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染色体外环状DNA的研究进展
王冯娟  渠爽  梁宏伟*

(中国药科大学生命科学与技术学院, 南京 211198)

摘要      染色体外环状DNA(extrachromosomal circular DNA, eccDNA)是存在于真核生物染色

体外的环状DNA分子, 由基因组中的DNA或细胞内的外源DNA形成。eccDNA是一类特殊的遗传

物质, 可以携带完整的基因, 编码有功能的蛋白质或RNA。研究表明, eccDNA可以通过特殊的方式

参与多种生理和病理过程, 例如: 衰老、肿瘤的发生等。该文综述了eccDNA的最新研究进展, 并对

eccDNA与肿瘤的关系进行深入的阐述。
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Research Advances on Extrachromosomal Circular DNA
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Abstract       eccDNA (extrachromosomal circular DNA) is a kind of circular DNA molecule in eukaryotes. It 
is a kind of special genetic material and carry complete genes which can express functional protein or RNA. eccD-
NA can be generated by DNA from endogenous genome and exogenous DNA in cells. Several studies have proved 
eccDNA can participate in various physiological and pathological processes, such as aging and tumorigenesis. In 
this paper, the authors review the research progress of eccDNA and elaborate the relationship between eccDNA and 
tumor.
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真核生物体内的DNA分子长期以来一直被认

为主要以线性的形式存在于细胞核中[1]。但是, 1965
年HOTTA等[2]在小麦和猪的生殖细胞中发现一种

存在于染色体外的环状DNA分子—染色体外环

状DNA(extrachromosomal circular DNA,  eccDNA)。
然而, 历经一个世纪, eccDNA一直被认为是没有生

物学功能的垃圾碎片。直到近期, 多项研究发现, 
eccDNA在正常细胞和肿瘤细胞中都普遍存在, 并且

以特殊的方式参与肿瘤的发生和发展。与线性的染

色体DNA相比, eccDNA结构开放、携带活跃的组蛋

白修饰, 能够介导基因间的超远距离相互作用, 可以

极大地增强基因的转录活性[3-4]。本文就eccDNA的

特点、研究历史、分类以及功能进行综述, 并深入

探讨ecDNA与肿瘤的关系, 为开展eccDNA的相关研

究, 尤其是肿瘤治疗方法的开发提供思路。

1   eccDNA的特点
eccDNA是一种普遍存在于真核生物中的、游

离于染色体外的环状DNA分子。作为真核生物中增

加基因异质性和表型差异性的染色体外遗传元素, 
eccDNA的分布十分广泛, 在人、鼠、酵母、黑腹果

蝇、拟南芥等生物中都可以被检测到[5-7]。在不同的

组织、细胞和个体中, eccDNA的大小、丰度和序列

都存在差异; 此外, eccDNA的含量还受到发育、代



2394 · 综述 ·

谢等多种因素的调控[8-9]。近期研究表明, eccDNA在

肿瘤细胞中广泛存在, 可以作为癌基因扩增的载体。

由于一些eccDNA不遵循孟德尔分配定律, 因此携带

癌基因和相关耐药基因的eccDNA可以在肿瘤中快

速大量积累, 从而在肿瘤的发生和恶性进展中扮演

着至关重要的角色[10]。

eccDNA的大小从几百bp到几十Mb不等[8,11], 主
要来源于基因组DNA或外源DNA。eccDNA可以由

来源于基因组不同染色体位点的重复序列或非重

复序列、编码区或非编码区产生[5]。例如, STOR-
LAZZ及其同事[12]的研究发现, 急性髓系白血病患

者8号染色体缺失的MYC基因出现在eccDNA上, 这
不仅表明eccDNA序列可以来源于基因组, 还提示

eccDNA与急性髓系白血病的发生有着密切的关系。

此外, eccDNA还可以由染色体DNA和病毒基因组

组成[13-14]。例如, 从丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)阴性者的外周血单核细胞中可以检测到包含

