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摘要：古 DNA是揭示古代生物生长状态以及生物千百万年来进化情况的最重要的信息载体，在治疗人类遗传性的疑难病症及牲

畜饲养和粮食作物种植等方面都有重大的贡献。古 DNA提取技术作为获得该重要的信息载体的最重要手段，长久以来受到了世

界各地的考古学家以及医学研究学者们的高度重视。随着科学的发展，古 DNA提取技术已经形成多种核心方法：Chelex-100法、

酚 -氯仿抽提法、二氧化硅（硅粒）法、NaOH法、硅离心柱法试剂盒、磁珠法试剂盒等方法。本文将根据最新的研究成果对以上提

到的几种方法进行分析比较，以期能够为将来古 DNA提取技术的发展创新提供新的思路与方向。
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Progress in Ancient DNA Extraction Technology*

Ancient DNA is the information carrier that reveal the ancient organism growing state and the evolutionary status of

living creature in millions of years. It brings the great contribution in human hereditary diseases treatment, crop cultivation and so many

other filed. Ancient DNA extraction technology, as the most important way to take the information carrier, has attracted the attention of

many scientists. With the development of scientific, ancient DNA extraction technology has formed of some conventional techniques:

Chelex-100 method, phenol and chloroform method and so on. Based on the latest research results, here we compared and analyzed the

above mentioned techniques so as to provide new ideas for the development of ancient DNA extraction technology.
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前言

由于科技的发展，DNA的研究工作变得更加便捷准确。关

于现今存活的生物的 DNA研究已经达到了一个非常发达的水

平。但是，古 DNA作为古生物，尤其是古人类留给当今生命科

学、医学等很多其他科学门类的科研工作者们一笔十分宝贵的

财富，科研工作者们对这份宝藏的充分挖掘仍然在持续进行

着。21世纪之后，古 DNA提取以及对其遗传信息的分析研究

已经成为生物进化、人类疾病治疗等研究领域最重要的手段之

一。古 DNA具体是指古代生物遗体或遗迹中残存的 DNA片

段，包括古代动植物、微生物和古代人类 DNA。其中古人类

DNA按来源大体可分为三类：软组织(肌肉、皮肤以及各种内

脏等)、硬组织(骨骼以及牙齿等)、化石。在这些来源中，硬组织

特别是骨骼以及牙齿能够在长久的岁月中得到有效的保存，因

此，硬组织是古 DNA研究中最常使用的对象。随着科学技术的

发展，古 DNA研究经历了从个别样品中获取线粒体 DNA当

中的微小片段，到大范围研究古代群体，甚至灭绝生物的线粒

体或核基因组全序列，这其中古 DNA提取技术的发展起到了

至关重要的作用。

1 生物死亡后 DNA的衰退与消亡

当生物体死亡后，其体内的遗传物质经常被内源性核酸酶

所分解消化，即使在快速干燥，低温或者高盐环境中 DNA也会

在转变成单核苷酸之前很快消解失活。缓慢却持续的影响，例

如氧化作用，背景辐射，水解作用等都会使得 DNA发生长期的

毁灭性变化[1]。

由于古 DNA 特殊的保存环境，注定了古代的核基因组

DNA很难得到保留，因此目前的古 DNA研究对象主要是线粒

体 DNA (mitochondrial DNA，mtDNA) 和 Y 染色体 DNA

(Yehromosome DNA，Y－DNA)，而常染色体 DNA(autosomal
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DNA)一般只能用于现代 DNA的研究。

