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摘　要 ：染色体外环状 DNA (extrachromosomal circular DNA, eccDNA) 是一种真核生物染色体外的闭合环

状 DNA 结构，长度和染色体起源具有较高异质性。eccDNA 这一名称目前主要指大小在数百 kb 以内的小分

子染色体外环状 DNA，包括 microDNA、小多分散环状 DNA (small polydispersed circular DNA, spcDNA) 以
及其他未分类的小分子 eccDNA 等。高通量测序技术 (high-throughput sequencing, HTS) 是一种可以同时对

百万条 DNA 分子进行序列测定的技术，又名新一代测序技术 (next generation sequencing, NGS)，具有高通量、

高灵敏度、高准确度等优势。近年来高通量测序结合生物信息学分析技术不仅在揭示 eccDNA 染色体起源、

分子结构、发生机制和潜在功能以及循环系统中的 eccDNA 分子特征研究等方面发挥了重要作用，而且推

动了 eccDNA 在甲基化等表观遗传学方面的研究。生物信息学软件的发展和 eccDNA 分析算法的开发也对

其研究提供了重要帮助。血浆以及尿液等液体活检常用体液样本中也鉴定出 eccDNA 的广泛存在，并且表

现出与组织、生理状态以及疾病相关的生物学特征。eccDNA 可能是重要的液体活检候选标志物。本综述

旨在阐述利用高通量测序技术在研究 eccDNA 的结构、发生机制和功能上取得的最新成果，并讨论

eccDNA 在液体活检等方面的潜在应用。 
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Abstract: Extrachromosomal circular DNA (eccDNA) is a closed circular DNA structure outside the chromosomes 
of eukaryotes. The sizes and chromosome origins of eccDNA are highly heterogeneous. At present, the name 
eccDNA mainly refers to small circular DNA sized less than housands of kilo bases, which includes microDNA, 
small polydispersed circular DNA (spcDNA) and other unclassified eccDNA molecules. High-throughput 
sequencing (HTS) also known as next generation sequencing (NGS), is a technology that can simultaneously 
sequence millions of DNA molecules, with the advantages of high throughput, high sensitivity and high accuracy. In 
recent years, high-throughput sequencing combined with bioinformatics analysis methods has greatly promoted 
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research of the origin, molecular structure, genetic mechanism and potential function of eccDNA, the research on 
the molecular characteristics of eccDNA in the circulating system, as well as the research on epigenetics such as 
methylation of eccDNA. The development of bioinformatic software and eccDNA analysis algorithm also provides 
important help for eccDNA research. EccDNAs have also been widely identified in plasma, urine and other body 
fluid samples, which are commonly used for liquid biopsy, and show biological characteristics related to tissue, 
physiological status and diseases. EccDNA may become important biomarkers for liquid biopsy. This review aims 
to discuss the latest research progress of the structure, mechanism and function of eccDNAs by using high-
throughput sequencing technologies and the potential clinical application of eccDNAs in liquid biopsy.
Key words: extrachromosomal circular DNAs (eccDNAs); microDNA; high-throughput sequencing (HTS); liquid 
biopsy

