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真核生物环形 ＲＮＡ 编码蛋白的研究进展
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摘　 要：环形 ＲＮＡ 是一类广泛存在于真核细胞的内源性 ＲＮＡ，其由前体 ＲＮＡ 反向剪接形成，呈闭环结构，没有 ５’端帽子结构

及 ３’端 ｐｏｌｙＡ 尾巴。 一直以来，环形 ＲＮＡ 被认为没有编码能力，不能编码蛋白质，只是作为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ“海绵”等方式，发挥调

控功能。 然而，近年来随着对环形 ＲＮＡ 研究的不断深入，部分环形 ＲＮＡ 被发现可通过非帽依赖翻译起始机制编码蛋白质。
并且，环形 ＲＮＡ 编码的蛋白质被证实在多个细胞过程中发挥着至关重要的作用。 对目前环形 ＲＮＡ 编码蛋白的研究现状进行

综述，并对目前环形 ＲＮＡ 编码蛋白的相关生物信息学工具进行了总结。
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ｅｎｃｏｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｃａｐ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ． Ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｒ ｐｅｐｔｉｄｅ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｐｌａｙ ａ ｖｉｔａｌ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｉｒｃＲＮＡ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ａｎｄ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｓｏｍｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｉｒｃＲＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｉｒｃＲＮＡ；Ｃｏｄｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ；Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ； ｍ６Ａ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 环形 ＲＮＡ 是一类特殊的呈封闭环状结构的

ＲＮＡ 分子，其没有 ５’端帽子结构和 ３’端 ＰｏｌｙＡ 尾

巴，由前体 ＲＮＡ（ｐｒｅ⁃ｍＲＮＡ）通过反向剪接形成。
近来研究发现环形 ＲＮＡ 也可以编码蛋白，且估计大

约 １０％的环形 ＲＮＡ 具有蛋白编码能力。 尽管仅有

少数编码蛋白的环形 ＲＮＡ 被发现，但这些环形

ＲＮＡ 编码的小肽在多个生物过程中发挥着重要的

作用，且与疾病密切关联。 目前尚有大量的环形

ＲＮＡ 等待着人们去发现，因此本文对环形 ＲＮＡ 编

码蛋白的相关研究进行了综述，并对目前现有的可

用于编码蛋白环形 ＲＮＡ 识别的相关生物信息学工

具和方法进行了总结。 环形 ＲＮＡ 通过编码蛋白这

一机制，发挥了与疾病相关的一些作用。 因此对于

环形 ＲＮＡ 编码蛋白的研究具有重要的意义。

１　 环形 ＲＮＡ 编码蛋白潜能的发现

　 　 １９７６ 年人们首次在病毒中观察到环形 ＲＮＡ 的

存在［１］。 １９７９ 年研究人员在电子显微镜下观察到

真核细胞中的环形 ＲＮＡ［２］。 随着二代测序技术的

快速发展和生物信息学工具的开发，环形 ＲＮＡ 被检

测到广泛存在于真核生物中。 在人类和小鼠脑组织

分别检测到 ６５ ７３１ 和 １５ ８４９ 个环形 ＲＮＡ ［ ３ ］。
２０１５ 年，Ｗａｎｇ 等人通过将内部核糖体进入位点



（Ｉｎｔｅｒｎａｌ Ｒｉｂｏｓｏｍｅ Ｅｎｔｒｙ Ｓｉｔｅ， ＩＲＥＳ）人工插入环形

ＲＮＡ 的实验方法，发现这类人工构建的环形 ＲＮＡ
可以翻译［４］，这引起了研究者们的注意。

一直以来，环形 ＲＮＡ 被认为不能编码蛋白质，
是一 类 新 的 非 编 码 ＲＮＡ， 通 过 竞 争 性 结 合

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 调控基因表达。 然而，人工构建的可编码

蛋白环形 ＲＮＡ 的出现使得人们开始怀疑是否存在

内源性的可编码蛋白环形 ＲＮＡ。 ２０１５ 年 Ｃｈｅｎ 等人

对人类环形 ＲＮＡ 的编码能力进行了分析，发现相当

多的环形 ＲＮＡ 转录本具有蛋白质编码潜能，并通过

质谱数据从中鉴定出 ２１ 个编码蛋白的环形 ＲＮＡ。
在 ２０１７ 年，Ｉｖａｎｏ 等人通过 ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ、质谱技术

