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摘要： 目的　 探索槲皮素对结直肠癌细胞 ＳＷ６２０ 迁移和侵袭的影响。 方法　 不同浓度 （０、 ２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 槲

皮素处理 ＳＷ６２０ 细胞后， ＭＴＴ 法检测细胞存活率， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞迁移和侵袭， ＲＴ⁃ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测

ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ、 蛋白表达。 结果　 槲皮素呈剂量和时间依赖性地降低 ＳＷ６２０ 细胞存活率、 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达。 最佳浓

度、 处理时间分别为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ４８ ｈ， 细胞迁移和侵袭显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 敲低 ＳＴＡＴ３， ＳＷ６２０ 细胞存活率、 迁移

和侵袭数目明显减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＳＴＡＴ３ 过表达显著逆转槲皮素对细胞存活率、 迁移和侵袭的抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
结论　 槲皮素可通过调控 ＳＴＡＴ３ 表达来抑制 ＳＷ６２０ 细胞迁移和侵袭。
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　 　 结直肠癌是常见的消化系统恶性肿瘤， 其发病

率和死亡率呈逐年上升趋势［１］， 发病率在恶性肿

瘤中排名第 ４ 位， 死亡率居第 ５ 位［２］。 手术、 放

疗、 化疗为结直肠癌主要治疗方式， 但毒副作用较

大， 预后效果不佳［３］， 故寻找毒副作用较小的高

效药物具有重要意义。
槲皮素是一种存在于车前子、 紫花地丁等多种

中药中的黄酮类化合物， 具有抗菌消炎、 保护心血

管、 抗肿瘤等作用［４］， 能诱导细胞凋亡， 抑制细

胞增殖， 延长细胞周期， 调节肿瘤相关基因表达，
在乳腺癌、 卵巢癌、 肝癌等多种恶性肿瘤中发挥抑

制作用［５⁃７］。 Ａｖｉｎａｂａ 等［８］ 发现， 槲皮素可通过调

节 ＳＴＡＴ３ 信号通路来诱导非小细胞肺癌 Ａ５４９ 细胞

凋亡； Ｙａｎｇ 等［９］ 报道， 槲皮素可通过调节 Ａｋｔ ／ ｃ⁃
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Ｍｙｃ 信号通路来诱导结直肠癌 ＨＴ⁃２９ 细胞凋亡， 使

细胞周期停滞， 从而抑制细胞增殖， 但尚无关于槲

皮素调控 ＳＴＡＴ３ 表达来影响结直肠癌 ＳＷ６２０ 细胞

迁移、 侵袭的报道。 因此， 本实验观察槲皮素对

ＳＷ６２０ 细胞活力、 迁移、 侵袭的抑制作用， 以及

对 ＳＴＡＴ３ 表达的影响， 探讨相关作用机制。
１　 材料

人正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０、 人结肠癌细胞

ＳＷ６２０ 购自中国典型培养物保藏中心 （ＣＣＴＣＣ）。
胎牛血清、 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、 二甲基亚砜 （ＤＭ⁃
ＳＯ） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 槲皮素、 胰蛋白酶购

自北京索莱宝科技有限公司； ＢＣＡ 试剂盒、 ＰＢＳ
缓冲 液、 ＭＴＴ 试 剂 盒 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小 室 购 自 美 国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公 司； β⁃ａｃｔｉｎ、
ＳＴＡＴ３ 一抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； ＨＲＰ 二抗购自

上 海 碧 云 天 生 物 科 技 公 司； Ｔｒｉｚｏｌ 试 剂、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ ２０００、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 试剂盒购自美

国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒、 荧光定

量试剂盒购自宝生物工程 （大连） 有限公司；
ＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司； ＡＢＩ⁃７３００ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪购自上海普迪生物技术有限公司；
ＮａｎｏＤｒｏｐ 微量核酸测定仪购自美国赛默飞世尔科

技公司； 凝胶成像分析仪购自柯达公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养及转染　 含 １０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养 ＮＣＭ４６０、
ＳＷ６２０ 细胞， 每 ２ ｄ 换液 １ 次， 细胞汇合度达到

