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染色体外环状DNA调控肿瘤耐药机制研究进展★
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摘要：真核生物细胞DNA绝大部分都包含在长链线性染色体中，此外，环状DNA分子同样广泛存在，例如线

粒体 DNA 和染色体外环状 DNA（eccDNA）。近年来，越来越多的功能实验和临床研究表明 eccDNA 与肿瘤的发

生、发展及耐药性有关。本文综述了 eccDNA 的生物学特性及其在肿瘤耐药中作用机制的最新进展和未来研究

方向。
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Progress on the role of extrachromosomal circular DNA in cancer drug
resistance★

LONG Ying1, REN Huayi2, ZHOU Xiao1

(1 Translational Medicine Center, 2 Department of Pharmacy, Hunan Cancer Hospital, Changsha, Hunan, 410013, China)

Abstract: The majority of the DNAs are contained in long linear chromosomes of eukaryotic cells, and circular DNA
molecules such as mitochondrial DNA and extrachromosomal circular DNA (eccDNA), also exist widely. Recently, an in⁃
creasing number of functional and clinical studies have shown that eccDNA is related to the tumorigenesis and progression
of tumors, and the development of drug resistance. Therefore, this article mainly reviewed the biological characteristics of
eccDNA and its mechanism in tumor drug resistance, as well as its future research prospect.
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前言

恶性肿瘤已经成为全世界第二大致死病因，在

美国等发达地区更是高居首位［1］。恶性肿瘤目前的

治疗方式主要是以外科治疗、放射治疗及全身治疗

为主的综合治疗模式。对中晚期患者来说，全身治

疗是不可或缺的，主要包括基于药物的化学治疗、

靶向治疗、激素治疗、免疫治疗等。尽管很多患者

从药物治疗中获益，但绝大部分患者最终仍面临着

耐药和疾病进展等问题。已知的肿瘤耐药机制主

要包括降低细胞内药物浓度、加快药物代谢、增强

DNA损伤修复能力、调控细胞增殖和凋亡以及肿瘤

微环境等，但仍不足以阐明所有的耐药相关问题。

DNA是绝大部分生物体储存遗传信息的基本单位，

驱动基因在DNA层面的点突变、拷贝数变异、基因

融合等与肿瘤的发生发展及耐药密切相关。近年

来，研究者发现，在多种真核生物细胞染色体以外，

除了线粒体DNA，还普遍存在一些环状DNA分子，

并将其命名为染色体外环状DNA（extrachromosomal
circular DNA，eccDNA）。笔者就 eccDNA的生物学

特性及其在肿瘤耐药中的作用进行综述。

1 eccDNA的主要特征

环状DNA在自然界普遍存在，如细菌的基因组

综 述
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DNA、质粒、线粒体DNA、叶绿体DNA等。区别于上

