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摘要 以新冠mRNA疫苗为代表的mRNA药物在新冠疫情中发挥重要的作用. 而在后疫情时代, mRNA技术的应

用范围不断被扩展. 环形RNA比线性mRNA有更高的稳定性, 有望提供比mRNA更大的治疗窗口, 因此作为新一

代的mRNA药物平台有广泛应用前景. 同时环形RNA的设计与生产、载体选择与制备以及递送选择等方面, 也有

很多技术特色和挑战. 本文对于环形RNA的体内外合成、翻译调控以及递送和应用各方面进行简要的总结和讨

论. 期望对关心环形RNA技术应用的读者有所参考和启发. 未来研究中, 环形RNA技术将向着提高表达和递送效

率, 以及降低其天然免疫原性的方向来进行优化.
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作为和生命起源相关的古老生物大分子, RNA既
是遗传信息的传递者又是生物功能的执行者. 遗传信

息在细胞核中由DNA经转录与剪接后生成mRNA,
mRNA在细胞质中由核糖体借由tRNA翻译成蛋白质,
从而行使不同的生物学功能. 除mRNA外, 体内还有多

种不同种类的非编码RNA, 其本身也可以行使各种各

样的生物学功能, 比如用于细胞内蛋白翻译的核糖体

RNA(rRNA)、可降解或者抑制mRNA表达的micro-
RNA、以及各种核酶与RNA适配体等

[1]. 因此, 依赖

RNA的多种特性和生物学功能, 基于不同RNA的各种

疗法在生物医学领域有着非常广泛的应用前景.
随着两款为应对新型冠状病毒肺炎的mRNA疫苗

(BioNTech-Pfizer公司的BNT162b2和Moderna公司的

mRNA-1273)在2021年的紧急临床应用
[2,3], 基于RNA

的药物和疗法越来越受到研究者的关注, 目前已经成

为学术界与产业界的研究热点. 而环形RNA(circular
RNA)作为一种特殊形态的RNA, 具有稳定的闭环结

构与广泛的生物学功能, 其相关技术被普遍认为是下

一代RNA技术. 随着研究的不断深入和技术的快速进

步, 环形RNA凭借其更佳的稳定性和更低的免疫原性,
成为mRNA疗法中的一颗新星. 本文对目前环形RNA
的翻译研究及其在医疗领域的应用进行总结和讨论,
将主要阐述环形RNA的生成机制、翻译原理、合成

策略以及在药物研发中的应用. 在环形RNA药物的研

发方面, 本综述将聚焦于环形RNA翻译的应用, 而对

非编码环形 RNA 的应用只给予简要介绍.
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1 mRNA 疗法简介

mRNA疗法是利用mRNA在细胞内指导蛋白翻译

的生物特性, 在体外设计并合成的编码特定蛋白的

mRNA, 并以不同方法来包装并递送至体内, 使其在

生物体内表达目标蛋白以到达不同的医疗应用目的的

一种新型治疗方法.
研究者通常根据体内mRNA的序列和结构, 来设

计并优化其人工mRNA的序列和结构以提高其表达效

率. 和内源mRNA一样, 人工设计的线性mRNA通常包

含5种基本结构: 5′帽子结构、编码区(coding sequence,
CDS)、5′-和3′-非翻译区(untranslated regions, UTR),
以及多聚腺苷酸(poly A)尾巴. 其中CDS负责编码目标

蛋白, 5′帽子结构和poly A尾巴可以促进翻译并提高

mRNA稳定性, 5′-UTR和3′-UTR对翻译过程起到调控

作用. mRNA的体外合成是利用RNA聚合酶, 在体外

以DNA为模板转录合成目标RNA, DNA模板通常带有

对应聚合酶的启动子序列以及线性RNA需要的所有

序列
[4]. 同时, 在体外转录过程中还需要把部分GTP替

换为帽子模拟物来为RNA的5′末端加上帽子结构
[5].

体外合成线性mRNA需要通过加入修饰碱基(例如假

尿嘧啶等)合成拥有特定碱基修饰的修饰mRNA. 修饰

碱基能够极大地降低mRNA被固有免疫系统Toll-like
受体识别的几率, 从而使其获得更好的稳定性和更低

的免疫原性
[6,7].

目前基于mRNA疗法的研究非常广泛. mRNA疗
法相比基于蛋白的治疗方式, 其可以在细胞质表达蛋

白使其在细胞内或者细胞膜定位并行使功能. 同时,
相比于基于DNA的治疗方式, 其规避DNA的入核步

骤, 这使其比DNA更容易递送, 且整合到基因组的风

险更低. 根据mRNA表达蛋白的不同类型, mRNA疗法

可分为多种策略. 一方面, mRNA疗法可以作为疫苗,
通过表达特定抗原蛋白激活免疫反应,比如新型冠状

肺炎病毒的两款mRNA疫苗
[2,3]. 同时也可以利用mRNA

表达特定抗原蛋白激活免疫反应的特性来研发相应的

肿瘤免疫治疗方法
[8]. 另一方面, 可以利用mRNA表达

疾病中异常或者缺失的蛋白以用作蛋白替代疗法. 比

如, 针对苯丙酮尿症、法布里病、糖原累积病Ⅰa型等

由于相关代谢酶基因缺陷导致的代谢疾病 . 此外 ,
mRNA疗法也能够通过表达细胞因子以调控细胞生长

分化,比如使用编码VEGF-A的mRNA促进心肌细胞更

新以治疗心肌梗死模型小鼠
[9].

