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环形 ＲＮＡ 全长组装与定量工具的研究进展
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摘　 要：环形 ＲＮＡ 是一种广泛存在于真核细胞的内源性 ＲＮＡ，由前体 ＲＮＡ 反向剪接而成，不具有 ５’末端帽子和 ３’末端 ｐｏｌｙ
（Ａ）尾巴，呈封闭环状结构。 环形 ＲＮＡ 通过 ｍｉＲＮＡ 海绵结合等方式参与基因表达调控等许多重要的生物学过程。 环形 ＲＮＡ
可以通过可变剪接产生不同的环形 ＲＮＡ 转录本，因此获取环形 ＲＮＡ 转录本内部全长序列信息以及对环形 ＲＮＡ 内部可变剪

接产物进行精确定量是揭示环形 ＲＮＡ 调控功能的前提。 生物信息学工具能够高效便捷的处理高通量测序数据，被普遍用来

鉴别和分析环形 ＲＮＡ。 本文介绍了环形 ＲＮＡ 的产生机制以及功能特性，对环形 ＲＮＡ 检测、全长序列组装以及定量相关计算

工具进行综述。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ） ｉｓ ａ ｔｙｐｅ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｔｈａｔ ｗｉｄｅｌｙ ｅｘｉｓｔｓ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ． Ｉｔ ｉｓ ｆｏｒｍｅｄ
ｂｙ ｂａｃｋ⁃ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｆ ｐｒｅ⁃ｍＲＮＡ ｗｉｔｈｏｕｔ ５’ ｃａｐ ａｎｄ ３’ ｐｏｌｙ（Ａ） ｔａｉｌ， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｃｌｏｓｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． ＣｉｒｃＲＮＡ
ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｍａｎｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲＮＡ ｓｐｏｎｇｅ
ｂｉｎｄｉｎｇ． ＣｉｒｃＲＮＡ ｃａｎ ｐｒｏｄｕｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ
ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ａｒｅ ｔｈｅ ｐｒｅｍｉｓｅ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｏｏｌｓ ｃａｎ ｈａｎｄｌｅ
ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔｌｙ， ａｎｄ ａｒｅ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｃｉｒｃＲＮＡ．
Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ， ａｎｄ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｃｉｒｃＲＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣｉｒｃＲＮＡ； Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ｔｏｏｌｓ； Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ； Ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　 　 环形 ＲＮＡ 是一种特殊的内源性非编码 ＲＮＡ，
其由前体 ＲＮＡ（Ｐｒｅ⁃ｍＲＮＡ）经过反向剪接形成，呈
封闭环状结构，不具有 ５’末端帽子和 ３’末端 ｐｏｌｙ
（Ａ）尾巴。 研究发现环形 ＲＮＡ 参与许多重要的生

