
 

癌症相关基因的系统发育地层学研究

王偲琪1，谷迅2，周展1*(1. 浙江大学药学院，杭州 310058；2. 爱荷华州立大学，美国爱荷华州 埃姆斯市 50011)

摘要：目的　结合“癌症返祖假说”，从系统发育地层学角度分析单细胞生物到多细胞生物的演化过程，研究癌症相关基

因的进化年代特征，为癌症机制研究和治疗方案开发提供参考。方法　利用系统发育地层追踪方法 Phylostratr 定位人类所

有蛋白质编码基因的进化起源，分析管家基因、癌症驱动基因、抑癌基因、原癌基因、中性基因和分化基因的进化年代特

征，通过对数优势比、超几何分布比较不同功能类别基因及人类所有蛋白质编码基因的系统发育地层分布差异。利用

TCGA 获取肿瘤样本和正常样本基因表达数据，利用转录组年龄指数方法进行比较分析。结果　 人类 20 291 条蛋白质编

码基因根据序列比对结果中最远同源序列物种所在的地层被划分到 27 个地层中。鉴定 4 159 个管家基因、527 个癌症驱动

基因、87 个抑癌基因、134 个原癌基因、10 755 个中性基因和 4 274 个分化基因在系统发育地层拓扑结构中的分布特征，

结果显示不同功能基因的系统发育地层分布与人类所有蛋白质编码基因相比有显著差异，其中癌症相关基因具有更古老的

系统发育地层分布。胆管癌、结肠癌、肺腺癌、肝癌、头颈鳞状细胞癌、肾嫌色细胞癌的转录组年龄指数分析显示，肿瘤

组织中高度保守的古老基因呈现更高表达。结论　癌症相关基因在系统发育地层中具有更古老的进化起源，暗示其在物种

进化过程中具有更保守的功能。肿瘤组织中高度保守的古老基因表达增强的现象，可用于探索肿瘤基因表达模式，为抗肿

瘤药物新靶点发现及药物研究提供新思路。
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Phylostratigraphy Study of Cancer-related Genes
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ABSTRACT: OBJECTIVE　  To  analyze  the  evolution  of  the  transition  from  unicellular  organisms  to  multicellular  organisms
from  a  phylogenetic  stratigraphy  perspective,  combining  the  "cancer  atavism  hypothesis".  To  investigate  the  evolutionary
chronology  of  cancer-related  genes  to  guide  research  on  cancer  mechanisms  and  the  development  of  treatment  strategies.
METHODS　Phylostratr was used to identify the systematic evolutionary strata of all human protein-coding genes, housekeeping
genes, cancer driver genes, tumor suppressor genes, oncogenes, neutral genes, and differentiation genes. Differential distribution of
genes from different functional categories and human protein-coding genes was analyzed using log-odds ratios and hypergeometric
distributions. TCGA was utilized to investigate transcriptional expression datas in cancer tumor samples and normal samples, and
calculations and analysis were performed using transcriptome age index. RESULTS　 A total of 20 291 protein-coding genes were
classified  into  27  different  strata  based  on  the  farthest  homologous  species  in  the  sequence  alignment  results.  Within  the
phylogenetic stratigraphic structure, the datasets of 4 159 housekeeping genes, 527 cancer driver genes, 87 tumor suppressor genes,
134 oncogenes, 10 755 neutral genes, and 4 274 differentiation genes exhibit distinct distribution patterns. The overall distribution of
these  genes  significantly  differs  from  that  of  all  human  protein-coding  genes.  Cancer-related  genes  exhibited  a  more  ancient
phylogenetic stratigraphic distribution. Transcriptome age index results for bile duct cancer, colon cancer, lung cancer, liver cancer,
head and neck cancer, and kidney chromophobe samples showed strong expression of highly conserved and ancient genes within the
tumors. CONCLUSION　Cancer-related  genes  exhibit  older  evolutionary  origins  within  the  phylogenetic  context  suggesting  a
more conserved function during species evolution. And the phenomenon of enhanced expression of highly conserved ancient genes
in tumor tissues can be used to explore tumor gene expression patterns, and provide new ideas for the discovery of new anti-tumor
drug targets and drug research.
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现有基因的不断变异和重新利用以及新基因