2 环形RNA 的体内生成

在细胞内, mRNA的成熟过程其实是一个无缝整

合的过程, 包括转录、剪接、加帽、多聚腺苷酸化以

及运输等
[10,11]. 在正常剪接过程的初期, 识别剪接位

点的不同剪接小体间进行选择性配对, 可以使外显子

通过不同方式连在一起, 产生多种选择性剪接亚型(图
1). 而外显子还可以通过一种非正常的选择性剪接方

式, 进行反向剪接而产生环形RNA(图1)[12]. 同时, 正

常剪接的内含子中间体通过进一步加工, 也可以形成

另一类环形RNA. 这些环形RNA有着多种不同的功

能, 包括作为非编码RNA来特异识别miRNA或RNA结
合蛋白(RNA binding protein, RBP)来调控其活性,或者

作为翻译模板指导蛋白翻译. 对可生成环形RNA的外

显子的基因组进行大规模特征分析表明, 超过99%的

已知环形RNA的形成均需要利用外显子经典的3′和5′
剪接位点

[13], 并由经典剪接体机制执行反向剪接
[14,15].

除剪接位点外, 环化并不需要特定的序列结构
[16,17], 但

是对可以发生环化的外显子长度有一定的要求: 大多

数人类内源环形RNA包含两个或三个外显子; 可发生

反向剪接环化的单个外显子中位数长度为353个核苷

酸;多个外显子参与的反向剪接环化中,每个外显子长

度为112~130个核苷酸
[17].

由于绝大多数的内源环形RNA是由反向剪接所

生成的, 下文将主要阐述反向剪接生成环形RNA的几

种模型(图2). 基于RNA的组成和生物合成机制, 内源

circRNA可以分为三个亚类: 外显子环形RNA(EcircR-
NA)、外显子-内含子环形RNA(EIciRNA)和环形内含

子RNA(ciRNA)[18]. EcircRNA是通过反向剪接环化或

外显子跳跃(exon skipping)产生的
[19]. 反向剪接环化,

也称为环状剪接或头-尾剪接, 是指一个外显子的下游

3′端与其前面一个外显子的上游5′端连接, 形成一个环

形RNA的过程. 单独一个外显子也可以生成一个环形

RNA; 在这种情况下, 一个外显子的3′端与同一外显子

的5′端连接
[19]. 外显子跳跃是生成EcircRNA的另一种

过程, 即前体RNA首先进行外显子跳跃, 然后在内部

剪接过程中通过环状内含子形成一个包含外显子的环

形RNA[20]. 内含子配对驱动的环化是一种直接的反向

剪接机制, 其通过反向互补序列的辅助拉近显子的距

离, 进而诱导反向剪接环化反应的发生, 并通过内含

子去除机制产生一个EIciRNA或EcircRNA(图2A)[17].
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RNA结合蛋白驱动的环化反应是反向剪接机制

的另一个模型. 该过程通过RBPs的帮助, 使外显子周

围非配对的内含子也能紧密结合, 拉近外显子的距离

进而发生反向剪接反应, 从而形成一个环形RNA(图
2B)[21]. 除受序列中顺式元件的调控外, 前体RNA的反

向剪接还受到反式作用因子的调控, 这些因子通常与

相关的内含子顺式元件协同作用
[22], 主要包括核心剪

接体组分蛋白
[23]

、丝氨酸-精氨酸蛋白
[22]

、异质核糖

核蛋白(hnRNP)[22](例如hnRNP L[24])以及其他已知的

调控另类剪接的蛋白质 , 如RNA结合结构蛋白20
(RBM20)[25], FUS[26]和剪接调控因子QKI[27]等. 在某些

情况下, 这些RBPs与RNA结合状况的改变将导致显著

的生理变化. 例如, 在果蝇中, 肌肉盲蛋白(MBNL1)可
直接与MBNL1的前体RNA相互作用, 促进circMBNL1
生成, 并因此限制线性MBNNL1 mRNA(以及MBNL1
蛋白)的表达

[14]. 又例如, 在人类细胞中, 剪接调控因子

QKI可以在上皮向间质转化过程中, 与环形RNA周围

的内含子结合以促进这些环形RNA产生
[21].

除内含子配对驱动的环化和RBP依赖的环化 ,
Lariat(内含子在剪接时形成的套索结构)驱动的环化

也是EcircRNA或EIciRNA形成的主要模式. Lariat驱动

的环化其实是一个外显子跳跃的过程, 在此过程中首

先生成一个Lariat中间体, 其中一个外显子的5′端供体

结合另一个外显子的3′端受体, 随后通过移除外显子

之间的内含子形成一个EcircRNA(图2C)[16].
然而,与EcircRNA的形成方式不同, ciRNA的形成

取决于剪接体两侧的保守序列
[28]. 当一个5′端剪接供

体结合到一个3′端剪接受体时, 会生成一个Lariat内含

子, 该段保守序列由一个靠近5′剪接位点的7个核苷酸

(GU-rich)和靠近分支点的11个核苷酸(C-rich)组成, 保

护内含子Lariat避免被解支酶降解(图1D)[29].
除以上几种细胞体内自发的环化机制外, 最近也

有人工设计的体内环化系统取得成功. 2019 年, 康奈

尔大学的Samie R Jaffrey研究组
[30]

开发一种基于tRNA
剪接策略的细胞内RNA环化方法(取名为Tornado环化

系统). 该技术利用具备自剪切活性的核酶(Ribozyme)

图 1 环形RNA的体内合成与功能
Figure 1 Synthesis and function of circular RNA in cells
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实现待环化序列的上下游切割, 然后借助于内源的

RNA连接酶RtcB实现目的RNA序列的环化. 该过程所

用的核酶部分为经过筛选的Twister核酶对(5′端来自

Twister P1, 3′端来自Twister P3 U2A), 其切割速度可以

与内源RtcB的连接速度相匹配. Tornado环形RNA过表

达体系具有自动剪切, 自动环化, 表达高效且可实现适

配体体内过表达的优点, 为环形RNA的在体过表达开

辟新途径.

3 环形RNA的翻译调控

与线性RNA不同, 环形RNA呈环形封闭结构, 因

此也就不能依赖5′末端的帽结构来驱动翻译
[31]. 最初

在1995年, Chen和Sarnow[32]
通过体外实验证明, 人工

合成的环形RNA与细胞裂解液混合后, 可以通过内部

核糖体进入位点(internal ribosome entry site, IRES)驱
动翻译(图3A). 该实验证明环形RNA的翻译在化学上

是可行的 , 但是其生物学意义还未进行深入探究 .
2014年, 本团队第一次证明细胞体内生成的环形RNA
可以通过IRES进行翻译

[33]. 2017年, 多个研究组几乎

同时发现, 内源环形RNA可以在细胞中进行翻译
[34~36].

