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miR⁃370⁃3p 通过靶向 WNT7B 抑制 Wnt/β⁃catenin 通路调控 PKM2 介

导结直肠癌有氧糖酵解的研究
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［摘 要］ 目 的 ：探 讨 miR⁃370⁃3p 通 过 靶 向 WNT7B 调 控 Wnt/β⁃catenin 信 号 通 路 及 其 对 结 直 肠 癌

（colorectal cancer，CRC）细胞有氧糖酵解的影响。方法：采用 RT⁃qPCR 检测 CRC 及正常组织中 miR‑370‑3p
的表达，结合数据库分析其与患者预后的相关性。通过双荧光素酶报告实验验证 miR⁃370⁃3p 与 WNT7B 的

靶向结合。使用 CCK⁃8、细胞划痕实验、Transwell 和流式细胞术评估 miR⁃370⁃3p 对 CRC 细胞增殖、迁移、侵

袭及凋亡的影响，检测葡萄糖利用率、乳酸生成及糖酵解关键因子葡萄糖转运蛋白 1（facilitative glucose 
transporter1，GLUT1）和乳酸脱氢酶 A 型（lactate dehydrogenase A，LDHA）的表达。通过 Western blot 检测

Wnt/β⁃catenin 通路相关蛋白（如 β⁃catenin、TCF⁃4、c⁃Myc、CyclinD1）的表达，通过免疫共沉淀和免疫荧光观

察 β⁃catenin 与丙酮酸激酶 M2 型（pyruvate kinase M2，PKM2）的结合及其核转位。采用 Spearman 相关分析

方法评估 β⁃catenin 与糖酵解关键因子（GLUT1、LDHA）表达的相关性。结果：miR‑370‑3p 在 CRC 组织中表

达明显低于正常组织，且与患者的年龄、临床分期和淋巴结转移明显相关（P<0.05）。功能实验结果表明，

miR⁃370⁃3p 通过靶向 WNT7B 抑制 Wnt/β⁃catenin 信号通路，明显抑制 CRC 细胞的增殖、迁移、侵袭及有氧

糖酵解，促进细胞凋亡（P<0.01）。进一步研究发现，miR⁃370⁃3p 通过降低 β⁃catenin 的活性，抑制其与 PKM2
在细胞核中的结合，下调 GLUT1 和 LDHA 的表达，从而抑制有氧糖酵解。结论：miR⁃370⁃3p 通过靶向

WNT7B 抑制 Wnt/β⁃catenin 信号通路，降低 β⁃catenin 与 PKM2 的核内结合，下调 GLUT1 和 LDHA 的表达，

从而抑制 CRC 细胞的有氧糖酵解和增殖，促进凋亡。本研究为 CRC 的靶向治疗提供了新的潜在策略。
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［Abstract］ Objective： To investigate the effects of miR⁃370⁃3p on aerobic glycolysis in colorectal cancer （CRC） cells by tar⁃

geting WNT7B and regulating the Wnt/β⁃catenin signaling pathway. Methods： RT⁃qPCR was used to detect the expression levels 
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of miR‑370‑3p in CRC and normal tissues， and database analysis was performed to assess its correlation with patient prognosis. A 
dual⁃luciferase reporter assay was conducted to verify the direct binding of miR⁃370⁃3p to WNT7B. The effects of miR⁃370⁃3p on 
CRC cell proliferation， migration， invasion， and apoptosis were evaluated using CCK⁃8， wound healing assay， Transwell and 
flow cytometry assays. Glucose utilization， lactate production， and the expression levels of key glycolytic factors， including facilita⁃
tive glucose transporter 1 （GLUT1） and lactate dehydrogenase A （LDHA） were assessed. Western blot was performed to exam ⁃
ine the expression of Wnt/β⁃catenin pathway components， including β⁃catenin， TCF⁃4， c⁃Myc， and Cyclin D1. 
Co⁃immunoprecipitation and immunofluorescence assays were used to investigate the interaction between β⁃catenin and pyruvate ki⁃
nase M2 （PKM2） and their nuclear localization. Finally， Spearman correlation analysis was conducted to evaluate the relationship 
between β⁃catenin and key glycolytic factors （GLUT1 and LDHA）. Results： miR‑370‑3p was significantly downregulated in 
CRC tissues and showed a significant association with patient age， clinical stage， and lymph node metastasis （P<0.05）. Function⁃
al experiments demonstrated that miR⁃370⁃3p inhibited the Wnt/β⁃catenin signaling pathway by targeting WNT7B， thereby sup⁃
pressing CRC cell proliferation， migration， invasion， and aerobic glycolysis while promoting apoptosis （P<0.01）. Further studies 
revealed that miR⁃370⁃3p reduced β⁃catenin activity， inhibited its nuclear interaction with PKM2， and downregulated GLUT1 and 
LDHA expression， thereby suppressing aerobic glycolysis. Conclusion： miR-370-3p inhibits the Wnt/β -catenin signaling path⁃
way， reduces the nuclear binding of β -catenin and PKM2 by targeting WNT7B， leads to the downregulation of GLUT1 and 
LDHA expression， thereby inhibiting aerobic glycolysis and proliferation of CRC cells and promoting apoptosis. These findings 
provide a potential therapeutic target for CRC treatment. 