物学过程，如作为 ｍｉＲＮＡ 海绵体，参与基因调控，编
码蛋白等。 环形 ＲＮＡ 的反向剪接位点是鉴别和定

量环形 ＲＮＡ 的关键，而环形 ＲＮＡ 可以通过可变剪

接产生不同的环形转录本，这些转录本的全长序列

信息以及精确定量对于进一步研究环形 ＲＮＡ 功能

具有重要作用。 生物信息学方法因其能够高效便捷

的处理高通量 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据，被普遍用来鉴别和分

析环形 ＲＮＡ。 本文介绍了真核生物环形 ＲＮＡ 的产

生及功能，对环形 ＲＮＡ 检测以及全长组装和定量方

面的研究工具进行了综述。



１　 环形 ＲＮＡ 的产生及其功能

１．１　 环形 ＲＮＡ 的产生

　 　 Ｓａｎｇｅｒ 等在 ２０ 世纪 ７０ 年代发现某些高等植物

中存在可致病的单链环状类病毒，这是人类首次发

现环形 ＲＮＡ［１］。 但在过去的几十年中，人们把环形

ＲＮＡ 看作剪接副产物，环形 ＲＮＡ 的研究进展十分

缓慢。 近年来，随着第二代高通量测序技术的出现

及环形 ＲＮＡ 分子纯化方法的运用和发展，人们可以

重新认识和研究环形 ＲＮＡ。
环形 ＲＮＡ 不具有 ５’末端帽子和 ３’末端 ｐｏｌｙ

（Ａ）尾巴，是以反向剪接的方式形成的一种共价环

状结构。 环形 ＲＮＡ 主要来源于蛋白编码基因，大多

由其中的外显子衍生而来并积累在细胞质中，少部

分为包含外显子和内含子序列的环形 ＲＮＡ，以及仅

来自蛋白编码基因内含子区域的环形 ＲＮＡ［２］。 环

形 ＲＮＡ 的产生机制可分为内含子环化和外显子环

化。 内含子环化发生在外显子剪接过程中，该过程

会产生内含子套索结构的中间产物，这些套索在剪

接完成后仍然存在，形成内含子环形 ＲＮＡ（见图

１ａ），如 ｃｉ⁃ａｎｋｒｄ５２ 由内含子套索结构形成，可以与

ＲＮＡ 合成酶Ⅱ结合促进其转录作用［３］；外显子环化

又可分为三种，即内含子配对驱动环化、套索驱动环

化和 ＲＮＡ 结合蛋白驱动环化［４］。 内含子配对驱动

环化将环化外显子的侧翼内含子互补配对，使环化

外显子的剪接供体和剪接受体位置更接近，形成环

状结构，然后将环状结构中的内含子切除后形成环

形 ＲＮＡ（见图 １ｂ），如秀丽隐杆线虫侧翼内含子上

反向互补重复序列可以使转录本形成发夹结构，促
进外显子环化［５］；套索驱动环化发生在外显子跳跃

过程中，该过程可以使下游 ５’剪接供体与上游 ３’
剪接受体结合，形成包含外显子的套索结构，再通过

套索内的剪接切除内含子，形成环形 ＲＮＡ（见图

１ｃ），如 Ｂａｒｒｅｔｔ 对酵母 ｍｒｐｓ１６ 基因进行质粒表达，
通过删除剪接位点证明了包含外显子的套索结构对

于酵母细胞中环形 ＲＮＡ 的生成是必要的［６］； ＲＮＡ
结合蛋白可以结合到环化外显子两侧的内含子的结

合位点上，拉近两端的内含子促进环化，形成环形

ＲＮＡ（见图 １ｄ），如可变剪接调控因子 ｑｕａｋｉｎｇ 可以

与环化外显子侧翼内含子上的 ｑｕａｋｉｎｇ 结合位点结

合，促进两侧内含子相互靠近，连接成环［７］。

图 １　 环形 ＲＮＡ 环化模型

Ｆｉｇ．１　 ＣｉｒｃＲＮＡ ｃｙｃｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

１．２　 环形 ＲＮＡ 的功能

　 　 由于环形 ＲＮＡ 独特的剪接方式及其环状结构，
曾经被认为是剪接副产物，不具有生物功能。 近年

来的研究表明环形 ＲＮＡ 广泛存在、结构稳定并且具

有组织特异性，在生物体生长发育过程中发挥重要

作用［８］。 以下将从环形 ＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 相互作用、
调控基因表达、与 ＲＮＡ 结合蛋白相互作用、翻译蛋

白质四个方面介绍环形 ＲＮＡ 的功能。

１．２．１　 环形 ＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 相互作用

近期研究表明，环形 ＲＮＡ 可以作为 ｍｉＲＮＡ 分

子海绵，通过竞争性的结合 ｍｉＲＮＡ，降低 ｍｉＲＮＡ 对

其靶分子的抑制作用，进而调控基因表达水平（见
图 ２ ａ）。 Ｈａｎｓｅｎ 等人研究发现 ＣＤＲ１ａｓ （Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ｔｏ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ）含有 ｍｉＲ⁃７ 的超过 ７０ 个保守结合位点，
可以调节 ｍｉＲ⁃７ 靶基因的表达［９］。 Ｍｅｍｃｚａｋ 等人在
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ＣＤＲ１ａｓ 敲除的人类细胞中观察到 ｍｉＲ⁃７ 靶点的下

调，认为 ＣＤＲ１ａｓ 是作为 ｍｉＲＮＡ 海绵来减弱 ｍｉＲＮＡ
介导的反应［１０］。 Ｙｏｕ 等人经过研究认为大多数

ｃｉｒｃＲＮＡ 并不充当 ｍｉＲＮＡ 海绵， 并不比其同源

ｍＲＮＡ 具有更多的 ｍｉＲＮＡ 结合位点［１１］。
１．２．２　 环形 ＲＮＡ 与 ＲＮＡ 结合蛋白相互作用

研究表明，ＲＮＡ 结合蛋白（ＲＢＰｓ）如 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ、
ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 和 ＭＢＬ 可与环形 ＲＮＡ 结合。 一些

