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染色体外DNA促进癌基因高表达和肿瘤异质性的研究进展

New discoveries of extrachromosomal DNA's effects in hyperexpression of oncogenes
and tumor heterogeneity

徐博文，李楠（海军军医大学 免疫学研究所暨医学免疫学国家重点实验室，上海 200433）

[摘 要] 染色体外DNA（extrachromosomal DNA，ecDNA）是存在于肿瘤细胞中、可在有丝分裂中期被光镜观察到的游离于染色

体外的环形DNA。ecDNA不仅携带高拷贝的癌基因，而且转录活跃，是癌基因表达的主要来源；另外其还是形成肿瘤异质性的

关键。本文将就上述ecDNA对肿瘤的作用机制进行概述，并提出关于该领域的研究展望。
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染色体外DNA（extrachromosomal DNA，ecDNA）

是近年来肿瘤学研究领域提出的新概念，它是一种

存在于在染色体外，高度开放、高表达癌基因的环

状 DNA 颗粒 [1]。目前的研究认为，ecDNA 能够在

有丝分裂中随机分配到子细胞，而其高表达的癌基

因将赋予分配到更多 ecDNA的子细胞选择优势，因

此促进了肿瘤的异质性，进而使肿瘤在选择压力下

逐渐产生耐药性[2]。这些新观点对于一般认为癌基

因主要表达于细胞染色体的传统观念产生了强大的

冲击，揭示了癌基因在肿瘤细胞间具有极强的流动

性，阐明了某些恶性肿瘤能够迅速产生耐药性的原

理[2]。相信这一概念的提出，会对未来研究肿瘤的生

物学行为、治疗靶点及治疗策略等产生深远影响。

1 ecDNA的定义

按照目前肿瘤学研究领域的主流观点，ecDNA

的定义为：（1）是一种存在于多种肿瘤细胞的染色体

外的DNA，正常细胞中不存在；（2）在细胞有丝分

裂中期可被光镜观察到，大小从数百 kb 到数 mb

不等，成环形；（3）含一个或者多个含有功能基

因的扩增子（amplicon），并且还有控制转录的调

节区域，具有组蛋白，在高级结构上和染色体接

近；（4）可自我复制，缺乏着丝粒，在有丝分裂中随机

分配给子细胞。

尽管目前对肿瘤细胞“染色体外DNA颗粒”的研

究是肿瘤学研究领域的新兴热点，但是由于历史原

因，不同的研究团队之间对于“染色体外的DNA颗

粒”还未形成统一的命名和名称使用规则，在不同论

文中可能存在名称或概念接近的其他提法，容易混

淆或疏漏。比如以下两个概念比较接近 ecDNA的定

义：（1）双微染色体（double minute chromatin bodies，

DM），指肿瘤细胞中在分裂中期可用光镜直接观察

到的环状染色体颗粒，一般成对出现，故得名，大小

在 100 kb到数mb不等。事实上 ecDNA的概念脱胎

于对DM的研究，MISCHEL团队[2-3]在观察了 17种不

同肿瘤的细胞分裂中期后，发现只有大约30%的“染

色体外 DNA 颗粒”成对出现（即符合 DM 的形态描

述），而更多的是以单体形式存在，因此指出DM的称呼

并不恰当，提出了更广义的ecDNA概念；（2）染色体外环

状 DNA（extrachromosomal circles of DNA，eccDNA）

是一个相对广义的概念，某一物种正常染色体以外

的内源性环状DNA，都属于eccDNA。因此来源于不

同种属（例如原核生物的质粒，植物的叶绿体DNA）、

不同生理病理条件（正常细胞的线粒体DNA，肿瘤细

胞的 DM）的数目众多的“染色体外 DNA 颗粒”

