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摘要：环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）是一大类内源性单链ＲＮＡ，不同于其他线性 ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ通过外显子、内含子
或２个外显子－内含子的反向剪接和融合形成共价闭环而产生，在高度分化的真核生物中普遍表达，并且
与生物体的多种发育和代谢疾病过程密切相关。ｃｉｒｃＲＮＡ具有结构稳定、抗ＲＮＡ酶降解、高度保守以及组
织特异性表达等特点，是诊断和预后的理想生物标记物。传统方法如 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法、ｑＲＴ－ＰＣＲ和微阵
列分析虽然提供了一定有用的信息，但是依旧受制于各自的缺点，无法在临床检验中大规模推广。近年来，

为了解决这些问题，出现了一些新的检测方法。本文总结了目前 ｃｉｒｃＲＮＡ检测方法的相关进展，阐述其优
点和局限性，并讨论面临的挑战以及未来的发展方向。
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　　环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）是一种特殊类型的 ＲＮＡ，
在生物体内通过特定 ＲＮＡ反向剪接形成，由至少几
百个核苷酸从５’至３’端形成共价闭合环，不存在
５’－３’极性和 ｐｏｌｙ－Ａ尾部［１－３］。长期以来，Ｃｉｒ
ｃＲＮＡ被误认为是基因组中异常 ＲＮＡ剪接或噪声导
致的低丰度副产物［４］，但高通量测序技术和新型生

物信息学算法的巨大进步，使研究人员能够在多种

模型生物中发现更多类型的ｃｉｒｃＲＮＡ，从而能够研究
它们在各种疾病中的潜在作用［５］。２０１２年，Ｓａｌｚｍａｎ
等［６］首次提出，大部分已知的非编码 ＲＮＡ都是环状
的，这些 ｃｉｒｃＲＮＡ不仅仅是 ＲＮＡ剪接的副产物；之
后，Ｊｅｃｋ等［７］从蛋白质编码基因的外显子中鉴定了

２５０００多种ｃｉｒｃＲＮＡ，这些 ｃｉｒｃＲＮＡ可以通过 ＲＮａｓｅ
Ｒ（一种 ＲＮＡ内切核酸酶）酶切来重复富集。因为
ＲＮａｓｅＲ能够降解所有具有短３’末端的线性 ＲＮＡ，
但不降解套索或环状 ＲＮＡ，这使得 ｃｉｒｃＲＮＡ无法被
ＲＮａｓｅＲ酶切。迄今为止，ＲＮａｓｅＲ酶切仍然是验证
和富集ｃｉｒｃＲＮＡ的金标准。

越来越多的证据表明，ｃｉｒｃＲＮＡ可以充当 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的“海绵”，为 ＲＮＡ结合蛋白的组
装提供平台，并与ｍＲＮＡ相互作用，在转录后调节其
表达［８］。ｃｉｒｃＲＮＡ具有高表达、组织特异性、结构稳
定性和高度保守性［４］。基于这些特征，ｃｉｒｃＲＮＡ有潜
力作为诊断和预测疾病进展和预后的重要生物标志

物［１，５－９］。为了在临床应用中使用，有必要评估特定

疾病中哪些ｃｉｒｃＲＮＡ发生了变化，以确保这些变化是
否能代表该疾病发生发展的变化。

由于其环状结构，ｃｉｒｃＲＮＡ很难通过常用的技术
（如电泳或靶向 ｐｏｌｙ－Ａ尾部的方法）与其他种类
ＲＮＡ分离［１０］；此外，与线性对应物相比，内源性 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ的丰度相对较低［１１］，给检测ｃｉｒｃＲＮＡ提出了挑
战。传统检测 ｃｉｒｃＲＮＡ的方法，如 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法、
逆转录定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）、微阵列分析和 ＲＮＡ
测序，都不能满足现代研究的需要：Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法
可用于评估ｃｉｒｃＲＮＡ的存在和大小，但灵敏度低，工
作量大且耗时［１２］；ｑＲＴ－ＰＣＲ是实验室常用的定量
ｃｉｒｃＲＮＡ的检测方法，然而，在 ｃｉｒｃＲＮＡ反转录生成
互补ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）的过程中，由于过度转录，可能会
导致ｃｉｒｃＲＮＡ的浓度被高估［１３－１５］；ＲＮＡ测序是 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ研究中另１种广泛使用的方法，但需要耗费大
量时间和精力对数据进行整理分析，且试剂和设备

昂贵，这些都限制了它在常规诊断中的使用［１６－１７］；

基于微阵列的检测方法产生的数据很难在研究之间

进行比较，此技术更适合作为筛选工具，而非用于定

量［１８］。因此，迫切需要开发简单、灵敏、准确和有效

的ｃｉｒｃＲＮＡ分析定量方法。
ｃｉｒｃＲＮＡ的检测技术已经成为了近年来重点研

究的方向之一，目前正在研究的新方法包括荧光原

位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）和数
字化等温扩增技术（ｄｉｇｉｔａｌＬＡＭＰ）等，如图 １所示。
为了促进和帮助ｃｉｒｃＲＮＡ检测技术的发展，本文概述
了几种检测ｃｉｒｃＲＮＡ的新方法，并讨论了其优势和局
限性，希望为开发出更高效、低成本的 ｃｉｒｃＲＮＡ检测
方法提供参考。

图１　环状ＲＮＡ的检测方法示意图
Ｆｉｇ１　 ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｉｒｃＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｓ

ｃｉｒｃＲＮＡ的异常表达与疾病的发生和发展之间
有非常密切的联系，这种联系得到了多数学者的认

可与验证［１９－２１］。ｃｉｒｃＲＮＡ的结构特点使其成为临床
应用中良好的生物标记物，但由于其环状结构、缺乏

５’－３’极性和 ｐｏｌｙ－Ａ尾部，以及浓度较低的特点，
想要更深入地分析检测 ｃｉｒｃＲＮＡ还存在较大的挑战
性［２２］。考虑到ｃｉｒｃＲＮＡ在不同应用中发挥的关键作
用，过去１０年在其新的检测手段方面的研究取得了
重大进展。

