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提要  蛋白质作为参与构建生物体的重要生物大分子, 是生物功能与代谢的物质基础, 同时蛋白质的序列信息

又源自生物的遗传编码信息, 因此是认识生物演化本质的重要研究对象。近年来, 随着质谱技术的发展, 获取生

物化石中的古蛋白质序列信息不再遥不可及, 这为在形态学与DNA序列信息缺乏的条件下对古生物的认识提供

了一条新途径。胶原蛋白(Collagen)在动物骨骼中极为丰富, 又因为其特殊的结构, 易于在化石中保存, 故已成

为古蛋白质组学研究的重要对象。本文将以胶原蛋白为例, 对古蛋白质组学现有的研究方法与已经取得的研究

成果进行总结, 并对古蛋白质组学目前面临的挑战与困难及未来研究趋势进行讨论, 旨在展示古蛋白质组学的

应用潜力, 并探讨其在生物演化研究中的意义。 
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Review and prospects of paleoproteomics: using collagen as an example 
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210023, China 

Abstract  Proteins are macromolecules and they are the basis of many biological functions and metabolism. The se-
quence of the proteins is decided by genetic code. Therefore, proteins provide us unique information on evolution. Re-
cent development in mass spectrometry technology makes it possible to obtain ancient protein sequence information 
from fossils, providing a new way to decipher the evolutionary secrets of animals from fossils when relevant morpho-
logical and DNA information is not available. Collagen is a widely distributed protein in bones. It has great preserva-
tion potential in fossils due to its special structure and has become a key research object in paleoproteomics. Using 
collagen as an example, this paper summarizes the research methods and research achievements of paleoproteomics 
and discusses the current challenges and future trends of this subject to show the application potential and research 
significance in paleontology. 
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1  前  言 

蛋白质是构成生物体结构的主要成分, 是生

物功能和代谢活动的物质基础, 其序列包含着丰

富的遗传信息。与DNA分子相比, 蛋白质凭借其相

对稳定的构象, 在地质条件下具有更好的保存潜

力。例如, 目前被普遍承认的最早的古蛋白质材料

距今约380万年 , 相较于目前已发现的最早的古

DNA记录（约165万年）要早上许多(Demarchi et al., 

2016; van der Valk et al., 2021)。因此, 化石中遗存

的蛋白质信息越来越受到关注, 尤其在古DNA材

料缺失的情况下, 古蛋白质信息的作用与意义更

加显著(Cappellini et al., 2018)。学界对古蛋白质的

研究与探索可以追溯到20世纪50年代, 当时的研

究人员发现化石中可能含有古氨基酸遗存

(Abelson, 1954; Hare, 1967)。但直到20世纪70年代, 

研究人员才首次尝试从浮游有孔虫化石中获取其

古蛋白序列信息, 不过该实验结果一直被质疑可

能受外源性污染影响(Schroeder and Bada, 1976)。

在此之后的很长一段时间内 , 受限于分析技术 , 

古蛋白质序列分析研究一直停滞不前。直到21世纪

初, 随着质谱技术的迅猛发展, 才使得化石中非

常稀少的古蛋白质的序列解析有了突破性进展。以

Ostrom等(2000)获得晚更新世野牛化石中的骨钙

素序列为标志, 古蛋白质组学(Paleoproteomics)这

一新兴研究方向正式诞生。古蛋白质组学以古蛋白

质的肽段结构、氨基酸序列、单氨基酸多态性

(Single amino acid polymorphism, SAPs, 即单一位

点氨基酸的突变)以及翻译后修饰为主要研究对

象, 旨在恢复古代生物的遗传信息, 并为进一步

理解该生物的古生态、古生理与系统发育提供分子

证据(Welker, 2018a; Hendy, 2021)。 

由于结构的稳定性与在地质时间尺度下的良

好保存潜力, 胶原蛋白成为了当下古蛋白组学研

究中的重要材料。Buckley等(2009)开创了动物考古

质谱分析(Zooarchaeology by mass spectrometry 

screening, ZooMS)技术, 并首次应用I型胶原蛋白

对化石属种成功进行了分类。Rybczynski等(2013)

