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Three Revolutionary Changes in the Development of Ancient DNA 
Analysis Techniques 
WANG Chuanchao, LI Hui 
MOE Key Laboratory of Contemporary Anthropology, School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200433, China 

Abstract: Ancient DNA (aDNA) is the DNA recovered from post mortem archaeological or historical specimens. 

With the widespread adoption of molecular biological techniques over the past two decades, the study of aDNA has 

evolved from the retrieval of small fragments of mitochondrial DNA of extinct species to entire genome sequencing 

of Neanderthals. These techniques, including molecular cloning, polymerase chain reaction (PCR), next generation 

DNA sequencing techniques, primer extension capture (PEC), and array hybridization capture, have solved numerous 

cases that had been mysteries for thousands of years. 
Keywords: Ancient DNA, Molecular cloning, Polymerase chain reaction (PCR), Next generation DNA sequencing 

techniques, Primer extension capture (PEC), Array hybridization capture (AHC). 
 

古 DNA 分析技术发展的三次革命 
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摘要：古DNA研究以分子生物学技术为基础，以古生物的DNA为研究对象，是一个新兴领域。20余年来，古

DNA实验技术不断发展。分子克隆、PCR、下一代测序技术、引物延伸捕获和芯片杂交捕获等扩增和测序技

术的不断涌现，分别引领了古DNA研究的三次革命，极大推动古DNA研究发展、成熟。从229bp斑驴的mtDNA

到尼安德特人基因组草图，古DNA研究取得一系列的突出成果, 解开了众多千万年来的谜题。 

关键词：古DNA；分子克隆；聚合酶链式反应(PCR)；下一代测序技术；引物延伸捕获(PEC)；芯片杂交捕获

(AHC) 

 
古DNA(ancient DNA)是指从考古遗迹

和古生物化石标本中获取的古生物的遗传物

质[1]。古DNA研究是以分子生物学技术为基

础发展起来的一个新兴领域，通过古DNA研

究能够分析古代生物的谱系、分子演化理论、

人类的起源和迁移、动植物的家养和驯化过

程等[2]。自上个世纪80年代开始古DNA研究

以来,研究者们一直在为探索古DNA实验技

术和建立古DNA研究标准而努力[3]。近年来,

随着新的古DNA扩增和测序技术出现及不断

成熟,古DNA研究已逐渐成为一个用途广泛、

极有发展前景的领域。 

古 DNA 研究的第一次革命 
早在1980年，湖南医科大学就从马王堆

汉墓的女尸中提取出了DNA和RNA,这是世

界上最早的古DNA研究[4]。古DNA研究的真

正起步是利用了分子克隆这一技术，即将提

取出的古DNA构建入测序载体，在宿主菌中增

殖后进行测序(图1)。 

1984年，Higuchi等[5]从保存约140年的

斑驴(Equus quagga quagga，已于1883年灭绝)
的 皮 肤 中 得 到 了 229bp 的 线 粒 体 DNA 
(mitochondrial DNA，mtDNA)序列，并通过

与其近亲——马、驴、斑马的相关mtDNA序

列进行比对, 得出斑驴与斑马的亲缘关系最

近, 而与马或驴的较远。1985年，Pääbo等[6]
对23具埃及木乃伊进行了分析，从一具2400
年前的木乃伊孩童上克隆得到3.4kb的DNA
片段。分子克隆方法在以上两项目中的成功

运用，充分证明了古DNA研究的可行性和重

要性，开创了古DNA研究的先河。 
但随着研究的不断深入, 分子克隆方法

的缺陷也逐渐暴露：分子克隆需要的古DNA
量较大，而多数古生物材料数量较少并有其

他研究价值。且古生物样品中古DNA的含量

极低，Handt等[7-9]的研究表明，在保存状态

较好的情况下，每毫克古代样品中约含2,000
个mtDNA分子， 比新鲜组织中的含量至少低

六个数量级；而保存状态一般的样品中的古 
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图1  古DNA的分子克隆    Fig.1. Molecular Cloning of Ancient DNA 
 