此外, 研究结果还显示, 除IRES可以驱动环形RNA翻
译外, 环形RNA内部的m6A修饰

[36]
与一些类IRES短序

列
[37]

也可以驱动环形RNA翻译.

3.1 通过IRES方式翻译

早期研究结果显示, 大多数内源性环形RNA并不

与核糖体结合
[16,38], 因此, 在相当长一段时间里学术

界普遍认为内源环形RNA不具有翻译功能. 直到2017
年, 多个独立的研究组发现其中一部分内部带有IRES
序列的环形RNA可以被翻译, 例如circZNF609[34],
circMbl[35]及后续发现的circFGFR1[39](图3A). 这种翻

译机制是通过18S核糖体RNA的互补性和IRES上的结

构化的RNA元件来实现
[39].

在正常条件下, 非帽结构的翻译效率较低
[34,35,39],

因此内源环形RNA翻译出的产物较少. 然而, 在饥

饿
[35]

或者热休克
[36,40]

等压力条件下, 非帽结构的翻译

提高
[39]. 例如, circFGFR1是由成纤维细胞生长因子受

体1(fibroblast growth factor receptor 1, FGFR1)的第2到
第7外显子反向剪接形成, 并可翻译为circFGFR1p. 该

图 2 环形RNA的形成机制. A: 内含子配对驱动的环化; B: RNA结合蛋白依赖的环化; C: Lariat驱动的环化; D:内含子RNA的
环化
Figure 2 Formation mechanism of circular RNA. A: Intron-pairing-driven circularization; B: RNA-binding protein-dependent cyclization; C: Lariat-
driven cyclization; D: cyclization of intron
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肽段是FGFR1的一种截短体, 具有完整的FGF1配体结

合位点 , 但缺乏胞内的FGFR1酪氨酸激酶结构域 .
circFGFR1p可通过一种显性负效应与FGFR1相互作

用, 从而在热休克期间抑制细胞增殖
[39]. 不过, 在细胞

压力的条件下, 帽依赖性的线性mRNA翻译也同时会

被抑制
[41,42], 所以IRES驱动的翻译增加也可能是由于

游离的翻译因子和核糖体浓度提高而产生的被动

效果.

3.2 通过m6A修饰翻译

几乎与发现内源带有IRES序列的环形RNA可被

翻译的同时, 本团队发现m6A修饰也可以通过m6A修
饰识别蛋白YTHDF3来招募翻译启动因子eIF4G2, 进

而推动环形RNA的非帽依赖翻译
[36](图3B). 例如, 在

雄性生殖细胞的生理条件下, 环形RNA中跨越反向剪

接位点的序列可以翻译编码数百个肽段, 这些可能都

是由以m6A修饰来驱动的多肽翻译
[43].

与IRES驱动的翻译类似, 正常条件下m6A修饰所

驱动的翻译效率较低. 但是在热休克压力条件下, 该

机制所驱动的翻译效率会增加
[36]. 这种由m6A修饰来

驱动的环形RNA翻译在其他的系统中也被验证. 例如,
circARHGAP35是一种具有3867个核苷酸的大型致癌

环状RNA, 是由肿瘤抑制基因ARHGAP35的第2和第3

外显子反向剪接产生的, 其内部带有一个m6A修饰的

起始密码子
[44]. 它的表达上调与肝细胞癌(hepatocellu-

lar carcinoma, HCC)和结直肠癌(Colorectal cancer,
CRC)患者的不良生存率相关

[44]. 在HCC中, 由ARH-
GAP35 mRNA编码的ARHGAP35蛋白通过降低胞质

中RhoA的活性来抑制细胞迁移和侵袭; 而circARH-
GAP35则是编码一个缺少与Rho GTPase激活蛋白

(GTPase-activating protein, GAP)相互作用结构域的截

短型ARHGAP35, 导致其定位在细胞核中, 在激活通

用转录因子Ⅱ-Ⅰ(general transcription factor II-I)的同

时促进肿瘤进展
[44].

3.3 通过类IRES短序列方式翻译

2022年, 本团队
[37]

首次报道环形RNA可由类IRES
短序列(IRES-like short elements)驱动翻译的新机制.
本团队通过对随机序列进行筛选, 系统性鉴定出多个

可用于驱动环形RNA翻译的类IRES短序列元件, 并进

一步通过质谱数据分析, 发现体内近千个可翻译的内

源性环形RNA, 其中相当一部分可通过滚环翻译的形

式来合成超大分子量的蛋白
[37](图3C). 此研究也表明

在人的转录组中存在普遍的非帽依赖性翻译.
在最近的关于非编码序列翻译调控的新机制研究

中, 来自哥伦比亚大学的吴雪兵研究组
[45]

发现人类细

图 3 环形RNA的翻译机制. A:内部带有IRES序列的环形RNA翻译机制; B:内部带有m6A修饰的环形RNA的翻译机制; C:内
部带有类IRES短序列的环形RNA的翻译机制
Figure 3 Translation mechanism of circular RNA. A: Circular RNA translation with IRES sequence; B: m6A modifications initiate the translation of
circular RNA; C: IRES-like short elements initiate the translation of circular RNA
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胞降解所有类型非常规翻译产生的蛋白的统一机制.
他们发现, 原先非编码序列翻译所产生的新型蛋白的

C端都是由非编码序列翻译而来的. 该研究组通过大

规模并行分析上万个人源非编码序列和数百万随机序

列, 确认大部分未经过进化的非编码序列和随机序列

都倾向于翻译带有C端疏水区的蛋白或多态
[45]. 与此

同时, 翻译所得的C端疏水区会导致蛋白被BAG6膜蛋

白质量监控系统特异性地识别, 进而导致蛋白降解
[45].

