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[ 摘要 ] 环状寡核苷酸因其独特的拓扑学结构和酶学稳定性而具有重要的生物学功能和应用价值。综述先对环状寡核苷酸的合成方法进

行系统阐述，包括酶合成法和化学合成法。酶合成法以其温和的反应条件、良好的生物相容性和专一性受到广泛关注；化学合成法则能

够实现对修饰核酸序列或核酸类似物的环合，有效弥补了酶法环合的不足。此外，综述还深入探讨了环状寡核苷酸在近年来的应用，包

括环状适配体、环状反义寡核苷酸、环状小干扰 RNA 和其他环状 RNA 等领域。这些研究展示了环状寡核苷酸在疾病治疗和生命科学领

域中的巨大潜力，为未来的研究提供了重要参考。

[ 关键词 ] 环状寡核苷酸；合成；核酸；适配体；疫苗

[ 中图分类号 ] Q524             [ 文献标志码 ] A	 [ 文章编号 ] 1001-5094（2024）08-0592-13

                                                                                         DOI: 10.20053/j.issn1001-5094.2024.08.004

Research Progress on Synthesis and Application 
of Cyclic Oligonucleotides

ZHU Wenxuan1, 2, WU Chengqiu1, ZHAO Shuhua2, YU Lijia2

( 1.School of Public Health, Hengyang Medical School, University of South China, Hengyang 421001, China; 2. National Center for 
Occupational Safety and Health, Beijing 102308, China )

[Abstract] Cyclic oligonucleotides have important biological functions and application value due to their unique topological structure 
and enzymatic stability. This review provides a systematic exposition of various synthesis techniques employed for the production of cyclic 
oligonucleotides, encompassing both enzymatic and chemical synthesis. Due to its gentle reaction conditions, favorable biocompatibility, 
and specificity, enzymatic synthesis has gained considerable interest. Meanwhile, chemical synthesis enables the cyclization of modified 
nucleic acid sequences or nucleic acid analogues, and effectively compensates for the shortcomings of enzymatic cyclization. This review 
also explores recent advancements in the application of cyclic oligonucleotides, such as cyclic aptamers, circular antisense oligonucleotides, 
cyclic small interfering RNA, and other circular RNAs. These studies underscore the significant potential of cyclic oligonucleotides in the 
realms of disease treatment and life sciences, offering valuable insights for future investigations.
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统的线性寡核苷酸不同，环状寡核苷酸分子呈封闭

环状结构，不受核酸外切酶影响，具有结构稳定、

序列保守以及在细胞或组织中特异性表达的特点，

逐渐成为研究的新焦点。这些特性不仅为癌症治疗

提供了新的策略 [3]，还使环状寡核苷酸成为潜在的

生物标志物 [4]，广泛用于早期癌症的检测、临床诊断、

预后评估以及治疗反应的监测等。环状寡核苷酸特

异的表达模式、分子稳定性以及在人体各细胞间的

广泛分布，使得它们能相对容易地通过体液活检（包

括血液、痰液和尿液）进行检测和定量 [5]。

自 1976 年 Sanger 等 [6] 在植物类病毒中首次发

现环状核酸分子以来，随着高通量测序和生物信息

学分析技术的飞速发展，研究者们已在古生菌 [7]、

疟原虫 [8]、果蝇 [9]、哺乳动物 [10] 乃至人类 [11] 等多

核酸，作为构成生命的基石之一，是由众多核

苷酸单体聚合而成的复杂生物大分子，普遍存在于动

植物细胞和微生物中。其形态多样，大小各异，小到

仅含数个碱基的寡核苷酸，大到长达 3.2 cm 的染色

体 DNA。寡核苷酸以多种形式存在于自然界中 [1]，

根据末端的结构特征，可以分为线性和环状寡核苷

酸。线性寡核苷酸具有游离的末端，而环状寡核苷

酸是一类由磷酸二酯键首尾相连的闭环单链核酸，

缺乏 3' 末端多聚腺苷酸尾部和 5' 末端帽子 [2]。与传
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种生物中发现了大量的环状核酸。这些环状核酸分