分离出了约350万年的骆驼化石中I型胶原蛋白片

段, 并对其进行了肽质量指纹图谱(Peptide mass  

fingerprinting, PMF)分析, 展示了在地质历史尺度

下I型胶原蛋白序列信息的保存潜力。之后, 随着

色谱 -串联质谱 (Liquid chromatography tandem- 

mass spectrometry, LC-MS/MS)技术的引入, 鸟枪

法(Shotgun method)使得胶原蛋白自下而上(bottom 

up)的测序成为了可能, 一系列以胶原蛋白为材料

的研究成果相继出炉, 古蛋白质组学为古生物化

石的研究开辟了新的视野(Cappellini et al., 2018)。

本文以胶原蛋白为例, 从以下四个方面对古蛋白

质组学研究展开综述: 1) 简要介绍胶原蛋白的结

构、性质; 2) 列举古蛋白组学常用的分析方法; 3) 

列举古蛋白质组学在古生物学与动物考古学中的

应用; 4) 对古蛋白质组学研究的展望。 

2  胶原蛋白概述 

胶原蛋白是一类纤维状的蛋白质家族, 是动

物体内主要的结构蛋白, 广泛参与到了皮肤、血

管、软骨、骨骼等组织与器官的构建, 是动物进行

机械运动的重要基础。根据氨基酸及含糖量的不

同, 胶原蛋白被分为I型、II型、III型等数种。在许

多动物体内, 胶原蛋白是丰度最高的蛋白质类型。

例如在哺乳动物体内, 胶原蛋白的占比高达蛋白

总量的20%–35%, 尤其在骨骼组织中可达骨骼总

有机质的80% (张达江、王亮, 2006; 王镜岩等, 

2008)。在结构上, 胶原蛋白拥有三条α肽链, 其相

互缠绕构成特殊的三螺旋结构, 这赋予胶原蛋白

良好的稳定性和抗溶解性, 使其不溶于冷水和稀

酸、稀碱溶液 ,  并且能够耐受除胶原蛋白酶

(Collagenase)之外的大多数蛋白酶的酶解作用。在

动物骨骼中, 最主要胶原蛋白类型为I型胶原蛋白, 

其含有大量甘氨酸 (Glycine ,  Gly)和羟脯氨酸

(Hydroxyproline, Hyp), 高丰度的Gly和Hyp能够促

进氢键和分子间形成交联, 维持多肽链之间的紧

密连接, 有利于保持空间结构的稳定。并且在三螺

旋结构中, Hyp的γ-OH与水分子以及多肽链的酰胺

基可产生架桥作用, 因此高Hyp含量的胶原蛋白在

高温下也能保持相对稳定的构象(Miles  et al . , 

1998)。此外, 在骨组织的形成过程中, I型胶原蛋白

还获得了一定程度的矿化, 从而产生了紧密的层

级结构, 这使得它拥有比其他结缔组织中的胶原 
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蛋白更好的热稳定性(Trębacz and Wójtowicz, 2005)。

