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古蛋白质分析在东亚古人类演化中
的应用前景
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摘要：东亚古人类演化是学术界关注的热点科学问题，国内外学者对此进行了多学科的相关研究，取得了

很多重要进展，但仍然存在许多尚未解决的问题。古蛋白质分析近年来成为古生物演化领域的又一个前沿

和热点方向，取得了一系列重要突破。较之古 DNA，古蛋白质的保存优势使其可以在时间上和地域上突破

古 DNA 的限制，在古人类演化领域大有可为。东亚古人类化石丰富且时段大致连续，但更新世或更早时

期的分子证据非常缺乏。本文从古蛋白质分析的发展史、研究潜力、难点与挑战以及思考与展望等几方面，

对古蛋白质分析在东亚古人类演化研究中的应用前景进行梳理与思考。相信随着更多分子证据的积累，古

蛋白质分析可为东亚古人类的演化脉络提供更多关键性的线索，极大地促进人类演化研究。
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Abstract: The evolutionary history of East Asian populations has involved several 
multidisciplinary approaches, but this research will bring in a different type of analysis, that of 
paleoproteomy (proteome [or protein?] analysis). Compared with ancient DNA, ancient proteins 
preserve in (sub)tropical areas, thus offering significant potential in tracking human evolutionary 
history. Abundant human fossils have been discovered in East Asia, including Homo erectus, 
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archaic Homo sapiens, early modern humans and late Homo sapiens, which generally form a 
continuous sequence. However, molecular evidence from the Pleistocene or earlier are scarce. In 
order to promote the application of paleoproteomic analysis to East Asia, this paper reviews its 
history, potential, challenges and future prospects. Key highlights are listed below. 1) Although 
ancient protein analysis goes back to 1954, its development was quite slow until the advent of 
soft-ionization mass spectrometry in 2000. Advances in high-resolution and high-throughput 
instrumentation now allows researchers to study ancient proteomes; a study that has been well 
employed in archaeological and evolutionary research. 2) Enamel, dentine and bone are three 
main substrates for protein preservation in human fossils, with enamel possessing the highest 
potential for deep time. The earliest enamel proteome sequences were retrieved from a 1.9 MaBP 
Gigantopithecus molar from South China, with a thermal age of 11.8 MaBP at 10°C. 3) Different 
taxonomic groups and protein types have diverse amino acid substitution rates. Based on current 
research, there are certain mutation positions along the main proteins of bones and teeth from 
human fossils that could help construct human evolutionary history in broader space and deeper 
time. 4) Paleoproteomic analysis faces the challenges of low endogenous protein content in fossil 
samples and a lack of full reference database. 5) Further methodological exploration should focus 
on three aspects, i.e., optimization of extraction methods, automatic species identification of 
ZooMS spectra and in-depth interpretation of mass spectrometry data. With an accumulation of 
more molecular evidence, especially from earlier human fossils which are out of reach for ancient 
DNA, paleoproteomic analysis could provide more clues in helping to draw a more accurate and 
clear phylogenetic tree on human evolutionary history in East Asia.
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1  引言

人类的起源和演化一直是学术界关注的重大课题，正确认识人类的过去有利于我们

客观地审视现在和规划未来。古人类化石是探讨人类演化的最直接证据，随着这些化石的

不断发现，人类演化的谱系图也变得更为复杂。自 20 世纪初在内蒙古萨拉乌苏和北京周

口店发现古人类化石以来，迄今在中国境内至少发现有 70 余处更新世时期的古人类化石

地点，年代跨越更新世早期到晚期，包括直立人、古老型智人、早期现代人和晚期智人，

以及一些在演化分类上存在争议的人类化石成员 [1]，这些珍贵的化石材料为揭示东亚古人

类演化的奥秘提供了证据。

古人类学研究发现，中国直立人的体质特征内部变异非常大，且不同地区直立人的

演化速率不一致，可能存在不同的直立人支系或者隔离人群；中国境内的古老型智人则表

现出较大的复杂性，具有东亚古人类和欧洲尼安德特人镶嵌型的体质特征 1)，并呈现出向

1)或许与欧洲人群存在基因交流　
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早期现代人过渡的特征；距今 10 万年左右早期现代人出现在中国的华南地区，并向华北