１　传统方法
１１　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法　在用 ｑＲＴ－ＰＣＲ方法研究
ｃｉｒｃＲＮＡ时，往往是先使用ＲＮａｓｅＲ来酶切和去除线
性ＲＮＡ，ＲＮａｓｅＲ可以酶切分子量很大的 ｃｉｒｃＲＮＡ，
但无法酶切结构稳定的线性ＲＮＡ，因此验证特定ｃｉｒ
ｃＲＮＡ的存在非常重要［２３］。Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法能准确
地验证ＲＮＡ的大小和环状结构［２４］，是目前公认证明
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ｃｉｒｃＲＮＡ存在的金标准，但这种检测方式灵敏度低，
效率低，步骤烦琐耗时，实际使用受限［２５］。

许多研究团队试图提高 ｃｉｒｃＲＮＡＮｏｒｔｈｅｒｎ印迹
法检测的灵敏度并缩短总分析时间。例如，Ｗａｎｇ和
Ｓｈａｎ报道了使用地高辛（ＤＩＧ）标记系统检测 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ，与传统同位素标记系统（３２Ｐ）相比，该检测系
统具有以下几个优点：灵敏度高，暴露时间短，保存

时间长以及安全性高［２６］。其他探针设计策略，例如

使用锁定核酸（ＬＮＡ）寡核苷酸探针替代传统的ＤＮＡ
寡核苷酸探针。ＬＮＡ寡核苷酸是一类新的双环ＲＮＡ
类似物，对其ｃＤＮＡ或ＲＮＡ靶点具有高亲和力，已证
明对于ｍｉＲＮＡ而言，其效率至少是传统ＤＮＡ探针的
１０倍［２７－２８］。该策略也适用于提高环状 ｃｉｒｃＲＮＡ
Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交检测的灵敏度。
１２　基于ＰＣＲ的方法　ｑＲＴ－ＰＣＲ是ｃｉｒｃＲＮＡ分析
的最常用方法，在 ＲＮＡ测序中首先被应用于验证
ｃｉｒｃＲＮＡ的存在。ｑＲＴ－ＰＣＲ是 ｃｉｒｃＲＮＡ定量的“金
标准”，其检测定量浓度范围宽，比基于杂交的方法

的灵敏度约高１０００倍［２９－３０］。在常见的 ｑＲＴ－ＰＣＲ
步骤中，从细胞或组织中分离出总 ＲＮＡ，然后用
ＲＮａｓｅＲ处理以去除线性 ＲＮＡ，再通过 ＲＴ获得 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ的ｃＤＮＡ，用引物对该 ｃＤＮＡ特定的剪接连接
进行ＰＣＲ扩增，最后，对荧光信号进行测定和分析。
这项技术体现了灵敏度、特异性、时间效率、成本和

操作难易之间的平衡，使得基于 ｑＲＴ－ＰＣＲ的技术
在临床实验室中易于推广实施［３０］。ｑＲＴ－ＰＣＲ的这
些优点为其在临床疾病早期诊断和监测治疗方面发

挥了重要作用。虽然 ｑＲＴ－ＰＣＲ技术已经实现了对
ｃｉｒｃＲＮＡ的高敏测定，但核酸外切酶 ＲＮａｓｅＲ可能对
具有二级结构的３’末端线性 ＲＮＡ酶切不足［３１］。此

外，由于逆转录过程中的链移位和滚动循环复制，单

个ｃｉｒｃＲＮＡ分子可以产生多个重复的ｃＤＮＡ拷贝，这
些假似物可能占检测到的 ＲＮＡ的３４％～５５％，导致
ｃｉｒｃＲＮＡ浓度被过高估计［２０］。

为了克服逆转录中的滚动扩增问题，Ｃｈｅｎ等［３２］

开发了一种基于逆转录液滴数字聚合酶链反应（ＲＴ
ｄｄＰＣＲ）的检测方法。ＲＴｄｄＰＣＲ是一种新兴的核酸
定量技术，比传统 ＰＣＲ具有更高的灵敏度和准确
性［３３］。该分析的算法基于泊松分布，消除了滚动ＲＴ
产物对 ｃｉｒｃＲＮＡ定量的影响［３４］。与传统的 ｑＲＴ－
ＰＣＲ分析类似，总 ＲＮＡ首先从血清中分离和纯化，
但与ｑＲＴ－ＰＣＲ不同的是，总 ＲＮＡ未经 ＲＮａｓｅＲ处

理。通过逆转录获得ｃＤＮＡ后用ＲＮａｓｅＨ处理，以特
异性降解 ＤＮＡ－ＲＮＡ双链中的 ＲＮＡ链，使用 ＲＴ
ｄｄＰＣＲ进行热循环。Ｇｕｏ等［３５］使用该方法对血浆中

的ｃｉｒｃＲＮＡ进行分析，发现胃癌患者的总体存活率与
血浆中 ｈａｓ－ｃｉｒｃ－０００１０１７或 ｈａｓ－ｃｉｒｋ－００６１２７６
的水平呈正相关。此外，血浆ｈａｓ－ｃｉｒｃ－０００１０１７或
ｈａｓ－ｃｉｒｋ－００６１２７６水平在手术后恢复正常的患者，
其无病生存期比未恢复正常的病人长。与 ｑＲＴＰＣＲ
不同，ＲＴｄｄＰＣＲ不需要校准，使实验过程更加简便。
此外，其灵敏度适用于检测低拷贝数的目标，无需预

放大步骤［３６］。但这种技术需要的检测设备比较昂

贵，若能被普通医学实验室接受，这项技术将很有

前景。

２０２０年，Ｌｉ等［３７］开发了另一种基于ＰＣＲ的检测
方法，避免了线性 ＲＮＡ干扰和滚动扩增的问题。该
方法使用一对ＤＮＡ探针用于补充靶ｃｉｒｃＲＮＡ的后拼
接连接位，每个ＤＮＡ探针都包含一个引物特异性序
列和一个靶标特异性识别序列，该序列与ｃｉｒｃＲＮＡ后
剪接连接位点的一侧互补。在存在 ｃｉｒｃＲＮＡ的情况
下，２个探针在后剪接连接位点的两侧杂交，允许其
末端被ｓｐａｒｔＲ连接酶连接，从而产生一条长 ＤＮＡ
链［３８－３９］。长ＤＮＡ链一旦形成，两端的引物特异序列
将允许ＰＣＲ扩增。在线性 ＲＮＡ中，２个探针分别识
别其３’和５’末端的边界位置，阻止连接和随后的
ＰＣＲ扩增。该方法可达到 １ｆｍｏｌ·Ｌ－１的定量限
（ＬＯＱ），动态范围为５个数量级［３７］。与传统的 ｑＲＴ
－ＰＣＲ相比，该方法避免了滚环放大的问题，并且由
于其快速、简单和高性价比，更易于在普通实验室中