鉴于含量的丰富度与性质的稳定性, 与其他蛋白

相比, 胶原蛋白显示出更强的保存潜力, 因此胶

原蛋白被视为分子古生物学研究中一类重要的材

料(Buckley et al., 2008b)。 

3  古蛋白质组学常用分析方法 

3. 1  预筛选 

由于化石材料本身的不可再生性与珍贵性, 

在进行有损的质谱分析之前, 需要对可能保存了

胶原蛋白的化石材料进行无损或低损的预筛选, 

旨在挑选出胶原蛋白保存程度较好的材料进行后

续的组学分析, 以此提高研究效率, 减少材料的

损耗。常见的预筛选方法包括以下4种。 

3. 1. 1  红外光谱法 

红外光谱(Infrared Spectroscopy, IR)是一类吸

收光谱, 也是蛋白质结构解析的基本方法。鉴于红

外光谱检测具有高效、快速、对样品要求低或者样

品检测环境要求低等优点, 非常适用于化石材料

的在前期研究的大规模筛选与简单成分研究

(Sponheimer et al., 2019)。 

衰减全反射-傅里叶变换红外光谱(Attenuated 

total reflection-Fourier transform infrared spec-

tro-scopy, ATR-FTIR)可以通过获取酰胺峰的强度

直接反应样品中蛋白质丰度; 同时还可以获取碳

酸盐-磷酸盐的比值(C/P)来评估化石材料中成岩

矿化水平, 从侧面揭示蛋白质的保存状态(Press- 

lee et al., 2021)。Rao等(2020)利用ATR-FTIR对东

亚更新世斑鬣狗(Crocuta crocuta)的骨骼化石进

行胶原蛋白的初期筛选, 并成功筛选得到了胶原

蛋白保存状态良好的样品。近红外(near- infrared, 

NIR)光谱则兼具良好的灵敏度与检测效率, 还可

用于野外环境的快速检测。如Sponheimer等(2019)

就利用NIR对大量化石样品进行过快速筛选, 在

几秒钟到几分钟的时间内, NIR便可以分离出胶

原蛋白保存含量>1%的单个样品。这些研究都展

示了红外光谱法在含胶原蛋白样品初期筛选中的

应用潜力。 

3. 1. 2  拉曼光谱法 

拉曼光谱(Raman spectra)是一类散射光谱, 由

于其可以识别红外不敏感的对称性振动引起的极

化率变化, 故而可以识别红外光谱难以分辨的材

料, 因此常用于红外光谱的互补研究。拉曼光谱分

析具有微区、原位、无损的特点, 因此被广泛应用

于生物材料与地球科学研究之中, 并且对于样品

条件要求低, 无需复杂制备, 在样品含水或样品

量极少的情况下也可以使用。与红外光谱相似, 拉

曼光谱也可以识别出古胶原蛋白的酰胺峰, 例如

Pestle等(2014)运用手持1030 nm激光激发拉曼光谱

对骨骼样品进行检测, 成功识别出保存了胶原蛋

白的样品, 并展示了拉曼光谱在野外环境下应用

的潜力。 

3. 1. 3  元素分析法(Elemental analysis) 

骨骼中的氮元素主要由蛋白质提供, 其中胶

原蛋白约占90% (Sillen and Parkington, 1996)。因

此, 化石骨骼中的氮元素百分比含量(%N)可以在

一定程度上反映胶原蛋白保存水平。Brock等

(2012)指出, 当以0.76%N作为临界值时, 有84%的

概率成功筛选出胶原蛋白含量大于1%的样品。此

外, 样品中碳、氮元素的莫尔比(C∶N)也是重要的

参考指标, 这一参数反映了外源含碳物质的污染

情况, 一般来说, 当C∶N＜5时, 该样品保留胶原

蛋白受到成岩作用与外界污染的影响较低, 检出

胶原蛋白的概率较高(Tisnérat-Laborde, 2003)。元

素分析法速度快、成本极低, 并且仅需要极少量的

化石样品(1–10 mg)便可以进行检测, 因此是大批

量样品进行早期快速筛查的重要手段。 

3. 1. 4  氨基酸外消旋分析法(Amino acid race-

mization analysis) 

在检出蛋白质后, 需要对蛋白质的年代进行

简要评估。氨基酸外消旋分析是一类常用的蛋白质

年代推测方法, 它通过高效液相色谱(High per-

formance liquid chromatography, HPLC)将不同手性

的氨基酸区分开来并测定比值, 以此判断蛋白质

的保存情况。其理论基础是氨基酸在体外的外消旋

作用。所谓外消旋作用, 即动物在生活状态下, 体 
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内的氨基酸为L型氨基酸, 但在动物死亡后, 这些

