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Появление и развитие методов масштабного параллельного секвенирования открыло новые пер-
спективы в области изучения древних, в том числе вымерших организмов. Многочисленные кост-
ные останки, представленные в археологических и музейных коллекциях, зачастую являются един-
ственными источниками информации о древних видах и популяциях. В обзоре обсуждаются осо-
бенности костной ткани человека и связанные с ними преимущества и недостатки использования
костного материала как источника ДНК для проведения геномного анализа древних людей. Пред-
ставлены новые методологические подходы к выделению ДНК из древних костных останков чело-
века и ее подготовке к масштабному параллельному секвенированию, а также перспективы и на-
правления дальнейших исследований в новой междисциплинарной области – палеогеномике.
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Выделение и анализ ДНК из древних археоло-
гических и палеонтологических находок стало
возможно не так давно, первые эксперименты
были проведены в 80-х гг. XX в., а первая работа
по выделению древней ДНК из бедренной кости,
датированной XVII в. [1], открыла невероятные
перспективы в новой области исследований – па-
леогенетике. Древняя ДНК является уникальным
источником новых знаний об эволюции, популя-
ционной истории, палеопатологии древних видов,
популяций и народов. По проведенным ранее
оценкам ДНК, пригодная для анализа, не может со-
храняться в древних останках более 10–100 тыс. лет
[2, 3], при этом ядерная ДНК деградирует при-
мерно в 2 раза быстрее, чем митохондриальная
[4]. Эти расчеты были сделаны для ДНК размером
400–800 пн в начале 90-х гг. прошлого века, когда
анализ древней ДНК проводили с использованием
полимеразной цепной реакции (ПЦР) и секвени-
рования по методу Сенгера, для применения ко-

торых требовались достаточно длинные фрагменты
ДНК. Более короткие фрагменты, очевидно, могут
сохраняться дольше, но только недавно, с появ-
лением новых технологий секвенирования от-
крылась возможность исследовать такие очень
короткие молекулы ДНК (от 20–25 пн), а также
были разработаны подходы, позволяющие рекон-
струировать и анализировать молекулы ДНК,
представленные в биологических материалах в
виде одноцепочечных фрагментов, в том числе
претерпевших различные химические модифика-
ции, включая постмортальные.

В настоящее время возраст самого древнего
палеонтологического образца – шерстистого ма-
монта, из бивня которого была успешно выделена
и проанализирована геномная ДНК, оценивают в
более чем один миллион лет [5]. Следует, однако,
учитывать, что рассчитанный молекулярный воз-
раст животного (1.65 млн лет) может не соответ-
ствовать действительному возрасту останков. Ка-
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либровку молекулярного возраста авторы этой
работы проводили относительно образцов мамон-
тов, возраст которых был определен радиоуглерод-
ным методом. Поскольку в настоящее время макси-
мальный абсолютный возраст, который может быть
определен с помощью радиоуглеродного метода,
составляет не более 55 тыс. лет [6], погрешность
молекулярных датировок для всех более древних
объектов может быть достаточно высокой.

Значительная часть публикаций по древней
ДНК посвящена исследованию останков человека,
поэтому в настоящем обзоре сделан акцент на ре-
зультаты исследования костных останков человека
и рассмотрены методы анализа, применимые к
ним. Изучение древней ДНК человека, а не жи-
вотных, связано с одной критически важной про-
блемой – исследователи должны быть уверены в
аутентичности древней ДНК, т.е. в том, что ДНК
получена непосредственно из древнего образца, а
не выделена из материала, попавшего в образец в
результате контаминации (загрязнения), которая
может произойти во время раскопок, при хране-
нии археологических образцов и музейных экс-
понатов, а также при выделении и анализе ДНК.
Поэтому при работе с древней ДНК человека не-
обходимо учитывать высокий риск такой конта-
минации и предпринимать все возможные меры,
в том числе представленные в настоящем обзоре,
для ее минимизации, своевременного выявления
и учета при проведении генетического анализа.