等方法验证了环形 ＲＮＡ（ｃｉｒｃ⁃ＺＮＦ６０９）能够编码蛋

白质，从而调控肌细胞增殖，并且验证了该环形

ＲＮＡ 的非翻译区（Ｕｎ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ， ＵＴＲ）存在

ＩＲＥＳ 结构［ ５ ］。 Ｙａｎｇ 等人通过抗体检测、质谱结果

发现了 Ｃｉｒｃ⁃ＦＢＸＷ７ 能够编码与恶性胶质瘤发病机

制相关的蛋白 ＦＢＸＷ７⁃１８５ａａ［ ６ ］。 Ｚｈａｎｇ 等人验证

了 ｃｉｒｃ⁃ＳＨＰＲＨ 能 够 编 码 新 型 蛋 白 质 ＳＨＰＲＨ⁃
１４６ａａ，该蛋白能够抑制神经胶质瘤的发生［ ７ ］。
２０１８ 年 Ｚｈａｎｇ 等人还验证了 ｃｉｒｃ⁃ＰＩＮＴ 能够编码新

型蛋白 ＰＩＮＴ８７ａａ，抑制多种癌基因转录延伸［ ８ ］。
２０１９ 年 Ｌｉａｎｇ 等人发现了 ｃｉｒｃβ⁃ｃａｔｅｎｉｎ 能够编码全

新蛋白 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ⁃３７０ａａ，调控 Ｗｎｔ ／ β 连环蛋白信号

通路［ ９ ］。 Ｈｅｅｓｃｈ 等人在心脏组织中发现 ４０ 种环形

ＲＮＡ 能被翻译， 其中 ６ 个在质谱检测中 得 到

验证［ １０ ］。
综合以上已经发表的验证环形 ＲＮＡ 编码蛋白

的文章，验证的过程大致如下：预测环形 ＲＮＡ 的开

放阅读框（Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），包括了跨越接

头位置（Ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ）的情况，具有开放阅读框的环

形 ＲＮＡ 则有编码蛋白质的潜在能力；根据生物信息

学的方法预测环形 ＲＮＡ 中是否包含内部核糖体进

入位点（ Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）结构，如
果有，进一步通过双顺反子实验验证 ＩＲＥＳ 结构的

活性；如果预测的开放阅读框跨越反向剪接位点，预
测其可能编码的蛋白质序列，通过质谱检测（ＭＳ）技
术验证是否有环形 ＲＮＡ 翻译形成的特定小肽片段，
如果有则证实该环形 ＲＮＡ 编码蛋白质。