L型氨基酸会逐渐自发地转化为D型氨基酸, 直至

两种手性的氨基酸数量持平, 导致旋光性消失。因

此, 根据氨基酸外消旋程度, 可以对蛋白质保存

情况进行评估。例如, Bada等(1994)利用这一技术

研究了不同年代的虫珀中蛋白质的保存情况, 并

以此为基础构建了蛋白质在琥珀中降解的埋藏学

模型。此外, 由于同一时期的保存蛋白质在相同环

境下呈现出近似的D/L比, 采用这一技术还可以快

速排除外源污染的蛋白, 从而提高结果的可信度

(Presslee et al., 2021)。 

3. 2  古蛋白组学信息的获取 

通过预筛选后, 保存古蛋白的样品通过质谱

法分析得到可能的蛋白序列, 再用于后续属种鉴

定、系统演化等研究。以下简要介绍古蛋白质组学

研究中常用的3种质谱法。 

3. 2. 1  动物考古质谱分析(ZooMS)法 

ZooMS是一类主要依赖于基质辅助激光解吸

电离飞行时间质谱技术的古胶原蛋白分析手段。通

过识别生物材料中的物种特异性的蛋白标记来构

建胶原肽质量指纹图谱(PMF), ZooMS可以在短时

间内确定生物材料的物种来源(图1)。自开创以来, 

ZooMS凭借其高效、快速、准确的属种鉴定能力

被广泛应用于骨骼碎片与化石材料的来源分析中, 

已成为当下古蛋白质研究的重要环节。 

3. 2. 1. 1  基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(MALDI-ToF MS) 

基质辅助激光解吸电离(Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization, MALDI)技术是由Karas等

(1985)发明的一类用于非挥发性样品的软电离方

法。该方法的技术流程简述如下: 首先, 将适合的

基质溶液与待分析样品的溶液混合, 并将混合后

的溶液点样于金属板之上。接着, 迅速蒸发溶剂, 

使得基质与待分析样品一起形成晶体或半晶体状

态。然后, 用特定波长的激光照射金属板。此时板

上的基质会将吸收到的激光的能量传递给待分析

样品, 使样品迅速气化并离子化。最终, 离子化的

样品会在金属板的电压驱动下进入检测器进行检 

测。除了传递能量外, 基质还有一定保护作用, 使

待分析样品能避免一定程度的激光损伤(Cleland 

and Schroeter, 2018)。这一技术的最大优势在于能

够电离复杂的生物大分子, 如蛋白质, 且不产生

过多碎片干扰检测。此外, MALDI技术对于样品的

处理要求也不高, 一些原始样品甚至可以直接进

行检测, 极大地减少了纯化过程中样品的丢失与

污染。 

MALDI技术与飞行时间(Time of Flight, ToF)

质量分析器耦合使用, 就构成了MALDI-ToF MS。

ToF的原理为: 当样品在激光照射电离化后, 会在

加速电场的作用下加速到一定的动能水平, 随后

样品会经过一段自由飞行后并抵达接收器。此时, 

离子的飞行时间与离子质量相关, 质量越大, 飞

抵接收器所需要的时间就越长, 通过记录飞行时

间, 就可以得到不同离子的质荷比(Mass-to-charge 

ratio), 从而实现样品的分离。由于MALDI-ToF MS

检测速度快, 所需的骨骼样品量低(15–30 mg), 适

用于生物大分子, 所以被视为研究古蛋白质的理

想手段(Buckley et al., 2009; Presslee et al., 2021)。 

3. 2. 1. 2  胶原肽质量指纹图谱(Collagen peptide 

mass fingerprinting, PMF) 