Костная ткань (кости и зубы) – важный источ-
ник биологического материала для генетических
исследований в криминалистике и в палеогенети-
ке. Благодаря физико-химическим особенностям
костной ткани клетки и содержащаяся в них ДНК
защищены от разрушающего влияния окружающей
среды, а фрагменты костей и зубов часто являются
единственным источником древнего биологическо-
го материала, доступным для исследования. Воз-
можность выделения и анализа ДНК из древних
костных останков была показана более 30 лет назад
[1, 7]. С тех пор произошел значительный про-
гресс в этой новой области исследования, были
разработаны многочисленные методы и подходы
для работы с древней ДНК, исследование кото-
рой существенно обогатило наши знания о про-
цессах, происходивших в прошлом как в жизни
людей, так и всего живого мира.

ОСОБЕННОСТИ ДРЕВНЕЙ ДНК
Древняя ДНК, извлеченная из живых организ-

мов, живших много лет назад, имеет ряд специфи-
ческих особенностей. В живой клетке спонтанные
повреждения ДНК исправляются (репарируются)
специальными ферментативными системами.
После смерти организма клеточные механизмы
репарации перестают работать, тогда как химиче-
ские изменения ДНК продолжают происходить в

результате воздействия факторов окружающей
среды и компонентов самой клетки. Это ведет к
накоплению химических модификаций и посте-
пенному расщеплению молекул ДНК. Для древней
ДНК характерны несколько типов постмортальных
изменений, среди них наиболее значимыми явля-
ются фрагментация и укорочение молекул ДНК,
химические модификации нуклеотидов и образо-
вание сшивок между молекулами ДНК и с други-
ми соединениями.

Самая частая причина нарушения в структуре
ДНК, не только древней, – гидролиз азотистых
оснований. Легче всего происходит гидролиз пу-
риновых оснований – апуринизация (рис. 1,а).
Реакция бета-элиминации, которая следует за
гидролизом, приводит к одноцепочечным разры-
вам в молекуле ДНК. Наиболее часто именно пу-
рины представлены в начале последовательности
ДНК при геномном секвенировании, что подтвер-
ждает разрыв фрагментов ДНК непосредственно по
сайтам апуринизации [8]. Гидролитическое дезами-
нирование азотистых оснований – еще одна хими-
ческая модификация ДНК. Цитозин в результате
потери аминогруппы превращается в урацил, ме-
тил-цитозин – в тимин (рис. 1,б). Таким образом,
при анализе участка ДНК с дезаминированным
цитозином с использованием полимеразной ре-
акции в комплементарную цепь встраивается аде-
нин, и новый синтезированный фрагмент ДНК
содержит мутацию C>T по одной цепи и G>A по
комплементарной. Примечательно, что уровень
дезаминирования цитозина в двуцепочечной
ДНК существенно ниже (в 140 раз), чем в одноцепо-
чечной ДНК [9], таким образом, одноцепочечные
разрывы и фрагментация древней ДНК способству-
ют повышению уровня замен C>T в древней ДНК в
целом. Более того, это соответствует наблюдае-
мому увеличению числа замен C>T на концах
ДНК-фрагментов [8] – они часто представлены
одноцепочечными участками (так называемыми
“липкими” концами).

Некоторые модификации древней ДНК бло-
кируют движение ДНК-полимеразы по матрице и
соответственно делают невозможным ее амплифи-
кацию и секвенирование. К таким модификациям в
первую очередь относятся внутри- и межмолеку-
лярные сшивки между цепями ДНК, возникающие
в результате реакции алкилирования (рис. 1,в), а
также сшивки ДНК с белками в результате реак-
ции Майяра (реакция конденсации между сахаром
сахарофосфатного остова ДНК и аминогруппой
азотистого основания или аминокислоты). К груп-
пе модификаций, затрудняющих анализ древней
ДНК в связи с блокировкой движения полимеразы,
также относится ряд химических модификаций
нуклеотидов [10] (рис. 1,г). Следует отметить, что
хотя такие модификации, препятствующие работе
ДНК-полимеразы, были выявлены в древней
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ДНК, экспериментальные исследования показали,
что они составляют небольшую долю от всех мо-
дификаций древней ДНК [11], а наиболее распро-
страненными изменениями ДНК, которые играют
ключевую роль в исследовании древней ДНК, яв-