［Key words］ miR⁃370⁃3p； WNT7B； Colorectal cancer； Glycolysis； β⁃catenin

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全球最常

见的恶性肿瘤之一，其发病率在各种恶性肿瘤中排

名第 3 位，死亡率排名第 2 位，对人类健康构成严重

威胁［1］。近年来，50 岁以下年轻患者的发病率呈明

显上升趋势［2］。由于早期症状不明显，大多数患者

确诊时已处于中晚期或伴随远处转移，导致转移性

CRC 患者的 5 年生存率低于 15%［3］。目前，晚期或

转移性 CRC 的治疗手段仍然受限：手术难以根治，

放化疗虽为常规治疗方式但疗效有限且伴随明显

毒副作用，靶向治疗在特定基因型患者中有效，但

耐药问题严重［4］。因此，CRC 的治疗仍面临巨大挑

战，特别是针对转移性 CRC，亟需探索新的分子机

制和靶向治疗策略，以提高患者的临床预后。因

此，阐明 CRC 的发生和发展机制，寻找分子水平上

的早期诊断和靶向治疗措施，已成为当前癌症研究

的重点和难点。

研究表明，丙酮酸激酶 M2 型（pyruvate kinase 
M2，PKM2）介导的有氧糖酵解在肿瘤的发生和发

展中发挥着重要作用［5］。Warburg 效应指出［6，7］，癌

细胞需要获取足够的能量以维持生长和增殖，因而

大多数癌组织主要依赖有氧糖酵解进行快速能量

供应，这一过程在癌细胞增殖和恶性进展中起着关

键作用［8，9］。同时，越来越多的研究发现，CRC 细胞

的有氧糖酵解与其增殖、凋亡、侵袭、迁移和药物耐

受等生物行为密切相关［10，11］。与正常细胞主要依赖

线粒体氧化磷酸化不同，肿瘤细胞即使在氧气充足

的情况下，仍倾向于通过糖酵解获取能量，从而创

造出有利于自身生长的酸性环境［12］。因此，阐明

PKM2 等关键酶调控有氧糖酵解的分子机制，对开

发靶向肿瘤代谢的治疗策略具有重要意义［13］。

microRNA（miRNA）是一类非编码 RNA，主要

通过转录和表观遗传方式调控基因表达，从而影响

多种生理过程。越来越多的研究表明，miRNAs 在
肿瘤细胞的有氧糖酵解中发挥关键作用［8］。已有研

究显示，miR⁃370⁃3p 在膀胱癌、乳腺癌等多种癌症

中被报道为重要的癌症相关 miRNA［14，15］。然而，

miR⁃370⁃3p 对 CRC 有氧糖酵解的具体影响仍不

明确。

本研究表明，miR⁃370⁃3p 通过靶向 WNT7B 介

导的 Wnt/β⁃catenin 信号通路抑制 PKM2，从而通过

调控有氧糖酵解过程抑制 CRC 的侵袭和转移。本

研究结果为进一步阐明 CRC 的分子机制提供了新

的见解，并为未来 CRC 的靶向治疗策略奠定了理论

基础。

1 材料与方法  
1.1　数据库分析

使用 UALCAN 数据库（http：//ualcan.path.uab.
edu/index.html）分析 CRC 中的 mRNA 和 miRNA 表

达，并探讨其与临床病理参数（患者年龄、临床分

期、淋巴结转移 N 分期）的关系。同时，利用 Star⁃
base 数据库（https：//starbase.sysu.edu.cn/）验证基

因间的相关性。

1.2　伦理声明和临床样本

本研究已获得海南省人民医院临床伦理管理

委员会的批准［编号：医伦研（2021）246 号、医伦研

（2022）240 号］。在 2022 年 8~11 月期间，从海南省
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人民医院胃肠外科收集 30 对 CRC 及癌旁正常组织