的出现帮助物种适应不断变化的新环境，增加生

物多样性。前者通过改变基因序列获得新的功能

基序以进化得到基因新功能[1]，而后者主要源于基

因从头新生[2]，被称为孤儿基因。系统发育地层学

方法于 2007年由 Domazet[3] 引入，是一种用于测

定基因和基因家族出现年代的方法。通过将基因

家族祖先基因 (即功能性创始蛋白质结构域)的进

化起源与特定宏观进化演变过程结合，系统发育

地层学可以推断生物体中每个基因的进化起源，

揭示蛋白质编码基因的年代分层。该过程以目标

物种为起点，向前按照系统进化分类逐级递推至

单细胞生物时期，同时使用序列比对方法，在每

个系统进化发育枝中寻找是否存在目标蛋白质序

列同源物，以最古老同源物所在系统发育进化层

级确认基因年代。

系统发育地层方法除能用于分析基因起源模

式[4]，还被用于研究进化机制，如比较基因生命周

期[5]、探究各种群发育结构和细胞进化类型[6] 等。

系统发育地层分析显示，与相对较老的基因相

比，相对年轻的基因进化得更快[7]，表达较低[8-9]，

编码较短的蛋白质[8]，受到较弱的负选择和更强的

正选择[9]，不太可能与人类疾病相关[10]，较少表达

于动物胚胎发育早期阶段[11] 等。

基因组不仅在数百万年的进化历程中，也在

单个生物的生命周期内发生着深刻变化，其中最

极端的例子就是癌症。因此，癌症也被视为是进

化的缩影[12]。癌细胞几乎没有控制地增殖，调节

细胞死亡功能受损、资源垄断、分化失调和细胞

外环境破坏等不符合多细胞性的欺骗表型[13] 脱离

了机体正常细胞固有的基本特征和演化过程，推

测存在决定性因素和遗传学基础，但从进化角度

对癌症的发生和性质的解释未受到广泛关注。然

而，治疗和预防的进展取决于对癌症生物学更深

入的理解。

Boveri[14] 将癌细胞描述为失去了正常组织细

胞保留的性质并倾向于非常原始性质的细胞。随

着对癌症认识的深入，Boveri的猜测在癌症返祖

假说[15-16] 中得到认可，该假说试图追踪癌症的深

层进化根源，提出癌症的发生可以追溯到大约

6亿年前复杂的多细胞生物出现之前，生物从单细

胞状态过渡到多细胞状态的早期阶段。单细胞生

物向多细胞生物的过渡需要获得控制以维持组织

的细胞完整性，抑制克隆欺骗和癌变倾向，当控

制被解除时，细胞转向原始单细胞样表型[17]。支

持该假说的证据一直以来都是观察性的，直到系

统进化学研究提出了癌症基因与多细胞生命出现

之间的联系[18]，并在基因、表达、调控网络等角

度进行了验证，才为癌症返祖理论提供了更坚实

的证据。

系统发育地层学研究方法，为理解人类基因

的进化发展、适应历史提供了全新视角。按照系

统进化起源对基因进行分层，可以揭示基因中重

要适应性事件的足迹。多细胞生物的起源可以被

视为一种宏观进化转变，它需要新的基因功能。癌

症应当与多细胞生命密切相关，因为它可以被看

作是多细胞生物体内细胞相互作用的失常。因此，

通过对癌症基因起源进行系统发育谱系追踪，也

能提供关于多细胞生命起源的见解[18]，并且提供

癌症机制研究新思路，指导开发治疗方案。 

1　数据来源 

1.1　人类基因数据

2023年 3月 1日从 UniProtKB Swiss-Prot数据

库[19](UniProtKB数据库中 Swiss-Prot是由 TrEMBL
经过手动注释后得到的高质量非冗余数据库)下载

用于比对的人类参考基因组 fasta文件，共得到 20 405
条人类蛋白质序列，进行删除<30 aa的蛋白质序

列等数据清洗后共得到 20 291条蛋白质编码序

列，版本代号为 GRCh38。 

1.2　不同功能类别基因数据

为了研究不同功能类别的基因，本研究搜集

各个公开基因数据库的信息进行分析。

整理HRT Atlas v1.0 database[20] 和Ramsköld[21]、
Uhlén[22]、Eisenberg[23] 共 4个研究中的管家基因

列表，分别标记为 HRT  Altas_v1.0、Ramsköld_
2009、Uhlén_2015、Eisenberg_2013，取在 4个列

表中交集≥2的 4 159个基因作为本研究的管家基

因集。

整理 COSMIC  Cancer  Gene  Census  Tier1[13]、
ICGC  Data  Portal  PCAWG[24]、 IntOGen[25]、 Cell
Consensus  Gene[26]、OncoKB[27]、ONGene[28]、The
Network of Cancer Genes(NCG)[29] 共 7个研究中的

驱动基因列表，分别标记为 CGC_Tier1、ICGC、
IntOGen、 Cell_Consensus、 OncoKB、 ONGene、
NCG，取在 7个列表中交集≥4的 527个基因作为

本研究确认的癌症驱动基因集。
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整理 The  Network  of  Cancer  Genes(NCG)[29]、
TSGene2.0[30] 和 Davoli[31]、Vogelstein[27] 共 4个研

究中的抑癌基因列表，分别标记为 NCG6.0_tsg、
TSGene2.0_tsg、Cell2013_tsg、CancerGenomeLand
scapes_tsg，取在 4个列表中交集≥2的 87个基因

作为本研究的抑癌基因集。

整理 The  Network  of  Cancer  Genes(NCG)[29]、
DORGE[32] 和 Davoli[31]、Vogelstein[27] 共 4个研究

中的原癌基因列表，分别标记为 NCG6.0_onco、
DORGE_onco、Cell2013_onco、CancerGenomeLand
scapes_onco，取在 4个列表中交集≥2的 134个基