（表 1）都可以被称作 eccDNA[4]；但是外源性的环

状 DNA（例如存在于被乙型肝炎病毒感染的肝

细胞内的环状病毒 DNA）不属于eccDNA定义的范

畴。在小鼠组织和人肿瘤细胞系中，大部分 eccDNA长

度在200~400 bp之间，被称为微DNA（microDNA）[5]。

目前认为，eccDNA可广泛存在于正常或肿瘤来源的

多种人组织[6]、外周血[7]或细胞系[8]中，大多数长度小

于 25 kb[6]，而较长的、1~3 mb的 ecDNA存在于肿瘤

细胞中[3]。有研究[9-10]发现，肿瘤来源的 eccDNA能够

释放到外周血中，有望成为液态活检（检测体液或其
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它组织液中肿瘤相关游离DNA的诊断方法）中新的

诊断标志物。

eccDNA、ecDNA、DM 三者在范围上是包含关

系，如图 1所示。“染色体外DNA颗粒”的构成非常复

杂，在表1中罗列了其他不属于 ecDNA 的“染色体外

DNA颗粒”。

图1 染色体外DNA颗粒、eccDNA、ecDNA、DM

之间的包含关系

2 cDNA上高拷贝的癌基因有利于肿瘤细胞生存

ecDNA的发现有赖于早期对肿瘤细胞中异常染

色体的观察。1965年，肿瘤生物学家首次发现在有

丝分裂中期的肿瘤细胞中有非常小的病理性变异染

色体，并进行了 6个病例的报道（5例胚胎瘤，1例支

气管癌）。这些异常染色体通常成对存在，因此当时

称其为DM[20]。后来在更多的人或鼠来源的肿瘤细

胞系中找到了 DM[21-23]。DM 展现出一些有趣的特

性：DM仅存在于肿瘤细胞，原代肿瘤细胞中的DM

经过数代体外培养可能消失[24]；DM的结构中不含着

丝粒[25]，暗示了其遗传特性可能有别于正常染色体。

但是DM为何特异性地出现在肿瘤细胞中？其仅仅

是来源于染色体碎裂的“无功能碎片”、或是畸形染

色体复制的“副产物”，还是另有功能呢，当时尚不

清楚。后来有学者 [26-27]发现，甲氨蝶呤耐药的肿瘤

细胞有着高拷贝数的二氢叶酸还原酶（dihydrofolate

reductase，DHFR）基因，通过产生大量的DHFR竞争

性结合甲氨蝶呤，从而降低甲氨蝶呤抑制肿瘤细胞

DNA合成的抗肿瘤效果。随后，在DM上找到了更

多的癌基因，为DM可以影响肿瘤的生存这一猜测提

供了更多依据[28-30]。同一时期，人们又发现了一种叫做

染色同质区域（homogeneously staining region，HSR）的

癌细胞特有结构。HSR是指肿瘤细胞染色体经过胰

酶-吉姆萨染色后，其上出现的染色强度较为均一的

条带[31]，在多种肿瘤细胞中均观察到了HSR[32]。人们

发现HSR同样含有DHFR，可导致肿瘤细胞耐受甲

氨蝶呤[31]。于是人们进一步推测，HSR和DM都是提

供肿瘤细胞某种高拷贝基因的元件，出于不同的机

制，使得一个存在于染色体上，另一个存在于染色体

外，这在后来的实验中分别得到了证实[33-34]。还有一

些研究[2,35]更加深刻地提示DM和HSR可互相转化。

表1 不同于ecDNA的其他“染色体外DNA颗粒”

名 称

畸 形 染 色 体（neochromo‐

somes）

小额外标记染色体（small

supernumerary marker chro‐

mosomes，sSMC）

端粒环（telomeric circles）

微DNA（microDNAs）

染色体外核糖体 DNA 环

（extra chromosomal rDNA

circle）

小 多 形 散 布 DNA（Small

polydispersed circular DNA，

spcDNA)

