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摘　要 ：染色体外环状 DNA (extrachromosomal circular DNA, eccDNA) 是一类独立于染色体存在的环状

DNA 分子，广泛分布于真核细胞中，与癌症发生、遗传异质性及治疗耐药性密切相关。当前检测 eccDNA
的主流方法依赖于高通量测序技术，其中长读长测序凭借其超长读长优势，可精准解析复杂结构 eccDNA
的完整序列，克服短读长测序因串联重复序列导致的信息丢失问题。本文系统综述了基于长读长测序的

eccDNA 检测中的实验富集方法 ( 如 Circle-Seq、3SEP 等 ) 和生信分析工具，并重点探讨了相关生物信息学

工具的分析流程和在断点识别、序列组装及突变分析中的应用进展。尽管现有工具在提升检测灵敏度和准

确性方面成效显著，但仍面临假阳性率高、数据利用率低等挑战。未来需进一步优化算法、整合多组学数据，

以推动 eccDNA 在癌症标志物开发和精准医疗中的转化应用。
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Abstract: Extrachromosomal circular DNA (eccDNA) is a class of circular DNA molecules existing independently 
of chromosomes, widely distributed in eukaryotic cells and closely associated with cancer development, genetic 
heterogeneity, and therapeutic resistance. Current mainstream methods for eccDNA detection rely on high-
throughput sequencing, among which long-read sequencing leverages its ultra-long read length advantages to 
accurately resolve the complete sequences of complex-structured eccDNA, thereby overcoming the information loss 
caused by tandem repeats in short-read sequencing. This review systematically summarizes experimental 
enrichment methods (e.g., Circle-Seq and 3SEP) and bioinformatics analysis tools in eccDNA detection utilizing 
long-read sequencing technologies, while highlighting advancements in bioinformatics tools for junction 
identification, sequence assembly, and mutation analysis. Despite progress in improving sensitivity and accuracy, 
challenges such as high false-positive rates and low data utilization persist. Future research should focus on 
algorithm optimization and multi-omics integration to advance the translational application of eccDNA in cancer 
biomarker discovery and precision medicine.
Key words: extrachromosomal circular DNA (eccDNA); long-read sequencing; detection technology; 
bioinformatical analysis tools
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染色体外环状 DNA (extrachromosomal circular 
DNA, eccDNA) 是一类在染色体外独立存在的单链

或双链环状 DNA 分子 [1]，它们广泛分布于人体各

类组织细胞中 [2-5]，在血浆和尿液中也能被检测

到 [6, 7]。其独特的环状结构能够抵御 RNA 酶和外

切酶的消化，使 eccDNA 在染色体结构外相较于

线性 DNA 更稳定 [5]，此外，eccDNA 在细胞分裂

过程中的非均匀分布模式进一步加剧了肿瘤内部的

遗传异质性。根据大小和序列特征，eccDNA 可被

分为几种类型：微小 DNA (microDNA，约 200~400 
bp)、小多分散 DNA (small polydispersed DNA, spcDNA，
100 bp~10 kb)、端粒环 (telomeric circles, t-circles) 以
及环状 DNA (extrachromosomal DNA, ecDNA)。其  
中，microDNA 和 ecDNA 在近几年中最受关注。在