子通常较长（核苷酸长度一般超过 300 nt），然而，

生物体内同样存在由少数核苷酸构成的环状寡核苷

酸。近年来，对于环状寡核苷酸的研究日益受到关注，

科研人员已成功设计出具有多种功能的环状寡核苷

酸，并在核酸药物、核酸探针以及 DNA 纳米结构

构建等领域取得了显著的应用成果 [12-14]。

环状寡核苷酸合成方法主要包括酶法合成和化

学法合成。酶法合成因酶的生物相容性好和环合产

率高而成为首选方法。化学合成法则以其灵活多变

的选择性脱颖而出，通过精心设计不同的连接反应，

可实现理想产物的有效合成，因此同样受到研究者

的广泛关注。本文旨在重点综述环状寡核苷酸的合

成方法，并深入探讨其在环状适配体、环状反义寡

核苷酸（cyclic antisense oligonucleotides，cASOs）、

环状小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）

以及其他环状 RNA 等领域中的广泛应用。

1  环状寡核苷酸的合成方法 

环状寡核苷酸的来源分为两大类：一类是天然

存在的环状寡核苷酸，如环磷酸腺苷、环磷酸鸟苷、

环二鸟苷酸、环二腺苷酸和环鸟苷酸腺苷酸等，它

们具有明确的结构，并在生物体内的细胞信号传导、

基因表达调控中扮演关键角色；另一类是人工合成

的环状寡核苷酸（本文所提到的环状寡核苷酸长度

不局限于 20 nt 以内），合成方法主要分为酶法合成

和化学法合成 [15]。无论是天然存在还是人工合成的

环状寡核苷酸，都具有独特的结构和功能，均可为

生物医药领域的研究和应用提供新的视角和工具。

本文将进一步展开讨论环状寡核苷酸的合成方法。

1.1  酶法合成环状寡核苷酸

酶法环合寡核苷酸是用酶如 T4 DNA 连接酶、

T4 RNA 连接酶等直接将寡核苷酸的 5' 端和 3' 端偶

联形成磷酸二酯键 [16]。这种方法的显著优势在于，

能够避免在环合产物中引入不必要的化学基团。此

外，由于酶具有生物相容性良好、反应条件温和以

及连接效率高等诸多优点，因此酶法环合寡核苷酸

成为首选方法 [17]。在酶的选择上，存在多种适用于

环状寡核苷酸合成的酶，包括 T4 DNA 连接酶 1、

T4 RNA连接酶1、T4 RNA连接酶2和环化连接酶等。

这些酶各具特色，可根据具体需求选择相应的酶进

行反应。

1.1.1  利 用 T4 DNA 连 接 酶 1 合 成 环 状 寡 核 苷

酸  T4 DNA 连 接 酶 1 以 腺 苷 三 磷 酸（adenosine 
triphosphate，ATP）为辅助因子，可从双链 DNA、

双链 RNA 或 DNA-RNA 杂交链的缺口处将序列两

端连接。RNA 的环化通常以单链 RNA 为底物，为

了使这一过程顺利进行，需要设计一段与 RNA 缺

口两端序列互补的寡核苷酸（DNA 或 RNA）作为

夹板序列，也称桥梁序列，帮助形成局部的双链结构。

T4 DNA 连接酶 1 识别该杂交结构后，催化 RNA 链

的 5' 端与 3' 端形成磷酸二酯键，从而完成 RNA 的

环化。此外，T4 DNA 连接酶 1 还适用于体外环合

寡核苷酸。在这一过程中，同样需要设计夹板序列，

优选 DNA 序列。环化反应后，可利用脱氧核糖核

酸酶（deoxyribonuclease，DNase）消化未反应的线

性寡核苷酸。 
早在 1995 年，Chen 等 [18] 以线性 RNA 为底物，

借助 DNA 夹板，在 T4 DNA 连接酶 1 作用下体外

合成 453 nt 的环状 RNA，该研究首次借助内部核糖

体进入位点（internal ribosome entry site，IRES）元

件实现环状 RNA 在真核细胞的翻译。尽管 T4 DNA
连接酶 1 在环化反应中以其精确性和高效性著称，

但这一过程中却存在不容忽视的挑战：由于酶自身

并不表现出显著的熵差异，除了预期的分子内环化

反应，还可能发生分子间的环合副反应，产生二聚

体、三聚体乃至更高聚体。这些副反应的存在，不

仅可能影响环状寡核苷酸的纯度和结构，还可能对

反应的特异性和效率造成干扰。为了抑制这些分子

间副反应，研究人员已开发出多种应对策略。其中，

对反应条件的精细调控是最常见的解决方法。这包

括精确控制底物的浓度、反应温度、镁离子（Mg2+）

的浓度，以及优化序列末端的结构。这些手段能有

效减少非特异性的分子间结合，从而提高环状寡核

苷酸合成的纯度和产率。例如，An 等 [19] 发现，当

线性寡核苷酸浓度分别为 5，10，30 μmol · L-1 时，分

子间的环合产率依次降低为 58%，47% 和 27%，可

见浓度与分子内环合产率呈反比；当夹板的长度增
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加到 20 nt 时，分子间的聚合显著增加，证明夹板的

