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摘要 古代 DNA序列信息能够为物种演化研究提供最直接的分子证据，但获取古代 DNA的技术仍存在诸多瓶颈，尤其是
扩增中存在受损伤 DNA模板的干扰、获取成本高和实验周期长等问题．改进了异丙醇沉淀提取法，并采用了尿嘧啶糖苷酶
(UNG)去除受损伤 DNA模板后进行扩增的方法，最终可以高效地获取真实的古代 DNA序列．实验利用距今 4 300～ 3 900年
前的猪牙样本，将改进的古 DNA获取方法与常规方法进行比较研究，结果表明，改进的异丙醇沉淀法提取结合 UNG处理
后进行 PCR扩增的方法，可以在保证古代 DNA获取成功率并提高获得的 DNA序列可靠性的前提下，将经费投入和实验周
期都各减少至常规方法的 50%以下．这可以为开展大规模古代样本检测提供一种切实可行的 DNA获取方法．
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获取古代生物遗骸中的 DNA信息，能够为物
种演化提供最直接的分子证据，完善我们利用现代

生物分子信息推断出的历史认识．特别在群体遗

传学研究中，古代 DNA 技术具有极大的应用潜
力．已有的对棕熊、企鹅、穴熊及家养动物猪、

马、狗和牛的研究，揭示了大量的史前生物群体演

化及迁徙事件[1～8]．然而，由于生物死后核酸酶的

降解和埋藏地质环境中氧化水解等作用对 DNA的
极端破坏，古代 DNA具有含量少、片段短和受损
严重的特点 [9, 10]，所以其获取技术也具有较高难

度．此外，大规模检测古代样本 DNA 时，耗时
长、成本高[11]．

其中，古代 DNA提取方法的变革，经历了从
最早的酚仿抽提法[12]到硅粒法[13, 14]，再到硅离心柱

法(商业化试剂盒提取)的过程．Yang等 [15]研究表

明，硅离心柱法相对于酚仿抽提法，可以有效地去

除样本中包含的 PCR抑制物，提高古代 DNA的获
取成功率．但是，基于生物群体的研究通常需要开

展大规模样本检测，这时利用商业化试剂盒，需要

的成本较高．

在扩增方法上，瓶颈之处是如何避免受损伤

DNA模板干扰扩增．DNA 损伤的类型多种多样，

其中碱基缺失[10]和碱基修饰类的损伤[16, 17]都会终止

PCR 反应，而由于碱基脱氨基造成的一类错配损
伤，虽不会终止扩增反应，却会在扩增中引入错误

的碱基，严重制约着真实古代 DNA序列的获得[18,19].
已有研究表明，将扩增产物克隆测序后，比对

多克隆序列间的一致性，可以在一定程度上检测到

错配损伤的存在，即同一扩增产物获得的多克隆序

列间存在较多不一致性位点[19, 20]．Hofreiter等[19, 21]提

出了两种可以避免受损模板干扰的扩增方法：第一

种是，两次或多次独立扩增后分别进行克隆测序，

比对多克隆序列，获得最终的保守序列即为真实的

古代 DNA 序列；第二种是，用尿嘧啶糖苷酶
(UNG)去除域型损伤模板后再进行扩增，以提高扩
增准确率，因为古代 DNA 抽提产物中，域型错
配损伤(C→T\G→A)占绝大部分 [22]．Hofreiter 等 [19]
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推荐使用第一种方法，因为他们推断：UNG选择
性地把 DNA磷酸骨架上的 UTP降解下来的同时，
会在该 DNA上留下缺口，使其在随后的 PCR高温
反应中极易被破坏，这样便无法获取古代样本中含