DNA含量更低，仅为每毫克10-40个mtDNA
分子。保存下的古DNA又由于漫长年代中水

解作用、氧化作用及环境微生物降解作用等

的存在而已被严重破坏[10]，其mtDNA片段

长度短于400bp，核DNA片段则还不超过

150bp[11]，残存的这些片段内部还广泛存在

着单链缺口、碱基转换、碱基脱落或分子交

联等各种各样的损伤[12,13]。古DNA含量极

低且损伤严重导致克隆效率低，克隆后的分

子在宿主内也可能会受到某些修饰而无法完

全真实地反映古代生物的遗传信息。能否成

功解决这些问题成为了古DNA研究能否持续

发展的关键。 
 

PCR 技术掀起古 DNA 研究的第

二次革命 
1983年，聚合酶链式反应 (polymerase 

chain reaction, PCR)问世[14,15]，研究人员可

以用少量甚至单分子DNA模板，通过体外扩

增的方式，获得大量的目标DNA拷贝。它给

生命科学的各个领域带来了革命性的突破, 
极大地促进了分子生物学的发展。此后，这

一突破性技术被广泛应用于古DNA研究，

PCR技术使微量的古DNA在短时间内大量扩

增成为现实，使古DNA研究摆脱了较为繁琐

的重组及克隆实验过程而真正迅速开展起

来。 
PCR技术的原理是：DNA聚合酶以单链

DNA为模板，借助一小段双链DNA来启动合

成，通过一个或两个人工合成的寡核苷酸引

物与单链DNA模板中的一段互补序列结合，

形成部分双链。在适宜的温度和环境下，DNA
聚合酶将脱氧单核苷酸(dNTP)加到引物

3′-OH末端，并以此为起始点，沿模板5′→3′
方向延伸，合成一条新的DNA互补链。PCR
反应的基本成分包括：模板DNA、引物、

dNTP、DNA聚合酶和适宜的缓冲液。PCR反

应 中 ， 通 过 双 链 DNA 的 高 温 变 性

(denaturation) 、引物与模板的低温退火

(annealing)和适温延伸(extension)这三步反应

反复循环。每一循环中所合成的新链，又都

可作为下一循环中的模板。PCR合成的特定

的DNA序列产量随着循环次数呈指数增加，

从而达到迅速大量扩增的目的。 

1988年，Pääbo等[16]首先将PCR技术运

用到古DNA研究中，从距今约7000年的人颅

脑中提取出92bp的mtDNA。Golenberg等[17]
从距今1700万年前的木兰属(Magnolia)植物

化石中获取到叶绿体DNA的 rbcL序列，

Woodward等[18]从距今约1亿2千万年前的恐

龙骨骼中提取出DNA，Desalle等从琥珀中提

取DNA[19,20]等。 
而PCR技术并不是万能的，尽管用PCR

理论上可以扩增单分子的DNA，但是很多古

代材料中的DNA常常无法通过PCR被检测到

[21-23]。究其原因，主要是从很多古生物样

本中抽提到的DNA含量太低。相比于现代生

物材料产生的DNA量，尤其是PCR所产生的

指数增长的目标片段DNA分子，古代样品产

生的DNA在数量上是没有竞争力的。而PCR
过程，是DNA分子和聚合酶碰撞的热力学过

程，数量上的劣势会导致古代DNA分子在

PCR时被扩增的概率降低甚至于不被扩增

[24]。所以PCR技术扩增极低含量的古DNA
分子片段同时也会将环境中的污染DNA放

大，如Gutierrez等[25]就证明了Cano[26]于
1993报道的取自琥珀中的象鼻虫的226bp的
ITS序列是真菌污染。 

面对以上问题，研究者们不断改进PCR
技术，创立了乳化PCR、多重PCR等方法，

使之更适用于古DNA研究。 

乳化PCR 
乳化 PCR(emulsion-PCR, emPCR)技术

[27,28]是指将 PCR 体系分散在有机相中乳 
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图2 乳化PCR  Fig.2. Emulsion-PCR 
 

化，以达到单分子扩增的目的。乳化PCR分

两步，首先把包含模板DNA的反应混合物加入

硅(氧烷)油(silicone oil)中进行乳化，接下来

进行PCR反应，这样每个液滴中或者扩增一个

分子的DNA，或者因没有DNA模板而无法反

应。第一步结束时，包含模板DNA的液滴中

的PCR底物被耗尽。然后，对第一步产物进

行离心处理，使小液滴混合为一体，使得第

一步中没有模板的小液滴中的PCR底物继续

进行第二次PCR (图2)。 

多重PCR与微测序技术 
保存条件相对理想的古DNA实验材料一

般都来之不易，如何从有限的材料中得到大

量的遗传信息以用于后续研究，也一直是研

究者颇为关注的问题。古DNA分子的长度一

般不会超过500bp，要得到古生物完整的基因

或基因组，需要设计合成大量特异性引物对，

将扩增所得序列进行拼接。该如何解决较多

的模板需求与有限的材料供给之间的矛盾? 