该研究结果可能部分解释为何在细胞内存在大量可翻

译环形RNA的情况下, 能被检测到的翻译产物却非

常少.
总的来说, 大量的细胞内实验结果表明, 一部分环

形RNA可以作为翻译的模板, 并由多种机制驱动翻译.
然而, 由于它们具有不同的大小、构象和相互作用因

子, 很难总结出可翻译环形RNA的共同特征. 因此, 对
环形RNA的翻译机制有必要进行更全面与深入的研

究以更好地解其生理作用.

4 环形RNA 的体外合成

目前, 环形RNA的体外合成有如下几种策略: 化

学方法、连接酶方法与核酶方法. 下面将分别予以详

细阐述.

4.1 化学方法合成环形RNA

1988年, Shabarova团队
[46]

首次将化学手段用于连

接核酸链. 他们使用溴化氰(BrCN)以及2-(N-吗啉基)-
乙烷磺酸(MES)等吗啉衍生物, 将携带有5′-羟基和3′-
磷酸酯基团的两条DNA链连接在一起(图4). 这种化学

连接策略也可用于RNA环化实验, 但前体是需要将线

性核酸链的两个末端靠近
[47]. 这通常可以通过加入寡

核苷酸夹板(oligonucleotide splint)拉近两个末端距离,
进而帮助实现核酸链的环化.

与DNA相比, RNA的化学连接还伴随着一个更严

重的副反应, 即形成2′,5′-磷酸二酯键, 而不是自然的

3′,5′-磷酸二酯键. 为解决这个问题, 通常在要环化的寡

核苷酸的3′-末端使用带有2′-脱氧糖基的寡核苷酸
[48].

在1999年, Micura[49]报道一种固相合成2~21个核

苷酸长度的环状RNA的方法. 该方法综合链组装过程

中的标准磷酸酰胺反应和环闭合的磷酸三酯反应. 该

方法的关键要素是起始核苷酸通过3′-磷酸二酯键与

聚合物支撑物连接在一起. 在链组装完成后,最后进行

去三噻基化反应生成一个5′-羟基基团, 用于亲核攻击

3′-磷酸二酯键, 实现环化. 该方法使得环状RNA的平

均产率约为15%[49].

4.2 连接酶方法合成环形RNA

1992年 , 诺贝尔生理学或医学奖获得者Philp
Sharp的实验室

[50]
首创利用T4 DNA连接酶介导的

RNA连接, 此后该方法被广泛使用. 目前, 有三种不同

的核酸连接酶经常被用于连接单链和/或双链RNA中
的缺口, 即T4 DNA连接酶(T4 DNA ligase)、T4 RNA
连接酶1(T4 DNA ligase 1)和T4 RNA连接酶2(T4 DNA
Ligase 2)(图5). 这三种连接酶均来自T4噬菌体

[51], 可

以催化DNA或RNA中5′-磷酸(供体)和3′-羟基(受体)末
端基团之间的磷酸二酯键的形成. 该连接反应是一种

ATP依赖的反应.
(1) T4 DNA连接酶. T4 DNA连接酶也同时有连

接RNA的活力, 但当使用该酶对RNA进行连接时, 需

要特殊处理. 因为它对单链区域无法进行连接, 因此需

要确保连接点位于核酸的双链区域内. 为提供这一反

应条件, 可以使用寡核苷酸夹片(splint)来创建所需的

双链区域环境, 从而催化RNA中5′-磷酸和3′-羟基末端

的连接
[52](图5A). 使用T4 DNA连接酶进行核酸链环化

时, 其具体的反应条件需要针对每个底物进行优化以

提高反应效率, 包括温度、反应物用量和夹片长度等.
该方法最具代表性的案例是将长度为453个核苷酸的

RNA在体外进行环化, 并在体外成功进行翻译, 这也

是科学家们第一次证明环形RNA具有可翻译的特

性
[32].
(2) T4 RNA连接酶1. 使用T4 RNA连接酶直接环

化线性RNA是1995年就被开发出来的经典方法
[53]. 与

T4 DNA连接酶不同, T4 RNA连接酶1可以在单链

RNA分子中催化形成3′-5′磷酸二酯键(图5B). 在1970
年代, 已有研究利用该酶催化带有3′-羟基和5′-磷酸基

末端的线性RNA环化生成单链环状产物
[54]. 因为T4

RNA连接酶1所介导的连接反应是非特异性的, 所以

会发生分子间连接与分子内连接(环化)的竞争. 使用

优化过的反应条件可以使环化成为主要反应, 如加入

夹片DNA(图5B). T4 RNA连接酶1在连接位点对供体

和受体核苷酸具有不同的偏好: 对于3′-末端核苷酸受

体, A>G≥C>U, 对于5′-末端磷酸化核苷酸供体,
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pC>pU>pA>pG[55,56]. T4 RNA连接酶1在许多应用中被