染色体外环状 DNA (extrachromosomal circular 
DNAs, eccDNAs) 是指位于染色体外的单链或双链

闭合环状 DNA 结构。广义上来说，eccDNA 包括

了所有染色体外环状 DNA 分子。而实际上，在目

前很多研究报道中，eccDNAs 这一名称指的是一大

类小分子染色体外环状 DNA，包括 microDNA[1]、

小多分散环状 DNA (small polydispersed circular DNA, 
spcDNA)、端粒环 (T-circle) 和其他未分类小环状

DNA 分子 [2]。而一些大分子环状 DNA，比如双微

体 (double minute chromosomes, DMs)( 近年有研究

者使用 extrachromosomal DNA, ecDNA 这一名称 )，
这种与肿瘤中基因扩增密切相关的大分子环状

DNA，一般用自己的专用名称。此外，本文围绕的

是真核生物中的起源于自身基因组且非细胞器的环

状 DNA，所以并没有讨论真核生物的线粒体 DNA、

原核生物的环状 DNA 以及对于宿主基因组来说是

外源性的质粒或病毒 DNA 等环状 DNA。

高通量测序技术 (high-throughput sequencing, 
HTS) 与传统 Sanger 测序技术相比，它不仅通量高、

灵敏度高，而且能同时对几十万到几百万条 DNA
分子进行序列测定，也被命名为新一代测序技术

(next generation sequencing, NGS)。近年来，随着新

一代测序技术的不断成熟，通过二代测序、三代测

序等测序技术实现全基因组测序 (whole genome 
sequencing, WGS) 等 DNA 水平的测序，以及对 mRNA、
非编码 RNA 等转录本进行全转录组测序 (whole 
transcriptome sequencing)，人类得以更全面、更精

细地观察和分析遗传物质的结构和功能。生物信息

学分析方法、软件和数据库的发展以及高性能计算

平台的搭建也对高通量测序技术起到重要的支撑作

用。本文主要阐述新一代测序技术及其衍生技术在

eccDNAs 分子结构、特征和功能研究中所取得的最

新进展，也为这些技术在其他基因组学和表观基因

组学研究中的应用提供思路。

1　eccDNA的研究进程

早在 1965 年，Hotta 等 [3] 就在高等植物和动物

细胞中发现染色体外环状 DNA 的存在。随后，在

HeLa 细胞中，研究人员也发现了大量大小不等的

闭合环状 DNA [4]。1972 年，Smith 等 [5] 研究了环

状 DNA，发现它们的大小在 0.2 μm 到 2.0 μm 之间，

并将其命名为 spcDNA。早期主要是利用电子显微

镜、电泳和杂交技术等方法对 eccDNA 的结构和特

征进行研究，在植物、酵母、小鼠和人等样本中证

明了 eccDNA 的广泛存在。

随着高通量测序技术的不断进步，eccDNA 的

相关研究也取得了重要的突破。2012 年，Dutta 研

究团队 [1] 利用二代测序技术首次在小鼠组织以及小

鼠和人细胞系中发现一类长度相对较小的染色体外

环状 DNA，并且并非来自染色体重复序列，基于

其长度和序列特征将其命名为 microDNA。随后，

此类 eccDNA 的起源、机制和功能研究逐步展开，

而高通量测序技术在其中发挥非常重要的作用 [6-11]。 
近年来，研究人员也将 eccDNA 的研究拓展到血液

和其他体液样本中，在外周血 ( 血浆、血清 )、尿

液等样本中鉴定了 eccDNA 的存在，并研究了其在

肿瘤、慢性肾病和产前诊断等相关的液体活检中的

潜在应用 [12-16]。

科研方法的确立和技术的进步对研究不同的

eccDNA 非常重要。早期研究报道的 spcDNA 使用

的技术多为电泳和杂交技术，并提示 spcDNA 的分

子特征表现为主要起源于重复序列，发生机制上则

可能包括同源重组、非同源重组和逆转录转座等。

近年来，随着 eccDNA 富集方法的不断完善以及各

种高通量测序技术的不断进步，目前研究 eccDNA
多以高通量测序技术为主，并且针对 eccDNA 不同
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的研究目的，建立了特异的高通量研究方法。不同