因作为本研究的原癌基因集。

整理 Davoli等[31] 研究中的中性基因列表，得

到 10 755个基因作为本研究的中性基因集。

整理 Gene Ontology等[33-35] 数据库中手动搜索

“分化”词条的基因结果，得到 4 274个基因作为

本研究的分化基因集。

汇总不同功能类别基因列表后，对于各个研

究中基因名称不一致的情况，使用 HGNC数据库[36]

检索基因的官方名称，进行查找、匹配与统一

命名。所有注释的人类蛋白质编码基因被用作

对照。

UpSetR包[37] 用于可视化不同数据库中基因交

集情况。 

1.3　癌症中基因表达数据

从 TCGA(https://portal.gdc.cancer.gov/)中下载

RNA测序表达数据，下载时间为 2023年 4月

23日。 

2　方法 

2.1　定义系统发育地层进化层级

根据 NCBI网站 Taxonomy数据库的谱系分类

方法定义人类进化层级，见表 1。根据 BLAST[38]

序列比对得到的最近共同祖先所在的谱系，可以

将全基因组基因划分为不同的系统进化层级。此

分析框架下，不同层级下代表物种数量、代表物

种基因组装质量等为评价因素。本研究将人类的

基因划分为 27个进化层级，细胞生物被定义为系

统进化层级的第一层 (PS1)，真核生物定义为系统

进化层级的第二层 (PS2)，依次类推，将人类定义

为系统进化层级的最后一层 (PS27)。 

2.2　人类基因谱系比对

使用 R包 Phylostratr[39]，估计人类中每个基因

的谱系结构。Phylostratr包通过以下流程确认基因

进化起源的系统发育地层，见图 1。①构建进化

树。基于 NCBI数据库的物种分类学，从 UniProt
数据库中检索不同分类层下的代表物种创建进化

分枝数。目标物种现代人类在 UniProt数据库中

的 ID为“9606”，使用 UniProtKB Swiss-Prot数
据库得到的非冗余人类基因序列替代系统自动检

索得到的文件。②过滤进化树。使用最大化物种

多样性的算法裁剪进化树，减少选择进化距离非

 

表 1    Phylostratr进行人类基因年代分析中使用的物种

Tab.  1     Phylostratr  conducts  species  information  used  in
human genetic dating
地层 系统进化层级 类别 代表性物种Uniprot ID