扩散 [2-7]。最近发表的华龙洞古人类相关成果却表明，距今 30 万年前东亚地区人类已经发

生了从古老形态向现代形态的演化过渡，可将华龙洞人定义为东亚地区最早的准现代人 [8]。

由此可见，更新世以来的东亚古人类群体复杂多样，目前对于直立人、古老型智人、早期

现代人和晚期智人之间的关系尚不十分清楚。

二十多年来，分子生物学在探索东亚古人类演化中同样发挥了重要作用。2001 年，国

内学者基于现代人群 Y 染色体的遗传学分析，支持东亚的现代人起源于非洲 [9]，然而单亲

遗传标记会丢失掉大量的祖先信息。近年来，东亚的古基因组研究获得了众多突破性进展，

但受限于保存状况，目前大多数研究集中在探索万年以来现代人群的迁徙与演化，更新世

古人类的相关研究较少 [10-16]。最新研究成果表明，以田园洞人和 AR33K 个体为代表的古

东亚人群曾在东亚北部广泛存在，但在末次盛冰期之后可能消失，而东亚古北方人群开始

出现，并且伴随着 EDAR 基因的适应性突变 [14]；而距今约 1.1 万年前的广西隆林个体则是

一个未知的古老人群，对现代东亚人群无明显的遗传贡献 [15]。由此可见，东亚人群的遗传

历史非常复杂，目前古基因组的相关研究仅初步理清了部分演化历史，东亚的古人类演化

仍然存在很多疑问，这些问题的解决有赖于对更多早期古人类化石的遗传学研究。

华南是东亚现代人形成的中心区域，出土了丰富的早期现代人化石。由于华南地处

热带亚热带区域，化石的 DNA 难以保存，利用先进的捕获技术获得的古基因组数据目前

最早也只达到距今一万年左右 [15,17,18]。同时，直立人和古老型智人阶段的许多化石由于年

代久远，其中的古 DNA 可能已经消耗殆尽，无论从地域上还是时间上都对探讨东亚古人

类演化的完整脉络带来了巨大的挑战。幸运的是，在 DNA 保存不佳的情况下，古蛋白质

可以作为一种替代手段，用以探讨不同人群之间的系统发育关系及其演化历史。不同类群

的同源蛋白质序列中存在氨基酸的变异位点，其来源于相应基因编码区的核苷酸替换，因

此同源蛋白质氨基酸序列的相似程度同样可以反映不同人群之间的亲缘关系，可以利用蛋

白质序列构建系统发育树，探讨古老人群与现代人群之间的演化关系。

值得一提的是，古蛋白质比古 DNA 降解速率慢，可在更长的时间尺度（百万年以上）

和更广阔的地域范围（热带、亚热带区域）探索早期人类的演化历程。目前古蛋白质的研

究已经应用到距今 380 万年前的非洲热带地区，学者从鸵鸟蛋壳中成功提取和检测到相关

蛋白质，并提出蛋白质与无机矿物结合可保存更长时间 [19]。学者也成功地从距今 190 万

年前的广西吹风洞（亚热带地区）出土的巨猿牙釉质上提取到相关古蛋白质并进行系统发

育分析，解决了学术界长期争论的巨猿演化之谜 [20]。近五年来发表了一系列古蛋白质研

究的重要成果 [20-23]，尤其是 2019 年夏河人的发现以及 2020 年先驱人的系统演化研究，引

起学术界广泛关注；通过古蛋白质序列分析不仅发现了除丹尼索瓦洞以外的首例丹尼索瓦

人群相关化石，探讨了青藏高原最早的人类活动及其环境适应 [24]，还从分子角度确定先

驱人是尼安德特人、丹尼索瓦人和现代人的最近共同祖先的姐妹谱系 [25]。由此可见，古

蛋白质研究在早期人类、尤其是更为古老的人类群体的演化领域具有非凡的潜力。目前，

国际上古蛋白质研究已经兴起，然而国内刚刚起步，为了加快古蛋白质分析在东亚古人类

演化这一重大科学问题上取得重要进展，下面将从古蛋白质分析的发展史、研究潜力、难

点与挑战以及思考与展望等几方面进行综述和介绍。
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2  古蛋白质分析的发展史