PMF是ZooMS法进行蛋白质种类鉴定的关键

步骤, 其构建过程大致如下: 首先, 在采集到古蛋

白质样品后, 会使用特定的蛋白酶进行消化, 这

一步目的在于获得具有已知特定位点切口的肽片

段, 便于后续比对。酶解完成后, 再对得到的肽片

段进行MALDI-ToF MS分析, 获得对应的质荷比

值。由于同源胶原蛋白在演化中的突变, 导致胶原

蛋白在不同的属种之间存在一定程度的氨基酸序

列差异, 这种差异能反映为质谱结果中质荷比的

差异。因此, 当获得某一化石材料中胶原蛋白的质

荷比后, 便可以通过比对样品与数据库中其他动

物胶原蛋白的质荷比来判断样品所属的生物属种。

PMF用于属种鉴定的优势在于其速度快, 可信度

较高, 因此多被用于破碎骨骼或组织的鉴定, 尤

其是新生代哺乳动物以及古人类的碎骨(Brown et 

al., 2016)。此外, 由于能够解析出蛋白质氨基酸序

列信息, PMF在一定程度上还能揭示演化关系, 为

构建演化序列提供参考(Buckley et al., 2019b)。 
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图 1  ZooMS 流程示意图 

Fig. 1  Flow chart of ZooMS 

 

3. 2. 2  鸟枪法 

鸟枪法(Shotgun method)是利用酶切将生物大

分子剪切为小片段, 再将这些短片段单独进行分

析, 最后再拼接起来进行序列信息读取的方法。因

为这一过程类似于用霰弹枪打鸟, 故而得名。不同

于ZooMS, 鸟枪法一次性可以解析成百上千种的

蛋白质, 还能识别蛋白质序列翻译后修饰(Welker, 

2018a)。 

色谱-串联质谱(LC-MS/MS)是目前用于蛋白

质鸟枪法测序的主要技术, 因为实验过程是从读

取蛋白质碎片信息再到恢复蛋白质整体信息, 故

而又被称作自下而上(bottom up)的蛋白质测序方

法(图2)。LC-MS/MS分为两个部分: 前段的LC用于

材料的分离与纯化, 而后段的MS/MS主要用于纯

化后样品的质荷比分析。 

LC-MS/MS的技术流程大致如下: 首先, 样

品溶液需要经过物理化学方法或酶解法处理, 以

获得蛋白质断裂后的肽段; 之后将肽段溶液上样

于LC反相色谱柱中进行分离; 最后通过电喷雾电

离(Electrospray ionization, ESI)使得材料有顺序地

进入质谱仪内进行分析。LC目的就是对不同物质

进行分离, 因此LC-MS/MS不像ZooMS一样需要

胶原蛋白的纯化过程, 可以直接对生物的整块组

织进行分析。在进入MS/MS后, 电离样品便可以 

进行质荷比分析 , 但不同于普通的 MS分析 , 

MS/MS加入了解离过程, 在完成初次质荷比分析

后, 电离后的肽段需要通过解离过程被破碎(常用

解离方法有碰撞诱导解离、电子转移解离、电子

捕获解离等), 进而获得更小的肽段碎片。通过一

次或多次的碎裂, 样品最后呈现为一系列单位大

小不同的肽片段组合, 而每一次碰撞结果都会用

于质荷比分析, 从而得到一系列的蛋白质序列信

息。通过这些序列信息的相互比对、拼接以及蛋

白质序列的数据库检索, 研究人员便可以快速鉴

定出混合样本中蛋白质的种类, 并且可以获得完

整的蛋白序列用于后续研究(Welker, 2018a)。相较

于ZooMS法, 鸟枪法适用范围更广, 分析能力更

强, 目的更倾向于下游的蛋白结构解析与生物演

化研究(图3)。 

3. 2. 3  自上而下(top-down)的蛋白质测序方法 

因为自下而上的蛋白质测序方法(LC-MS/MS)

会在酶解过程中破坏蛋白质的空间结构, 同时也

在一定程度上带来了人为修饰的风险, 如氨基酸

的脱酰胺作用(Li et al., 2008)。因此, 自上而下

(top-down)的蛋白质测序方法有希望被引入古蛋白

质研究中。自上而下的蛋白质测序方法跳过了酶解

步骤 ,  直接将提取到的蛋白质进行电离化处理 ,  
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图 2  LC-MS/MS 流程示意图 

Fig. 2  Flow chart of LC-MS/MS 

 