HCV同源序列的eccDNA[14]。eccDNA也可以重新

整合进基因组, 以均匀染色区(homogeneous staining 
region, HSR)的形式存在, 这可能会破坏抑癌基因的

表达[11,15]。

eccDNA的大小、序列、来源不尽相同, 提示

eccDNA的生成可能受到不同的机制驱动, 即使是

来源于同一模板的eccDNA也可能经历不同的加工

方式, 产生不同大小的环状DNA。与线性DNA和

RNA相比, 环状的eccDNA能够抵御RNA酶和外切

酶的消化, 所以eccDNA从细胞释放进血液后或许可

以存在更长的时间[16]。eccDNA与肿瘤有着密不可

分的关系, 目前在肿瘤中发现了spcDNA、端粒环、

ecDNA、microDNA等 [11,17]。其中 , microDNA可以

被肿瘤组织释放到循环中, 这提示eccDNA或许可以

作为恶性肿瘤诊断和预后的生物标志物[16]。

2   eccDNA的简要研究历史
1868年冬天 , 年轻的瑞士医生FRIEDRICH MI-

ESCHER从白细胞中提取到一种富含磷元素的酸性

化合物 , 并将它命名为 “核质 ”, 这是人们首次发现

DNA[18]。随后 , 科学家围绕DNA开展了一系列的研

究。STAHL认为, 高等生物中的DNA可能被组织成

一系列的环状结构, 细菌和病毒中环状DNA的发现

暗示了这一猜想的正确性[2]。直到1965年, HOTTA
等[2]报道在小麦细胞核和猪精子中鉴定出大小不一

的环状DNA, 才正式证明了这一猜想。同年, COX
等[19]报道在神经母细胞瘤中发现了eccDNA, 这些

eccDNA大小不等, 在不同细胞中数量不同。上世纪

80年代左右, 随着分子克隆等技术的发展成熟, 陆续

有科学家在不同的样本中发现癌基因(如: MYCN、
EGFR)可以以eccDNA的形式进行扩增[20], 同时还发

现一些致癌物质和DNA复制抑制剂可以促进eccD-
NA的形成[5,21]。尽管已经发现癌基因与eccDNA有

着密切的联系, 但是由于技术水平的限制, 科学家们

未能对这些特殊的DNA分子进行深入的研究, 它们

的形成机制以及它们对肿瘤发生发展的意义尚不明

确。

直到高通量测序时代来临 ,  芯片微阵列分

析和二代测序技术的进一步发展、成熟和改进 , 
eccDNA的结构和遗传等特性才被慢慢揭示。2012
年 , SHIBATA等 [22]在哺乳动物细胞中鉴定出了长度

在200~400 nt的小型环状DNA分子 , 即microDNA。

2017年, TURNER等[23]通过全基因组测序、结构建

模和细胞遗传学分析的方法, 分析了17种不同类型

的癌症细胞, 发现eccDNA几乎在一半的癌症细胞中

出现, 并且eccDNA在不同类型的癌症中出现的频率

有较大的差异。2018年 , MOLLER等 [24]研究了16个
健康人的血液和肌肉样本, 检测到了约十万种eccD-
NA, 其中大约一半eccDNA含有完整的基因或者基

因片段。2019年, WU等[3]利用扫描透射电子显微镜

在肿瘤样本中观察到了具有环状结构的eccDNA, 随
后高通量测序发现这种eccDNA的结构疏松, 开放性

强, 具有很高的转录活性。同年, MORTON等[4]发现

eccDNA的环状结构能帮助非编码区的增强子调控

eccDNA中癌基因的表达, 从而使得eccDNA上的癌

基因的转录活性比染色体上的线性基因更强。

3   eccDNA的分类
eccDNA根据来源、大小、序列特征等被分为很

多种类型 , 如 : microDNA、ecDNA(extrachromosomal 
DNA)、染色体外 rDNA环 (extrachromosomal rDNA 
circle, ERC)、端粒环(telomeric circle, t-circle)等(表1)[5-6]。