用于将短RNA和长RNA作为底物进行环化.
(3) T4 RNA连接酶2. 2022年, Ho和Shuman[57]对

T4 RNA连接酶2的分子间和分子内(环化)连接活性进

行详细研究. 与T4 RNA连接酶1相比, RNA连接酶2可
以更高效地连接dsRNA底物上的缺口, 而不是连接

ssRNA的末端(图5C)[58]. 利用这一特性, RNA连接酶2
常被用来对由内部二级结构将供体和受体末端拉近的

特定构型RNA进行环化
[59]. 含有249个氨基酸残基的

截短版T4 RNA连接酶2能够在无ATP的情况下将经过

酶法或化学修饰的DNA或RNA的5′-末端与RNA的3′-
末端连接起来

[57,60], 因此也可以用于环化反应.
在体外 , 无论是通过化学制备还是酶法制备 ,

RNA的5′-末端都需要进行磷酸化从而进行连接反应.
5′-末端的磷酸化可以通过化学方法或酶法进行

[61], 然

后直接进行环化反应. 然而, 对于由酶法所制备获得的

RNA, 必须在经过体外转录后将其5′-末端的三磷酸基

团去除, 再通过核苷酸激酶进行磷酸化, 步骤较为繁

琐. 为简化去磷酸化和再磷酸化两个步骤, 可以在体

外使用T7 RNA聚合酶转录时使用GMP取代GTP, 从

而使得体外转录所获的RNA产物均是5′-单磷酸化的

线性RNA[62], 可直接用于后续的RNA环化
[32]. 该方法

可以生成没有外源性片段的环形RNA, 从而使其免疫

原性最小化
[63]. 然而, 这种连接过程常需要夹片序列

来连接自由末端以提高连接的效率. 因此, 这种方法

在大规模生产方面存在技术挑战. 此外, 连接酶的使

用会增加产品纯化的复杂性, 因此该策略主要在研究

实验室中使用.
目前, 使用T4 DNA连接酶或RNA连接酶介导环

化的方法主要适用于较短的RNA(<500 nt), 对较长

RNA序列进行环化时, 其副反应较强, 所以使用其他

策略可能是更好的选择.

图 4 化学方法合成环形RNA的原理
Figure 4 The principle of chemical synthesis for circular RNA

图 5 连接酶方法合成环形RNA的原理示意图. A: T4 DNA连接酶合成环形RNA; B: T4 RNA连接酶1合成环形RNA; C: T4
RNA连接酶2合成环形RNA
Figure 5 Schematic diagram of the ligase method for synthesizing circular RNA. A: T4 DNA ligase synthesizes circular RNA; B: T4 RNA ligase 1
synthesizes circular RNA; C: T4 RNA ligase 2 synthesizes circular RNA
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4.3 核酶方法合成环形RNA

目前, 研究最热的RNA环化方法是基于内含子剪

接的核酶法. 经过多年的发展, 可主要分为两大类方

法, 分别是基于Ⅰ型内含子自剪接(group I self-spli-
cing introns)与Ⅱ型内含子自剪接(group II self-spli-
cing introns)(图6). 还有一些方法, 则是在这两类方法

上的一些改进与创新. 不同种类的内含子会在剪接时

具有不同的机理, 从而在连接条件与连接效率上有所

差异.
(1) Ⅰ型内含子自剪接. 1992年, 杜克大学的Put-

taraju和Been[64]首先提出利用Ⅰ型内含子自剪接获得

环形RNA的策略, 该方法也叫做置换的内含子-外显子

元件(permuted introns and exons, PIE). 他们基于鱼腥

藻(Anabaena)的Ⅰ型内含子, 通过构建Ⅰ型内含子-外
显子置换系统, 实现核酶催化的RNA体外自剪接环化

(图6A). 该方法需要添加GTP和Mg2+作为辅因子来进

行催化环化过程. 在反应过程中, 所加入的游离状态

的GTP将会攻击下游内含子5′末端的剪接位点, 使其

断开. 而外显子(exon 1, E1)末端产生的3′-羟基又会去

攻击上游内含子3′末端的剪接位点, 使得两个外显子

以3′-5′磷酸二酯键的形式直接相连, 形成环形RNA,
多余的内含子同时被剪切下来. 这种方法所得环化产

物的均一性高, 但是最终产物中会保留外显子两端的

序列(通常是细菌或噬菌体来源), 有可能引发较大的

免疫反应
[63]. 而且由于受到RNA长度与结构的限制,

其对底物RNA的长度有较大的限制(<500 nt).
2018年, MIT的Daniel. G. Anderson研究组

[65]
通过

工程化改造鱼腥藻Ⅰ型内含子实现体外长编码RNA
的环化. 他们通过在内含子上增加同源臂(homology
arm), 使得剪接位点在空间上拉近, 提高环化效率. 同
时, 考虑到3′内含子的剪接位点离IRES元件较近, 且两

个序列都是呈高度保守结构化的. 为避免二者在空间

上互相影响, 又设计添加一段间隔序列(spacer), 用于

保护这两者的结构. 由此, 研究者们解决长链RNA序
列成环的难题, 并且能够得到较好的成环效率. 在此

技术中, 由于外显子序列较长, 因此需要增加的外源

序列也较长, 达到186 nt. 在此研究中, 他们也首次证

明工程化得到的体外环形RNA可在真核细胞中稳

定、高效表达蛋白, 也印证环形RNA是线性mRNA的
有效替代品. 基于此技术所成立的Orna Therapeutics
也是目前领先的环形RNA公司.

北京大学魏文胜研究组
[66]

在2022年同时使用PIE
与T4 RNA ligase的成环策略, 所得的环形RNA产物

circ-arRNA均能对内源ADAR进行招募, 从而实现A-
to-G的RNA编辑. 同时, 该实验室使用Daniel. G. An-
derson研究组

[67]
的成环策略, 成功制备新冠病毒RBD

疫苗, 并在恒河猴身上取得成功, 该环形RNA疫苗体

现出优秀的新冠病毒保护能力.

图 6 核酶方法合成环形RNA示意图. A: Group I Intron自剪接环化示意图; B: Group II Intron自剪接环化示意图
Figure 6 Schematic diagram of the ribozyme method for synthesizing circular RNA. A: Schematic diagram of self-splicing cyclization of Group I
Intron; B: schematic diagram of self-splicing cyclization of Group II Intron
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2022年6月, 苏州科锐迈德公司
[68]

在预印本平台

bioRvix上公开一种新型Clean-PIERNA成环策略. 在

研究中, 作者们巧妙地通过筛选目的蛋白编码区或者

IRES区, 找到最优的成环位点, 实现无外源序列引入

的RNA精准高效成环(环化率>90%). 此外, 该研究还

建立IRES元件的高效筛选系统, 得到多条表达性能

优于CVB3的IRES序列. 该Clean-PIE策略所得的环

形RNA具有高表达效率、低免疫原性以及持续表达

时间长的优点 , 为进一步的量产与临床应用奠定

基础.
(2) Ⅱ型内含子自剪接. 与Ⅰ类内含子类似, Ⅱ类

内含子也可用于合成环形RNA, 其主要通过修改Ⅱ类

内含子来实现逆剪接反应以生成环形RNA[69,70]. 这种

剪接反应涉及将外显子末端的5′剪接位点与同一外显

子的3′剪接位点连接在一起(图6B). 1997年, Mikhee-
va[70]通过修改酵母线粒体基因组内Ⅱ型内含子aI5 γ
的一个衍生物, 在体外催化形成一个环形的人类外显

