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摘   要：核酸药物是继化学药物和蛋白质药物之后的第三代药物，其中 mRNA 疫苗在抗击新型冠

状病毒中发挥了重要作用。mRNA疫苗因其开发周期短，制备工艺成熟，在应对病毒变异、支持全

球供应上具有显著优势。相比 mRNA，环状 RNA (circular RNA, circRNA)是一类具有更稳定的结

构、更长的半衰期、更弱免疫原性等优点的分子，并且已被证实可以高效表达蛋白产物，由此可见

环状 RNA 药物的开发前景更为广阔。虽然环状 RNA 的生物学功能有大量研究，但基于环状 RNA
开发核酸药物的研究还很少。本文概述了环状 RNA 的基本信息，总结了环状 RNA 的合成路径及作

用机制，并讨论了该领域的发展方向，希望为环状 RNA 药物的研发提供一些启示和帮助。 
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Abstract: The development and clinical application of nucleic acid drugs has been a trendy field. 
One of the notable examples is mRNA vaccines, which have been used in the fighting against 
SARS-CoV-2. With short development cycles and mature preparation processes, mRNA vaccines 
demonstrate advantages in the global supply and in response to virus mutations. Circular RNAs 
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(circRNAs) are a group of nucleic acid molecules with more stable structure, longer half-life, and 
weaker immunogenicity than mRNAs. Studies have proven that circRNAs can efficiently express 
protein products, indicating their potential in drug development. Despite extensive studies on the 
biogenesis and biological functions of circRNAs, there is limited research on developing nucleic 
acid drugs based on circRNAs. This article provides an overview of circRNAs, including their basic 
information, synthesis routes, and mechanisms, and discusses the future development directions of 
this field, hoping to provide inspiration for the research and development of drugs based on 
circRNAs. 
Keywords: circular RNA; nucleic acid drugs; internal ribosome entry site; lipid nanoparticle; 
exosomes 

 
环状 RNA (circular RNA, circRNA)是在转

录过程中或转录后通过反向剪接形成的一类共

价闭合的单链 RNA，广泛存在于多种生物体中，

具有多种生物学功能，并与多种疾病的发生发展

有关。环状 RNA 最早发现于植物类病毒中，是

一种具有高热稳定性、协同性和自互补性的天然

棒状结构大分子[1]。1979 年，有学者首次通过电

子显微镜观察到真核细胞中有环状 RNA 存在[2]。

此后，多种环状 RNA 转录本相继在人源细胞、

小鼠细胞和果蝇细胞中被发现[3-5]。随着高通量

测序技术的迅猛发展，Salzman 等发现环状

RNA 在真核细胞中普遍存在并且进化保守[6]。

2013 年，Nature 杂志重磅发文，揭示了环状 RNA
在生物体内重要的调节功能[7-8]，环状 RNA 的相

关研究随之引起了广泛关注。环状 RNA 虽然缺

乏真核生物翻译所需要的帽子结构，但是当添加

内部核糖体进入位点 (internal ribosome entry 
site, IRES)序列或者使用 N6-甲基腺嘌呤修饰核

苷酸合成的环状 RNA 也具有编码与表达蛋白

的能力 [9-10]。随着体外环化技术的发展，比

mRNA 多方面更具优势的环状 RNA 已成为核酸

药物领域的新秀。 

1  环状 RNA 合成工艺 
环状 RNA 在体内合成的方式主要是依赖

Alu 反向互补序列和 RNA 结合蛋白的反向剪接

作用[11-13]。环状 RNA 的体外合成是通过体外转

录获得线性 RNA 前体，随后通过多种方法使得

RNA 环化。目前 RNA 环化的方式主要有化学合

成法、酶促连接法以及借助内含子与外显子重排

(permuted intron-exon, PIE)策略等，每种方法各

有优劣，示意图见图 1。 
化学法合成环状 RNA 是指利用溴化氰或 1-

乙 基 -(3- 二 甲 基 氨 基 丙 基 ) 碳 酰 二 亚 胺

[1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 
hydrochloride, EDC]在体外合成环状 RNA，但因