3.1   ecDNA
ecDNA是能自主复制的、缺乏可识别的着丝

粒和端粒的染色体外环状元素[6]。ecDNA一般可达

1~3 Mb, 平均大小约1.3 Mb, 可以包含多个完整的

基因和调控区域, 用DAPI染色后在光学显微镜下可
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见[3,6,26]。ecDNA有单体和双体两种形式[6]。它的双

体形式是由染色质纤维连接两个相同的姐妹单体而

形成的, 被称为双微体[27]。1965年, COX等[19]首次描

述了核型异常的神经母细胞瘤中双微体的大小、形

态、数量。此后, 随着高通量测序、细胞遗传学等

相关技术的发展, 进一步揭示了ecDNA的结构和遗

传特性。ecDNA在癌细胞中普遍存在, 常包含可以

驱动癌症发生的原癌基因和耐药基因[6], 在推动肿

瘤的异质性和进展方面起到至关重要的作用[20]。研

究指出, ecDNA在神经母细胞瘤、食道癌和鳞状细

胞肺癌中最为常见。许多基因, 如: EGFR、MYC、
CCND1、CDK4和MDM2已经被证实能够通过双微

体扩增以增加拷贝数, 从而增强癌细胞对不断变化

的环境的适应性。

与基因组DNA相比, ecDNA具有更高的转录活

性。染色体DNA通常与组蛋白八聚体紧紧缠绕在一

起, 开放程度较低。细胞需要利用转录因子等一系

列的蛋白质进行染色质重塑之后, 才能在细胞核中

识别并读取一部分的DNA遗传指令[28]。ecDNA没有

被高度压缩, 其结构较疏松且具有很强的开放性, 因
此转录因子很容易接近启动子等顺式作用元件。此

外, 研究发现ecDNA上具有活跃型的组蛋白修饰, 缺
乏抑制型的组蛋白修饰, 并且ecDNA的环状结构还

可以介导超远距离的基因间相互作用。以上这些因

素, 都促使ecDNA上的癌基因相比染色体上的癌基

因具有更强的转录活性[3]。

临床样本测试表明, ecDNA在恶性肿瘤中出现

的频率高于良性肿瘤, 并且在正常组织中的出现频

率较低[11,26], 这提示在不远的将来或许可以利用这

一特点来检测肿瘤的复发和转移。

3.2   microDNA
在鉴定分子内同源重组位点时, SHIBATA及其

同事[22]从胚胎鼠的脑细胞核中分离出一种新型的

eccDNA, 即: microDNA。microDNA以单链和双链

两种形式存在于许多组织中, 并可以由组织释放进

入循环系统。microDNA的大小在60~2 000 bp, 其中

约有84%的microDNA集中在100~400 bp。通过富集

环状DNA, 经剪切、克隆、测序及鉴定DNA环化产

生的连接标记, 发现绝大多数microDNA来源于基因

组的非重复序列[22,29]。且产生位点的分布具有选择

性, 常位于基因的5ʹUTR、3ʹUTR、富含CpG和外显

子的区域、由活跃染色质修饰的启动子以及与RNA
聚合酶II相关的基因区域[22,29]。

microDNA富含GC序列, 且常被双核苷酸AA、

AT、TT打断。拥有这种特征的序列往往倾向于组

装成核小体。另外, 肿瘤细胞中microDNA具有明

显的150 bp的周期性, 这两点表明microDNA可能是

由核小体的DNA形成的[22]。此外, ecDNA具有排列

疏松的核小体结构, 表明microDNA除了可以由基

因组序列产生外, 或许还可以由ecDNA转化而来。

换句话说, 为了满足细胞生存的需求, 不同种类的

eccDNA在面对环境压力时或许可以相互转化, 发挥

不同的调节功能。研究发现, 随着年龄的增长, 一些

启动子上的具有基因特异性的CpG二核苷酸可以被

甲基化修饰[30]。这些被甲基化修饰的序列通常容易

形成microDNA。因此, 来源于甲基化的CpG位点的

microDNA被认为可以通过控制转录的方式影响机

体的衰老。

microDNA广泛存在于机体的各种组织[29], 由
于microDNA非常小, 因此它不能携带完整的编码蛋

白质的基因序列, 但是足以携带编码调节RNA的基

因。PAULSEN等[25]根据已知的microDNA序列合成