子. 在该反应中, 需要同时将外显子连续排列、分支

点位点置于上游以及内含子序列放置在外显子的上游

和下游, 如此设计才能通过逆剪接形成RNA环(图5B).
这种设计会在两个转酯化反应中导致外显子环化, 并

除去前体RNA底物中所有内含子序列
[70]. 因此, 这种

方法可以实现更准确的线性RNA前体连接. 与Ⅱ类内

含子策略相比, Ⅱ类内含子催化策略中, 由于有逆剪

接反应的存在, 对外显子序列无特殊要求. 这种方法

在内含子的连接位点上会形成2′,5′-磷二酸酯键, 而不

是自然的3′,5′-磷二酸酯键
[71~73].

2022年6月, 环码生物
[74]

在预印本平台bioRvix发
布最新的基于Group II Intron的环化技术(Group II In-
tron PIE). 在此策略中, 研究者通过更好地模拟真核生

物的RNA剪接过程, 设计出人工RNA环化核酶. 此环

化过程不需要像Group I Intron策略那样加入额外的

GTP功能, 可以在仅保留外显子结合序列(exon binding
sites, EBS)所识别的内含子结合序列(intron binding
site, IBS)的情况下, 极大的缩短E1与E2的长度. 进一

步, 还可将编码区的一部分序列作为IBS序列, 同时对

内含子的EBS序列进行相应突变与改造, 从而可以在

保证高环化效率的同时, 降低环化中引入外源序列带

来的免疫原性增加的问题. 而且, 此策略反应条件温

和, 可以以体外转录共环化的形式进行, 大大简化生

产工艺.

5 环形RNA 的递送

5.1 LNP

脂质纳米颗粒(lipid Nanoparticle, LNP)是目前研

究和使用最广泛的mRNA递送载体, 也可用于环形

RNA的递送. LNP配方通常包括可电离脂质、磷脂、

胆固醇和PEG脂质四种组分
[75]. 带正电荷的阳离子脂

质能够和RNA形成复合物并且促进其进入多种细胞.
然而, 单独的阳离子脂质能够和细胞内的一些酶比如

蛋白激酶C等结合影响其功能, 其在体内体外实验中

均表现出较高的细胞毒性. 此外, 阳离子脂质也有较

高的免疫原性, 静脉注射阳离子脂质体会促进Ⅰ型

和Ⅱ型干扰素的释放从而刺激免疫反应
[76]. 因此, 目

前主要使用可电离脂质来构建纳米脂质体递送

mRNA. 可电离脂质的亲水头部会随pH值改变其电荷,
其在酸性环境带正电荷, 促进与mRNA结合形成阳离

子脂质体. 当在体内环境时, 其呈现中性, 从而降低毒

性和免疫原性, 延长体内存在时间
[77]. 随着LNP被细胞

吞噬, 在内体环境下重新呈现正电荷从而促进mRNA
释放. 目前常用的有SM-102, ALC-0315等多种可电离

脂质
[75]. 磷脂能够促进LNP稳定性以及其和细胞膜与

细胞内体膜的融合, 促进LNP被细胞内吞并在细胞内

释放RNA. 目前LNP配方最常用的磷脂有DSPC等. 胆

固醇能有效增强LNP稳定性, 并促进LNP和细胞膜的

融合. PEG主要是包裹在LNP外形成亲水屏障, 一方面

抑制LNP聚集, 一方面通过阻止血液中的蛋白和LNP
结合来降低免疫原性, 延长LNP在体内的半衰期

[78].

5.2 聚合物纳米颗粒

阳离子聚合物构成的纳米颗粒会表现出和阳离子

脂质体纳米颗粒类似的特性, 但也一样会表现出高细

胞毒性. 最近的研究更多关注于生物相容性更好的聚

合物纳米颗粒比如PBAE等[79]. 另一种可变电荷聚合

物纳米颗粒(charge-altering releasable transporter,
CART), 可以利用颗粒内电荷重排以释放mRNA进入

细胞, 同样很有应用前景
[80].

5.3 脂质多聚体(LPP)

LPP(lipopolyplex)纳米递送平台是一种以聚合物

包载mRNA为内核、磷脂包裹为外壳的双层结构
[81].

其将目的RNA包裹在磷脂所包被的双层壳中, 以避免
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核心结构中的mRNA分子被RNase降解
[82]. 作为一种

非病毒递送载体, LPP具备聚合物和脂质体的优点, 表
现出较好的稳定性、细胞毒性与基因转染效率, 并且

其中包裹的mRNA分子会随着聚合物的降解而缓慢释

放. 例如, 国内斯微生物就试图利用LPP平台优异的树

突状细胞靶向性, 以更好地通过抗原递呈激活T细胞

的免疫反应, 从而达到理想的免疫治疗效果
[82].

5.4 无机纳米颗粒

相较于聚合物纳米颗粒, 无机纳米颗粒具备易合

成、尺寸可控、高生物相容性与基础性质研究完备等

优势. 目前, 金纳米颗粒因其优异的安全性与结构稳定

性, 已经被广泛用于DNA[83]
与siRNA[84]

递送.
目前, 已经有学者利用高分子修饰的金纳米颗

粒
[85]

、聚乙烯亚胺修饰的石墨烯量子点
[86]

、硒纳米

粒
[87]

尝试进行mRNA的递送. 虽然这些无机纳米颗粒

展示出优异的mRNA递送能力, 但由于mRNA是通过

在纳米颗粒表面进行递送, 导致其装载效率较低. 为

克服这个问题, 美国威斯康星大学麦迪逊分校的宫绍

琴研究组构建可用于mRNA递送的多功能硅纳米粒,
其具有高mRNA包装率、小尺寸、多样性的表面修饰

能力、高效的内涵体逃逸和释放特性
[88].