mtDNA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，特别是在人类古 DNA的研究中其具有得天

独厚的优势。mtDNA是由 16 569个碱基对组成的闭合双链环

状分子，分为编码区和非编码区。非编码区也叫控制区（如图 1

可以看出线粒体 DNA各片段的分布），是 mtDNA基因组中进

化速率最高、最具多态的区域[2]；从揭示从古至今的生物密码的

角度来说，mtDNA不仅可以在数十万甚至是数百万年间保持

稳定，最重要的事它还具有十分远大的研究前景。

虽然 mtDNA的信息提取方法和技术越来越完善，但是也

经常得出错误的信息。Herrnstadt等[3]所报道的 560条序列中所

出现的大部分颠换(包括绝大部分 G颠换)，经其重新测序后证

明都是错误的[4]。尽管线粒体 DNA提取过程也无法做到尽善

尽美，但是在古 DNA保存的极端环境中，几乎毫无保护的核基

因组根本无法得到保存，早在 1984 年，Higuchi 等 [5]在 Nature

中的报道就显示他们克服了极大困难的前提下仅仅提取到了

两个微小的 mtDNA片段。

2 古 DNA提取方法研究概述

古 DNA作为一种特殊的 DNA，其来源一般非常稀少。且

得到的标本一般经过几十上百年，有的可以达到几千上万年甚

至更加久远。因此一般存在于古标本中的 DNA等其他大分子

物质都会受到程度不等的破坏，要想从稀少且保存不完整的古

代标本中提取到令人满意的 DNA分子片段，就必须将已有的

DNA方法进行革新，才能满足其特殊的要求。

古 DNA 的提取方法的变革随着生物技术的发展不断创

新，经历了传统的 Chelex-100法、酚仿抽提法、二氧化硅（硅粒）

法、NaOH法到现在的硅离心柱法和磁珠法的商业试剂盒等提

取 DNA的过程[6]。

2.1 Chelex-100法

Chelex-100是一种由苯乙烯、二乙烯苯共聚体组成的化学

螯合树脂，含有成对的亚氨基二乙酸盐离子，可螯合多价离子，

特别是对高价金属离子有很高的亲和力和螯合作用。在低离子

强度、碱性及煮沸的条件下，可以使细胞膜破裂，并使蛋白质变

性，通过离心除去 Chelex颗粒，使其结合的物质与 DNA分离。

用于缓冲液和离子试剂的超纯化。可清除金属污染物而不改变

非金属离子的浓度。铁盐形式用于草甘膦浓缩。Chelex-100能

有效除去非核酸有机物，主要用于提取全血或血痕、精液或精

斑、混合斑、毛发、培养细胞等。

虽然 Chelex-100 提取法作为最早在古 DNA 研究领域被

使用的提取方法，但是随着考古、遗传方面研究发展的要求不

断提高，Chelex-100 提取法在提取纯度方面的缺陷就开始显

现，同时由于各种商业试剂盒的发展也使得 Chelex-100提取法

开始逐渐退出古 DNA研究的舞台，现在 Chelex-100提取法主

要是结合其他传统方法的基础上在研究一些保存较为完好的

古代标本时还是可以在节约成本方面有自己的优势。如郭丽萍

等人在他们的研究明代保存情况比较好的古尸时就利用了酚

仿抽提法与 Chelex-100相结合的提取方法[7]。

2.2 酚仿抽提法

饱和苯酚 -氯仿抽提法，是一种经典的提取 DNA的方法。