述分子，eccDNA是真核生物中的一类特殊环状

DNA，最早的报道见于 1965年［2］。部分基因组DNA
在一定条件下从染色体上脱落并且成环，形成

eccDNA。此后，研究者在酵母、线虫、果蝇、小鼠、人

类等许多物种中均发现了 eccDNA的存在［3］。近年

来，研究者就健康男性的肌肉和血液白细胞样本进

行了 eccDNA分析，这些 eccDNA大小相差数万倍，

且在不同组织中频率不尽相同［4］，进一步证明

eccDNA也广泛分布于人体正常组织中，而非肿瘤

细胞独有。值得注意的是，健康细胞中 eccDNA的

平均大小相较于肿瘤细胞中的双微体（double min⁃
utes，DMs）要小得多。

eccDNA的大小从 100 bp到数百万 bp不等，主

要包括小多分散环状 DNA（small polydispersed cir⁃
cular DNA，spcDNA）、微小 DNA（microDNA）、端粒

环（telomeric circles，t-circles）、染色体外 DNA（ex⁃
trachromosomal DNA，ecDNA）等。最先被鉴定的

eccDNA被命名为 spcDNA，其大小在几百到几千 bp
之间，主要来源于基因组中的重复序列。在早期胚

胎中，染色体上的直接串联重复序列促进了 spcD⁃
NA的形成［5］。尽管 spcDNA在真核细胞中广泛存

在，但其总含量是有限的，仅在肿瘤细胞等基因组

不稳定的细胞中丰度较高［6］。端粒环是一类长度为

738碱基倍数的环状分子，可为单链或双链，由端粒

单链末端侵入端粒重复序列双链区域后，通过同源

重组而形成［7］。端粒环可通过滚环扩增的方式进行

复制，并重新整合到染色体末端，补偿DNA复制引

起的端粒缩短［8］。2012年，Shibata等［9］发现了一类

长度范围在 100~400 bp的包含非重复性基因组序

列的环状 DNA分子，并将其命名为microDNA。进

一步研究发现，microDNA来源于高GC含量和高密

度的基因组区域，它的形成与错配修复通路密切相

关［10］。目前，microDNA的实际功能尚未完全明确，

最新研究表明，它可以产生miRNA等调控分子抑制

基因的表达［11］。近年来，狭义的 ecDNA被定义为长

度为几百 kb到数Mb、不具有着丝粒和端粒的环状

DNA，常见于肿瘤细胞中，其中最具代表性的就是

DMs［12］。DMs于 1965年就已在神经母细胞瘤细胞

中被观察到，由染色体上脱离的片段经过重组和首

尾相连环化而成［13］。DMs的形成机制尚无定论，目

前提出的理论有断裂-融合-桥循环（breakage-fu⁃
sion-bridge cycle，BFB cycle）模型、易位-缺失-扩增

（translocation-deletion-amplification）模型、附加体

（episome）模型和染色体灾变（chromothripsis）模

型等［14］。

2 eccDNA与肿瘤

1965年，Cox等［13］在神经母细胞瘤和小儿脑肿

瘤细胞中通过核型分析发现了“微小染色体外DNA
片段”，即DMs。此后的研究表明，DMs可以携带癌

基因，如 EGFR、MYC、MYCN、ATM、CyclinD2等，从

而影响肿瘤的发生发展［15］。Wahl等［16］发现，因DMs
不含端粒和着丝粒，其在复制后不对称分配子代细

胞，这可能是导致肿瘤异质性产生的重要原因之

一。这些大型 eccDNA主要存在于肿瘤细胞中，因

此成为肿瘤研究关注的重点。尽管 eccDNA很早就

被观察到，但近年来高分辨率成像技术、高通量测

序技术及生物信息学的发展才使得它能够更好地

被分析和观察。2017年，Turner等［17］通过对测序数

据的分析发现，在 17种肿瘤中，超过一半的肿瘤组

织存在 eccDNA，且其中一部分携带致癌基因。Wu
等［18］进一步研究证实，eccDNA可能是肿瘤中极端

基因扩增的主要来源，从而使单个细胞可以容纳多

达数百个拷贝的癌基因，成为整个肿瘤基因转录组

中表达水平最高的基因之一。研究者使用亚显微

结构成像、光学图谱、全基因组测序等多种手段，清

晰地展示出 eccDNA的结构，并且通过染色质可及

性分析证实这些癌基因的高转录活性源自于 eccD⁃
NA所致基因扩增及染色质开放性增加。该团队通

过对 TCGA数据库数千例肿瘤临床样本进行研究，

进一步在临床样本层面证明 eccDNA是癌基因的载

体，且携带 eccDNA的肿瘤患者预后更差［19］。Morton
等［20］研究发现，肿瘤 eccDNA结构中几乎总是包含

增强子元件，表明在肿瘤进展过程中，癌基因“劫

持”增强子形成 eccDNA。除了在拷贝数变异和转

录调控水平的作用外，eccDNA与染色体DNA之间

的动态相互作用也可能使肿瘤细胞获益。最新研

究表明，神经母细胞瘤中的 eccDNA参与了肿瘤细

胞染色体基因组重塑，包括破坏肿瘤抑制因子表达

和增加癌基因的表达，这将对肿瘤染色体基因表达

产生深远影响［21］。
尽管有关 eccDNA的作用机制已经取得了许多

突破性进展，但其相关临床应用仍处于起步阶段。

c-circles是一种特殊的单链端粒环，Henson等［22］发
现，其可用于检测端粒延长替代（alternative length⁃
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ening of telomeres，ALT），有望用于ALT阳性肿瘤的