（距肿瘤组织 10 cm）的手术切除样本。

1.3　细胞培养和转染

人结肠癌 SW480 细胞在含 10% 胎牛血清的

RPMI1640 培养基中于 37 ℃、5% CO ₂培养箱中培

养，传代 3~4 d 后，取对数生长期细胞进行实验。将

SW480 细胞接种于 6 孔板中，密度为 1×10⁶个细胞/
孔。培养 24 h 后，使用 Lipofectamine® 2000（Invitro⁃
gen；Thermo Fisher Scientific， Inc.）转染 miR⁃370⁃3p 
mimics （50 nmol/L； 5'⁃GCCUGCUGGGGUGG 
AACCUGGU⁃3'）、miR⁃370⁃3p 抑制剂（100 nmol/L；

5'⁃ACCAGGUUCCACCCCAGCAGGC⁃3'）、miR ⁃
370⁃3p mimics 对照（50 nmol/L；5'⁃UU GUACUAC 
ACAAAAGUACUG⁃3'）和 miR⁃370⁃3p 抑制剂对照

（100 nmol/L；5'⁃CAGUACUUUUGUGUAGUAC 
AA⁃3'，均 来 自 广 州 锐 博 生 物 技 术 有 限 公 司）。

WNT7B 过 表 达 质 粒 pcDNA3.1/WNT7B 和

WNT7B 敲低质粒 pcDNA3.1/sh⁃WNT7B 分别用于

WNT7B 过表达和敲低，空 pcDNA3.1 载体或 sh⁃NC
作为相应的阴性对照。当细胞达到 80% 汇合度时，

在 37 ℃下用 Lipofectamine 2000 按照实验分组进行

转染或共转染。

miR⁃370⁃3p 功能实验分为 miR⁃370⁃3p mimics
阴性对照组（NC⁃mimics 组）、miR⁃370⁃3p 模拟物组

（miR⁃370⁃3p mimics 组）、miR⁃370⁃3p inhibitor 阴性

对 照 组（NC⁃inhibitor 组）和 miR⁃370⁃3p 抑 制 剂 组

（miR⁃370⁃3p inhibitor 组）。回复实验分为阴性对照

组（NC 组）、miR⁃370⁃3p mimics 组、miR⁃370⁃3p 模拟

物 +WNT7B 过 表 达 组（miR⁃370⁃3p mimics+ov ⁃
WNT7B 组）、miR⁃370⁃3p inhibitor 组和 miR⁃370⁃3p
抑 制 剂 +WNT7B 敲 低 组（miR⁃370⁃3p inhibitor+
sh⁃WNT7B 组）。

1.4　RT⁃qPCR 检测

使 用 TRIzol（Invitrogen）提 取 各 组 细 胞 的 总

RNA，并测定其浓度。根据 PrimeScript RT 试剂盒

（Takara Bio，Inc.）说明进行逆转录以获得 cDNA。

采 用 SYBR Premix Ex Taq（Takara Bio，Inc.）和

ABI 7500 快速实时 PCR 系统（Applied Biosystems；
Thermo Fisher Scientific，Inc.）进行 qPCR 反应，以

β‑actin 作为内参基因。相对表达量通过 2−ΔΔCt法计

算。所有引物由广州锐博生物技术有限公司合成。

1.5　双荧光素酶报告基因实验

使用 Lipofectamine 2000 分别将含有 WNT7B 
3'UTR 的野生型荧光素酶报告载体（WT⁃WNT7B）
和突变型荧光素酶报告载体（MUT⁃WNT7B）与

miR⁃370⁃3p 模拟物（miR⁃370⁃3p mimics）及阴性对

照（miR⁃NC）共转染至细胞中。转染 48 h 后收集各

组细胞，按照双荧光素酶报告基因检测试剂盒说明

书测定荧光素酶活性。

1.6　Western blot检测

使用 RIPA裂解液提取细胞总蛋白，并通过 BCA
蛋白浓度测定试剂盒（Pierce；Thermo Fisher Scientif⁃
ic， Inc.）测定总蛋白浓度。 50 μg 蛋白样品经过

SDS⁃PAGE（10% 凝胶）电泳后转移至 PVDF膜（Mil⁃
lipore），用 5% BSA 进行封闭，随后加入一抗：β⁃actin
（1∶5 000，Abcam）、WNT7B（1∶2 000，Abcam）、CTN⁃
NB1（1∶1 000，Abcam）、PKM2（1∶1 000，Abcam）、