其连接效率低、容载片段短、毒性较大等缺点，

已基本不采取这种策略[14]。 
酶促连接是借助 T4 DNA/RNA 连接酶将线

性 RNA 游 离 的 两 端 连 接 起 来 。 因 为 T4 

DNA/RNA 连接酶只能识别线性 RNA 分子 5′端

的单磷酸基团[15-17]，在体外转录产生线性 RNA

后，还需使用焦磷酸酶或限制性内切酶处理后

才可连接。在不使用夹板序列辅助连接时，会

出现 RNA 分子间连接的副产物，而使用夹板

序列辅助连接时，在连接位点处往往会出现碱

基残留，其连接效率也会受夹板序列的变化而

改变 [16]。T4 连接酶环化策略因为相对低效的

连接效率和比较昂贵的成本，很难实现工业化

制备。 
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图 1  4 种 RNA 环化方式   A：体内合成法. B：化学法. C：酶促连接法. D：PIE 法  
Figure 1  Synthesis of circRNA by four major ways. A: In vivo RNA circularization. B: In vitro RNA 
circularization by chemical strategies. C: Circularization by T4 DNA/RNA ligases. D: Circularization by PIE. 
 

PIE 策略是基于内含子的自剪接作用，重排

RNA 序列使其自剪接环化，又可细分为基于Ⅰ类
内含子的 PIE 策略和基于Ⅱ类内含子的 PIE 策

略。此方案不需要在反应体系中添加蛋白酶，但
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是需要提供鸟苷酸为Ⅰ类内含子的自剪接反应提

供底物，以及较高温度的反应体系[18-19]。遗憾的

是此种方法合成的环状 RNA 也会存在几十甚至

上百个碱基的外显子序列残留，有研究表明残留

的外源序列可能会引起生物体内的免疫反应[20]。

2022 年，苏州科锐迈德生物医药科技有限公司

在基于Ⅰ类内含子的 PIE 策略的基础上研发了

Clean-PIE 成环策略，该策略的巧妙之处是可以

通过筛选蛋白编码区或者 IRES 序列找到最优的

成环位点，实现了无外源序列引入的环化方案，

而且环化效率也更高 [21]。而基于Ⅱ类内含子的

PIE 策略中经过筛选优化后的Ⅱ类内含子可以

使 RNA 高效自剪接成环且无外显子序列残留，

而且该反应无需额外提供鸟苷酸和高温亦可进

行[22-23]，这种方案简化了环状 RNA 的成环反应

过程以及原料使用，降低了工业成本，是理想的

工业级别的环状 RNA 体外合成方案。 

2  环状 RNA 纯化方案 
体外环化反应大多需要添加金属离子及

升高温度来提升反应效率，这也会导致反应液

中的 RNA 骨架发生随机的非特异性切割[24]，

从而产生副产物开环 RNA 和弥散产物。目前

大规模纯化环状 RNA 的方式多采用蛋白酶处

理与高效液相色谱技术(high performance liquid 
chromatography, HPLC)联用的方法。RNase R 来

源于大肠杆菌 RNR 超家族，可以从 3′端到 5′端
方向切割降解 RNA，能够降解几乎所有的线性

RNA 分子，但不易降解环状 RNA、套索结构或

3′末端少于 7 nt 的双链 RNA 分子[25]。磷酸酶可

以消除体外转录后线性 RNA 分子 5′端的焦磷酸

基团。使用 RNase R 和磷酸酶处理环化反应后

的 RNA 混合物，能有效除去混合物中的线性

RNA，再使用高效液相色谱仪辅以排阻色谱柱

可以将 RNA 碎片、开环 RNA、双链 RNA、残

留蛋白等杂质和副产物与环状 RNA 分离[19,26-27]，

获得的环状 RNA，可通过冷冻干燥或沉淀法浓

缩保存。 

3  环状 RNA 鉴定方式 
环状 RNA 与其线性形式相对分子质量、碱

基分布等基本一致，仅空间结构有所差别。环状

RNA 的形成主要是通过使用发散引物(divergent 
primers)进行 RT-PCR 反应后使用 Sanger 测序加

以鉴定[7,19]；而 RNase R 和 RNase H 的消化反应，

可以用来评估形成的环状 RNA 的纯度[19]。通过

分析 Urea PAGE 凝胶电泳中线性 RNA 带和环状

RNA 带的灰度值，可以基本确定该反应的连接

效率 [28]。有研究表明，ThermoFisher Scientific
公司推出的 E-Gel EX 电泳系统中，环状 RNA
的迁移速率低于前体 RNA 以及开环 RNA，但是