蛋白质是生物的重要组成部分，主要由 20 种常见氨基酸组成，由于氨基酸序列由相

应基因编码而成，其中同样蕴含有丰富的生物种属和演化信息。相较古 DNA 研究的蓬勃

发展，古蛋白质分析的发展明显滞后。2014 年，Cappellini 等总结了古蛋白质分析的发展

史并指出其未来的发展潜力 [26]。在长时间尺度上，古蛋白质不仅比古 DNA 保存更好（抗

降解）[27,28]，而且不同的组织、发育阶段和生理过程（如疾病状态）都可能有特定的蛋白

质表达，通过对考古和古生物化石样本的蛋白质组分析亦可得到个体的生理学信息 [29]。

对古蛋白质的分析可追溯到 1954 年，Abelson 首次分析了化石骨骼和贝壳类中的氨

基酸 [30,31]。组成生物体的常见氨基酸除最简单的甘氨酸外都含有不对称碳原子，在结构上

可以分为 L 型和 D 型旋光异构体；生物体产出的氨基酸基本都为 L 型，在个体死亡之后

随着时间的推移逐渐向 D 型转化，直到两者等量达到平衡，从而失去旋光性，这一过程

称为外消旋作用 [32]。由于 D/L 型的转化率是时间的函数，而转化速度则主要由温度决定，

因此可以通过测定考古样品中 D/L 型氨基酸的比率，即氨基酸外消旋法，来建立系列年代，

耦合古环境和古气候 [33]。也可以此评估不同埋藏环境中的蛋白质保存状况 [19]，为进一步

的古蛋白质分析提供预判依据。

抗原抗体的特异性免疫反应，为引入免疫法进行古蛋白质的鉴定奠定了基础。常用

的方法有酶联免疫吸附测定法、免疫荧光显微技术、交叉免疫电泳法、消化捕获免疫测定

法等，目前已应用于陶器残留物 [34]、石器残留物 [35,36]、绘画所用粘合剂 [37,38] 以及古代丝

织物 [39] 的鉴定和分析，在先民食谱、器物用途、古代彩绘工艺以及古代织物鉴定等领域

具有重要意义。近年来，这一方法也被应用到古生物领域，探讨恐龙骨骼或软骨中胶原蛋

白等的存在 [40,41]，并通过对亿万年前羽毛化石中角蛋白的鉴定，来探讨羽毛分子的演化以

及间接确定色素体的存在 [42,43]。该方法只针对特定的蛋白质，灵敏度高，所需样本量小，

非常适用于考古样品分析和文物保护研究，然而对亿万年前样品的有效应用尚有争议。

2000年，随着软电离质谱技术的问世，古蛋白质的研究步伐加快 [44]。2009年，Buckley 
等学者建立了一套通过质谱法进行动物种属鉴定的技术，即 ZooMS (Zooarchaeology by 
Mass Spectrometry) 技术。其主要流程是将碎骨中提取的胶原蛋白经过酶解得到肽段混合

物，点靶后放入基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪 MALDI TOF MS(Matrix-Assisted 
Laser Desorption/ Ionization Time of Flight Mass Spectrometry) 进行检测，可快速获得其质

谱图，通过谱图数据库比对即可准确鉴定其物种 [45,46]。除骨骼外，这一方法同样可用于牙齿、

皮毛、角甚至蛋壳的鉴定 [46-49]。该方法简单高效，且可实现无损或者微损分析，目前在考

古和古生物领域已经有了广泛的应用。有学者通过该技术对丹尼索瓦洞出土的 2000 多片

碎骨进行分析，最终找到一片人骨 [50]，进一步的古基因组分析发现她是一名尼安德特人

与丹尼索瓦人的第一代混血儿 [51]。由此可见，ZooMS 手段对于筛选古人类化石与指导进

一步的分析，如测年、食谱分析、古蛋白质和古 DNA 测序等，具有重要价值。该方法同

样可用于建立比较全面的遗址动物群，对动物考古和古环境研究是一个很好的补充，通过

与传统形态学鉴定结果的比较亦可在一定程度上反映古人类的行为 [52]。通过对骨角器、
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皮质物、装饰品等进行 ZooMS 分析，鉴别其原料来源，可反映古代人群对于动物资源的