GLUT1（1∶1 000，Abcam）和 LDHA（1∶1 000，Ab⁃
cam），在 4 ℃下孵育过夜。加入 HRP 标记的二抗后

在室温下孵育 1 h。使用 ECL 显影液进行显影，利

用 ImageJ软件（NIH）分析条带灰度值。

1.7　细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡检测

采用 CCK⁃8 法检测细胞增殖：将细胞接种于 96
孔板中，加入 10 μL CCK⁃8 溶液，37 ℃孵育 2 h，使用

酶标仪（BioTek Instruments， Inc.）测定 450 nm 处的

吸光度。通过划痕实验检测细胞迁移：将细胞接种

于 6 孔板中，用移液器尖端刮伤细胞单层，使用 PBS
洗涤以去除悬浮细胞和碎片，随后在含 2% FBS 的

RPMI⁃1640 培 养 基 中 培 养 24 h。 用 倒 置 显 微 镜

（Olympus Corporation）拍照并计算迁移距离。通过

Transwell 小室检测细胞侵袭：用 Matrigel（BD Bio⁃
sciences）包被 Transwell 小室（8 μm 孔径），将细胞

接种于上室，向下室添加含 10% FBS 的培养基，

37 ℃孵育 24 h。用棉签擦去上室未侵袭细胞，使用

0.1% 结晶紫染色下室细胞，在显微镜下计数侵袭细

胞。采用流式细胞术检测细胞凋亡：用不含乙二胺

四乙酸（EDTA）的胰酶消化各组细胞，磷酸盐缓冲

液（PBS）洗涤 2 次，离心后加入结合缓冲液重悬细

胞，调整细胞浓度为 1×10⁶个/mL。取 100 μL 细胞

悬液加入流式管，加入 5 μL Annexin V⁃FITC，混匀

后室温避光孵育 10 min，再加入 10 μL PI溶液，继续

孵育 5 min，最后补加 PBS 至 500 μL，上机检测细胞

凋亡情况。

1.8　 β⁃catenin 与 PKM2 相 互 作 用 及 亚 细 胞 定 位

检测

采用免疫共沉淀技术（Co⁃IP））检测蛋白相互作

用：取 500 μg 细胞总蛋白，经山羊抗兔 IgG（1∶2 000）
和 Protein G 琼脂糖珠 4 ℃预清除 1 h 后，分别加入

β⁃catenin 或 PKM2 抗体（1∶200）4 ℃孵育过夜，再与

Protein G 琼脂糖珠 4 ℃结合 4 h。用含 0.5% NP⁃40
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的 NETN 缓冲液（20 mmol/L Tris⁃Cl，pH 8.0）梯度

洗涤（900→100 mmol/L NaCl 各 3 次），热变性后行

Western blot 检测。同时采用免疫荧光技术分析亚

细胞定位：细胞接种于爬片培养 24 h 后，4% 多聚甲

醛固定 15 min，0.2% Triton X⁃100 通透 5 min，5% 
BSA 封 闭 30 min；分 别 加 入 β⁃catenin（1∶250）和

PKM2（1∶100）抗体 4 ℃孵育过夜，荧光二抗室温避

光孵育 1 h，DAPI 染核 5 min，封片后激光共聚焦显

微镜观察。

1.9　统计学处理

使用 SPSS 22.0 软件进行统计分析。符合正态

分布的计量资料以 x̄ ± s 表示。2 组比较采用独立

样本 t 检验，多组比较采用单因素方差分析（ANO⁃
VA），并进行 Tukey 两两比较。P<0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结果  
2.1　 Hsa⁃miR⁃370⁃3p（miR⁃370⁃3p）在 CRC 中的表

达及其与 WNT7B 的靶向关系

为明确 miR⁃370⁃3p 在 CRC 中的表达及其与

WNT7B 的调控关系，本研究利用 UALCAN 数据

库中 TCGA 结肠腺癌（colon adenocarcinoma，CO⁃
AD）队列的数据，对 CRC 组织与正常组织中的

miR⁃370⁃3p 表达进行了分析。结果显示，与正常组

织相比，CRC 组织中 miR⁃370⁃3p 的表达明显降低。

此外，miR⁃370⁃3p 的表达与 CRC 患者的年龄、临床

分 期 和 淋 巴 结 转 移 密 切 相 关（图 1A），提 示

miR⁃370⁃3p 可能在抑制 CRC 的恶性演变中发挥作

用 。 随 后 ，通 过 RT⁃qPCR 实 验 进 一 步 确 认 了

miR‑370‑3p 在 CRC 中 的 表 达 情 况 。 结 果 表 明 ，

miR‑370‑3p 在 CRC 中明显下调（图 1B）。为探讨

miR⁃370⁃3p 与 WNT7B 的相关性，使用 Starbase 数

据库进行分析，结果显示两者之间可能存在相关性

（r=0.048，P=0.314）（图 1C）。 进 一 步 通 过 Tar⁃
getScan 数据库查询了 miR⁃370⁃3p 与 WNT7B 的结

合位点，结果表明确实存在潜在的结合位点（图

1D）。此外，双荧光素酶报告基因实验显示，转染

miR⁃370⁃3p 模拟物后，，野生型（WT）WNT7B 的荧

光素酶活性明显下降，，而突变型（MUT）WNT7B 则

无明显变化，进一步证明 miR⁃370⁃3p 能够靶向结合

WNT7B（图 1E）。

A ：UALCAN 分析 miR⁃370⁃3p 在 CRC 组织中的表达及其临床意义；B：RT⁃qPCR 检测 miR‑370‑3p 的表达；C：Starbase 分析 miR⁃370⁃3p 与