长度也会影响环合产率。当同时降低线性寡核苷酸

浓度和 Mg2+ 浓度时，分子内环合产率会提高。

Yan 等 [20] 开发了 DNA 模板支架，通过结构合

理的设计，提高了分子内环合产率。首先使用体外

筛选技术，从随机序列 DNA 文库中搜索可连接的

DNA 适配体，结合 T4 DNA 连接酶 1 后，通过工程

改造该适配体到通用模板 DNA 支架，以此来指导

T4 DNA 连接酶 1 执行选择性的分子内环化。他们

利用自制的模板支架 TDS1.T1，高效制备了对大肠

埃希菌特异性响应的环状脱氧核酶探针。在 10 min
内，环合产率 Y% 为 94%，选择性 S% 为 92%。汤

新景课题组通过冷冻/冻干/环化的方法高效环合寡

聚脱氧核苷酸，使用低浓度的寡聚脱氧核苷酸和夹

板序列形成分子内环状双链，通过冻干过程维持分

子内环状双链结构，然后加入预冷的水和 T4 DNA
连接酶 1 成功将线性寡核苷酸的环化长度缩短到

20 nt，发现其产率高达 63% [21]。Paluzzi 等 [22] 为了

促进单链 DNA（single-stranded DNA，ssDNA）的

环合，设计了一类新的哑铃型序列模板（命名为

Hm）以拉近环合序列 2 个末端距离，结果表明其

可提高 12 ~ 40 nt 的 ssDNA（命名为 LN）的环合产

率。Hm 链中间部分用于识别将要环合序列（LN）

的 2 个末端序列（约 6 nt），LN 加入后，与 Hm 互

补配对，当加入 T4 DNA 连接酶 1 后，拉近的序列

末端环合。该哑铃型模板有效提高了单链的环合产

率，即使是短至 16 nt 的 ssDNA，仍然可以实现序

列的环合，而且环合受序列浓度的影响较小，即使

浓度高达 100 μmol · L-1 时，产率仍达 97%。由此可见，

通过合理的设计优化，T4 DNA 连接酶 1 的催化效

率得到了显著提高。   

1.1.2  利用 T4 RNA 连接酶合成环状寡核苷酸  T4 
RNA 连接酶是在寡核苷酸环合中广泛应用的酶，

它需以 ATP 作为辅助因子，通过形成磷酸二酯键将

带有 5' 磷酸末端与 3' 羟基末端的单链 RNA 连接起

来。其中 T4 RNA 连接酶 1 需设计不完全互补的

夹板序列，RNA 夹板需在 2 个末端位置保留 2 ~ 3 
nt 的单链结构，DNA 夹板需保留较长的单链核苷

酸。但是 T4 RNA 连接酶 2 序列 RNA 的环化，需

在线性 RNA 前体的 3' 端添加至少 3 个连续的碱基

对，因此可以应用于不同大小、不同结构 RNA 的

环化（见图 1）。RNA 环合的效率也会受到序列

末端结构的影响。Romaniuk 等 [23] 研究发现在环合

RNA 时，末端碱基会影响 T4 RNA 连接酶 1 的连

接效率，即 3' 羟基端碱基的连接效率依次为 A ＞

C ＞ G ＞ U，5' 磷酸基团的连接效率依次为 pA ＞

pG ≈ pC ＞ pU。此外，T4 RNA 连接酶 1 存在分子

间连接和分子内环合的竞争关系，但是通过优化条

件，可以提高分子内环合产率，从而实现各种长度

的寡核苷酸环合。汤新景课题组报道了环状 siRNA
的制备方法，其中环状正义链的游离 5' 端和 3' 端通

过 T4 RNA 连接酶形成磷酸二酯键，与反义链互补

形成环状 siRNA[24]。这种方法提高了酶的稳定性并

降低了脱靶效应，成功地实现了绿色荧光蛋白（green 
fluorescent protein，GFP）和荧光素酶的基因表达的

调控。Sakhabutdinova 等 [25] 则利用 T4 RNA 连接酶

将 ssDNA 合成环状 DNA，用于滚环扩增 DNA。尽

管滚环扩增技术通常需要 DNA 模板，但该研究通

过利用 T4 RNA 连接酶，在无模板的情况下成功实

现了滚环扩增，且在 5% ~ 10% 聚乙二醇 4 000 的存

在下，可以观察到环合产率最高，其中环化的 DNA
长度为 50 nt 扩增效果最佳。   

T4 RNA 连接酶 2

夹板序列

线性 RNA 环化 RNA

DNase

纯净的环状 RNA

DNase：deoxyribonuclease（脱氧核糖核酸酶）

图 1  T4 RNA 连接酶 2 借助夹板序列环化 RNA 的策略图

Figure 1  Strategy of T4 RNA ligase 2 to cyclize RNA with splint sequence
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1.1.3  利用环化连接酶合成环状寡核苷酸  环化连接

酶为耐热的 RNA 连接酶 1，可以用于催化 ssDNA
的连接，但在连接时需加入夹板链以产生互补链 [26]。

Li 等 [27] 报道了一项创新技术，该技术利用环化连

接酶高效制备出 DNA 单环和复杂的拓扑结构，突

破了天然环化连接酶对 ssDNA 环化的限制。该技术

的关键在于设计 ssDNA 末端的杂交结构，从而引

导环化连接酶参与的酶促反应由原本的熵变主导转

变为焓变主导，实现了高效（产率超过 75%）且无

副产物的 DNA 单环合成。该技术不仅稳定提高了

环化连接酶催化 DNA 成环的产率，还突破了其对

可环化 DNA 片段长度的限制，已在数百碱基的长

链 DNA 中得到了验证。该研究团队还利用环化连

接酶预制的 ssDNA 环作为起始材料，成功组装出高

纯度的 DNA 拓扑嵌套结构。此外，Gu 等 [28] 使用

环化连接酶制备用于脱氧核酶选择的环状 ssDNA 文

库，发现在具有和不具有 5' 端和 3' 端杂交结构的 2
个 145 nt 文库之间的环合产率的明显差异（73% vs 
26%）。然而，环化连接酶的环合产率受 ssDNA 大

小的影响，随着靶 ssDNA 长度的增加，其产生的环

状 DNA 产率显著降低，特别是当 DNA 超过 100 nt
长度时。尽管如此，环化连接酶仍广泛应用于催化

大于 20 nt 的寡核苷酸环合，但其价格相对较高，限

制了其在大规模生产中的应用 [29]。

1.1.4  利用其他连接酶合成环状寡核苷酸  除上述内

容外，科研工作者还深入探索了若干能够催化寡核

苷酸环化的酶类。举例来说，Ma 等 [30] 通过大肠埃

希菌 BL21 表达系统成功制备了 ssDNA 连接酶，其

独特之处在于无需添加夹板序列，即可实现寡核苷

酸的环化过程。这种酶特别适用于短链（如核苷酸

长度分别为 16，40 和 60 nt）环状适配体的制备。

实验数据显示，其环合产率远超 T4 RNA 连接酶 1。
另外，Chakravarty 等 [31] 从大肠埃希菌中分离得到

相对分子质量为 45 000 的 RNA 连接酶 RtcB，该酶

与 RNA 损伤修复机制相关。RtcB 能够催化 5' 端与 3'