microDNA, 发现这些microDNA的模拟物能够表达

有功能的microRNA, 并发挥基因沉默的作用。这暗

示, 或许microDNA的转录产物可以抑制基因表达, 
并与其他类型的eccDNA形成功能网络, 从而影响机

表1   eccDNA的特征

 Table 1   Characteristics of eccDNA
eccDNA的分类

Classification of eccDNA
大小

Size
特征

Characteristic
潜在的功能

Potential function
参考文献

Reference

MicroDNA 100-400 bp Mostly from non-repetitive sequences Regulate gene expression [25]

ecDNA 1-3 Mb Accessible chromatin structure Promote tumor deterioration [20]

ERC 19.3-40.4 Kb Contains rDNA units Related to aging [8]

t-circle Multiples of 738 bp Involves in alternative lengthening of 
telomeres

Maintain telomere length [6]
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体内基因数量和功能的平衡。例如: microDNA在

肿瘤细胞内的数量显著上升, 它的作用机制可能是

microDNA转录产生的调节RNA促使抑癌基因沉默, 
从而导致相关癌基因不受控制大量表达[25]。

3.3   ERC
ERC是含有一个或多个 rDNA单元、缺乏着丝

粒的、能够自主复制的环状DNA分子 [31-32]。它可以

由核糖体DNA同源重组产生, 然后作为rRNA转录的

模板。核糖体DNA(ribosomal DNA, rDNA)是编码

核糖体组分rRNA的基因序列。真核生物中的rDNA
高度不稳定 , 以串联重复单元的形式存在 [33]。每个

rDNA单元上有一个DNA复制叉停顿点 (replication 
fork barrier, RFB), 可以避免DNA复制叉和rDNA转

录复合物发生碰撞[34]。停滞的复制叉非常不稳定, 
复制叉阻断蛋白与RFB结合会高频率诱导DNA双

链断裂(DNA double-strand break, DSB)[35]。如果断

裂的rDNA通过染色单体内重组进行修复, 就可以由

染色单体上重复的rDNA位点产生含有一个或多个

rDNA单元的ERC[36]。ERC的产生受到细胞代谢需

求的影响。除此之外, ERC的产生还与rDNA的稳定

性有关, 受到rDNA总拷贝数的反馈调节[35]。

近些年的研究表明, ERC可能与细胞衰老有关, 
然而ERC与衰老的关系却存在着很大的争议。1997
年, SINCLAIR和GUARENTE[32]发现ERC在衰老酵母

中大量积累, 因此推断ERC是促衰老因子。酵母的

fob1△突变体产生ERC的数量减少, 其寿命确实得到

延长[37]。这些证据肯定了ERC促进衰老, 缩短寿命这

一推测。但是, GANLEY等[38]观察到ERC水平降低同

样会导致寿命缩短。rDNA或许是基因组中最不稳定

的区域。鉴于基因组的稳定性会影响哺乳动物细胞

的寿命, 他们进一步研究了其背后的分子机制, 发现

删除FOB1后的rARS△-3amp菌株的rDNA恢复了稳

定性, 酵母的寿命也恢复到了野生型的水平。这一

研究表明, 酵母寿命的长短取决于基因组是否稳定。

最近有研究发现, ERCs是补救不稳定的基因组的物

质。当酿酒酵母基因组不稳定导致rDNA缩短的时候, 
ERC会迅速扩增进行补偿, ERC还可以以一种剂量依

赖的方式重新插入到基因组中以扩展rDNA[35]。ERC
可以维持rDNA结构的稳定和总数的动态平衡[35], 同
时参与细胞衰老的调控, 暗示衰老的发生或许受到

