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摘要：近 !* 年来，古 D)E 研究技术和方法已迅猛发展’ 目前从古人类残骸中获取 D)E 序列，进而讨论人类的演化、亲缘关

系和迁移成为分子人类学的一个重要方向’ 本研究对采自陕西临潼仰韶文化 B *** 多年前的姜寨遗址第一期和第二期文化

层中的古人类残骸进行古 D)E 提取、扩增和测序，获得了 #B" PN 的线粒体高变控制区!的古 D)E 片段，与现代西安人同

源性序列有 ! 个位点的突变’ 另外，通过在不同实验室进行重复性实验和系统发育分析等方法详细地论证了所获得的 D)E
序列的可靠性’ 在所研究的 B 个姜寨遗址样品中有 G 个样品获得古 D)E 序列，古 D)E 的提取成功率为 A*W，高于一般的

古 D)E 研究材料的提取率，说明姜寨遗址的人类残骸是研究古 D)E 的理想材料，为今后从分子水平上研究姜寨遗址及其

他同地区仰韶文化遗址的古人类墓葬及中国古人类分子演化关系奠定了基础’
关键词：考古；仰韶文化；姜寨遗址；古 D)E；可靠性分析’
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!"# $%&’(：)#(5)$+&+;8；K),;/5)+ 4C&*C#$；@’),;A5)’ B’*$；),(’$,* DE>；)C*5$,*’(’*8 ),)&8/’/=