端的 RNA 缺口形成磷酸二酯键，从而实现 RNA 的

修复。值得一提的是，该酶在环合过程中需要依赖

鸟苷三磷酸（guanosine triphosphate，GTP）作为辅

助因子。研究人员在不同浓度的 GTP 条件下测试了

RtcB 的环合产率，结果显示随着 GTP 浓度的提升，

环合产率亦相应提高。

1.2  化学法合成环状寡核苷酸

化学法环合指的是通过温和、简便且高效的化

学反应，将寡核苷酸的两端进行首尾连接。尽管此

方法会在环状寡核苷酸中引入非天然基团，但它有

效弥补了酶法合成产量不足的缺陷，使得含有修饰

核苷或核苷类似物的寡核苷酸序列得以环合。此外，

化学法环合连接反应具有较高的选择性，且合成路

径多样，通过合理的设计，可以合成出不同结构的

目标环状寡核苷酸。常用的化学合成方法包括叠氮 -
炔点击化学反应成环、羧基和氨基酰胺化反应成环

等。 
1.2.1  叠氮-炔点击化学反应成环  在化学法环合寡

核苷酸领域，点击化学以其高效、低毒性的特点被

广泛应用。具体而言，点击化学利用铜离子介导

催化的叠氮与炔基的环加成反应（copper-catalyzed 
azide-alkyne cycloaddition，CuAAC），能迅速形

成三氮唑偶联基团 [32]（见图 2A）。这一反应被广

泛用于标记生物大分子，如核酸、蛋白质和多糖

等 [33]。

早在 2007 年，Ravindra 等 [34] 便报道了利用叠

氮和炔基基团的点击化学反应来连接寡核苷酸片

段。具体方法为：将 2 条互补的寡核苷酸片段两端

分别修饰叠氮和炔基，然后进行环合反应，最终

成功构建了拟六边形双链 DNA 分子。随后，Yang
等 [35-36] 提出了基于 5' 端叠氮化物和 3' 端炔基之间

CuAAC 的高效寡核苷酸环化合成路线。该方法已

成功应用于反义链核酸光调控 GFP 表达中。其进一

步的研究还优化了具有重复核苷酸序列的合成，并

通过改变寡核苷酸长度和光调控基团表达效果，得

到了更为优化的结构。此外，Rouhanifard 等 [37] 利

用原位交联点击环化技术，成功建立了点击放大荧

光原位杂交方法，可用于检测单个核酸分子。值得

一提的是，2021 年 Alnylam 公司报道了 N-乙酰半

乳糖胺（N-acetylgalactosamine，GalNAc）修饰的

环状 siRNA 的合成和基因沉默评价 [38]。该方法将

GalNAc 配体修饰在正义链的 3' 末端，同时引入炔

基基团于 3' 端和叠氮基团于 5' 端。利用点击化学环
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化正义链后，通过离子交换高压液相色谱法（high 
pressure chromatography，HPLC）纯化得到环状序

列，产率约为 30%。在体外和体内评估中，GalNAc
修饰的 siRNA 表现出增强的代谢稳定性和降低的脱

靶效应。 
汤新景课题组通过应用点击化学方法，成功

构建了组织蛋白酶 B（cathepsin B，CB）激活的

cASOs[39]。这一过程中，反义链核酸的 3' 端叠氮和

5' 端炔基被巧妙连接，同时在中间插入了 CB 敏感

的底物肽 Gly-Phe-Leu-Gly（GFLG）。该课题组利

用 3'-氨基修饰的固相可控微孔玻璃（controlled pore 
glass，CPG）合成了反义磷酸化寡核苷酸，随后在其5'

端偶联了 N-羟基丁二酰亚胺（N-hydroxysuccinimide，

NHS）连接剂，并进行了叠氮和炔基的功能化修饰。

通过点击化学反应环合，实现了预期的分子构建。

为了提高环合产率，该课题组在分子结构中引入了

包含 6 个碱基配对的 loop 环结构，有效拉近了叠氮

与炔基的距离，环合产率达到了约 65%。Ji 等 [40] 也

设计合成了环状 RNA 适配体。他们通过对前期设

计的线性 L-Apt.4-1c 适配体的 5' 端和 3' 端进行连接，

利用分子内点击化学反应实现了环合。同样地，为

了提高环合产率，他们在结构中引入了 loop 配对结

构，使 5' 端和 3' 端的碱基得以配对。这一设计使

得线性环合产率高达 95%（见图 2B）。由此可见，

通过拉近 5' 端和 3' 端的距离，可以有效地提高环

合产率。 

A

B

Cu(I)

Cu(I)

MeCN, NaHCO3

A：利用点击化学反应环加成反应示意图；B：利用线性 L-Apt.4-1c 适配体完成点击化学反应示意图（改编自文献 [40]）

图 2  点击化学反应成环示意图

Figure 2  Diagram of cyclization by the use of click chemistry

1.2.2  羧基和氨基酰胺化反应成环  羧基与氨基酰

胺化是合成环状寡核苷酸的关键手段之一，通过

此反应，单体核苷酸得以有效连接，形成闭环结

构，从而得到具有特定功能的环状寡核苷酸。

该反应机制涉及羧基的活化及羧基与氨基的缩

合反应。此过程常需添加缩合剂以促进反应进

行，常见的缩合剂有 N，N'-二异丙基碳二亚胺

（N，N'-diisopropylcarbodiimide，DIC）[41]、1- 羟

基 苯 并 三 唑（1-hydroxybenzotriazole，HOBT）、

苯并三氮唑 -N，N，N'，N'- 四甲基脲六氟磷酸酯

[2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1，1，3，3-tetramethyluronium 
hexafluorophosphate，HBTU][42] 和叠氮磷酸二苯酯

（diphenyl phosphoryl azide，DPPA）等 [43]，其具体

结构式见图 3A。在环状寡核苷酸的合成过程中，羧

基通常修饰于核苷酸的磷酸基团，氨基则修饰于核

苷酸的碱基部分，这种修饰方式有助于多个核苷酸

单元的有效连接，最后形成闭环结构 [44]。

汤新景教授课题组利用酰胺反应成功合成了

一系列环状寡核苷酸。2010 年，他们采用光敏感

单体将线性寡脱氧核苷酸 [ 其 3' 端经氨基修饰，

5' 端连接光敏感单体 1-（2-硝基苯基）-1，2-乙二醇

亚磷酰胺 ] 连接合成了光敏感 cASOs，产率达到

20% ~ 40%[45]。2012 年，该课题组通过相同的酰胺

化反应合成了光敏感环状吗啉代寡聚物（circular 
morpholino oligomers，cMOs），其中插入了光敏

感基团连接（见图 3B），并成功实现了对斑马鱼

胚胎中 β-catenin-2基因表达的光调控 [46]。同年，

他们还设计出了一系列 cASOs，其中线性寡核苷酸

的 3' 端修饰氨基，5' 端则修饰了羧酸，通过酰胺反

应成环；为了研究反义链核酸中插入不同长度的连
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接臂对基因表达效果的影响，他们在序列的 10 nt
处插入了不同长度的连接臂，并评估了基因表达效