环形 ＲＮＡ 可以储存、分类或定位 ＲＢＰ，并且可能像

它们调节 ｍｉＲＮＡ 活性一样，通过作为竞争元素来调

节 ＲＢＰ 的功能（见图 ２ａ） ［１２］。 环形 ＲＮＡ 独特的三

级结构在 ＲＮＡ 或 ＲＢＰ 复合物的组装中起重要作

用，其可以作为脚手架 （ Ｓｃａｆｆｏｌｄｉｎｇ） 为蛋白质与

ＲＮＡ、蛋白质与 ＤＮＡ、蛋白质与蛋白质之间的相互

作用提供平台［１３］。
１．２．３　 环形 ＲＮＡ 调控基因表达

　 　 环形 ＲＮＡ 可以认为是一种选择性剪接产物，因
此环形 ＲＮＡ 可能在选择性剪接水平上起到调节基因

表达的作用。 环形 ＲＮＡ 可与 Ｕ１ ｓｎＲＮＰ 相互作用，增
强其亲本基因的表达（见图 ２ ｂ）［１４］。 Ｂｕｒｄ 等人通过研

究推测 ｃＡＮＲＩＬ（Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＡＮＲＩＬ）具有转录调控功能，
ｃＡＮＲＩＬ 的形成降低了 ＡＮＲＩＬ 转录本的表达，从而对

编码基因 ＩＮＫ４／ ＡＲＦ 的转录进行调控［１５］。 Ｙａｎｇ 等人

发现环形 ＲＮＡ ｃｉｒｃ⁃ＩＴＣＨ 可以作为海绵体结合 ｍｉＲ⁃１７
和 ｍｉＲ⁃２２４，上调靶基因 ｐ２１ 和 ＰＴＥＮ 的表达［１６］。

图 ２　 环形 ＲＮＡ功能示意图

Ｆｉｇ．２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ

１．２．４　 环形 ＲＮＡ 翻译蛋白质

环形 ＲＮＡ 缺乏帽依赖性翻译的必需元件，例如 ５＇
帽子和 ｐｏｌｙ（Ａ）尾，而有些环形 ＲＮＡ 也可以翻译产生

蛋白（见图 ２ ｃ）。 环形 ＲＮＡ 的非帽依赖性翻译可以通

过内部核糖体进入位点（ＩＲＥＳ）或在 ５＇非翻译区（ＵＴＲ）

中加入 ｍ６Ａ 修饰后发生［１７］。 Ｌｅｇｎｉｎｉ 等人证明 ｃｉｒｃ⁃
ＺＮＦ６０９ 包含开放阅读框（ＯＲＦ），可以通过非帽依赖性

翻译编码蛋白控制肌细胞的增殖［１８］。 Ｙａｎｇ 等人通过

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和质谱检测等技术发现 ｃｉｒｃ⁃ＦＢＸＷ７
能够编码蛋白 ＦＢＸＷ７⁃１８５ ａａ，可以控制癌细胞周期和

增殖［１９］。

２　 环形 ＲＮＡ 检测工具

　 　 生物信息学方法因其能够高效便捷的处理高通

量 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据，被普遍用来鉴别和分析环形

ＲＮＡ。 为了研究和探索环形 ＲＮＡ 的普遍性质和多

样功能，研究者们开发了各种计算工具从 ＲＮＡ 测序

数据中检测环形 ＲＮＡ。 这些工具根据检测方法可

以为两类：基于注释检测和不基于注释检测。
２．１　 基于注释的环形 ＲＮＡ 检测工具

　 　 基于注释的环形 ＲＮＡ 检测工具根据鉴定策略

可分为两类，第一类是基于“伪参考序列”的检测策

略，第二类是基于“比对片段”的检测策略。
“伪参考序列”检测策略需要根据基因注释信

息来构建环形 ＲＮＡ 的伪序列，通过伪序列检测环形

ＲＮＡ。 基于这种策略的检测工具有 ＫＮＩＦＥ 和

ＰＴＥＳＦｉｎｄｅｒ 等［２０－２１］。 其中 ＫＮＩＦＥ 应用较为广泛，
该工具首先从基因组注释信息中构建所有可能的无

序“外显子－外显子”连接序列，在 Ｂｏｗｔｉｅ２ 的帮助

下，将读取的数据分别映射到基因组、ｒＲＮＡ 序列、
线性“外显子－外显子”连接序列和无序“外显子－外
显子”连接序列［２２］。 真实的 ＢＳＪ 读段必须覆盖指定

的核苷酸数量且不能比对到基因组和 ｒＲＮＡ 序列以

及规范的线性“外显子－外显子”连接序列。 ＫＮＩＦＥ
增加了从头分析模块检测来自未注释剪接位点的环

形 ＲＮＡ，但 Ｚｅｎｇ 等人认为这种从头检测方法是基

于统计学进行推断，不能提供准确的断点［２３］。
“比对片段”的检测策略的大致思路便是将测

序读段与参考基因组比对，跨越 ＢＳＪ（Ｂａｃｋ⁃ｓｐｌｉｃｅｄ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ）的读段被分裂成片段并以相反的顺序与参

