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摘 要

从中国新石器时代人骨遗骸中提取出古代 � � �
。

通 过聚合酶链式反应 ��� � � 技术扩增

得到 卜 � 染色体上的单拷贝同源基因片段 �� �� �� �
� � �� � �� ��

。

由于扩增的基因片段长度具

有性别多态性
,

从而 为古代人骨和牙齿提供了分子生物学的性别鉴定
。

关键词 古代 � � �
,

� � �� � ��� �� 基因
,

聚合酶链式反应
,

性别鉴定

近儿年来
,

随着分子生物学方法技术的突飞猛进
,

它已被广泛地应用于相关的生命科

学研究 领域
。

已经证实在古代生物机 体遗骸 中可以保存有遗传物质 � � � �� �� �� � � �

�� � � � �
��

,

�� �� �
,

学术界不时地 出现古代 � � � 的研究报道
。

最初的工作尝试用分

子 克隆技 术 以研 究 古 代 � � � �� �� � � � � � � � �
,

��  � � � 挂五� �
,

�� � � � � � � � � � � � � � � �一

��� � �
,

但 由于生物机体死后 的变质降解
,

克隆技术很难 成功
,

从而 使进一步的 � � � 分

析工作无法进行
。

聚合酶链式 反应 ��� � � 体外 扩增 � � � 技 术的建立
,

为微量古代

� � � 的扩增 提供 了理想 的工具 �几注� � � � � �
� ,

�� � � � � �� ���� �� � � � �
� ,

� � � � � � �

��
� �

� � � � �� ���
� �

,

�� � ��
。

目前多数古 代 � � � 研究工作集 中在线粒体 � � � 或具有重复序

列的细胞核 � � �
,

因为靶序列的高拷 贝性有利于 � � � 的获取
。

然而单拷贝或低拷 贝的

古代 � � � 片段 已被证实能够通过 �� � 扩增得到 �� � �� � � � �
� ,

� � � � �
。

我们的工作即是从

中国新石器时代人骨遗骸中扩增细胞核单拷 贝的 � � �� � � � �� � 基因片段
。

� � �� � �� � �� 是一种蛋白质
,

与牙齿 发育相关
。

编码该蛋 白质的基因是位于 � 和 � 性

染色体短臂上的一对同源序列 �� � �� � � � � � � � �
�

,

�� � � � � � ��� � � � � �
� ,

� � � � �
。

采用不同扩增

反应体系
,

已从现代人标本中扩增出不同长滨的该基因片段序列 �� ��� ��� �� ��
� ,

�� �� �

� � � � � 。� � �
� ,

�� � 一, � � � � � � � �  ! ∀ � 。� � �
� ,

�� � � �
。

由于古代 � � � 的降解
,

其分子长度一

般不超过几百 个碱基 对
。

因此我们采用 �
� � � �� �等人的引物序列

,

扩增较短 的基因片段

收稿日期
� �� � �司 � 一� �
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� 方 法

�� � 备样

手术刀刮净骨块和牙齿表 面垢物
,

紫外光 �� �� � � � 照射 �
�

� 小时
�

这一步骤旨在排

除发掘
、

收集
、

转运过程 中带来的现代 � � � 污染 �� � �� � �� �� �� 
�

,

�� �� �
。

然后将标

本研磨成粉末
,

称取 ��� 毫克
,

溶于 �
�

�� � �� �� � � � � �� � �� �� 溶液
,

�� 小 时室温 下

机械摇动
,

保持均匀混合状态
,

充分溶解吸收骨粉中的无机盐
,

使包围在其中的有机成分

释放 出来
。

离心 取 上 清 液
,

转至 核 酸 自动提取仪 �� �� �� � �� ���� ���
,

� ��� ��

� �� ��� ���
��

。

�
�

� � � � 提取

提取过程主要通过程序控制
,

机器 自动操作完成
,

尽可能消除人工操作带来的污染问

题
。

主要步骤 � 首先进行蛋白酶 � 消化 � 然后采用酚和氯仿 � � � 提取法分离提纯 � � �

�� � � �� 。。� �� �� 
,

�� ��� � 在 乙戊醇和 乙酸钠存在下
,

沉淀反应产生的 � � � 分 子吸附于

小玻璃珠上 ��� �� � 而��
,

� ��� � �� �
,

过滤
,

用乙醇洗脱滤膜上的 � � � 玻璃珠
,

将其溶于

�� 川无 菌去离子水 �� � �� ��
,

��� �� � ���  
,

温浴震荡
,

使 � � � 脱离玻璃珠完全溶解
,

离心得 � � � 提取液
。

�� � 聚合酶链式反应 ��� � �

以上得到的 � � � 溶液中的 � � � 含量甚微
。

采用聚合酶链式反应技术
,

以扩增位于

两段 已知序列之 间的 � � � 片段
。

本实验所 用的 引物序列 为 � �� � � ��‘ � �� � � �

� � � �  ! ! ! � ! !  ! �  � 一
,

3

’

) 和 A m el B (5‘ A T C A G A G C T T A A A C T G G G

A A G C T G 一 3’)
。

这对引物可同时扩增 X Y 染色体上一同源序列
,

即 A m elo geni n 基 因的

第一 内含子多态片段 zo6bp (x 染色体) 和 112b p (Y 染色体) (M ann
ueeietal

.,
1 9 9 4 )

。

扩增反应采用两个阶段 P C R 扩增法 (R ua no et 以
.,

1 9 8
9)

,

在 50川 反应混合液 中进行
.