WNT7B 的相关性；D：TargetScan 预测 miR⁃370⁃3p 与 WNT7B 的结合位点；E： 双荧光素酶报告基因实验验证 miR⁃370⁃3p 与 WNT7B 的靶向

结合；**P<0.01； ns：无统计学意义

图 1　miR⁃370⁃3p 在 CRC 中低表达并与 WNT7B 存在靶向关系

Fig 1　miR‑370‑3p is downregulated in colorectal cancer and targets WNT7B
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2.2　miR⁃370⁃3p 对 CRC 细胞增殖、侵袭、迁移、凋

亡的影响

为评估 miR⁃370⁃3p 对 CRC 细胞的影响，进行

了系列细胞功能实验。RT⁃qPCR 结果显示，过表达

miR‑370‑3p 后，其表达明显增加；敲除 miR‑370‑3p
则导致表达明显降低（图 2A）。CCK8 实验结果表

A：RT⁃qPCR 检测 miR‑370‑3p 表达；B：CCK⁃8 检测细胞增殖；C、F：划痕实验检测细胞迁移（其中 C 图放大倍数为×40，比例尺 200 μm）；

D、G：Transwell检测细胞侵袭和迁移（其中 D 图放大倍数为×200，比例尺 50 μm）；E、H：流式细胞术检测细胞凋亡；**P<0.01，*P<0.05
图 2　miR⁃370⁃3p 抑制 CRC 细胞的增殖、侵袭、迁移，促进凋亡

Fig 2　miR‑370‑3p suppresses proliferation， invasion， migration， and promotes apoptosis in colorectal cancer cells
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明，过表达 miR‑370‑3p 明显抑制 CRC 细胞的增殖，