２　 环形 ＲＮＡ 编码蛋白相关调控机制

　 　 在基因组中，ｍＲＮＡ 编码区的起始密码子必然

在终止密码子之前。 然而，对于环形 ＲＮＡ，因其闭

环结构，其编码区的起始密码子在基因组中的位置

可能在终止密码子之后，且编码区的长度可能大于

环形 ＲＮＡ 自身。 此外，因闭环结构，环形 ＲＮＡ 不含

５’端帽子结构，因此无法依赖帽子结构招募核糖体

起始翻译蛋白，而只能通过非帽依赖的内部翻译起

始机制编码蛋白。 ＩＲＥＳ 元件作为一段 ＲＮＡ 内部序

列，可直接招募核糖体结合，从 ＲＮＡ 内部起始翻译

蛋白，因此 ＩＲＥＳ 元件可视为环形 ＲＮＡ 编码蛋白的

前提条件之一。 ｍ６Ａ甲基化作为 ＲＮＡ 中丰度最高

的转录后修饰，其所在的短序列可作为 ＩＲＥＳ 元件

驱动环形 ＲＮＡ 翻译蛋白，由此ｍ６Ａ甲基化也可视作

环形 ＲＮＡ 编码蛋白的标志。 因此，以下将从编码区

域的识别及翻译起始驱动方面介绍环形 ＲＮＡ 编码

蛋白的相关调控机制。
２．１　 环形 ＲＮＡ 中编码蛋白区域的识别机制

　 　 环形 ＲＮＡ 编码蛋白的先决条件是必须要有一

定长度的开放阅读框（ＯＲＦ）。 开放阅读框是指从

起始密码子（ＡＵＧ）开始，结束于终止密码子（ＵＡＡ，
ＵＡＧ， ＵＧＡ）的一段连续碱基序列。 由于密码子的

读写起始位置不同，ＲＮＡ 序列可能按三种开放阅读

框阅读和翻译。 核糖体从起始密码子开始翻译，沿
着 ＲＮＡ 序列合成多肽链并不断延伸，遇到终止密码

子翻译终止。 然而，对于环形 ＲＮＡ 这一呈现环状的

特殊 ＲＮＡ，情况有所不同。 不同于线性 ｍＲＮＡ，环
形 ＲＮＡ 的开放阅读框可能跨越反向剪接位点

（Ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ），开放阅读框可能绕环形 ＲＮＡ 一圈

或者两圈，长度甚至大于环形 ＲＮＡ 本身。 因此具有

开放阅读框的环形 ＲＮＡ 才可能编码蛋白质。
２．２ 　 内部核糖体进入位点 （ ＩＲＥＳ）介导的环形

ＲＮＡ 内部翻译起始机制

　 　 ＲＮＡ 的翻译起始可分为帽依赖翻译和非帽依

赖翻译两种方式，其中帽依赖翻译主要依靠 ５’端的

帽子结构招募起始因子复合物和核糖体亚基，在起

始因子的辅助下，将 ＲＮＡ 与 ４０ Ｓ 核糖体亚基结合，
驱动翻译起始。 而在非帽依赖翻译机制中，ＩＲＥＳ 介

导的内部翻译起始占了很大一部分，其在反式作用

因子的作用下直接招募 ４０ Ｓ 核糖体亚基与 ＲＮＡ 结

合，进而启动翻译过程。 因此，尽管环形 ＲＮＡ 是一

个闭环结构，没有 ５’帽子结构，但环形 ＲＮＡ 可以通

过内部的 ＩＲＥＳ 元件起始蛋白质翻译过程。
编码蛋白质的环形 ＲＮＡ 内部大多都含有 ＩＲＥＳ

元件，并且实验表明 ＩＲＥＳ 确实驱动了环形 ＲＮＡ 的

翻译起始 ［ ５－９ ］。 ＩＲＥＳ 实验验证的主要手段是通过

双顺反子实验，通常使用荧光素酶质粒作为载体，在
其 ５’ＵＴＲ 区插入待测序列，如果下游荧光素酶表达

提升，则证明待测序列具有 ＩＲＥＳ 活性。 ＩＲＥＳ 元件

不仅在 ５’非翻译区（５’Ｕｎ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ， ＵＴＲ）
有分布，在 ＣＤＳ 区及 ３’ ＵＴＲ 区同样存在 ＩＲＥＳ 元
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件［ １１ ］。 并且，研究发现大约 １０％的人类 ｍＲＮＡ 的

５’ＵＴＲ 区含有 ＩＲＥＳ 元件。 环形 ＲＮＡ 大多来源于

ｍＲＮＡ 的外显子，因此有足够理由相信相当一部分

的环形 ＲＮＡ 含有 ＩＲＥＳ 元件。 一般来说，具有 ＩＲＥＳ
元件结构的环形 ＲＮＡ，我们更相信其具有编码蛋白

质的能力，因为 ＩＲＥＳ 元件能够招募核糖体亚基与

其结合从而启动翻译。
２．３　 ｍ６Ａ（Ｎ６）甲基化修饰驱动的环形 ＲＮＡ 翻译

机制

　 　 Ｎ６甲基化修饰促进环形 ＲＮＡ 的翻译起始。 Ｎ６

甲基化修饰，即腺苷酸 ６ 号 Ｎ 发生甲基化修饰事

件，又称ｍ６Ａ。 ｍ６Ａ是真核细胞中最广泛的一种

ＲＮＡ 甲基化修饰［ １２－１３ ］。 该修饰最可能出现的共有

基序（Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｍｏｔｉｆ）是“ＲＲｍ６ＡＣＨ”，其中 Ｒ 是 Ａ
或 Ｇ，Ｈ 是 Ａ，Ｃ 或 Ｕ［ １４－１５ ］。 ｍ６Ａ在 ３’ 非编码区

