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内　容　简　介
本书是吉林大学古 ＤＮＡ实验室 ２００６年以来与北方古代人群 ＤＮＡ研究

有关的博士论文汇编。 书中首先简要介绍了古 ＤＮＡ研究的原理、 方法与现
状， 然后重点阐述了本实验室关于新疆塔里木盆地古代人群 （山普拉遗址、
圆沙遗址和尼雅遗址）、 内蒙古中南部古代人群 （朱开沟墓地、 将军沟墓
地、 饮牛沟墓地、 新店子墓地、 城卜子遗址、 一棵树墓地和砧子山墓地）、
青海—辽宁—山西地区出土古人骨 （青海喇家遗址、 辽宁喇嘛洞墓地、 山
西虞弘及夫人墓）、 拓跋鲜卑人群 （东大井东墓地和七郎山墓地） 以及辽
代契丹人群 （萧和家族墓地、 商都辽墓、 尖山辽墓、 耶律羽之家族墓地、
吐尔基辽墓和山嘴子辽墓） 的线粒体 ＤＮＡ研究内容。 对这些地区古代人群
的遗传结构、 起源、 迁徙、 基因交流等问题进行了深入的探讨。
本书可供考古学、 遗传学、 人类学、 博物学等专业的相关研究人员及

相关院校师生阅读和参考。
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主 编 简 介

周慧， １９５４ 年 ２ 月出生于湖南长沙。 １９７７ 年
毕业于吉林大学化学系， １９８１ 年获硕士学位， 于
当年留吉林大学任教， １９８９ 年获博士学位， 随后
留学英国和澳大利亚。 １９９２ 年被评为吉林大学生
命科学学院教授， １９９５ 年荣获 “教育部跨世纪优
秀人才” 称号。 １９９９ 年与吉林大学考古系合作创
建了国内第一个考古 ＤＮＡ 实验室， 培养了国内第
一个古 ＤＮＡ 研究的博士。 承担并完成了国家一系
列研究项目， 取得了一定的科研成果， 十年来发
表相关文章 ５０ 余篇， 其中， 在 ＳＣＩ 收录的刊物上
发表论文 ２０ 余篇， 为中国古 ＤＮＡ研究做出了一定
贡献。
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前　　言
在吉林大学考古 ＤＮＡ 实验室成立十周年际， 我们对实验室 ２００６ 年以来与北

方古代人群 ＤＮＡ 研究有关的博士论文进行了归纳总结， 以此为基础编写出 枟中
国北方古代人群线粒体 ＤＮＡ 研究枠 一书， 献给中国田野考古的前辈和同仁， 以
感谢他们对考古 ＤＮＡ实验室的大力支持与帮助。 还要特别感谢朱泓教授， 在本
书的结构、 基本观点和具体写作等诸多方面给予了详细指导。

本书的第一章简述了古 ＤＮＡ 的定义、 特征、 研究方法和研究历史与现状，
这些方法主要包括样本的采集、 预处理过程的注意事项； ＤＮＡ 抽提、 ＰＣＲ 扩增、
序列测定； 序列真实性验证和数据分析。

第二章为新疆塔里木盆地古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析， 由谢承志、 高诗珠两
位博士的学位论文的部分内容组成。 该研究对距今 ２２００ ～２０００ 年的山普拉遗址、
圆沙遗址和尼雅遗址的 ３３ 个个体进行了线粒体 ＤＮＡ 高可变区测序和编码区 ＳＮＰ
分型。 得到的单倍型类群分布数据表明， 塔里木盆地古代人群是一个由已经分化
的东西方谱系融合产生的混合人群， 其中西部谱系的来源中有来自于近东和伊朗
地区的成分； 东部谱系的主体成分来自于北亚和东北亚， 但同时含有少量东南亚
起源成分， 表明东部的来源较广， 融合过程也较复杂。 塔里木盆地古人群的母系
遗传结构与现代新疆人群已经十分接近， 暗示塔里木盆地古代人群与现代新疆人
群在母系上有着一定的遗传连续性。

第三章是内蒙古中南部古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析， 由王海晶、 付玉芹的博
士论文的主要内容组成。 选取内蒙古中南部地区青铜时代早期朱开沟墓地， 东周
时期将军沟墓地、 饮牛沟墓地和新店子墓地， 金元时期城卜子遗址、 一棵树墓地
和砧子山墓地的 ６３ 例古人遗骸作为研究样本， 采取了线粒体 ＤＮＡ 高可变一区和
编码区相结合的策略详细地对这些古代人群进行了分析。 距今 ４０００ 年左右的朱
开沟古代居民都属于亚洲特有的单倍型类群 （Ａ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｍ９、 Ｍ１０）， 同样， 战
国后期的饮牛沟古代居民单倍型类群也都是属于亚洲特有的单倍型类群 （Ａ、 Ｂ、
Ｃ、 Ｄ、 Ｚ）。 朱开沟古代居民的三种单倍型 （Ａ、 Ｃ、 Ｄ） 都出现在饮牛沟古代居
民中， 说明在母系遗传上具有连续性。 这些单倍型在现代中国北方少数民族中分
布频率很高， 说明本地古代人群对现代人群有着重要的基因贡献。 而将军沟墓地
古代居民在母系遗传上与现代对比人群中的汉遗传距离最近， 与内蒙古和韩国的
分支也相对较近， 推测将军沟的古代人群可能是赵国为巩固边疆统治、 防御匈奴



而从中原迁来的移民。 距今 ２４００ 年左右的新店子遗址的主要单倍型是 Ａ、 Ｃ、 Ｄ，
其中， 高频率的 Ｃ、 Ｄ 体现出蒙古人种北亚类型的草原游牧民族特征。 据此推测
蒙古高原和外贝加尔地区的牧民由于东周时期气候急剧变冷而南迁， 将游牧文化
带到了农耕边缘地带， 最后导致了中国北方长城地带游牧文化带的形成。 城卜子
汪古遗址的单倍型比较复杂， 包含了东亚、 西伯利亚 （Ｍ、 Ｂ、 Ｄ、 Ａ） 和欧洲
（Ｎ、 Ｈ） 成分， 与乌兹别克和维吾尔可能有共同的起源。 我们结合一棵树墓地样
本的线粒体 ＤＮＡ 高可变区序列和单倍型 （Ｂ、 Ｄ、 Ｇ、 Ｚ） 数据， 推断该古代人群
可能是蒙古族的祖先群体， 对后来的达斡尔族有重要的遗传贡献。 砧子山墓地
（元上都） 样本都可归入亚洲 （东部欧亚） 特异单倍型 （Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｎ９ａ、
Ｚ）， 这些单倍型均包括在汉族人群的线粒体 ＤＮＡ 库中， 与汉族人群有着密切的
遗传关系。 有三个个体在体质人类学上表现出欧罗巴人种的成分， 但在母系遗传
上表现为亚洲特异的单倍型类群， 他们也许是欧洲男性向东迁移到此， 与由中原
向北迁移到此的女性通婚产生的后代。 内蒙古中南部古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析
结果表明， ４０００ 多年以来这个地区有少量来自西方基因流的影响， 重要的是北
方少数民族和中原汉族有着频繁的接触和基因交流。

第四章是青海、 辽宁、 山西地区出土古人骨线粒体 ＤＮＡ 分析， 由高诗珠、
王海晶、 谢承志的博士论文的相关内容组成。 距今 ４０００ ～３８００ 年的齐家文化晚
期的青海喇家遗址是史前洪水灾难遗存， １４ 个古代个体可以归于 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｍ１０
和 Ｍ倡

型。 单倍型组成和系统发育树都显示喇家遗址古代人群与北方汉人群的亲
缘关系很近。 距今 １７００ ～１６００ 年的辽宁省北票喇嘛洞墓地 ２４ 个样本可以归属到
单倍型类群 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｆ、 Ｇ２ａ、 Ｚ、 Ｍ 和 Ｊ１ｂ１。 中国南方人群和北方人群常见的
单倍型类群在喇嘛洞人群中都出现了 （Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｆ）， 还有一个在现代西伯利
亚和东亚人群以及古代匈奴人群中偶然出现的单倍型类群 Ｊ。 喇嘛洞人群中的一
些单倍型类群与匈奴和拓跋鲜卑人群相似， 但其频率在三个古代人群中却相差很
多。 如果喇嘛洞人群可以代表慕容鲜卑的话， 那么慕容鲜卑与拓跋鲜卑的母系遗
传结构存在着一定差异。 山西太原隋代虞弘及其夫人墓主人线粒体 ＤＮＡ 分析揭
示： 虞弘是西部欧亚大陆特有的单倍型 Ｕ５， 而虞弘夫人是东亚人群特有单倍
型 Ｇ２ａ。