而敲除 miR‑370‑3p 则明显促进细胞增殖（图 2B）。

划痕实验结果显示，过表达 miR‑370‑3p 明显抑制了

CRC 细胞的迁移，敲除 miR‑370‑3p 则明显促进细胞

迁 移（图 2C、F）。 Transwell 实 验 表 明 ，过 表 达

miR‑370‑3p 明显抑制 CRC 细胞的侵袭和迁移，敲除

miR‑370‑3p 明显促进这些过程（图 2D、G）。此外，

细胞凋亡实验结果显示，过表达 miR‑370‑3p 明显促

进了 CRC 细胞的凋亡，而敲除 miR‑370‑3p 则明显

抑 制 了 细 胞 凋 亡（图 2E、H）。 这 些 结 果 表 明 ，

miR⁃370⁃3p 能够抑制 CRC 细胞的增殖、迁移和侵

袭，同时促进细胞凋亡。

2.3　miR⁃370⁃3p 通过调节 GLUT1 和 LDHA 表达

抑制 CRC 细胞的有氧糖酵解

为进一步明确 miR⁃370⁃3p 对有氧糖酵解的影

响，通过 RT⁃qPCR 检测了糖酵解途径关键因子

GLUT1 和 LDHA 的 表 达 。 结 果 显 示 ，过 表 达

miR‑370‑3p 明 显 抑 制 了 CRC 细 胞 中 GLUT1 和

LDHA 的表达，敲除 miR‑370‑3p 明显促进了这 2 个

因子的表达（图 3A）。此外，检测葡萄糖消耗和乳酸

含量的结果显示，过表达 miR‑370‑3p 明显减少了

CRC 细 胞 的 葡 萄 糖 消 耗 和 乳 酸 生 成 ，敲 除

miR‑370‑3p 明显增加了葡萄糖消耗和乳酸含量（图

3B、C）。综上所述，miR⁃370⁃3p 可以有效抑制 CRC
细胞的有氧糖酵解。

2.4　 miR⁃370⁃3p 通 过 靶 向 WNT7B 抑 制 Wnt/
β⁃catenin 通路对 CRC 细胞有氧糖酵解的影响

为 确 定 miR⁃370⁃3p 靶 向 WNT7B 对 Wnt/

β⁃catenin 通路的影响，通过 Western blot分析了细胞

中 与 Wnt/β⁃catenin 信 号 通 路 相 关 的 β⁃catenin、
TCF⁃4、c⁃Myc 和 CyclinD1 的表达。结果显示，过表

达 miR‑370‑3p 明显降低了这些因子的表达。进一

步 地 ，过 表 达 WNT7B 可 以 逆 转 miR⁃370⁃3p 对

β⁃catenin、TCF⁃4、c⁃Myc 和 CyclinD1 的抑制作用。

相反，敲除 miR‑370‑3p 后，这些因子的表达明显升

高；敲除 WNT7B 则逆转了这一效应（图 4A、B）。

此外，通过 RT⁃qPCR 检测了糖酵解途径关键因子

GLUT1 和 LDHA 的 表 达 。 结 果 表 明 ，过 表 达

miR‑370‑3p 明 显 抑 制 了 CRC 细 胞 中 GLUT1 和

LDHA 的表达，而过表达 WNT7B 可逆转这一抑制

效应 ；敲除 miR‑370‑3p 则明显促进了 GLUT1 和

LDHA 的表达，而敲除 WNT7B 同样逆转了这一效

果（图 4C）。在葡萄糖消耗和乳酸含量的检测中，结

果显示过表达 miR‑370‑3p 明显减少了 CRC 细胞的

葡萄糖消耗和乳酸生成，过表达 WNT7B 也能逆转

这一现象；相反，敲除 miR‑370‑3p 则明显增加了葡

萄糖消耗和乳酸含量，而敲除 WNT7B 同样恢复了

这种变化（图 4D、E）。这些结果表明，miR⁃370⁃3p
通过靶向 WNT7B 抑制 Wnt/β⁃catenin 通路，从而影

响 CRC 细胞的有氧糖酵解。

2.5　PKM2 与 β⁃catenin 相互作用及其与糖解解途

径的关键因子 GLUT1 和 LDHA 表达的相关性

为验证 PKM2 与 β⁃catenin 之间的相互作用，采

用免疫共沉淀（Co⁃IP）检测两者结合情况。结果显

示，PKM2 可与 CRC 细胞中的 β⁃catenin 发生相互作

用（图 5A）。已有研究表明，EGFR 信号通路的激活

A：RT⁃qPCR 检测  GLUT1 和 LDHA 的 mRNA 表达；B：葡萄糖消耗量；C：乳酸生成量；**P<0.01，*P<0.05
图 3　miR⁃370⁃3p 抑制 CRC 细胞的有氧糖酵解

Fig 3　miR‑370‑3p suppresses aerobic glycolysis in colorectal cancer cells
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可诱导 PKM2 转位至细胞核，其中 PKM2 的 K433
位点能够与 c⁃Src 介导磷酸化的 β⁃catenin Y333 位点

结合［16］。为进一步明确 PKM2 与 β⁃catenin 的亚细

胞定位，通过免疫荧光实验检测两者的表达情况，

并利用激光共聚焦显微镜观察其定位模式。结果

显示，PKM2 和 β⁃catenin 主要共定位于细胞核内（图

5B），支持 PKM2 可能作为 β⁃catenin 的核内协同因

子，参与其转录调控功能。

为探讨 PKM2 与 β⁃catenin 及糖酵解关键分子

SLC2A1（GLUT1）和 LDHA 之间的潜在关联，通过

Starbase 数 据 库 分 析 了 CTNNB1（β⁃catenin）和

PKM2、SLC2A1（GLUT1）和 LDHA 之 间 的 相 关

性。结果显示，CTNNB1（β⁃catenin）与 PKM2（r=

0.009，P=8.38e⁃01）、SLC2A1（GLUT1）（r=0.129，
P=5.05e⁃03）和 LDHA（r=0.094，P=4.13e⁃02）基

因存在相关性（图 5C）。接着通过 UALCAN 数据

库验证了 CTNNB1（β⁃catenin）和 PKM2、SLC2A1
（GLUT1）和 LDHA 在 CRC 中的表达。发现与正

常 组 织 相 比 ，CRC 组 织 中 CTNNB1、PKM2、
SLC2A1 和 LDHA 的表达均明显上调（图 5D）。提

示 β⁃catenin 及其相关分子可能在 CRC 的糖代谢及

肿瘤进展中发挥关键作用。

综上所述，miR⁃370⁃3p 通过靶向 WNT7B 抑制

Wnt/β⁃catenin 信号通路，减少 PKM2 与 β⁃catenin 的

核内结合，从而下调 GLUT1 和 LDHA 的表达，最终

抑制 CRC 细胞的有氧糖酵解。

A、B： Western blot 检测 β⁃catenin、TCF⁃4、c⁃Myc 和 CyclinD1 蛋白表达；C： RT⁃qPCR 检测 GLUT1 和 LDHA 的 mRNA 表达；D：葡萄糖消耗