率。这些研究展示了光调节基因表达方面的良好应

用前景 [47]。 

A

B

DIC

吗啉代寡聚物 光敏感环状吗啉代寡聚物

EDAC, HOBT

TEM buffer with 
0.3 mol · L-1 NaCl

HOBT HBTU DPPA

A：常见的缩合剂结构式；B：以 HOBT 为缩合剂的核酸酰胺环合反应示意图（改编自文献 [46]）
DIC：N, N'-diisopropylcarbodiimide（N, N'-二异丙基碳二亚胺）；HOBT：1-hydroxybenzotriazole（1-羟基苯并三唑）；HBTU：
2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1, 1, 3, 3-tetramethyluronium hexafluorophosphate（苯并三氮唑-N, N, N', N'-四甲基脲六氟磷酸酯）；DPPA：
diphenyl phosphoryl azide（叠氮磷酸二苯酯）；EDAC：1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide [1-乙基-3-（3-二甲氨基丙基）碳
二亚胺 ]；TEM：triethylene glycol monomethyl ether（三乙二醇单甲醚）]

图 3  酰胺反应成环示意图

Figure 3  Diagram of cyclization through amidation reaction

1.2.3  其他环化寡核苷酸策略  寡核苷酸的环状结构

亦可通过精确组装得以实现。例如，通过非共价键

的巧妙运用，使寡核苷酸的 3' 端与 5' 端在空间中相

互靠近，进一步利用两端的序列互补性形成碱基配

对，从而构建出 loop 结构的发夹结构和哑铃结构等

多样化形态。其中，最具代表性的案例来自 2003 年

Zapata 等 [48] 的工作。他们成功地将三联吡啶配体

修饰于寡核苷酸的 3' 端与 5' 端，随后加入 Zn2+ 或

Fe2+ 离子，通过络合作用将寡核苷酸的末端紧密连

接，形成稳定的配体-金属离子络合环状寡核苷酸。

此外，研究者还利用天然的 3'，5'-磷酸二酯键将寡

核苷酸的末端进行连接，完成了环合过程。值得一

提的是，哈佛医学院的 Whiteley 等 [49] 对细菌信号

核苷酸进行了系统性的生化筛选，并发现了一类重

要的 cGAS/DncV 样核苷酸转移酶（cGAS/DncV-like 
nucleotidyltransferases，CD-NTases）。他们创新性

地结合嘌呤与嘧啶核苷酸，成功合成了多样化的环

二核苷酸（cyclic dinucleotides，CDNs）。此外，

他们在大肠埃希菌中鉴定了 1 个部分操纵子，其中

dncV 基因被 1 个功能未知的基因（命名为 cdnE）

所替代，并确凿地证明了 cdnE 的产物为环尿苷

一磷酸-腺苷一磷酸（cyclic uridine monophosphate-
adenosine monophosphate，cUMP-AMP）。 这 些 研

究不仅深化了研究者对寡核苷酸环状策略的理解，

也为未来相关领域的研究提供了宝贵的启示。

2  环状寡核苷酸的应用

相比于线性寡核苷酸，环状寡核苷酸有其独特

的拓扑学、酶学性质和生物学稳定性。这些独特的

性质为研究者们提供了广阔的设计空间，进而开发

出了一系列具有多种应用价值的环状寡核苷酸，包

括环状适配体、cASOs、环状 siRNA 和其他环状

RNA。下面将逐一探讨这些环状寡核苷酸的具体应

用及其潜力。

2.1  环状适配体应用 

适配体是通过指数富集的配体系统进化

（systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment，SELEX）技术产生的短单链寡核苷酸，
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它具有卓越的亲和力和特异性，从小分子到蛋白质