由环境因素和内在因素控制的基因组稳定性的影

响[39]。

3.4   T细胞受体删除环

从骨髓迁移到胸腺内的前体T细胞经过阳性选

择和阴性选择之后成熟为初始T细胞。在这一过程

中, 获得功能性的T细胞受体(T cell receptor, TCR)是
T细胞成熟的关键, 这对T细胞的活化和后续的分化

至关重要[40]。TCR的成熟需要经历V(D)J重排。在这

一过程中, V、D、J基因组装成能够识别抗原的T细
胞受体V区[41-43]。在每一次紧密调控的基因重排过

程中, 当特定的基因片段连接时, 核酸片段可以被删

除形成稳定的eccDNA片段, 即所谓的T细胞受体删

除环(T-cell receptor excision circles, TRECs)[44]。

TRECs不易随时间降解, 不能复制, 在T淋巴细

胞分裂增殖的过程中会被稀释[44]。胸腺中的初始T
细胞成熟后会迁移到外周, TRECs能够反映胸腺功

能的变化, 可以用于监测胸腺的输出功能[42,44]。因

此, TRECs被认为是淋巴细胞输出的标志[45]。TREC
有许多应用, 如: 评估造血干细胞移植后的胸腺功

能、检测与T细胞数量和功能异常有关的疾病[45-46]。

TRECs的数量受到很多因素的影响, 如: 胸腺的输出

功能、初始T细胞的寿命、外周血T细胞分裂和细

胞死亡、遗传差异等。因此, 虽然TRECs可以用作

胸腺输出的度量, 但是对于健康人和患者的TRECs
数据的解释仍然需要慎重考量[42]。

4   eccDNA形成机制
目前 , 研究人员只是试图通过观察 eccDNA的

序列特征、研究促进或抑制环状DNA形成的因素等

方式, 解释eccDNA产生的原因[20]。然而, eccDNA形

成的具体分子机制仍然不清楚, 所以仍需要付出更

多的努力。环状DNA的产生是一个多因素协同作用

的复杂过程[5]。在这一过程中, DNA复制、RNA代

谢、基因重排、DNA损伤修复(DNA damage repair , 
DDR)等都能够影响它的形成[11,22,44]。

eccDNA的形成受到基因稳定性的影响。研究

表明, 细胞暴露于致癌物甲基亚磺酸甲酯等DNA
损伤剂之后 , 细胞内 eccDNA的水平显著升高 [47]。

与细胞增殖有关的丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)信号通路在恶性肿

瘤细胞中经常被异常激活。MAPK信号通路中的蛋

白ERK1/2被证实能驱动DNA环的生成, 并最终形成

双微体(double-minutes, DMs)。SUN等[48]发现, 当用

MAPK-ERK1/2的抑制剂U0126和PD98059处理肿瘤
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细胞以抑制ERK1/2的组成性磷酸化时, DMs的数量

明显下降。

RNA代谢很可能参与了microDNA的产生过

程。倾向于形成R环的基因区域(如: 具有活跃染色

质标记的转录起始位点)往往可以产生microDNA。

microDNA的量常常随着转录产物的长度和外显子

密度的增加而增加[29]。

由于多数的eccDNA都包含来源于串联重复序

列的染色体DNA, 因此同源重组可能作为一种普遍的

机制参与eccDNA的产生[49]。CAI等[50]发现, 在含DMs
的甲氨蝶呤耐药细胞中, 同源重组活力衰减促使DMs
的数量显著降低。DILLON等[29]发现, MSH3 DNA错