图 3  ZooMS 与 LC-MS/MS 的对比 

Fig. 3  Comparison between ZooMS and LC-MS/MS 
 

然后导入质谱进行检测, 以期直接得到整个蛋白

质的序列信息。因为未引入酶解步骤, 故而蛋白质

的空间结构信息以及修饰信息在质谱分析中得以

保存。并且步骤的减少也节省了整个分析所需要的

时间 , 所以这一技术的效率也更高 (Toby et al., 

2016)。不过目前自上而下的测序方法对蛋白质的

分子量有一定限定 , 通常适用于分子量小于 30 

kDa 的蛋白, 当分子量超过 30 kDa 后鉴定效率会

有下降(Fornelli et al., 2017)。并且成本较高, 不适

用于大规模的筛选性研究。 
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4  古蛋白质组学在古生物学与动物考

古学中的应用 

4. 1  属种鉴定 

以胶原蛋白为例, 不同属种生物的胶原蛋白

序列具有特征性差异, 因此通过对比其序列信息

可以进行属种鉴定。Buckley等(2008a)尝试利用I

型胶原蛋白的序列差异对不同物种骨骼进行分类

学研究, 他们的实验证实了其可行性。随后他们在

此基础上建立了ZooMS技术, 成功区分了新石器

考古遗址中的山羊 (Capra hircus)与绵羊 (Ovis  

aries)的碎骨(Buckley et al., 2010)。借助古蛋白组

学技术的发展, 许多在早期无法进行形态学研究

或者古DNA分析的化石材料得以发挥价值 , 如

Buckley等(2011)用LC-MS/MS鉴定出两块未知的

哺乳动物化石属于草原猛犸象 (Mammuthus tro-

gontherii); van der Sluis等(2014)对2006年发掘得到

的巨龟股骨进行ZooMS分析, 成功的鉴定出了其

属种。在古人类学研究中, 大量碎骨以及骨制品样

品也在古蛋白组学技术的帮助下获得了更好的研

究。Brown等(2016)结合ZooMS和古线粒体DNA分

析 , 在2315块碎骨中识别出了属于人属的骨骼 , 

并在其中找到了隶属于尼安德特人的线粒体基因; 

同年, Welker等(2016)也采用了ZooMS快速筛选出

了人属碎骨, 并结合LC-MS/MS及线粒体DNA技

术判断其属于尼安德特人。Chen等 (2019)借助

ZooMS与鸟枪法蛋白质测序提取并分析了夏河人

下颌骨的胶原蛋白, 在未能提取得到古DNA的情

况下, 研究人员仅仅利用了一个SAP的差异便实

现了亚种一级的分类, 鉴定出夏河人实际上属于

丹尼索瓦人, 为青藏高原古人类与古生态研究开

启了新的纪元。 

4. 2  系统发育研究 

蛋白质序列信息可以帮助研究人员刻画物种

的系统演化史。古蛋白质组学研究的目标之一就是

通过获取古蛋白质的序列信息, 重建远古生物的

系统发育过程。尤其在古DNA材料缺失或信息不

足的情况下, 古蛋白质的序列信息就可能成为唯

一的分子遗传信息参考。例如, Welker等(2015)借

助第四纪晚期Toxodon与Macrauchenia两个属的化

石中保留的胶原蛋白序列信息建立了南美洲有蹄

类的系统演化模型, 解决了有关南美洲大型有蹄

类的演化起源疑难 ; Buckley等 (2015)同时应用

ZooMS与LC-MS/MS建立了已经灭绝的巨树懒与

现存树懒的亲缘关系, 为研究树懒的起源与演化

提供了新的思路。类似的研究还应用于骆驼、野牛、

河狸、犀牛、嵌齿象、岛鼯、鬣狗、巨猿等哺乳动

物化石的分子水平系统演化研究中, 足以看出古

蛋白质组学在系统发育研究中的潜力(Rybczynski 

et al., 2013; Hill et al., 2015; Cleland et al., 2016; 
Welker et al., 2017, 2019; Buckley et al., 2019a, 