甚至整个细胞的各类靶标分子均能与之相结合 [50]。

与常规的蛋白抗体相比，适配体展现了出色的性能，

如广泛的靶标结合能力、易于扩展的 DNA/RNA 合

成、方便的适配体修饰和适配体功能化，以及适配

体传感器设计的灵活性和多功能性，这使得适配体

成为临床诊断和治疗应用的理想候选物 [51]。通过将

天然核苷酸和具有特殊结构的适配体巧妙地结合，

可以进一步丰富适配体功能。然而，未经修饰的适

配体在体内并不稳定，容易受到核酸酶的降解，这

在一定程度上限制了其应用前景。

Ji 等 [40] 报道了环状 RNA 适配体，他们通过筛

选不同长度的连接臂（20 ~ 48 个原子链），发现随

着环状序列结构的增加，其柔性也相应提升。特别

是当连接臂为 30 个原子的环状结构（cycTBA II）时，

形成了稳定的 G-四链体，从而增强了结构稳定性和

核酶稳定性。这表明，适配体的结构需进一步优化

其柔性连接臂长度，以降低环状结构的刚性，从而

实现更高的靶标亲和力。Kuai 等 [52] 设计了类似杠

铃结构的环状二价适配体 cb-Sgc8 来提升适配体的

稳定性。激光共聚焦实验发现，花青素 5（cyanine 
5，Cy 5）分别标记的环状结构 cb-Sgc 8 和 Sgc 8 经

尾静脉注射到肿瘤模型小鼠后，cb-Sgc 8 组小鼠的

肿瘤部位在注射 30 min 后即可见明显的荧光信号，

且保持至 4 h；而 Sgc 8 组小鼠肿瘤部位在注射 1 h
后才可观察到明显的荧光信号，且 2 h 时信号显著

降低，3 h 时信号几乎完全消失，表明环状二价适配

体 cb-Sgc8 相比于 Sgc 8 在肿瘤细胞中更加稳定。

这种环状二价适配体是作为癌症诊断和治疗的开创

性策略。尽管其空间结构未被进一步优化，但其独

特的结构优势仍然不容忽视。Yan 等 [19] 使用体外筛

选技术从随机序列 DNA 文库中搜索可结合 DNA 连

接酶的 DNA 适配体，他们将这种适配体设计成通

用模板 DNA 支架（TDS1.T1），并成功制备了对

大肠埃希菌具有特异性响应的环状脱氧核酶探针。

同时探讨了该探针在诊断泌尿道感染（urinary tract 
infection，UTI）中的潜在的临床适用性，作者通过

在 20 例临床尿液样本中加入该探针，然后通过测

定荧光值来判断大肠埃希菌浓度是否超过限值，采

用传统的细菌培养方法对同一组生物样品中的大肠

埃希菌进行检测。结果表明，细菌培养和脱氧核酶

方法产生的大肠埃希菌浓度相当。此外，该检测方

法迅速，从样品测量到获得结果的时间不到 2.5 h，
相较于传统细菌培养方法（15 h）大幅缩短了检测

时间。

除了人工合成的环状适配体外，还有一些经过

筛选得到的适配体。Liu 等 [53] 从随机文库筛选 1 个

环状适配体，相比于线性结构，其能更有效地与艰

难梭菌谷氨酸脱氢酶结合，从而验证了环状结构在

针对特定靶标分子结合方面的优势。Mao 等 [54] 报道

了在血清中直接结合人类蛋白质的环状 DNA 适配

体的开发，发现了名为 CTBA4T-B1 的环状适配体，

该环状结构具有独特的折叠模式，其内部包含 1 个

双层的 G-四链体结构，该环状结构不但展示了极高

的亲和力（Kd = 19 pmol · L-1），而且其在血清中的

稳定性也得到了提升（t1/2 = 8 h）。

2.2  cASOs 的应用 

ASOs 为单链寡核苷酸分子，通常包含 15 ~ 
25 个核苷酸残基 [55]。该序列可以与靶 RNA（多为

mRNA）特异性互补配对。通过与靶 RNA 进行碱

基配对结合的方式参与基因的表达调控 [56]。目前，

已被广泛应用的激活型 ASOs 在调控基因功能方面

发挥着重要作用。其中，刺激响应的 cASOs 维持特

定的拓扑结构，能够暂时抑制其与靶基因的相互作

用。通过插入响应细胞特异性内源性刺激的连接子，

cASOs 可以成为对正常细胞具有低脱靶效应的特定

类型癌细胞的强大工具和潜在治疗剂 [39]。 
2021 年，汤新景课题组报道了小型 cASOs，

其因存在环状拓扑结构而大大降低了常规的脱靶效

应，同时也可减少非特异性免疫反应和种间杂交

的可能性 [57]。与线性硫代寡核苷酸相比，环状硫

代寡核苷酸在诱导靶标 microRNA-21（miR 21）和

microRNA-222（miR 222）的降解方面更为有效，

进而达到上调下游人第 10 号染色体缺失的磷酸酶

及张力蛋白同源（phosphate and tension homology 
deleted on chromosome ten，PTEN）基因的表达和

程序性细胞死亡 4（programmed cell death 4，PDCD 
4）的 mRNA 和蛋白质水平的效果。此外，环状硫
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代寡核苷酸还显著降低了由 ASOs 引起的非特异性

免疫刺激效应，这为利用环状寡核苷酸调控特定基

因表达提供了新的思路。2023 年，该课题组通过

CB 敏感的 GFLG 将线性 ASOs 的 2 个末端连接在

一起，从而开发了酶激活的 cASOs，该底物可以被

CB 有效地释放 [39]。研究人员成功地利用可激活 CB
的 cASOs 在 mRNA 和蛋白水平上敲除了富含 CB
的 PC-3 肿瘤细胞中 2 个与疾病相关的内源性基因 
——翻译控制肿瘤蛋白（translationally controlled 
tumor protein，TCTP） 基 因 和 淋 巴 毒 素 β 受 体