考基因组对齐，根据这些读段去识别反向剪接位点。
基于该策略的工具有 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ、ＵＲＯＢＯＲＵＳ 和

ＤＣＣ 等［２４－２６］。 其中 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ 使用较为广泛，该
工具首先使用 ＴｏｐＨａｔ 将读段比对到参考基因组，然
后提取未映射的读段与 ＴｏｐＨａｔ Ｆｕｓｉｏｎ 的结果进行

比对，若读段映射到染色体上的顺序相反且映射位

置与已知基因注释中的外显子剪接边界一致，便得

到环形 ＲＮＡ 的反向剪接位点。
相较于不基于注释的检测方法，基于注释的检

测方法能够更可靠的检测反向剪接位点，但无法应
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用于缺乏基因组注释的物种上。
２．２　 不基于注释的环形 ＲＮＡ 检测工具

　 　 不基于注释的环形 ＲＮＡ 检测工具有 ｃｉｒｃＲＮＡ
ｆｉｎｄｅｒ、ｆｉｎｄ＿ｃｉｒｃ 和 ＣＩＲＩ 等［１０，２７ － ２８］ 。 其中 ＣＩＲＩ 使用

较为广泛，该工具使用 ＢＷＡ⁃ＭＥＭ 将读段映射到参

考基因组［２９］。 与上述工具需要从未映射上的读段

中提取锚序列来检测反向剪接不同，ＢＷＡ⁃ＭＥＭ 可

以自动确定环形 ＲＮＡ 派生读段的断点。 ＣＩＲＩ 对

ＢＷＡ⁃ＭＥＭ 比对完成的结果进行两次扫描计算，过
滤掉假阳性的反向剪接位点，精度和灵敏度优于其

他检测工具，且运算时间耗费不大，实现了更好的平

衡性能。 相较于基于注释的检测方法，不基于注释

的检测方法应用范围更广，能够检测新的候选环状

ＲＮＡ，但需要提高检测和过滤过程中的灵敏度和准

确性。

３　 环形 ＲＮＡ 全长组装与定量工具

　 　 研究表明环形 ＲＮＡ 在同一个反向剪接位点内

部可通过可变剪接形成多个不同的转录本（见图

３） ［１９］。 若要深入研究环形 ＲＮＡ 的功能特性，必须

获取环形 ＲＮＡ 转录本内部全长序列信息以及对不

同环形 ＲＮＡ 内部可变剪接产物进行精确定量。 研

究者们开发了多种计算工具用于环形 ＲＮＡ 内部结

构的探索、全长序列的组装及表达量的分析，目前已

知的工具（见表 １）。

表 １　 环形 ＲＮＡ 下游分析计算工具

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｏｏｌｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ

工具名称 功能特点 语言 网址

ＣＩＲＩ⁃ＡＳ 识别环形 ＲＮＡ 内部剪接结构 Ｐｅｒｌ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｃｉｒｉ ／ ｆｉｌｅｓ ／ ＣＩＲＩ－ＡＳ ／

ＦＵＣＨＳ
基于长读段测序，识别环形 ＲＮＡ

内部可变剪接信息
Ｐｙｔｈｏｎ， Ｒ

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ｄｉｅｔｅｒｉｃｈ－ｌａｂ ／
ＦＵＣＨＳ ／ ｔｒｅｅ ／ ｍａｓｔｅｒ ／ ＧＣＢ＿ｔｅｓｔｓｅｔ

ＣｉｒｃＳｐｌｉｃｅ 识别并比较多组样本环形 ＲＮＡ 可变剪接差异 Ｐｅｒｌ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ＧｅｎｅＦｅｎｇ ／ ＣｉｒｃＳｐｌｉｃｅ

ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ２
基于线性转录本组转工具 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ

对环形 ＲＮＡ 全长进行组装
Ｐｙｔｈｏｎ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ＹａｎｇＬａｂ ／ ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ２

ＣＩＲＩ⁃ｆｕｌｌ 利用长读段测序组装环形 ＲＮＡ 全长序列 Ｊａｖａ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｃｉｒｉ⁃ｆｕｌｌ ／

ＣｉｒｃＡＳＴ 环形 ＲＮＡ 全长序列组装和定量 Ｐｙｔｈｏｎ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ｘｉａｏｆｅｎｇｓｏｎｇ ／ ＣｉｒｃＡＳＴ