1 Cellular
Organisms

Unicellular(UC) 84156|2026791|153854|
　1457250|1262986

2 Eukaryota Unicellular(UC) 44689|184922|1036724|
　353153

3 Opisthokonta Unicellular(UC) 766039|595528|691883|
　81824|559292|946362|
　667725

4 Metazoa Early Metazoan(EM) 400682

5 Eumetazoa Early Metazoan(EM) 252671|6087|27923|45351|
　669202|10228|287889

6 Bilateria Early Metazoan(EM) 7227|46245|6192|
　2762511|34506|92179

7 Deuterostomia Early Metazoan(EM) 133434|2904734|
　7668

8 Chordata Early Metazoan(EM) 7741|7740|7719|51511|
　34765

9 Vertebrata Early Metazoan(EM) 7764|7757

10 Gnathostomata Early Metazoan(EM) 7868|137246|75743

11 Euteleostomi Early Metazoan(EM) 7906|7917|7955|27687|
　7918|48698

12 Sarcopterygii Early Metazoan(EM) 7897

13 Tetrapoda Early Metazoan(EM) 57060|260995|445787|
　1415580|8355

14 Amniota Early Metazoan(EM) 38654|75864|9031|
　1825980|35670|8508

15 Mammalia Mammal-Specific(MM) 9258

16 Theria Mammal-Specific(MM) 13616|38626|9305|
　29139

17 Eutheria Mammal-Specific(MM) 185453|9785|1230840|
　127582

18 Boreoeutheria Mammal-Specific(MM) 9913|9615|9796|202257|
　191816|59463

19 Euarchontoglires Mammal-Specific(MM) 10029|10181|9995|
　10094|9986|10116|
　246437

20 Primates Mammal-Specific(MM) 30608|30611|1328070|
　379532

21 Haplorrhini Mammal-Specific(MM) 1868482

22 Simiiformes Mammal-Specific(MM) 37293|9483|2715852|
　39432|9515

23 Catarrhini Mammal-Specific(MM) 60711|336983|9541|
　591936|61622

24 Hominoidea Mammal-Specific(MM) 61853

25 Hominidae Mammal-Specific(MM) 9601

26 Homininae Mammal-Specific(MM) 9598

27 Homo sapiens Mammal-Specific(MM) 9606
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常近的物种，尽可能保留系统发育中多样性的代

表，减少因相关生物蛋白质组之间的依赖而造成

的偏倚。同时尊重用户选择的权重约束，不同进

化枝/物种类别中对应的物种数量，可以通过重新

定义权重进行修改，对于可用序列太少或蛋白质

组不完整的物种，系统将自动进行过滤。本研究

中在对人类基因进行分析时，选择默认值不进行

修改。③填充进化树。从 UniProt Proteome数据

库[40-41] 中检索蛋白质组，并可以根据需要删除或

增加系统自动生成的分枝数物种。经过本步骤，

在对人类基因进行地层分析时，共使用 102个物

种 (表 1)。④构建蛋白质组数据库。每个蛋白质组

数据库中包括 10个文件，用于后续分析。⑤目标

基因的相似性检索。针对进化分枝中每个物种的

蛋白质组进行目标物种蛋白质组的成对 BLAST检

索。根据灵敏度和准确度的需要，使用者可以对

E值阈值进行修改，还可以用 HMMER等[42] 算法

取代 BLAST算法。本研究中使用 HMMER3.0和

Pfam进行蛋白质数据库的检索和构建。⑥推断同

源序列。根据每个目标物种蛋白质编码序列的

“最佳命中”，即平衡了灵敏度和准确度后最符

合要求的蛋白质编码序列，确认该条序列的最古

老同源序列。针对蛋白质编码序列进行同源性匹

配，使用 BLASTP算法，并设置 E值阈值 10−4。
⑦推断目标基因地层。基于“最佳命中”，将蛋

白质序列分配到与该序列具有同源序列的最深进

化枝对应的地层，即以基因能比对到的最古物种

所在的进化层级定义基因年龄，在任何物种中无

比对结果的基因定义为人类特有的新基因。本研

究对人类基因的系统发育地层分类，共设置 27个

分类地层。 

2.3　基因功能注释

Gene Ontology[33-35] 数据库提供关于基因及其

产物功能结构化、可计算的知识，即定义具有特

定相互作用关系的基因功能类 (GO术语)。本体论

涵盖了基因功能的 3个不同方面：分子功能 (基因

产物在分子水平上的活性)、细胞成分 (基因产物

活性相对于生物结构的位置)和生物过程 (利用基

因分子功能的生物程序)。
DAVID[43] 生物信息学资源被用来理解所获得

的基因列表在生物学上的重要性，在基因数据库

信息的基础上可以提供关于基因功能分类、功能

注释聚类、功能注释图、功能注释表、基因 ID转

换和基因名称批量查看等功能。

将人类不同功能类别基因数据导入 GO和

DAVID数据库，进行通路富集分析。 

2.4　统计分析

比较特定功能类别基因起源于每个系统发育

地层中的频率与其预期出现频率，通过计算对数

几率比显示偏离情况。本研究使用 Log(odds+1)，
Log2表示分布无差异，>Log2表示过度代表，

<Log2表示代表性不足。虚假发现率在 0.05水平

进行多重比较[44] 校正的双尾超几何检验[45] 来测试
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使用2023.3.1下载于UniProtKBSwiss-Prot的

fasta文件取代
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Pfam

27个地层
使用BLASTP比对方法进行
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图 1    使用 Phylostratr进行人类基因年代分析的流程

Fig. 1    Flow of human genetic dating using Phylostratr
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与预期频率的偏差，P<0.05为差异有统计学意义。 

2.5　转录组年龄指数 (transcriptome  age  index，
TAI)计算

TAI[11] 将基因年龄与其在特定发育阶段的表

达水平结合考虑，根据进化年龄累积度量 (公式

1)加权计算样本中所有基因的表达水平。使用

TAI方法计算肿瘤和正常样本的转录组年龄：

TAI =
∑n

i=1 psi× ei∑n
i=1 ei

(1)

psi 代表基因 i 的系统发育地层，ei 代表基因

i 的表达量，n 代表用于 TAI计算的基因总数。通

过赋予年轻地层更大的权重，弥补古老地层拥有

更多基因的事实。

对于基因在肿瘤和正常组织样本中的表达数

据，当 TPM>1时计入考虑。 

3　结果 

3.1　蛋白质序列长度

以人类为焦点物种进行系统发育地层分析

时，使用 BLASTP比对 27个地层中除人类外剩

下 101个物种与人类蛋白质序列的相似性。蛋白

质序列长度会影响 BLAST比对的准确性、特异性

和可靠性 [46]，分析 102个物种的蛋白质序列长

度，见图 2。四分值结果显示，多数物种蛋白质序

列长度>150个氨基酸，适用于系统发育地层进化

分析。物种蛋白质序列长度最小值多在 50个氨基

酸以内，这些蛋白更倾向于与新进化基因有

关[47]，不适用于同源序列比对，因此在研究中删

除长度<30 aa的人类蛋白质序列。 

3.2　不同 E值截断结果

使用系统发育地层分析方法 R包 Phylostratr
对人类所有编码基因进行年代定位，不同 E值截

断会改变人类基因进化起源分布。与基因复制相

比，从头基因的诞生对于新 (功能性)基因起源的

作用是进化基因组学的重要课题，并在不同分类

群得到了充分证实[48-49]。系统发育地层学结果可以

提供从头基因的基本概述，当序列存在高度分歧

时，同源序列检测程序如 BLASTP易出现假阴性

从而低估基因年龄[50]。比对不同 E值截断下基因

起源分布差异，可以提供对基因保守性的新见

解。例如，比对 E值截断为 10−2 和 10−5 下人类基

因起源分布 (图 3)，共 16 170个基因进化地层结果

保持一致，即接近 80%的基因进化起源不变。一

方面，说明 BLAST比对方法的可行性，另一方

面，体现平衡准确度和灵敏度的必要性。此外，

剩下地层结果不一致的基因表明存在起源分歧，

值得进一步细究。 

3.3　人类基因系统发育地层进化起源

系统发育地层学方法用来评估人类基因中 20 291
个注释蛋白编码基因出现的时间 (图 4)，基因被映

射到相应的系统发育地层 (PS)。根据具有高组装

质量的蛋白质序列信息的群体共识系统发育关

系，定义了 27个系统进化地层。第一层细胞生物
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层 (PS1)代表所有细胞生命的基础，起源于该层的