使用。

１３　基于微阵列的ｃｉｒｃＲＮＡ检测　随着新技术的发
展，越来越多的 ｃｉｒｃＲＮＡ被发现。在将这些 ｃｉｒｃＲＮＡ
用作临床实践中的生物标记物之前，需要对这些 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ在疾病中的特征进行系统研究，这就需要一种
方法来同时检测大量的 ｃｉｒｃＲＮＡ。基于微阵列的方
法是特别有效的高通量检测工具，可以同时检测多

种ｃｉｒｃＲＮＡ［１８，４０］。ｃｉｒｃＲＮＡ的微阵列分析与线性ｍＲ
ＮＡ的分析类似，仅在探针序列的设计上有所不同，
其探针序列以靶向ｃｉｒｃＲＮＡ内的“反向拼接”连接位
点序列为目标［４１－４２］。

为了对ｃｉｒｃＲＮＡ进行微阵列分析，从组织或细胞
中分离出总ＲＮＡ，然后用 ＲＮａｓｅＲ酶切以去除线性
ＲＮＡ。酶切后进行转录和扩增，然后将标记的 ｃＲＮＡ
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杂交到ｃｉｒｃＲＮＡ阵列上。通过荧光扫描仪可以得到
ｃｉｒｃＲＮＡ的类型和相对数量。

ｃｉｒｃＲＮＡ微阵列是规模化鉴别评估 ｃｉｒｃＲＮＡ差
异表达的有力工具。ｃｉｒｃＲＮＡ微阵列的检测效率优
于ＲＮＡ测序，因为微阵列几乎１００％的检测信号都
可用于分析 ｃｉｒｃＲＮＡ［４３］。然而，这项技术需要总
ＲＮＡ的量较大，并且只能测量 ＲＮＡ的相对浓度，所
以产生的结果很难在不同研究之间进行比较。因

此，微阵列分析通常用于筛选，不用于量化 ｃｉｒｃＲＮＡ。
理论上，非标记和非扩增反应检测方法更简单，所得

结果更可靠，特别是对于诊断目标。因此，未来的工

作应主要集中在２个方面：第一，标记二级探针而不
是ｃｉｒｃＲＮＡ，以提高灵敏度；第二，利用特殊设备减少
总ＲＮＡ的需要量。
１４　二代测序（ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）

ＮＧＳ又称为高通量测序，其开创性地引入了可
逆终止末端，从而实现边合成边测序，在 ＤＮＡ复制
过程中通过捕捉新添加的碱基所携带的特殊标记来

确定ＤＮＡ序列。由于ｃｉｒｃＲＮＡ在疾病诊断和预后方
面潜在的重要作用，研究人员对其全基因组表达模

式越来越感兴趣。测序技术的进步，特别是更深入

测序和更长读取片段的发展，加速了对ｃｉｒｃＲＮＡ的全
基因组研究［４４］。此外，将ＲＮＡ定位到其基因组来源
的算法和核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）缺乏的策略使得非聚
腺苷酸ＲＮＡ的测序成为可能［４５］。通过测序检测ｃｉｒ
ｃＲＮＡ的方法通常可分为２大策略［４６－４７］。第一种即

基于候选的方法，使用现有的转录模型生成候选连

接接头［４８－４９］。该方法已被使用并获得了可靠的结

果，此外，它在缺乏核糖体 ＲＮＡ的库中实现速度最
快，但不能用于检测样本中存在的新的 ｃｉｒｃＲＮＡ。第
二种方法通过将 ＲＮＡ测序读数与基因组序列相匹
配来识别连接，正如拼接对齐算法所做的那样［５０］。

在这种方法中，在高通量测序之前，对库进行 ｒＲＮＡ
缺失和ＲＮａｓｅＲ处理。序列读取直接映射到从头开
始的基因组位置，允许识别特定序列中的反向拼接。

第二种方法避免了使用现有模型生成候选列表所带

来的偏差，并允许通过检测未标记的拼接连接来识

别新的ｃｉｒｃＲＮＡ。然而，与基于候选者的方法相比，
其准确度不高，敏感度也不够，并且需要更多的总

ＲＮＡ。此外，它更容易受到核酸内切酶污染的影响。
随着ＲＮＡ序列数据的丰富，最近开发了许多计

算和可视化ｃｉｒｃＲＮＡ的程序。例如，Ｃｈｅｎ等［５１］在分

析拟南芥和水稻模拟和真实 ｒＲＮＡ－／ＲＮＡｓｅＲＲＮＡ
Ｓｅｑ数据的基础上，构建了 ＰｃｉｒｃＲＮＡ＿ｆｉｎｄｅｒ软件，在
检测植物ｃｉｒｃＲＮＡ方面显示出良好的综合能力以及
较高的灵敏度和精度。ＰｃｉｒｃＲＮＡ＿ｆｉｎｄｅｒ主要用于外
显子ｃｉｒｃＲＮＡ预测，由３个模块组成：ｃａｔｃｈｅｒ、ａｎｎｏｔａ
ｔｏｒ和 ｆｉｌｔｅｒ。Ｎｉｕ等［５２］开发了 ＣｉｒＲＮＡＰＬ的分类系
统，该系统提取了ｃｉｒｃＲＮＡ序列的核酸组成和结构特
征，与ｂｌａｓｔ相比，识别精度显著提高。其他可用的计
算方法，如ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ和 ＣＩＲＩ，用户可以选择不同
的软件来分析 ｃｉｒｃＲＮＡ［５３－５４］。２０２２年，Ｇａｆｆｏ等［５５］

发明了 ＣｉｒＣｏｍＰａｒａ２的计算方法，它通过结合多种
ｃｉｒｃＲＮＡ检测方法，在不损失精度的情况下始终实现
高的召回率。这些新方法发现的不同 ｃｉｒｃＲＮＡ，需要
通过公认的检测方法进行验证，这是生物信息算法