第五章是拓跋鲜卑人群线粒体 ＤＮＡ 分析， 由于长春的博士论文的内容组成，
分析了东汉时期商都东大井东墓地和魏晋时期七郎山墓地的 ４０ 个样本的线粒体
ＤＮＡ。 东大井组和七郎山组在遗传距离、 多维度分析图上都表现出其在遗传学上
是不可分割的一个群体， 合并为一， 可作为拓跋鲜卑人群的代表。 他们有着极高
的 Ｃ、 Ｄ 单倍型类群分布频率 （６９畅５６％）， 这是北亚人群的典型特征。 结合单倍
型类群分布与突变位点数据， 可以推测古代匈奴对拓跋鲜卑有较多的遗传贡献，
而现代锡伯族可能是拓跋鲜卑的直系后裔。

·ⅱ· 中国北方古代人群线粒体 DNA研究



第六章是辽代契丹人群线粒体 ＤＮＡ 分析， 是许月的博士论文的内容， 对内
蒙古中东部包括贵族、 平民以及不同时期的辽代墓葬 （萧和家族墓地、 商都辽
墓、 尖山辽墓、 耶律羽之家族墓地、 吐尔基辽墓、 山嘴子辽墓） 的 ２７ 个样本进
行了分析。 耶律羽之家族与萧和家族分属于王族和后族， 但两个家族的样本之间
存在着明显的遗传差异。 吐尔基辽墓主人的分析结果表明， 其为契丹公主的可能
性是存在的。 古代鲜卑人群可能是契丹人群的祖先人群； 辽灭亡后契丹人有很大
一部分融入到当地的蒙古人群之中。

随着分子生物学技术的不断进步以及科研工作者的不断努力， 古 ＤＮＡ 的研
究已经发展到一定深度和高度， 考古学已经进入一个更高的境界。 我们在研究中
不仅解决了一些传统考古方法难以解决的重要问题， 还培养了具有多学科交叉研
究能力的人才。 我们相信这是一个新的、 有着光辉前景的学科方向。 由于编者水
平有限， 书中可能存在一些错误， 敬请广大读者批评指正。

·ⅲ·前　　言



目　　录
前言

第一章　古 DNA及古 DNA技术 （ １ ）……………………………………………

　　第一节　古 ＤＮＡ及古 ＤＮＡ 技术概述 （ １ ）…………………………………

　　　一、 古 ＤＮＡ 的特性 （ １ ）……………………………………………………

　　　二、 古 ＤＮＡ 研究对象 （ ３ ）…………………………………………………

　　　三、 古 ＤＮＡ 技术 （ ５ ）………………………………………………………

　　　四、 古 ＤＮＡ 数据分析 （ １０ ）…………………………………………………

　　第二节　古 ＤＮＡ研究的历史与现状 （ １１ ）……………………………………

　　　一、 古 ＤＮＡ 研究历史 （ １１ ）…………………………………………………

　　　二、 古 ＤＮＡ 研究现状 （ １２ ）…………………………………………………

　　参考文献 （ １６ ）…………………………………………………………………

第二章　新疆塔里木盆地古代人群线粒体 DNA分析 （ ２１ ）……………………

　　第一节　山普拉墓地古代居民线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ２１ ）………………………

　　　一、 背景 （ ２１ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ２２ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ２３ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ２６ ）………………………………………………………………

　　第二节　圆沙古城古代居民线粒体 ＤＮＡ分析 （ ２８ ）…………………………

　　　一、 背景 （ ２８ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ２９ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ３０ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ３８ ）………………………………………………………………

　　第三节　尼雅遗址古代居民线粒体 ＤＮＡ分析 （ ４０ ）…………………………

　　　一、 背景 （ ４０ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ４１ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ４２ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ４２ ）………………………………………………………………

　　参考文献 （ ４４ ）…………………………………………………………………

第三章　内蒙古中南部古代人群线粒体 DNA分析 （ ４７ ）………………………

　　第一节　朱开沟遗址古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ４７ ）………………………



　　　一、 背景 （ ４７ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ４８ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ４８ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ５１ ）………………………………………………………………

　　第二节　将军沟墓地古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ５２ ）………………………

　　　一、 背景 （ ５２ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ５２ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ５３ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ５５ ）………………………………………………………………

　　第三节　内蒙古饮牛沟墓地古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ５６ ）………………

　　　一、 背景 （ ５６ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ５７ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ５７ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ６０ ）………………………………………………………………

　　第四节　新店子墓地古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ６１ ）………………………

　　　一、 背景 （ ６１ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ６２ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ６３ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ６８ ）………………………………………………………………

　　第五节　城卜子遗址汪古部遗骸线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ６９ ）……………………

　　　一、 背景 （ ６９ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ７０ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ７０ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ７５ ）………………………………………………………………

　　第六节　一棵树墓地古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ７６ ）………………………

　　　一、 背景 （ ７６ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ７７ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ７７ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ８０ ）………………………………………………………………

　　第七节　砧子山墓地古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ８１ ）………………………

　　　一、 背景 （ ８１ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ８１ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ８２ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ ８６ ）………………………………………………………………

　　参考文献 （ ８７ ）…………………………………………………………………

·ⅵ· 中国北方古代人群线粒体 DNA研究



第四章　青海、 辽宁、 山西地区出土古人骨线粒体 DNA 分析 （ ９１ ）…………

　　第一节　青海喇家遗址古代人群线粒体 ＤＮＡ 分析 （ ９１ ）……………………

　　　一、 背景 （ ９１ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ ９２ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ ９３ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ １０２ ）………………………………………………………………

　　第二节　辽宁喇嘛洞墓地古代人群线粒体 ＤＮＡ分析 （ １０４ ）…………………

　　　一、 背景 （ １０４ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ １０５ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ １０５ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ １１１ ）………………………………………………………………