真核细胞中，主要来源于非重复性基因组序列的

microDNA 更为常见 [8]。而在肿瘤细胞中，携带完

整基因和调控区域的大分子 ecDNA更为常见 [9]。

它们能够从多方面影响癌症的发生和发展。例如，

microDNA 能够在无需经典启动子序列的情况下进

行转录，产生的调控 RNA 通过 RNA 干扰途径抑

制基因表达
[10]。ecDNA 上的肿瘤驱动基因更易扩

增 [11]，并且相比于染色体上的癌基因，ecDNA 上

的癌基因展现出更强的转录活性 [12]。临床样本研究

直接表明，ecDNA 在恶性肿瘤中的出现频率高于良

性肿瘤，并且在正常组织中的出现频率较低，显示

出作为肿瘤标志物的潜力
[13, 14]。因此，microDNA 和

ecDNA 作为现阶段最受关注且研究最多的 eccDNA
类型，对于理解癌症的分子机制和开发新的治疗策

略具有重要意义。因为分类与鉴定方法的选择并无

密切联系，在本文中这两类均统称为 eccDNA。

随着高通量测序技术及生物信息学分析方法的

不断进步，eccDNA 的检测手段也逐渐丰富。这些

技术使得我们能够深入解析 eccDNA 所携带的遗传

信息，进而揭示其在遗传变异、肿瘤发生、免疫反

应和耐药性中的关键作用，为研究其生物学功能和

临床应用提供了可能
[15-17]。高通量测序技术，尤其

是二代测序 (next generation sequencing, NGS) 技术，

因其高通量和高准确性，在检测 eccDNA 方面发挥

了重要作用。NGS 技术能够检测出跨越 eccDNA 断

点的读段，从而定位 eccDNA 在基因组上的位置。

然而，NGS 在检测复杂结构 eccDNA 时存在一定的

局限性，尤其当 eccDNA 源自基因组内的重复区域

或生成时发生结构变异。此外，从 NGS 数据中鉴

定 eccDNA 的生信分析工具种类繁多，然而对于复

杂 eccDNA 的结构解析困难，且往往只能提供

eccDNA 对应在基因组上的坐标，无法完整展现

eccDNA 的实际序列内容。三代测序技术，即长读

长测序技术 (long-read sequencing)，以其更长的读

长、直接测序和实时测序等优势，越来越被广泛应

用于 eccDNA 的检测。现有的从长读长测序数据鉴

定 eccDNA 的生信分析工具，包括 ciderseq2[18]、ecc_ 
finder[19]、eccDNA_RCA_nanopore[20, 21]、cyrcular-
calling[22]、CReSIL[23] 和 FLED[24]。它们应用于不同

的数据类型，各有所长，均能输出 eccDNA 对应在

基因组上的坐标和 eccDNA 序列内容。本文归纳了

基于长读长测序技术的 eccDNA 检测方法，并探讨

了相关生信分析工具的发展，为 eccDNA 研究提供

新视角。

1　长读长测序技术原理概述及其在eccDNA检

测中的应用

长读长测序技术分为 Pacific Biosciences (PacBio)
的单分子实时测序和 Oxford Nanopore Technologies 
(ONT) 的纳米孔测序。PacBio 测序技术依托于 SMRT 
( 单分子实时 ) 芯片，在 DNA 聚合酶将新的脱氧核

糖核苷酸整合到复制链的过程中，产生微弱的光信

号，这些信号被精密的探测器捕获
[25]。通过分析这

些光信号，测序系统能够准确识别出合成的 DNA
中的脱氧核糖核苷酸类型。在 HiFi 测序模式下，

DNA 聚合酶围绕样品 DNA 分子的环状结构进行多

次循环工作，通过对比同一分子的不同副本，精确

确定样品 DNA 的正确序列。与 PacBio 测序技术依

赖于捕捉荧光信号不同，Nanopore 测序技术专注于

检测电信号
[26]。该技术的核心在于一个纳米级别的

孔洞，即纳米孔 (nanopore)，孔内共价结合有分子

接头。通过将纳米孔蛋白固定在电阻膜上，并利用

动力蛋白牵引核酸链穿过纳米孔，可以实现对核酸

的直接测序。核酸通过纳米孔时会引起电荷的变化，

进而导致电阻膜上电流的变化。由于纳米孔的直径

非常细小，仅允许单个脱氧核糖核苷酸通过，而 A、

T、C、G 四种碱基的带电性质各异，因此它们通过

纳米孔时对电流的干扰也各不相同。通过实时监测

这些电流信号的变化并对其进行解码，可以准确地

确定碱基类型，实现高效的测序过程。两种测序平

台均具备无须扩增即可快速获得长读长数据的能

力，同时也能够进行直接的甲基化检测。特别是

Nanopore 测序技术，以其超长读长而备受青睐，因

其无须像 PacBio 测序那样在建库过程中对 DNA 进
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行片段化。在 eccDNA 的检测中，长读长测序技术