选择和利用，并进一步探讨其物质、精神及艺术审美层面的需求 [53-55]。

近年来，高分辨率高通量质谱技术的发展使得探索古蛋白质组成为可能，目前在考古

残留物研究中应用广泛，可以反映先民食谱（如陶器残留物 [56]、牙结石 [57]、胃食 [58] 等）、

材料文化（如皮革 [59]、丝绸 [60]、羊毛 [61] 等）、粘合剂使用（如彩绘 [62]、建筑地仗层 [63]、其

他工具 [64] 等）、性别判断（如牙釉质 [65,66] 等）、古病理（如牙结石 [67]、肺组织 [68] 等）等各

方面的信息。由此可见，蛋白质组学方法为有机残留物分析开辟了一个新领域。2013 年，古

蛋白质分析应用到古生物演化领域 [69] 2)，在此发挥了它较古 DNA 保存更佳的优势，不仅探

讨了热带亚热带区域各类群间的系统发育关系 [22,69,70]，还突破年代的限制，研究早更新世甚

至上新世时期的生物演化 [71,72]。2019 年，随着牙釉质蛋白质组应用到该领域，解决了史蒂芬

犀、巨猿的演化等一系列重要的科学问题 [20,23]，古蛋白质分析已经成为古生物领域的一个前

沿和热点方向。早在2018年，Welker就探讨了古蛋白质分析在古人类演化方向的巨大潜力 [73]。

2019 年，学者运用古蛋白质分析手段发现了首个丹尼索瓦洞之外的丹尼索瓦相关人群，即夏

河人，该发现为丹尼索瓦人的地史分布以及形态特征提供了更多信息，并且将人类登上青藏

高原的时间提前到距今 16 万年前 [24]。鉴于这一成果的重大影响，有学者提出在古人类演化

领域，继古 DNA 后古蛋白质的时代已经到来 [74]。2020 年，参与夏河人研究的相关团队又报

道了先驱人的牙釉质蛋白质组，探讨先驱人与其他中更新世和晚更新世古人类的系统发育关

系 [25]。随着更多数据的积累，未来有望绘制出更加清晰的古人类演化图谱。

3  研究潜力

关于古蛋白质分析在古人类演化方向的研究潜力，这里主要关注两方面内容：1）古

蛋白质能够保存多久？ 2）相近物种的蛋白质序列差异多大，即系统发育分析的数据集

丰富度如何？

3.1   古蛋白质的保存潜力

骨骼是有机分子与无机矿物的复合体，胶原蛋白与羟磷灰石交错排列，这一体系有

利于蛋白质保存 [75]。牙本质的蛋白质组体系与骨骼相似，但前者更为致密的结构和更高

的矿物密度使其中的蛋白质保存更好，这在夏河人的古蛋白质研究中已经得到证实 [24]。

牙釉质是脊椎动物中最坚硬的组织，其矿物含量高达 90% 以上。相较于牙本质和骨骼，

牙釉质组成了一个更为封闭的体系 [76]，利于釉质蛋白质的保存，近年来发表的牙釉质相

关成果同样证实了这一规律 [20,23,25]。随着样品年代的增加，牙本质和骨骼中的蛋白质组复

杂度逐渐下降，到最后只有 I 型胶原蛋白保存下来，但是牙釉质蛋白质组基本保持不变 [73]。

自 2007 年学者报道了距今 6800 万年前的霸王龙骨骼化石中的胶原蛋白序列以来，

学术界对于蛋白质能否保存到白垩纪一直争论不断 [77-82]。目前无争议的最早的胶原蛋白序

列来自距今 350 万年前的一个古老巨骆驼胫骨，其发现在加拿大东部北极地带的努纳武特

(Nunavut) 地区 [72]；而最早的牙釉质蛋白质组来自于广西田东吹风洞的一枚距今 190 万年

2)  因为存在争议，这里没有将 2007 年以来恐龙蛋白质分析的相关工作包括在内。
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前的步氏巨猿臼齿 [20]。除了与保存体系本身的性质有关，蛋白质的保存和降解同样受到