的研究方法是我们能否攻克 eccDNA 相关问题的

关键，因此是我们讨论 eccDNA 的分子特征的重要

基础。

2　新一代测序技术助力eccDNA结构与序列特

征的揭示

目前在 eccDNA 分子结构的研究中使用较多

的高通量测序技术是二代测序技术，主要是采用

Illumina 测 序 平 台 的 双 端 测 序 方 法 (paired-end 
sequencing)。microDNA 以及与其富集和分析方法

相类似的一些未分类 eccDNA 是运用此方法的重要

代表。对于 microDNA 分子结构特征的研究一般包

括对其分子大小、数量、基因组起源、GC 含量分

析等方面。

首先发现和定义 microDNA 的是 Dutta 的研究

团队。他们对 microDNA 在长度方面的描述为：大

多在 1 000 bp 以下，在 200 bp 和 400 bp 有两个主

要峰。同时，也观察到其他长度分布峰的存在，峰

值周期为 150 bp 左右 [1, 6]。此后，该团队比较正常

组织和肺癌组织中的 microDNA，发现肿瘤样本中

鉴定的 microDNA 的序列长度大多比匹配的正常

组织中的 microDNA 更长，相应地，肿瘤手术切除

前循环系统中的 eccDNA 的长度要长于手术切除

后 [15]。此外，Mehanna 等 [17] 用化疗药物氨甲喋呤

(methotrexate, MTX) 或者门冬酰胺酶 (L-asparaginase, 
ASP) 处理淋巴母细胞细胞系 (lymphoblastoid cell 
lines, LCLs)，发现药物处理前 microDNA 在 200 bp
和 400 bp 处存在峰值，平均大小在 379 bp ；而经过

MTX 或 ASP 处理后，microDNA 的量更多，片段

长度变长，并且这种长度改变趋势在敏感细胞系中

的结果比天然耐药细胞系中更明显。同时，他们也

观察到 microDNA 大小分布出现了间隔约为 190 bp
的周期性峰值，该周期比较符合细胞凋亡产生的

DNA 片段化 (180~200 bp 的整倍数 )，提示细胞凋

亡可能是部分 microDNA 的产生机制。在另一则研

究中，Sin 等 [13] 证明孕妇血浆 eccDNA 的长度分布

的峰值在 202 bp 和 338 bp 处，以 338 bp 峰为主，

并且两个主峰上都有 10 bp 的周期性小峰；而血浆

中游离的线性 DNA 长度分布的主峰约为 166 bp，
因此游离的 eccDNA 长于游离的线性 DNA。此外，

该团队也证明孕妇血浆中胎儿来源的游离 eccDNA
的存在，并且胎儿来源的 eccDNA 长度要短于母体

来源的 eccDNA。Pang 等 [18] 对 4 例痛风性关节炎

和健康个体的血浆 eccDNA 进行分析，提示健康个

体血浆 eccDNA 的大小比痛风性关节炎患者更长

( 针对 2 kb 以下的 eccDNA 进行的分析 )。Lv 等 [16]

近期研究发现晚期慢性肾病患者的尿液 eccDNA 比

健康人对照在数量上更多，大小上更长。综上所述，

eccDNA 分子大小是 eccDNA 分子特征研究的重要

方面，表现出与组织来源、生理或病理状态以及药

物作用的相关性，有潜在的诊断和液体活检等方面

的应用价值。

关于 eccDNA 的染色体起源也是 eccDNA 分析

的重要方面。端粒环 (T-circle) 包含端粒重复序列，

因为其自身序列和功能的特点，不在此讨论；

spcDNA 的研究较为早期，采用的实验方法多为电

泳和杂交，证明其主要来源于重复序列。在此我们

主要关注和讨论 microDNA 以及与其有类似特征

的未分类 eccDNA 的染色体起源。根据高通量测

序结果的分析，microDNA 可以起源于整个基因组，

但其起源并非随机，而是具有一定倾向性，更多

起源于基因区域，特别是外显子区、5’ 非翻译区

(5’untranslated regions, 5’UTR)或3’非翻译区(3’untranslated 
regions, 3’UTR) 以及 CpG 岛 (CpG island) 等 [1, 6, 13, 16]。

比起整个基因组或者其上下游区域 DNA，eccDNA
有着更高的 GC 含量 [1, 6, 14] ；并且比较同组中的不同

长度的 eccDNA 发现，更小分子的 eccDNA (<500 
bp) 比大分子的 eccDNA (>500 bp) 具有更高的 GC
含量 [14]。此外，标志着高转录活性、高开放程度或