配修复蛋白可以通过同源重组的方式促进microD-
NA的形成。1939年 , 断裂–融合–桥循环 (breakage-
fusion-bridge cycle, BFB cycle)被首次提出 [51]。MC-
CLINTOCK认为在每一次有丝分裂过程中, 由DNA
损伤引起同一条染色体上基因拷贝数增加, 会导致

基因以HSR或ecDNA的形式扩增[6,51-52]。这个理论

解释了为什么扩增的基因常定位于DMs和HSR中。

随后, 其他研究组也陆陆续续提出易位缺失扩增模

型、ODIRA模型、“附加体”模型等解释eccDNA的

形成[5-6,53], 然而这些模型都只关注了eccDNA形成的

某一个方面, 不能对eccDNA的产生给出全面的阐

释。eccDNA的扩增是一个复杂的过程, 受到DNA序

列的结构、组织等多种因素和机制的共同调控, 因
此还需要进行深入研究以阐释eccDNA的形成机理。

5   ecDNA与肿瘤
5.1   帮助肿瘤演化

基因组处在持续变化的动态过程, 这种不稳定

性是机体内的DNA积累自发突变的驱动力, 也是细

胞内异质性的“燃料”[53]。基因突变受到外源因素和

内源因素的影响, 可以以一种渐进式的方式随着时

间缓慢积累[54]。此外, 在细胞中还存在大爆炸式的

突变方式, 如: 染色体碎裂[54]。染色体碎裂是发生在

细胞中的染色体畸变的灾难性事件, 以成簇的、大

规模的基因重排为标志。在这一过程中, 一条或几

条染色体在短时间内破碎, 成千上万的染色体片段

被任意拼接, 形成“补丁”样的染色体。同时可能伴

随着部分基因不精确的DNA修复机制而游离、环化

产生ecDNA[15,55]。染色体碎裂可能会导致抑癌基因

的破坏、癌基因的异常激活(强启动子和增强子的

获得)、基因突变、癌基因的融合和高拷贝。这些

异常的基因都可能以ecDNA的形式游离于基因组之

外, 引起细胞不受控制地增殖, 推动肿瘤发生、维持

和进展[15]。

ecDNA作为染色体碎裂的副产物, 多存在于以

基因异常为特征的癌细胞中[23]。通过ecDNA扩增的

癌基因能够赋予携带它们的肿瘤克隆生存优势, 驱
动肿瘤克隆高水平扩增[23]。其中一个典型的例子就

是肿瘤细胞获得抗药性(图1)。二氢叶酸还原酶(di-
hydrofolate reductase, DHFR)基因是降低癌细胞对甲

氨蝶呤(methotrexate, MTX)敏感度的基因, 往往通过

两个主要的拓扑结构: 游离的ecDNA和定位在染色

体上的HSR扩增。与HSR相比, ecDNA能导致更高

水平的DHFR转录、赋予癌细胞生存优势, 最终引起

不利的化疗结果[6]。

与染色体 DNA不同 ,  缺乏着丝粒和动粒的

ecDNA因不会受到纺锤丝的牵引而被随机分配到

子代细胞中[6,56]。这能够帮助癌细胞在短时间内快

速大量积累某一个基因的拷贝。如果该基因是驱动

癌症的原癌基因, 那么癌细胞就可能在某一选择性

压力下获得超强的生存优势, 迅速发展成优势克隆。

同时, ecDNA分配的随机性使得不同的子细胞携带

不同数量的、包含不同基因的ecDNA, 这会造成具

有不同遗传特征的癌细胞同时共存, 导致肿瘤异质

图1   染色体碎裂介导肿瘤细胞耐药

Fig.1   Chromothripsis mediates drug resistance of tumor cells

Chromothripsis

Enhancer DHFR Tumor suppressor gene Promoter Tumor cells containing ecDNA carrying DHFR Tumor cells without ecDNA carrying DHFR

Imprecise gene repairment Treat with methotrexate
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性的出现[57]。总之, ecDNA帮助肿瘤生存和动态演