　　第三节　山西太原虞弘墓主人线粒体 ＤＮＡ 分析 （ １１２ ）………………………

　　　一、 背景 （ １１２ ）………………………………………………………………

　　　二、 样本 （ １１３ ）………………………………………………………………

　　　三、 结果 （ １１３ ）………………………………………………………………

　　　四、 讨论 （ １１４ ）………………………………………………………………

　　参考文献 （ １１５ ）…………………………………………………………………

第五章　拓跋鲜卑人群线粒体 DNA 分析 （ １１８ ）…………………………………

　　第一节　拓跋鲜卑研究概述 （ １１８ ）……………………………………………

　　　一、 拓跋鲜卑发展简史 （ １１８ ）………………………………………………

　　　二、 拓跋鲜卑的考古学成就 （ １１９ ）…………………………………………

　　　三、 拓跋鲜卑源流的争议 （ １２０ ）……………………………………………

　　　四、 研究目的和意义 （ １２０ ）…………………………………………………

　　第二节　拓跋鲜卑样本的采集 （ １２１ ）…………………………………………

　　第三节　拓跋鲜卑线粒体 ＤＮＡ 分析 （ １２３ ）……………………………………

　　　一、 遗传多态性 （ １２３ ）………………………………………………………

　　　二、 单倍型类群分布 （ １２７ ）…………………………………………………

　　　三、 共享序列分析 （ １２７ ）……………………………………………………

　　　四、 讨论 （ １２９ ）………………………………………………………………

　　第四节　拓跋鲜卑与匈奴亲缘关系的遗传学分析 （ １３０ ）……………………

　　　一、 线粒体 ＤＮＡ 的遗传多态性和单倍型类群分布 （ １３０ ）…………………

　　　二、 遗传距离 （ １３０ ）…………………………………………………………

　　　三、 系统发育分析 （ １３１ ）……………………………………………………

　　　四、 多维度分析 （ １３１ ）………………………………………………………

　　　五、 讨论 （ １３２ ）………………………………………………………………

·ⅶ·目　　录



　　第五节　拓跋鲜卑与锡伯族亲缘关系的遗传学分析 （ １３４ ）…………………

　　　一、 锡伯族样本的采集 （ １３４ ）………………………………………………

　　　二、 遗传多态性分析 （ １３４ ）…………………………………………………

　　　三、 突变热点分析 （ １３６ ）……………………………………………………

　　　四、 遗传距离分析 （ １３７ ）……………………………………………………

　　　五、 系统发育分析 （ １３７ ）……………………………………………………

　　　六、 多维度分析 （ １３８ ）………………………………………………………

　　　七、 讨论 （ １３８ ）………………………………………………………………

　　参考文献 （ １４０ ）…………………………………………………………………

第六章　辽代契丹人群线粒体 DNA 分析 （ １４３ ）…………………………………

　　第一节　契丹族的历史背景和研究进展 （ １４３ ）………………………………

　　　一、 契丹族概述 （ １４３ ）………………………………………………………

　　　二、 契丹贵族概述 （ １４４ ）……………………………………………………

　　　三、 契丹族人种学研究 （ １４４ ）………………………………………………

　　　四、 契丹族起源研究 （ １４５ ）…………………………………………………

　　　五、 契丹族流向研究 （ １４６ ）…………………………………………………

　　第二节　样本采集 （ １４７ ）………………………………………………………

　　　一、 萧和家族墓地 （ １４７ ）……………………………………………………

　　　二、 商都辽墓 （ １４８ ）…………………………………………………………

　　　三、 尖山辽墓 （ １４９ ）…………………………………………………………

　　　四、 耶律羽之家族墓地 （ １５０ ）………………………………………………

　　　五、 吐尔基辽墓 （ １５０ ）………………………………………………………

　　　六、 山嘴子辽墓 （ １５０ ）………………………………………………………

　　第三节　契丹族遗传结构分析 （ １５１ ）…………………………………………

　　　一、 契丹个体序列分析 （ １５１ ）………………………………………………

　　　二、 契丹群体内部关系分析 （ １５４ ）…………………………………………

　　　三、 契丹群体历史动态分析 （ １６０ ）…………………………………………

　　第四节　契丹贵族遗传结构分析 （ １６１ ）………………………………………

　　　一、 耶律羽之家族与萧和家族比较 （ １６１ ）…………………………………

　　　二、 吐尔基辽墓样本贵族身份分析 （ １６３ ）…………………………………

　　第五节　契丹族人种问题分析 （ １６３ ）…………………………………………

　　第六节　契丹族起源分析 （ １６５ ）………………………………………………

　　第七节　契丹族流向分析 （ １６７ ）………………………………………………

　　参考文献 （ １６９ ）…………………………………………………………………

附录　本书的研究成果所发表的文章列表 （ １７１ ）…………………………………

·ⅷ· 中国北方古代人群线粒体 DNA研究



第一章　古 DNA 及古 DNA 技术

第一节　古 ＤＮＡ及古 ＤＮＡ技术概述
　　古 ＤＮＡ （ａｎｃｉｅｎｔ ＤＮＡ） 是指从已经死亡的古代生物的遗体和遗迹中得到的
ＤＮＡ。 古 ＤＮＡ技术则是以分子生物学的研究方法和技术为基础， 由分子生物学、
考古学、 人类学和古生物学等学科交叉产生的一个新的研究领域。 １９８４ 年， 英
国 枟自然枠 杂志上首次报道的 １９ 世纪末灭绝的斑驴 （Ｑｕａｇｇａ） 标本 ＤＮＡ 提取的
研究报告

［ １］ ， 可以作为古 ＤＮＡ 研究兴起的标志。 虽然我国科学家王贵海和陆传
宗等早在 １９８１ 年就对马王堆汉墓出土的一具古尸进行了核酸的分离与鉴定， 并
发表了首篇有关古 ＤＮＡ 的研究论文［２］ ， 但遗憾的是当时没有明确提出古 ＤＮＡ 的
研究术语， 因而未能引起学术界的广泛重视。

古 ＤＮＡ 技术可以打破时间和空间上的限制， 直接分析古代生物遗存中的遗
传信息， 因此， 应用古 ＤＮＡ 技术可以解决学术界许多用常规方法无法解决的重
大课题， 包括重建过去的进化历史， 建立灭绝种和现存种的进化关系， 验证物种
的迁徙、 代替和物种灭绝的原因， 以及重建古环境的主要组成等。 在古 ＤＮＡ 技
术诞生之前， 对于已灭绝生物， 生物学家只能得到一些残缺不全的形态信息和历
史记录， 很多系统发育和进化理论的研究也只能间接地通过对现有生物的研究进
行推测。 古 ＤＮＡ 技术的应用可以为进化学家和系统学家提供从形态学和解剖学
中难以获得的生物演化式样和机制方面的信息。 目前， 古 ＤＮＡ 技术已被广泛地
应用于考古学、 生物学、 遗传学、 地学、 环境科学甚至医学等诸多领域［ ３］ 。
一、 古 DNA的特性

与新鲜样品相比， 古代样品中 ＤＮＡ 的特性可以概括为高度降解、 含量极低
和广泛损伤。

一般而言， 生物遗存中的古 ＤＮＡ 已经降解成短的片段， 一般仅为 １００ ～
５００ｂｐ， 只有在特殊的环境条件下， 如快速干燥、 低温或高盐浓度的情况下， 才
有可能使得较大片段的 ＤＮＡ 得以保存下来［４］ 。

有研究表明， 在保存状态较好的情况下， 每毫克古代样品中约含 ２０００ 个长
约 １００ｂｐ 的 ｍｔＤＮＡ 分子； 保存状态一般的样品中， 古 ＤＮＡ 的含量则更低， 仅为
每毫克组织 １０ ～４０ 个分子［５，６］ 。

古 ＤＮＡ发生损伤的现象也是普遍存在的。 在活的有机体内， 损伤的 ＤＮＡ 分



子可以通过修复机制得到有效修复， ＤＮＡ 的完整性能够有效地得以维持［７］ ； 但
生物死亡后， 由自发的水解作用和氧化作用而引起的 ＤＮＡ 损伤会随着时间的推
移逐渐积累， 最终导致古 ＤＮＡ 完整性的丧失。 总体来说， 古 ＤＮＡ 损伤包括断链
损伤、 氧化损伤、 ＤＮＡ 交联和水解损伤四个方面。 其中， 水解损伤和氧化损伤
是引起古 ＤＮＡ 损伤的主要因素， 它们可以引起古 ＤＮＡ 分子含氮碱基发生如脱
氨基、 脱嘌呤和脱嘧啶等变化， 进而造成 ＤＮＡ 分子的断裂。 除了水解损伤和
氧化损伤以外， 古 ＤＮＡ 还面临着断链损伤和 ＤＮＡ 交联。 断链损伤是导致古
ＤＮＡ 片段变短的重要原因 ［ ８］ ， ＤＮＡ 交联在 ＰＣＲ 扩增过程中也会严重阻碍 Taq
酶作用的发挥。 其他诸如 ＵＶ唱照射、 烷基化作用和一些细菌等微生物所释放的
酶类也对古代样本中的 ＤＮＡ 有损伤作用。 古 ＤＮＡ 易发生损伤的位点和机制见
图 １唱１ ［ ９］ 。

图 １唱１　ＤＮＡ分子易发生损伤的位点与相关交联［９］

ａ： １畅断链水解损伤易发部位； ２畅脱碱基易发部位； ３畅脱氨基易发部位； ４ ～７畅氧化损伤的碱基
破坏部位 （攻击碱基的双键， 破坏 ＤＮＡ 分子的完整性） ； ８畅氧化损伤的糖环上破坏部位

ｂ： １畅ＤＮＡ 分子间或 ＤＮＡ 与蛋白质分子间的交联； ２畅两条 ＤＮＡ 链间的交联
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　　由于古 ＤＮＡ 样品的种类、 时代和所处环境的多样性， 古 ＤＮＡ 的保存状态相
差极大。 研究表明， 恒定低温的环境对古 ＤＮＡ 的长期保存起着关键作
用

［ ８，１０，１１， １２］ 。 至 ２００４ 年末， 已报道的一些最古老的古 ＤＮＡ 都是从永冻地带的样
本中获得的， 包括 ５ 万年前的猛犸线粒体 ＤＮＡ［７］ ， ６畅５ 万年前的美洲野牛线粒体
ＤＮＡ［ １３］ ， 以及 ３０ 万 ～４０ 万年前的植物叶绿体 ＤＮＡ 和 ４０ 万 ～６０ 万年前的细菌序
列

［ １４，１５］ 。 Ｂａｒｎｅｓ 等［ １６］
和 Ｌａｍｂｅｒｔ等［１７］

的研究证明， 从全新世、 更新世永冻地带
保存的骨骼样本中可以扩增出长度为 ９００ ～１０００ｂｐ 的古 ＤＮＡ。 其他诸如快速干
燥、 高盐等因素也可以延长古 ＤＮＡ 的保存时间［ ９］ 。 Ｐｏｉｎａｒ 等［ １８］

和 Ｓｍｉｔｈ 等［１１］
的

研究表明， 由于水解作用的存在， 温带地区的古 ＤＮＡ （１００ ～５００ｂｐ） 不会保存 １
万年以上； 高纬寒冷地区的古 ＤＮＡ （１００ ～５００ｂｐ） 不会保存 １０ 万年以上。 即使
在理想的保存环境下， 古 ＤＮＡ 的保存也不会超过 １００ 万年［ １９］ 。
二、 古 DNA研究对象