Hofreiter等在2006年提出了古DNA的分步扩

增方法(图3)[29]，先在第一步PCR反应中加

入多对引物对古DNA模板进行多重扩增

(multiplex amplification)，然后在第二步PCR反
应中再用第一步反应的引物或者巢式引物

(nested primer)对目标片段进行30 – 40个循环

的单一扩增(simplex amplification)。相比于普

通的PCR，分步扩增法省时，节约模板DNA，

且灵敏度和通量上都有很大提高。Krause等
设计了46对引物采用多重PCR扩增技术成功

地从200mg猛犸象(Mammuthus primigenius)
骨粉的抽提液中扩增出16,700bp的mtDNA基

因组全序列[30]。 

与多重PCR紧密联系的是微测序技术。

微测序是指首先扩增出含有SNP位点的一段

DNA,然后在PCR扩增产物中加入一检测引

物进行微测序反应。微测序引物3′末端碱基紧

挨于多态性碱基, 加入DNA聚合酶及荧光标

记的ddNTP后,只进行一个碱基的延伸反应,

延伸的这个碱基就是多态性碱基,最后经毛

细管电泳检测荧光信号, 通过不同的荧光检

测结果达到对SNP位点的分析。 

Endicott等将多重PCR和微测序技术用

于古DNA研究，实现对20个mtDNA编码区的

信息位点同时进行检测，弄清了安达曼人

mtDNA单倍群的起源[31]。 
 

下一代测序技术引领古DNA研究
的第三次革命 

PCR技术将古DNA研究推向巅峰，在巨大

的成功面前，一些学者却指出现有的古DNA

技术是难以获得灭绝生物的核基因组全序列

的，尽管多重PCR可以快速获得mtDNA全序

列，但对核基因组来说却完全是另外一回事，

古DNA研究或许就此止步[30,32]。而下一代测

序技术的兴起却让人们看到了希望。在这之

前，古DNA测序使用传统方法先通过克隆或

PCR来达到一定的模板数量。然后这些模板

被逐一测序，并通过毛细管电泳将测序产物

分离。新的测序方法不是通过毛细管电泳来

测序，而是通过序列的合成过程来进行测序，

主 要 有 454 焦 磷 酸 测 序 法 (454 pyro- 
sequencing)、Solexa合成测序法(Solexa SBS 
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图3 多重PCR的引物设计原则     

Fig.3. Primer design strategy for multiplex amplification of ancient DNA. 
(a)多重PCR的第一步需要两套引物，这里分别称为A和B，这两套引物可覆盖我们想要的序列。由单独一套引

物扩增出的产物片段不会重叠，而在两套引物之间的PCR片段则会出现重叠。(b-d)第二步单一PCR是将第一

步多引物PCR产物片段单独进行再次扩增。图b所示是用与多引物扩增中相同的单一引物对，图c表示仅在所

得PCR片段的一端用巢式引物，b和c的方法均可以用于大于80bp的PCR产物的再扩增。图d表示在PCR产物的

两端均使用巢式引物，这种方法仅在PCR产物大于160bp时才可使用。 

 