化, 是未来的临床实验设计和药物开发中面临的一

个不可避免的难题。

5.2   eccDNA与癌基因表达 
多年来, 在研究肿瘤驱动事件时, 注意力通常集

中在鉴定基因编码区发生的变化[58], 而染色质的拓扑

结构、增强子以及癌基因边界以外的一些非编码区

尚未得到研究[4]。近期的研究表明, 原癌基因可以和

增强子共同环化形成ecDNA, 一方面削弱抑制基因表

达的抑制子的抑制作用, 另一方面强化增强子的增强

作用, 从而促进原癌基因的表达。例如, MORTON等[4]

发现胶质母细胞瘤中的功能性增强子往往与癌基因

如EGFR共同环化, 以削弱抑制子的抑制作用, 增强增

强子的增强作用, 提高癌基因的转录效率。此外, 形
成ecDNA的癌基因的组蛋白上往往会携带活跃的组

蛋白修饰(如H3K9Ac、H3K4me3和H3K79me2), 很少

出现抑制基因表达的组蛋白修饰[59]。WU等[3]通过高

通量测序等手段在ecDNA上检测到多种活跃的组蛋

白标记。

5.3   ecDNA的形态转化

ecDNA和畸形染色体都是癌基因在肿瘤中扩

增的载体, 但目前对它们之间关系的研究仍然有

限。畸形染色体是含有扩增的癌基因的环状染色

体, 能为肿瘤细胞提供选择性的生长优势。2018年, 
L’ABBATE等[60]在研究急性髓细胞白血病中扩增子

的结构和表达模式时, 发现双微体有向环状染色体

进化的可能性。GARSED等[61]在分化的脂肪肉瘤中

观察到了同样的现象。此外, 在某些情况下, 聚集

的DMs可以形成微核[27]。在有丝分裂间期的G1期, 
DMs定位在核外周。在有丝分裂间期的S期, DMs复
制并重新定位到核中央。随后, 在正常情况下, DMs
会结合在染色体上, 随染色体的分离进入子细胞。

但如果用低浓度的DNA复制抑制剂处理细胞, 一部

分DMs就会聚集形成独立于染色体的微核[6,27,62]。微

核的形成或许可以逆转肿瘤的恶性特征, 从而达到

治疗的目的[6]。ecDNA还可以动态地重新整合到染

色体中, 导致基因组重塑。2017年, TURNER等[23]将

荧光原位杂交与二代测序结合, 分析了EGFRvIII扩
增子的结构。他们工作中的一个关键发现就是在用

厄洛替尼处理之后, 携带EGFRvIII的ecDNA会重新

整合到染色体上。停止用厄洛替尼处理后, 携带EG-
FRvIII的ecDNA又可以从染色体中游离出来(图2)。
我们认为, 这个令人惊异的现象可能和肿瘤休眠有

关。肿瘤休眠指的是原发性肿瘤切除后很长时间才

发生全身或局部的肿瘤复发。在这期间, 肿瘤生长

几乎是静止的, 患者处于带瘤生存状态[63]。我们推

断当肿瘤细胞受到剧烈的外部刺激时, 大量ecDNA
转化成HSR插入染色体, 肿瘤进入休眠期; 而当解除

环境刺激时, 肿瘤细胞内的ecDNA重新游离出来, 导
致肿瘤再次活跃生长。这些发现不仅丰富了ecDNA
的作用形式, 还为研究肿瘤发生和复发的分子机制

提供了新的思路。

6   eccDNA的研究方法
对于eccDNA的研究, 目前还处于鉴定发现的阶

段。为了鉴定和发现eccDNA, 常常需要利用高通量

测序的手段对待检测的样本内eccDNA的种类和含

量进行评估。由于eccDNA在细胞和组织内的含量

比较低, 在研究eccDNA之前, 首先要对环状DNA进

行富集纯化。目前富集纯化eccDNA的方法大多都

依赖于eccDNA具有的特殊的环状结构。一般来说, 
在分离待检测细胞或组织内的总DNA后, 可以使用

能够去除线性DNA而不会降解环状DNA的核酸酶

除去线性化DNA[16], 随后利用滚环扩增对eccDNA进

行扩增[16,24]。扩增后的样品, 可以利用双端测序, 通
过分析环状DNA独特的连接位点(如 : Circle-Map)[64]