由于其成本低廉方法流程简便成熟且提取效果比较理想，所以

在很长一段时间内一直被利用作为提取 DNA的首选方法，基

于酚仿抽提法的改进也在世界各地不断出现。酚仿抽提法主要

是以苯酚：氯仿：异戊醇 =25:24:1的比例配制的抽提液与样品

进行混合后对混合液进行离心处理，以最终得到所需的 DNA

提取物。

A.Farrugia等人在提取古人类 DNA时分别在进行了酚仿

抽提 DNA 后再利用 CleanMix Kit和 QIAamp DNA mini誖 Kit

对所得的 DNA进行纯化并在加入 QIAamp DNA mini誖 Kit前

加入了异戊醇对酚仿抽提产物进行了纯化[8]在对两种处理方法

使用后所得到的结果对照中发现在进行后者的改进后所得到

的结果明显得到了更好的纯化样品。又如 Maria de Lourdes，

Mu觡oz等人在无菌环境中获得了墨西哥古人类的骨骼样本后

利用苯酚 -氯仿抽提法对其骨骼样本中的 DNA进行提取并进

行离心等方法进行再提纯[9]，也是现今科研中运用得十分成熟

的技术。Sebastien Calvignac等人在他们对古熊类的样本研究

中采用了经典的酚仿抽提法[10]，利用混合抽提液对所得的样本

先后进行三次冲洗，并对提取出来的 DNA使用了 QIAquick kit

做出了进一步的提纯处理，最终也能得到让人满意的结果。

饱和苯酚 -氯仿抽提法作为与 Chelex-100抽提法同样最

早被利用作为古生物 DNA提取的经典方法有着比后者更好更

稳定的提取效果，同时又有着更加简便的处理方法与配置步

骤，因此有着比较广泛的应用基础。但是，该方法需要样本的

DNA含量较高，而古代毛皮的 DNA在长期埋藏过程中降解严

重，DNA含量普遍低，利用乙醇或异丙醇很难将 DNA沉淀出；

毛皮等样本中含有大量的胶原蛋白和角蛋白，需要苯酚 -氯仿

反复萃取，操作步骤繁琐，极易产生外源 DNA污染，而且反复

的抽提对 DNA链的机械剪切机会较多，对 DNA有伤害；苯酚

-氯仿虽然能很好地沉淀蛋白质，但却很难除去毛皮标本中的

PCR抑制剂，如色素物质等；与此同时苯酚 -氯仿对人体的毒

性较大[11]。

2.3 二氧化硅（硅粒）法

利用二氧化硅特异地吸附核酸的特性，建立了从琼脂糖凝

胶中回收 DNA的方法。该方法简单、快捷、经济、适用，二氧化

硅纯化系统极其廉价、制备容易、操作简单更适合于实验室常

规使用，通过对回收 DNA的酶切、连接等实验证实了所回收的

DNA片段能够满足进一步的实验要求[12]。

Daniel Vanek在他们的研究中利用了二氧化硅法，并在该

法原来的步骤的基础上在提取的最后一步将得到的 DNA样品

加入到离心柱中进行再纯化[13]，也就是先后进行两次二氧化硅

法提取，结果显示在此种处理的基础上得到了更加理想的纯化

样品。Maria de Lourdes Mu觡oz等人在无菌环境中获得了墨西

哥古人类的骨骼样本后利用 QIAquick (Qiagen)的硅粒试剂盒

进行 DNA的抽提并在稍后对硅粒柱体进行反复的提取液再清

洗，以此得到更好的效果[9]。
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二氧化硅法利用了其材质的特殊优越性，同时在性价比上