sequencing)、寡核苷酸聚合酶群落测序法

(SOLiD polony sequencing)和单分子测序法

(Single Molecule Sequencing)。 

454焦磷酸测序法 [33]首先是将待测

DNA处理成小于500bp的片段并制备成单链

DNA文库，使相同长度和碱基组成的DNA连

上相同的接头，再用含配对接头的吸附珠吸

附特定DNA分子后进行乳化PCR，洗去乳胶

物质并使双链DNA变性成单链后转入多微孔

板中，再开始由四种酶催化的同一反应体系

中的酶级联反应，四种酶分别为：DNA聚合

酶、ATP硫酸化酶、荧光素酶和双磷酸酶，

反应底物为腺苷酰硫酸(APS)、荧光素。向

反应体系中只加入一种dNTP，若其能与DNA
模板的下1个碱基配对，则会在DNA聚合酶的

作用下，添加到测序引物的3′末端， 同时释

放出1分子的焦磷酸(PPi)；在ATP硫酸化酶

的作用下，生成的焦磷酸可以和APS结合形

成ATP；在荧光素酶的催化下，生成的ATP
又可以和荧光素结合形成氧化荧光素，同时

产生可被光学系统所检测的可见光而获得一

个特异的检测峰；每个峰值的高度与反应中

掺入的核苷酸数目成正比。反应体系中剩余

的dNTP和残留的少量ATP在双磷酸酶的作

用下发生降解。然后加入下一种dNTP，继续

DNA 链 的 合 成 ， 因 而 是 边 合 成 边 测 序

(sequencing by synthesis)。 

Solexa测序法[34]首先需要将待测DNA
片段分别接上接头，DNA片段通过接头与芯

片上引物序列的碱基互补锚定到芯片上的特

定 位 置 ， 继 而 进 行 桥 联 扩 增 (bridge 
amplification)形成数百万的单分子阵列。测 
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图4 宏基因组文库的构建和分析 

Fig.4. Cloning strategy for constructing and analyzing metagenomic libraries 

 

 
图5 使用焦磷酸测序法对尼安德特人核DNA和线粒体DNA测序 
Fig.5. Using pyrosequencing technology to sequence Neanderthal nuclear and mitochondrial DNA 
 

序时向芯片上加入4种被不同可逆终止化合

物标记的碱基，其中能与芯片上各单分子阵

列中单链DNA的第一个碱基配对的核苷被加

到引物的3′端，其自身的3′端被保护以阻止下

一个核苷的加入，多余的核苷被移走。同阵

列中新加入的核苷释放出一致的荧光信号，

该信号被图像采集系统采集后，荧光基团从

新加入的核苷碱基上脱落，同时其3′端去保护

成游离状态为下一个核苷的连接做准备。以

上步骤可以重复几十个循环，得到的大量短

片段用相关软件程序进行拼接和处理。Solexa
合成测序法除了高效快速，主要优势在于大

大降低了测序成本。 

SOLiD测序法[35]是在测序反应前将随

机打断的单个DNA分子与含不同标签序列的

片段通过A-T互补连接，得到含配对的特异标

签的DNA文库，然后用内含聚合酶阵列的吸附

珠吸附DNA分子并进行乳化PCR扩增，离心

去除未发生扩增反应的吸附珠后将含数百万

个相同DNA分子拷贝的单层吸附珠密集排布

在固体介质表面，测序仪根据介质表面不同

位点所发出的不同荧光信号来确定不同的碱

基。 

单分子测序法[36]也是一种合成测序法，

但是不需要模板的预先扩增。这种技术利用

高清晰度的光学设备检测测序反应中单链

DNA 或 RNA 模板中单个碱基的加入，避免

PCR 所造成的偏向性，可用于定量。但该方
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法的错误率较高，尚不实用[37]。 

这些高通量的测序技术在古DNA中的应

用，突破了以前的古DNA研究主要基于细菌

中随机的分子克隆或者目的DNA片段PCR扩
增的低通量的技术瓶颈。Noonan等[39,40]首
先尝试了不经PCR扩增而是通过构建古DNA
宏基因组文库(metagenomic library)来直接克