能够保留完整的 eccDNA 连续序列信息，避免了短

读长测序中通过片段重组所带来的信息丢失，能够

更高效地鉴定嵌合 eccDNA。然而，值得注意的是，

尽管长读长测序技术在某些方面具有优势，其测序

准确度相较于 NGS 技术仍有提升空间。因此，在

利用长读长测序技术进行 eccDNA 检测时，选择合

适的生物信息分析工具至关重要。除此之外，研究

者们通常会随机挑选 eccDNA 样本进行聚合酶链式

反应 (PCR) 和 Sanger 测序验证，以确定检测到的

eccDNA 的真实性
[27, 28]。

2　基于长读长测序的eccDNA检测实验方法

eccDNA在不同组织中的丰度存在显著差异 [16]，

现如今也没有统一的量化其丰度的检测方法 [29]。在

以往的研究中，eccDNA 富集的数量少和质量差一

直是个难题。因此，eccDNA 检测的关键实验步骤

是提取与纯化。目前，eccDNA 的提取纯化方法主

要涉及全基因组测序的 gDNA 提取、eccDNA 富集 
(eccDNA-seq) 及其他实验方法。传统的 eccDNA 提

取方法，如 Hirt 提取、CsCl-EtBr 密度梯度离心和

2D 凝胶电泳
[30, 31]，虽然在早期研究中发挥了重要

作用，但存在局限性。这些方法通常耗时较长，且

可能无法高效地分离 eccDNA，特别是对于低丰度

或小尺寸的 eccDNA[20]。此外，这些方法在处理复

杂样本时，检测的灵敏度和特异性较差。不同标本

可能涉及不同的前期处理及保存期限，如血液样

本需要考虑其保存液及冷藏期限，有研究表明，

DNA 提取率与储存时间和条件有显著相关性，相

较于不同温度的长期储存样本，反复冻融更加影

响样本提取率
[32]。

为了提高 eccDNA 检测的灵敏度和特异性，研

究者们开发了多种 eccDNA 的提取与纯化方法，并

不断进行改良。现如今，主要方法包括 Circle-Seq[33]、

3SEP[21] 及 CIDER-Seq[34] 技术。Circle-Seq 利用碱性

溶液裂解细胞和离子交换柱的温和重力流从样本

中粗提取环状 DNA，结合质粒安全的 ATP 依赖性

DNA 内切酶 (plasmid-safe ™ ATP-dependent DNase)
除去线性 DNA 和 phi29 DNA 聚合酶进行滚环扩增

eccDNA，使用磁珠能够有效富集细胞中的 eccDNA，

并通过高通量测序进行验证。这种方法的创新之处

在于其无需尺寸排除步骤，适用于各种真核生物，

且能够以核苷酸分辨率检测大量独特的 eccDNA 类

型
[33, 35]。3SEP 技术则是在 Circle-Seq 基础上进一

步优化，不仅将无缓冲氢氧化钠溶液改为 pH 值为

11.8 的改性碱性缓冲液裂解细胞，除去线性 DNA
之前用 PacⅠ 限制性核酸内切酶切割线粒体 DNA，

最关键的在于利用 solution A 溶液选择性地回收

DNA，以此提高 eccDNA 的富集效率。该方案中

改良的碱性裂解和 PS DNase 消化方法，结合选择

性回收，显著提高了纯化效率和可重复性，且能够

在一天内完成纯化
[20]。CIDER-Seq 被开发用于环状

病毒 DNA 和植物中 eccDNA 的提取，基于随机引