（lymphotoxin β receptor，LTBR）基因，但对缺乏

CB 的人脐静脉内皮细胞，基因沉默的影响则要小

得多。此外，与线性对照物相比，使用 cASOs 可减

少非特异性免疫刺激。进一步的体内研究表明，CB
激活 cASOs 通过下调肿瘤中 TCTP，在 PC-3 肿瘤

模型小鼠中表现出有效的肿瘤抑制作用。由此可见，

cASOs 是有效的、具有潜力的核酸治疗药物，具有

更强的靶向基因敲除能力和更低的脱靶效应。

2.3  环状 siRNA 的应用 

siRNA 在众多非编码 RNA 中脱颖而出，成为

调控基因表达的关键工具 [58]。尽管 siRNA 在介导

靶 mRNA 切割时展现出高度的序列特异性，但在

细胞中仍观察到非预期的内源基因“脱靶”沉默现

象，这限制了 siRNA 的进一步应用。为解决这一问

题，研究者们对 siRNA 进行了多种化学修饰，以期

减少脱靶效应。其中，环状结构的 siRNA 不仅增强

了核酸酶的稳定性，还克服了由反义链 RNA 引发

的脱靶效应，同时实现了高效的 RNA 干扰（RNA 
interference，RNAi）基因沉默。 

Abe 等 [59] 在 siRNA 的两端设计 loop 区域构建

成环状 siRNA，显著提高了 siRNA 对核糖核酸酶

（ribonuclease，RNase）和血清的稳定性。此外，

当环状 RNA 序列结构小到一定程度时，其空间结

构弯曲导致与靶向核酸的结合能力大幅减弱，从而

失去基因沉默活性。基于这一原理，汤新景教授课

题组将 siRNA 的正义链环化，正义链的脱靶效应

得到有效解决，并且通过使用荧光细胞和动物（小

鼠）模型，发现在 72 h 内，与线性 siRNA 的 80%
的 GFP 水平相比，环状 siRNA 的 59% 的 GFP 水平

就实现了小鼠中的基因沉默效果。此外，将反义链

环合并在环状反义链中插入刺激响应基团，如光敏

感基团，可以实现时间和空间上的调控基因表达 [23]。

如果将光响应基团同时插入到正义链和反义链中，

可作为 RNAi 的前药 [60]。Yang 等 [35] 利用此特性，

在哑铃型环状 siRNA 插入光响应性基团后，实现了

对基因表达的时间和空间上的调控。  
Hagiwara等 [61] 通过向小鼠体内注射约 20 mg · kg-1 

的环状 siRNA 作为前药，观察到该药物在肝、肾、

肌肉组织中的半衰期延长，并显著增强了基因沉默

活性。然而，高剂量的注射在实际应用中并不可行。

为了提升 siRNA 的基因沉默活性，Alnylam 公司在

2021 年利用带有三价 GalNAc 配体的“点击”环化

正义链，制备了 GalNAc 修饰的环状 siRNA，结果

显示经过修饰的环状 siRNA 在体外和体内诱导沉默

的功效与野生型 siRNA 相当 [38]。此外，Kumar 等 [62]

的研究显示，正义链的 5'-单磷酸基团在 siRNA 介

导的基因沉默过程中具有重要作用，通过在正义链

上引入 5'-吗啉代修饰后，可以阻断正义链的 5' 磷
酸化，降低正义链的脱靶效应，提高 RNAi 活性。

siRNA 的正义链末端修饰对 siRNA 基因沉默活性发

挥具有不可忽视的影响。  
经过深入研究发现，环状 siRNA 在无法恢复

线性结构的情况下，对基因沉默功能的恢复存在

显著影响。为解决这一问题，Elkayam 等 [63] 在环

状 siRNA 的反义链上修饰 5'-(E)- 乙烯基膦酸酯

[5'-(E)-vinylphosphonate，5'-(E)-VP]，5'-(E)-VP 修饰

siRNA 能增加代谢稳定性和提高载入 Argonaute 蛋白

（AGO2）的能力，是未修饰环状 siRNA 的基因沉默

效率的 7倍（转染试剂入胞）和 3倍（主动摄取入胞）。

此外，环状 siRNA 的正义链长短，在发挥其基因沉

默活性过程中起着至关重要的作用。Hagiwara 等 [61]

研究发现在分别具有 15，27 和 35 mer 的可刺激响应

环状正义链的环状 siRNA 中，具有 27 mer 的正义链

的环状 siRNA 的基因沉默活性效果最佳；同时还发

现，当反义链的 5' 端与环状正义链的 3' 端距离较近

时，其基因沉默效果更佳。然而，如果序列过长，

其沉默能力会相应降低。这些发现为更深入地理解

环状 siRNA 的作用机制提供了重要依据。
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2.4  其他环状 RNA 的应用

环状 RNA 由 5' 末端磷酸根与 3' 末端羟基通

过磷酸二酯键环合而成。众多生物系统中，均可

寻得其踪迹 [64]。它们大多被报道为微小核糖核酸

（microRNA，miRNA）的分子“海绵”，具有诸

多未知的生物活性。

环状寡核苷酸，作为新兴的内源性非编码

RNA，因其抗核酸外切酶的生物稳定性，使其在递

送过程中表现更为稳定且不易被降解 [65]。其应用很

广泛，主要有 3 个方面。其一是作为预后生物标志

物：ciRS-7（circular RNA sponge for miR-7）/ 小 脑

变性相关蛋白 1 反义转录本（antisense transcript of 
the cerebellar degeneration-related protein 1，CDR1as）
在瘤内基质细胞中大量存在，已展现出强大的预后潜

力，被广泛用作结肠癌、肺癌和乳腺癌的预后因子 [66]。

其二是作为诊断性生物标志物：其在组织和细胞中

的特异性使其与特定病理的关联更为紧密，包括区

分癌症亚型和临床分期的能力。这对早期癌症诊断

尤为重要，有助于提升患者生存的机会。有研究人

员开发了独特的环状 RNA 检测方法，可检测尿源

性细胞外囊泡中的 5 种环状 RNA，具有区分高级别

前列腺癌和良性前列腺增生的潜力 [67]。其三是可以

同时提供预后和诊断生物标志物的双重效用：例如

circLDLRAD3 因在患者血浆中含量升高，并与静脉

和淋巴浸润密切相关，因而被认为是胰腺癌诊断和

预后的有前景的生物标志物 [68]。

在基因编辑领域，环状寡核苷酸因其独特的

环状结构而展现出高度的稳定性。这种稳定性使其

能在细胞内长时间保持活性，进而作为转录因子结

合位点，参与并调控基因的转录过程。通过与特定

的转录因子结合形成复合物，环状寡核苷酸能够有

效地调节靶基因的表达水平，为基因编辑提供了全

新的途径。例如，环状寡核苷酸通过激活下游效

应蛋白来增强免疫反应，如Ⅲ型规律间隔成簇短

回文重复序列（clustered regularly interspaced short 
palindromic repeat，CRISPR）系统中产生的环状寡