量极微的 DNA分子．Willerslev等[23]也曾提出，一

次扩增产物进行多克隆测序，如存在多克隆序列间

不一致现象，再去使用 UNG 处理后进行扩增的
方法．

综上所述，现在广泛应用的古代 DNA提取和
扩增方法分别为：依赖于商业化试剂盒的硅离心柱

提取法和一次或多次扩增后进行多克隆测序的方

法．这些方法可以一定程度上保证古代 DNA获取
的成功率和可靠性，但是，试剂盒的应用和大量的

扩增和测序反应都需要较高成本，同时也延长了研

究的周期．本研究旨在综合已有方法的优缺点，确

立一套节约成本、省时、保证成功率和可靠性的古

代动物线粒体 DNA序列获取方法．我们通过改进
和评估异丙醇沉淀提取法和实验评估 UNG处理后
扩增法来达到此目的．

1 材料和方法

1援1 实验材料

古代猪骨样本由中国社会科学院考古研究所何

努研究员提供，采集自位于山西省襄汾县的陶寺遗

址．所用 10个古代猪牙样本分别源于 10个不同的
个体．实验编号为 TS1～TS10． 14C测年表明该遗
址年代为距今 4 300～3 900年前．
1援2 环境去污染和古代样本去污染

所有的 PCR前过程都在独立的中国农业大学
古代 DNA实验室进行，该实验室绝不允许现代生
物 DNA或扩增后的 DNA样本进入．实验中所用
的水均为二次过滤超纯水，一次经超纯水仪

(Millipore公司，美国)过滤，二次经 0.22 滋m的注
射器用滤器过滤(Millipore公司，美国)，实验用溶
液均用该超纯水配制．古代猪牙样本的去污染过程

为：去污染表层后，用 10%次氯酸钠浸洗 2 min，
之后超纯水反复冲洗．取出已去污染的牙齿约

500 mg两份，一份用于改进异丙醇沉淀法提取，
另一份用 QIAquick PCR产物纯化试剂盒法提取(以
下简称试剂盒法)，即硅离心柱法提取．
1援3 改进的异丙醇沉淀法提取

异丙醇代替乙醇沉淀 DNA 的方法已经被证
明，可以在古代 DNA提取中有效地去除 PCR的抑
制物[24]，所以本研究对该方法加以改进后利用．具

体程序为：a．将 1援2节中准备的 500 mg去污染的
牙齿放入 1 ml 裂解缓冲液(100 mmol/L Tris·HCl、
100 mmol/L NaCl、100 mmol/L EDTA pH 8.0、0.5%
SDS)中，用组织研磨器(Tissuelyser，Qiagen公司)
打磨成匀浆状，后将样品在 55℃ 震荡摇床上作用
2 h，5 000 r/min离心 5 min；b．取离心后上清液，
加入缓冲液(5 mol/L醋酸钾，6 mol/L氯化锂)，冰
上作用 30 min后，12 000 r/min离心 15 min；c．取
离心后上清液 1 ml，加入等体积的异丙醇，-20℃
静置 2 h 后，13 000 r/min 离心 30 min；d．除去
上清液后加入 1 ml 70%乙醇，13 000 r/min 离心
30 min；最后加入适量的超纯水溶解沉淀物，每个
样品均得到约 100 滋l DNA 提取液用于下一步的
PCR 扩增．每次提取实验均设置 2 个空白对照，
用于检测操作环境中污染物的存在．

1援4 试剂盒提取法

具体程序为：a．将 1援2 节中准备的 500 mg
去污染的牙齿放入 1 ml缓冲液( 0.5 mol/L EDTA，
0.5% SDS)中，用组织研磨器打磨成匀浆状，加入
0.1 g/L 蛋白酶 K，55℃震荡摇床孵育 24 h；b．
1 000 r/min离心 8 min，取上清液，加入 5倍的试
剂盒(QIAquik PCR purification Kit，QIAGEN公司)
缓冲液 PB；c．取 750 滋l混合液加入到 QIAquick
硅离心柱中，13 000 r/min离心 1 min，弃过滤液，
重复 2次，直至混合液被完全过滤；d．用 750 滋l
缓冲液 PE洗涤一遍，13 000 r/min离心 1 min，弃
过滤液； e．加入 100 滋l 缓冲液 EB 室温孵育
10 min，13 000 r/min离心 1 min，收集过滤液，即
DNA提取液，用于下一步 PCR扩增．
1援5 PCR 引物设计及 PCR 扩增
参考 GenBank 猪线粒体序列 AF276927 和

AF486871 分别设计引物用于扩增控制区(D-loop
区)179 bp片段及细胞色素 b基因(Cytb基因)142 bp
片段，序列及引物信息见表 1．

1)L: Upstream primer; R: Downstream primer.