物的环状 DNA 扩增和酶促 DNA 修复步骤，然后

进行建库测序。大致方法与上述两种差别不大，不

同之处详见表 1。
在比较这些方法时，我们可以看到它们在实验

设计上的共同点 ( 图 1，用 BioGDP.com 绘制 ) ：通

过物理或化学手段减少线性 DNA 的污染，并利用

特定的纯化步骤来富集 eccDNA。

已有实验用 qPCR 分析发现，solution A 溶液

纯化和滚环扩增步骤都大大增加了环状 DNA 与线

图1  eccDNA富集实验 



生命科学 第37卷1186

实
验
名
称

适
用
样

本
初
步
提
取

去
除
线
性

D
N

A
纯
化

ec
cD

N
A

滚
环
扩
增

纯
化

ec
cD

N
A

进
一
步

延
伸

纯
化

ec
cD

N
A

脱
支
处
理

纯
化

ec
cD

N
A

修
复

ec
cD

N
A

纯
化

ec
cD

N
A

C
irc

le
-s

eq
所

有
类

型
的

真
核

生
物

、

原
核

生
物

或

离
体

D
N

A
样
本

柱
膜

富
集

(P
la

sm
id

 
M

in
i 

A
X

, 
A

&
A

 B
io

-
te

ch
no

lo
gy

)

外
切

酶
：

质
粒

安
全

D
N

A
酶

。

外
切

酶
Ⅴ

 (
已

测

试
)及

外
切

酶

Ⅷ
。

(可
选

)内
切

酶
：

M
ss

Ⅰ 、
N

ot
Ⅰ 及

Sw
al

磁
珠
富
集

(A
ge

nc
ou

rt 
A

M
Pu

re
 X

P 
be

ad
s )

ph
i2

9 
D

N
A

聚
合

酶
和

随
机

引
物

滚
环

扩
增

ec
cD

N
A

磁
珠
富
集

-
-

-
-

-
-

C
ID

ER
-s

eq
所

有
已

知
和

未
知

病
毒

感

染
的

样
本

及

真
核
植
物

总
D

N
A
提

取

(可
根

据
需

求
进

行
片

段

分
选

)

-
-

ph
i2

9 
D

N
A

聚
合

酶
和

随
机

引
物

滚
环

扩
增

ec
cD

N
A

3 
m

ol
/L
醋
酸

钠
和

10
0%

冷
冻

乙
醇

纯

化
D

N
A

p
h

i2
9 

D
N

A
 

聚
合
酶

3 
m

ol
/L

醋
酸

钠
和

1
0

0
%

冷

冻
乙

醇
纯

化
D

N
A

S1
核
酸
酶

3
 m

o
l/

L
醋

酸
钠

和

1
0

0
%

冷

冻
乙

醇
纯

化
D

N
A

D
N

A
聚

合
酶

Ⅰ 及
T

4 
D

N
A

聚
合
酶

磁
珠
富
集

(K
A

PA
 

Pu
re
或

A
M

Pu
re

)

3-
Se

p
细

胞
样

本
、

组
织

样
本

或

其
他

类
型

样

品
中

纯
化

的

ec
cD

N
A

柱
膜

富
集

(Q
IA

N
G

E
N

 
Pl

as
m

id
 P

lu
s 

M
id

i K
it )