以及操作简便性上都具有很好的效果，现在以硅材质制成的商

业试剂盒也正在不断的蓬勃发展着。二氧化硅法作为一种传统

的 DNA提取方法在古 DNA样本的提取方面仍需提高提取精

度以及对污染物的排除能力。

2.4 NaOH法

NaOH 法主要是利用碱对核酸物质的析出作用从样本中

提取 DNA，但是由于 NaOH法本身比较粗糙，除了有用时短、

方法简单的优点外，缺点也很明显：常有 DNA样品扩增不出

PCR产物的情况[14]。因此他们采用了以 CTAB（十六烷基三乙

基溴化铵）与酚仿法相结合作为主要手段，并在保证提取效果

的前提下尽量简化了提取步骤，最终得到了较为理想的提取效

果。

譕ivko Jovanovic等人在提取古人类 DNA时提到了他们使

用改进的 CTAB法，在加入了 1mL CTAB（比经典方法提高了

CTAB的使用量）后再对样本进行 NAOH法提取，并在纯化过

程中加入 PVPP[15]。在这个过程中 譕ivko Jovanovic等人在将此

法与 Illustra GenomiPhi HY DNA Amplifi cation Kit(Amersham,

GE Healthcare, UK)以及 DNAeasy kit(QIAGEN)相比较后发现

了在提取试剂过程中商用试剂盒还是体现出了较好的优势。

NaOH法作为一种传统的碱法提取 DNA方法由于提取过

程比较粗糙，所以无法在古 DNA提取中单独使用，现在的文献

报道的一般是将该方法作为其他方法的一种有益补充以提高

提取效率，作为一种简便的辅助手段，NaOH法还是具有一定

的优势。

2.5 硅离心柱法试剂盒

特殊的硅基质离心柱是一种独特的吸附材料，它能够特异

性吸附 DNA，而 RNA与蛋白质穿过。在正常情况下，核酸表面

覆盖了一层由水分子组成的亲水薄膜，以维持其水溶性。高浓

度盐离子的加入破坏了核酸表面亲水薄膜的相对有序排列，形

成了疏水环境。在此环境中，核酸与硅胶膜能有效结合，而蛋白

质、代谢产物和其他污染物则不能结合。而一般情况下市售的

试剂盒中都会采用碱变性抽提的原理：是在 pH高于 12.6的碱

性条件下，染色体 DNA的氢键断裂，破坏了碱基配对，导致双

螺旋结构解开而变性，但闭环的质粒 DNA链由于处于拓扑缠

绕状态而不能彼此分开。当 pH调至中性时，质粒 DNA链迅速

恢复到原来构型，仍保存于溶液中。而变性的染色体 DNA不能

再复性，通过离心，随不稳定的大分子 RNA、蛋白质 -SDS复合

物等一起沉淀下来，使两者得以分离。由于现今市面上该试剂

盒的存在比较普遍，且方法简便，因此是一种应用比较广泛的

古 DNA提取方法。

在 Krithivasan Sankaranarayanan等人对岩石中古微生物的

研究中，他们先后采用了 12种不同的 DNA提取方法，结果显

示在利用超高速离心器以及硅离心柱试剂盒相结合的方法时

得到了最好的结果[16]。盛桂莲等人在研究古 DNA实验体系与

技术的过程中，提出了要对相关的古 DNA的研究方法进行规

范与定义，他们在总结古 DNA的提取方法的时候提到了使用

基于硅粒的 GuSCN-玻璃珠法[17]，现在的一些主要试剂盒也都

是基于二氧化硅能够吸附核酸的特性制成的。Nadin Rohland

等人在研究古猛犸的过程中采用了传统的硅离心柱试剂盒与

硫氰酸胍盐结合的方法[18]进行了古 DNA提取，随后盛桂莲[19]