Table 1 Primers for PCR amplification

mtDNA site Primer1) Primer sequence
Fragment

length/bp

Cytb gene L468 5忆 cggaacagacctcgtagaatg 142

R609 5忆 ggtttcgtgcaggaatagga

D-loop region L181 5忆 tgctagtccccatgcatataa 179

R358 5忆 cctgccaagcgggttgctgg
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Fig. 1 Agarose electrophoresis of ancient DNA amplified
Methods used were the extraction method of improved isopropanol

precipitation and the amplification method of PCR after UNG

treatment．L: 100 bp DNA ladder; TS1, TS2: Ancient sample code; EC:

Mock extraction; PC: Mock PCR．The part-D (left) shows the products

amplified with primers for 179 bp D-loop region and the part-B (right)

shows the products of 142 bp Cytb gene．

优化的扩增体系 (25 滋l)中包括：1 单位 (U)
Ampli Taq Gold 酶 (Applied Biosystems 公司，美
国)、2.5 滋l 酶自带的 1伊缓冲液、3 mmol/L Mg2+、

400 滋mol/L dNTPs、2 g/L 牛血清白蛋白(Promega
公司，美国)、0.5 滋mol/L上下游引物、3 滋l DNA
提取液．优化的降落 PCR程序依次为： 95℃ 变性
5 min；进入 95℃ 变性 45 s、61℃ 退火 30 s 和
72℃ 延伸 30 s的 10个循环；之后进人 95℃ 变性
30 s、58℃ 退火 30 s和 72℃ 延伸 30 s的 40个循
环；最后，72℃ 延伸 7 min、降温到 4℃．UNG处
理的扩增程序为：37℃ 作用 5 min 使 UNG 去除
DNA中的受损伤模板，之后 95℃ 作用 10 min，目
的是变性 UNG的同时启动 AmpliTaq Gold酶，后
面的程序同前降落 PCR 扩增．扩增反应均在
PTC-200(BIO-RAD公司，美国)热循环仪上进行．
取 3 滋l扩增产物用 2%琼脂糖凝胶检测．
将扩增所得目的 DNA片段进行切胶回收，并

与 PMD19 (Takara 公司，日本 )载体进行连接后
克隆．每一扩增产物克隆后进行至少 8 个克隆
的测序．使用 ABI PRISM誖 3730 测序仪(Applied
Biosystems 公司，美国)，通过 ABI BigDye 3.1 试
剂盒进行测序反应．

选取获得成功扩增的 2个样本(TS2，TS6)送吉
林大学古代 DNA实验室进行独立的重复实验，重
复实验采取盲测的策略，从提取到扩增测序均完全

独立完成．

1援6 多序列比对和数据分析

测 序 结 果 图 谱 均 用 Chromas 2.22 (www.
technelysium.com.au)软件进行碱基人工核查，将没
有模糊碱基的序列使用 ClustalX[25]进行同一扩增产

物的不同克隆序列比对，以及与重复实验获得序列

间的比对，比对后的最终序列在 GenBank中进行
blastn比对．

2 结 果

2援1 古代 DNA 提取方法的改进和评估
本研究依据前人对核酸提取方法的研究成

果[11, 26]，对 Hanni等[24]推荐的利用异丙醇沉淀提取

古代 DNA的方法进行了改进．其中省略了酚仿抽
提步骤，加入适当浓度的氯化锂和醋酸钾来减少多

余杂质与核酸的共沉淀，以促进古代样本中核酸的

抽提．此外，根据古代样本中 DNA含量少、片段
化的特点，延长离心沉淀 DNA的时间至 30 min，
以达到使 DNA富集最大化的目的．

评估研究中，我们分别利用本方法和试剂盒法

提取 10个古代猪牙齿样本中的 DNA，之后分别进
行 UNG处理后扩增和常规扩增．结果表明，改进
的异丙醇沉淀法提取的产物，经两种方式扩增后，

均可以获得 5 个个体 (TS2、TS3、TS6、TS7 和
TS9)的 Cytb基因片段和 4个个体(TS1、TS2、TS6
和 TS7)的 D-loop区片段，提取成功率为 60%．试
剂盒法提取的产物，经两种方式扩增后，均可以获