基因具有最长久的发育历史，是最古老的一批基

因。最后一个地层代表人类层 (PS27)，进化于该

层的基因即具有最短暂的发育历史，是最年轻的

一批基因。本研究在 BLASTP搜索同源序列时，

使用 10−4 作为截断值，在灵敏度和准确度中进行
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折中，选择较高的准确度，减少假阳性率。

人类基因组中约 67%的注释蛋白质编码基因

起源于单细胞生物 (PS1-3)(图 5)，这些基因通常与

基础的细胞功能有关，如代谢过程和转录调控，

见图 6。其余基因出现在系统发育历史的后期，即

后生动物时期 (PS4-27)。该时期，基因起源峰值与
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重大生物进化历史有关。基因出现的第二个高峰

PS4-5地层，代表单细胞向多细胞生物的转变[18]，

如 G蛋白信号转导、细胞-细胞通讯和视觉等功能

可以追溯到该时期。与抑癌功能相关的功能，如

抑制基因无限制扩增、T细胞凋亡等也在该时期得

到进化，见图 6。PS10-11周围的峰值代表无脊椎

动物向脊椎动物的转变，PS17-18周围的峰值代表

爬行动物向哺乳动物的转变，主要与免疫、神经

系统、感觉器官等功能的出现有关。PS27的高峰

代表了在人类诞生以后演化出的基因，其中许多

可能代表在该类群从头进化的孤儿基因，与大

脑、言语等功能的发展有关，为研究人类特异性

的分子机制提供了重要视角。 

3.4　不同功能类别基因的数据来源比对

为评估不同功能类别基因在系统发育地层的

分布特点，本研究整理了癌症驱动基因、抑癌基

因、原癌基因、管家基因、中性基因、分化基因

共六类功能基因列表，并汇总前 4种功能基因列

表不同数据来源的交集情况 (图 7)，取在至少一半

数据集中得到验证的基因交集用于后续分析。 

3.5　不同功能类别基因的系统发育地层年代比较

癌症的发生发展可以被理解成是个体进化过

程[12]，其特征让人联想到单细胞生物。由于癌症

与体细胞突变，特别是热点突变间存在不可忽视

的联系，驱动基因是本研究的重点。通过同源性

搜索，对人类谱系中不同分类群和不同类型的基

因进行系统发育地层研究，论证癌症返祖现象。

根据进化年龄，绘制人类不同功能类别基因

和所有蛋白质编码基因的分布，见图 8。得到的

27个地层与对应的年龄进行匹配，更直观体现基

因进化起源特性。不同功能类别基因的平均进化

年龄以百万年为单位进行数值测量，即分析不同

类别基因集中 50%基因起源对应的时间点。不

同类别基因组中位年龄排序，从老到新依次为原

癌基因、管家基因、抑癌基因、驱动基因、所有

蛋白质编码基因、分化基因和中性基因。进一步

对比发现，年龄分布上，不同功能类别基因与所

有蛋白质编码基因相比具有显著统计学差异，见

图 9。
系统发育地层第一、二层代表真核生物的起

源，该层级涵盖结构功能和生物过程生成的重要

进化转变。原癌基因、管家基因、抑癌基因、驱

动基因在该地层有最广泛的分布，体现基因功能

与真核生物原始生物过程和功能间的强关联性及

古老基因在癌症中的高度突变和过度表达性。即

在原核生物中进化的古老突变应激反应被用来保

持生殖系和免疫系统的多样性，同时在癌症中还

原原始表型。抑癌基因数量激增于 Opisthokonta
和 Bilateria时期，体现抑癌作用与早期后生生物

发生发展间的强关联性，在单细胞生物向多细胞
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生物转变过程中，抑癌基因起到抑制单细胞性表

型，并保持基因组的稳定性的作用。癌症中单细

胞祖先特征的再次出现，源于抑制它们或将它们

限制在胚胎发生或伤口愈合等特定环境中的调节

被破坏。
 

3.6　超几何统计分布显示不同功能基因的分布

差异

将基因起源定位到系统发育地层，通过计算

 