ляются дезаминирование цитозина, приводящее
к заменам C>T, и высокая степень фрагментации
ДНК – средняя длина фрагментов древней ДНК,
доступных для анализа, как правило составляет
менее 100 пн.

Рис. 1. Химические модификации древней ДНК. а – разрыв N-гликозидной связи между сахаром сахаро-фосфатного
остова и азотистым основанием приводит к образованию апуринового или апиримидинового сайта, и далее разрыв
цепи ДНК в результате реакции β-элиминации; б – дезаминирование цитозина и метилцитозина приводит к образо-
ванию урацила и тимина соответственно. ДНК-полимераза при синтезе второй цепи встраивает аденин комплемен-
тарно урацилу и тимину, что приводит к возникновению специфичных для древней ДНК мутаций C>T (или G>A в
комплементарной цепи ДНК); в – образование тиминовых димеров в результате реакции алкилирования двух тими-
нов, которые могут располагаться как на одной цепи ДНК, так и на разных. Сшивки между цепями ДНК препятствуют
продвижению ДНК-полимеразы по матрице, что затрудняет проведение анализа с использованием реакций ампли-
фикации и секвенирования; г – модификации нуклеотидов, блокирующие работу полимеразы, присутствуют в древ-
ней ДНК в минорных количествах.
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СТРУКТУРА КОСТИ И СОХРАННОСТЬ ДНК

Костные клетки (остеобласты, остеоциты и
остеокласты), являющиеся источником ДНК в
костях, составляют всего лишь 2% костной ткани,
тогда как значительная часть кости образована
межклеточным матриксом, в котором 70% и бо-
лее представлено неорганическими соединения-
ми, преимущественно нерастворимыми кристал-
лами гидроксиапатитов кальция (общая формула
Ca10(PO4)6(OH)2), фосфатом кальция Са3(РО4)2 и
в небольшом количестве карбонатом кальция
(СаСО3). Основной органический компонент
межклеточного матрикса – коллаген. Несмотря
на крайне малое содержание клеточных компо-
нентов, а следовательно и ДНК в костной ткани,
зачастую только костные останки, которые сохра-
няются длительное время, могут быть доступны для
палеогенетических и геномных исследований.

Деградация костных тканей после смерти ор-
ганизма (диагенез) обусловлена двумя ключевы-
ми процессами. Первый происходит с участием
микроорганизмов [12, 13] и протекает относи-
тельно быстро, особенно если останки находятся
в аэробной среде, где оказываются легко доступ-
ны для разложения с участием микроорганизмов
(бактерий и грибов). Второй процесс связан с хими-
ческой деградацией компонентов кости и протекает
значительно медленнее. Химическая деградация
ДНК в клетках костной ткани в процессе диагенеза
костей преимущественно связана с гидролизом
пуринов (апуринизацией), а наиболее важными
факторами, влияющими на скорость апуриниза-
ции, являются температура, влажность и pH.
Постмортальные модификации ДНК накаплива-
ются с возрастом археологического биологического
образца, однако скорость их появления находится в
прямой зависимости от условий, в которых нахо-
дится соответствующий образец. В результате этого
сохранность древнего костного материала может
быть лучше, чем у более молодых объектов, а зна-
чит качество ДНК, которая может быть выделена
из археологичсекого материала, не всегда напря-
мую связано с его возрастом. Чем больше воды
может проникнуть внутрь костей через поры,
присутствующие в костях или образующиеся в
процессе диагенеза, тем выше скорость деграда-
ции как самой кости, так и содержащейся в ней
ДНК. Таким образом, размер пор, имеющихся в
костях или возникающих в процессе их деградации,
оказывает существенное влияние на проникнове-
ние воды внутрь костной ткани [14], а следователь-
но на сохранность в ней ДНК: пористая структура
губчатых костей способствует быстрой деграда-
ции ДНК, плотные непористые кости менее под-
вержены деградации благодаря тому, что вода
плохо в них проникает. Кроме того, в плотной
костной ткани содержится больше кристаллов
гидроксиапатита, чем в губчатой. Связанная с