L L 古 DE>（),(’$,* DE>）是指从考古和古生物化

石标本中获取的古代生物 DE> 分子（M$##.),, ),1
MC..$&，N""O）= 目前人们可以在古 DE> 等古代生

物分子的尺度上研究生物的系统分类学、人类的起

源和迁移、亲缘关系，动植物的家养和驯化过程、考

古材料的动植物残骸的精确鉴定等与古生物学、古

人类学 和 考 古 学 许 多 重 要 问 题 密 切 相 关 的 课 题

（P+’,)#，N"""；赖旭龙，!IIN）=
生物死亡后由于水解和氧化作用，古 DE> 总是

以高度片段化、低分子量的形式存在于古代材料中，

从而增加了古 DE> 提取的难度= 目前一般认为可靠

的古 DE> 数据应晚于 NI 万年（P+’,)#，N"""；P+’,)#
!" #$= ，N""?；Q’,1)5&，N""R）= 这样 NI 万年以来的亚

化石，尤其是考古材料，是目前古 DE> 研究的重点，

其中大量的古 DE> 研究集中在古人类材料上，并取

得了以欧洲尼安德特人古 DE> 研究为代表的一些

重要的研究成果（S#’,;/ !" #$= ，N""R；T7(5’,,’U+7
!" #$= ，!III）= 我国的古 DE> 研究除杨淑娟和赖旭

龙（!IIV）报道了华北地 区 晚 更 新 世 猛 犸 象 的 古

DE> 研究和林清等（!II!）报道了从青藏高原多年

冻土中获得了古代眼子菜的古 DE> 序列的初步成

果外，其他研究也主要集中在古人类 DE> 方面，如

K),; !" #$=（N"""）提取了公元前 ORH—!!N 年战国

时期河北徐水的人类残骸中的线粒体 DE> 的 D 环

区片段；W),; !" #$=（!III）从山东临淄地区 ! III X
! HII 年前的古人骨中获得了 V 个不同历史年代人

类群体的 DE>，在此基础上讨论了不同历史时期山

东半岛人群的分布及遗传结构与现代人的异同性；

万诚等（!IIN）在内蒙古夏家店（! III X V III 年前）

和河南郑州西山（H III 年前）O 个古代人骨中获得

了长度为 !IH 3% 的线粒体 DE> 中 YGEDO 基因和

N!N 3% 的线粒体 DE> 中 Z 区基因，揭示了河南郑州

西山古人类与内蒙古古人类之间具有高度的分异

性；崔银秋等（!II!）从距今! III X! HII 年左右的新

疆交河古城车师人的古代人骨中获得了 V 个吐鲁番

盆地土著民族的 V?V 3% 的线粒体调控区基因=
本文主要报道笔者首次从陕西西安半坡博物馆

馆藏的新石器时代仰韶文化姜寨遗址古人类遗骸中

成功获得的距今约 ? III 多年前的线粒体高变控制

区!DE> N?" 3% 的片段，并论证了其可靠性和可重

复性=

NL 实验材料

本研究样品采自新石器时代仰韶文化姜寨遗

址= 姜寨遗址位于陕西省临潼县骊山北麓临河与渭

河交汇处的三角地带（ 西安半坡博物馆等，N"[[）=
N"R!—N"R" 年，西安半坡博物馆联同陕西省考古研

究所及临潼县博物馆在姜寨遗址进行了大规模的考

古发掘，揭露一处史前聚落与墓地= 大部分出土文物

为半坡博物馆保存= 本次古 DE> 研究的样品来自半

坡博物馆库房，分别从 ? 个个体中提取了 ? 个样品=
姜寨遗址的史前文化堆积共分 H 层，V 个样品是从

遗址的一期文化层墓葬取得，另外 V 个样品是从姜

寨的二期文化层取得= 考古学家认为姜寨一期属仰

韶文化半坡型，根据姜寨遗址的 V 个NO 4 测定数据，

并经高精度树轮年代校正，年代应在距今? VII X ?
"II 年之间；姜寨二期遗存属仰韶文化史家类型，根

据遗址所出的一个NO 4 测定数据，校正年代约为距

今 H HII X H [II 年（西安半坡博物馆等，N"[[；中国

社会科学院考古所，N""N）=
姜寨遗址墓葬人骨的编号及采集情况见表 N=

样本收集采用一次性手术刀片将取样部位轻轻刮去

H ..的 外 表 层 ，然 后 用H ..直 径 的 钻 头 钻 取 内

部，所得粉末立即装入已消毒、灭菌的试管中，密封，

低温保存=

!L 方法

)* +, 古 -./ 提取

备样在无菌工作环境中进行，戴一次性手套，将

样品置入研钵，加液氮研磨至粉末状= 提取方案参照

N""I 年 G5+.)/ 设 计 的 提 取 方 案（ G5+.)/ !" #$= ，

N""I），其简单步骤如下：（N）在装有 I= ! ; 左右的

N= H .Q的微量离心管中加入 N .Q I= H .+& \ Q ]D<

?N
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&%缓冲液，于’() 恒温振荡以去钙质；（*）离心去

表 !" 样本采集及实验结果

&+,-. " /+01-234 5.6782192:3 +35 .;1.820.39+- 8.6<-96

样品编号 ! 编号描述 文化分期 采集部位 ! ! 备注

*=> *=?@A&*("B"=( 姜寨一期 肱骨 获得古 #$%
*C> *C?@A 东 &DB*(E 姜寨一期 肱骨骨壁 未获得古 #$%
’D> ’D?@A 东 &*B"C= 姜寨一期 椎骨 获得古 #$%
"’> "’?@A 中 &CB""*："F 姜寨二期 股骨下端 获得古 #$%
"(> "(?@A &"*B"DC：’F 姜寨二期 髋骨 未获得古 #$%
*"> *"?@A 中 &"*B*’C：" 姜寨二期 胫骨 未获得古 #$%

上清，加入 " 0? 提取缓冲液（"F 00:- G ? &826HIJ-，
1I CK F，* 00:- G ? L#&%，"F 00:- G ? $+J-，
FK E 04 G 0? 18:9.23+6. M，"F 04 G 0? #&&，"N /#/），

于 EF )左右恒温振荡 "* O；（’）离心将上清转移到

另外的离心管中，加入等体积的苯酚 G 氯仿 G 异戊醇

（*EP *QP "）抽提；（Q）"*FFF R 4 离心 E 023，将上层

液相转 移 至 无 菌 的 离 心 管 中，加 入 " G "F 体 积、’
0:- G ? $+%7，混匀，再加入两体积的冰冷无水乙醇，

冰上放置 E S = O；（E）于 Q )，"*FFF R 4 离心E 023；

（=）用 (EN乙醇洗涤沉淀，室温干燥后，用" R &L 缓

冲液溶解，T *F )保存K
#$ #" %&’ 扩增

本实验所用试剂为 &+U+8+ 和 V8:0.4+ 公司产

品K 所扩增的目标 #$% 为线粒体控制区!#$% 片

段，引物的选用参考 M82346 等对尼安德特人的研究

（M82346 !" #$K ，"DD(），由宝生物公司（&+U+8+）合成K
所用引物如下：

?"="**：EWHJ%& &%J &XJ J%X JJ% JJ% &X%
%&%H’W

I"=*("：EWHX&X XX& %XX &&& X&& XX& %&J
J&%H’W

EF "? 的 VJY 反应液体系中含有以下组分：" R
VJY 缓冲液，* 00:- G ? B4J-*，*EF "0:- G ? 5$&V6，FK
E 00:- G ? Z/%，FK E 00:- G ? 引物，* "? 模板，*K E [
&+\ #$% 聚合酶K VJY 反应条件为DQ ) 预变性 Q
023，每一个循环包括 DQ ) 变性 *E 6，=F ) 复性 "
023，(* )延伸 " 023，循环 ’E 个循环，最后一个循环