来 源

肿 瘤 细 胞 中 染 色 质 碎 裂（chro‐

mothripsis）后重新融合（fusion）而形

成通常包含着丝粒和端粒序列

仅存在于 0.5%人口，又被称为“第

47条染色体”，它们可来自于 24条

正常染色体中的任何一条并且呈现

出不同形状

端粒脱落

染色体不稳

串联重复染色体

染色体不稳

大 小

通常数倍于正

常染色体

约等于或小

于分裂中期

20 号染色体

的大小

738 bp 的 整

数倍

<400 bp

2~20 kb

<500 bp

功能/意义

肿瘤标志物

三分之一的携带者有临

床症状，而剩下的三分

之二携带者可无任何表

型

通过同源重组保持端粒

长度

产生miRNA

参与串联重复长度调

整，增加染色体可塑性

DNA断裂产物
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对ecDNA的研究是和DM一脉相承的，是对DM

研究的广义上的拓展（见前述）。近年来，通过二

代测序发现了大量位于 ecDNA 上的癌基因。例如

DECARVALHO等人[36]利用二代测序技术在成胶质

细胞瘤（glioblastoma，GBM）细胞中发现了 MYC、

MYCN、EGFR、PDGFRA、MET 等 众 多癌基因的

ecDNA扩增子，揭示了 ecDNA对癌细胞生存和增殖

的重要作用，进一步证实了肿瘤细胞需要 ecDNA承

载癌基因是一个普遍现象。

3 ecDNA是肿瘤细胞表达癌基因的主要来源

同样值得关注的是，ecDNA是否具有更强的转

录活性？如果某一癌基因同时位于 ecDNA和HSR，

哪种结构会产生更多的癌基因转录本？另外，也无

法排除有可能是 ecDNA存在本身，促进了HSR的转

录。在肿瘤细胞中的真实情况如何？有研究团队[37]