线粒体 ＤＮＡ （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ， ｍｔＤＮＡ）、 叶绿体 ＤＮＡ （ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡ，
ｃｐＤＮＡ）、 核糖体 ＤＮＡ （ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ， ｒＤＮＡ） 及其他核 ＤＮＡ （ ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ，
ｎＤＮＡ） 都可以作为古 ＤＮＡ 研究的对象， 其中人类古 ＤＮＡ 研究主要以线粒体
ＤＮＡ和核 ＤＮＡ 中的 Ｙ 染色体 ＤＮＡ （Ｙ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ＤＮＡ， Ｙ唱ＤＮＡ） 为研究对象。
１畅线粒体 ＤＮＡ

如图 １唱２ 所示， 线粒体 ＤＮＡ 为双链闭合环状分子， 由 １６ ５６９ 个碱基组成，
含有 ３７ 个基因。 剑桥大学的 Ａｎｄｅｒｓｏｎ 等于 １９８１ 年完成了对线粒体的全序列测
定， 并于 １９９９ 年对该序列进行了修订， 该序列是目前人类线粒体 ＤＮＡ 序列多态
性比对的标准序列， 又被称为 Ａｎｄｅｒｓｏｎ 序列或剑桥序列［２０］ 。

线粒体上的控制区 （ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｇｉｏｎ， ＣＲ） 又称 Ｄ唱环区 （ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｌｏｏｐ ｒｅ唱
ｇｉｏｎ， Ｄ唱ｌｏｏｐ）， 在个体间存在较大差异， 有许多单碱基取代和突变， 因此又被称
为高可变区 （ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ， ＨＶＲ）。 线粒体的碱基多态性主要集中于控制
区上的高可变一区 （ＨＶＲⅠ， １６ ０２４ ～１６ ３６５） 和高可变二区 （ＨＶＲ Ⅱ， ７３ ～
３４０）， 其中， 高可变一区的多态性较好， 被普遍用作古 ＤＮＡ 研究的分子标记。

线粒体 ＤＮＡ 具有母系遗传、 突变率高和多拷贝等特点， 因此可以用来反映
人群或种族的母系历史， 揭示不同种族群体在遗传和演化上的差异， 特别是对于
人类古 ＤＮＡ 的研究具有得天独厚的优势。

然而， 线粒体 ＤＮＡ 应用于古 ＤＮＡ 的研究也存在一些问题： ①线粒体 ＤＮＡ
上的一些突变热点会产生回复突变和再次突变， 使突变速率被低估， 线粒体
ＤＮＡ Ｄ唱环的复制和起始序列上的突变也会降低表面上观察到的突变数； ②线粒
体 ＤＮＡ 进化受物种特定的生理因素和生态因素影响， 来自不同年龄和不同组织
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图 １唱２　线粒体结构示意图
的线粒体 ＤＮＡ 存在差异， 因此实验取材应尽量一致； ③近年来一些数据分析的
结果表明， 线粒体 ＤＮＡ 存在重组［２１ ～２３］ ， 这就给利用线粒体 ＤＮＡ 进行系统发育
分析和群体遗传研究打上了问号。 尽管如此， 线粒体 ＤＮＡ 在人类群体遗传研究
中仍然不失为一个好的标记， 在目前的古 ＤＮＡ 研究中也仍然是最具优势的。
２畅Ｙ染色体 ＤＮＡ

如图 １唱３ 所示， Ｙ 染色体由长臂 （ Ｙｑ） 和短臂 （ Ｙｐ） 组成， 长度约为
６０Ｍｂ， 是线粒体 ＤＮＡ 的 ４０００ 倍。 根据遗传方式不同， Ｙ 染色体分两个区： 一
个是位于 Ｙ 染色体两端的拟常染色质区 （ｐｓｅｕｄｏａｕｔｏｓｏｍａｌ ｒｅｇｉｏｎ， ＰＡＲ）； 另一个
是占 Ｙ 染色体大部分的 Ｙ 特异区 （Ｙ唱ｅｎｃｏｄｅｄ）。 Ｙ特异区携带性别决定因子 （ｓｅｘ
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图 １唱３　Ｙ染色体结构示意图

ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ Ｙ， ＳＲＹ）， 在减数分裂时不与 Ｘ 染
色体重组， 只能由父亲传给儿子， 呈稳定的父系遗传。
研究群体中 Ｙ 特异区 ＤＮＡ 的多态性可以追溯过去发
生的男性迁移， 重构父系进化史 ［２４］ 。

过去古 ＤＮＡ 和人类群体遗传研究很少采用 Ｙ 染
色体遗传标记， Ｙ 染色体特异性短串连重复序列
（ＳＴＲ） 的发现改变了人们认为其缺乏多态性的观点，
为研究人类近期进化事件提供了新的可能性。 由于许
多单核苷酸多态性位点 （ＳＮＰ） 和许多其他新遗传标记
的引入， 这种状况已经彻底地改变了［ ２５］ 。 ＳＮＰ 多态性
可反映人类历史上的单一突变事件， 且可鉴别 Ｙ 染色
体较久远的谱系关系； 而 ＳＴＲ 多态性则表现为更快的
突变率， 产生高信息量标记以研究最近的进化事件。
利用它们进化率的不同， 可将 Ｙ 染色体非重组区的这
两种标记相结合， 研究不同地域和时间范围内的人类
进化。 Ｋａｙｓｅｒ 等关于澳大利亚和美拉尼西亚人群起源的研究［２６］ ， 以及 Ｒｅｄｄ 等关
于印第安和澳大利亚人群相关性的研究

［２７］ ， 均体现了 Ｙ唱ＳＮＰ 和 Ｙ唱ＳＴＲ 联合使用
在人类学研究中的重要作用。
三、 古 DNA技术

古 ＤＮＡ 技术流程主要包括样本采集、 样本评估、 样本处理、 ＤＮＡ 提取、
ＰＣＲ 扩增、 ＰＣＲ 产物检测、 ＰＣＲ 产物纯化、 测序等步骤。 以 ＰＣＲ 扩增过程为界
限， 上述步骤可划分为前 ＰＣＲ 阶段 （ ｐｒｅ唱ＰＣＲ） 和后 ＰＣＲ 阶段 （ ｐｏｓｔ唱ＰＣＲ）。 此
外， 在古 ＤＮＡ 研究过程中要注意污染的控制， 最终还要对研究结果进行真实性
验证。
１畅样本采集

可供古 ＤＮＡ 研究的资源是比较丰富的， 其中， 大多数为骨骼、 牙齿等硬组
织， 这些材料来源广泛， 种类和数量较多， 是古 ＤＮＡ 研究最常见的材料， 也是
古 ＤＮＡ 研究的主要对象。 此外， 在特定环境下 （永冻地带或干燥的沙漠） 得以
较好保存的肌肉、 皮肤、 脑、 内脏等软组织也是古 ＤＮＡ 研究中难得的材料， 如
埃及的木乃伊、 在德国和法国边界发现的距今 ５０００ 多年的 “雪人”、 博物馆馆藏
标本等。 一般认为， 古 ＤＮＡ 的保存状态是： 牙齿优于骨骼、 密质骨优于松质骨、
骨骼组织优于软组织

［２８， ２９］ 。 近年来， 还发现头发中古 ＤＮＡ 保存污染的可能性比
牙齿和骨骼小一些， Ｇｉｌｂｅｒｔ 认为在古 ＤＮＡ 研究中头发是更好的选择［ ３０］ 。
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图 １唱４　发掘现场采集样本

在采集过程中， 样本采集人员应严
格按照防污染标准操作， 如图 １唱４ 所
示， 必须使用一次性无污染的头套、 口
罩、 手套和器具， 骨骼和牙齿样本应选
择保存完整、 没有任何裂痕的， 注意不
要用水冲洗， 取样后立即用保鲜膜严密
包裹， 并标明考古编号， 然后放入冰柜
在 －２０℃保存。
２畅样本评估

一般说来， 一个古代样本能否作为
古 ＤＮＡ 研究的材料， 有经验的研究者根
据样本的保存年代、 保存条件、 样本的
外观就可以初步确定， 但是对样本的保
存质量进行定量鉴定还是十分必要的。

由于古 ＤＮＡ 的含量极微， 因此， 目
前尚无有效的方法直接测定其含量。 使
用竞争 ＰＣＲ （ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＰＣＲ） 或实时定
量 ＰＣＲ （ ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ） 能够

间接地估计古 ＤＮＡ 模板的含量［３１， ３２］ 。 但这种方法使用了 ＰＣＲ 扩增技术， 其
ＤＮＡ 的估计量也可能包括污染的 ＤＮＡ， 因此只有在排除污染的可能性后， 才能
接受其测量结果。