ＩｓｏＣｉｒｃ 基于纳米孔测序技术识别环形 ＲＮＡ 全长序列 Ｐｙｔｈｏｎ， Ｒ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ Ｘｉｎｇｌａｂ ／ ｉｓｏＣｉｒｃ

ＣＩＲＩ⁃ｌｏｎｇ
基于纳米孔测序技术识别环形 ＲＮＡ 全长序列，

可以对矫正纳米孔测序错误
Ｐｙｔｈｏｎ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ Ｋｅｖｉｎｚｊｙ ／ ＣＩＲＩ⁃ｌｏｎｇ

Ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ 基于线性定量模型 Ｓａｉｌｆｉｓｈ 对环形转录本进行定量分析 Ｐｙｔｈｏｎ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ｚｅｒｏｄｅｌ ／ Ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ

ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ３ 环形 ＲＮＡ 与线性 ＲＮＡ 的定量比较 Ｐｙｔｈｏｎ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ＹａｎｇＬａｂ ／ ＣＬＥＡＲ

ＣＩＲＩｑｕａｎｔ 矫正 ＲＮａｓｅＲ 数据，对环形 ＲＮＡ 转录本进行定量分析 Ｐｙｔｈｏｎ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｃｉｒｉ ／ ｆｉｌｅｓ ／ ＣＩＲＩｑｕａｎｔ ／

图 ３　 环形 ＲＮＡ 内部可变剪接示意图

Ｆｉｇ．３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ
ｗｉｔｈｉｎ ｃｉｒｃＲＮＡ

３．１　 环形 ＲＮＡ 内部结构探索及全长序列组装工具

　 　 为了更好的揭示环形 ＲＮＡ 的调控机制，需要深

入研究环形 ＲＮＡ 内部复杂的选择性剪接结构，构建

环形 ＲＮＡ 全长序列。 目前识别环形 ＲＮＡ 内部可变

剪 接 结 构 的 工 具 主 要 有 ＣＩＲＩ⁃ＡＳ、 ＦＵＣＨＳ 和

ＣｉｒｃＳｐｌｉｃｅ［３０－３２］；针对于环形 ＲＮＡ 全长序列组装的工

具主要有 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ２、 ＣＩＲＩ⁃ｆｕｌｌ、 ＣｉｒｃＡＳＴ、 ｉｓｏＣｉｒｃ
和 ＣＩＲＩ⁃ｌｏｎｇ［３３－３７］。

Ｇａｏ 等人开发了 ＣＩＲＩ⁃ＡＳ 工具研究环形 ＲＮＡ 内

部的剪接结构［３０］。 该工具首先利用 ＣＩＲＩ 找到环形

ＲＮＡ 反向剪接位点以及跨越反向剪接位点的读段，
然后利用双端测序信息，分析跨越反向剪接读段的

另一端读段是否支持环形 ＲＮＡ 内部的前向剪接位

点，根据支持前向剪接位点读段信息构建前向剪接

图，列出可能发生可变剪接的外显子和所有可能的

路径，以检测环形 ＲＮＡ 内部的可变剪接事件。 通过
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计算与实验验证相结合的手段，揭示了外显子跳跃，
５’或 ３’可变剪接位点以及内含子保留这四种可变

剪接事件在环形 ＲＮＡ 中普遍存在。 ＣＩＲＩ⁃ＡＳ 证实了

环形 ＲＮＡ 内部存在可变剪接事件，但并没有给出环

形转录本内部的组成。
Ｍｅｔｇｅ 等人开发了工具 ＦＵＣＨＳ 对环状 ＲＮＡ 内

可变剪切等信息进行分析和解读［３１］。 ＦＵＣＨＳ 基于

长读段测序（大于 １５０ ｂｐ），在运行前需要用户手动

输入比对和环形 ＲＮＡ 位点检测信息。 ＦＵＣＨＳ 从输

入的比对信息中提取出嵌合比对的读段信息，识别

出同一反向剪接位点内的前向可变剪接事件。 类似

于 ＣＩＲＩ⁃ＡＳ，ＦＵＣＨＳ 利用双端测序信息来剪接验证

环形 ＲＮＡ 内部的可变剪接，筛选掉只有一段跨越反

向剪接位点的双端测序读段实现对假阳性环形 ＲＮＡ
的过滤。

Ｆｅｎｇ 等人开发了 ＣｉｒｃＳｐｌｉｃｅ 工具用于识别环形

ＲＮＡ 内部的可变剪接事件［３２］。 该工具通过 ＳＴＡＲ
进行比对，通过 ＧＴ⁃ＡＧ 和 ＣＴ⁃ＡＣ 两种剪切位点过滤

并识别环形 ＲＮＡ 反向剪接位点，保留两端都落在反

向剪接位点之间的读段，根据一端比对到反向剪接

位点，另一端比对到反向剪接位点内部的读段对外

显子跳跃、内含子保留、５’选择性剪接，３’选择性剪

接四种可变剪接类型进行判断，计算支持可变剪接

事件的读段数量，最后根据基因组坐标融合不同的

可变剪接事件，并比较不同样本间的可变剪接差异。
相较于上文提到的 ＣＩＲＩ⁃ＡＳ，该方法支持不同样本环

形 ＲＮＡ 可变剪接差异的比较。
ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ２ 是环形 ＲＮＡ 检测软件 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ

升级版［３３］。 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ２ 将 Ｔｏｐｈａｔ 未比对上但映

射到 Ｔｏｐｈａｔ－ｆｕｓｉｏｎ 的读段重新比对到已知和从头组

装的注释上，可以检测来自注释或新外显子边界的

反向剪接位点；增加了检测环形 ＲＮＡ 中的可变剪接

事件功能用于确定环形 ＲＮＡ 全长，该工具通过比较

分析 ｐｌｏｙ（Ａ）＋和 ｐｏｌｙ（Ａ）－的数据集识别环形 ＲＮＡ
内部可变剪接事件，重构环形 ＲＮＡ 转录本序列。 虽

然 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ２ 能够通过这种方法给出环形 ＲＮＡ
的全长转录本，其使用的工具却是线性转录本的组

装工具 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ，会得到错误的环形 ＲＮＡ 序列，给计

算带来偏差。
Ｚｈｅｎｇ 等人开发了工具 ＣＩＲＩ⁃ｆｕｌｌ，提出了一种环

形 ＲＮＡ 转录本组装的新方法［３４］。 由于二代测序数

据读长较短，限制了研究者们只能定位环形 ＲＮＡ 的

反向剪接位点，难以获得环形 ＲＮＡ 内部的全长结构

信息。 Ｚｈｅｎｇ 等人于是增加测序读长到 ２５０ ｂｐ，在较

长的读长下，若某一双端测序读段来自与环形 ＲＮＡ，
两端读段会存在反向重叠区（Ｒｅｖｅｒｓｅ ｏｖｅｒｌａｐ，ＲＯ），

该特征不仅可以识别环形 ＲＮＡ 的反向剪接位点，而
且可以判断该序列是否覆盖整个环形 ＲＮＡ，从而获

取环形 ＲＮＡ 的全长序列。
２０２０ 年，Ｗｕ 等人开发了组装环形 ＲＮＡ 全长序

列的工具 ＣｉｒｃＡＳＴ［３５］。 该工具首先利用 Ｔｏｐｈａｔ 的比

对结果找到跨越外显子发生剪接的读段信息，后根

据用户通过环形 ＲＮＡ 识别工具 （如 ＵＲＯＢＯＲＵＳ、
ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ２、ＣＩＲＩ２ 等）检测到的反向剪接位点信

息以及基因组注释文件中的外显子边界信息，对每

一个基因位点构建反向剪接事件的有向无环图

（Ｄｉｒｅｃｔｅｄ ａｃｙｃｌｉｃ ｇｒａｐｈ ，ＤＡＧ），图中的起点和终点

对应环形 ＲＮＡ 中的两个发生反向剪接的外显子。
相较于传统的线性转录本拼接算法，ＣｉｒｃＡＳＴ 若检测

到某一基因位点存在超过一个反向剪接事件，则构

建多个剪接图，因此可以进行准确拼接和组装。
ＣｉｒｃＡＳＴ 利用扩展最小路径覆盖算法 （ Ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｍｉｎｉｍｕｍ ｐａｔｈ ｃｏｖｅｒ，ＥＭＰＣ）结合测序读段信息计算