A
T

P
依

赖
的

P
S 

D
N

A
 酶

- 消
化

线

性
D

N
A
、

Pa
cⅠ

-
线
性
化

m
tD

N
A

酚
- 氯

仿
- 异

戊
醇

萃

取
，

糖
原

沉
淀

，
用

so
lu

tio
n 

A
溶

液
结

合
 

D
yn

ab
ea

ds
链

霉
亲

和

素
磁
珠
选
择
性
富
集

ph
i2

9 
D

N
A

聚
合

酶
和

随
机

引
物

滚
环

扩
增

ec
cD

N
A

SP
R

I 
se

le
ct

磁
珠

-
-

T7
内
切
酶

Ⅰ
糖
原
沉
淀

-
SP

R
I 

se
le

ct
磁
珠

表
1  

 三
种

ec
cD

N
A
富
集
实
验



张堂轩，等：基于长读长测序的eccDNA检测方法与生信分析第9期 1187

性 DNA 的 log2 比率 [36]。eccDNA 富集方法检测到

的 eccDNA 比例均明显高于 WGS 和 ATAC-seq，除

此之外，包含滚环扩增步骤的方法比没有滚环扩增

的方法实现了更高的 eccDNA 检测效率。目前，推

测滚环扩增可能偏好于优先扩增 10 kb 以下的

eccDNA，鉴于 eccDNA 分子主要在 10 kb 以下，或

许进行 3SEP 和滚环扩增步骤能够更大程度地富集

eccDNA。这些方法的改进不仅提高了 eccDNA 研

究的效率，还为研究者保留了更准确的序列信息来

探索 eccDNA 在生物学过程中的作用。然而，这些

方法也有其局限性。例如，操作步骤较复杂，实验

时长长，在大规模实验时，需要降低实验操作的复

杂性，提高实验的可重复性。此外，这些方法可能

需要特定的试剂和设备，这可能限制了它们在资源

有限的实验室中的应用。综上所述，尽管传统的

eccDNA 提取方法在某些情况下仍然有其价值，但

改良方法如 Circle-Seq 和 3SEP 提供了更高的灵敏

度、特异性和效率。现如今，各研究组在这些方法

的基础上，根据自身实验需求进行不同程度的调整

优化以达到对应的实验目的，例如调整酶切时间以

期减少线粒体 DNA 和线性 DNA 的干扰
[27]，或者

基于 Circle-seq 进一步开发出人工 eccDNA 合成方

法 CAES[37]。未来的研究可能会继续优化这些方法，

以进一步提高它们的适用性和成本效益。

3　基于长读长测序的eccDNA生信分析工具

基于 eccDNA 富集方法进行长读长测序，现有

六种成熟的 eccDNA 长读长测序数据的生信分析工

具，分别是：cirderseq2[18]、ecc_finder[19]、eccDNA_
RCA_nanopore[21]、cyrcular-calling[22]、CReSIL[23] 和

FLED[24]。以下按照其开发时间进行逐一介绍 (图 2)。
3.1　ciderseq2

ciderseqs2 分析工具从结合 CIDER-seq 实验方

法 [34] 的 PacBio 测序数据中挖掘出 eccDNA 的基因

组位点和序列信息，主要应用于检测病毒环状基因

组，后续也被应用于检测植物中的 eccDNA[38]。在

使用 ciderseq2 时需要对测序数据进行预处理：使

用 MUSCLE 将分箱的 ROI 与两个修饰的 EACMV 
DNA 序列 (DNA A 和 DNA B，对于各自分箱中的

序列 ) 进行比对。从路线的两端运行一个 10 nt 的
滑动窗口。在比对读段和参考序列时，滑动窗口第

一次检测到同一性达 90% ( 即滑动窗口中 10 个核

苷酸有 9 个相同 ) 的序列片段 ( 位于序列两端 ) 分
别指定为序列的起点和终点。随后用 DeConcat 进
一步分析这两个点之间的序列 ( 称为修剪的 ROI)，
最后得到每个 sub-read 中推定的病毒环状 DNA 序

列的起始和终止位置。大多数 reads 只需要循环

1~3 轮拼接即可解析其序列。其分析原理较为独特，

图2  六种分析方法原理流程比较图 
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能够在无参考基因组的情况下获取 eccDNA 的基因

组位置和一致性序列。ciderseq2 目前应用范围较

局限，只用于分析环状病毒和植物中的 eccDNA 序

列
[39]，尚未用其进行动物的 eccDNA 检测。

3.2　ecc_finder
ecc_finder 既可以分析 Illumina 短读长测序数

据，又能够分析 ONT 长读长测序数据，并且提出

了两种分析模式：由参考基因组引导的比对模式

(mapping mode) 或无参考的从头组装模式 (assembly 
mode)[19]。在比对模式中，ecc_finder 使用来自比对

reads 的串联重复序列识别候选基因座。首先，ecc_
finder 使用 minimap2 进行序列比对，排除源自线

性基因组的重复序列 ( 例如卫星序列 )。然后，利

用 TideHunter 识别具有串联重复模式的候选 reads，
并将这些 reads 划分为重复单元。再次使用 minimap2
将这些重复单元与参考基因组进行比对，筛选出两

