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摘要 DNA损伤是鉴定古DNA真实性的关键特征，正确评估古DNA损伤可以避免在后续的基因组分析中引入污染， 

在古DNA研究中具有重要的意义。然而，目前古DNA损伤研究主要集中于古代人类、动物基因组研究，对于古微生物 

DNA的损伤研究较少，相关认识仍存在许多不足。本论文综述了古微生物DNA损伤模式的特征，研究表明在单个微生 

物基因组研究中，古微生物DNA的损伤与古代人类DNA的损伤程度存在差异；而在微生物群落的宏基因组研究中，微 

生物群落中不同微生物之间的损伤模式存在差异。此外，论文还探讨了古微生物DNA损伤可能对下游分析造成的影 

响，展示了损伤评估在分子古微生物研究中的重要性。最后，总结了可用于古微生物DNA的损伤鉴定方法，为后续古 

微生物相关研究提供参考。 
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1 引言  

DNA分子在生物体死后受到许多环境因素影响和降 

解反应会形成DNA损伤，这是古DNA的重要特征（Dab
ney等，2013）。DNA损伤被认为是古DNA数据认证的关 

键，可以帮助研究者鉴别真实的古DNA信号（Krause等， 

2010）。但同时损伤评估的结果也可能引入污染，从而影 

响下游分析的结果（Tabin等，2025），因此建立对损伤的 

正确认识在古DNA研究中十分重要。 

近年来，随着古DNA研究领域的发展，古微生物研 

究也逐渐深入，重建的古代微生物组和古代微生物基因 

组数据越来越多（Fellows Yates等，2021a）。但对于古 

DNA的损伤研究，现在仍多集中于古代人类、动物DNA 
（Briggs等，2007；Krause等，2010；Allentoft等，2012； 

Sawyer等，2012），而对古微生物DNA的损伤模式仍知之 

甚少。古微生物研究是对至少一百年前的微生物进行古 

基因组分析（Drancourt，2016），从而探究微生物进化规 

律。此前，古微生物研究主要集中于三个方面：一是能 

够对单个微生物基因组进行研究，比如对古代病原体进 

行测序分析，为病原微生物毒力分子机制提供新的见解 

（Warinner等，2014；Rasmussen等，2015）；二是进行微 

生物群落的宏基因组研究，进而绘制人类微生物群落的 

时空多样性图谱（Gancz等，2023），研究古微生物如何反 

映宿主的饮食习惯与生活方式（Weyrich等，2017）；三是 

对非宿主相关的古代环境微生物进行研究，揭示微生物 

群落如何以及以何种速度受到局部或广泛环境干扰的影 

响（Lezcano等，2022；Barrenechea Angeles等，2023）。其 

中，古代环境微生物研究通常不会使用DNA损伤去进行 

鉴定和区分，而是直接通过放射性元素测年与地质年代 

确定样本时间（Barrenechea Angeles等，2023；He等， 
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2025；Holman等，2025），因此本文只对前两方面进行讨 

论。目前，对单个微生物基因组研究表明，古微生物 

DNA的损伤与古代人类DNA的损伤存在差异（Schuene
mann等，2013），其损伤鉴定的方法也有所不同。此外， 

由于不同微生物的保存差异以及微生物群落的复杂性， 

使得宏基因组的损伤模式评估更加困难（Arning和Wilson， 

2020），需要研究者对损伤模式有更加全面的认知。同 

时，针对单个基因组设计的损伤鉴定方法不够高效，使 

用专门用于古微生物宏基因组研究的损伤鉴定方法更加 

可行（Hübler等，2019）。 

基于上述情况，本文介绍了古微生物DNA与古代人 

类DNA的损伤模式异同以及微生物群落中不同微生物之 

间的损伤模式差异，初步探讨古DNA损伤对古微生物研 

究可能造成的影响，并梳理了目前适用于古微生物DNA 
的损伤鉴定方法，为未来古微生物相关研究提供参考。 

2 古DNA损伤特征及其影响因素  

在进行古微生物研究时，首先需要利用古DNA的损 

伤模式评估其真实性，区分真实的古代微生物DNA与来 

自外源的污染DNA（Sawyer等，2012；Warinner等， 

2017）。古微生物DNA损伤的形成过程与古代人类DNA 
损伤相同，微生物DNA受到环境因素、埋藏时间和实验 

策略的影响也与人类DNA一致。在考古样本埋藏过程中， 

古DNA会受到核酸酶和各种微生物的降解作用，表现出 

三种古DNA的损伤特征：短片段化、链断裂、脱氨基 

（Dabney等，2013）。研究表明，古代遗骸中提取的古 

DNA长度均被降解为40–500 bp的片段，呈现高度片段化 

（Pääbo，1989）。古DNA降解也会形成一些修饰阻碍DNA 
聚合酶沿模板链的移动，从而阻止其扩增和测序（Dabney 
等，2013）。并且，古DNA末端的胞嘧啶（C）容易脱氨基 