迁移速率也会受上样缓冲液、染料、电压等因素

影响，因此还需要联合 Northern blotting、RNase
酶切反应和高效液相色谱分析做确认分析[29]。 

4  环状 RNA 可表达蛋白 
在真核生物中，mRNA 5′端甲基化的帽子结

构被认为是翻译起始必要的元件[30]，环状 RNA
与 mRNA 相比，虽然缺少翻译所需要的帽子结

构，但在 1995 年有学者发现通过添加某些病毒

的 IRES 序列可以介导环状 RNA 翻译蛋白[9]。在

2017 年，另有学者发现使用 N6-甲基腺嘌呤修饰

核苷酸的环状 RNA 也可以结合核糖体从而驱动

环状 RNA 的翻译[10]。但是有学者发现使用 N1-
甲基假尿苷替换尿嘧啶会抑制 I 类内含子的剪

切活性，阻断环化反应的发生，也会使环状 RNA
丧失蛋白表达的能力[31]。2018 年 Wesselhoeft 等[19]

在体外合成的环状 RNA 可以在真核细胞中高效

表达蛋白，且表达量和表达周期均优于相同序列

的线性 RNA。2022 年，北京大学的魏文胜教授
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团队首次研发出针对新冠肺炎病毒的环状 RNA
疫苗，该环状 RNA 在动物体内表达新冠抗原可

以有效引起细胞免疫及体液免疫，从而为宿主提

供广谱保护；且保存在 4、25、37 ℃的环境下，

环状 RNA 疫苗表达抗原蛋白的能力均优于同类

mRNA 疫苗[26]，这也进一步表明了环状 RNA 的

稳定性要优于线性 RNA，基于环状 RNA 开发的

疫苗相比 mRNA 疫苗在运输费用和储藏费用上都

有着极大优势。同年，斯坦福大学的 Chen 等[32]

通过优化环状 RNA 的拓扑结构、非编码区、内

部核糖体进入位点序列和核酸适配体等，极大

提高了环状 RNA 在真核细胞中表达蛋白的效

率，为环状 RNA 核酸药物替代蛋白药物提供了

可能。 

5  生物信息学的作用 
稳定的二级结构会提升 RNA 分子在胞质中

的稳定性[15]，与 mRNA 相似，环状 RNA 的碱基

序列和二级结构也会影响编码蛋白的能力，因此

可以通过优化 RNA 序列来增强环状 RNA 的稳

定性、成环效率与表达蛋白的效率。2020 年，

百度团队针对 mRNA 折叠稳定性和密码子两个

方面，对 mRNA 序列最小自由能(minimum free 
energy, MFE) 和 密 码 子 适 应 指 数 (codon 
adaptation index, CAI)进行优化，仅需几分钟就