（ＵＴＲ） 通过与 ＹＴＨＤＦ１ 蛋白结合， 提高翻译效

率［ １６ ］。 然而，在 ５’ ＵＴＲ 区，ｍ６Ａ 通过 ＹＴＨＤＦ２ 相

关作 用 机 制， 促 进 非 帽 依 赖 翻 译 起 始［１ ７ － １ ８ ］。
ＹＴＨＤＦ３ 还能与核糖体蛋白相互作用促进 ｍＲＮＡ 的

翻译［ １９ ］。
线性 ｍＲＮＡ 由核糖体扫描起始翻译，然而环形

ＲＮＡ 的翻译起始机制完全不同。 真核生物常规蛋

白翻译起始由 ｅＩＦ４ 复合物开始，其中 ｅＩＦ４Ｅ 结合 ５’
帽子结构，ｅＩＦ４Ｇ 提供翻译起始复合物组装所需支

架，募集核糖体后起始翻译过程。 研究人员通过一

系列实验表明 ｅＩＦ４Ｇ２ 与 ｅＩＦ３Ａ 结合位点与ｍ６Ａ修

饰位点重合较高［２ ０ ］。 Ｙａｎｇ 等人通过 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍ６Ａ⁃

ｓｅｑ（ｍ６Ａ抗体免疫共沉淀反应深度测序）的实验手

段证实内源性环形 ＲＮＡ 中含有大量的ｍ６Ａ修饰位

点，经过序列特征分析表明，ｍ６Ａ修饰经常出现在

ｅＩＦ４Ｇ２ 结合位点上游，说明了两者可能存在协同调

控翻译活动的作用。 基于ｍ６Ａ抗体测序组和全部环

形 ＲＮＡ 数量推理分析，大约有 １３％环形 ＲＮＡ 存在

ｍ６Ａ修饰事件。 因此，具有ｍ６Ａ修饰的环形 ＲＮＡ 更

有可能具有翻译能力，能够编码蛋白质。

３　 环形 ＲＮＡ 编码蛋白的相关生物信

息学预测工具

３．１　 编码蛋白环形 ＲＮＡ 的预测流程

　 　 预测编码蛋白环形 ＲＮＡ 的流程大致如下：（１）
首先预测环形 ＲＮＡ 的开放阅读框，具有开放阅读框

的环形 ＲＮＡ 则有编码蛋白质的潜在能力；（２）对开

放阅读框的序列保守性进行计算；（３）通过一些现

有工具计算编码得分；（４）根据生物信息学的方法

和工具预测环形 ＲＮＡ 中是否包含 ＩＲＥＳ 结构；（５）
接着进行ｍ６Ａ修饰的预测；（６）结合 ｒｉｂｏ⁃ｓｅｑ 数据，
过滤 ｒＲＮＡ 读段，去除匹配上线性 ＲＮＡ 的部分，若
环形 ＲＮＡ 接头部分匹配上 ｒｉｂｏ⁃ｓｅｑ 数据，更有理由

相信环形 ＲＮＡ 进行了翻译；（７）如果预测的开放阅

读框跨越反向剪接位点，预测其可能编码的氨基酸

序列，通过质谱检测 （ＭＳ） 技术验证是否有环形

ＲＮＡ 翻译形成的特定小肽片段，如果有则证实该环

形 ＲＮＡ 确实能够编码小肽。 流程图见图 １。

图 １　 编码蛋白环形 ＲＮＡ 预测流程图

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｐｉｐｅｌｉｎｅ ｆｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ｃｉｒｃＲＮＡｓ
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３．２　 开放阅读框预测工具

　 　 ＯＲＦ 预 测 软 件 主 要 有 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ， ＯＲＦ
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ， ＯＲＦ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ 和 ＯＲＦｉｋ。 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ 是

一个图形分析工具，可以查找用户输入序列中大于

一定长度的所有开放阅读框，或者在已有数据库中

存在的序列，并通过 ＢＬＡＳＴ 服务器在数据库中检索

氨基酸序列。 ＯＲＦ Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ 是基于 ｐｅｒｌ 语言编写

的程序，能够有效地找到相应氨基酸序列的 ＯＲＦ 并

将它们转换成它们的单字母氨基酸代码，并在序列

中提供它们的位置，还能在序列间进行全局比对，检
测单核苷酸多态性。 ＯＲＦ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ 使用两种不同