后置 (* )继续延伸 E 023K
用 FK E R &%L 电泳缓冲液配制 *N 的琼脂糖凝

胶，于 FK E R &%L 电泳缓冲液中，E ] G 70 电泳检测扩

增产物，用 "FF ,1 #$% -+55.8 作标准对照（图 "）K
#K (" 测序

VJY 产物经 *N 的琼脂糖凝胶电泳分离，溴化

乙锭染色，在长波长紫外灯下观察凝胶，用无菌手术

刀切下所需胶带，然后用 LK AK $K %! X.- L;98+792:3

图 "! 姜寨人线粒体 # T 环区高变控制区! VJY 扩增

凝胶图像

^24K " X.- .-.798:1O:8.626 20+4. :_ VJY 18:5<796 :_ 9‘:
Oa1.8b+82+,-. 8.42:3 ! 6.40.396 23 029:7O:3582+-
#H-::1 8.42:3 _8:0 9O. O<0+3 8.0+236 +9 @2+34cO+2
/29.

BK "FF ,1 #$% 标记物；"K 阴性控制样；*K "’>样品 #$%；’K *=>样

品 #$%

M29 *FFF（V8:0.4+）试剂盒纯化K 以纯化 VJY 产物

为模板进行测序反应，测序引物为 VJY 扩增引物，

所用试剂为 VJY 6.\<.37234 b.862:3 ’K F M29（%Zd）K
将测序反应产物用 (FN 乙醇纯化，室温干燥，在自

动测序仪 %Zd VY^/B&BH’(FF 上测序K 所测试的不同

个体样品均获得长度为 "=D ,1 的序列K

’! 序列分析

(K !" 对位排列

测序结果通过 Z?%/& 查询，与现代人类具有很

高的相似性，但未见相同序列K 通过 Z2:L529 序列分

析软件将姜寨人线粒体高变区!的 #$% 片段和其

相关序列进行排列，所获得的序列与现代西安人有

* 个点位的突变，无碱基插入现象（图 *）K

("
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图 !# 姜寨人线粒体 $ % 环区高变区! $&’ 片段的对位排列分析

()*+ ! ,-./-01- 23)*04-05 67 89:-;<2;)2=3- ;-*)60 ! $&’ >-./-01-> )0 4)561860?;)23 $@366: ;-*)60 67 A)20*B82) :-6:3-
点号代表与姜寨人相同的位点；短线代表缺失位点，位点数字是根据人类线粒体系统编排；C20*>826+ 姜寨人（本研究）；D2)E20+ 台湾兰屿

岛雅美族土著人种（ 基因库编号：’AFG!GHF+ G）；I60*63)2+ 现代蒙古 人（J,KHHH""）（L63420 !" #$+ ，G""M）；N)20E20*+ 现 代 西 安 人

（’OPQRGHG+ G）（S652 !" #$+ ，!PP!）；,6423)2+ 现 代 非 洲 索 马 里 人（ K"QGMG）（ T25>60 !" #$+ ，G""M）；,36<2U)2+ 现 代 东 欧 斯 洛 伐 克 人

（’A!QP!RR）；V>;2-3+ 现代 以 色 列 人（ ’(!FRQQM）（ I212/329 !" #$+ ，G"""）；V0?)20+ 现 代 印 度 人（ ’A!HQ"W"）；&-20?-;523+ 尼 安 德 特 人

（’(PGG!!!）（L;)0*> !" #$+ ，G""W）；X8)4:20B--+ 非洲黑猩猩（’(GWMWFF）（Y63?=-;* 20? Z/<636，G""W）