个以上 reads 覆盖的基因座。利用 Genrich 给出的

具有对数正态分布的空模型计算基因组每个脱氧核

糖核苷酸的 p 值，得到 eccDNA 的准确末端位置并

过滤掉假阳性。最后生成每个产生 eccDNA 的基因

座的坐标和相应的 eccDNA 序列的 bed 文件，随后

被进一步归一化。在组装模块中，ecc_finder 使用

Tidehunter 组装 reads。通过对组装的重叠群进行聚

类来构建一个代表集，使用 CD-hit 将重叠群与重叠

群自动对齐，并过滤掉具有 80% 相似度的冗余重

叠群，输出按支持 reads 数排序的所有重叠群的

FASTA 序列文件。最终输出 eccDNA 的基因组位置

( 不包括正负链情况 ) 和一致性序列。相较于组装

模式，开发者更倾向于用参考基因组的定位模块从

ONT 数据中鉴定 eccDNA。在实际应用中，已利用

ecc_finder 在长读长测序数据中发现 eccDNA 存在

嵌合或截断插入转座子的现象
[40]，但更多的是用

ecc_finder 对二代测序数据进行分析 [41]，结合

Circle-Map 的分析结果进行两两交集，得到可信度

更高的 eccDNA 再进行下一步分析 [42-44]。

3.3　eccDNA_RCA_nanopore (Flec)
eccDNA_RCA_nanopore 是一种单一用于分析

经过滚环扩增的 eccDNA 的 ONT 数据的工具，通

过在每个 read 中对齐且连续的 sub-read 来检测全长

eccDNA，也需要用 minimap2 进行比对预处理，得

到 PAF 文件，然后运行 Flec 工具。

该工具使用 PAF 文件输入 eccDNA 片段组成

( 每个片段的染色体和基因组起始和终止位置 )、连

续片段覆盖率 (pass 数 ) 和来自每个 read 的一致性

序列。由于Nanopore测序的不准确性和易出现间隙，

允许两个 sub-read 的映射基因组位置 ( 起始和终止

位置 ) 的偏移最大 20 bp，被视为映射到同一位置。

sub-reads 顺序、位置或链不一致的被丢弃。eccDNA
片段的确切末端是利用 sub-read 的起始和终止位置

进行投票来确定。

该分析工具运行简单快速，其核心优势在于能

够直接从测序 read 中获得 eccDNA 的完整序列，无

须进行序列组装或剪接步骤。借助该工具，在胆道

狭窄患者的胆汁中发现携带特殊增强子的 eccDNA
可能导致对应癌基因显著过表达，有作为预后不良

生物标志物的潜能
[45]。除此之外，还发现癌组织和

配对的癌血浆样本之间存在一些个体特异性的共享

小 eccDNA[46]。由于该分析工具要求至少两次跨越

原始 eccDNA 连接位点的支持 reads，以确保 reads
中的重复模式得以准确识别。然而，由于 eccDNA
的大小和扩增酶活性的限制，这种严格的要求往往

导致测序数据的利用率差。此外，在多次数据分析

结果中，均发现 eccDNA_RCA_nanopore 的鉴定结

果中存在 eccDNA 冗杂现象
[23, 36]，这表明该方法尚

需进一步的优化。

3.4　cyrcular-calling
cyrcular-calling 基于构建有向图进行组装从而

从长读长测序数据中鉴定 eccDNA 环 [22]。长读长测

序数据用 minimap2 进行参考基因组比对预处理后，

基于 reads深度信息和 split reads构建了一个有向图，

将片段连接位置的情况分为三种：覆盖 (coverage)、
缺失 (deletion) 和断裂 (split)。随后筛选出合理路

径 ：如果路径属于 coverage 和 deletion 或 coverage
和 split 连接，则认为该路径是合理的。对于每个合

理的循环路径，通过将 deletion 和 split 转换为 VCF
格式中的断端链来生成一个候选事件。然后，用

varlociraptor 计算每个合理的循环路径的后验概率

来筛选出 eccDNA。该工具要求用户具备一定的生

物信息学背景，能够熟练使用 Snakemake 工具。

3.5　CReSIL
CReSIL (Construction-based Rolling-circle-

amplification for eccDNA Sequence Identification and 
Location) 是基于 NanoCircle 和 CReSIL 两种分析工