氨基酸外消旋方法也可以用于样本的质量评估。 有机体死亡后， Ｌ唱氨基酸外
消旋变为 Ｄ唱氨基酸， 直到体内的 Ｌ唱氨基酸和 Ｄ唱氨基酸达到平衡为止， 理论上能
够通过对氨基酸外消旋程度 （Ｄ／Ｌ） 的检测来评估 ＤＮＡ 的降解程度， 消旋率越
高， 意味着 ＤＮＡ降解的程度越高， ＤＮＡ 存在的可能性也就越小。 不同的氨基酸，
其消旋发生的速率是不同的， 天冬氨酸 （Ａｓｐ） 是消旋速率最快的氨基酸， 可用
于评估 ＤＮＡ 降解程度。 一般认为， 天冬氨酸 Ｄ／Ｌ值大于 ０畅０８ 的古代样本是不能
扩增出古 ＤＮＡ 的。

此外， 形态学和组织学相结合的扫描方法、 气相色谱／质谱法 （ ｇａｓ ｃｈｒｏｍａ唱
ｔｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＧＣ／ＭＳ） 以及激光线切割技术 （ ｌａｓｅｒ ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏ唱
ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ） 等也被尝试用于古 ＤＮＡ 保存状态的评估。
３畅样本处理

骨骼和牙齿是最常见的古 ＤＮＡ 研究材料， 它们长期埋藏在地下， 表面会受
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到腐蚀以及外源 ＤＮＡ 的污染， 因此首先要除去样本表面损坏和受污染的表层。
常用的方法是用电动打磨工具去除骨骼表层 ２ ～３ｍｍ， 然后用次氯酸浸泡， 最后
用液氮冷冻粉碎机将样本粉碎成骨粉备用； 牙齿样本不必打磨， 直接用次氯酸浸
泡， 然后粉碎成骨粉即可。
４畅ＤＮＡ提取

ＤＮＡ 提取的第一步是破裂细胞， 使 ＤＮＡ 释放出来， 然后除去蛋白质和其他
可能会干扰 ＰＣＲ 扩增的化合物。 古 ＤＮＡ 提取的成功与否取决于被提取 ＤＮＡ的质
量和数量以及 ＰＣＲ 抑制物是否被完全去除。 古 ＤＮＡ 提取的实验方法主要是参考
现代核酸的提取技术获得的， 只是在提取缓冲液上做了一些修改， 以适应古
ＤＮＡ材料的特点和防止污染的要求。

目前普遍用于古 ＤＮＡ 提取的方法有两大类： 苯酚提取法和硅质提取法。 苯
酚提取法首先用蛋白酶 Ｋ 消化标本， 在消化过程中加入还原剂巯基乙醇或二硫苏
糖醇提高 ＤＮＡ 得率， 随后用酚、 氯仿去除蛋白质， 最后用乙醇沉淀 ＤＮＡ 或用透
析法浓缩 ＤＮＡ。 然而， 有学者认为用这种方法提取 ＤＮＡ， ＰＣＲ 抑制剂会与 ＤＮＡ
一起被抽提出来， 影响后面的 ＰＣＲ 反应。 硅质提取法是应用核酸可吸附在硅胶颗
粒上的特性， 利用硅胶将 ＤＮＡ 分子从细胞裂解液中纯化出来。 此法适用于各种古
材料， 并已有商业化的试剂盒， 优点是可以去除已知或未知的 ＰＣＲ 抑制物， 但缺
点是古 ＤＮＡ收率较低。 实际工作中， 应综合评估来选择最佳的古 ＤＮＡ提取方法。

对现代 ＤＮＡ 而言， 提取物得到后， 一般可以使用电泳或者紫外检验法评估
ＤＮＡ质量。 但对古 ＤＮＡ 而言， 用这些方法是不行的， 其主要原因是： ①提取的
古 ＤＮＡ 量太低， 无法直接定量； ②与古 ＤＮＡ 一起提取出来的真菌、 细菌等外源
性 ＤＮＡ 会干扰结果； ③提取物中的褐菌素等化合物也有紫外吸收， 会干扰结果。
因此一些研究者在提取古 ＤＮＡ 后跳过定量步骤， 直接进行 ＰＣＲ 扩增。
５畅ＰＣＲ扩增

古 ＤＮＡ 的广泛研究得益于聚合酶链式反应 （ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）
技术的发明。 ＰＣＲ 反应的试剂包括热稳定 ＤＮＡ聚合酶 （如 Taq 酶）、 引物、 ＤＮＡ
模板、 脱氧核糖核酸三磷酸 （ｄＮＴＰ） 和反应缓冲液； ＰＣＲ 反应的热循环条件一般
包括变性、 退火、 延伸的循环。

ＰＣＲ技术之所以成为古 ＤＮＡ 研究的理想工具， 是因为该技术具有如下优点：
①高敏感性， 即使在只有一个模板的情况下也能够得到足够的拷贝； ②高选择
性， 使得 ＰＣＲ 能够在多种 ＤＮＡ 分子混杂的背景下选择性扩增靶基因序列， 从而
使研究者能够选择一段具有合适的变异率、 适于进化分析的基因进行研究； ③高
速度， 在 ＰＣＲ 仪上， ４０ 个循环的 ＰＣＲ反应程序在 １ｈ 内就可以完成。
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６畅ＰＣＲ产物检测
ＰＣＲ 扩增成功与否需要进行检测， 目前最常采用的方法是将少量的 ＰＣＲ 扩

增产物用琼脂糖凝胶电泳进行检测。 对于古 ＤＮＡ 研究来说， ２％的琼脂糖凝胶是
最合适的。 最后使用凝胶成像仪进行观察、 分析、 记录， 以检测 ＰＣＲ 扩增情况。
７畅ＰＣＲ产物纯化

ＰＣＲ 扩增成功后， ＰＣＲ 反应体系中不仅含有大量的目标 ＤＮＡ 片段， 而且还
存在着一些未完全反应的引物、 二聚体、 金属离子等杂质， 因此必须对 ＰＣＲ 产
物进行纯化， 去除这些杂质。 可采用琼脂糖凝胶电泳的方法将目标 ＤＮＡ 片段与
杂质分离， 然后在紫外灯下切取含目标 ＤＮＡ的条带进行下一步回收。

从琼脂糖凝胶中回收 ＤＮＡ 的方法很多， 如透析袋电洗脱凝胶块法、 ＤＥＡＥ唱
纤维素膜转移法、 低熔点琼脂糖凝胶回收法、 乙酸铵溶液浸出法、 冷冻挤压法
等， 此外， 许多生物科技公司开发出了多种回收试剂盒。 目前大多数古 ＤＮＡ 实
验室都采用 Ｑｉａｇｅｎ 公司生产的 ＱＩＡＥＸⅡ琼脂糖凝胶回收试剂盒， 该试剂盒采用
硅粒吸附 ＤＮＡ 片段， 可有效地去除各种杂质， 操作简单、 快速， 而且回收质量
和效率高， 非常适合于微量、 小片段的古 ＤＮＡ 回收。
８畅测序

古 ＤＮＡ 片段在 ＰＣＲ扩增后可以对 ＰＣＲ 产物进行直接测序， 也可将其克隆到
细菌载体中再进行测序。 ＤＮＡ 直接测序的方法主要有化学法 （Ｇｉｌｂｅｒｔ 法） 和链
终止法 （Ｓａｎｇｅｒ 法）， Ｓａｎｇｅｒ 法因其迅速、 简便而成为目前最常用的方法， 目前
普遍采用的 ＤＮＡ 测序仪也是基于 Ｓａｎｇｅｒ 法的原理。 ＤＮＡ 克隆测序可以识别外源
ＤＮＡ污染和检查 ＤＮＡ 损伤， 当测序结果显示多个明显不同的序列时， 表明古代
材料受到了外源污染， 如果多个序列仅在个别位点上存在不同， 表明古代材料受
到了碱基损伤。 但是， 克隆测序的载体细胞自身复制过程可能会改变插入序列，
而且实验步骤也比较繁琐， 得到结果较慢。 因此， 目前古 ＤＮＡ 测序的策略主要
采用正反双向直接测序， 同时随机选取若干序列进行克隆测序， 检测直接测序的
准确性。
９畅污染控制

外源 ＤＮＡ 的污染问题是古 ＤＮＡ研究面临的最大挑战。 ＰＣＲ 的高度敏感性和
古 ＤＮＡ 含量的极其微量性， 导致古 ＤＮＡ 的研究极易受到现代 ＤＮＡ 污染。 很多
早期阶段的古 ＤＮＡ 数据， 后来证明多是现代 ＤＮＡ 污染后得到的结果， 其中典型
的例子是恐龙 ＤＮＡ［３３］