检测假定ｃｉｒｃＲＮＡ的关键步骤。
与微阵列不同，深度测序揭示了ｃｉｒｃＲＮＡ的实际

结构，允许发现以前没有发现的新 ｃｉｒｃＲＮＡ，并且不
受交叉杂交或背景噪声问题的影响。此外，可以从

福尔马林固定的石蜡包埋（ＦＦＰＥ）标本中得到深度测
序数据，使大规模临床样本测定成为可能。遗憾的

是，ＲＮＡ测序效率很低，只有０１％的读数可用于解
释特定的剪接连接［４９，５６］，在常见的测序深度中，低丰

度ｃｉｒｃＲＮＡ容易被忽略［５７］。幸运的是，对 ｃｉｒｃＲＮＡ
分析需求的增加推动了这项技术的进步，未来 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ深度测序分析服务的成本和价格可能会降低。
１５　ＦＩＳＨ　ＦＩＳＨ是一种强大的ｃｉｒｃＲＮＡ检测工具，
可以实现ＲＮＡ的亚细胞定位［５８－５９］。在这种技术中，

固定后的细胞或组织暴露于高浓度短荧光标记的

ＤＮＡ探针里，形成稳定的 ＤＮＡ－ＲＮＡ杂交。杂交
后，用荧光显微镜观察荧光信号。针对不同目标分

子的ＤＮＡ探针，每一个都标有一个独特的荧光团，
可以在使用前汇集起来［５９］。创建靶向 ｃｉｒｃＲＮＡ反向
剪切连接的探针是一项挑战，该探针应拥有２２～２４
个核苷酸，以减少非特异性杂交，并应与后剪接连接

位点的两侧形成互补［６０］。此外，探针的 ＧＣ含量应
在４０％～６０％之间［６１］。值得注意的是，靶拷贝数、探

针修饰和严格的条件都会影响原位杂交的信号。在

临床环境中应用基于 ＦＩＳＨ的 ｃｉｒｃＲＮＡ检测之前，需
要进行验证，包括能力测试、员工能力评估、仪器校

准以及与临床发现的相关性。扩展重标记探针的方

法或使用酶标记荧光探针可能是未来的方向。然

而，这项技术不仅耗时，还需要昂贵的信号检测设
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备，这可能会阻碍其在常规诊断实验室中的应用。

２　新型方法
２１　基于滚环扩增（ＲＣＡ）的方法　ＲＣＡ是最近发
展起来的一种技术，可以从 ＤＮＡ模板中生成长单链
ＤＮＡ或ＲＮＡ产物［６２］。这种简单有效的ＤＮＡ扩增技
术已被广泛应用于生物医学研究中，以建立各种生

物材料的敏感诊断分析，包括 ＤＮＡ和 ＲＮＡ，以及蛋
白质、小分子和细胞［６３－６４］。ｃｉｒｃＲＮＡ的环形结构是
启动滚动循环扩增过程的理想模板，这使得该技术

特别适用于对ｃｉｒｃＲＮＡ进行分析。
２０２０年，Ｌｉｕ等［６５］设计了一种逆转录滚环扩增

（ＲＴＲＣＡ）方法，选择性地扩增目标 ｃｉｒｃＲＮＡ。该系
统使用单个 ｃＤＮＡ引物和分子信标进行信号检测。
ＤＮＡ引物结合到目标 ｃｉｒｃＲＮＡ的连接位点，允许逆
转录酶开始滚动形成周期扩增。扩增后，分子信标

杂交到反向扩增ＤＮＡ链上的一个位点，从而使荧光
信号释放。该方法的校准曲线显示了４个数量级的
检测范围，从２ｆｍｏｌ·Ｌ－１到５０ｐｍｏｌ·Ｌ－１。与传统
的ｑＲＴ－ＰＣＲ相比，该方法具有操作简单，成本低，
不需要高精度的温度循环和额外的分离步骤等

优点。

２０２３年，Ｗａｎｇ等［６６］设计了一种叫做数字反转

录超分支滚环扩增法（ｄｉｇｉｔａｌｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－
ｈｙｐｅｒｂｒａｎｃｈｅｄｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｄＨＲＣＡ）的
检测方法。该方法设计了一对横跨目标 ｃｉｒｃＲＮＡ反
向剪切位点的引物，引物１能够对靶标ｃｉｒｃＲＮＡ进行
反向转录形成滚环扩增生成ｃＤＮＡ，然后引物２再结
合到生成的长链ｃＤＮＡ上进行延伸和链替换，从而达
到指数等温扩增。利用这个设计能够有效区分线性

和环状ＲＮＡ，因为即使引物１也可以结合到类似的
线性ＲＮＡ上，但是扩增出来的 ｃＤＮＡ不能结合到引
物２上。这个方法的优点是不需要严苛的温度或者
样本处理，还能够适用于数字平台使检测限度达到

单分 子 级 别［６６］，也 不 需 要 ＲＮａｓｅＲ 来 消 除
线性ＲＮＡ。

除了发现ｃｉｒｃＲＮＡ外，新发现的ｃｉｒｃＲＮＡ亚细胞
定位同样十分重要。传统基于ＰＣＲ的方法可以分析
样本中ｃｉｒｃＲＮＡ的基因表达，但无法给出其形态学特
征。最近，Ｌｉ等［６７］建立了一种新的分析方法，将

ＲＣＡ与线性ＤＮＡ纳米结构（ＬＤＮ）相结合，用于原位
ｃｉｒｃＲＮＡ分析。在其研究中，ＲＣＡ从一个包含２种不
同发夹探针的多个结合位点的 ｃｉｒｃＲＮＡ中生成了一

个长线性ＤＮＡ支架。发夹状探针（Ｈ１和 Ｈ２探针）与
ＤＮＡ支架杂交，组装成完整的 ＬＤＮ。一旦 ＬＤＮ形
成，靶标 ｃｉｒｃＲＮＡ与 ＬＤＮ上的 Ｈ１探针杂交，触发 ２
个探针的构象变化，从而使Ｈ２发出荧光信号，然后释
放靶标 ｃｉｒｃＲＮＡ。ｃｉｒｃＲＮＡ沿着 ＬＤＮ支架又与其他
Ｈ１探针反应，进一步使 Ｈ２发出荧光信号，如此循环
形成无酶作用的信号放大反应，使整个 ＬＤＮ发光。
单个靶点 ｃｉｒｃＲＮＡ可以催化多个 ＬＤＮ，从而使信号
放大。该试验的检测限（ＬＯＤ）约为 １ｐｍｏｌ·Ｌ－１。
然而，在他们的研究中，没有考虑影响探针穿透的因