!+ "# 系统发育分析

以现代非洲黑猩猩作为外类群，用简约法构建

系统树，如图 H 所示+

Q# 实验结果可靠性分析

由于古 $&’ 总是以微量的形式存在于古代样

品之中，古 $&’ 研究离不开 [XZ 扩增+ 鉴于 [XZ 反

应的高度灵敏性，稍有不慎就可能扩增标本中的外

源 $&’，从而得出错误的结论+ 对于古人类研究而

言还多了一个可能的污染源，即实验操作者———现

代人的污染+ 所以，在样品采集和实验操作过程中要

时刻注意严格防止可能的污染，而对于古 $&’ 序列

尤其是古人类序列的可靠性研究和讨论是十分重要

的（杨洪，G""F）+ 其中最为重要的检验标准之一是

所设计的古 $&’ 实验是否能重复并能获得相同的

结果（J\>> !" #$+ ，G""M；C20* !" #$+ ，G""W；[6)02;，
!PPH）+ T290- !" #$+（G"""）通过综合分析古 $&’ 最

图 H# 用简约法构建的姜寨人线粒体 $ % 环区高变区

!的系统树（数字代表自展支持率，其余代号同图 !）

()*+ H [8936*-0-5)1 5;-- =2>-? 60 89:-;<2;)2=3- ;-*)60 !
$&’ >-./-01-> )0 4)561860?;)23 $@366: ;-*)60 67
A)20*B82) :-6:3- />)0* 42])4/4 :2;>)4609 E)58
-]82/>5)<- >-2;18

初研究的 GP 多年里的成果，认为许多被报道的年代

RG
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较老的序列不能够获得重复性实验的支持，因此这

些成果的可靠性要打上问号& 本研究从以下几点可

以证明姜寨人古 #$% 的可靠性：

（"）样品采集地点比较干燥、古地温不算太高，

这种环境对于古 #$% 的保存有利（’())*+,, +,-
’.**(/，"001；234,+) !" #$& ，"005）& 另外，样本保

存年限不到 6 777 年，不存在超过古 #$% 保存的 "7
万年的理论年限的问题&（8）在样品采集、备样和实

验操作过程中自始至终按古 #$% 研究的规范执行

（234,+)，8779）& 样品准备和 #$% 提取安排在不同

实验室进行，所用器具、器皿及有关试剂都经过高温

高压灭菌，且使用一次性耗材，避免了实验室内的污

染&（9）2:; 扩增的阴性控制样没有出现 #$% 条

带&（1）用 <=%>? 软件从分子数据库中查询的结果

分析，样本的序列不仅是人类线粒体控制区的序列，

且具有很高的相似性，同时与现代西安人的同源序

列有 8 个位点发生了突变，说明所得到的序列是古

人 #$% 序列& 而且在所构建的系统发育树上，所获

得的姜寨人古 #$% 序列出现在合理的位置上，即姜

寨人序列出现在由尼安德特人为外类群的现代人之

中& 其中的低抽样自检值反映了由短序列所造成的

不确定性（杨洪，"00@）&（@）最为重要和最有说服力

的是该研究获得了成功的重复性实验的支持& 本研

究的重复性实验包括：同样样品在同一实验室由唐

先华、杨淑娟、盛桂莲等先后操作多次得到相同的结

果；相同样品（85A，"9A样品）与相同的实验方案在

中山大学生命科学院的重复性实验已获得相同的结

果&

@! 结论

（"）通过对 5 777 多年前的姜寨遗址古人类残

骸的古 #$% 提取初步结果和实验结果的可重复性

实验等方面的论证，说明从仰韶文化遗址的古人类

中获取古代人类的遗传信息是可能的&（8）本研究

所提取的 5 个姜寨人样品中有 9 个样品获得了古

#$%，古 #$% 的提取成功率为 @7B，高于一般的古

#$% 研究材料的提取率，说明姜寨人是古 #$% 研

究较为理想的材料& 高强和李润权曾经利用仰韶遗

骨的颅骨面相测量讨论墓葬死者的血缘关系（C+3
+,- =((，"009），相信今后通过对姜寨人残骸中古

#$% 的提取能够把这类研究提升到分子水平& 另

外，通过分析古人类 D、E 染色体的特定的 #$% 序

列的研究，可以用分子生物学的方法对古人类的性

别进行分子鉴定，从而与体质人类学的性别鉴定方

法相互印证对比&（9）古人类 #$% 研究的一个重要

的方向就是进行人类的分子演化研究& 尽管从本文

中的有限系统发育树暗示现代西安人和现代蒙古人

之间的相似性高于现代西安人和姜寨人之间的相似

性等初步结论，但笔者认为这方面的工作还有待进

一步深入& 今后将通过不同引物的设计，获取姜寨人

和仰韶文化其他遗址的古人类的更长的古 #$% 片

段，并加强其与已报道的中国古代人和现代人 #$%
的对比分析，从而可在分子水平上进一步讨论人类

学问题&

!"#"$"%&"’
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