出最优拼接方式，实现环形 ＲＮＡ 的全长序列的拼接

组装。
Ｘｉｎ 等人提出了识别环形 ＲＮＡ 全长序列的工具

ｉｓｏＣｉｒｃ［３６］。 由于短读段测序不能通过实验确定环形

ＲＮＡ 全长序列的组成，该工具将数据进行线性 ＲＮＡ
消化，并进行滚环扩增，提高低丰度环形 ＲＮＡ 的比

例，后利用纳米孔长读段测序技术得到包含环形

ＲＮＡ 全长序列的长度段测序数据。 ｉｓｏＣｉｒｃ 基于上述

长读段测序数据，识别出其中重复共有的片段，并将

两个相同的重复共有片段连接起来。 将连接片段比

对到参考基因组以识别环形 ＲＮＡ 反向剪接位点和

环形 ＲＮＡ 内部前向剪接位点信息。 通过多重策略

（如比对质量，ＢＳＪ ／ ＦＳＪ 精确度等）对比对片段进行

过滤，之后便得到环形 ＲＮＡ 反向剪接位点及全长序

列信息。 Ｘｉｎ 等人使用 ｉｓｏＣｉｒｃ 对 １２ 种人类组织及

人类 ＨＥＫ２９３ 细胞系进行测试，一共检测到 １０７ １４７
个环形 ＲＮＡ 全长序列，其中包含 ４０ ６２８ 个长度大于

５００ ｎｔ 的环形 ＲＮＡ 亚型。 ｉｓｏＣｉｒｃ 工具利用纳米孔测

序技术，弥补了短读段测序的缺陷，提供了一种研究

环形 ＲＮＡ 全长序列的新策略。
Ｚｈａｎｇ 等人同样基于纳米孔测序技术，开发了

ＣＩＲＩ⁃ｌｏｎｇ 工具［３７］。 在环形 ＲＮＡ 建库过程中，ＣＩＲＩ⁃
ｌｏｎｇ 与 ｉｓｏＣｉｒｃ 稍有不同，在对数据进行线性 ＲＮＡ 消

化和环形 ＲＮＡ 滚环扩增之后，针对于长度更长

ｃＤＮＡ 序列加入了片段长度筛选流程。 经过纳米孔

测序后得到长读段测序数据，利用 ｋ⁃ｍｅｒ 匹配方法

得到长度段中的重复片段，并使用偏序比对修正测

序错误，然后将重复片段比对到参考基因组，结合剪

接信号信息，识别反向剪接位点和环形 ＲＮＡ 内部正
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向剪接信息，实现了环形 ＲＮＡ 的识别及全长序列的

重建。 Ｚｈａｎｇ 等人评估了该方法在模拟数据上的效

果，并与 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序和实时定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 进行了比

较，验证了该方法的准确性。
３．２　 环形 ＲＮＡ 定量工具

　 　 为了深入研究环形 ＲＮＡ 的调控机制以及不同

环形 ＲＮＡ 转录本之间的表达差异，需要对环形转录

本进行精确定量。 目前对于环形 ＲＮＡ 进行定量的

工具主要有 ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ、 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ３、 ＣＩＲＩｑｕａｎｔ、
ＣＩＲＩ－ｆｕｌｌ 和 ＣｉｒｃＡＳＴ［３８－４０］。

Ｌｉ 等人开发了工具 ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ 对环形 ＲＮＡ 的表

达量进行计算［３８］。 先前的研究主要根据检测到的

反向剪接读段数量来量化环形 ＲＮＡ 的表达，这种检

测方法由于反向剪接读段较少，精度较低。 因此 Ｌｉ
等人将检测到的环形 ＲＮＡ 在反向剪接位点处切开，
将 ３’端的序列追加到 ５’端，构成伪线性转录本，并
加入到真实线性转录本集合中构成混合转录本集

合。 后利用对线性转录本定量的工具 ｓａｉｌｆｉｓｈ 对混合

转录本进行定量分析。 ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ 基于期望最大化

模型，通过迭代将读段分配到不同转录本上，并估计

这些转录本的表达量。 与基于反向剪接读段计数的

直接定量法相比，ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ 与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 定量结果

有更强的相关性。
Ｍａ 等人对 ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析流程进行了升级，

开发了环形 ＲＮＡ 与线性 ＲＮＡ 定量比较的工具

ＣＩＲＣｅｘｐｌｏｒｅｒ３－ＣＬＥＡＲ［３９］。 该方法提出了一种定量

转录本表达量的参数 ＦＰＢ （ Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｂｉｌｌｉｏｎ
ｍａｐｐｅｄ ｂａｓｅｓ），该参数相较于 ＦＰＫＭ 能够不受测序