第一阶段的 Pc 执反应液组成如下
: 10m M T ri卜H C L (PH

S. 0)
,

50 m M K C L

·

( G

e

ne

A
m

p 1 0

x

p C R b

u

ffe

r

,

P
e r

k i
n

E l m
e r

C
e t u s

)

,

1

.

5 苗M M gC I
: ( p erk in E lin

er C etu s)
,

1 7 5 m M 每种 dN
TP (B o

eh ring er )
、

0

、

1
料M 每种引物 (A pPlied B ios”ten玲 ) 和 2拜1古代

D N A 提取液或 0
·

5#l

现代 D N入提取液
,

最后加人去离子水 (A m puwa ) 至 50 风
。

反应

开始为 5分钟 30 秒 94 ℃的热肩动 (R ua加 et al.
,

1 9 9
1)

,

期间加入 1单位的 Ta q D N A 聚

合酶 (A
mP
I汀aq

,

Per kin

班彝瓦er C et uS )
。

扩增反 应在热循环器 (T C L, Pe rk in El me
r

Ce tu s) 中进行: 1分钟 94℃热变性
,

匆秒 57℃退火
,

1 分钟 72 ℃ 延伸反应
,

35 个热循

环
。

第二阶段的扩增反应是在第一阶段基础上进行
,

其反应液组成基本相同
,

引物浓度增

至 0. 14 拼M
,

T
a

q D N A 聚食酶 1
,

5 个单位
,

待扩增
几

的万井. N A 溶液是第一 阶段 PC R 产

物
,

在反应开始的热启动中最后加人
。

35 个热循环
: 1分钟 94 ℃热变性

,

30 秒 56 ℃退

火
,

1 分钟 72 ℃延伸反应
。

反应声物冷却于
一

4 ℃保存
。

2. 4 D N A 分析

对 P C R 产物 进行 14 % 的 非变 性聚丙烯酞 胺凝胶 电泳分离 分析
。

电泳在 16 x Z O x

0
.
Ic m 的垂直装置 (B io me

tr a) 中进行
,

所加 电压 130 V
,

电泳时间 17 小 时
。

凝胶 在
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标本 C G PZ 和 D D W 3 均显示单一的 10 6bP 条带 ; 标本 X W G 3 显示 10 6b p 和 11 2b p

两个条带 (图 2) ; 标本 X W G Z 则 出现 3 种不 同的 PC R 结果
:
单一的 10 6b P; 单一 的

112bP : 和 10 6/ 1 12b P 两个条带 (图 3)
。

由于 D N A 的降解变性
,

古代标本仅能提供很少量 的完整模板 D N A ; 另一方面
,

这

些标本由于长时期受埋藏环境 的影响
,

可能含有阻止聚合酶链式反应的抑制因子
,

如土壤

化合物等
,

从而使单一的或两个等位基 因扩增反应出现随即失败的现象
,

产生不 同的

PC R 结果
。

标本 X W G Z 即可能属于这种情况
。

不过
,

样品或实验用品污染也可能产生类

似结果 (sc hm idi et of
.,

1 9 9 5)

,
.

因此有必要严格控制污染
,

多次重复实验结果
。

同时可对

扩增反应产物进行 D N A 序列测定加以确认
。

根据以上结果
,
.

对 4 个古代破碎标本进行性别判断还是可能的
。

由于 Y 染色体特征

序列 (1 12 饰) 分别重复出现于标本 X W G Z 和 X W G 3
,

从而判断它们为男性个体; 单一

的 X 染色体特征序列 (10 6b P) 分别重复出现于标本 C G PZ 和 D D W 3
,

显示二者为女性

个体
。

在古人类学研究中
,

研究材料多为破碎 的骨块和牙齿
,

用传统的形态学方法进行性别

判断和系统分析 比较困难
,

相 比之下
,

分子生物学方法具有独特的吮越性
,

尤其是古代

D N A 的存在被证实
, 一

柑信分子人类学将为现代人类起源和演伟卿群的解决开拓新 的前
景

。
-

-

本研究工作得到德国科学技术部和中国科学院资助
,

于钱廷根大学人类学研究所古代

D N A 实验室完成
。

实较标本由张振标
、

林钟雨二位先生提供
,

在此谨致谢意
。
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