对多种不同类型的肿瘤细胞进行二代测序，利用

一款叫 AmpliconArchitect 的电脑算法自动识别

ecDNA扩增子上下游的连接位点，重建了可靠的扩

增子结构，并比较了 ecDNA 和 HSR 上的扩增子序

列，由此不仅证实了之前 ecDNA可以结合到染色体

上，成为HSR的推测[1,2]，更发现了在 ecDNA上的癌

基因转录活跃程度远大于来自染色体上的相同基

因；进一步研究后发现，ecDNA上具有核小体，并且

启动子区富集有活跃修饰的组蛋白、缺乏抑制修饰

的组蛋白，染色质本身也是高度开放的。ecDNA还

存在类似染色体的3D功能结构域，因为其成环形，所

以可产生染色体上通常无法发生的超远距离相互

作用，进一步促进了转录。上述机制使得位于

ecDNA上的EGFR、MYC、CDK4、MDM2等癌基因成

为整个肿瘤细胞基因组中转录最活跃的前1%基因。

RICH 团队[38]也发现 ecDNA 上的非编码 DNA，可能

是影响癌基因转录活性的关键，其重要性不亚于癌

基因本身，例如胶质母细胞瘤的EGFR ecDNA上带

有数个增强子，这些增强子和EGFR共同扩增，其中

有些增强子位于EGFR附近，但是还有部分增强子来

自于基因组其他区域，由于 ecDNA成环状的特殊结

构，使得这些增强子可以共同作用于EGFR，促使其

高表达；如果用CRISPR基因编辑技术逐个沉默这些

增强子，发现每个增强子的失活都会降低EGFR的转

录活性，进而影响肿瘤细胞生存。这些工作证明了

ecDNA不仅有众多的癌基因拷贝，而且在多种机制

的调控下可发生活跃转录，因此 ecDNA是肿瘤细胞

癌基因转录本的主要来源。

4 ecDNA是形成肿瘤异质性的关键分子

肿瘤细胞具有异质性，体现在肿瘤细胞亚群的

分布不均匀（空间异质性）和肿瘤细胞分子组成随时

间变化（时间异质性）[39]，这是肿瘤细胞发生、发展、侵

袭、转移和耐药等恶性生物学行为的基础。

产生异质性的分子基础之一是肿瘤细胞基因组

具有高不稳定性[40]。是否因为在肿瘤细胞中某种高

表达的癌基因扩增子拷贝不完全相同，导致了这种

不稳定性呢？VOGT等人[41]研究了成胶质细胞瘤中

高表达且最常发生突变的癌基因EGFR后发现，多拷

贝的EGFR主要来自于DM，在每个病例中EGFR扩

增子序列是相同的，但是不同病例间的EGFR扩

增子序列会有较大差异，提示同一例肿瘤的扩增子

最初都来自于同一个拷贝。因此，肿瘤基因组不稳

定，应该是出于其他机制。

另有研究[42]发现，成胶质细胞瘤细胞间存在EG‐

FR表达高低的异质性，EGFR表达高的细胞增殖更

快、凋亡率更低，但是对靶向药物厄洛替尼（Erlo‐

tinib）更敏感。用厄洛替尼治疗荷瘤小鼠，会分别产

生有反应（response）和耐受（resistant）的个体，这两者

在给药后EGFR表达均显著降低，但是耐受个体的成

胶质细胞瘤在撤药后，EGFR又会在 1~2周内恢复到

给药前的水平。进一步研究发现，高表达的EGFR主

要来自于 ecDNA，在给药前，EGFR的高表达有利于

肿瘤的生长，因此EGFR high细胞成为优势群体，而在

药物厄洛替尼的作用下，EGFRhigh群体较为敏感，发

生死亡；在抗性群体中，绝大多数细胞均低表达

EGFR，但是染色体上形成了 EGFR HSR 结构。而

当药物撤除之后，EGFR HSR 重新转化为 EGFR

ecDNA，使得EGFRhigh群体再次占据主导，通过这种

机制，肿瘤细胞在保持了癌基因的同时保存了自我，

导致了耐药性的产生。由于在撤药后，EGFR拷贝数

和表达的回复相当之快，在1~2周之内就接近给药前

水平，单纯用偶发的染色体不均一分配、染色体重组

等以染色体主导的传统理论，似乎很难解释这样快

的速度，因此人们猜测，是 ecDNA导致了肿瘤异质性

的快速形成：ecDNA可以自我复制，并且由于其缺乏

着丝粒，因此在有丝分裂中将随机分配给子细胞[36]，

在竞争压力下，分配到更多带有癌基因 ecDNA的子

细胞将获得优势存活下来，其他子细胞被淘汰，于是

经过数代的选择，携带有高拷贝数癌基因的肿瘤细

胞又成为了主体细胞[3]。而位于染色体的HSR在有

丝分裂后往往只能获得和原本相同拷贝数的癌基

因，即使加上基因突变、融合等因素，HSR在拷贝数

上的变化相比于 ecDNA仍然慢得多（图 2）。后来这

一推测在计算机模拟和实验中都得到了证实[2, 36]。

综上，可总结出 ecDNA、HSR和肿瘤异质性存在
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如下关系：ecDNA高表达癌基因并且将癌基因数量

随机地遗传给子细胞，直接导致了肿瘤异质性；HSR

可以稳定遗传癌基因并与 ecDNA相互转化，它维持

基本癌基因拷贝数，是癌基因的“种子库”，ecDNA和

HSR两者相辅相成，共同保证了肿瘤异质性。有异

质性的肿瘤具有强大的适应环境的能力——面对变

化的环境，总有更具竞争优势的细胞能成为主体，让

肿瘤存活下去，并导致侵袭、转移、耐药等恶性生物

学行为。

A: 染色体的遗传遵循平均分配原则；B: ecDNA的遗传是随机

分配的，在选择压力下，携带有高拷贝数癌基因的子代细胞更

有可能获得竞争优势

图2 有丝分裂中染色体和ecDNA不同的遗传方式[3]