ＯＲＦ 定义的组合，它搜索从起始密码子开始到终止

密码子结束的延伸。 作为另外的标准，它在 ５􀆳 非翻

译区 （ ＵＴＲ ） 中 搜 索 终 止 密 码 子。 ＯＲＦｉｋ 是

Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ 中的 Ｒ 包，用于寻找开放阅读框架并

使用新一代测序技术来证明 ＯＲＦ 的合理性。 然而，
环形 ＲＮＡ 呈闭合环状结构，开放阅读框能够跨越接

头位置，绕环一周以上，所以这些工具都不太适合环

形 ＲＮＡ 开放阅读框的预测，需要自编程序实现。
３．３　 ＩＲＥＳ 预测工具及相关数据库

　 　 目前预测 ＩＲＥＳ 元件的工具主要有 ＩＲＳＳ［ ２ １ ］、
ＶＩＰＳ［ ２ ２ ］， ＩＲＥＳｐｒｅｄ［ ２ ３ ］ 和 ＩＲＥＳｆｉｎｄｅｒ［ ２ ４ ］。 其 中，
ＩＲＳＳ 和 ＶＩＰＳ 通过与已知 ＩＲＥＳ 的二级结构进行相

似度比对，得出待测序列为 ＩＲＥＳ 元件的置信度。
ＩＲＥＳｐｒｅｄ 通过支持向量机模型，构建了病毒和细胞

ＩＲＥＳ 元件的 ３５ 种特征，其中 ２７ 种特征基于待测序

列 ５􀆳ＵＴＲ 区与小亚基核糖体蛋白结合的可能性，其
他特征基于 ＵＴＲ 区的序列和结构特征。 ＩＲＥＳｆｉｎｄｅｒ
通过文献验证［ １１ ］ 的 ５８３ 个 ＩＲＥＳ 元件进行机器学

习训练，经过 １０ 次交叉验证，ＲＯＣ 曲线分析的 ＡＵＣ
值达到了 ０．８２５。 其中，ＶＩＰＳ 与已知病毒 ＩＲＥＳ 二级

结构进行比对，但当时已知病毒 ＩＲＥＳ 只有 ４ 个，且
运行时间较长，ＩＲＥＳｆｉｎｄｅｒ 基于序列特征预测存在

ＩＲＥＳ 元件的可能性，较适用于环形 ＲＮＡ 中 ＩＲＥＳ 的

预测。
目 前 收 录 ＩＲＥＳ 元 件 的 数 据 库 主 要 有

ＩＲＥＳｄｂ［ ２ ５ ］， ＩＲＥＳｉｔｅ［ ２ ６ ］ 和 Ｒｆａｍ［ ２ ７ ］。 ＩＲＥＳｄｂ 构建

于 ２００２ 年，提供了 ３０ 个来自病毒的 ＩＲＥＳ 和 ５０ 个

来自真核细胞 ＩＲＥＳ 相关 ｍＲＮＡ 信息。 ＩＲＥＳｉｔｅ 构建

于 ２００５ 年，数据库收录了 １２５ 个 ＩＲＥＳ 序列信息，来
自 ４３ 个病毒和 ７０ 个真核 ｍＲＮＡ。 Ｒｆａｍ 收集了

ＩＲＥＳ＿ＲｈＰＶ， ＩＲＥＳ＿ｃｙｐ２４ａ１ 两个族类的 ＩＲＥＳ，提供

了来源病毒和参考文献的相关信息。 上述 ＩＲＥＳ 数

据库收录信息都比较久远，目前已验证的 ＩＲＥＳ 元

件已远超上述几个数据库。

３．４　 ｍ６Ａ 预测工具及相关数据库

　 　 现有基于序列预测 ｍ６Ａ 修饰位点的软件主要

有 ＳＲＡＭＰ （ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ⁃ｂａｓｅｄ ＲＮＡ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ） ［ ２８ ］。 ＳＲＡＭＰ 联合三种随