很多外界因素的影响，其中最主要的是温度和湿度 [83]。为了便于不同遗址点间的比较，

学者引入了热年龄 (Thermal Age) 的概念，即结合各遗址点的外界保存环境因素，将其绝

对年龄转换成 10 度恒温下的相对年龄。因此，发现于北极地带的距今 350 万年前的古老

巨骆驼胫骨，其热年龄并不高；相反，发现于广西亚热带地区的距今 190 万年前的巨猿釉

质，其热年龄达到了距今 1180 万年 [20]。理论上来说，如果在 10 度左右的遗址开展工作，

可以成功获取到千万年以上的古蛋白质序列。当然，目前还没有比较确切的获取到千万年

以上的古蛋白质序列的报道，但古蛋白质能够保存百万年以上是毋庸置疑的。

3.2   相近物种的蛋白质序列差异

这里涉及到氨基酸的突变速率，突变速率越大，两个相近物种在同样的分化时间内

即可积累更多的突变位点，利于两者的区分和系统发育分析。骨骼和牙本质中含量最高

的蛋白质是 I 型胶原蛋白 (col1)，它由三条多肽链缠绕成三螺旋结构。在大多数脊椎动物

（包括哺乳类、鸟类、爬行类和两栖类等）中，I 型胶原蛋白由两条 α1 链 (col1 α1) 和一

条特异性更高的 α2 链 (col1 α2) 组成，而在许多硬骨鱼类中，还含有一条特异性最高的

α3 链 (col1 α3)，构成异三聚体 (α1α2α3) 的 I 型胶原蛋白 [84]。I 型胶原蛋白是一种比较保

守的蛋白质，在不同的脊椎动物类群中表现出不一样的突变速率，其中突变速率最高的

是鱼类，其次为爬行类和两栖类，接着是哺乳类，而鸟类的 I 型胶原蛋白序列最为保守 [85]。

除 I 型胶原蛋白外，骨骼和牙本质中还含有其他胶原蛋白以及非胶原蛋白，如胎球蛋白 A、

双糖素等，这些蛋白质的氨基酸突变速率一般比 I 型胶原蛋白更高 [73]。虽然牙釉质蛋白

质组较小，但其保存时间更长且保存更完整，具有更高的蛋白质序列覆盖率和氨基酸突

变速率，同样是构建系统发育树的理想数据来源 [20,23,25,73]。

具体到古人类的分子证据，目前测有尼安德特人和丹尼索瓦人的高覆盖率的基因

组 [86-91]，可通过相关基因的外显子序列转录、翻译得到蛋白质的氨基酸序列，发现其中的

突变位点。通过比对距今 70 万年以来分化的尼安德特人、丹尼索瓦人和现代人三者的蛋

白质序列，发现前两者有各自特有的突变位点，也有前两者共有但与现代人有差异的位点，

这些突变位点分布在许多蛋白质上，包括一些在骨骼和牙齿中常见的蛋白质，如 I 型胶原

蛋白 α2 链、X 型胶原蛋白 α1 链、XVII 型胶原蛋白 α1 链、釉质素、成釉蛋白等，这为在

蛋白质水平实现三者的鉴定提供了依据 [90,91]。除此之外，学者应用蛋白质组学方法直接测

定了夏河人、先驱人和德马尼西直立人的蛋白质序列。在距今 16 万年前的夏河人牙本质

中发现了 8 种胶原蛋白，其中有两个突变位点，分别为丹尼索瓦人特有和夏河人特有的突

变位点 [24]。在距今 77-95 万年前的先驱人牙釉质中，学者发现了 7 种蛋白质，其中有两个

突变位点，一个与其他人属成员不一致而与 Pongo/Gorilla/Pan 属一致，另外一个是先驱人特

有的突变位点，与目前已有序列的所有其他人科成员都不一致；学者报道的德马尼西直立

人（距今 177 万年前）牙釉质蛋白质组中含有 6 种蛋白质，其中也有一个突变位点，与其

他人属成员不一致，而与Pongo/Gorilla/Pan属一致 [25]。可见，虽然一些古人类化石的年代久远，

保存的蛋白质种类较少，序列覆盖也不完整，其中仍然可以发现一定的突变位点，补充了

古人类演化史上一些关键性的线索，有望在更长的时间尺度上探讨这一重要的科学问题。
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4  难点与挑战