得 5个个体(TS2、TS3、TS6、TS7和 TS9)的 Cytb
基因片段和 5 个个体 (TS1、TS2、TS3、TS6 和
TS7)的 D-loop区片段，提取成功率也为 60%．利
用琼脂糖凝胶电泳法检测 3 滋l成功扩增出的产物，
结果如图 1，样本 TS1和 TS2经改进的异丙醇沉淀
法提取、UNG处理后进行扩增，其条带较清晰，
片段大小正常无误，提取空白对照和 PCR空白对
照都为零产物．其余 4个样本(TS4、TS5、TS8和
TS10)的 Cytb基因和 D-loop 区片段的扩增产物进
行同样的检测，均无目的条带．

该结果说明：改进的异丙醇沉淀法与试剂盒法

比较，提取成功率没有显著差异，而实验中仅需要

投入常规化学药品的费用，约是商业化试剂盒费用

的 1/10；改进的方法还可以比试剂盒法缩短一半的
实验周期(表 2)．此外，本研究未见 UNG处理对古
代 DNA 获取成功率有不利影响，所以不支持
Hofreiter等[19]提出的 UNG的使用不利于古代 DNA
获取的推断．

L TS1 TS2 EC PC L TS1 TS2 EC PC

200
100

bp

D B
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Method Item Fidelity Time Cost

Improved method Extraction with improved

isopropanol precipitation method

- t c

PCR after UNG treatment

and one-time clone sequencing

100% tp cp

Current method Extraction with QIAquik PCR

purification kit

- 2t 逸10c

One-time PCR and one-time clone

sequencing

66% tp cp

Multiple times PCR and multiple clone

sequencing
臆88% 逸2tp 逸2cp

“-” Represents item dismissed.“ t” Represents the time consumed by DNA extraction with improved method and“tp” Represents

the time consumed by PCR and one-time clone sequencing.“c” Represents the cost of one-time DNA extraction with improved method

and“cp” Represents the cost of one-time PCR and clone sequencing.

2援2 扩增方法的选择和评估

用改进的异丙醇沉淀法提取出的 DNA，对 2
种可以排除 DNA损伤干扰的扩增方法进行了对照
实验，即 UNG处理去除受损伤的模板后进行扩增
的方法和一次或多次扩增后分别进行克隆测序比对

的方法．以下将依据 Hansen等[20]研究结果，根据

多克隆序列比对后结果进行损伤类型的鉴别．3种
类型的错配损伤的表现分别为：a．一致性的碱基
取代型损伤，即多克隆序列中，所有克隆序列在某

位点都表现为扩增后的损伤碱基，而完全掩盖了序

列自身的碱基；b．部分一致性碱基取代型损伤，
即多克隆序列中，部分克隆序列表现为序列自身碱

基，而另一部分克隆序列表现为扩增后的损伤碱

基；c．零星的碱基取代型损伤，即碱基取代没有
多克隆序列间的一致性．

2援2援1 对 UNG处理后扩增的产物进行克隆测序，
获得的多克隆序列比对的结果．对 UNG处理后得
以成功扩增的 9个 DNA片段分别进行一次克隆测
序，每个片段获得 8个左右克隆的序列，结果共
78个克隆序列中，只出现了 3个零星的碱基取代
型损伤位点．且该法获得的源自个体 TS2和 TS6
4个片段的最终序列，与吉林大学古 DNA实验室
重复实验获得的序列一致．blastn比对表明 9个片
段序列均为猪源的目标序列．我们判断 UNG处理
后扩增获得的序列为真实的古代 DNA序列．获得
的 D-loop区和 Cytb基因相应序列的 GenBank 收
录 号 分 别 为 FJ601540-FJ601543 和 FJ804769-
FJ804773.
2援2援2 常规扩增产物测序得到的多克隆序列比对及