量；E：乳酸生成量；**P<0.01，*P<0.05
图 4　miR⁃370⁃3p 靶向 WNT7B 抑制 Wnt/β⁃catenin 通路从而抑制 CRC 细胞的有氧糖酵解

Fig 4　miR‑370‑3p suppresses aerobic glycolysis in colorectal cancer cells through targeting WNT7B and inhibiting the 
Wnt/β‑catenin pathway.
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3 讨论  
肿瘤细胞的能量代谢与正常细胞存在明显差

异。德国生化学家奥托·海因里希·瓦尔堡（Otto 
Heinrich Warburg）于 1924 年首次描述了肿瘤细胞

中的有氧糖酵解现象，即瓦尔堡效应［6］。目前，这种

代谢重编程现象已在多种肿瘤中得到证实，包括乳

腺癌［17］、肾癌［18］和 CRC［19］。此外有研究发现，miR⁃
NA 在肺癌的肿瘤代谢中发挥着重要的调控作

用［20］。同时有研究表明，miR⁃370⁃3p 在乳腺癌［15，21］

和膀胱癌［14，22，23］中表现出异常表达，但其在 CRC 中

的研究相对较少。本研究发现，miR⁃370⁃3p 在 CRC
组织中的表达明显下调，而其靶标 WNT7B 则明显

上调。体外实验结果显示，miR⁃370⁃3p 的过表达能

够明显抑制 CRC 细胞的增殖、迁移和侵袭能力，而

使用 miR⁃370⁃3p 抑制剂则明显促进了这些生物学

行为的发生。

研究发现，miRNA 能够调节丙酮酸激酶亚型 1 
（PKM1）和 PKM2 的表达［24］，从而实现对糖酵解的

调节。PKM2 是肿瘤发展中的重要组成部分，为肿

瘤细胞提供了代谢优势。糖酵解中间体可以作为

合成脂质、氨基酸和核酸的前体［25］。本课题组先前

研究显示，miR⁃370⁃3p 能够靶向结合 WNT7B 基

因［26］。WNT7B 作为 Wnt 配体，能够通过与细胞表

面受体 Frizzled 和 LRP5/6 的相互作用启动经典的

A：Co⁃IP 检测 PKM2 与 β⁃catenin 的相互作用；B：免疫荧光检测显示 PKM2 与 β⁃catenin 在细胞核中共定位；C：Starbase 分析 CTNNB1 与

PKM2、GLUT1、LDHA 相关性；D：UALCAN 分析 CTNNB1、PKM2、GLUT1、LDHA 在 CRC 中的表达

图 5　PKM2 与 β⁃catenin 的结合，β⁃catenin 与 PKM2、GLUT1 和 LDHA 的相关性及其在 CRC 中的基因表达

Fig 5　Binding interaction between PKM2 and β‑catenin， correlation analysis of β‑catenin with PKM2， GLUT1 and 
LDHA， and their gene expression profiles in colorectal cancer
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Wnt/β⁃catenin 信 号 转 导［27］ 。 在 静 息 状 态 下 ，