核苷酸信号分子，能够导致病毒清除、细胞休眠

或死亡，为基因编辑提供了新的工具 [69]。此外，

抗 CRISPR 蛋白的研究进一步揭示了环状寡核苷酸

信号分子在 CRISPR/CRISPR 关联蛋白（CRISPR-
associated proteins，Cas）系统中的作用机制，为设

计更有效的 CRISPR 抑制策略提供了理论基础 [70]。

在疫苗开发领域，环状信使核糖核酸（messenger 
RNA，mRNA）的应用也逐渐受到关注。例如：魏

文胜团队成在 2021 年成功利用体外环化技术合成了

针对严重急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）
及其变异株刺突蛋白受体结合域（receptor-binding 
domain，RBD）序列的环状 mRNA 疫苗，并证实该

疫苗能在小鼠体内诱导强烈的 T 细胞免疫应答 [71]。

2022 年，该团队进一步展示了针对 SARS-CoV-2 及

其变异株的环状 mRNA 疫苗的应用前景。与线性

mRNA 相比，环状 mRNA 可以产生作用更强和更持久 
的抗原 [72]。此外，Li 等 [73] 通过利用脂质纳米粒（lipid 
nanoparticles，LNPs）包裹环状 mRNA 进行递送，

发现环状 mRNA 相比线性 mRNA 具有更高的稳定性

和更持久的蛋白质表达调控。他们通过 MC38-OVA
细胞建立免疫排斥小鼠肿瘤模型来评估 RNA-LNP 疫

苗的抗肿瘤效果，第 1 次疫苗接种后，通过流式细

胞术检测小鼠适应性免疫反应，结果表明 RNA-LNP
疫苗能激发小鼠体内强大的抗原特异性 T 细胞应

答，且结果显示 2 剂疫苗接种后均能显著抑制肿瘤

生长。这些研究结果表明，与线性 mRNA 相比，环

状 mRNA 具有更强大的免疫激活能力，这为开发环

状 RNA 疫苗联合过继性免疫细胞疗法（adoptive cell 
transfer therapy，ACT）的治疗方法提供了新的思路，

尤其在难以治疗的恶性肿瘤中具有广阔的应用前景。

3  总结与展望

环状寡核苷酸是通过将线性寡核苷酸两端连接

起来形成闭环结构而得到的，这种结构赋予了其不

同于线性寡核苷酸的独特性质。环状寡核苷酸的合

成可以分为酶法合成和化学合成，2 种合成方法各

有优劣。在选择合成方法时，需要根据具体的合成

需求和应用场景进行权衡。对于要求产物纯净度高、

生物相容性好的应用，酶法合成是更好的选择；而

对于需要快速合成、成本较低或含有修饰核苷的应

用，化学法合成则更具优势。在实际应用中，环状
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通过酶法合成得到纯净的环状寡核苷酸，然后通过

化学修饰引入特定的功能基团，以满足特定的应用
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成等，以期在环状寡核苷酸的合成中实现更高的效

率、更低的成本和更好的生物相容性。

环状寡核苷酸的未来发展充满了无限的可能

性。随着科研人员对环状寡核苷酸研究的深入，有

望能够更好地理解其生物活性及其在生命体系中的

作用机制。在医学领域，环状寡核苷酸有望成为全

新的治疗手段。通过精确设计和合成具有特定功能

的环状寡核苷酸，可以实现对疾病基因的精准调控，

从而达到治疗疾病的目的。此外，环状寡核苷酸还

可以作为高效的药物载体，将药物分子准确地输送

到病变部位，提高药物的治疗效果并减少副作用 [74]。

在生物技术领域，环状寡核苷酸的应用将推动基因

编辑技术的发展。通过设计具有特定功能的环状寡

核苷酸，可以实现对基因组的精确编辑，从而实现

对生命过程的精准调控。这将为基因疗法、生物工

程和合成生物学等领域的发展提供新的动力。此外，

环状寡核苷酸在生物传感器和生物成像等领域也具

有广泛的应用前景。通过设计具有特定识别功能的

环状寡核苷酸探针，可以实现对生物分子的高灵敏

度和高特异性检测。这将为疾病诊断、环境监测和

食品安全等领域提供新的检测手段和方法。

需要指出的是，尽管环状寡核苷酸在生物医学

领域具有巨大的潜力，但在实际应用中仍面临一系

列挑战。其一，环状寡核苷酸的合成技术仍有待进

一步改进。当前的合成方法可能存在产率不高、纯

度不足等问题，这限制了其在生物医学领域的应用。

为了克服这些挑战，研究人员需要不断探索新的合

成策略，提高产率和纯度，同时降低生产成本，使

其更具市场竞争力。其二，对环状寡核苷酸的生物

分布和代谢途径的深入研究至关重要。了解其如何

在生物体内分布、代谢以及潜在的毒性等问题，对

于确保其安全性和稳定性具有重要意义。这需要进

行长期的基础研究和临床试验，以积累足够的数据

来评估其生物相容性和潜在风险。其三，在系统生

物学和药物设计等方面的研究也必不可少。通过深

入研究环状寡核苷酸与生物体内其他分子的相互作

用，以及其在疾病发生和发展过程中的作用机制，

可以为药物设计提供新的思路和方法。同时，借助

系统生物学的手段，可以全面解析环状寡核苷酸的

生物性质，为其在疾病治疗中的应用提供更为坚实

的理论基础。综上所述，为了实现环状寡核苷酸在

生物医学领域的广泛应用，仍需克服合成技术、生

物分布和代谢途径以及系统生物学和药物设计等方

面的挑战。随着科研工作的深入和技术的不断发展，

环状寡核苷酸的应用前景将更加广阔，为人类健康

和生命科学的发展作出更大的贡献。
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