具的优化升级版本
[23]。NanoCircle 利用 split reads

来确定 eccDNA 片段形成过程中基因组区域的连接

断点坐标，但在处理复杂环状结构时存在组装错误

的问题 ；CReSIL 利用与基因组区域对齐的序列

reads 直接进行从头组装
[3]。改良后的 CReSIL 能够
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同时适用于分析 eccDNA 富集测序数据和全基因组

测序 (WGS) 数据，核心原理是利用比对片段构建

有向图。具体步骤如下：第一步是用 minimap2 进

行比对，对原始 reads 进行预处理修剪，除去 ghost
序列。第二步聚合修剪 reads 的染色体对齐位置，

以识别代表 eccDNA 染色体起源的合并区域。此时，

获得三种类型的对齐 reads ：(1) 仅对齐到一个区域

的 reads (normal reads)，(2) 在没有 CTC 的多个区域

上对齐的 reads (breakpoint reads without CTC)，以及

(3) 在有 CTC 的多个区域上对齐的 reads (CTC reads)。
第三步将记录区域、末端位置和链方向的信息构建

有向图。第四步构建有向图，利用区域和有向片段

组装成环状结构。最后生成 eccDNA 文件。可选择

性输出可视化 eccDNA 结果。该工具不仅能够定位

eccDNA 在基因组上的位置，并获取相应的 eccDNA
序列，而且还能够识别 eccDNA 上的突变。在使用

高深度模拟数据进行评估时，CReSIL 相较于 ecc_
finder、NanoCircle 和 eccDNA_RCA_nanopore， 获

得了更高的 F1 值
[36]。F1 值是机器学习中用于评估

分类模型性能的一个重要指标，适用于不平衡数据

集的分类任务，其值较容易受到真值定义的影响。

它是精确率 (Precision) 和召回率 (Recall) 的调和平

均值，通过一个单一的数字综合考虑这两个方面，

从而提供更全面的性能评价。通常情况下，F1 值越

大，说明该鉴定工具的综合可信度越高。然而，

CReSIL 目前仍存在一些不足之处。例如，其运行

时间较长，且鉴定得到的 eccDNA 数量相对较少。

该工具目前常与 Circle-Seq 实验方法相结合，被整

合进成套 eccDNA 分析流程中，用于 eccDNA 长读

长测序数据的上游鉴定
[47]。

3.6　FLED
FLED 是一种结合滚环扩增和纳米孔长读长测

序技术的生信工具，专门用于鉴定经过滚环扩增的

eccDNA 长读长测序数据，即能够分析经过 Circle-
Seq 和 3SEP 富集的 eccDNA 长读长数据。首先，

利用 minimap2 进行序列比对，然后基于 sub-reads
构建加权有向图，并设置硬过滤器，要求连续比对

sub-reads 的总长度超过 reads 的 70%。通过深度优

先搜索 (DFS) 算法，识别出总权重最大的封闭环状

路径，作为eccDNA的组成。在全长序列校正步骤中，

FLED 整合了映射到同一基因组区域的高质量非全

长读长，并使用 SPOA 算法为每个组生成共有序列，

作为每个完整 eccDNA的准确全长序列。候选 eccDNA
的支持 reads 编号包括至少具有 2 个断点的全长

reads、具有 1 个断点的全长 reads 和具有断点的部

分 reads。第三步，FLED 对检测到的 eccDNA 应用

三个过滤器，计算 eccDNA 连接位点周围 50 bp 的

测序深度，并根据 Wilcoxon 检验和测序深度比率

输出候选 eccDNA。最终，FLED 输出 eccDNA 在

基因组中的准确位置、一致性序列和突变情况。该

工具也利用模拟数据进行了准确性评估，遗憾的是，

目前尚未有文献将其与 CReSIL 的 F1 值进行比较。

4　问题与展望