Homo sapiens
1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

Cellular Organisms

Million years ago/Ma
−4 3

00
−4 2

00
−4 1

00
−4 0

00
−3 9

00
−3 8

00
−3 7

00
−3 6

00
−3 5

00
−3 4

00
−3 3

00
−3 2

00
−3 1

00
−3 0

00
−2 9

00
−2 8

00
−2 7

00
−2 6

00
−2 5

00
−2 4

00
−2 3

00
−2 2

00
−2 1

00
−2 0

00
−1 9

00
−1 8

00
−1 7

00
−1 6

00
−1 5

00
−1 4

00
−1 3

00
−1 2

00
−1 1

00
−1 0

00
−90

0
−80

0
−70

0
−60

0
−50

0
−40

0
−30

0
−20

0
−10

0 0

Eukaryota

Opisthokonta

Bilateria
Deuterostomia

Chordata
Euteleostomi

Amniota
Mammalia

Theria
Eutheria

Euarchontoglires
Catarrhini

Homininae

DriverGenes

TSGenes

OncoGenes

HouseKeepingGenes

DifferentialGenes

NeutralGenes

HumanGenes

P
ro

p
o
ti

o
n
 o

f 
g
en

es
 i

n
 t

h
e 

cl
as

s/
%

图 8    人类不同功能类别基因和所有蛋白质编码基因按进化年龄分布

Fig. 8    Distribution of different functional classes and all protein coding genes according to their evolutionary ages

 

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

MM
EM
UC

Genes

27

24

21

18

15

P
h
y
lo

st
ra

tu
m

12

9

6

3

0
Driver

Genes

TS

Genes

Onco

Genes

House

Keeping

Genes

Differential

Genes

Gene type

Neutral

Genes

Human

Genes

U
C

4

14

E
M

M
M

1)

1)
1)

1)

1)
1)

Driver Genes

TS Genes

Onco Genes

House Keeping

Neutral Genes

Human Genes

Differential Genes

图 9    6种功能类别基因地层起源占比分析
1)P<0.001。
Fig. 9    Analysis of phylostratigraphic origin proportion of six functional classes
1)P<0.001.

 

中国现代应用药学 2024 年 1 月第 41 卷第 2 期 Chin J Mod Appl Pharm, 2024 January, Vol.41, No.2 · 185 ·



超几何统计分布，结合优势对数比计算结果，可

以对每个系统发育地层中特定基因类别数量的相

对过多或者过少情况进行统计分析，不同功能类

别基因在与所有蛋白质编码基因组相同的拓扑结

构上显示出不同的模式，见图 10。
管家基因在早期单细胞生物时期 PS1-2显著

高表达，此后在系统进化地层中均代表性不足。

这与管家基因维护基因组的完整性、避免 DNA
损伤和突变的功能契合，说明确保基因组稳定性

的功能机制在远早于生物多细胞性出现之前已经

存在。

中性基因除在最新进化地层 PS26-27中代表

性不足外，在大多数地层中显著过度表达。中性

基因本身可能没有直接功能，但在进化过程中可

以提供遗传多样性，有助于提高生物适应性和

进化潜力。此外，也可以用作分子生物学和遗传

学研究中的控制标记，帮助研究其他基因和遗传

过程。

分化基因在 PS3-4、PS9和 PS16中显著高表

达，对应于多新兴功能出现的多细胞类、脊椎类

和哺乳类生物诞生时期。

原癌基因在 PS1-2和 PS4中具有显著过表

达，在 PS5中代表性严重不足，体现原癌基因在

物种发展中根深蒂固的历史。原癌基因在发生突

变或异常活化的情况下可以促进细胞不受控制增

殖和癌症发展，这种推动细胞向单细胞特征发展

的作用，暗示原癌基因与单细胞生物时期不可分

割的联系。

抑癌基因在早期后生动物 PS4中显著过度表

达，与多细胞生物特性相契合，对应于其抑制癌

症的发展、维持细胞健康和避免不受控制的细胞

增殖的作用。

驱动基因在单细胞生物时期和早期后生时期

PS1-4中显著过度表达，自生物进化到后生动物后

期开始，驱动基因在统计学上显著代表性不足。

驱动基因的突变或异常活化促使肿瘤细胞的生长

和分裂，系统发育地层分析验证了其与单细胞时

期密不可分的关系。

与癌症有关的 3类基因原癌基因、抑癌基因

和癌症驱动基因在系统发育地层上的拓扑分布显

示有 2个强烈的高峰，一个是在单细胞生物起源

时期，另一个是在多细胞生物进化开始的早期后

生动物时期，体现癌症相关基因与单细胞性和多

细胞性间的联系。 

3.7　基因 TAI比较

系统发育地层学的重要特性是建立了一个系

统发育尺度，基因组中的每个基因都有其系统发

育等级。在使用系统发育层次结构的基础上，本

研究通过 TAI将其与个体肿瘤和正常样本的基因

表达数据进行关联。该方法将基因年龄与其在特

定发育阶段的表达水平结合考虑，将同一地层的

基因表达加权相加。TAI值反映样本表达基因的

年代情况，较低的 TAI值说明样本更高表达古老

基因，代表更古老的转录组。反之，较高的
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TAI值说明转录组高表达基因多为年轻基因，代