等人也依照他们的方法对古斑鬣狗化石的古 DNA 进行了提

取。在于慧鑫等人研究内蒙古地区古山羊的过程中采用了

Modified QIA quick Method[20]，这种方法便是在利用硅离心柱

试剂盒的基础上进行的一种 DNA提取与纯化技术。此外韩璐

等人[21]以及蔡大伟[22]等人也利用了硅离心柱试剂盒分别对内蒙

古地区春秋及东周时期的绵羊的 DNA以及距今 4000多年的

新疆小河古墓中出土的黄牛毛皮中的 DNA[23]进行了提取，这

是由于在该领域有应用成熟且效果上佳的试剂盒可以使用。

在现在主要的商业试剂盒生产中，有绝大部分的厂商利用

了二氧化硅法的原理，基于该方法的成本的低廉，操作的简便

以及应用的广泛相关商业试剂盒的开发发生了飞速的发展，现

今在进行精确严格的古 DNA实验室提取过程中该类商业试剂

盒应用已经十分普遍，并且得到了研究者们的认可。

2.6 磁珠法试剂盒

磁珠法试剂盒是生物科学和纳米材料科学二者合一的高

新技术产品，是我国 DNA提取技术和纯化技术的一次大的突

破，彻底的解决了我国 DNA的提取与纯化长期依赖进口的局

面，其价格只有进口产品的 1/3。磁珠法试剂盒是纳米技术、分

子生物学技术、生物医学技术和法医学技术等技术相互交叉综

合所产生的广泛应用于分子生物学、医学、法医学、考古学、大

中小学的生物试验等许多领域的 DNA提取方法它有着传统方

法所无法比拟的优势：含有独特的裂解液 /蛋白酶 K迅速裂解

细胞并灭活细胞内核酸酶，使得基因组 DNA能够选择性的吸

附于磁珠。不使用有毒的苯酚等试剂，也不需要乙醇沉淀等步

骤，而且省去了离心步骤。快速简捷，不用多次漂洗磁珠也可确

保高纯度。长度可达 20 kb-50kb，洗脱液可以用双蒸水代替，并

且不影响接下来的反应。

樊龙江等人在研究河姆渡古稻的过程中利用了磁珠分离

和纯化 DNA的技术[24]并对该方法进行了相应的改进，在 DNA

分离的过程中使用非离子、阳离子清洁剂以保护古 DNA序列，

减少相关杂质的影响。

磁珠法作为一种新兴的 DNA提取技术，由于其综合了纳

米技术、分子生物学技术、生物医学技术等多项高新技术的优

势，所以就其提取效果来说在古 DNA提取领域具有十分明显

的优势。但是考虑到该方法现在比较经常使用的商业试剂盒成

本比较高，因此为了秉承经济节约的实验室准则，一般在实验

室应用领域的覆盖性比较窄，在某些大型课题中且对提取结果

有十分严格的要求的古 DNA提取实验中才有机会得到使用。

2.7 其他方法

除了，以上被利用得较多的方法外，有一些科研学者在研

究古 DNA 过程中根据自己的经验提出了一些联合方法如

Nadin Rohland 等人在他们的研究古 DNA 过程中就使用了一

种联合批处理方法[25]。在 M. de Bruyn等人的研究中，他们也提

到了他们使用了一种新型试剂盒(QIAamp DNA micro kit)用来

提取并修复他们研究样本中的微小的 DNA片段[26]。值得提出
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的是刘冉冉等人在利用古代猪骨研究古 DNA的提取方法效率