图2   厄洛替尼诱导EGFR基因的动态整合从而介导肿瘤细胞恶性增殖

Fig.2   Erlotinib induces the dynamic integration of EGFR gene and mediates the malignant proliferation of tumor cells

Treat with erlotinib

EGFR Tumor cell ecDNA

Withdraw erlotinib Malignant proliferation of tumor
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或拷贝数变异 (如 : Amplicon Architect)[65]来对 eccD-
NA进行定量。还有一种方式不需要通过滚环扩增

增加拷贝数, 而是利用Tn5转座酶切割eccDNA[66]。

这种酶切的方式与滚环扩增相比, 由于不需要扩增, 
所以比较容易进行定量。滚环扩增的优点是便于定

性, 缺点是反复扩增的DNA片段会增加信噪比, 导
致不能定量[24,66]。最近, MEHTA等[67]基于三代测序

发明了一种可以检测环状DNA的新方法—环状

DNA富集测序(circular DNA enrichment sequencing, 
CIDER-Seq)。MEHTA等利用随机引物扩增环状

DNA后, 通过PacBio长读长测序获得环状DNA的全

长序列, 最后用DeConcat进行数据分析。与Illumina
二代测序相比, CIDER-Seq的测序读长增加。但是

对于超过8 Kb的环状DNA分子, CIDER-Seq测序精

确度可能会有所下降。

目前除了用高通量测序鉴定eccDNA的种类和

数量之外, 部分研究组还通过荧光原位杂交、染色

质构象捕获等技术探究eccDNA的细胞内分布及与

染色质相互作用的情况[3]。例如, MORTON等[4]分别

利用公开的HiC数据和4C-seq分析了线性染色体以

及环状DNA上EGFR基因位点的相互作用状况 , 发
现eccDNA的环状结构能介导超远距离基因间相互

作用, 同时削弱抑制子的边界效应, 最终促进癌基因

的表达。

7   总结与展望
染色体外环状DNA是存在于真核生物中的具

有单链或双链的闭合环状DNA分子, 在生理和病

理过程中发挥至关重要的作用。目前, 科研人员已

经根据一些现象对eccDNA的形成过程进行了合理

推测, 并建立了相关模型。在eccDNA的功能方面

也有了进一步的进展。尤其是2019年, WU等[3]和

MORTON等[4]报道ecDNA的染色质的开放性比染色

体更强, 同时携带功能性的增强子, 导致ecDNA上的

癌基因具有更强的转录活性。这两个发现颠覆了人

们以往关于基因位于染色体上的认识, 为癌症治疗

指出一个新的方向, 提出了一个全新的思路。然而

现在仍然缺乏更新、更全面的方法研究eccDNA在

调控生理和病理过程中的具体作用, 还有很多问题

亟待解决。例如: eccDNA的合成与消除的具体分子

机制、后加工等过程还没有完全弄清楚。一个细胞

里eccDNA的数量是有限的, 那么eccDNA的复制终

点是什么？不同种类的eccDNA之间可以根据细胞

的需要相互转化吗？不同种类的eccDNA在整个细

胞或者机体中是否发挥着联动功能？如果ecDNA
也可以从细胞中释放, 那么它可以发挥什么样的作

用？在肿瘤细胞中, ecDNA是否可以传递肿瘤细

胞的异常遗传物质给正常细胞, 从而改变它们的基

因表达？相信伴随着这些谜团的一步步揭开, 未来

eccDNA会在疾病治疗、液体活检等方面得到越来

越广泛的应用。
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