表更年轻的转录组。使用 TAI方法分析肿瘤样本

和正常组织样本 TAI差异，发现胆管癌 (CHOL)、
结肠癌 (COAD)、肺腺癌 (LUAD)、肝癌 (LIHC)、
头颈鳞状细胞癌 (HNSC)、肾嫌色细胞癌 (KICH)
6种肿瘤类型的肿瘤样本 TAI值低于正常对照样

本，见图 11。说明肿瘤转录组中高度保守的古老

基因倾向高表达，通过上调源自原始单细胞祖先

的基因和广泛失活更近期进化的基因，激活单细

胞样表型，促使肿瘤细胞去分化回归到系统发育

早期状态。 

4　讨论

从时间上看，使用系统地层学方法验证癌症

返祖理论经历了 3个发展阶段：第一阶段发生在

2007—2010年，起源于 Domazet-Lošo等开始从事

基因系统发育地层学研究[3,11,18]。Domazet-Lošo使

用系统发育框架对基因进行分组，结合果蝇的胚

胎表达数据揭示进化中重要适应性事件的足迹。

将系统发育地层学运用到人类基因年代分析，结

合癌症数据，Domazet-Lošo验证了与癌症发生发

展有关的基因功能的古老起源。进一步拓展系统

发育地层学，结合个体发育基因表达水平，

Domazet-Lošo开发了转录组年龄指数分析方法。

第二阶段发生在 2017—2019年，包括由 Trigos等
拓展系统发育地层学的分子生物学研究[51-53]。在基

因表达分析基础上，通过研究肿瘤中多细胞性基

因调控网络的变化，Trigos将肿瘤发生的驱动因素

描述为在早期多细胞生命进化过程中产生关键调

控环节的基因，并从进化角度挖掘药物靶点。第

三阶段发生在 2019—2021年，癌症返祖理论的假

设 由 Bussey、 Davies和 Lineweaver[54-55] 进 行 完

善。癌症被定义为重新部署古老的单细胞程序，

以牺牲宿主为代价支持细胞的存活，并打破多细

胞生命所需的合作契约。返祖理论将癌症看作是

细胞回到早期进化能力的现象[56]。该古老程序在

原生动物时代进化，多细胞性适应中并没有必然

地抹去古老的基因程序，只是抑制了它们的活

性，至少在生物体寿命的持续时间内。相关研究

仍在不断完善，包括使用系统发育地层学进行人

类卵巢癌的基因和基因共表达网络研究，揭示卵

巢癌不同功能聚类模块进化模式[57]；使用系统地

层学研究单细胞向多细胞生物发育转变中基因调

控和细胞间通信功能的进化特征等[58]。

Domazet等[18] 使用根据研究需求量身定制的

Perl脚本分析基因系统发育起源。Ekstrom等[59] 提

出的 ORFanFinder是一种基于网络的系统地层学

工具，它将分析限制在与 NCBI共同树的命名等

级相对应的地层中，对于许多用途来说分辨率

太低，并且不提供诊断、统计或定制。本研究使

用的 Phylostratr R包为判断基因起源和系统发育

年代提供了高度自动化、个性定制化的系统地层

管道。

系统发育地层学研究的焦点物种 (本研究中为

人类)的基因年龄，由焦点物种与其具有基因序列

同源性的最远亲分类群的分化时间确定，该特性

使得系统发育地层学对假阳性敏感。受到序列相

似性的影响，快速进化的基因比缓慢进化的基因

失去序列相似性的速度更快，因此预计前者会比

后者具有更高的序列比对错误率，这将产生年轻

基因更快进化的虚假模式。此外，根据定义，从

头起源的孤儿基因在谱系其他物种中没有同源

物，如何在基因组中识别孤儿基因并与噪声区

分，避免孤儿基因未被注释或错误注释成为一大

挑战。

本研究通过在各地层模式选取代表模式物

种，控制系统发育地层学误差[60]。该过程需要使

用同源序列比对方法，最常用的是 BLAST比对。

BLAST使用启发式搜索策略，通过查找序列间的
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短匹配片段来识别潜在的相似区域。之后，

BLAST方法扩展短序列以生成更长的局部对

齐。在这个过程中，常用的是 BLOSUM(Blocks
Substitution  Matrix)或 PAM(Point  Accepted
Mutation)矩阵。这些矩阵是基于已知蛋白质家族

