例2：三种因子腺病毒感染肝癌细胞，实时定量PCR检测肝细胞相关功能基因
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的表达。

[0055] (1)将LM3，PLC，HepG2，SMMC-7721种于6孔板中，培养至密度50％-60％后将Ad 

HNF1α、AdHNF4α、AdFOXA3以MOI100感染细胞，4小时候换10％胎牛血清的新鲜培养基；(2)2

天后加入TRIZOL  1ml，室温静止3min；(3)加  入200μl氯仿剧烈振荡30sec，室温静止3min；

(4)4℃，12,000rpm，离心15min；(5)吸取上层含有RNA的水相于新的1.5ml  Ep管中，加入500

μl异丙醇沉淀RNA，剧烈震荡30sec,冰上静止10min；(6)4℃，12,000rpm，离心15min；(7)弃

上清，加入0.5ml  75％的乙醇洗涤RNA沉淀，4℃，12,000rpm，离心5min；(8)去除乙醇，在吹

风机下吹干RNA，待出现透明状沉淀时用30μl  DEPC水溶解RNA；(9)用紫外分光光度计测定

RNA的含量，-20℃保存；(10)逆转录合成cDNA第一链：

[0056]

[0057] (11)得到cDNA用于荧光定量PCR检测。目的基因的相对表达量经过内参标化后分

析。

[0058] Real-Time  PCR步骤

[0059]

[0060] (12)混匀，95℃预变性10min，95℃变性30sec，60℃退火30sec，72℃延伸40sec，40
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个循环，72℃终末延伸10min。用Applied  Biosystems  7300/7900Fast  Real-Time  PCR 

System软件分析结果。

[0061] 表1人肝功引物序列

[0062]

[0063] 白蛋白(albumin，ALB)；细胞色素P450家族1α2(cytochrome  P4501α2,CYP1α2)；磷

酸烯醇丙酮酸羧激酶(phosphoenolpyruvate  carboxykinase,PEPCK)；葡萄糖-6-磷酸酶

(glucose-6-phosphatase,G-6-P)；谷氨酰胺合成酶(glutamine  synthetase,GS)；α-抗胰

蛋白酶(α1-antitrypsin,AAT)；多药耐药相关蛋白2(multidrugresistance―associated 

proteins  2,MRP2)。

[0064] 结果显示，三因子联合应用改善肝癌肝功能的综合作用显著优于HNF1α、HNF4α、

FOXA3单因子及两两组合(1+4、1+F、4+F)的作用(图2)。

[0065] 实施例3：三种因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，细胞形态学观察

[0066] 将感染三因子和GFP腺病毒15天的LM3/GFP、LM3/3F细胞分别按2000个每孔种于6

孔板中，7天后于倒置相差显微镜(×200倍)观察活细胞形态，通过光镜可以观察到LM3/GFP

细胞形态小而圆，排列紧密(如图3A所示)，而LM3/3F细胞较大，形态扁平宽大(如图3B所

示)。

[0067] 实施例4：三种因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，对糖原合成影响。

[0068] 将LM3/GFP、LM3/3F细胞分别种于12孔板中，贴壁一天后，去除培养基，PBS洗2次，

加入10％中性甲醛固定10min，水流冲洗1min，1％过碘酸室温5min，蒸馏水洗5min，再加希

夫氏液室温15min，蒸馏水5洗5min，光学显微镜下观察染色情况。

[0069] 结果显示，LM3/3F细胞较LM3/GFP细胞更红，糖原合成更多(图4)。

[0070] 实施例5：三种因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，对脂肪合成影响。

[0071] 将LM3/GFP、LM3/3F细胞分别种于12孔板中，贴壁一天后，去除培养基，PBS洗2次，

加入10％中性甲醛固定30min，70％乙醇浸洗1min，由70％乙醇配制的油红染料染色15min，

70％乙醇浸洗1min，苏木素染色90sec,水流反蓝15sec，光学显微镜下观察染色情况。
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[0072] 结果显示，LM3/3F细胞较LM3/GFP细胞中脂滴含量更多(图5)。