读段长度的影响。 该工具首先利用 ＨＩＳＡＴ２ 将测序

数据比对到参考基因组，利用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 对线性转录

本进行组装，计算跨越前向剪接位点的测序片段得

到线性转录本的表达 ＦＰＢｌｉｎｅａｒ；然后利用 ＴｏｐＨａｔ⁃
Ｆｕｓｉｏｎ 处理未比对上的测序片段，通过计算跨越反

向剪接位点片段得到环形转录本的表达量 ＦＰＢｃｉｒｃ，
通过环形转录本表达量与对应线性转录本表达量的

比值 ＣＩＲＣｓｃｏｒｅ （ ＦＰＢｃｉｒｃ ／ ＦＰＢｌｉｎｅｒ） 衡量环形 ＲＮＡ
的相对表达量。 相较于其他基于跨越反向剪接位点

读段进行定量的方法，该工具提出了新的定量参数

ＦＰＢ，可以利用 ＣＩＲＣｓｃｏｒｅ 对环形 ＲＮＡ 进行相对定

量，具有更广泛的适应性。
Ｚｈａｎｇ 等人开发了鉴定和定量环形 ＲＮＡ 的算法

ＣＩＲＩｑｕａｎｔ［４０］。 ＣＩＲＩｑｕａｎｔ 首先利用 ＣＩＲＩ 等工具从测

序数据中识别环形 ＲＮＡ 的反向剪接位点，然后基于

环形 ＲＮＡ 反向剪接位点构造环形转录本伪参考序

列，重新映射读段到伪参考序列。 ＣＩＲＩｑｕａｎｔ 运用这

种方法可以更准确的识别环形 ＲＮＡ 的反向剪接序

列，根据反向剪接读段和前向剪接读段的比例对环

形 ＲＮＡ 进行定量。 考虑到环形 ＲＮＡ 建库时 ＲＮａｓｅ
Ｒ 处理存在偏差，ＣＩＲＩｑｕａｎｔ 结合未经 ＲＮａｓｅ Ｒ 处理

过的 数 据 利 用 高 斯 混 合 模 型 （ Ｇａｕｓｓｉａｎ ｍｉｘｔｕｒｅ
ｍｏｄｅｌ，ＧＭＭ）对 ＲＮａｓｅ Ｒ 处理数据进行校正，使定量

更为准确。
除了这些工具外，上文提到的工具 ＣＩＲＩ⁃ｆｕｌｌ 和

ＣｉｒｃＡＳＴ 不仅可以组装环形转录本全长序列，还可以

对环形转录本进行表达量估计。 ＣＩＲＩ⁃ｆｕｌｌ 在构建环

形 ＲＮＡ 的全长后，采用蒙特卡洛方法模拟不同环形

ＲＮＡ 剪接产物读段在全长序列上的分布，通过梯度

下降法求得最优的表达量组合，实现了对不同环形

转录本相对丰度的预测评估，并在模拟和真实数据

上验证了该方法的准确性。 但该方法受到测序长度

的限制，需要更高的测序成本和更先进的测序技术

来获得较长读长的测序数据；ＣｉｒｃＡＳＴ 在实现环形

ＲＮＡ 全 长 序 列 组 装 之 后， 通 过 期 望 最 大 化

（Ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ ｍａｘｉｍｉｚａｔｉｏｎ，ＥＭ）算法来估计每个组装

的环形 ＲＮＡ 转录本的丰度。 其在似然函数的构造

等方面充分注意到环形 ＲＮＡ 的结构特点，在绝对定

量和相对定量中均表现出了良好的性能。

４　 总结与展望

　 　 随着深度测序技术和分子纯化方法的发展，人
们对于环形 ＲＮＡ 的认识正在逐渐发展。 在对环形

ＲＮＡ 的研究中，计算方法因其在高通量 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数

据分析中的便利性以及在分析环形 ＲＮＡ 表达方面

的优势而起着重要的作用。 由于环形 ＲＮＡ 自身的

结构特点和其特有的剪接事件，我们不能简单地用

线性 ＲＮＡ 的相关工具来解决环形 ＲＮＡ 的相关计

算，需要开发更多针对于环形 ＲＮＡ 的计算工具。 为

了更好的揭示环形 ＲＮＡ 的特殊功能，需要对环形

ＲＮＡ 内部全长序列进行准确重建。 由于二代测序的

读段较短，基于二代测序数据重建环形 ＲＮＡ 全长序

列难度较大；基于纳米孔长读段测序技术构建环形

ＲＮＡ 全长的工具将会是未来研究开发的方向。 在环

形 ＲＮＡ 定量方面，现有的工具或基于线性 ＲＮＡ 开

发而来，或对于输入数据存在特定要求。 而在全转

录组测序数据上由于环形 ＲＮＡ 与线性 ＲＮＡ 重叠部

分的干扰，精准定量环形 ＲＮＡ 转录本仍然是一个挑

战。 开发基于全转录组测序数据环形 ＲＮＡ 特定的

计算工具是目前环形 ＲＮＡ 研究中迫切需要解决的

问题，这对于进一步研究环形 ＲＮＡ 的生物学功能至

关重要。 随着计算算法、测序技术、基因组学和生物

信息学的发展，相信会有更多环形 ＲＮＡ 相关计算工
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具的出现，促进对于环形 ＲＮＡ 机制和功能的深入

研究。
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