者有调节功能的特征性位置，比如核酸内切酶敏

感位点 (DNase hypersensitivity sites, DHS)、H3K27Ac
等标志也在 eccDNA 上富集 [14, 17]。这些结果说明，

eccDNA 的起源并非随机，而是更易于起源于基因

区、活性功能区和调控区，eccDNA 可能发挥着调

节基因表达等功能。

除了二代测序，单分子荧光测序 ( 代表性技术

如美国螺旋生物的 SMS 技术和美国太平洋生物的

SMRT 技术 ) 和纳米孔测序等三代测序技术也被应

用到 eccDNA 的结构和特征研究。这种测序技术在

进行 DNA 测序时不经过 PCR 扩增过程，对每一条

DNA 分子进行单独测序，具有精确度高、读长长、

测序速度快等优势。Wang 等 [11] 对分离纯化后的

eccDNA 进行滚环复制 (rolling cycle amplification, 
RCA)，对其产物进行处理后进行纳米孔测序，并对

eccDNA 的分子结构和产生机制以及免疫刺激功能

进行了深入研究。从 eccDNA 长度方面来说，他们

观察到了鼠胚胎干细胞中 eccDNAs 长度中位数约
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为 1 kb，并且也呈现出平均间隔为 188 bp 的多个峰

值分布的特点 [11]。与 Mehanna 等 [17] 的观点一致，

他们也认为 eccDNA 可能与细胞凋亡密切相关，并

进行了 eccDNA 发生机制的研究 [11]。

3　eccDNA的发生机制

不同类别的 eccDNA 可能有不同的产生机制，

而同一种 eccDNA 的产生也可能有多种机制共同参

与。早期对于 spcDNA 的研究认为，spcDNA 主要

来源于基因组中的重复序列如 Alu 家族序列，同源

重组 (homologous recombination, HR) 可能是 spcDNA
的主要介导机制。但同时非同源末端连接 (non-
homologous end joining, NHEJ) 也被证明参与小鼠主

卫星 DNA (major satellite DNA) 序列来源的 spcDNA
的产生 [19]。在此，我们依然是围绕基于高通量测序

技术的 eccDNA 研究，重点介绍 microDNA 等 eccDNA
的发生机制。 

目前关于 microDNA 的形成途径尚未完全阐

明，而对高通量测序结果的分析则提供了揭示其分

子机制的线索。总体来说，microDNA 的产生包括

染色体外 DNA 片段的产生和 DNA 片段的异常修

复 / 环化两大步骤 ( 图 1)。对于 DNA 片段的产生，

目前认为有可能是 DNA 双链断裂 (double strand breaks, 
DSBs) 损伤 [1, 6, 10, 14]、复制压力 (replication stress)[6]、

过度转录 (hypertranscription)[20]、基因组重排时的

染色体碎裂 [21] 以及早期细胞凋亡驱动的 DNA 碎片

化 [11, 17] 等。其中 DSB 有助于 eccDNA 生成的观点

在 2018 年得到了 Moller 等 [22] 利用 CRISPER-C 进行

的实验验证，他们发现细胞中 DSB 产生的碎片

DNA 以末端连接的方式形成 eccDNA，其大小在几

百 bp 到几百 kb 不等。该实验也为后续人工合成

eccDNA 提供了一种思路。对于 DNA 片段的异常

修复 / 环化过程，主要利用的是 NHEJ、微同源介

导末端连接 (microhomology mediates end joining, MMEJ)
等重要修复通路 [1, 14, 16]。有趣的是，近期 Paulsen
等 [10] 发现 microDNA 产生的数量依赖于 DSB 和末端