８０％后用 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化并传代， 待细胞生长状

态稳定后取对数生长期细胞用于后续实验。 收集汇

合度约 ５０％ 的 ＳＷ６２０ 细胞， 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ
２０００ 转 染 试 剂 说 明 书 分 别 加 入 转 染 试 剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 与 ｓｉ⁃ＮＣ、 ｓｉ⁃ＳＴＡＴ３、 ｐｃＤＮＡ、
ＳＴＡＴ３， 并依次标记为 ｓｉ⁃ＮＣ 组、 ｓｉ⁃ＳＴＡＴ３ 组、 槲

皮素＋ｐｃＤＮＡ 组、 槲皮素＋ＳＴＡＴ３ 组。
２􀆰 ２　 给 药 及 分 组 　 ＤＭＳＯ 溶解槲皮素， 配成

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ贮备液， 于 － ２０ ℃ 下保存， 使用时用

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液稀释， 用于细胞培养。 将其加入

到 ＳＷ６２０ 细胞培养液中， 槲皮素终浓度分别为 ０、
２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ， 重复 ５ 次， 各组细胞置于细

胞培养箱中， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下常规培养 ２４ ｈ，
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ槲皮素处理的细胞分别培养 ０、 ２４、 ４８、
７２ ｈ， 每组重复 ５ 次。
２􀆰 ３　 细胞存活率检测 　 采用 ＭＴＴ 法。 取槲皮素

０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组、

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ组， ｓｉ⁃ＮＣ 组， ｓｉ⁃ＳＴＡＴ３ 组细胞， 在转

染后的槲皮素＋ｐｃＤＮＡ 组和槲皮素＋ＳＴＡＴ３ 组细胞

培养液中加入槲皮素， 调整终浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ。
培养 ２４ ｈ 后， 各组细胞加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 孵育 ４ ｈ，
弃去培养基， 每孔加 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 振荡溶解

１０ ｍｉｎ， 酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长处各孔光密度

（ＯＤ） 值， 计算存活率， 公式为存活率＝ （实验组

ＯＤ 值 ／对照组 ＯＤ 值） ×１００％ 。
２􀆰 ４　 细胞迁移和侵袭检测　 采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法。 各

组细胞加入 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 丝裂霉素 Ｃ 干预 ２４ ｈ 以抑

制细胞分裂， 培养结束后加入适量胰酶消化， ＰＢＳ
缓冲液清洗后用无血清培养基重悬细胞， 调整密度

为 ３×１０４ ／ ｍＬ， 取 ２００ μＬ 接种于包被、 未包被基质

胶的小室中， 放到含完全培养基的下室中常规培养

２４ ｈ， 弃去多余培养基， ＰＢＳ 缓冲液洗涤后加入

４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ， ０􀆰 １％ 结晶紫染色１０ ｍｉｎ，
显微镜观察并随机选取 ６ 个视野拍照， 计数。
２􀆰 ５　 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达检测 　 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法。
收集各组对数生长期的细胞， 充分研磨后加入

Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ， ＮａｎｏＤｒｏｐ 微量核酸测定仪

检测 ＲＮＡ 纯度和浓度， 凝胶电泳系统检测 ＲＮＡ 完

整性。 ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡ， 按照 ＴａＫａＲａ 荧光定量试剂盒使用说明配

制反应体系， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 置于 ＡＢＩ⁃７３００ 实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行扩增， 每个样品重复 ３
次， 引物序列见表 １， 采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分析。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 ５′⁃３′
ＳＴＡＴ３ 正向 ＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡＣ
ＳＴＡＴ３ 反向 ＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＴＣＣＴＧＧＣＡＡＧＡＡＴＧＧＡＧＡＴ
β⁃ａｃｔｉｎ 反向 ＡＡＴＣＣＡＣＧＡＧＣＡＣＣＣＴＧＡ

２􀆰 ６　 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达检测 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法。
各组细胞超声粉碎后， 加入含蛋白酶抑制剂的

ＲＩＰＡ 裂解液裂解 ５ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 收集上清， ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度。 取