гидроксиапатитом ДНК в 1000 раз более устойчи-
ва к расщеплению ДНКазами, чем свободная [15];
также было показано, что уровень апуринизации
ДНК, связанной с гидроксиапатитом, ниже, чем
свободной ДНК [2]. Гидроксиапатит связывает не
только ДНК, но и ДНКазы, снижая таким образом
их экзонуклеазную активность [16, 17]. Все вместе
это дополнительно способствует лучшей сохран-
ности ДНК в плотных костных тканях, чем в по-
ристых губчатых.

Степень сохранности ДНК в кости является
ключевым параметром при исследовании древнего
костного материала. Зачастую при исследовании
особо ценных археологических или музейных об-
разцов важно до выделения ДНК и соответствую-
щего разрушения кости или зуба определить воз-
можное наличие в образце ДНК, предсказать ее
количество и оценить перспективность ее ис-
пользования для генетического анализа. Ряд ра-
бот посвящен попыткам исследовать связь струк-
туры и степени сохранности костного материала с
содержанием в нем ДНК (например, [18]), а также
разработке простых методов такой оценки, анало-
гичных, например, подходу, предложенному для
анализа мягких тканей [19]. Так, в качестве мар-
керов сохранности ДНК в кости рассматривают
степень диагенеза кости, характеризующуюся из-
менением соотношения органической и неоргани-
ческой фракций [20, 21] и сохранностью белков [18,
22], а также гистологическое состояние кости [23].
Также показано, что ДНК лучше сохраняется внут-
ри коллагеновых фибрилл, а учитывая тот факт,
что в целом ДНК является менее стабильным ор-
ганическим соединением, чем белки, было вы-
сказано предположение, что костные останки, в
которых не сохранилась белковая фракция, явля-
ются плохим источником древней ДНК [18]. Это
предположение, однако, остается спорным – при
исследовании серии костей из вечной мерзлоты
не было выявлено связи между содержанием в
них ДНК и коллагена [21]. В целом в настоящее
время отсутствуют эффективные общепринятые
методы предварительной оценки сохранности
ДНК в костном материале, в большинстве случа-
ев такая оценка может быть сделана только по ре-
зультатам уже проведенного генетического ана-
лиза.

Была показана значимая корреляция сохран-
ности костей и ДНК и температурного режима, в
котором находились костные останки, – ДНК
практически не удается выделить из древних об-
разцов, найденных в теплых регионах [24], исклю-
чением являются египетские мумии, прошедшие
специальную обработку, замедляющую процесс
разложения тканей [25–27]. Температура оказы-
вает прямое влияние на скорость апуринизации
ДНК и, таким образом, является ключевым фак-
тором деградации ДНК (помимо расщепления
ферментами клетки и микроорганизмами). Со-
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гласно эмпирическим оценкам, при температуре
–5°С ДНК может сохраняться до 6.8 млн лет, а
ожидаемая длина фрагментов ДНК через 10 тыс.
лет будет составлять более 650 пн. При температу-
ре 25°С максимальный срок присутствия следов
ДНК в образце составляет 22 тыс. лет, при этом
уже спустя 10 тыс лет средняя длина сохранив-
шихся фрагментов оценивается в 2 пн [4]. Удиви-
тельно, но в целом ряде работ было показано, что
непродолжительное воздействие экстремально
высоких температур (например, в результате сжига-
ния останков или тепловой обработки для приема в
пищу) не только не приводит к полной деградации
ДНК [28–30], но может даже способствовать луч-
шему сохранению ДНК, предположительно за
счет инактивации клеточных нуклеаз при повы-
шении температуры [31]. Более того, некоторые
авторы предлагают нагревать кости перед проце-
дурой выделения ДНК [32, 33].