虽然古蛋白质分析在古生物和古人类演化领域表现出巨大的研究潜力，目前仍存在

一定的难点与挑战。这主要表现在两方面：1）随着样品年代增加，其中的内源性蛋白质

含量不断下降；2）参考数据库严重缺乏。

4.1   古老样品内源性蛋白质含量低

从生物个体死亡、埋藏到被发现并分析得到数据的这一过程中，伴随着各种各样的

外源性污染。古生物化石一经埋藏，其基底会迅速被细菌和真菌占领，内源性的蛋白质成

分不断被消耗；在发掘、整理和储存过程中，人为的接触和处理，如加入蛋白质类的固化

剂，也可能会产生额外的污染；在样品分析前处理过程中，有目的地添加胰蛋白酶等将引

入一个确定的污染源；在提取和质谱分析期间，来自实验室的交叉污染也可能发生；整个

过程中，化石中内源性蛋白质成分不断下降，而外源性的污染蛋白质成分则不断增加，其

蛋白质组体系变得更为复杂 [92]。对于年代古老的样本而言，如何在繁杂的数据中获取到

更多的内源性蛋白质信息是一个难点。

为了得到更为准确可靠的数据，古蛋白质领域的相关学者在 2018 年提出了一套古蛋

白质分析的操作规范，涉及样品选择、实验室提取、质谱分析、数据搜库、解释、验证和

共享等一系列流程，为相关分析提供了一些有益的参考建议 [92]。在实验室的规范操作下

获取的蛋白质组数据本身可用于确定其内源性，如鉴定的蛋白质组成、肽段分布、氨基

酸修饰等是否符合古蛋白质组的特征；同时，其他手段也可提供辅助证据，如热年龄评

估、氨基酸外消旋比例、C 和 N 等有机元素含量、分子谱图（红外光谱、拉曼光谱等）、

形态学观察（电镜、组织学观察）等 [19,20,23,24,73,93-97]。在确定古蛋白质内源性的一系列手段

中，计算脱酰胺修饰比例是目前应用最为广泛的一种方法。脱酰胺修饰发生在蛋白质序列

中含量较多的谷氨酰胺和天冬酰胺这两种氨基酸上，通过 MALDI 谱图和串联质谱数据的

搜库结果都能计算其比例，学者还开发了相应的 R 包 (q2e）和 deamiDATE 工具实现自动

计算 [98,99]。然而，除样品年代外，脱酰胺修饰的比例还受到很多其他因素影响，如样品部

位、蛋白质本身的一些性质（谷氨酰胺和天冬酰胺的差异、其邻近氨基酸、蛋白质的三维

结构等）、埋藏环境（PH、温度、湿度等）、实验条件（样品处理方式、仪器状态等）、

计算方法等 [73,94,100-105]，还需进一步探索这一方法的更为准确的利用模式。

4.2   参考数据库严重缺乏

以哺乳动物为例，截止到 2021 年 8 月底，在 Uniprot 网站上记录的总物种数达 8546 种，

然而有蛋白质组的仅仅 108 种，有胶原蛋白序列或文献发表有肽质量指纹图谱的也仅 300
多种，其中有 95% 以上的空白。参考数据库的缺乏不仅会影响蛋白质的鉴定及获取序列的

准确性 [22,97,106]，而且不利于后续的系统发育树构建。具体到古人类领域，目前在 Uniprot 和
NCBI(National Center of Biotechnology Information)网站上可以下载到的现代人蛋白质组中包括

2 万多个基因。除此之外，目前测有蛋白质组的古人类化石较少，包括夏河人（牙本质蛋白

质组，发现 8 种胶原蛋白）[24]、先驱人（牙釉质蛋白质组，发现 7 种蛋白质）和德马尼西
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直立人（牙釉质蛋白质组，发现 6 种蛋白质）[25]。早期也有学者运用 MALDI TOF/TOF 质谱