降解，其主要通过 MMEJ 途径修复；而不进行末端

降解的经典非同源末端连接 (canonical non-homologous 
end joining, C-NHEJ) 通路通过修复 DSB 来抑制

microDNA 的产生。该项研究提示 C-NHEJ 途径可

能是抑制疾病相关 microDNA 产生的靶通路。

除了 DNA 断裂和修复机制，其他机制也参与

了 microDNA 的产生：比如 Dillon 等 [6] 分析 microDNA
起始位点两侧有 2~15 bp 的短直接重复序列，可能

是复制滑移 (replication slippage) 的位点，可以被错

配修复 (mismatch repair, MMR) 途径切除。MMR 途

径的重要分子 MSH3 的突变显著减少了 microDNA
的丰度，并改变了 microDNA 的基因组位点的分布。

因此，该项研究认为，DNA 损伤和修复、复制滑

移 -MMR 途径等多个机制均可介导 microDNA 的产

生。另外，根据对 eccDNA 分子大小特征和凋亡诱

导后的观察，Wang 等 [11] 认为凋亡相关 DNA 片段

化以及后续的 DNA 连接酶 3 (DNA ligase 3) 介导的

DNA 连接过程是 eccDNA 产生的重要机制。综上

所述，microDNA 等 eccDNA 的发生机制复杂，在

不同背景下，DNA 断裂和修复、DNA 复制以及细

图1  eccDNA产生机制
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胞凋亡 DNA 片段化和连接等多种机制均可能参与