与真实的古代 DNA序列比对的结果．
对 9个 DNA片段进行一次或多次的常规扩增

后分别进行多克隆测序，结果表明，源于 4个个体
(TS1、TS2、TS6和 TS7)的 5个片段(Cytb基因或
D-loop区)扩增后获得的多克隆序列，均扩增于受
损伤的模板(图 2)．其中 TS7的 Cytb基因片段常规
扩增 3次后获得的多克隆序列中：第一次的结果表
现为 p553(C→T)位置上的域型一致性碱基取代型
损伤；第二次与真实序列一致；第三次扩增又出现

p553(C→T)位置上的一致性碱基取代型损伤(图 2a).
TS2的 Cytb基因片段获得的多克隆序列中，虽然
两次扩增后分别进行多克隆测序获得的 16个克隆
序列的一致性为 100%，但与真实序列比较发现，
存在 4个域型一致性碱基取代型损伤位点，位于
p508 (G→A)、p511 (G→A)、p517 (G→A)和 p580
(G→A)(图 2b)．
所以，对 TS7和 TS2 Cytb基因片段的多次独

立扩增后测序的结果表明：一致性碱基取代型损伤

会在某一位点上重复出现；即使两次扩增产物得到

的所有多克隆序列一致性都为 100%，也并非真实
序列；而三次扩增后可能依旧无法判断出真实的古

代 DNA序列．
此外，一致性碱基取代类型损伤的位点，还在

TS1和 TS2经一次扩增后获得的多克隆序列间存
在，位置分别在 D-loop区 p235(C→T)和 p278(C→
T)(图 2c 和 2d)．TS6一次扩增产物的多克隆序列
间，出现了两个零星取代型和一个部分碱基取代型

损伤位点，分别位于 Cytb基因 p529(C→T)、p560
(C→T)和 p572(C→T)(图 2e)．

Table 2 Characteristics of two extraction methods and two amplification methods studied
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Fig. 2 Alignment of 52 clones sequenced from ancient DNA extracted by improved isopropanol method
and amplified without UNG treatment

Clones are identified by recombination of 1 code and 2 numbers: the first code indicates the sample code (TS1, TS2, TS6, TS7); the first number

indicates the amplification; the second number indicates the clone．The “Endogenous” sequence determined by the results of amplification after

UNG treatment．The numbering of nucleotide position was based on two reference sequences in GenBank: AF486871 for fragment in Cytb gene and

AF276927 for fragment in control region, respectively．Sequences in figure (a), (b), (e) are from Cytb genes and (c), (d) are from control regions．

Nucleotides identical to the endogenous sequence are indicated by dots．Dots within the endogenous sequences indicate nucleotides omitted．

AATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATC
...................................................................................T.................
...................................................................................T.................
...................................................................................T.................
...................................................................................T.................
.....................................................................................................
........................................T............................................................
...................................................T.................................................

Endogenous
TS6-1-1
TS6-1-2
TS6-1-3
TS6-1-4
TS6-1-5
TS6-1-6
TS6-1-7

+---------------------------------------+----------+-------------------------------+----------------+
489 572 589529 560(e)

AATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATC
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
.....................................................................................................
.....................................................................................................
.....................................................................................................
.....................................................................................................
.....................................................................................................
.....................................................................................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................
...............................................................T.....................................

Endogenous
TS7-1-1
TS7-1-2
TS7-1-3
TS7-1-4
TS7-1-5
TS7-1-6
TS7-2-1
TS7-2-2
TS7-2-3
TS7-2-4
TS7-2-5
TS7-2-6
TS7-3-1
TS7-3-2
TS7-3-3
TS7-3-4
TS7-3-5

+--------------------------------------------------------------+------------------------------------+
489 553 589(a)

AATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATC
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........
...................A..A.....A..............................................................A.........