仪对尼安德特人的骨钙蛋白和牙釉质蛋白质进行部分测序，但得到的序列与现代人并无差

异 [107,108]。目前，高通量基因组测序技术已经获取到了尼安德特人、丹尼索瓦人和一些早期

现代人的核基因组数据，可通过相关基因的外显子序列转录、翻译得到相应的蛋白质组数据。

综上可知，目前古人类化石的蛋白质组数据仍然极度缺乏，未来有大量工作需要开展。

5  思考与展望

前文总结了古蛋白质分析的研究潜力及挑战，下面将讨论未来需要继续探索的三个主

要方向及其在东亚古人类演化方面的应用前景：1）古蛋白质提取方法的优化；2）ZooMS
谱图的自动种属鉴定；3）质谱数据的深度解读；4）在东亚古人类演化方面的应用前景。

5.1   古蛋白质提取方法的优化
由于考古和古生物样品，尤其是古人类化石都非常珍贵，并且具有唯一性，为了减少

样品损失，需要探讨如何从少量的样品中尽可能多地获取其中的内源性蛋白质信号。目前

学者已经采用一系列无损的方法，如近红外光谱、拉曼光谱等，首先评估样品中蛋白质的

保存状况，筛选出保存较好的样品进行下一步的分析，以提高成功率和减少不必要的样品

损失 [95,96]。针对不允许有损分析的羊皮纸、艺术作品、骨器等样品，学者发明了聚氯乙烯橡

皮擦摩擦取样的手段 [109]，甚至从盛放骨器的塑料袋和塑料盒里成功地提取到了相关肽段信

号 [55,110]，还针对性地发明了整合有蛋白酶和 C18 纯化膜的相关应用耗材，以达到微损提取

和一站式酶解纯化的目的 [111-113]。此外，相关研究也评估了不同提取方法和不同酶切手段对

获取到的蛋白质信号的影响 [114,115]。然而这些研究尚不够系统，且大多是针对蛋白质保存较

好的样品，在提取方法上作了一定的优化。为了突破年代的限制，更加切合古生物化石分析

的要求，未来需要结合埋藏环境，针对年代久远蛋白质保存不佳的样品开展更系统的探索。

5.2   ZooMS 谱图的自动种属鉴定

ZooMS 方法简单高效，能够快速获得样品的质谱图，然而，对谱图的进一步解析和

鉴定严重滞后。目前主要依靠有经验的研究人员进行手动鉴定，这个过程耗时较长且鉴定

结果无法量化，尤其对于一些质量不高的谱图，无法显示鉴定结果的可信度以及其他备

选的鉴定物种。为了解决这些问题，2018 年学者尝试采用机器学习（随机森林的集成学

习）的方法进行谱图鉴定，选取了 14 个物种每个物种各 5 个样本的数据作为训练集，并

在 6805 个谱图上进行验证，结果表明这一方法可鉴别到科或亚科，而亲缘关系更近的属

种一级的区分仍然需要人工处理 [116]。2020 年，学者建立了 bacollite（R 包）的方法用于

实现三个相近物种（同属牛科的牛、绵羊和山羊）的自动种属鉴定，与机器学习不同，这

一方法有清晰的分类标准，解释性更好，具体流程如下：首先，输入不同物种的肽段标记

物序列；然后，将未知样品的谱图与所有肽段标记物的理论谱进行匹配，设定一系列的相

关度阈值，计算每个物种不同阈值下的肽段标记物匹配数目；最后，转化为得分，得分最

高的物种即为鉴定结果 [117]。然而，这个方法目前仅适用于少数几个物种间的鉴定，使用

的肽段标记物也不多。如果需要在古人类活动遗址中进行大批量的 ZooMS 分析，筛选可
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能的古人类化石，未来或许可以探索机器学习和 bacollite 方法的兼容性，结合两者的优势，