和琥珀中昆虫 ＤＮＡ［３４］
的研究报告。
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外源 ＤＮＡ 的污染按时间先后可分为埋葬污染、 发掘污染和实验室污染。 埋
葬污染是在个体埋葬过程中， 遗骸沾染了其他个体的血液、 尿液等导致的污染，
特别是在多人合葬和二次重葬的情况下， 极易发生个体间的相互污染。 而发掘污
染主要是指在发掘、 运输和保存过程中， 考古学家、 发掘者、 博物馆工作人员脱
落的表皮细胞、 头屑、 汗液、 毛发和唾液气溶胶中的 ＤＮＡ 对样本的污染， 这也
是古 ＤＮＡ 样本所面临的主要污染之一。 实验室污染可分为两种情况： 一种是由
实验者和不洁的实验用具、 试剂造成的 ＤＮＡ 污染； 另一种是由 ＰＣＲ 扩增产物气
溶胶造成的交叉污染， 在实验过程中比较剧烈地摇动微量离心管、 开盖、 反复吸
样等都可以形成气溶胶， 而一个气溶胶颗粒可含 ４８ ０００ 个 ＤＮＡ 拷贝， ＰＣＲ 产物
气溶胶若偶然转移到含有 ＤＮＡ 样品、 正准备进行扩增的微量离心管中， 就会经
过大量扩增而造成严重污染， 扩增反应次数越多， 交叉污染的可能性就越大， 因
而由其造成的污染是一个特别值得重视的问题。 对于埋葬污染目前并无好的解决
方案， 我们只能通过分析在埋葬时发生了什么， 从而推测最终得到的 ＤＮＡ 的可
信性， 不过幸好这种污染现象极少发生。 对于发掘污染和实验室污染， 如果防护
得当是可以避免的。

在发掘过程中， 样本采集人员应严格按照防污染标准操作， 必须使用一次性
无污染的头套、 口罩、 手套和器具， 骨骼和牙齿样本应选择保存完整、 没有任何
裂痕的， 注意不要用水冲洗， 取样后立即用保鲜膜严密包裹， 然后放入冰柜在
－２０℃保存， 并尽快进行古 ＤＮＡ实验。
对古 ＤＮＡ 实验室也有特殊的要求。 一定要与现代分子生物学实验室分离，

防止现代 ＤＮＡ 的污染。 古 ＤＮＡ 研究的前 ＰＣＲ 阶段和后 ＰＣＲ 阶段也必须在空间
上分开进行， 避免后 ＰＣＲ 阶段的大量 ＤＮＡ 污染前 ＰＣＲ 阶段的极少量 ＤＮＡ。 有条
件的最好根据古 ＤＮＡ的实验流程把实验室进一步分隔成不同的房间， 并保证人
员和样品流动的方向是单向的， 每个房间都配备独立的紫外线消毒、 正压空气过
滤系统和配有紫外灯的正压气流超净台。

在实验过程中要采取严格的防污染措施。 例如， 实验操作者应穿戴一次性无
污染的头套、 口罩、 手套、 鞋套， 身穿经紫外灭菌的实验服， 实验中随时更换手
套； 实验操作台应经过紫外灯照射， 并随时用次氯酸擦拭； 样本材料要经过表面
打磨、 紫外照射或次氯酸浸泡之后方能用于实验； 各实验阶段的设备不能混用；
实验所用耗材应为一次性并经过高温高压灭菌， 需多次使用的器材也要选择容易
去污染的种类； 实验试剂要保证不含外源 ＤＮＡ。
１０畅古 ＤＮＡ的真实性

１９９４ 年以后， 越来越多的研究表明， 许多原来报道的古 ＤＮＡ 数据其实是
ＤＮＡ污染的结果， 古 ＤＮＡ 的真实性问题逐渐受到科学家们的重视。 经过多年的
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研究和完善， 现在已经建立了古 ＤＮＡ 研究污染检测与数据真实性的判别标准：
（１） 专门的古 ＤＮＡ 实验室： 有与分子生物学实验室物理上隔离的专门的古

ＤＮＡ实验室， 而且前 ＰＣＲ 阶段与后 ＰＣＲ 阶段的工作区也应该是分开的。 操作者
工作路线应该是前 ＰＣＲ 工作区→ 后 ＰＣＲ 工作区。

（２） 空白对照： ＤＮＡ 抽提和 ＰＣＲ 扩增均要设置一个或多个空白对照。
（３） 序列的长度标准： 扩增 ＤＮＡ 片段长度与扩增效率呈反比， 古 ＤＮＡ 的

ＰＣＲ 产物不能超过 １０００ｂｐ。
（４） 模板 ＤＮＡ分子定量： 应用实时定量 ＰＣＲ 检测初始模板的数量， 当模板

数小于 １０００ 时， 不能忽视污染的可能性和 ＰＣＲ 扩增中的碱基错配现象。
（５） 多次抽提和 ＰＣＲ 扩增： 同一样本必须进行多次抽提和 ＰＣＲ 扩增， 且均

获得相同的古 ＤＮＡ 序列。
（６） 克隆测序： 通过克隆分析而获得的多种序列可以帮助评价损伤、 检测

污染与核插入。
（７） 独立重复实验： 古 ＤＮＡ 实验应在不同的实验室独立进行， 由不同的实

验者操作， 实验结果一致才是真实可靠的。
（８） 生化保存状态： 应用各种不同的方法 （如氨基酸外消旋法、 组织切片、

显微观察等） 判别样本保存状态的好坏。
（９） 相关遗骸古 ＤＮＡ分析： 与人类遗骸一同出土的动物遗骸可以提供有关

ＤＮＡ幸存的证据， 提供样本保存环境方面的支持， 而且可以作为人类 ＰＣＲ 反应
的阴性空白对照。

（１０） 系统发育分析： 所获得的古 ＤＮＡ 序列应与其关系密切的现代生物的同
源 ＤＮＡ 序列相似但又不完全相同， 并在重建的系统树上具有系统学意义和较高
的再抽样自检值。
四、 古 DNA数据分析

通过测序可以获得 ＤＮＡ 一级结构的信息， 但 Ａ、 Ｃ、 Ｔ、 Ｇ 四种碱基的排列
次序本身并不能说明有关个体之间、 种群之间的遗传关系， 因此必须对所得序列
进行数据分析。 现今， 有多种数据分析方法被应用于古 ＤＮＡ 的研究中， 这些方
法主要包括系统发育分析、 多维度分析、 主成分分析等。
１畅系统发育分析

系统发育分析可以从分子水平上探讨群体进化规律， 并可将这些规律以直
观、 形象的系统发育树形式呈现出来。 对古 ＤＮＡ 序列进行系统发育分析， 可以
用来检测过去根据形态学和免疫学资料所建立的谱系假说； 将古代人群数据和丰
富的现代人群数据相结合进行分析， 可以校正仅通过现代人群 ＤＮＡ 序列所建立
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的生物谱系的拓扑结构。
系统发育分析的方法有距离法、 最大简约法、 最大似然法， 其中， 距离法又

包括 ＵＰＧＭＡ 法、 最小二乘法、 最小进化法与邻接法。
２畅多维度分析

多维度分析是以图形表示对象在多维空间中的关系， 从而直观形象地推断出
群体间遗传关系的远近。

当人群的亲缘关系很近时， 不同的构树方法所得的系统发育树在分支上总是
或多或少存在差别， 但是在理论上却无法判定哪种系统发育树更为合理可信。 利
用多维度分析可以克服系统发育树构树方法中的许多问题， 既可以验证所构建的
系统发育树的准确性， 也可以弥补构树方法的不足。 两种方法相互验证， 以此得
出更为准确的实验结论。
３畅主成分分析

主成分分析是通过降维技术把多个变量化为少数几个主成分 （即综合变
量）， 对主成分作散点图， 能从直观上反映出样品的绝大部分信息， 在探索性数
据分析中非常有用。

在多数实际问题中， 当我们对同一个体进行多项观察时， 必定涉及多个随机
变量， 由于指标较多及指标间有一定的相关性， 势必增加分析问题的复杂性， 这
时就需要借助主成分分析来概括诸多信息的主要方面。 主成分分析的实质就是将
样本的多个指标化为少数几个指标的一种多元统计方法。

上述不同的分析方法获得的结果不尽相同， 目前还没有一种方法可以适合于
所有的数据和条件， 然而多种方法联合使用可以消除使用单一方法带来的误差，
因此对古 ＤＮＡ 数据进行分析时普遍采用几种方法同时分析。