Endogenous
TS2-1-1
TS2-1-2
TS2-1-3
TS2-1-4
TS2-1-5
TS2-1-6
TS2-1-7
TS2-1-8
TS2-2-1
TS2-2-2
TS2-2-3
TS2-2-4
TS2-2-5

+------------------+--+-----+--------------------------------------------------------------+--------+
489 580 589(b) 517511508

GCATGTACATATTATTATTAATATTACATAGTACATATCATTATTGATCGTACATAGCACATATCATGTCAAATA......TTAGATCACGAGCTTAATTA
.................................T...................................................................
.................................T...................................................................
.................................T...................................................................
.................................T...................................................................
.................................T...................................................................
.................................T...................................................................
.................................T...................................................................
.................................T...................................................................

Endogenous
TS1-1-1
TS1-1-2
TS1-1-3
TS1-1-4
TS1-1-5
TS1-1-6
TS1-1-7
TS1-1-8

+--------------------------------+------------------------------------------------------------------+
202 324(c) 235

GCATGTACATATTATTATTA.....TCGTACATAGCACATATCATGTCAAATAACTCCAGTCAACATGCGTATCACCACCATTAGATCACGAGCTTAATTA
......................................................T..............................................
......................................................T..............................................
......................................................T..............................................
......................................................T..............................................
......................................................T..............................................
......................................................T..............................................
......................................................T..............................................

Endogenous
TS1-1-1
TS2-1-2
TS2-1-3
TS2-1-4
TS2-1-5
TS2-1-6
TS2-1-7

+-----------------------------------------------------+---------------------------------------------+
202 324(d) 278
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3 讨 论

获得古代 DNA的真实性是讨论所有问题的基
础，根据国际常用标准 [23]，本研究中获得古代

DNA序列的真实性可以由以下几点证明：a．所有
扩增前操作均在古代 DNA专用实验室进行，避免
了现代 DNA或扩增后的多拷贝 DNA的污染；b．
提取和扩增过程均设有空白对照，对照组得到的结

果均为阴性；c．部分样本经吉林大学古代 DNA
实验室进行独立重复性实验，结果与我们用 UNG
处理后扩增得到的序列一致；d．常规扩增产物进
行多克隆测序可以部分检测到受损伤模板 DNA的
存在，这也侧面说明我们获得的是古代 DNA 序

列，而非现代 DNA污染的序列．
研究改进的异丙醇沉淀提取古代 DNA 的方

法，相比较于当前应用比较广泛的商业化试剂盒提

供的硅离心柱提取法，只需要常规的化学药品，所

以可以节约经费投入并方便实验的开展．同时改进

的异丙醇沉淀提取法，可缩短实验周期，也有利于

大规模样本检测相关研究的开展．

对能够排除受损伤 DNA模板干扰的两种扩增
方法进行评估，结果表明，常规一次扩增后进行多

克隆测序，一致性碱基取代型损伤现象出现概率高

达 44%，所以 Willerslev等[23]提出的即当一次扩增

产物得到的多克隆序列间存在不一致现象后，再去

使用 UNG 处理后进行扩增的方法存在一定的风

Fig. 3 Alignment of 13 clones sequenced from ancient DNA extracted with QIAquik
PCR purification kit and amplified without UNG treatment

Clones are identified by recombination of 1 code and 2 numbers: the first code indicates the sample code with addition of“q” (qTS2 &qTS7); the first

number indicates the amplification; the second number indicates the clone．The “endogenous” sequence determined by the results of amplification

after UNG treatment．The numbering of nucleotide position was based on the reference sequence in GenBank: AF486871．These two sequences are

all from Cytb genes．Nucleotides identical to the endogenous sequence are indicated by dots．

以上结果表明，古代样本 DNA一次扩增后测
序，得到的多克隆序列间出现一致性碱基取代型损

伤的概率高达 44%( 9个成功扩增出的片段中，4
个片段存在一致性碱基取代型损伤)，即一次常规
扩增后多克隆测序获得真实古代 DNA序列的概率
为 66%．利用 2～3次独立扩增分别克隆测序，获
得真实古代 DNA序列的概率也不高于 88%．而 9
个扩增成功的目的片段中，5个扩增于受损伤的模
板，如采用多于 3次的独立扩增法，会将研究成本
和实验周期增加和延长一倍以上(表 2)．
2援2援3 试剂盒法提取出的古代 DNA进行常规扩增
后测序，获得的多克隆序列比对结果．为了排除受