eccDNA 的产生。

4　eccDNA的功能

研究 eccDNA 的功能主要从其分子特征的分

析、不同生理病理条件下的丰度、是否有 mRNA
转录本、是否表达小的调节性 RNA 等几个方面考

量。首先，microDNA 虽然可以起源于整条染色体，

但是它的起源具有非随机性和倾向性，其易起源于

基因区、高 GC 含量区、CpG 岛区、UTR 区等，提

示其可能具有一定的功能，而不仅仅是核酸降解的

副产物。其次，肿瘤细胞中的 spcDNA 具有与调控

基因重排和肿瘤基因组不稳定有关的逆转座子成分

和端粒序列 [23]。更有研究表明，eccDNA 的长度、

丰度与细胞或组织特异性、基因组稳定性、病理状

态、是否化疗敏感等情况相关 [15-17, 24-26]，提示其发

挥一定的生物学功能。

虽然 microDNA 大小多在 1 kb 以内，但也有

比较大的 eccDNA 分子 ( 几个 kb 或者几十 kb) 有可

能表达完整基因或者部分截短基因，从而发挥功能、

影响表型。eccDNA 的异质性很高，鉴定 eccDNA
表达的转录本并不容易。得益于高测序深度的转录

组测序技术，Moller 等 [8] 通过对人肌肉组织样本的

转录组测序证明一些 mRNA 序列可以完全匹配

microDNA 的连接序列。他们从 8 个肌肉样本中鉴

定出了 25 种不同的 microDNA 转录本，说明 microDNA
能够通过表达 mRNA 来影响细胞表型，并表达

mRNA 产物，从而可能影响细胞表型。

另外，Paulsen 等 [9] 通过构建人工 microDNA
分子研究其功能特性，发现 microDNA 能够表达功

能性小调节 RNA 如 microRNA 和 si-like RNA，靶

向 microDNA 来源亲本基因，从而抑制基因的表达。

同时发现microDNA的转录不依赖标准启动子序列，

内源性 microDNA 能与 RNA 聚合酶亚基 POLR2H
和 POLR3F 结合，表明 microDNA 可能被 RNA 聚

合酶 III 转录，也可能被 RNA 聚合酶 I 和 II 转录。

总之，microDNA 可能通过产生已知的和新的小调

节 RNA 来调节基因表达。

值得注意的是，Wang 等 [11] 的研究还证明了

eccDNA 能够刺激免疫细胞做出免疫应答。他们用

与 eccDNA 大小相同的基因组线性 DNA 与提取的

eccDNA 同时转染巨噬细胞，检测其免疫因子，发

现 eccDNA 能够有效增加免疫因子释放。进一步研

究表明，这种刺激与 cGAS-STING 通路有关，之后

他们将 eccDNA 线性化，发现其刺激作用消失，表

明此刺激作用不是依赖于 eccDNA 序列，而是因为

eccDNA 的环状特性和胞质 DNA 传感器 STING 通

路。此结果给肿瘤的免疫治疗提供了新的思路。

5　eccDNA在液体活检中的潜在应用

多项研究证明了 eccDNA 在循环系统中的存在

及其特征。Zhu 等 [14] 鉴定了人外周血血浆中的游

离 eccDNA，发现它们更倾向于起源自染色体上的

外显子区、DNA 酶超敏区、组蛋白 H3K27Ac 标志

物富集区等位置。Kumar 等 [15] 在人和小鼠的血浆

和血清中证明了 microDNA 的存在。此外，肿瘤和

正常细胞都可以释放 microDNA 到循环系统中，而

肿瘤来源的 microDNA 比正常细胞来源的片段长度

更长。2022 年，Wu 等 [27] 研究肺腺癌患者血浆 eccDNA
后发现，部分 eccDNA 可作为早期诊断肺腺癌的潜

在生物标志。Pang 等 [18] 对痛风性关节炎患者及其

对照人群的血浆 eccDNA 进行了富集和测序分析，

发现了可能与痛风性关节炎特异性相关的 eccDNA
分子，提示血浆 eccDNA 在该病中可能的生物学功

能以及作为标志物进行临床应用。

尿液也是液体活检的样本之一。Lv 等 [16] 研究

了人体尿液中小分子 eccDNA 的相关特征。他们发

现尿液中 eccDNA 的长度主要在 1 000 bp 以内，

GC 含量高，易起源于基因区、短散布核元件 (short 
interspersed nuclear elements, SINE) 等区域，晚期慢

性肾病患者尿液中有更多的 eccDNA，并且富集了

更多 miRNA 基因，提示 eccDNA 是尿液活检的潜

在标志物。

在产前诊断领域，2020 年，Sin 等 [13] 在研究母

体外周血胎儿 eccDNA 时发现，胎儿来源的 eccDNA
分子通常比母体来源的短。2021 年，他们接着研究

了母体和胎儿 eccDNA 的甲基化水平，通过新的建

库和测序流程对其进行序列和甲基化分析，发现胎

儿 eccDNA 的甲基化水平低于母体的 eccDNA ；较

小的 eccDNA 的甲基化水平低于较大的 eccDNA[12]。

eccDNA 的甲基化水平与其片段大小呈正相关。而

母胎起源的线性 DNA 和 eccDNA 之间的甲基化水

平相当。这一研究开拓了 eccDNA 表观遗传学领域

的研究，为疾病相关异常甲基化的液体活检方面的

应用提供了重要思路。

液体活检是通过分析循环系统中的细胞、核酸

和蛋白质等组分来实现癌症等疾病的早期筛查、分

子分型、预后、用药指导以及复发监测等临床应用。
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血浆、血清、尿液等循环系统中存在大量 eccDNA，

并且与其细胞来源有特异相关性。经过更多的研究

和开发，循环系统中游离的 eccDNA 可能成为液体

活检的潜在分子标志物 [28]。

6　eccDNA研究策略总结

6.1　eccDNA的主要研究策略

对于小分子的 eccDNAs，如 microDNAs，因

为其异质性非常高，而且并不像双微体那样呈现高

扩增，所以很难从普通全基因组 DNA 测序中获得

其相关信息。而目前采取的富集和分析方法主要步

骤是 ：(1) 总 DNA 的提取。提取出来的 DNA 中包

括线性 DNA 和环状 DNA。 (2) DNA 的消化。利用

核酸外切酶Ⅶ、plasmid-safe ATP-dependent DNase
等消化去除线性 DNA，利用蛋白酶和 RNA 酶消化

去除蛋白质和 RNA。(3) 经过滚环扩增 (rolling circle 
amplification, RCA) 或者多重置换扩增 (multiple disp- 
lacement amplification, MDA) 将小分子环状 DNA 优

先富集扩增出来。 (4) 通过物理或化学方法将 DNA
制成适合的小片段，进行 DNA 建库和测序 [1, 6, 14]( 图
2)。也有报道不经过扩增，只是进行非常充分的线

性 DNA 的消化，并对获得的 DNA 利用 Tn5 酶等

方法进行微量建库、测序和分析 [13, 26, 29]，这样可能

具有更好的实验重复性 [26]。而 Wang 等 [11] 则对比

了 RCA 扩增和不经过 RCA 扩增直接进行转座酶建

库测序的实验结果，并排除了 RCA 扩增过程产生

的偏差。2020 年，Kumar 等 [30] 依据 ATAC-seq (Assay 

for Transposase-Accessible Chromatin with high throughput 
sequencing) 设计了识别 eccDNA 的新策略 ( 图 3)，他