５０ μＬ 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 结束后转至 ＰＶＤＦ
膜， ５％ 脱脂奶粉 ＰＢＳＴ 封闭 ２ ｈ， 加入稀释过的 β⁃
ａｃｔｉｎ 或 ＳＴＡＴ３ 单克隆抗体， 一抗于 ４ ℃下孵育过

夜， ＰＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 加入 ＨＲＰ 标记的二抗室温孵

育 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 漂洗 ３ 次， ＥＣＬ 试剂显色， 凝胶成像

系统拍照。 每个样品重复 ３ 次。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分
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析和 ＳＮＫ⁃ｑ 法， 不同时间点数据比较采用重复测

量方差分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 槲皮素对 ＳＷ６２０ 细胞存活率的影响　 图 １ 显

示， 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ

槲皮素处理后细胞存活率显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 考

虑到成本方面， 选择 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ； 与对照组 （０ ｈ）
比较， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后其存

活率也显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 考虑到效率

方面， 选择 ４８ ｈ。

注： Ａ 为不同浓度槲皮素处理 ２４ ｈ 对 ＳＷ６２０ 细胞存活率的影响， Ｂ 为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处理不同时间对

ＳＷ６２０ 细胞存活率的影响。 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ 或 ０ ｈ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 槲皮素对 ＳＷ６２０ 细胞存活率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＳＷ６２０ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ２　 槲皮素对 ＳＷ６２０ 细胞迁移、 侵袭的影响　 图

２ 显示， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处理 ４８ ｈ 后， 细胞迁移

数目、 侵袭数目较对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： Ａ 为槲皮素对 ＳＷ６２０ 细胞迁移数目的影响， Ｂ 为槲皮素对 ＳＷ６２０ 细胞侵袭数目的影响。 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 槲皮素对 ＳＷ６２０ 细胞迁移、 侵袭的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＳＷ６２０ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ３　 槲皮素对 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达的影响　 图 ３ 显

示， 与 ＮＣＭ４６０ 细胞组比较， ＳＷ６２０ 细胞组 ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ 表 达 显 著 上 调 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； 与 对 照 组

（０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处理后

其 ｍＲＮＡ 表达显著下调 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与对照组

（０ ｈ） 比较， 处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后其 ｍＲＮＡ 表达

也显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ 为 ＳＴＡＴ３ 在人正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０、 结直肠癌细胞 ＳＷ６２０ 中的表达， Ｂ 为不同浓度槲皮素处理 ２４ ｈ 对 ＳＴＡＴ３ 表达的影

响， Ｃ 为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处理不同时间对 ＳＴＡＴ３ 表达的影响。 与 ＮＣＭ４６０ 组比较，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ 或 ０ ｈ） 比

较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 槲皮素对 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１８０２
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３􀆰 ４　 敲低 ＳＴＡＴ３ 对 ＳＷ６２０ 细胞存活率、 迁移、 侵袭

的影响　 图 ４ 显示， 敲低 ＳＴＡＴ３ 后其蛋白表达显著下

调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较， ｓｉ⁃ＳＴＡＴ３ 组细胞存

活率、 迁移数目、 侵袭数目显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： Ａ 为 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达， Ｂ 为细胞存活率， Ｃ 为细胞迁移数目， Ｄ 为细胞侵袭数目。 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ４　 敲低 ＳＴＡＴ３ 对 ＳＷ６２０ 细胞存活率、 迁移、 侵袭的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＳＷ６２０ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ５　 过表达 ＳＴＡＴ３ 对 ＳＷ６２０ 细胞存活率、 迁移、
侵袭的影响　 图 ５ 显示， 与对照组比较， 槲皮素组

ＳＴＡＴ３ 蛋白表达显著下调 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 而过表达

ＳＴＡＴ３ 后槲皮素＋ＳＴＡＴ３ 组蛋白表达显著上调 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 槲皮素组细胞存活率、 迁移数目、 侵袭数

目显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而过表达 ＳＴＡＴ３ 后槲皮

素＋ＳＴＡＴ３ 组生存、 迁移、 侵袭能力显著增强 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。

注： 与对照组或槲皮素＋ｐｃＤＮＡ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ５　 过表达 ＳＴＡＴ３ 对 ＳＷ６２０ 细胞存活率、 迁移、 侵