β⁃catenin 与钙黏蛋白（E⁃cadherin）结合以维持正常

的 细 胞 间 黏 附 ，而 少 量 游 离 的 β⁃catenin 则 与 含

GSK⁃3β 组成的蛋白降解复合体结合，进行磷酸

化［27，28］。 作 为 Wnt/β⁃catenin 通 路 的 核 心 成 分 ，

β⁃catenin 能够与 E⁃cadherin 和 α⁃catenin 结合形成复

合体，发挥细胞黏附作用，抑制细胞迁移［28，29］；同时，

肿瘤细胞为维持快速增殖，通常需要通过代谢重编

程满足能量及生物合成需求［30］。在肿瘤细胞中，

Wnt信号异常激活，复合体被降解，导致 β⁃catenin 在

细胞质中积累，当 β⁃catenin 达到一定水平时，它可

以激活细胞核中的 TCF⁃4，进而激活下游靶基因

c⁃Myc 和 Cyclin D1，导致肿瘤细胞的过度增殖，并

抑制凋亡［31］。此外，本课题组研究表明，WNT7B 在

CRC 组织中的表达明显上调，且与患者的临床分期

和淋巴结转移密切相关。双荧光素酶报告实验进

一步确认，miR⁃370⁃3p 通过直接靶向 WNT7B 的 3' 
UTR 区域抑制其表达，这一结果与本课题组先前的

研究一致［26］。

本研究中，miR⁃370⁃3p 通过靶向 WNT7B 抑制

Wnt/β⁃catenin 信号通路，降低 GLUT1 和 LDHA 的

表达，从而抑制 CRC 细胞的有氧糖酵解。这些结果

表明，miR⁃370⁃3p 在 CRC 的发生和发展中发挥了重

要的抑癌作用。此外，本研究发现，miR‑370‑3p 通

过抑制 Wnt/β⁃catenin 信号通路明显降低 CRC 细胞

的有氧糖酵解水平。具体而言，miR‑370‑3p 的过表

达明显下调了 Wnt/β⁃catenin 信号通路的关键因子，

如 β⁃catenin、TCF⁃4、c⁃Myc 和 CyclinD1。这些因子

的下调减少了 PKM2 与 β⁃catenin 在细胞核中的结

合，从而抑制了下游糖酵解关键因子 GLUT1 和

LDHA 的表达。这些结果表明，miR⁃370⁃3p 抑制了

CRC 细胞的有氧糖酵解。

为了进一步探究 miR⁃370⁃3p 通过靶向 WNT7B
影响 Wnt/β⁃catenin 信号通路和有氧糖酵解的机制，

本研究对 miR⁃370⁃3p 转染细胞中 WNT7B 的表达

进行了上调和下调实验。结果表明， WNT7B 过表

达可逆转 miR⁃370⁃3p 对 CRC 细胞增殖、迁移及糖

酵解的抑制作用，而 WNT7B 敲除则进一步增强了

miR⁃370⁃3p 的抑癌效果，显示出两者之间存在靶向

关系。

此外，有研究表明，PKM2 受到 EGF 或 EGFR
的 调 控 ，其 表 达 上 调 并 转 位 至 细 胞 核 ，随 后 与

β⁃catenin 的 相 互 作 用 促 进 了 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 ，

OTUB2 则 可 增 强 PKM2 的 稳 定 性 和 糖 酵 解 活

性［16，32］。既往研究发现，APC 突变导致 β⁃catenin 增

加，增强了 β⁃catenin 与 TCF4 的结合，进而增强其转

录活性［33］。PKM2 的增加进一步提升了其他糖酵解

酶的表达［34］，诱导了 Warburg 效应和 β⁃catenin 的再

激活［34，35］。本研究通过蛋白免疫共沉淀实验，确认

了 β⁃catenin 与 PKM2 的结合，并通过免疫荧光实验

检测到 β⁃catenin 和 PKM2 蛋白转位至细胞核。同

时，利用 Spearman 相关性分析探讨了 β⁃catenin 与糖

酵解酶 PKM2、GLUT1 和 LDHA 之间的相关性，结

果表明 β⁃catenin 与糖酵解酶 GLUT1 和 LDHA 密切

相关。

综上所述，本研究系统性地揭示了 miR⁃370⁃3p
在 CRC 中的抑癌作用及其分子机制。miR⁃370⁃3p
通过靶向 WNT7B 抑制 Wnt/β⁃catenin 信号通路，减

少 PKM2 与 β⁃catenin 在细胞核中的结合，从而抑制

下游糖酵解关键因子 GLUT1 和 LDHA 的表达，最

终抑制 CRC 细胞的有氧糖酵解（图 6）。这些发现

为 CRC 的分子机制研究提供了新的视角，并可能为

图 6　miR⁃370⁃3p 通过靶向 WNT7B 抑制 Wnt/β⁃catenin 通路调控 CRC 有氧糖酵解的分子机制

Fig 6  miR‑370‑3p inhibits the Wnt/β‑catenin pathway through targeting WNT7B to regulate the molecular mechanism of 
aerobic glycolysis in colorectal cancer
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未来的靶向治疗提供新的策略。

尽管本研究取得了重要进展，但仍存在一定的

局限性。首先，本研究主要基于体外细胞实验，尚

缺乏动物模型的体内验证，未明确 miR⁃370⁃3p 在生

理环境下对 CRC 生长、代谢及肿瘤微环境的调控作

用。因此，下一步研究将通过构建 CRC 动物模型，

进一步验证 miR⁃370⁃3p 的抗肿瘤效应，探索其在肿

瘤免疫微环境中的功能。并将继续扩大临床样本

量，系统阐明 miR⁃370⁃3p 在代谢⁃免疫微环境协同

调控中的分子网络，以推动其作为代谢靶向治疗策

略的临床转化。此外，miR⁃370⁃3p 在不同组织及细

胞类型中的调控作用可能存在异质性，其在肿瘤耐

药性、代谢重编程及免疫逃逸中的作用仍需深入

探索。
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