[0073] 实施例6：三种因子腺病毒感染肝癌细胞LM315天后，对尿素分泌影响。

[0074] 将LM3/GFP、LM3/3F细胞按10000个细胞每孔终于96孔，每种细胞设3个复孔，贴壁

后，每孔换成不含血清的培养基100μL培养，放置于37℃，5％CO2培养箱中培养24h后吸取上

清，按照QuantitChromTM  Urea  Assay  Kit(购自BioAssay  Systems公司)的使用说明进行

尿素测定；余下细胞每孔加100μLCCK8工作液，在培养箱中培养1小时后，放入酶标仪以

450nm波长检测，读出每孔的OD值并计算平均值，以LM3/GFP细胞曾增殖情况为标准，标化

LM3/3F相对增值情况，将所测尿素含量除以相对CCK8数值获得细胞相对尿素分泌数值。

[0075] 结果显示，LM3/3F细胞相对于LM3/GFP细胞可以有较多的尿素分泌(图6)。

[0076] 实施例7：三种因子腺病毒感染肝癌细胞LM3后，对肿瘤细胞生长抑制情况。

[0077] 取对数生长期的LM3细胞，种于2个6孔板，分别感染三因子和GFP腺病毒，4h后换

液，24h后按每孔5000个细胞的密度接种入96孔板并设3个复孔，每孔再各加200μL培养基，

放置于37℃，5％CO2培养箱中培养0d,1d ,2d ,3d ,4d ,5d；于各时间点吸除培养基，每孔各加

100μL  CCK8工作液，  在培养箱中培养1小时后，放入酶标仪以450nm波长检测，读出每孔的

OD值并计算平均值，以时间为横坐标、OD值平均值为纵坐标，绘制成生长曲线。

[0078] 经过多天连续测两细胞生长曲线发现，三因子表达对肝癌细胞增值有明显抑制作

用，对照组细胞随时间增殖明显，而三因子组细胞增殖平缓(图7)。

[0079] 实施例8：三种因子腺病毒感染肝癌细胞LM3后，对肿瘤细胞迁移抑制情况。

[0080] 取对数生长期的LM3细胞，种于2个6孔板，分别感染三因子和GFP腺病毒，4h后换

液，24h后按每孔2×105个细胞的密度接种入transwell上层小室，每孔保持200μL培养基，

置于24孔板内，于下层24孔板内注入含20％太牛血清的培养基，放置于37℃，5％CO2培养箱

中培养；20h后取出transwell，吸除上层小室培养基，PBS洗2次，用10％中性甲醛固定

10min，PBS洗2次，0.1％结晶紫染色15min，PBS洗2次，用棉棒小心擦除上层小室内染色细

胞，于倒置相差显微镜(×100倍)观察。

[0081] 结果显示，三因子组细胞能明显抑制肝癌细胞的迁移能力(图8)。

[0082] 实施例9：三种因子腺病毒感染肝癌细胞后，EpCAM表达情况。

[0083] 取对数生长期的LM3细胞，种于2个6孔板，分别感染三因子和GFP腺病毒，4h后换

液，第2天收集细胞，PBS洗2次，EpCAM(购自BioLegend公司)作为一抗4℃孵育30min，每5min

钟弹拨一次使充分接触，经流式细胞仪检测EpCAM+细胞的比例。

[0084] 结果显示，三因子感染后的肝癌细胞中EpCAM+的细胞比例明显降低(图9)。EpCAM+

是肿瘤干细胞的特异标志物，EpCAM+细胞比例降低，表明三因子能促进肿瘤干细胞分化。

[0085] 实施例10三因子腺病毒治疗病人来源皮下荷瘤。

[0086] 将病人来源肝癌组织，以大约0.5cm3体积接种于裸鼠腋下皮肤下，1个月后待肿瘤

长到大小为500cm3后于瘤内注射总pfu(蚀斑形成单位)为1×1010三因子腺病毒，对照组注

射相同pfu(蚀斑形成单位)量GFP腺病毒，隔天注射并测量瘤体大小变化。

[0087] 结果显示，治疗两周后，实验组裸鼠肿瘤较对照组体积明显减少(图10)。

[0088] 以上已对本发明创造的较佳实施例进行了具体说明，但本发明创造并不 限于所

述实施例，熟悉本领域的技术人员在不违背本发明创造精神的前提下还可作出种种的等同

的变型或替换，这些等同的变型或替换均包含在本申请权利要求所限定的范围内。
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