实现对未知样品的快速而准确的自动种属鉴定。

5.3   质谱数据的深度解读

得到原始质谱数据之后，对数据的深度解读也值得探索。首先是肽段的准确鉴定，

机器学习近年来被应用到多肽鉴定中，涉及从头测序、谱图预测、保留时间预测 [118-122] 等，

并且这一手段也被成功地应用到古代样品中，进一步验证一些含有突变位点的多肽的鉴定

结果 [25]。其次，肽段中特定氨基酸的修饰也可在一定程度上反映样品的生理功能和成岩

作用 [21,29]。最后，对样品中检测到的古蛋白质组的功能分析，可以获取个体的生理学、生

物学过程和疾病等相关信息 [21,29]。比如，牙釉质中釉原蛋白的 X 型和 Y 型表达可以反映

个体的性别 [123]，骨骼中胎球蛋白 A 的定量表达与个体年龄相关 [124]，一些免疫蛋白可以

反映个体的疾病状态 [124]。

除此之外，特殊的样品如牙结石、胃容物、粪化石等的蛋白质组分析，不仅可以提

供生物个体本身的信息，还可揭示个体的食谱、口腔健康、肠道菌群等一系列信息，反映

出丰富的个体生活史 [57,58,67,125]。同时，蛋白质组是基因组功能的最终执行者，不同组织的

细胞中虽然含有同一套遗传物质，但是表达的基因有所不同，这就导致了不同组织中蛋白

质组成的差异，进一步在生命过程中发挥不同的功能 [126]。由于肌肉、奶、血液等不同组

织的蛋白质组成相差很大，学者可通过相关样品（如牙结石、残留物等）的蛋白质组分析

来探讨先民对于驯化动物的次级产品利用 [57,127]。同为个体硬组织的骨骼和牙本质的蛋白

质组成较为相似，但其中不同蛋白质的相对含量亦有差异，牙釉质与牙本质更是拥有两个

截然不同的蛋白质组体系 [73,76]。在不同组织或不同物种中，蛋白质的差异化表达亦可帮助

我们推测灭绝物种的生理学过程。例如，胎球蛋白 A 是骨骼中常见的蛋白质，可调控骨

骼的矿化过程，研究者通过对广西吹风洞出土的距今 190 万年前的巨猿牙齿进行古蛋白质

分析，首次在牙釉质蛋白质组中发现胎球蛋白 A，由此推测，巨猿需要额外的胎球蛋白 A
来促进其大臼齿的生物矿化作用从而形成厚重的釉冠 [20]。值得注意的是，古生物领域目

前在这些方面的研究还较为缺乏，未来需要更多的探索。

古蛋白质分析作为一个前沿和热点方向，未来还需进行更多方法学上的探索。在这

个长期的过程中，可以结合埋藏学、机器学习、功能蛋白质组学等领域的最新研究进展，

如果能在以上三个方面实现方法学上的再突破，可帮助我们高效地获取古生物化石中的遗

传学和生理学信息，未来必将会极大地推动古生物的演化研究。

5.4   在东亚古人类演化方面的应用前景

东亚古人类化石丰富，前人的研究已经取得了一系列原创性的重要成果，但仍然存

在许多未解之谜。比如，中国的直立人是否存在多个支系，其与后期人类之间的关系如何？

丹尼索瓦人是一个以遗传物质确立的古老型人类，目前关于其体质特征、时空分布特点等

信息知之甚少，引发了学术界广泛的关注。甘肃夏河人的发现验证了其在东亚广泛存在的

推测 [24]，龙人被认为与夏河人属于同一支系 [128]，许昌人头骨化石的体质特征与古基因组

甲基化预测的丹尼索瓦人特征相吻合 [129]，许昌人、龙人、乃至中国的其他古人类化石是

否同样属于丹尼索瓦人？能否从分子层面找到东亚古人类与欧洲人群基因交流的证据？中



人  类  学  学  报‌• 1092 • 41 卷

国是否存在一些未知的古人类？哪几个类群是东亚现代人的直系祖先？如果我们可以获取

到足够多东亚古人类化石的分子证据，有望为上述问题的解答提供一些关键性的线索。

本文梳理了古蛋白质分析的发展史、研究潜力、难点与挑战以及思考与展望等，表

明蛋白质可以在热带亚热带的埋藏环境中保存至百万年以上，这基本涵盖了东亚所有古人

类化石的时空范围，无论在时间上还是地域上，都可以突破古 DNA 的限制，在人类演化

研究中表现出巨大的应用潜力。相信随着古蛋白质提取和分析方法的改进以及古人类化石

分子数据库的完善，未来有望绘制出更为清晰完整的东亚古人类演化脉络。

致谢：中国科学院大学杨益民教授为本文的写作提出重要建议，作者谨此致谢。
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