素。探针对单个靶ｃｉｒｃＲＮＡ具有特异性，必须仔细设
计Ｈ１和Ｈ２探针或 Ｈ１／Ｈ２基团之间的距离。这些因
素增加了此方法的复杂性，并且增加了该方法的

耗时。

２２　基于链式杂交反应的方法　杂交链式反应（ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＨＣＲ）是 Ｄｉｒｋｓ和 Ｐｉｅｒｃｅ［６８］

于２００４年提出的一种新型无酶参与的核酸聚合反
应，仅由目标分子引发若干种自身稳定的 ＤＮＡ茎环
结构发生级联反应产生具有切口的长链 ＤＮＡ结构。
每一个起始目标分子可以触发一个杂交链式反应形

成一个超长链 ＤＮＡ，运用杂交链式反应可以实现目
标分子的信号放大。该反应属于等温扩增技术，对

仪器的要求大大简化，只需要简单的控温设备既可

完成反应。此外，该技术不需要辅助酶的参与，可以

极大地降低实验成本，反应的重现性好。

２０２１年，Ｚｈｕ团队［６９］利用网状 ＨＣＲ和 ＲＴＲＣＡ
构建了双重选择和双重扩增的 ｃｉｒｃＲＮＡ检测方法。
这种二维网状ＨＣＲ由一个巧妙设计的触发链和２个
发夹形燃料探针组成，可以生成稳定的网络结构，

ｑＲＴ－ＲＣＡ产物在恒定温度下包含多组重复，从而产
生增强的荧光信号。首先，对目标ｃｉｒｃＲＮＡ进行特异
性ｑＲＴ－ＲＣＡ，获得具有多组重复序列的长单链 ｃＤ
ＮＡ，实现了首次选择和信号放大。接下来，为 ＨＣＲ
工艺巧妙地设计了一个触发探针和 ２个发夹形探
针。反向剪切连接位点的存在改变了触发探针的构

象，暴露了启动子链，然后触发了２个亚稳态发夹探
针Ｈ１和Ｈ２之间的连续链置换过程，实现了二次选择
和信号放大。在该策略中，重复靶序列的存在使

ＨＣＲ系统在一维上延伸，而相邻的ＨＣＲ系统形成了
稳定的二维网状ＤＮＡ纳米结构。在该研究中，通过
２种特异性选择和２种核酸扩增过程实现了ｃｉｒｃＲＮＡ
检测的高特异性和敏感性。
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这种检测方法消除了端到端连接的线性 ＲＮＡ
同种型的干扰，并且不需要严格的温度变化过程或

复杂的电极制备步骤。这种网状 ＨＣＲ系统对具有
多组重复序列的ＤＮＡ具有更高的响应效率，优化的
网状ＨＣＲ系统对包含多组重复序列的 ＤＮＡ链具有
更高的检测效率，可以检测低至 ０１ｐｍｏｌ·Ｌ－１的
ｃｉｒｃＲＮＡ，并且具有优异的选择性。
２３　基于茎环引物（ＳＬＰ）或茎环探针的 ｃｉｒｃＲＮＡ检
测　随着ｃｉｒｃＲＮＡ应用的不断发展，迫切需要为诊断
或治疗中的ｃｉｒｃＲＮＡ分析制定高效可靠的检测策略。
茎环的探针或引物由于能够在靶标 ｃｉｒｃＲＮＡ结合时
产生结构的变化，因此在ｃｉｒｃＲＮＡ检测中具有十分广
泛的应用。

２０２２年，Ｗｕ等［７０］利用分子信标和Ｔ７核酸外切
酶设计了一种简单有效的检测方法。该方法设计了

１个分子信标，该分子信标在没有靶标的情况下为茎
环结构，并且５’端有未形成配对的３个碱基，这样在
Ｔ７存在的时候不被酶切，因为 Ｔ７只从５’末端降解
双链ＤＮＡ或者ＲＮＡ。当靶标存在时，分子信标与靶
标结合后打开茎环，分子信标的５’端与靶标形成双
链，Ｔ７切割分子信标释放出荧光探针，然后靶标 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ又可以和其他分子信标结合进行下一波剪切从
而形成循环。该方法操作简单，在１～１００ｐｍｏｌ·Ｌ－１

线性良好，并且检测费用低。

Ｚｈｕ等［７１］在２０２２年构建了具有催化功能的茎
环自组装（ｃａｔａｌｙｚｅｄｈａｉｒｐｉｎｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｙ，ＣＨＡ）调
控可变的银纳米簇（ＤＮＡＡｇＮＣ）体系，从而能够用比
色法检测ｃｉｒｃＲＮＡ，其体系利用２个具有催化功能的
发卡自组装结构和银纳米簇组成等温扩增体系。具

体来讲，上游ＣＨＡ１经过分析物特异性触发，形成双
链ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）产物，导致发夹 ＤＮＡＡｇＮＣ的红色
荧光由于发夹结构的破坏而降低。产生的具有触发

序列的ｄｓＤＮＡ然后可以进一步激活下游的ＣＨＡ２以
产生另一个 ｄｓＤＮＡ复合物，这诱导其他暗 ＡｇＮＣ生
成多Ｇ序列，从而导致绿色荧光的显著增加。因此，
通过测量绿色和红色荧光强度比率的明显变化，比

率测量系统可用于灵敏地检测和区分 ｃｉｒｃＲＮＡ。该
方法能够达到１ｐｍｏｌ·Ｌ－１的检测限，该方法设计较
为复杂，步骤较为复杂。

环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）是一种具有优异的特
异识别能力，优越的扩增效率和低背景信号的 ＤＮＡ
扩增方法［７２］，已广泛应用于测定 ｍｉＲＮＡｓ、病毒和特

定ＤＮＡ序列［７３－７４］，这项技术由 Ｎｏｔｏｍｉ等［７５］于２０００
年开发，需要１种具有链置换能力的 ＤＮＡ聚合酶和
３对引物，可以结合目标ＤＮＡ上的６个不同区域，确
保高序列选择性。ＤＮＡ聚合酶具有独特的链置换特
性，与靶ＤＮＡ上６个不同区域结合的引物对可确保
高序列选择性。这项技术利用特定位点的序列扩展