可以预测到既稳定又能够高效翻译的 mRNA 序

列[33]。2023 年 7 月，中国药科大学张亮教授和

Coderna.AI 创始人黄亮教授在“LinearDesign”的
基础上，进一步推出了针对环状 RNA 结构预测

与序列设计算法平台“circDesign”，该算法除了

对 MFE 和 CAI 进行优化外，还评估了开放阅读

框对 IRES 折叠的影响。动物实验表明，基于该

算法设计的两款环状 RNA 疫苗在小鼠体内的稳

定性和翻译效率均有提升[34]。 
IRES 序列是环状 RNA 翻译蛋白质的关键

调节元件，此前研究的 IRES 序列多是从病毒基

因组中发掘[9,32]。2023 年，浙江大学智能创新药

物研究院周展教授团队研发了一个专门用于预

测环状 RNA 的 IRES 序列工具“DeepCIP”[35]，这

将更好地帮助我们研究环状 RNA 的编码潜力以

及提升环状 RNA 药物的设计能力。这些生物信

息学软件和工具对环状 RNA 核酸药物开发都起

到重要的推动作用，对挖掘药物潜力、节约药物

研发时间、降低开发成本、提高药物开发成功率

等都有重要意义。 

6  环状 RNA 的安全性 
环状 RNA安全性一直存在着争议。2017年，

Chen 等[36]最早报道使用 I 类内含子环化，RNase R
和磷酸酶纯化的环状 RNA 会引发强烈的天然免

疫反应。2019 年，Wesselhoeft 等[36]通过 RNase R
处理、磷酸酶处理及 HPLC 纯化得到的同样是基

于 I 类内含子体外合成环状 RNA 却不会触发机

体产生天然免疫反应。同年，Chen 等[37]又发文

称外源的环状 RNA 进入哺乳动物体内会引发天

然免疫反应，使用 N6-甲基腺嘌呤修饰核苷酸会

降低环状 RNA 的免疫原性。2022 年，中国科学

院分子细胞科学卓越创新中心的陈玲玲教授团

队报道通过 I 类内含子自我剪接产生的环状

RNA 因其引入外源序列或产生双链 RNA 结构

具有免疫原性，但是通过 T4 连接酶产生的环状

RNA 不具有免疫原性[20]。另外，体外转录产物

通常包含部分不完整转录物及双链 RNA。当双

链 RNA 进入细胞时，受体细胞会将其感知为入

侵病毒而引起细胞因子风暴，这也是环状 RNA
引起免疫原性的另一重要原因。对此，Moderna
公司研究团队设计开发了一种新型 T7 RNA 聚

合酶，相比野生型 T7 RNA 聚合酶，突变体可

以简化体外转录的生产过程，在不降低产量的

情况下，显著减少免疫刺激性副产物双链 RNA
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的产生，进一步降低了环状 RNA 药物激发免疫

的可能[38]。 
此外，2022 年，苏州大学支巧明团队发现

由内源基因衍生的环状 RNA 与 miRNA 结合后

会异常激活下游通路而导致炎症加重，并且可能

引起癌症发生[39]。无独有偶，2023 年 6 月，澳

大利亚弗林德斯大学的 Qadir 等[40]发现部分内

源 环 状 RNA 可 能 会 与 染 色 体 结 合 形 成

circR-loops 结构导致转录暂停、染色质易位和

DNA 修复异常，从而参与癌症的发生。因此，

环状 RNA 的临床应用可能存在安全风险。 

7  环状 RNA 药物的递送 
递送系统是保证核酸药物有效性和安全性

的关键，其在保护 RNA 结构、增强靶向能力、

热稳定性和减少不良反应等方面起到重要作用。

最早各种病毒载体被应用于在生物体内递送核

酸药物，但因其潜在的生物安全问题且难以大规

模制备等因素，现已不再是核酸药物体内递送的

首选[41]。相比之下，类病毒载体因其毒性低、

免疫反应低、载体容量大、材料来源广泛、易于

大量制备且所携带的基因不整合至宿主细胞基

因组等优势在递送领域受到强烈关注[42-43]。在目

前进入临床阶段的药物管线中，脂质纳米颗粒

(lipid nanoparticle, LNP)是核酸药物最常应用的

递送包裹材料。脂质纳米颗粒对大多数细胞几乎

没有毒性，但在 LNP 配方中使用聚乙二醇可能

导致过敏反应[44-45]。另外临床研究表明 LNP 具

有肝外组织靶向传递的特异性[46-47]，尽管有学者

已研发出能够靶向其他组织的新型 LNP[48-49]，

依然迫切需要能够将环状 RNA 靶向递送且无毒

副作用的新型载体。 
在此背景下，细胞来源的囊泡结构，如外泌

体(exosomes)，因其良好的生物相容性、细胞特

异性和跨越生理屏障功能，在核酸药物递送领域

受到越来越多的关注。近年，东南大学姚红红教

授团队发现从外泌体中分离得到的 EV-circSCMH1
能够有效促进缺血性脑卒中模型小鼠与恒河猕

猴脑血管修复[50-51]。虽然外泌体目前还不能大规

模应用于体外转录环状 RNA 的递送，但其在递

送领域仍有巨大潜力。 

8  环状 RNA 药物的应用现状和

未来趋势 
环状 RNA 相对于线性 RNA 的显著稳定性

和低免疫原性，其翻译蛋白质和提供调节功能的

能力使这种分子具有巨大的潜在应用价值。2018年，

Wesselhoeft 等[19]通过优化 PIE 系统和筛选 IRES
序列，实现了环状 RNA 在哺乳动物细胞内高效

稳定表达蛋白质。该文的通讯作者 Anderson 教

授也基于该项技术创立了世界首家利用环状

RNA 开发新疗法的公司 Orna Therapeutics，并在

第 25 届美国基因与细胞治疗学会年会上公布了

其已经成功构建了能够编码杜氏肌营养不良症

(Duchenne muscular dystrophy, DMD)所缺乏的

肌营养不良蛋白的长达 12 000 nt 的超长环状

RNA 及可以在体内编码抗原嵌合受体的环状

RNA，为实现生物体内原位 CAR-T 细胞疗法提

供了可能性。2022 年，北京大学魏文胜团队制

备得到的环状 RNA 可以表达针对 SARS-CoV-2
的中和抗体并可以在小鼠和恒河猴中引发特异

性免疫反应[26]。2022 年，清华大学林欣和喻国

灿团队设计了编码肿瘤抗原的环状 RNA 疫苗，

在动物模型中有优秀的抗肿瘤疗效[52]。同年，

汉诺威医学院 Lu 等[53]发文称人工制备的环状

RNA 模拟物 Circ-INSR 可预防和逆转阿霉素介

导的心肌细胞死亡，并改善心脏功能。 
环状 RNA 作为一种新兴生物学分子，在核

酸药物领域已经崭露头角，除了直接发挥环状

RNA 的调节作用，还可长效表达蛋白，替代蛋
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白药物，并且在 RNA 疫苗、体内原位 CAR-T
细胞疗法等领域也有建树。体外合成环状 RNA
技术将成为科研与工业领域的热门，目前国内外