形成尿嘧啶（U），在DNA扩增之后就从原本的C变成胸腺 

嘧啶（T），形成核苷酸错误掺入（Briggs等，2007；Broth
erton等，2007）。在古DNA中，序列末端比中段呈现出高 

约两个数量级的胞嘧啶脱氨率（Lindahl，1993）。因此， 

通过量化古DNA的这些损伤特征，将古DNA呈现出的损 

伤特点：（1） 序列末端明显高于中段的C到T损伤；（2） 序 

列中段相对损伤极少并且随机性低，作为标准来评估古 

DNA的损伤模式，可以判断DNA分子的古老程度与内源 

性（Fellows Yates等，2021b；Bozzi等，2024；Guinet等， 

2025）。 

同时，只有了解古DNA损伤的影响因素，研究者才 

能更好地评估古DNA损伤。目前研究表明，湿度、温度、 

盐度和pH值等埋藏环境条件会对古DNA的保存造成强烈 

影响，从而表现出损伤差异。并且随着埋藏时间增长， 

古DNA胞嘧啶脱氨表现为C到T替代率升高（Sawyer等， 

2012）。不同的实验策略也会影响获得的古DNA呈现出来 

的损伤模式特征，其中，核苷酸错误掺入模式会由于构 

建二代测序的DNA文库方法不同而有所不同（Meyer等， 

2012）。例如，双链建库方案（Margulies等，2005）获得的 

DNA序列5′突出端的C到T替代率增加，3′突出端则因互 

补原则，G到A替代率增加（Briggs等，2007），而使用单 

链DNA作为模板的文库则显示出两端的C到T替代率都升 

高（Gansauge等，2017）。 

3 古微生物DNA损伤  

古微生物DNA的损伤模式与古代人类DNA的损伤模 

式相似，出现序列末端胞嘧啶脱氨呈现出C到T替代率升 

高等等。但是，由于微生物的结构特点，古微生物DNA 
的损伤程度与古代人类DNA存在差异。不仅如此，微生 

物群落内不同微生物的基因组GC含量等差异也导致不同 

古微生物DNA损伤模式存在差异。这种损伤的差异性可 

能造成损伤评估错误，在古微生物研究下游分析时引入 

污染，因此认识到古微生物DNA损伤的差异特征十分 

关键。 

3.1 古微生物DNA损伤的特征  

古微生物研究发现，同一个个体内，不管是单一微 

生物还是共生微生物群落，古微生物DNA的末端损伤相 

比宿主人类线粒体DNA的末端损伤要小得多（Schuene
mann等，2013；Weyrich等，2017）。Schuenemann等 

（2013）研究表明古代麻风分枝杆菌DNA相较于宿主DNA 
片段更长且末端损伤更少，这可能与麻风分枝杆菌富含 

脂质的细胞壁有关。而Weyrich等（2017）则发现古代人类 

口腔微生物群落DNA的末端平均胞嘧啶脱氨率仅有31%C 
到T和36%G到A，低于人类线粒体DNA中50%C到T的末 

端胞嘧啶脱氨率。 

此外，不同于古代人类基因组研究，古微生物研究 

不仅能够获得某种特定微生物的基因组信息，还能获得 

人类某一生态位点的微生物群落信息。首先，在不同类 

型的样本中古微生物DNA的损伤程度存在差异。因为不 

同类型的样本提取获得的古微生物群落不同，比如，牙 

结石中能够保存古代口腔微生物组（Warinner等，2014； 

Weyrich等，2017），而从粪化石中能够获得古代肠道微 

生物组（Tito等，2008；Lugli等，2017），所以其损伤程度 

也有所不同。虽然目前针对古微生物DNA损伤的研究很 

少，但已发表研究发现，粪化石样本中的古微生物DNA 
末端损伤程度与牙结石样本相比较小（Weyrich等，2017； 

Rifkin等，2020；Wibowo等，2021），不过仍缺少二者损 
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伤模式的直接比较。 