然而, 无机纳米材料在生物体内的长期非特异性

积累可能会导致毒性, 从而阻碍其大规模临床应用,
因此还需要对这种递送策略进行详细的毒理学评估.
除此以外, 开发新的可生物降解或可清除的无机纳米

材料也是解决这一问题的方向.
最近, 国家纳米科学中心孟幻团队与中国科学院

杭州医学研究所刘湘圣团队
[89]

合作, 通过体内、体外

迭代筛选, 设计可用于体内mRNA递送且可生物降解

的有机无机杂合纳米颗粒(阳离子聚合物包被的介孔

二氧化硅纳米颗粒(mesoporous silica nanoparticles,
MSNP)). 在这项最新研究中, 研究团队将目的mRNA
与聚乙烯亚胺(PEI)等阳离子聚合物预混, 然后通过静

电作用将它们结合到MSNP表面, 所得的颗粒能够在

体外和体内都具备非常优异的mRNA转染效率.

5.5 基于蛋白质的类病毒颗粒

基于病毒的递送载体通常使用两种质粒转染细

胞, 一种是表达病毒衣壳蛋白的质粒, 其能在细胞中表

达病毒衣壳蛋白并自组装, 同时衣壳蛋白融合某种特

定的RNA结合蛋白, 另一种质粒用来转录目标RNA,
该目标RNA上需要有上述RNA结合蛋白的目标结合

序列, 依靠该结合序列和病毒衣壳上的RNA结合蛋白

(如MS2/MCP系统), 目标RNA可以被装载到病毒中

去
[90]. 从而可以利用内部带有目的RNA序列的类病毒

颗粒实现对目的RNA的递送. 在最近的研究中, 康奈

尔大学的Samie R Jaffrey研究组
[91]

利用此递送策略,
实现对Tornado表达系统产生的环形RNA的细胞特异

性递送. 但该系统也存在着非特异性包裹的问题, 还需

要进行优化研究.
2021年, MIT的张锋研究组

[92]
开发一种利用人源

蛋白向细胞递送分子的新方法SEND(selective endo-
genous encapsidation for cellular delivery). 该系统利用

人体内形成病毒样颗粒并可结合RNA的天然蛋白质

(PEG10)进行递送, 理论上具有更小的免疫源性. 这个

系统可以通过编程来包装和运输不同的 RNA, 为基于

RNA的基因治疗提供一个新的内源性递送载体.

5.6 外泌体

外泌体是细胞分泌的、100nm左右的胞外囊

泡
[93]. 与基于病毒的载体制备方式类似, 在细胞中同

样转入两种质粒, 一种质粒用于表达外泌体膜蛋白(比
如CD63, 该蛋白需要融合某种RNA结合蛋白), 另一种

质粒用于转录含有对应RNA结合蛋白结合序列的目

标RNA, 最终通过外泌体膜蛋白结合富集目标RNA,
并通过外泌体分泌到细胞外

[94]. 该类型制备方法可以

利用病毒以及外泌体的靶向性和生物相容性优势, 但

是体内富集方式可能会导致载体内的RNA纯度不如

体外制备方法, 且难以准确测定其中的RNA组分.
除作为mRNA药物载体外, 外泌体的表面功能化

还可以实现靶向给药
[95]. 修饰的外泌体可以精确地将

mRNA分子递送到靶细胞或器官
[96]. 总的来说, 外泌

体具有高度的生物相容性, 具有巨大的临床应用潜力,
为mRNA药物传递开辟新的途径.

5.7 水凝胶

和纳米尺度的递送载体不同, 水凝胶作为一种拥

有类似细胞外基质特性和水膨胀特性的亲水高分子聚

合物链网络材料, 同样可以作为一种RNA递送载体.
其能够装载裸RNA, 也可以装载纳米颗粒包裹的

RNA, 同时具有向局部组织缓释RNA的特性. 其缓释
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特性甚至可以长达数周. 目的RNA可以通过被动扩散,
以及随着水凝胶降解和膨胀缓释到临近组织细胞中,
其可以通过调控水凝胶的分子质量、基质浓度、交联

密度、孔径分布等参数以及RNA-水凝胶分子偶联方

式来调控其缓释RNA的速率. 另一方面可以通过调整

水凝胶配方, 构建刺激响应型RNA释放水凝胶. 例如

对应不同的pH值或者通过酶调控以及光调控等方式

释放RNA. 水凝胶作为RNA递送载体, 目前在肿瘤治

疗、骨再生、心脏修复及愈伤等方面都有应用
[97].

6 环形RNA 疗法的应用

6.1 可翻译环形RNA的应用

鉴于环形RNA能够依靠IRES序列通过非5′帽子依

赖途径在细胞内进行翻译, 因此其可以被视作一种特

殊的mRNA, 应用于mRNA疗法. 作为一种特殊的

mRNA, 环形RNA可以用作为mRNA疫苗和mRNA药
物应用于多种领域. 本文将对其应用场景做一个简要

总结, 更详细的描述可参考魏欢欢等人
[98]