机森林分类器（基于位置分类器、基于 Ｋ 最邻近算

法分类器、基于核苷酸对分类器）给出综合打分。
输入 可 以 是 基 因 组 序 列 或 是 核 心 ＤＮＡ 序 列

（ｃＤＮＡ），分别对应两种模式。 ＳＲＡＭＰ 在交叉验证

和独立验证方面都具有优势，训练集正样本来自两

篇验证哺乳动物单核苷酸分辨率的ｍ６Ａ位点的文

章［ ２９－３０ ］，负样本来自相同基序（ＤＲＡＣＨ）在同个数

据集中的随机选取，因为 ｍ６ Ａ 修饰并不是随机

的［３ １ ］。 ＳＲＡＭＰ 还做成了网页服务器的形式提供给

用户使用。 对于环形 ＲＮＡ 中ｍ６Ａ修饰位点的预测，
基于序列预测的工具 ＳＲＡＭＰ 能够胜任。

目前 收 录 ｍ６Ａ 修 饰 位 点 的 数 据 库 主 要 有

ＲＭｂａｓｅ［３ ２ ］ 和 ｍ６ Ａｖａｒ［ ３ ３ ］。 ＲＭｂａｓｅ 通过ｍ６Ａ⁃ＣＬＩＰ
的实验技术， 收集了来自 １２ 个不同物种大约

１ ３７３ ０００个ｍ６Ａ修饰位点信息。 ｍ６Ａｖａｒ 通过 ７ 组

ｍｉＣＬＩＰ，２ 组 ＰＡ⁃ｍ６Ａ⁃Ｓｅｑ 实验，２４４ 个 ＭｅＲＩＰ⁃Ｓｅｑ
实验以及工具预测的渠道收集了三类ｍ６Ａ修饰位点

数据，共 ４１４ ２４１ 个ｍ６Ａ相关变异位点，基因类型包

括了 ｌｉｎｃＲＮＡ， ｍｉＲＮＡ， ｐｉＲＮＡ 等。
３．５　 转录本蛋白编码预测工具

　 　 目前常用转录本编码蛋白预测工具主要有

ＣＰＣ［３４］， ＣＰＡＴ［３５］ 和 ＣＮＣＩ ［ ３６ ］。 工具主要分为两

类，基于序列比对（Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ⁃ｂａｓｅｄ）和不需要基于

序列比对（Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ⁃ｆｒｅｅ）。 其中 ＣＰＣ 基于序列比

对，可以识别保守性较好的蛋白编码基因，ＣＰＡＴ 和

ＣＮＣＩ 不需要序列比对，主要用于物种间保守性较差

的转录本。
２００７ 年，Ｋｏｎｇ 等人开发了评估转录本编码蛋白

潜能的工具 ＣＰＣ［ ３４ ］。 ＣＰＣ 基于支持向量机分类

器，通过提取具有重要生物学意义的六种序列特征。
将输入序列分为编码序列或非编码序列并给出对应

得分。 训练集上通过十倍交叉验证，在大量数据集

上展示出 ＣＰＣ 具有很高的准确度（９５．７７％）。 ＣＰＣ
提取的序列特征前三项关于预测的开放阅读框

（ＯＲＦ），由 ｆｒａｍｅｆｉｎｄｅｒ 计算所得（包括 Ｔｈｅ Ｌｏｇ⁃ｏｄｄｓ
ｓｃｏｒｅ， Ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｏｒｆ， Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｏｒｆ）。 后三项特征通过假定 ＯＲＦ 编码的蛋

白与 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库经过 ｂｌａｓｔ 比对结果所得（包括

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｉｔｓ， ｈｉｔ ｓｃｏｒｅ， ｆｒａｍｅ ｓｃｏｒｅ）。 ＣＰＣ 训练集

正样本来自 ＥＭＢＬ 的１２１ ９１４个编码区（ＣＤＳ）序列，
负样本来自 Ｒｆａｍ 和 ＲＮＡＤＢ 共 ３４ ７６６个非编码

序列。
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不同于 ＣＰＣ 的是，ＣＰＡＴ 不需要基于序列比对

（Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ⁃ｆｒｅｅ），而是通过编码和非编码转录本的

序列特征来进行区分［ ３５ ］。 ＣＰＡＴ 运用逻辑回归分

类器，基于四种序列特征来区分编码与非编码转录

本，分别是： （ １） 开放阅读框长度 （ Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ ｓｉｚｅ）；（２） 开放阅读框覆盖度（Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ）；（３） Ｆｉｃｋｅｔｔ 统计，基于碱基组成和