袭的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＳＷ６２０ ｃｅｌｌｓ

４　 讨论

结直肠癌发生与年龄、 性别、 遗传等多种因素

有关， 我国结直肠癌患者主要为中老年人， 其中男

性居多［１０］。 目前， 手术是主要治疗手段， 辅以放

疗、 化疗， 但对患者毒副作用较强， 影响患者预后

生活质量。 研究显示， 中药在结直肠癌治疗中能提

高机体免疫力， 减轻放疗、 化疗引起的不良反应，
提高预后生存率［１１］。

槲皮素在肿瘤细胞中能阻滞细胞周期， 诱导细

胞凋亡［１２］， 例如在肺癌细胞中通过抑制极光激酶

Ｂ （Ａｕｒｏｒａ Ｂ） 活性来抑制肿瘤生长［１３］； 在胃癌细

胞中通过调节基质金属蛋白酶、 核转录因子⁃κＢ、
细胞外调节蛋白激酶 （ＥＲＫ１ ／ ２） 表达来抑制细胞

迁移和侵袭， 发挥抗肿瘤转移的作用［１４］； 在胶质

母细胞瘤细胞中通过调节 ＳＴＡＴ３ 表达来抑制癌细

胞增殖、 迁移、 侵袭［１５］； 在结直肠癌的研究中不

仅能通过调节 Ａｋｔ ／ ｃ⁃Ｍｙｃ 信号通路来诱导细胞凋

亡， 抑 制 细 胞 增 殖［９］， 还 能 通 过 调 节 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路来延长细胞周期， 抑制细胞凋

亡［１６］。 本实验发现， 槲皮素能呈剂量、 时间依赖

性地抑制 ＳＷ６２０ 细胞存活率、 迁移、 侵袭， 以

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ下处理 ４８ ｈ 效果最佳， 同时也能呈剂

量、 时间依赖性地抑制 ＳＴＡＴ３ 表达。
ＳＴＡＴ３ 是信号转导与转录活化因子 （ ＳＴＡＴ）

家族的一员， 能调节与细胞周期、 免疫应答等相关

基因的表达， 并参与血管生成、 细胞增殖、 凋亡等

生物过程， 是 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中的重要因

子［１７⁃１８］， 存在于多种肿瘤细胞中， 激活时能抑制

癌细 胞 凋 亡， 促 进 肿 瘤 发 生［１９］。 研 究 表 明，
ＳＴＡＴ３ 能通过靶向 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘｌ、 细胞周期蛋白

Ｄ１ 等下游靶基因来调节乳腺癌肿瘤的生长［２０］， 敲

除 ＳＴＡＴ３ 能抑制 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘｌ 表达， 诱导卵巢癌

细胞凋亡［２１］； 干扰 ＳＴＡＴ３ 表达能促进结直肠癌细

胞凋亡， 抑制细胞侵袭［２２⁃２３］； Ｚｈａｎｇ 等［２４］ 报道，
２８０２
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激活 ＳＴＡＴ３ 信号传导途径能增强结直肠癌细胞生

长、 转移， 促进肿瘤发生。 本实验发现， 敲低

ＳＴＡＴ３ 能抑制 ＳＷ６２０ 细胞存活、 迁移、 侵袭， 与

前期报道［２２⁃２４］ 一致； 槲皮素处理后， ＳＴＡＴ３ 蛋白

表达明显下调， 细胞存活率、 迁移和侵袭能力明显

减弱， 过表达 ＳＴＡＴ３ 能逆转槲皮素对 ＳＷ６２０ 细胞

迁移、 侵袭的抑制作用。
综上所述， 槲皮素能抑制 ＳＷ６２０ 细胞存活、

迁移、 侵袭， 其机制可能与抑制 ＳＷ６２０ 细胞中

ＳＴＡＴ３ 表达有关， 表明槲皮素可能对结直肠癌发生

发展具有抑制作用， 可为相关深入研究提供实验

基础。
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