近期的综述.
针对近几年严重的新冠疫情, 魏文胜研究组

[67]
在

2022年利用环形RNA表达新冠病毒棘突蛋白的受体

结合域, 研发一种基于环形RNA的新冠(SARS-CoV-2)
疫苗. 研究者发现该环形RNA能在小鼠及恒河猴体内

引发有效的中和抗体和基于Th1细胞偏好性的免疫反

应, 同时研究表明, 环形RNA相比含有修饰碱基的线

性mRNA能更高效和持久的表达抗原. 类似的, 有研

究者利用环形RNA表达肿瘤抗原以到达比线性mRNA
更有效和长久的免疫治疗效果

[99].
蛋白替代疗法, 顾名思义即是指利用mRNA重新

在体内表达缺陷或者丢失的蛋白以治疗疾病. 此前这

类研究多是使用线性mRNA, 还未见使用环形RNA的
表达形式. 但是, 目前的研究表明环形RNA拥有比线

性RNA更好的稳定性和耐降解能力以及更低的免疫

原性, 这使得环形RNA比线性RNA在蛋白表达时间以

及药物保存稳定性上更具优势
[100]. 同时, 凭借不同

IRES序列需要的翻译起始辅助因子的不同, 不同的

IRES的使用使环形RNA拥有在不同细胞特异性翻译

的可能性. 最近, 清华大学谢震研究组
[101]

开发一种

IRES的工程改造技术PROMITAR(programmable miR-
NA-responsive IRES translation activation and repres-
sion), 实现用环形RNA分子感应多种细胞内源微小

RNA(miRNA)信号, 从而控制IRES元件在特定细胞中

的翻译活性, 初步实现环形RNA的选择性翻译.
因此, 本团队可以预见环形RNA在蛋白替代疗法

领域将有着非常巨大的应用潜力. 通过编码不同功能

的蛋白, 可翻译环形RNA可以应用在罕见病、代谢疾

病以及癌症等多种领域, 对其应用的详细总结可参考

近期的其他综述
[98].

6.2 非编码环形RNA的应用

由于环形RNA同样是存在于生物体内的RNA分
子, 随着近年来对体内环形RNA分子机制的不断深入

了解, 利用内源环形RNA本身功能以达到治疗目的的

研究也越来越广泛. 例如, 利用内源环形RNA或者人

工设计环形RNA竞争性结合miRNA或者蛋白来达到

调控基因表达以治疗疾病.
2018年, Liu等人

[102]
体外合成内源环形RNA以竞

争性结合microRNA-21, 抑制胃癌细胞增值. 同年,
Jost等人

[103]
利用环形RNA竞争性结合microRNA-122

(一种能够结合乙肝病毒RNA并增强其稳定性的mi-
croRNA), 实现抑制乙肝病毒复制. 更进一步的, 在

2020年, Lavenniah等人
[104]

利用人工设计环形RNA竞
争性结合micrRNA-132和-212以治疗主动脉缩窄模型

小鼠的心脏疾病. 几乎同时, Schreiner等人
[105]

同样成

功利用人工设计富含CA连续序列的环形RNA达到竞

争性结合hnRNP蛋白的目的.
研究者还可以利用环形RNA的稳定性优势, 在体

内表达荧光探针以达到生物成像及诊断的目的. Samie
R Jaffrey研究组

[30]
发现, 相对于线性RNA, 基于环形

RNA的荧光探针拥有更强更持久的荧光信号.
此外, 凭借更佳的稳定性, 环形RNA也同样可以

更好地去完成其他的线性RNA的应用, 比如设计反义

环形RNA抑制SARS-CoV-2冠状病毒增殖
[106], 或者

Guide RNA招募ADAR以完成RNA编辑
[66]. 同时, 研

究者还发现环形RNA在低免疫原性的同时, 还可以抑

制PKR蛋白(一种双链RNA激活的蛋白激酶), 有望后

续用于PKR异常表达造成的自身免疫性疾病
[63,107].

7 总结

经过近30年的技术积累和突破, 以及COVID19的
加压催化, 基于环形RNA翻译的疗法目前才有望开展

茅缪伟等: 环形RNA翻译及其在药物研发中的应用

612



临床应用. 这也意味着虽然该疗法思路简单直接, 但是

从基础研究到临床应用需要多方面的技术积累和优

化, 任何部分技术的缺失就可能导致整体疗效不理想.
这其中包括疾病的选择、环形RNA的设计与生产、

载体选择与制备以及给药方式的选择等.
首先, 由于基于环形RNA翻译的疗法并不能很精

准的控制蛋白体内表达水平, 因此需要选择合适的由

于蛋白缺失所导致的疾病, 并且人体对该缺失蛋白的

表达量有一定范围的耐受. 其次, 鉴于目前所发展的

各种递送方法对不同器官靶向递送能力有较大差别,
所以, 部分器官比如脑部、肾脏、脾脏等可能较难作

为靶向递送的靶点, 这些器官的相关疾病的疗法研发

难度也就随之升高. 再次是需要对目标蛋白构建合适

的、可高表达的环形RNA序列, 并以恰当的合成与生

产策略将其大量纯化生产. 目前来看, 环形RNA凭借

更好的稳定性和免疫原性, 更加有利于蛋白替代疗法.
同时, 针对不同的目的环形RNA序列, 对负责翻译启

动的IRES序列进一步筛选和优化有望在将来增强环

形RNA的翻译效率, 并赋予环形RNA在不同细胞类型

内特异性表达的能力. 最后, 需要针对不同的治疗器官

选择合适的递送载体和给药方式, 而递送载体的研究

进展必然会进一步促进环形RNA疗法的发展. 总体来

看, 更高的递送效率、更高的表达效率和更低的免疫

原性将会是未来环形RNA技术发展的重点方向.
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mRNA vaccine has played an important role in the COVID-19 epidemic, which marks the beginning of mRNA therapy. In the post-
pandemic era, the application of mRNA therapy continues to expand. With a higher stability and lower innate immunogenicity, the
circular RNAs (circRNAs) are expected to provide a larger therapeutic window than mRNA. Therefore, it has potential to serve as a
new platform technology for the next generation of mRNA therapy. Meanwhile, there are many technical features and challenges in
the target selection, sequence design, production and delivery of circRNA drugs. This review briefly summarizes and discusses
various aspects of circRNAs as potential therapeutic, including the synthesis, translational regulation, delivery and application. We
aim to provide brief introduction to readers who are concerned about the application of circular RNA technology. We also discussed
the future of circular RNA technology, which will be improved towards a higher expression efficiency, higher delivery efficiency and
lower innate immunogenicity.
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