密码子分布（Ｆｉｃｋｅｔｔ ＴＥＳＴＣＯＤＥ ｓｔａｔｉｓｔｉｃ）；（４）六聚

体频率（Ｈｅｘａｍｅｒ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓ）。 以上四种特征，都能

较好区分编码与非编码转录本。 正样本来自 ＲｅｆＳｅｑ
数据库的１０ ０００ 个编码蛋白转录本，负样本来自

ＧＥＮＣＯＤＥ 数据库的１０ ０００个随机选取的非编码

ＲＮＡ。 通过十次交叉验证 ＡＵＣ 曲线达到 ０．９９２ ７。
而 ＣＮＣＩ 基于碱基三联子的构成来区分编码与

非编码转录本，其利用人类和小鼠转录本构建支持

向量机模型，用于对脊椎动物进行分类［ ３６ ］。 训练

集正 样 本 来 自 ＲｅｆＳｅｑ 数 据 库， 负 样 本 来 自

ＧＥＮＣＯＤＥ。 测试集数据物种包含了小鼠等脊椎动

物和植物。 对于人类编码和非编码转录本，经过十

次交叉验证所得准确率达到 ９７．３％。
针对环形 ＲＮＡ 编码蛋白的预测，需要先将环形

ＲＮＡ 序列预处理，保证 ＯＲＦ 的完整性，避免跨越接

头位置的 ＯＲＦ 被分割，才能将环形 ＲＮＡ 序列输入

上述三种转录本编码蛋白预测工具进行分析。
３．６　 编码蛋白环形 ＲＮＡ 预测工具及相关数据库

　 　 随着二代测序技术的快速发展，大量的环形

ＲＮＡ 被发现，构建一个编码蛋白的环形 ＲＮＡ 的数

据库非常有必要。 ２０１６ 年 Ｃｈｅｎ 等人构建了首个人

类环形 ＲＮＡ 数据库 ｃｉｒｃＲＮＡｄｂ，并对环形 ＲＮＡ 的蛋

白质编码潜能进行了分析［ ３７ ］。 研究者主要通过开

放阅读框预测，ＩＲＥＳ 元件预测，以及蛋白质谱数据

比对等几个方面，从３２ ９１４个人类环形 ＲＮＡ 数据

中，筛选出 ６ ６０８ 个具有编码蛋白潜能的环形 ＲＮＡ，
其中 ２１ 个得到了质谱数据的验证。 Ｙａｎｇ 等人和

Ｚｈａｎｇ 等人通过 ｃｉｒｃＲＮＡｄｂ 提供的参考信息，实验

验证了 Ｃｉｒｃ⁃ＦＢＸＷ７ 和 ｃｉｒｃ⁃ＳＨＰＲＨ 能够编码蛋白

质，ＯＲＦ 与数据库中预测的信息一致，ＩＲＥＳ 的验证

也与数据库中的信息有很大重叠。 由此可见，
ｃｉｒｃＲＮＡｄｂ 对于验证环形 ＲＮＡ 编码蛋白质具有很

大的参考意义。
目前环形 ＲＮＡ 编码蛋白潜能预测工具主要有

ＣｉｒｃＰｒｏ 和 ＣｉｒｃＣｏｄｅ。 ２０１７ 年，Ｍｅｎｇ 等人开发了首

个基于 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 及 Ｒｉｂｏ⁃ｓｅｑ 数据识别编码蛋白环

形 ＲＮＡ 的工具 ＣｉｒｃＰｒｏ［ ３８ ］。 研究者首先使用转录

组测序数据（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）作为输入，结合．ＧＴＦ 基因注

释文件，基因组文件，调用环形 ＲＮＡ 检测工具

ＣＩＲＩ２ 预测测序数据中的环形 ＲＮＡ［ ３９ ］。 其次，提取

ＣＩＲＩ２ 所得结果的环形 ＲＮＡ 序列，并经过拼接后调

用 ＣＰＣ（Ｃｏｄｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ）预测环形 ＲＮＡ
编码能力得分。 最后，使用翻译组测序数据（Ｒｉｂｏ⁃
ｓｅｑ）作为输入，寻找比对不上线性 ＲＮＡ 的 ｒｅａｄｓ，将
其与环形 ＲＮＡ 反向剪接位点 （ Ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ） 的