第二节　古 ＤＮＡ研究的历史与现状
一、 古 DNA研究历史
　　自 １９８４ 年 Ｈｉｇｕｃｈｉ等创立古 ＤＮＡ 研究技术至今， 古 ＤＮＡ 的研究历史大致可
以划分为三个阶段。
１畅１９８４ ～１９８９年

有关古 ＤＮＡ 的研究工作最早可追溯到 １９８０ 年， 我国科学家从长沙马王堆汉
墓出土的古尸中成功分离并鉴定出核酸分子。 然而真正里程碑式的工作应首推
１９８４ 年 Ｈｉｇｕｃｈｉ等对斑驴的研究， 他们从博物馆中距今约 １５０ 多年的斑驴的皮肤
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上， 提取出了少量的线粒体 ＤＮＡ， 将两段线粒体 ＤＮＡ 序列与马、 驴和斑马的相
关序列进行比较， 发现斑驴与斑马的亲缘关系最近， 而与马或驴的亲缘关系较
远

［ １］ 。 这一研究成果在 Nature上一经发表， 就引起了极大的轰动， 这充分证明了
古 ＤＮＡ 研究的可行性和重要性。 １９８５ 年， Ｐａａｂｏ 运用分子克隆技术从距今 ２４００
多年的 ２３ 具埃及木乃伊中成功获得了古 ＤＮＡ［ ３５］ ， 进一步证明了生物遗骸中古
ＤＮＡ存在的可能性， 开创了古 ＤＮＡ 研究的崭新领域。
２畅１９８９ ～１９９４年

１９８６ 年， 美国科学家 Ｍｕｌｌｉｓ 等发现并创立了划时代的 ＰＣＲ 技术， 它能够灵
敏、 高效、 特异性扩增上百万的目的 ＤＮＡ片段， 使古代材料中微量的 ＤＮＡ 在很
短的时间内得以大量扩增， 这一技术为古 ＤＮＡ 的研究带来了革命性的进展。
１９８９ 年， Ｐａａｂｏ 等率先采用 ＰＣＲ 技术代替常规克隆技术进行古 ＤＮＡ 的研究［ ３６］ ，
此后古 ＤＮＡ 研究在世界范围内掀起了热潮， 许多研究成果陆续完成。
３畅１９９４年至今

１９９４ 年以后， 越来越多的研究表明， 先前报道的一些古 ＤＮＡ 序列其实是
ＤＮＡ污染的结果， 这使得科学家们不得不开始考虑古 ＤＮＡ 的真实性问题， 甚至
有人认为所有得到的古 ＤＮＡ 都有可能是一些污染的 ＰＣＲ 产物 ［３７］ 。 此后在 １９９７
年和 ２０００ 年， 先后对两例尼安德特人线粒体 ＤＮＡ 进行了研究［ ３８， ３９］ ， 结果表明，
两例尼安德特人的遗传关系十分接近， 并在分支树上明显地与现代人分开， 因此
其不太可能是现代人 ＤＮＡ 的污染。 特别是 ２０００ 年对第二例尼安德特人的研究，
分别在苏格兰格拉斯哥大学和瑞典斯德哥尔摩大学同时进行， 得到了相同的结
果， 这更加证明了其古 ＤＮＡ 存在的可靠性。 但是为了防止外源 ＤＮＡ 污染， 保证
古 ＤＮＡ 序列的真实可靠， 科学家们正在建立并完善一系列古 ＤＮＡ 序列真实性的
甄别标准。
二、 古 DNA研究现状

古 ＤＮＡ 技术从诞生之日起就被广泛用于人类学、 考古学、 古生态学、 群体
遗传学、 动物系统学、 植物系统学、 保护生物学和法医学等领域［ ４０ ～４２］ 。 下面主
要从人类资源古 ＤＮＡ 和非人类资源古 ＤＮＡ 两方面阐述考古学、 人类学方面的古
ＤＮＡ研究现状。
１畅人类资源古 ＤＮＡ研究现状

１） 个体水平研究
古 ＤＮＡ 技术在个体水平上主要应用于性别鉴定、 遗传疾病分析和个体确认
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三个方面。
首先， Ｘ 染色体和 Ｙ 染色体上的遗传标记可以帮助考古学家、 人类学家对古

代遗存进行性别鉴定， 尤其是那些用形态学方法不好确定的个体， 比如婴儿或残
缺不全的古代遗存

［ ４３］ 。 例如， １９９７ 年在以色列南部古阿什卡隆 （Ａｓｈｋａｌｏｎ） 的一
个墓地发掘出一个浴室， 在这个浴室的后面， 考古学家发现 １００ 多具婴儿的残
骸。 起先考古学家解释这些残骸可能是被抛弃的女婴， 因为在古阿什卡隆普遍存
在这种现象， 但是他们无法解释后来发现的一些有色情画的灯和招牌。 Ｆａｅｒｍａｎ
等对其中 １９ 例婴儿遗存进行性别鉴定表明， 这 １００ 多具婴儿遗存中有很多是男
婴， 于是推测这里实际上是个妓院， 这些婴儿很有可能是那些妓女的孩子［ ４４］ ，
古阿什卡隆浴室之谜终于真相大白。 Ｌａｓｓｅｎ 等对 Ａｅｇｅｒｔｏｎ 墓地 １２１ 例婴儿遗存所
进行的性别鉴定

［ ４５］ ， 也是古 ＤＮＡ 技术在这方面应用的典型例子。
其次， 古 ＤＮＡ 技术也可用于古代样本遗传疾病的检测与分析。 具有遗传疾

病的古代遗存个体， 其相应的 ＤＮＡ 可以用古 ＤＮＡ 技术提取并扩增出来， 进而分
析 ＤＮＡ 突变特征与相应遗传疾病的关系［ ４６， ４７］ ， 但这方面的研究需要注意有关伦
理方面的一些问题。

最后， 通过与其后代 ＤＮＡ 进行比较， 古 ＤＮＡ技术还可用于古代遗存的个体
确认。 这方面的研究很多， 比如 Ｊｅｈａｅｓ 等对 “路易十七” 身份的确认［４８］

就是这

方面研究的典型案例。
２） 家庭或家族水平研究
人类学研究中， 通过对家系内母系血缘、 父系血缘世系的确立以及特殊家庭

之间关系的了解， 可以分析当时的社会结构、 婚嫁模式乃至史前社会的丧葬习俗
等人类学问题。 血缘关系可以通过丧葬模式或形态相似性进行分析， 但若有古
ＤＮＡ数据的支持， 则可以直接建立其血缘关系［４９］ 。 Ｓｈｉｎｏｄａ 等对日本 Ｊｏｍｏｎ 时代
Ｎａｋａｚｕｍａ 墓地中 ２９ 个个体的牙齿进行了线粒体 ＤＮＡ 研究， 得到了 ９ 个不同序
列， 其中 １７ 个个体共享一个序列， 表明这一墓地基本上是一个母系墓地［５０］ ， 这
一结果对 Ｊｏｍｏｎ 时代的考古学研究很有意义； 同时， 他们又将这些序列与现代日
本人的序列进行了比较， 发现古 ＤＮＡ 序列的多样性与现代人相同， 系统发育分
析表明， Ｊｏｍｏｎ 时代古 ＤＮＡ 序列分散于现代人之中， 未形成特殊束， 说明在
Ｎａｋａｚｕｍａ的 Ｊｏｍｏｎ 时代的人群就已不是一个同源的群体， 从遗传上反驳了日本人
的双起源学说。 Ｇｅｒｓｔｅｎｂｅｒｇｅｒ 等对发掘于德国 Ｓｔ畅Ｍａｒｇａｒｅｔｈ 教堂墓地的 Ｋｏｎｉｇｓｆｅｌｄ
伯爵家庭谱系的确定

［５１］ ， 也进一步显示了古 ＤＮＡ 技术在家系确认上的优势。
３） 人群水平研究
一个人群的遗传学变化是从其祖先人群继承下来的， 因此， 现代人群与其祖

先人群具有相似的遗传标记频率。 此外， 某些遗传标记在不同人群间是有特征性
分布的， 这样的遗传标记可作为两个人群间亲缘关系的指示性标记。 在能大量获
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得古人类个体的前提下， 史前的人口迁徙情况、 人群的连续性发展和人群代替问
题， 均可以用古 ＤＮＡ 技术分析说明［ ４１］ 。 首先， 在一个较小而确定的地域范围
内， 古 ＤＮＡ 技术可以分析人群连续性和人群替代等问题； 其次， 在较为广泛的
地域范围里， 用古 ＤＮＡ 技术可以研究在大洲范围内的人群迁徙。