和缺口，以指数方式生成和释放目标产品。使用这

种方法，微量目标可以在单个扩增步骤中生成大量

产物，而不需要修改或标记 ＤＮＡ探针，因此，它是一
种高度特异的检测方法［７６］。

２０２０年，Ｌｉ等［７７］开发了一种超灵敏的环状ＲＮＡ
检测方法，该方法使用ＳＬＰ诱导指数扩增。ＳＬＰ识别
并结合 ｃｉｒｃＲＮＡ的后剪接连接，从而仅在存在目标
ｃｉｒｃＲＮＡ时形成双茎环ＤＮＡ结构。一旦双茎环结构
形成，２个内引物就可以启动自动循环链置换 ＤＮＡ
合成。这种设计直接将 ｃｉｒｃＲＮＡ与相应的线性 ＲＮＡ
区分开来，排除了ＲＮａｓｅＲ的使用，避免了由于滚环
扩增而导致对 ｃｉｒｃＲＮＡ的过高估计，提高了测量精
度。基于ＳＬＰ的技术具有非常高的灵敏度，ＬＯＱ低
至１０ａｍｏｌ·Ｌ－１，并且，由于双指数放大具有较高的
灵敏度，其动态范围为７个数量级，从１０ａｍｏｌ·Ｌ－１

到１００ｐｍｏｌ·Ｌ－１。在他们提出的分析中，可以准确
检测到低至 １０ａｍｏｌ·Ｌ－１ｓｕｂ－ｃｉＲＳ－７，对应于
１０μＬ反应体积中约６０个拷贝。这是目前 ｃｉｒｃＲＮＡ
分析最灵敏的方法。在他们的研究中，从细胞中提

取的１００ｎｇ总ＲＮＡ中ｃｉＲＳ－７的量在Ｋ５６２细胞中
为３６２６ａｍｏｌ·Ｌ－１，在ＨＴ２９细胞中为１９０３ａｍｏｌ·
Ｌ－１。事实上，这种方法的灵敏度使其可以应用到临
床样本的检测中。目前对基因组的几乎所有知识都

来源于在人类层面上进行的研究，通常涉及数千或

更多的批量分析细胞，虽然结果可以提供有价值的

信息，但它往往忽略了细胞群体中出现的异质

性［７８－７９］。了解ｃｉｒｃＲＮＡ的生理功能需要在单细胞水
平量化ｃｉｒｃＲＮＡ表达［８０］。对于单细胞或循环肿瘤细

胞分析，样本的总大小与常用大小有很大不同，因此，

仍然需要开发更灵敏的分析方法。对于此分析方法，

模板和引物仅针对单个靶点，与ｑＲＴ－ＰＣＲ相比，引物
需要精心设计，在临床应用中复杂且成本高昂。

２４　基于酶的 ｃｉｒｃＲＮＡ检测　ＲＣＡ和 ＬＡＭＰ由于
能够从微量的靶 ｃｉｒｃＲＮＡ中产生可检测信号而受到
了广泛关注。然而，这２种方法都依赖于一组必须
精心设计的探针序列或引物。此外，这些检测系统
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很复杂，可能会产生其他产物影响检测的精度。因

此，核酸酶辅助扩增方法已发展成为一种替代 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ分析的方法。
２０１８年，Ｌｉ等［８１］利用ｃｉｒｃＲＮＡ作为ｍｉＲＮＡ海绵

以及双链特异核酸酶（ＤＳＮ）扩增的能力，创建了一
种量化 ｃｉｒｃＲＮＡ的方法。ＤＳＮ是一种核酸酶，可降
解双链ＤＮＡ或ＤＮＡ：ＲＮＡ杂交双链中的 ＤＮＡ，但不
能切割单链 ＤＮＡ、单链 ＲＮＡ或双链 ＲＮＡ［８２－８３］。在
其研究中，分子信标探针被设计成能够与目标 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ上的７个结合位点杂交。分子信标与靶标的
结合诱导其茎环结构的构象变化，触发荧光猝灭剂

的离开并释放出探针的荧光。然后 ＤＳＮ酶解掉
ＤＮＡ／ｃｉｒｃＲＮＡ杂交的 ＤＮＡ链，释放荧光探针片段和
ｃｉｒｃＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ然后与新的分子信标探针杂交。
ＤＳＮ对探针的这种循环裂解在靶环 ＲＮＡ存在的情
况下大大增强了荧光信号。

Ｌｉ等［８４］进一步简化了 ｃｉｒｃＲＮＡ检测，开发了一
种具有后剪接连接位点识别和ＤＳＮ辅助扩增的电化
学检测方法。在这个系统中，发夹式探针与目标 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ的后剪接连接位点杂交。然后用 ＤＳＮ对样本
进行酶切，该ＤＳＮ可以切割长ＤＮＡ／ＲＮＡ杂交链（２０
ｂｐ）中的ＤＮＡ，但当杂交链较短（＜１５ｂｐ）时，它将不
起作用。只有那些结合了 ｃｉｒｃＲＮＡ而不是线性 ＲＮＡ
的探针才能被ＤＳＮ切割并触发循环扩增，从而使ＭＢ
标签从金电极表面移除，最终降低电流响应。该方

法可以在ＬＯＤ低至３５ｆｍｏｌ·Ｌ－１的复杂生物样品
中直接检测ｃｉｒｃＲＮＡ，并且不需要用 ＲＮａｓｅＲ进行预
处理。因此，该电化学平台提供了一种简单的分析

ｃｉｒｃＲＮＡ的策略，无需昂贵的设备或复杂的操作。
基于ＤＳＮ的分析，虽然在目标 ｃｉｒｃＲＮＡ存在的

情况下放大信号，但与没有ＤＳＮ的对照相比，荧光仅
增强了３５倍。ＤＳＮ的扩增效率无法与 ＰＣＲ或 ＲＣＡ
相比。寻找或设计具有更好扩增效率的新酶，或与

其他等温扩增相结合，将有助于核酸酶辅助扩增方

法在ｃｉｒｃＲＮＡ检测中的实际应用。
２０２１，Ｚｈｏｕ等［８５］利用切口核酸内切酶构建了可

测定ｍｉＲＮＡ和ｃｉｒｃＲＮＡ的方法。切口核酸内切酶能
够识别双链ＤＮＡ或ＲＮＡ的特异性位点，并切割某一
条链。在他们的方法中，利用捕获探针和报告探针２
种探针。捕获探针为茎环状的探针，有部分序列可