诊断。有研究表明，肿瘤组织和正常组织均会释放

eccDNA，使其进入循环系统［23］。eccDNA在循环系

统中的生物稳定性优于线性DNA，且具有独特的分

子结构，这让研究者们看到了其作为液态活检检测

靶标的光明前景［24］。此外，研究团队发现，孕期女

性血浆样品中母系来源的 eccDNA比胚胎来源的

eccDNA分子长度更长，这也为其在无创产前检测

中的应用奠定了基础［25］。

3 eccDNA与肿瘤耐药

对肿瘤患者来说，药物治疗失败往往意味着疾

病进展及死亡。基因扩增通过介导癌基因的激活，

在人类肿瘤细胞的恶性转化和进展中发挥关键作

用，是肿瘤耐药性产生的重要驱动力。甲氨蝶呤

（methotrexate，MTX）抗性基因——二氢叶酸还原酶

（dihydrofolate reductase，DHFR）基因主要以DMs的
形式扩增，其扩增与结肠癌的进展和MTX耐药性的

产生密切相关［26］。降低同源重组和非同源末端连

接修复活性可抑制HT-29细胞内 eccDNA水平，从

而降低 DHFR的拷贝数，恢复细胞对MTX的敏感

性［27-28］。同时，这一活性变化对染色体上DHFR的

扩增几乎没有影响。另一研究发现，停用MTX后，

HT29细胞中DHFR基因扩增逐渐减少，提示停药足

够长的时间后，耐药性细胞可能重新对 MTX敏

感［26］。早期研究在MTX耐药的HeLa细胞中发现，

DHFR扩增于 DMs上的证据，但 DMs含量与 DHFR
活性水平或MTX耐药程度不具有明显相关性［29］。
阿霉素（doxorubicin，DOX）和MTX常用于治疗高级

别骨肉瘤。Hattinger等［30］发现，相较于亲代细胞，

DOX和MTX耐药的骨肉瘤细胞中，DHFR基因可在

染色体和 DMs上扩增，提示含 DHFR基因的环状

DNA可作为抗肿瘤药物的治疗靶点。肿瘤内科治

疗方案中往往包含多个药物。Tominaga等［31］研究

发现，小细胞肺癌患者接受顺铂和依托泊苷联合治

疗后，肿瘤细胞中均出现DMs等染色体畸变，故推

测这些 DMs可能参与诱导继发性肿瘤的发生。

Christen等［32］通过羟基脲消除 DMs，解除 KB-VI细
胞中MDR1基因的扩增，增加化疗药物在细胞内的

积累，从而恢复了肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。

Prochazka等［33］研究显示，羟基脲可降低神经母细胞

瘤细胞中 eccDNA上的MYCN扩增水平。

尽管靶向治疗能使具有相应适应症的患者获

益，但易产生耐药性，从而无法维持长期治疗效果。

EGFR基因扩增常见于多种肿瘤细胞的染色体及

DMs中，包括非小细胞肺癌、神经胶质瘤、胶质母细

胞瘤、胃腺癌、乳腺癌等［34-39］。Nathanson等［40］证实，

胶质母细胞瘤可通过消除 eccDNA上的活性突变体

EGFRvIII，对厄洛替尼产生耐药性，而停药一段时间

后，又可以重新在 eccDNA上检测到EGFRvIII，从而

使肿瘤细胞恢复药物敏感性。这一机制的发现可

能有助于优化靶向治疗的给药方案。

耐药性克隆的发展是肿瘤耐药发生的重要机

制。Turner等［17］对 17种不同类型的肿瘤进行了全

基因组测序和遗传学分析，尽管在 17种肿瘤中均检

测到了 eccDNA，但其在不同肿瘤中的丰度有较大

差异；进一步研究结果显示，癌基因和耐药基因扩

增在 eccDNA中较常见，eccDNA扩增较染色体扩增

可更有效地增加癌基因拷贝数和肿瘤异质性，进而

诱导肿瘤耐药的发生。

4 总结与展望

随着高通量测序及超分辨率显微成像新技术

的发展，研究者能够更好地观察和研究 eccDNA。
过去数十年中，我们已经基本明确了 eccDNA与肿

瘤发生发展之间的关联，证明了 eccDNA是肿瘤细

胞获得生长优势和药物抵抗能力的重要因素。然

而，eccDNA的形成、消除和复制机制尚未完全阐

明，目前也缺乏有效的功能获得性研究手段（如过

表达）以更好地在模型中验证其功能。尽管如此，

这些基础和临床上的新发现还是为我们打开了肿

瘤生物学的新视野，并为肿瘤诊断和治疗的进一步

发展指出了新的方向。
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