损伤模板的存在和异丙醇沉淀提取方法的直接关

联，我们将试剂盒提取、常规一次扩增、克隆测序

得到的 TS2和 TS7的 Cytb基因片段的多克隆序列
进行比对．TS2的 Cytb基因片段多克隆序列比对
结果如图 3a，在 p534(C→T)位置出现一致性碱基
取代型损伤．TS7的 Cytb基因片段多克隆比对如
图 3b，在 p501(C→T)位置存在一个部分一致型碱
基取代损伤，和 p553(C→T)位置存在一个零星碱
基取代损伤．这表明，与异丙醇沉淀法相同，试剂

盒提取法获得 DNA经常规扩增也很容易扩增到受
损伤 DNA模板，即受损伤模板的存在与改进的异
丙醇沉淀提取方法本身没有直接联系．

AATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATC
.............................................T.......................................................
.............................................T.......................................................
.............................................T.......................................................
.............................................T.......................................................
.............................................T.......................................................
.............................................T.......................................................

Endogenous
qTS2-1-1
qTS2-1-2
qTS2-1-3
qTS2-1-4
qTS2-1-5
qTS2-1-6

+--------------------------------------------+------------------------------------------------------+
489 534 589(a)

AATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATC
.....................................................................................................
.....................................................................................................
.....................................................................................................
............T........................................................................................
............T...................................................T....................................
............T........................................................................................
............T........................................................................................

Endogenous
qTS7-1-1
qTS7-1-2
qTS7-1-3
qTS7-1-4
qTS7-1-5
qTS7-1-6
qTS7-1-7

+-----------+---------------------------------------------------+-----------------------------------+
489 553 589(b) 501
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险．本研究结果表明，二次或多次扩增后仍不能完

全排除受损伤模板序列的干扰，所以，多次扩增后

克隆测序鉴别真实古代 DNA序列的方法，即使可
以避免古代样本中微量 DNA模板的损失[19]，但也

不保证获取序列真实性，还需要较多研究经费投入

和较长的实验周期．相比较而言，利用 UNG处理
后进行扩增的方法，可以在不影响获取成功率的前

提下，更有效地去除受损伤模板的干扰，避免错误

序列结果的获得，同时将经费投入和实验周期都各

减少至常规方法的 50%以下．
此外，本研究推荐的方法由于能够节约成本、

缩短研究周期并获得可靠的古代 DNA序列而适合
大规模古代 DNA的获取和检测分析，即大样本量
的检测，但对于需要进行古代样本 DNA的全基因
组测序意义上的大规模检测，则需要采用高通量的

测序方法[27, 28]．
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Abstract Retrieval of ancient DNA (aDNA) sequences from organism remains provide direct view of their
evolutionary history. However, researches on aDNA have suffered from lots of technical problems. Specifically,
discredited sequences were generated from damaged aDNA templates, and expensive and time-consuming methods
were employed. Here, a method which could recover the endogenous aDNA as well as to reduce the cost and
research period is described. This is achieved by improving the ancient DNA extraction method of isopropanol
precipitation, and reevaluating the method of PCR after N-glycosylase (UNG) treatment, which could remove the
damaged DNA from the aDNA extract. The efficiency of these methods were tested by comparing with traditional
methods using ancient specimens of pig teeth aged between 4 300 years before present (BP) and 3 900 BP. The
results showed that: firstly, the extraction efficiency of the improved method of isopropanol precipitation and
current method with silica-based spin column were all 60%. Furthermore, the research period at least could be
reduced by half with the application of the improved methods and the cost to 1/10 of the current method. Secondly,
sequences obtained through the method of PCR after UNG treatment were 100% authentic. In contrast, 66%～88%
sequences were authentic based on the results obtained with the method of multiple PCRs without UNG treatment.
And the research cost and period needed by the method with UNG treatment were only half of the later one. These
results demonstrate that the improved extraction method of isopropanol precipitation combined with the method of
PCR after UNG treatment could increase the success rate of authentic DNA amplified and at least reduce the
research cost and period by half. Therefore, this method can be applied in the large-scale detection of ancient
specimens.
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