5 研究展望

ecDNA从首次被发现到目前成为肿瘤学研究领

域受人关注的前沿热点及颇具潜力的治疗靶点，其

间经历了将近半个世纪的时间跨度。虽然它的发现

时间和质粒相当，是一个不折不扣的“老分子”，远不

如 lncRNA、外泌体等“新分子”来得“朝气蓬勃”，但是

其慢热的研究过程本身也彰显了 ecDNA高度的复杂

性——人们对 ecDNA的了解还远远不够，因而有多

个问题需要投入更多的精力来研究。

（1）ecDNA如何产生。虽然有很多的证据指向

染色体的断裂和 ecDNA的生成有关，但是这只是一

系列反应的第一个环节，ecDNA原始片段如何成环，

ecDNA之间如何融合，又如何与HSR相互作用？有

研究[41]指出，微同源依赖的非同源末端连接（micro‐

homology-based nonhomologous end-joining，NHEJ）

是一种可能的 ecDNA形成机制，而有哪些分子参与

调控了这过程尚需进一步阐明。研究[43]发现，高浓度

铜离子环境可以诱导酵母发生衰老并积累大量含抗

铜离子基因CUP1的 eccDNA，他们证明了存在大量

串联重复的CUP1的过度转录会引发相应eccDNA的

积累而无需表观水平的调控，这或许可以为探究肿

瘤细胞如何形成高表达癌基因的 ecDNA提供借鉴和

参考。（2）肿瘤微环境与 ecDNA的关系。人们很早就

发现原代肿瘤细胞体外培养过程中 ecDNA可能会逐

渐消失[24]，然而肿瘤微环境如何影响 ecDNA的维持

目前尚不清楚。在厄洛替尼治疗荷瘤小鼠的实验[42]

中，提出的 ecDNA消失和形成的分子机制也需要进

一步探索验证。这些问题中很可能蕴含了通过调控

ecDNA治疗肿瘤的新思路。（3）ecDNA是否可用作肿

瘤诊断指标？虽然尚不清楚 ecDNA是否可以通过外

泌体或者坏死的肿瘤细胞释放到外周血当中，但是

已有学者提出了 ecDNA 具有用于液体活检的潜

力[12]。KOCHE等[44]通过基因组学分析发现，成胶质

细胞瘤 ecDNA环化和重新整合到染色体的过程是引

起染色体重塑的主要原因，并且这将带来不良的临

床预后。未来还需要更多研究评估 ecDNA作为分子

诊断指标的可行性。（4）ecDNA与非编码RNA的关

系。目前研究 ecDNA的转录产物主要为编码蛋白的

mRNA，然而是否有可能潜藏着一个巨大的 ecDNA

来源的长链非编码 RNA（long non-coding RNA，

lncRNA）库尚需进一步探索。（5）ecDNA是否具有细

胞通信机制。如果 ecDNA通过某种机制（如外泌体

或细胞坏死）逃逸到胞外，是否会被其他细胞吸收形

成某种细胞间的通信机制，从而引起一系列生物学

效应，例如引起免疫反应，或是把癌旁细胞驯化成癌

症相关细胞？（6）研究技术方面。有学者[45]提出在人

类基因组计划和 ENCODE（Encyclopedia of DNA

Elements）计划等较早开始的大规模全基因组测序工

作中，由于并未标注测序片段来源是染色体DNA还

是ecDNA，使得测序结果中可能存在ecDNA的冗余，

这将为实施以个性化测序比对为核心的精准医疗带

来困扰。并且，肿瘤细胞中 ecDNA上癌基因的拷贝

数可能数倍于染色体上的同源基因，因此在测序时

区分两者更为迫切。在未来有必要开发标准化的

ecDNA测序技术，以更好地为肿瘤精准医疗服务。

涉及 ecDNA的很多机制，目前看来都是肿瘤学

研究领域的重大科学问题，它就像一座巨大的金山，

等待着去发掘，希望上述问题可以抛砖引玉、启迪读

者，在未来掀起ecDNA研究的更高的浪潮。
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