其次，尽管是在同一个体的某一特定微生物群落中 

获得的微生物DNA，该群落内部不同种类古代微生物的 

DNA损伤情况也各不相同，可能与微生物的细胞壁成分 

和基因组GC含量有关（Granehäll等，2021）。例如，古代 

麻风分枝杆菌DNA较低的损伤程度可能与其富含脂质的 

细胞壁有关（Schuenemann等，2013）。此外，此前也有研 

究对不同微生物的损伤进行统计分析，发现由于GC含量 

低的短DNA序列更容易被降解，因此DNA序列GC含量较 

低的微生物中AT含量较高的短片段容易在DNA保存与提 

取的过程中丢失（Mann等，2018）。该研究同时表明，微 

生物S层蛋白是否存在、细菌革兰氏阳性或阴性与古DNA 
片 段 的 胞 嘧 啶 脱 氨 替 代 率 并 无 明 显 关 联 （ M a n n 等 ，  

2018）。因此，对于不同微生物损伤差异的影响因素仍需 

要进一步研究。 

只有了解古微生物DNA存在的各种损伤差异，才能 

正确解读损伤的量化结果，对古代微生物数据的可靠性 

做出准确的评估，防止在后续研究中引入错误。 

3.2 古微生物DNA损伤的影响  

古微生物研究中，古微生物DNA损伤的评估对下游 

分析至关重要。在宏基因组的群落分析中，损伤评估会 

影响观测到的微生物群落组成及丰度；而在微生物基因 

组分析中，则影响其物种鉴定及后续系统发育分析结果。 

由于微生物群落中不同古微生物DNA保存情况不同， 

研究者观测到的古代微生物群落的物种丰度可能产生一 

定的偏差。例如，与现代人类口腔微生物组相比，古代 

人类口腔微生物群组中观察到的甲烷杆菌的相对丰度较 

高（Granehäll等，2021）。这种相对丰度的变化与埋藏过 

程有关，可能是个体死亡后某些物种的过度增长导致的。 

此外，除了本身复杂的内源性微生物群落，生物体死后 

分解过程中还积累了多样化的未知环境微生物群落，这 

使真正的古DNA的识别和认证变得更加复杂（Key等， 

2017；Warinner等，2017）。因此，古代微生物群落的损 

伤评估十分具有挑战性。 

对于单一微生物的分析，特别需要注意的是，在生 

物体死后的早期分解过程中侵入遗骸的微生物（Metcalf 
等，2016）也会积累显著的DNA损伤水平。比如，从考古 

样本中检出的梭状芽孢杆菌可能属于假阳性结果，其可 

能来源于土壤中具有相似序列的梭状芽孢杆菌（Arning和 

Wilson，2020）。尽管死后定植的微生物可能确实是古代 

物种，但也可能会误导研究者对古代微生物群落及其宿 

主的认知。因此我们更要对古微生物DNA的损伤模式进 

行全面综合的判断，研究土壤来源的微生物更是要慎重 

评估古DNA的真实性。近期，有研究指出蒙自人序列与 

人类基因组参考序列出现的错配模式并非古DNA的损伤 

特征（Tabin等，2025），其末端序列的碱基替换出现除了 

古DNA预期的胞嘧啶脱氨替代之外的其他所有替换类型， 

并且两端的碱基替代率有明显的差异。在古微生物研究 

中，对古微生物DNA损伤进行鉴定时更应该进行多角度 

验证，比如检查双端一致性和其他碱基替换类型，可以 

防止由于错配而导致的错误评估。 

4 古微生物DNA损伤的鉴定方法  

为了尽可能避免古微生物DNA损伤的错误评估导致 

古微生物研究结果产生偏差，研究者需要了解在古微生 

物相关分析中如何对损伤进行鉴定。古DNA损伤要经过 

鉴定并可视化才能进行评估，对古微生物研究而言，鉴 

定古代微生物DNA损伤不仅需要应用于单一菌株基因组 

的工具，还需要能够应用于微生物群落宏基因组的工具 

（图1）。 

基于参考基因组比对的古代微生物，研究者可以使 

用与古代人类和动物研究相同的软件，比如mapDamage 
和DamageProfiler。目前，mapDamage是常用于提供DNA 
损伤定量估计的统计模型，能够评估古DNA链断裂、序 

列末端和胞嘧啶脱氨的程度（Jónsson等，2013）。利用 

mapDamage可以计算二代测序序列的核苷酸错误掺入和 

片段化的模式，并提供基于图形和文本的结果，以及进 

一步的统计估计。而DamageProfiler相比于mapDamage， 

更适用于大型数据集，能够缩短运行时间，是一款快速、 

交互式软件，同样可用于研究高通量测序数据的损伤模 

式分析（Neukamm等，2021）。 

然而，在古微生物基因组研究中，许多分析方法依 

赖更长的古DNA片段，特别是进行功能相关分析时，基 

于参考基因组比对的方法不再满足需要。从头组装能够 

从测序数据中重建更长的连续DNA序列（contigs），甚至 

是完整的基因或基因簇，将其分箱到宏基因组组装基因 

组（MAG）中（Bankevich等，2012；Li等，2015），因此被 

应用于古微生物基因组研究。利用从头组装，研究者有 

可能发现现代微生物组中可能不存在的古代基因或表征 

性不足的功能多样性（Tett等，2019；Brealey等，2020； 

Wibowo等，2021）。从头组装能够通过计算重建出较长 

的DNA片段进行分析，但同时产生数万到数十万个con
tigs的数据集，上述损伤鉴定的软件不再适用。为此研究 

者设计了PyDamage，用于contigs损伤自动化识别和估计， 

以区分真正古代contigs和来源于现代污染的contigs（Borry 
等，2021）。 

对于古代微生物群落研究，宏基因组数据能够提供 
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宿主生前的微生物群落信息，从而表征微生物群落的物 