隆古DNA。宏基因组[38]是特定环境全部生

物遗传物质的总和，宏基因组研究是以生态

环境中全部DNA作为对象，通过克隆、异源

表达来筛选相关基因，研究其功能和彼此之

间的相互作用等，而基因组文库(1ibrary)是指

包含特定DNA片段的重组子集合。Noonan采
用末端补平-平末端连接-克隆的方法(图4)构
建宏基因组文库(metagenomic library)，成功

获得了洞熊 (Ursus spelaeus)的全基因组序

列。 

2006年，Grenn等[41]在宏基因组法的基

础上结合乳化PCR和焦磷酸测序得到并分析

了一个3.8万年前的尼安德特人的全基因组

序列中的1M碱基对(图5)。Poinar等[42]用同

样方法进行西伯利亚猛犸象下颚骨的核DNA
和mtDNA宏基因文库构建和大规模测序，共

获得28M碱基对，其中13M (45.4%)是属于猛

玛象的，剩余部分DNA则是污染或者环境

DNA。 
2008年，Blow等 [43]采用接头介导的

emPCR，结合Solexa测序技术，对4.5万年和

6.9万年前的古哺乳动物样品进行全基因组

测序，共获得1亿碱基对，也证实高通量法研

究核DNA的可行性。之后，针对全基因组的

古DNA研究不断开展起来[44-49] 。 
在这个过程中，古DNA扩增和测序技术

又不断被优化。2009年，Briggs等[50]创立了

引物延伸捕获法(primer extension capture 
–PEC), PEC方法是简单、快速且特异性好，

非常适合捕获小目标片段(图6)。 

Briggs等用该方法重建了来自不同地理

区域的5个尼安德特人的mtDNA全序列，分析

出晚期的尼安德特人mtDNA的遗传多态性比

现代人约低3倍，且尼安德特人的有效群体比

现代人和现存的大猩猩都要小。Krause等[51]
用同样方法从出土于西伯利亚Denisova洞穴

的一块指骨化石中提取出mtDNA全序列，进

一步分析发现这一mtDNA序列同任何已知的

古人种的都不一样。这一人种(丹人)约在100
万年前走出非洲，行至西伯利亚后逐渐消失。 

PEC法获取mtDNA这样的小片段的能力

毋庸置疑，但它难以实现对较大的目标片段，

诸如外显子、大的染色体区域或者低覆盖的

鸟枪法基因组中的目的片段等的抓取。

Burbano等将Hodges创立的芯片捕获外显子

的方法(图7)[52,53]用于古DNA研究成功解

决了这个难题。 
Burbano等[54]将AHC方法来分析发现于

西班牙的一块距今49,000年的尼安德特人的

遗骨。他们将目光聚焦在14,000个蛋白编码

区，通过与现代人、黑猩猩、红猩猩等的对 

图6 引物延伸捕获技术 

Fig.6. Primer extension capture (PEC) 
(1)将5′端带有生物素的寡核苷酸引物加入到454文库

中(接头分子A和B中带有特殊的标签)，退火时引物

可与他们各自的目标序列结合。 

(2)Taq DNA聚合酶介导的单向延伸反应使得引物

和带有5′端接头的目标序列结合成双链。 

(3)纯化，去除多余的PEC引物。生物素标记的引物

与目标序列被带有链霉亲和素的磁珠捕获。在PEC
引物的变性温度下用洗脱液洗涤磁珠来保证发生延

伸反应的模板DNA优先与引物结合。 

(4)从珠子上洗脱下捕获的目标DNA并在其接头位

点处进行扩增。扩增产物能被用于第二轮的捕获，

或者直接用于单分子乳化PCR以供454测序。 
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图7 芯片杂交捕获方法简图 

Fig.7. Schematic diagram of the array hybridization 
capture (AHC) protocol 
 
比，发现了88个在现代人与尼安德特人分开

之后才产生的替代氨基酸。这为研究基因的

进化和多样性提供了极其重要的线索。 
同一期的Science杂志上又刊出下一代测

序技术在古DNA领域的运用取得的最引人注

目的成就，Pääbo领导的研究组以454焦磷酸

测序和Solexa测序技术从3个女性尼安德特人

骨骼中获得了40亿碱基，做出了尼安德特人

的基因组草图，他们将测序结果与来自世界5

个地区的现代人基因组进行比较后发现现代

人有约1-4%的DNA源自尼安德特人，既是说现

代人与尼安德特人非常可能在小范围内发生

过基因交流，时间是现代人走出非洲后在中

东遇到尼安德特人之时[55]。尼安德特人基因

组序列首个版本的获得，揭开了尼人与现代

人是否有基因交流的千古谜题，完成了人们

一个长期以来的梦想。 

从1984年的229bp斑驴的mtDNA到2010
年的尼安德特人基因组草图，分子克隆、

PCR、下一代测序技术、PEC、AHC等引领

古DNA研究蓬勃发展，许多以前因技术问题而

无法解决的谜题将被一一揭开。随着标准的

不断细化，技术的不断发展，古DNA研究在

古病理学、进化速率估计、已灭绝生物进化

谱系、群体历史、动植物驯化、人类历史和

迁徙等研究领域必将发挥更大的作用。 
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