的比对数据制定的，反映了不同氨基酸替代的可

能性和频率。这些矩阵隐含地考虑到了不同位点

的进化速率可能有所不同。受基因序列特点影

响，BLAST比对可能造成误差并产生有偏移的结

果。假阳性错误是由于非同源基因被错误识别成

同源基因导致基因年龄被高估，通过使用严格的

E值截断可以避免因偶然序列相似性引起的假阳

性。假阴性错误是由于同源物与查询的基因序列

相似性太低而无法被检测到，广泛的计算模拟表

明，这种系统发育年龄判断错误的情况是不可忽

视的，至少在 5%~14%基因中发生 [61]。研究表

明，BLAST分析基因起源的能力取决于基因的进

化速率[62-63] 和序列长度[64-65]，由于快速进化的基因

比缓慢进化的基因失去序列相似性的速度更快，

预计前者会比后者具有更高的 BLAST错误率，这

将产生年轻基因更快进化的虚假模式 [62]。理解

BLAST误差如何影响系统发育地层学的可靠性将

对各种演化研究具有重要意义，Moyers等[61] 通过

现实的计算机模拟和基因组数据估计的参数来评

估系统发育地层学的准确性，并调查其误差对基

因组进化结果的影响。未来进一步研究可以考虑

从不同比对方法出发，进行人类基因进化年代分

析，比较其他同源序列检测方法，如 HMMER[42]、

SMI-BLAST[66]、PSI-BLAST等是否具有更好的表

现。或者尝试使用更复杂的模型，如模拟分子钟

的方法，以在分析中考虑不同蛋白及位点的进化

速率差异。当然，这可能需要更多的数据和计算

资源，以提高准确性。

研究中使用 BLAST分析的误差会偏向保守，

即具有更高进化速率的基因可能会被放置在比他

们真实起源年龄更年轻的系统发育地层中。鉴于

研究中采取了较低的 E值截断 (10−4)，可以追踪基

因功能模块[67]。此外，对比 Domazet等[18] 将人类

基因划分为 19个地层年代和 Trigos等[53] 将人类基

因划分为 16个地层，本研究根据 NCBI分层情

况，将人类基因划分到 27个地层。在后生动物发

育时期提供了更细分的系统地层，为捕捉快速进

化基因的发育历史，提供更精确的基因定位。所

以认为对人类基因的年代研究有追溯到大多数基

因的真实起源。

癌症返祖理论将癌症被描述为细胞从适应多

细胞组织生活的情况下回到单细胞行为的状态。

如果是这样，可以预期，癌症中的基因突变会破

坏抑制有害于多细胞性功能的机制，这些机制应

该在多细胞生命出现之后或与之同时进化，并且

在肿瘤中应当存在单细胞时期基因的高表达。基

因表达系统地层学分析表明，癌症与单细胞生物

向多细胞生物过渡时形成的返祖遗传程序最为密

切相关[68]。使用 TAI可定量比较不同地层基因间

表达高低，较低的 TAI 对应于早期系统发育地层

基因的较高表达。目前 TAI指数方法已经被广泛

应用于动物、植物、微生物等类群发育表达分

析，在发育沙漏模型进化推演、干细胞起源进

化、海洋幼虫起源进化等科研问题分析中取得突

破性发现[69]。本研究从 TCGA中挖掘肿瘤和正常

组织样本最新 TPM表达数据用于 TAI指数分析，

在 CHOL、 COAD、 LUAD、 LIHC、 HNSC、
KICH 6种肿瘤和正常组织样本中的计算结果表

明，肿瘤组织具有更古老的转录组，高表达

UC基因，较低表达年轻基因，是对返祖理论结果

的验证。

研究提供的生物医学意义在于，进一步论证

癌症相关基因 (驱动基因、抑癌基因、原癌基

因)存在在古老地层年代中显著过度表达，在最新

进化地层中代表性不足的现象。考虑到>90%的癌

症相关基因在双侧对称动物之前就已经出现，为

理解基因参与生物过程的背景和机制，可使用代

表基因出现进化水平的模式生物，如使用与人类

进化距离较远的昆虫类生物作为癌症基因研究功

能模型似乎是一种可行方案。

未来，以系统发育地层学为角度的深入研究

可以从以下方面展开。一是聚焦基因，结合地层

年代深挖基因、基因位点、基因调控网络等的进

化特点。二是聚焦肿瘤，结合地层年代分析癌症

疾病进展模式，研究突变负担和表观遗传失调顺

序，针对不同癌症疾病进展地层差异，从正常组

织器官进化特点等方向展开探讨。三是聚焦单细

胞到多细胞状态的相关途径，如细胞黏附和细胞

通信等方面研究。从癌症演化步骤角度出发探索

癌症机制研究至关重要，有望为理解生物发展及

癌症进化提供新思路，发现癌症早筛及诊断新方
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式，挖掘抗癌新靶点。 

5　结论

本研究使用系统发育地层学，将人类基因从

进化角度划分为 27个地层，提供了更细致的人类

基因地层年代图谱。从系统发育地层学角度进行

基因年代分析，为理解基因进化历史提供了新思

路，为多细胞起源的分析提供了新见解，并证实

了癌症相关基因的古老起源，即发现癌症驱动基

因、抑癌基因和分化基因多来源于人类古老的系

统发育地层，在进化上具有同时性。尽管相当数

量癌症相关基因的起源早于多细胞生物发现时

期，但癌症相关基因进化的第二个高峰与多细胞

生物出现紧密相关。通过 TAI数据分析，发现肿

瘤组织转录组转向古老基因的表达增强，即上调

源自原始单细胞祖先的基因和广泛失活更近期进

化的基因，验证癌症返祖理论的合理性。针对癌

症相关基因的古老起源和古老基因在肿瘤组织的

高表达特性，可以指导临床癌症机制研究和治疗

方法开发，服务精准医学的发展。
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