已建立了 Orna Therapeutics、Chimerna Therapeutics、
Laronde、Circio、Circode (环码生物)、Therorna 
(圆因生物)、吉赛生物、科锐迈德、耀海生物等

程序化环状 RNA 药物研发平台。随着研发模式

和工程体系的完善，待解决安全性及靶向递送

的难题后，环状 RNA 会在核酸药物领域发挥更

大作用。 

9  讨论与展望 
核酸药物因其开发周期短、药物成本低、药

效显著成为临床用药和新药研发的热点。其中，

环状 RNA 作为一类携带遗传信息的生物大分

子，既可以发挥其内在功能调控转录与基因表

达，也可以通过表达蛋白来治疗因某些蛋白质功

能丧失而引起的疾病。环状 RNA 的高稳定性、

低免疫原性、便于大规模合成和纯化、不易在细

胞中引起基因突变等优点，使其具有巨大的医学

应用潜力。与 mRNA 药物相比，环状 RNA 药物

有着诸多优势：一方面，环状 RNA 是共价闭合

的环状结构，没有游离的末端，因此对 RNA 外

切酶的耐受程度更高，使其稳定性更高，其半衰

期及蛋白表达周期也更长，一次给药即可发挥长

效作用；另一方面，体外合成环状 RNA 不需要

加帽酶、加尾及使用假尿苷修饰即可表达蛋白且

免疫原性较低，其药物成本也相对低廉，环状

RNA 与 mRNA 药物的对比情况见表 1。近年来，

随着研究的深入，环状 RNA 也暴露出一些问题：

(1) 部分内源环状 RNA因含有与基因组 DNA高

度互补的序列，会与染色体结合导致 DNA 双链

打开，单链 DNA 更易发生断裂。基因组 DNA
断裂后在环状 RNA 的干扰下会产生错误修复，

导致产生致癌基因及染色体易位的情况。体外构

建环状 RNA 药物也应充分考虑该潜在风险。  
(2) 环状 RNA 由于其独特的空间结构，并非所

有蛋白序列都可以很好地在细胞中得到表达。为

适应蛋白翻译需要，需要对其 IRES 序列进行高

通量筛选，导致药物开发难度增加。(3) 在合成

环状 RNA 的过程中，机械应力和金属离子可能

导致 RNA 环状结构开环，降低了目的产物得率，

增加了纯化难度及引发免疫的可能性。(4) 目前

大规模纯化环状 RNA 主要是通过液相色谱层析

技术，在规模和纯度上具有一定的局限性。(5) 
目前国际上关于环状 RNA 还没有统一的质量标

准，主要参考 mRNA 药物的标准进行评估，不

利于相关药物研发。(6) 环状 RNA 的递送主要 
 

表 1  环状 RNA 药物与 mRNA 药物对比表  
Table 1  Comparison between circRNA and mRNA drugs 
Item circRNA mRNA References 
Preparation IVT, circularization IVT, cap and poly(A) tail design [20] 
Purification RNase R digestion, SEC-HPLC, IP-RP-HPLC Affinity purification (oligo-dT resin), ion 

exchange chromatography 
[26,54] 

Capping Not required Required [26,55] 
Pseudouridine Not required Required [26,55] 
Codon optimizations Required Required [33] 
Half-life 108−144 h 36−48 h [19,26,31] 
Storage RNase free, non-cryopreservation or under 

fewer freezing condition 
RNase free, ultra-cold condition [26] 

Delivery LNP, exosomes  LNP, exosomes [42,51] 
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仍依托于 LNP，具有一定的局限性，而细胞外

囊泡等新型递送载体仍需深入研究。 
综上所述，环状 RNA 作为一种新型的生物

学分子，具有成为新一代核酸药物的潜力，但仍

旧有许多挑战需要解决。继续深入研究，对于加

快环状 RNA 的应用具有重要作用。 
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