2020; Rao et al., 2020)。 

4. 3  古生态学重建 

假设在同一埋藏条件下的多种生物的胶原蛋

白的保存潜力相似, 那么就可以根据胶原蛋白的

组学信息识别出各种曾经共同生活的生物类群 , 

并可以由此勾勒出该地层对应时期内的古生态群

落组成以及各个种群之间的关系。因为ZooMS在

大批量快速的动物属种鉴定中具有相当的优势 , 

故而借助这一技术来复原生态学关系也是古蛋白

组学研究的重要方向。例如, Buckley等(2018)对晚

更新世的洞穴啮齿类化石进行研究时 , 便借助

PMF发现了田鼠与旅鼠在不同层位数量的变化 , 

表明两者在生态位上的竞争关系; Sinet-Mathiot等

(2019)对意大利晚更新世的人类遗迹进行研究, 在

食物碎屑中发现了野牛的骨骼, 推测早期人类就

有对野牛的捕食行为 ; 同年 , Buckley与Herman 

(2019)对洞穴沉积的蝙蝠骨骼进行了PMF分析, 显

示当时蝙蝠在洞穴中聚群方式的生活状态。此外, 

对于古人类学来说, 古蛋白质组学还应用在一些

骨制品或者食物垃圾中, 从而揭示古人类的生活

模式 , 为农业的起源提供证据 (Fernandes et al., 

2015; Le Meillour et al., 2020; Hendy, 2021)。 

4. 4  古生理学探索 

通过古蛋白质序列的研究, 使研究人员有机

会直接复原已灭绝动物的蛋白结构, 研究其功能

位点与空间构型, 进而得到古生物的生理学信息。

例如, Buckley等(2011)利用LC-MS/MS技术获得了 
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猛犸象与乳齿象完整的胶原蛋白序列 ; 同年 , 

Cappellini等(2011)发现了猛犸象特有的氨基酸取

代位点, 并发现其与之前研究中根据古DNA数据

得到的突变位点相吻合, 从而印证了古蛋白质序

列信息的可靠性, 使古生物基因突变的研究更进

一步(Miller et al., 2008)。此外, Cappellini等(2011)

还从猛犸象化石中提取出了球蛋白、角蛋白等一百

多种蛋白质, 借助这些古蛋白质, 研究者得以认

识猛犸象体内的不同蛋白质之间的相互作用, 从

而复原其生化代谢途径。之后, Hill等(2015)对中更

新世野牛骨骼化石提取出的胶原蛋白进行分析 , 

发现了与骨骼钙化过程有关的胶原蛋白羟赖氨酸

糖基化修饰 ; 同年 , Cleland等 (2015)在恐鸟科

(Dinornithidae)化石中提取到的胶原蛋白片段中发

现了甲基化、二甲基化、烷基化、羟基化、岩藻糖

基化等翻译后修饰, 使得研究人员能直接观察到

灭绝物种与现生物种在分子水平的异同。以上这些

发现说明: 在未来, 人们有希望借助古蛋白质的

结构与修饰信息, 重建古生物的新陈代谢与生理

活动, 从而更深层次地理解生物演化的规律。 

5  古蛋白组学的未来展望 

当下古蛋白质组学研究已经从早期的探索阶

段逐渐转向标准化技术流程的构建。标准化技术体

系的构建, 使得不同地区的科学家得以在统一标

准下考量对比研究成果, 这既便于研究人员检查

结果的可靠性, 也利于相互之间的交流与共享。这

要求研究者设计一套包含样本提取、预处理与分

析、质谱分析、误差分析、数据处理与共享的研究

构架(Hendy et al., 2018)。就当前的发展趋势来看, 

未来古蛋白质组学研究将围绕着局部技术的优化

与研究范围的拓展两个方面展开。 

对于局部技术来说, 比较重要的是样本提取

技术的优化。在目前的古蛋白质研究中, 蛋白材料

的可信度一直是备受争议的话题。尤其在中生代非

鸟恐龙的胶原蛋白研究中, 许多研究者都对其胶

原蛋白序列结果表示怀疑(Buckley et al., 2017; 