现如今已有多种成熟的分析方法用于检测

eccDNA，但仍存在许多挑战亟待克服。短读长测

序技术在解析基因组中的重复区域和结构变异时存

在固有的局限性。现如今主要利用二代测序结合数

据分析对 eccDNA 进行检测，单独使用 Circle-Map
或 AmpliconArchitect (AA)[48-50]，或者将 Circle-Map
和 ecc_finder 联合使用，最后进行 eccDNA 筛选较

为常见。这些早期开发的工具主要依赖有限的判定

标准来识别潜在的 eccDNA，这可能导致不同程度

的假阳性结果或者遗漏，并且这些工具通常只提供

候选 eccDNA 的基因组位置信息。相比之下，为长

读长测序数据设计的分析工具能够基于测序读段直

接输出 eccDNA 对应在基因组上的位置和完整的

eccDNA 序列。除此之外，eccDNA_RCA_nanopore、
cyrcular-calling、CReSIL 和 FLED 等工具不仅能够

识别 eccDNA，还能报告其突变信息，这为深入理

解 eccDNA 的功能和机制提供了更为丰富的数据。

由于处理 WGS 数据需要大量的计算资源，当

专注于研究 eccDNA 特征时，研究者更倾向于进行

eccDNA富集。除了 ciderseq2和 ecc_finder (assembly 
mode)，其他工具分析的 eccDNA 测序数据均经过

滚环扩增。这种扩增导致长读长测序的原始数据中，

单条 read 均包含原始 eccDNA 序列的串联重复。因

此，源自 eccDNA 的 reads 将在同一方向上显示两

个或多个用于鉴定序列的sub-read。ecc_finder (mapping 
mode)、eccDNA_RCA_nanopore、cyrcular-calling、
CReSIL 和 FLED 工具均遵守这一原则，它们基于

读段中包含的完整 eccDNA 序列及其两端的连接位

点序列来构建 DNA 的环状结构。在所有长读长测

序数据分析工具中，ecc_finder 和 CReSIL 的组装模

块尝试利用这些 sub-read 片段进行组装，但其效果

仍需进一步验证。其他分析工具均利用了 minimap2
将测序数据与参考基因组进行序列比对。eccDNA_
RCA_nanopore能够从单个读段中提取完整的 eccDNA
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序列，无须进行序列组装，但由于滚环扩增引入的

错误序列和测序过程中的随机误差，这种方法保留

了 read 中偶然出现的随机错误情况，最终导致鉴定

结果的假阳性率较高。cyrcular-calling、CReSIL 和

FLED 则基于比对 reads 构建有向图来重建 eccDNA
的内部结构，它们在确定 eccDNA 连接位点和过滤

假阳性方面各有千秋，所有用于减少误报的参数都

是可调整的，以适应不同的数据集和研究需求。值

得一提的是，CReSIL 和 FLED 特别保留了从跨越

连接断点的非全长读段中识别出的 eccDNA 断点，

这提高了数据利用率，但同时也增加了候选 eccDNA
位置不精确的风险，因为两者纳入的片段质量要求

不高，存在引入错误的可能，尤其是当测序深度增

加时，eccDNA 的末端位置可能更不准确
[36]。

综上所述，随着技术的不断发展，我们对

eccDNA 的检测和解析能力得到了显著提升，但仍

旧存在着各种亟待解决的问题。倘若能够得到进一

步的优化，eccDNA 的研究将会更进一步。这不仅

加深了我们对 eccDNA在多种生物学过程中的作用，

以及与癌症等疾病的关系的理解，也为未来的临床

应用奠定了基础，推动 eccDNA 作为生物标志物的

应用。未来的研究需要进一步整合和优化这些技术，

以实现对 eccDNA 更全面、更精确的分析。
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