以和靶标ｃｉｒｃＲＮＡ结合。报告探针为分子信标探针，
两端有荧光基团和猝灭基团。首先在靶标 ｃｉｒｃＲＮＡ

存在的情况下，茎环捕获探针与靶标ｃｉｒｃＲＮＡ部分结
合形成双链，并且捕获探针的多余链能够和报告探

针进行结合，报告探针结构后暴露出切口酶结合位

点，从而能够切割报告探针释放出荧光。被切割后

留出的空位又可以结合报告探针，从而形成循环。

该方法能够达到１００ｐｍｏｌ·Ｌ－１的检测限，并且不需
要复杂的设计。２０２２年，Ｌｉａｎｇ等［８６］进一步深化了

此体系，同时借助２个茎环探针以及 ＤＳＮ酶和核酸
内切酶。捕获探针首先识别和结合靶标 ｃｉｒｃＲＮＡ，捕
获探针多余部分激活ＤＳＮ酶可切割捕获探针的结合
部分，捕获探针另外和报告探针结合部分在碛口酶

的作用下切割。这样，捕获探针和报告探针都被切

割并形成循环，大大加强了循环。该方法在

１００ｐｍｏｌ·Ｌ－１～５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１线性良好。但这２种
方法检测的灵敏度均为１００ｐｍｏｌ·Ｌ－１，相较其他方
法灵敏度较低。

３　总结与展望
过去十几年的研究表明，ｃｉｒｃＲＮＡ在病变组织中

异常表达，这使得它们在常规临床诊断和治疗中具

有潜在的应用价值。ｃｉｒｃＲＮＡ的保守性、多样性、组
织特异性表达和稳定性等特点使其成为理想的生物

标记物。迄今为止，研究主要集中在揭示ｃｉｒｃＲＮＡ表
达谱与特定疾病之间的相关性。鉴于 ｃｉｒｃＲＮＡ作为
一种无创诊断和预后生物标记物的潜在用途，准确

分析ｃｉｒｃＲＮＡ是临床应用的必要前提。
尽管已经发展了许多种ｃｉｒｃＲＮＡ分析方法，但仍

存在一些问题。（１）一般来说，体外ｃｉｒｃＲＮＡ分析需
要ＲＮＡ提取和线性ＲＮＡ中分离，通常是通过用核酸
外切酶（通常是ＲＮＡ酶Ｒ）处理ＲＮＡ样本。因此，线
性ＲＮＡ被处理，而ｃｉｒｃＲＮＡ保持完整。然而，最近有
研究表明，一些ｃｉｒｃＲＮＡ也对这种酶敏感。目前急需
进一步开发一种简单、低成本、高效的 ｃｉｒｃＲＮＡ分离
前处理方法。（２）通常，一个 ｃｉｒｃＲＮＡ可以调节许多
功能，并与许多疾病相关。一种疾病通常与多种 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ的表达有关。因此，开发一种可同时高通量的
检测ｃｉｒｃＲＮＡ的方法具有重要意义。（３）目前大多
数检测方法的ＬＯＤ都是在ｆｍｏｌ·Ｌ－１水平，追求超灵
敏方法对于分析低丰度ｃｉｒｃＲＮＡ至关重要，特别是对
于单细胞或循环肿瘤细胞 ｃｉｒｃＲＮＡ分析。一个方向
可能是使用新型的纳米材料，由于纳米材料独特的

光学、电子和磁性，采用全内反射荧光显微镜、拉曼

散射和表面等离子体共振的新型物理生物传感器被
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认为是一种替代的 ｃｉｒｃＲＮＡ分析技术。（４）直接检
测组织中特定ｃｉｒｃＲＮＡ的时空表达序列的技术对于
阐明ｃｉｒｃＲＮＡ生物学极其重要。由于细胞中的 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ水平较低，因此有必要进一步开发一种更有
效、更灵敏的体内ｃｉｒｃＲＮＡ检测方法。新的分析技术
的发展将为研究者提供更多的 ｃｉｒｃＲＮＡ定量检测选
择。从实践的角度来看，应该考虑每种方法的优点

和局限性，以获得最经济有效的实验方法。未来，

ｃｉｒｃＲＮＡ分析的新方法将为改善早期诊断中的人类
健康提供更强大的工具。

参考文献

［１］　ＫＵＬＣＨＥＳＫＩＦＲ，ＣＨＲＩＳＴＯＦＦＡＰ，ＭＡＲＧＩＳＲ．ＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓ

ａｒｅｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅｓａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｎｅｗｃｌａｓｓｏｆｂｉｏｍａｒｋｅｒ

［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１６，２３８：４２

［２］　ＫＲＩＳＴＥＮＳＥＮＬＳ，ＡＮＤＥＲＳＥＮＭＳ，ＳＴＡＧＳＴＥＤＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｎａｔ

ＲｅｖＧｅｎｅｔ，２０１９，２０（１１）：６７５

［３］　ＬＩＡＮＧＹ，ＬＩＵＮ，ＹＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．ＡｂｒｉｅｆｒｅｖｉｅｗｏｆｃｉｒｃＲＮＡｂｉ

ｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０２１，２２

（７）：１

［４］　ＢＡＲＲＥＴＴＳＰ，ＳＡＬＺＭＡＮＪＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓ：ａｎａｌｙｓｉｓ，ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１６，１４３（１１）：

１８３８

［５］　ＡＢＵＮ，ＪＡＭＡＬＲＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓａｓｐｒｏｍｉｓｉｎｇｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ：ａ

ｍｉｎｉ－ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｈｙｓｉｏｌ，２０１６（７）：３５５

［６］　ＣＨＡＩＣＨＩＡＮＳ，ＳＨＡＦＡＢＡＫＨＳＨＲ，ＭＩＲＨＡＳＨＥＭＩＳＭ，ｅｔａｌ．

ＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓ：ａｎｏｖｅｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