种组成、识别病原微生物。宏基因组研究使用的数据集 

很大，想要进行手动物种鉴定和评估古DNA真实性是不 

可行的。由此，Hübler等（2019）发表了软件病原体筛查启 

发式管道（Heuristic Operations for Pathogen Screening， 

HOPS），为古DNA测序数据提供了一个全自动的微生物 

筛选管道，除了提供有关物种鉴定的详细信息，同时还 

对微生物群落内的物种进行损伤鉴定，判断其真实性。 

此外，近两年陆续开发了其他可用于宏基因组数据的损 

伤鉴定工具，比如aMeta（Pochon等，2023）、MetaDam
age（Everett和Cribdon，2023）和AdDeam（Kraft等，2025）。 

其中，MetaDamage可以对未知的多物种序列直接进行古 

DNA损伤评估，生成可观察的DNA损伤谱图，使用便 

捷；AdDeam则能够估计DNA损伤并进行损伤聚类，可视 

化样本DNA损伤模式与代表性的损伤模式，实现多样本 

多物种的损伤模式快速筛选。 

因此，根据古微生物研究中不同的数据类型以及分 

析需求，采用适用的损伤鉴定方法有助于更好地量化损 

伤的特征，对损伤做出正确评估。 

5 结语与展望  

损伤是古DNA研究中的一个关键特征，因此，在古 

微生物研究中，研究者需要了解古微生物DNA损伤的特 

点。首先，古微生物DNA具有古DNA短片段化、链断 

裂、脱氨基的损伤特征；其次，由于微生物与人类、动 

物的生理结构差异，古微生物DNA损伤相比古代人类、 

动物DNA序列末端损伤程度较低；最后，在微生物群落 

内，不同微生物物种的生理结构与基因组差异较大，使 

得不同古微生物的DNA片段化程度与末端损伤也存在 

差异。 

在开展古微生物研究过程中，根据分析需求使用合 

适的损伤鉴定方法，才能避免损伤评估错误，引入污染 

影响后续分析结果。然而，除了利用损伤评估真实性排 

除污染，还要防止损伤评估错误引入污染，对后续分析 

产生严重影响，比如将错配形成的碱基替换误判为损伤 

碱基替换。并且由于微生物DNA损伤具有特殊的差异性， 

进行损伤的正确评估格外具有挑战性，只有重视古微生 

物的损伤特征，才能帮助我们在未来相关工作中更好地 

判断与鉴别真实的古微生物DNA。 

此外，研究者也要认识到，仅仅是利用古DNA的损 

伤特征并不足以排除环境污染，确认为古代内源DNA。 

在生物体死后早期分解时侵入的微生物也会呈现明显的 

DNA损伤模式，所以研究土壤来源的病原体更要避免引 

入环境微生物的污染，为此还可以使用其他生物信息学 

方法进行验证。对于单个微生物的研究，通过评估其他 

真实性标准可以帮助排除污染，例如基因组编辑距离和 

片段长度分布。而对于宏基因组研究，使用SourceTrack
er软件进行群落来源分析可以检测宏基因组数据中的污 

图 1 古代人类、动物与微生物DNA损伤鉴定的分析流程示意图。人类、动物剪影来自iconfont网站（https://www.iconfont.cn），微生物剪影来自 

PhyloPic网站（https://www.phylopic.org）  
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染样本（Knights等，2011），使用R decontam包则可以在 

微生物组数据进行后续分析之前去除实验室和环境污染 

（Davis等，2018）。 

目前，分子古微生物学仍然是研究者探测古代微生 

物的唯一方法。只有重视古微生物DNA的损伤特征，正 

确评估其损伤模式，通过多种方法验证并判断古DNA的 

真实性，才能提高古微生物研究的可靠性。通过古微生 

物研究获得真实的古代DNA信号，才能够了解过去的微 

生物群落多样性，分析共生微生物与病原微生物的功能 

与进化历史。在未来，通过整合古代人类和古微生物的 

DNA数据，可能会进一步阐明宿主与微生物相互作用、 

选择以及共同进化的过程。  
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