Schweitzer et al., 2019)。为提高可信度, 就必须强

化提取与鉴别技术, 以表现出更强的说服力。由于

古生物材料中蛋白质含量较低, 这就需要引入多种

预筛选方法来提高蛋白获得率 (Presslee et al., 

2021)。除此之外, 在提取方法上, 可以在尽可能减

少化石材料破坏的同时, 采用磁珠法等其他技术手

段来替代传统的超滤法也可以提高蛋白质的捕获

效率(Palmer et al., 2021)。在获得样品分子之后, 还

可以使用多种蛋白酶进行处理, 以取代之前的单一

胰蛋白酶处理, 这就可以获得更多样的已知断裂位

点, 便于后续进行序列分析(Lanigan et al., 2020)。 

值得注意的是, 利用质谱法进行序列分析时, 

由于蛋白质的脱酰胺作用, 会导致一些氨基酸被

转化为其他氨基酸（如天冬酰胺脱酰胺后变为天冬

氨酸）, 从而获得与生物原始状态不同的氨基酸序

列信息(Cleland et al., 2015; Welker et al., 2017; 

Hendy et al., 2018)。如果发生脱酰胺的位点是判断

物种类别的关键位点, 则可能导致完全错误的物

种分析结果。这一问题可能无法仅凭改进质谱技术

解决, 故而是未来亟待解决的一个难题。 

在获得蛋白信息后, 结合其他生物大分子进

行综合分析也是未来的重要研究方向。在古人类研

究中, 古DNA与古蛋白质组的协同研究已经取得

了一系列的成果, 展示了多种生物大分子协同应

用的强大效力(Cappellini et al., 2011; Brown et al, 

2016)。而不同蛋白质的协同作用也可能成为未来

的重要研究方向, 例如角蛋白、乳球蛋白、骨钙素、

α-2-HS-糖蛋白、纤维蛋白原α链等的结合(Ostrom 

et al., 2000; Wadsworth and Buckley, 2014; Hendy et 

al., 2018; Welker, 2018b)。这些在古生物化石中被

认为有较好保存潜力的蛋白质的整合研究, 能够

提供更为细节的蛋白质信息, 更全面展示分子演

化水平, 为深时系统发育构建提供更详细的综合

证据(Froment et al., 2021)。 

除局部技术的更新外, 古蛋白质组学的研究

范围也在进一步拓展。目前, 古蛋白材料大多数来

自于新生代, 且主要为更新世的哺乳动物。因此, 

更久远的化石材料以及其他类群的动物材料将会

是未来较为关注的重点。目前可靠的胶原蛋白保存

上限约为350万年, 而能否将这一上限继续推进, 

则需要进一步的研究(Buckley et al., 2019a)。不过

通过热带地区的巨猿牙齿化石牙釉质蛋白的研究, 
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指示出古蛋白质对于较高的温度也有一定的耐受

能力, 而不仅仅局限于高纬度的寒冷地区(Welker 

et al., 2019)。除了哺乳动物外, 其他类群的研究仅

有零星报道。如鸟类化石中有报道残余氨基酸的发

现, 但关于鸟类古蛋白组学的研究还在起步阶段

(Huq et al., 1990; Mccoy et al., 2019)。而最近也有

研究人员展开了两栖类与鱼类的胶原蛋白研究 , 

拓宽了古胶原蛋白的研究视野 (Buckley et al., 

2020)。而一些对于无脊椎动物的古蛋白质序列研

究也在进行当中(Drake et al., 2020)。这些不同类群

的蛋白质信息将会帮助研究人员重建与恢复远古

时期的生态面貌, 为理解与研究古生物的生命活

动、生态关系以及演化起到重要的作用。 

 

致谢  评审专家提出宝贵意见与建议, 特此

感谢！ 
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