们不进行消化在裂解细胞后直接进行 ATAC-seq 建

库，利用 eccDNA 特殊的连接位点应用生信手段提

取 eccDNA 信息。

6.2　主要eccDNA生物信息提取工具

随着对 eccDNA 研究的不断深入，科研工作者

开发出了多个用于 eccDNA 信息提取的工具。目前

已发表的用于 eccDNA 分子信息提取的工具有

circle-Map[31]、ECCsplorer[32]、ecc_finder[33] 等。其中

circle-seq、ECCsplorer 是基于 Illumina 短读测序的

工具，CIDER-seq[34] 运用于长读测序的数据，ecc_
finder 则主要对 Illumina 长读以及纳米孔测序数据

进行分析 ( 表 1)。最常用的分析工具是 circle-seq 工

具，其基于 eccDNA 的 map reads 中包含 split reads 和
Discordant reads两个特殊 reads而进行 eccDNA识别，

它能够将包含这两种特殊结构的 reads 进行提取，

并对其进行剪切拼接，从而得到完整的 eccDNA 信

息。不过，实验发现当 split reads 数过低时，假阳

性较高，因此可以选择 split reads 数较高的数据作

为 eccDNA 进行分析 [35]。

6.3　eccDNA甲基化研究策略

随着二代测序衍生技术的飞速发展，为了研究

eccDNA 的甲基化，2021 年 Sin 团队介绍了一种新

的适合研究甲基化的建库方法 [12]。酶切去除线性

DNA 后，利用 Tn5 转座酶打开环状 DNA 的环状结

构并同时在 DNA 片段两端加上接头序列，并用酶

图2  小分子eccDNA的富集和测序研究策略
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转化法将未甲基化的 C 转化为 U，PCR 复制将 U
转化为 T，进行建库及测序。单次建库测序能够同

时检测样品中环状 DNA 及其甲基化位点的信息

( 图 4)。

7　问题和展望

尽管现在 eccDNAs 的分离和提取方法、高通

量测序和分析等都取得了很大的进步，我们对

eccDNA 有了一定了解，但这是远远不够的。在其

结构与功能方面还有许多亟待解决的问题。如在结

构和发生机制上：(1) 驱动 eccDNAs 形成和维持的

潜在机制是哪些？ (2) eccDNA 能否以及在什么位

点重新整合到染色体中？在功能上：(1) eccDNA 的

异质性非常高，如何从中找到疾病特异性相关的分

子，并深入研究其功能？ (2) eccDNA 究竟能否调

控相关基因的表达及其机制是什么？ (3) 外周血中

的 eccDNA、外泌体 eccDNA 是否能进入细胞并发

挥生物学功能？ 
eccDNA 表现出与组织、个体、生理或病理状

态等的相关性，是潜在的临床诊断标志物。eccDNA
的环状结构使其能对抗核酸酶的降解，比线性

DNA 更稳定，并且在外周血循环系统中普遍存在，

可能是液体活检的候选标志物。并且 eccDNA 表现

出起源的非随机，富集活性调控序列可能通过产

生 miRNA 等小分子发挥调控作用，也可以刺激免

疫系统产生特异反应。综上，我们有以下展望：(1)
进一步应用最新的三代测序技术，助力于揭示

eccDNAs 更精确的结构和发生机制；(2) 表观遗传

组学技术在 eccDNA 的表观学研究上进行更多的应

用，揭示 eccDNA 的基因调控功能和生物学功能；(3)
在更多临床样本中检测 eccDNA 与疾病和产前状态

的相关性，开发特异性的 eccDNA 分子或 eccDNA
种类检测方法，应用于疾病的诊断和产前诊断，尤

其是无创性液体活检领域。技术的发展常常是揭开

科学神秘面纱的关键。新一代测序技术为 eccDNA
的结构、功能和应用的研究开启了新篇章，相信不

久将取得更多有价值的研究成果。
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