Ｐｈｙｓｉｏ，２０２０，２３５（２）：７１８

［７］　ＺＨＡＮＧＨＤ，ＪＩＡＮＧＬＨ，ＳＵＮＤＷ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃＲＮＡ：ａｎｏｖｅｌ

ｔｙｐｅｏｆｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒ，２０１８，２５（１）：１

［８］　ＬＩＵＬ，ＺＡＮＧＭ，ＣＨＥＮＺＱ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓ：ａｍｉｎｉｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｔａｌａｎｔａ，２０２２，２３８（Ｐｔ２）：１２３０６６

［９］　ＺＨＡＮＧＺ，ＹＡＮＧＴ，ＸＩＡＯＪＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓ：ｐｒｏｍｉｓｉｎｇｂｉｏｍａｒ

ｋｅｒｓｆｏｒｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＥＢｉｏＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１８，３４：２６７

［１０］　ＴＡＢＡＫＨ，ＳＭＩＴＪ，ＷＩＮＴＥＲＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ＲＮＡｃｉｒｃｌｅｓ，ｉｎｔｅｒｌｏｃｋｅｄＲＮＡｃｉｒｃｌｅｓａｎｄｌａｒｉａｔｓｕｓｉｎｇｔｗｏ－ｄｉ

ｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ

Ｒｅｓ，１９８８，１６（１４Ａ）：６５９７

［１１］　ＪＥＣＫＷＲ，ＳＨＡＲＰＬＥＳＳＮＥＤｅｔｅｃｔｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇｃｉｒｃｕ

ｌａｒＲＮＡｓ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１４，３２（５）：４５３

［１２］　ＫＨＡＮＤＪＩＡＮＥＷ，Ｍ?ＲＩＣＣＡｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒＮｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌ

ｙｓｉｓｏｆｎａｔｉｖｅＲＮＡ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，１９８６，１５９（１）：２２７

［１３］　ＣＯＣＱＵＥＴＪ，ＣＨＯＮＧＡ，ＺＨＡＮＧＧ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ

ｔｅｍｐｌａｔｅｓｗｉｔｃｈｉｎｇａｎｄｆａｌｓｅａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，

２００６，８８（１）：１２７

［１４］　ＹＵＣＹ，ＬＩＵＨＪ，ＨＵＮＧＬＹ，ｅｔａｌ．Ｉｓａｎｏｂｓｅｒｖｅｄｎｏｎ－ｃｏ－ｌｉｎ

ｅａｒＲＮＡｐｒｏｄｕｃｔｓｐｌｉｃｅｄｉｎｔｒａｎｓ，ｉｎｃｉｓｏｒｊｕｓｔｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｎｕ

ｃｌｅｉｃａｃｉｄｓＲｅｓ，２０１４，４２（１４）：９４１０

［１５］　ＢＡＲＲＥＴＴＳＰ，ＷＡＮＧＰＬ，ＳＡＬＺＭＡＮＪＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｂｉｏｇｅｎｅ

ｓｉｓｃａｎｐｒｏｃｅｅｄｔｈｒｏｕｇｈａｎｅｘｏｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｌａｒｉａｔｐｒｅｃｕｒｓｏｒ［Ｊ］．

Ｅｌｉｆｅ，２０１５，４：ｅ０７５４０

［１６］　ＣＯＯＰＥＲＤＡ，ＣＯＲＴ?Ｓ－ＬＰＥＺＭ，ＭＩＵＲＡＰＧｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ

ｃｉｒｃＲＮＡｐｒｏｆｉｌｉｎｇｆｒｏｍＲＮＡ－ｓｅｑｄａｔａ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，

２０１８，１７２４：２７

［１７］　ＬＩＹ，ＺＨＡＯＪ，ＹＵＳ，ｅｔａｌ．ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓｌｏｎｇＲＮＡｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｖｅａｌｓａｂｕｎｄａｎｔｍＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ，ａｎｄｌｎｃＲＮＡｉｎｈｕ

ｍａｎｂｌｏｏｄａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｃａｎｃｅｒｄｉａｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２０１９，６５（６）：７９８

［１８］　ＬＩＳ，ＴＥＮＧＳ，ＸＵＪ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｉｓａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔｔｏｏｌｆｏｒｃｉｒ

ｃＲＮＡｐｒｏｆｉｌｉｎｇ［Ｊ］．ＢｒｉｅｆＢｉｏｉｎｆｏｒｍ，２０１９，２０（４）：１４２０
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ｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｂｙｐａｓｓｇｒａｆｔｉｎｇ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄ

Ｒｅｐ，２０１９，２０（３）：２５４９

［２２］　ＳＡＬＺＭＡＮＪＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ：ｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＧｅｎｅｔ，２０１６，３２（５）：３０９

［２３］　ＳＣＨＮＥＩＤＥＲＴ，ＳＣＨＲＥＩＮＥＲＳ，ＰＲＥＵＥＲＣ，ｅｔａｌ．Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
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６６８

［２５］　Ｄ’ＡＭＢＲＡＥ，ＭＯＲＬＡＮＤＯＭＳｔｕｄｙｏｆｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｂｙｎｏｎｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｐｒｏｃｅｄｕｒｅ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，

２０２１，２３４８：３７１

［２６］　ＷＡＮＧＸ，ＧＥＳＮｏｎｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｏｆｃｉｒｃＲＮＡｓ［Ｊ］．
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Ｐｒｏｔｏｃ，２００８，３（２）：１９０
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ｆｒｏｍＲＮａｓｅＲｒｅｓｉｓｔａｎｔＲＮＡｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１４，１５（６）：

９３３１



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
,

） ·１９３　　 ·
　

［３２］　ＣＨＥＮＤＦ，ＺＨＡＮＧＬＪ，ＴＡＮＫ，ＪＩＮＧＱＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｒｏｐｌｅｔ

ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌ－ｆｒｅｅｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｃｉｒｃＲＮＡｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＢｉｏｔｅｃ，２０１８，３２（１）：１１６
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ｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＤｉａｇｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１４，８０（４）：２８５

［３４］　ＵＣＨＩＹＡＭＡＹ，ＮＡＫＡＳＨＩＭＡＭ，ＷＡＴＡＮＡＢＥＳ，ｅｔａｌ．Ｕｌｔｒａ－
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