ｒｅａｄｓ 做比对，若能比对上，则能为该环形 ＲＮＡ 的翻

译潜能提供支持。 ＣｉｒｃＰｒｏ 总共会输出 ４ 个文件，其
主要内容分别为：（ａ） 预测的环形 ＲＮＡ 序列；（ｂ）
每个 ｃｉｒｃＲＮＡ 的编码潜能得分（ＣＰＣ 预测）；（ ｃ）每
个 ｃｉｒｃＲＮＡ 的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｒｅａｄｓ 支持数和 Ｒｉｂｏ⁃ｓｅｑ
ｒｅａｄｓ 支持数；（ｄ）编码蛋白质的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ。

２０１９ 年，Ｓｕｎ 等人开发了环形 ＲＮＡ 翻译的预测

软件 ＣｉｒｃＣｏｄｅ，这是一种基于机器学习的方法［ ４０ ］。
工作流程如下：首先应用 Ｒｉｂｏ⁃ｓｅｑ 测序数据，保留比

对不上基因组的 ｒｅａｄｓ，将其映射到环形 ＲＮＡ 的接

头位置，若能映射上则保留作为可翻译的候选环形

ＲＮＡ（该过程与 ＣｉｒｃＰｒｏ 最后一步类似）。 接着通过

机器学习工具 ＢＡＳｉＮＥＴ 预测跨越街头部分的 ｒｉｂｏ⁃
ｓｅｑ ｒｅａｄｓ 是否可以翻译，确定可以翻译的环形

ＲＮＡ。 最后预测环形 ＲＮＡ 的 ＯＲＦ 及其可能编码的

多肽。
ＣｉｒｃＰｒｏ 与 ＣｉｒｃＣｏｄｅ 中基于 ｒｉｂｏ⁃ｓｅｑ 数据分析的

方法相似，有较高可信度，不同之处在于 ＣｉｒｃＣｏｄｅ
基于机器学习再预测这些比对上反向剪接位点的

ｒｉｂｏ⁃ｓｅｑ ｒｅａｄｓ 是否可翻译，而 ＣｉｒｃＰｒｏ 将比对上的

ｒｅａｄｓ 都作为环形 ＲＮＡ 可编码蛋白的一个证据。 此

外，ＣｉｒｃＣｏｄｅ 使用 ＦｒａｇＧｅｎｅＳｃａｎ 预测环形 ＲＮＡ 开放

阅读框，而 ＣｉｒｃＰｒｏ 通过 ＣＰＣ 预测环形 ＲＮＡ 编码蛋

白潜能。

４　 总结与展望

　 　 一直以来，环形 ＲＮＡ 被划分为非编码 ＲＮＡ。
然而，近来研究发现，相当一部分的环形 ＲＮＡ 具有

编码蛋白质的潜能。 目前，由于编码蛋白环形 ＲＮＡ
的特征尚不明确，相关生物信息学预测及分析方法

极为欠缺，严重阻碍了真核生物环形 ＲＮＡ 编码蛋白

的相关研究。 现有 ＲＮＡ 编码潜能的预测工具大都

是基于线性 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ）开发而成，而
环形 ＲＮＡ 中与 ｍＲＮＡ 的重叠部分，及其非线性的

环状结构，都严重降低了现有工具对环形 ＲＮＡ 编码

潜能的预测能力。
环形 ＲＮＡ 内的 ＩＲＥＳ 及ｍ６Ａ修饰位点已被证实

可介导其非帽依赖翻译起始过程，因此 ＩＲＥＳ 及ｍ６Ａ
修饰位点识别将有助于提高编码蛋白环形 ＲＮＡ 的
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识别能力。 此外，随着越来越多的编码蛋白环形

ＲＮＡ 被发现，以及环形 ＲＮＡ 编码蛋白机制的深入

研究，相信会有更多更有效的编码蛋白环形 ＲＮＡ 相

关生物信息学工具及数据库出现，反过来进一步促

进编码蛋白环形 ＲＮＡ 的发现及对其编码起始机制

的深入研究。
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ｆｉｃｉｅｎｃｙ［ Ｊ］． Ｃｅｌｌ，２０１５，１６１（６）：１３８８ － １３９９． ＤＯＩ：１０．
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