时就建立了用改进的异丙醇沉淀法与传统的二氧化硅试剂盒

法提取 DNA效果的对照[27]，并最终用实验结果证明了由于异

丙醇沉淀法对古 DNA提取过程中能够有效的去除 PCR抑制

物，因此可以提高对古 DNA的提取效率，同时还可以大大的节

约由于使用试剂盒所带来的高成本。

现在的研究学者们并不局限于某些经典成熟的古 DNA提

取方法，而是大胆的对已有方法进行改进甚至创造性的提出了

一些新的方法，这无疑是对古 DNA提取领域的有益补充。从以

上例子看来，在提取技术方面的创新主要是将多种方法的合理

结合或者是在已有方法中添加某些有助于提取的试剂。

3 古 DNA的提取效果分析

当通过以上的各种方法成功的提取到一定纯度的古 DNA

样品之后，必须将古 DNA 样品通过 PCR、电泳检测等手段对

获得的古 DNA样品的纯度进行检测，以确定得到的古 DNA

样品提取过程是否出现了失误或是通过对不同方法提取的古

DNA进行检测来优选出一种更加合适的古 DNA提取方法同

时方便对已有的方法进行相应的改进。关于古 DNA提取样本

的分析主要涉及 PCR 技术以及 DNA 测序以及相关的检测

DNA纯度及质量的电泳技术等。

古 DNA提取样品常用的 PCR技术是在模板 DNA、引物

和四种核苷酸存在的条件下，在热稳定性较高的 DNA聚合酶

作用下的酶促反应技术，已经有越来越多的古 DNA提取领域

的研究者们应用了这一技术。现在 PCR技术在不同研究过程

中都出现了不同的变种如乳化 PCR（em-PCR）[28]、巢式 PCR

(NESTPCR）[29]、多重 PCR等方法[30]等 PCR技术。在完成了古

DNA 样本的 PCR 工作之后，就需要对 PCR 后的样本进行

DNA测序工作以完成对相关古生物或是古代样本的生物信息

的获取。现在在学界比较流行与成熟的测序方法主要包括焦磷

酸测序法[31]、Solexa合成测序法[32]、SOLiD测序法[33]等技术。除

此之外，检测被提取的古 DNA的纯度及质量也是评估提取方

法特别重要的一个环节，现在用于检测 DNA提取纯度及质量

的方法主要就是依赖于各种电泳技术，例如，在黎东华等人提

取芝麻高纯度线粒体 DNA过程中用于检测 DNA纯度的 1. 0%

琼脂糖凝胶电泳[34]技术，以及比较经典的紫外分光光度计测定

mtDNA 在 OD260nm、OD280nm 和 OD230nm 的值 [35]，计算

mtDNA溶液的浓度和纯度。或者是在提取后的样品中加入限

制性内切酶进行酶切[36]，然后用 1. 0%琼脂糖凝胶电泳技术来

观察酶切效果。除了以上比较传统经典的 DNA检测方法外，还

有许多其他改进的方法也被各个国家的研究者们提及，这里不

再一一赘述。作为古 DNA提取结果的检测环节，各种新型的检

测技术也确实值得我们各个研究古 DNA的研究者们持续关

注。

4 古 DNA提取问题讨论

由于古 DNA保存环境的特殊性以及来源的稀有性，因此

古 DNA将面临以下问题：1.一是由于埋藏环境的影响，古生物

遗存并得以保留的 DNA含量极其微弱且多已分解成片断。2.

污染问题，古 DNA研究的整个过程包括样品采集、DNA抽提、

PCR扩增和克隆等都可能会引入污染 [37-39]。所以在研究 DNA

提取技术时要特别注意以上问题的存在，在实验方案设计以及

实验执行过程中都要区别于一般实验标本的 DNA提取，从而

使得古 DNA提取技术越发的成熟与稳定。

许多古样本包含有外源 DNA。例如，从来自欧洲不同地点

24个古代尼安得特人残骸的 DNA提取以及检测研究中，仅发

现 4个样本包含了尼安得特人的 DNA。利用当代人类 DNA的

扩增引物以及当代洞穴熊的 DNA引物来对从古代尼安得特人

标本中提取的 DNA以及同一洞穴的洞穴熊的 DNA样本进行

扩增检测比对发现，洞穴熊的 DNA占据了所得到的 DNA大

部分成分[40]。因此，这导致古 DNA研究发展步伐受到了极大挑

战且必须进行更多的重复研究以排除假阳性结果。

5 前景展望

目前，人们运用现有的 DNA提取技术已经能够从各种古

代动植物体组织中获得珍贵的基因组第一手材料有的甚至能

够从非有机体中提取的数千年前的古代生物 DNA。例如，在对

2400年前的希腊古沉船遗迹的古 DNA检测研究中[41]，研究者

们就通过一系列的提取步骤，成功的在古陶壶碎片中提取到了

类似古代藻类的 DNA。这就揭示了在古 DNA提取方法的研究

上可以由单纯的从动植物组织中转向到从非有机体中提取古

代 DNA，为古 DNA研究提供了更多的标本来源。现在，更加简

单的提取步骤以及新的提取试剂已经被逐渐的开发出来，例如

在研究者们在对芬兰发掘的铁器时代的古代羊的 DNA进行提

取中[42]，就采取了向骨骼粉末中添加一定量的尿素、EDTA 以

及蛋白酶 K并在不断搅拌中过夜的方法，也取得了较好的结

果。总而言之，我们大胆推测进一步的古 DNA研究的进展将具

有以下的鲜明特征，即利用简单方便并且经济的手段从更广阔

范围内的古 DNA标本中有效的提取完整的 DNA片段。此外，

对所提取古 DNA的检测方法的精确度将会有进一步的飞越。
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