语言学、 考古学方面的证据都表明， 美洲现在的一些人群是史前迁入美洲
的

［ ５２， ５３］ ， 远古时期的古印第安人 （美洲的第一批印第安居民） 和现代的土著美
洲人在形态学上的区别是很明显的

［５４］ ， 因此一些学者认为美洲大陆上的这些原
始拓荒者不是现在的土著美洲印第安人的祖先

［５５］ 。 然而， 对大多数古代个体线
粒体 ＤＮＡ 的初步分析表明： 古印第安人线粒体 ＤＮＡ 单倍型组类型在当代土著美
洲人群中有广泛的分布

［５６］ 。 这暗示尽管存在形态学上的差异， 美洲大陆的远古
拓荒者与现代土著美洲人群之间在演化上也一定是连续的。

过去考古学、 语言学和遗传学的证据似乎都证明： 太平洋美拉尼西亚 （Ｍｅｌ唱
ａｎｅｓｉａ） 岛上的人种可能起源于东南亚岛屿 （可能为中国的台湾省）， 并称之为通
往波尼西亚 （Ｐｏｌｙｎｅｓｉａ） 的 “特快列车”。 但是， Ｈａｇｅｌｂｅｒｇ 从美拉尼西亚岛与当
地文化有关的古代埋藏品中提取出了线粒体 ＤＮＡ， 在古 ＤＮＡ 中没有发现原来所
说的 ９ｂｐ 线粒体 ＤＮＡ的缺失， 如果这一发现是正确的， 可能表明古美拉尼西亚
人不是 “特快列车” 上的乘客， 而只是先前存在的古美拉尼西亚人种的积累［ ５７］ 。

在人类起源和进化方面， 古 ＤＮＡ 技术的最主要的成就是对尼安德特人进化
地位的阐明。 尼安德特人是距今 １２ 万 ～３ 万年末次冰川期居住在欧洲和西亚的
原始人种， 简称尼人。 最早发现的尼人化石是 １８４８ 年出自直布罗陀的一个颅骨，
但当时并未引起重视。 １８５６ 年 ８ 月， 又在德国尼安德特河谷 （Ｎｅａｎｄｅｒ ｖａｌｌｅｙ） 的
一个山洞里发现了一个成年男性的颅顶骨和一些四肢骨骼的化石， 尼安德特人因
此得名。 在这以后， 尼人的化石开始在西起西班牙和法国， 东到伊朗北部和乌兹
别克斯坦， 南到巴勒斯坦， 北到北纬 ５３ 度线的广大地区被大量地发现。 起初许
多学者怀疑尼安德特人是化石人类， 以致把他们当作现代人的病态类型、 最低能
的人或者是古代野蛮种族， 因而尼安德特人在进化中的地位未得到肯定。 此外，
对于尼安德特人和我们现代人的祖先是否有过接触也展开了激烈的争论， 并持续
了很长时间。

Ｋｒｉｎｇｓ等成功地从德国出土的尼安德特人骨骼化石中提取出 ＤＮＡ， 通过对短
的 ＤＮＡ 片段进行重叠扩增和序列克隆测定后， 得到了一条迄今为止在现代人中
未见报道的线粒体 ＤＮＡ 序列。 与现代人线粒体 ＤＮＡ 序列进行比较分析和系统发
育分析表明， 尼安德特人与现代人序列差异极大。 在 ３７８ 个碱基片段中， 尼安德
特人同现代人的差异是 ２７ 个 （现代人与现代人的平均差异是 ８ 个， 现代人同大
猩猩的差异是 ５５ 个）， 这说明尼安德特人与现代人的祖先相距甚远， 是介于现代
人和黑猩猩之间的过渡类型。 他们认为在 ５０ 万 ～６０ 万年前尼安德特人的祖先就
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与人类的祖先在系统演化树上分离， 因此推测尼安德特人不是现代人的祖先， 并
支持现代人非洲起源假说

［ ３８］ 。 该项研究成果在 １９９７ 年被评为世界十大科技进步
奖。 之后， Ｋｒｉｎｇｓ等［５８］

又成功地从该化石中得到了线粒体 ＤＮＡ 高可变二区序列，
结合他们前期报道的线粒体 ＤＮＡ 高可变一区序列的分析， 结果表明尼安德特人
在现代人类起源之前就可能绝灭了， 因而没有对现代人类的线粒体 ＤＮＡ 基因库
作出贡献。 对从北高加索出土的距今约 ２９ ０００ 年的另一个尼安德特人化石 ＤＮＡ
的分析表明： 该尼安德特人的线粒体 ＤＮＡ与 Ｋｒｉｎｇｓ等报道的尼安德特人的类似，
而与现代人类的线粒体 ＤＮＡ 不同［３９］ 。 这一发现进一步支持尼安德特人在消亡之
前并没有对现代人类线粒体 ＤＮＡ 基因库有贡献的观点。 此后， 研究人员又陆续
进行了更多有关尼安德特人的研究

［５９ ～７３］ 。 近来， Ｇｒｅｅｎ 等通过高通量测序技术，
从 ０畅３ｇ ３８ ０００ 年前的尼安德特人骨骼中获得全部 ｍｔＤＮＡ 序列， 并进一步将现代
人与尼安德特人的 ｍｔＤＮＡ 谱系分化时间推断为 ６６０ ０００ ±１４０ ０００ 年［ ７４］ 。 此后，
该研究小组又对 ５ 个尼安德特人的全线粒体序列进行测定， 发现生活在
３８ ０００ ～７０ ０００年前的尼安德特人的遗传多样性是同时期现代人的三分之一［ ７５］ ，
为揭示尼安德特人的历史及其与现代人的关系提供了重要依据。
２畅非人类资源古 ＤＮＡ研究现状

对远古人类生活环境的重建是史前历史学家研究的课题之一。 通过对史前人
们居住的生态系统的重建， 可以了解当时古人的文化适应情况， 包括食物获取行
为、 季节性迁徙行为和动植物的驯养行为等。 过去主要用确认动植物群落、 动物
区系遗存的方法进行环境重建， 用某些物种优选的栖息地推断局部环境的生态状
况， 因此， 对动植物遗存进行准确的确认在环境重建方面是至关重要的。 然而，
对考古学遗存进行动植物物种的确认经常是不准确的

［ ７６］ 。 此外， 遗传学上有密
切联系但形态学上明显不同的物种， 其生存环境往往也是不同的。 在这种情况
下， 用古 ＤＮＡ 技术对考古学遗存进行物种的准确分类， 对重建局部生态环境是
必不可少的。 Ｂａｒｎｅｓ等利用古 ＤＮＡ 技术对 Ｌｉｎｃｏｌｎｓｈｉｒｅ 两个考古地点的 ６ 个鹅种
进行了物种确认， 结果表明， 当时的盎格鲁撒克逊人 （７ ～１２ 世纪） 既从事猎禽
活动， 也从事野生鸟的驯化管理 ［７７］ 。

有关捕猎动物物种的鉴定、 动植物的驯化过程等方面的研究很多， 史前人类
进行动植物驯化或通过迁徙把某地的动植物带到其他地域是不争的历史事实， 因
此， 通过对考古学发现的动物区系内遗存的 ＤＮＡ 进行分析， 可以追踪史前人类
的迁徙情况。 Ｍａｔｉｓｏｏ唱Ｓｍｉｔｈ 和 Ａｌｌｅｎ 的研究表明， 太平洋老鼠 （Rattus exulans） 是
由第一批来太平岛屿的拓荒者带来的

［ ７８］ 。 通过分析这种横跨太平洋岛屿与人类
共生物种的分子多态性， 他们阐明了首批拓荒者的迁徙路径和史前太平洋岛屿上
玻利尼西亚人的相互作用模式。
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通过对古代样本微生物的调查， 人类学家、 考古学家可以推断某些物种灭绝
的原因。 极地永冻地带发现的某些种类的大型哺乳动物样本为开创这方面的研究
创造了条件； 古代埃及木乃伊不但可以用来分析新石器时代以来的埃及人群的基
因频率多态性， 也可以用来研究同时代的 ＤＮＡ 病毒的进化。 古代微生物 ＤＮＡ 的
确定为古代传染病及其传播方式、 影响范围以及病原体与宿主之间的相互作用的
研究开创了一条新途径。

总之， 古 ＤＮＡ 技术从诞生之日起就在人类学的研究领域发挥着重大作用，
解决了很多用传统人类学研究手段所无法解决的重大问题。 今后， 古 ＤＮＡ 的研
究还要致力于在方法技术上取得突破， 以便能够研究年代更为久远的古代样品，
并从中获得更为丰富的信息。
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