Отдельно следует отметить, что количество
ДНК и ее сохранность зависят не только от усло-
вий, в которых находился биологический объект
после своей смерти. Процедуры извлечения кост-
ного материала из археологического памятника,
его последующая обработка и хранение в составе
археологических и музейных коллекций вносят
значительный вклад в качество ДНК, которая мо-
жет быть извлечена из костного фрагмента. Было
показано, что в ряде случаев потери ДНК за ко-
роткий период хранения костей в составе таких
коллекций могут быть сопоставимы с потерями
за время, прошедшее с момента смерти индивида
(несколько тысяч лет) [34]. Эти данные показы-
вают необходимость разработки и внедрения в
практику проведения полевых археологических
исследований новых правил и требований, пре-
пятствующих потерям ДНК.

В целом пористые губчатые кости оказывают-
ся наиболее разрушенными со временем под воз-
действием внешних факторов и соответственно
практически непригодными для выделения ДНК
и проведения генетического анализа (за рядом
исключений, см. ниже). Наибольший выход эн-
догенной ДНК может быть получен при исполь-
зовании наиболее плотных костей организма че-
ловека.

КАКИЕ КОСТИ СКЕЛЕТА 
ЧЕЛОВЕКА НАИБОЛЕЕ ПРИГОДНЫ
ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ ДРЕВНЕЙ ДНК?

Зубы являются одним из самых распростра-
ненных объектов для исследований древней ДНК
благодаря устойчивости их тканей к воздействи-
ям окружающей среды. Основную массу зуба со-
ставляет дентин – разновидность костной ткани,
главным компонентом которой (60%) является
гидроксиапатит [35]. Верхняя часть зуба покрыта
защитным слоем эмали, нижняя – цементом.

Эмаль, покрывающая зуб, считается самым твердым
веществом в человеческом организме, это ее свой-
ство обеспечивает дополнительную защиту ДНК
внутри зуба от воздействия внешней среды [36].

Внутренняя часть зуба – пульпа – представляет
собой рыхлую волокнистую соединительную ткань
и содержит наибольшее число клеток по сравне-
нию с другими тканями зуба, следовательно она
является наилучшим источником ДНК [37]. Од-
нако таким свойством обладает только пульпа
живого здорового зуба. В процессе жизни инди-
вида, в том числе при поражении зубов болезнями,
а также в результате постмортальной деградации
зуба, состояние пульпы ухудшается [38, 39]. В не-
которых случаях пульпа может подвергаться
постмортальной мумификации и длительное вре-
мя сохраняться в таком состоянии, являясь хоро-
шим источником ДНК, но в большинстве случаев
происходит ее полная деградация [39]. Тем не ме-
нее благодаря тому, что пульпа зуба включает в
себя нервные клетки, а также кровеносные и
лимфатические сосуды, по которым патогенные
микроорганизмы могут попадать в зуб и быть там
обнаружены, пульпа может быть использована
как источник ДНК древних патогенов, например
возбудителя лепры Mycobacterium leprae [40].

Твердые ткани зуба (дентин, эмаль и цемент)
менее подвержены деградации со временем, по-
этому ДНК в них сохраняется лучше. Эмаль со-
стоит преимущественно из неорганических со-
единений (до 97%) и содержит относительно не-
большое количество ДНК, что делает ее не самым
лучшим объектом для выделения древней ДНК
[41]. Основную часть зуба составляет дентин, ко-
торый считается одним из лучших источников
древней ДНК. Было показано, что содержание
ядерной ДНК во внутренних частях дентина
уменьшается с возрастом индивида [38], что, ве-
роятно, связано с деградацией прилежащей к
этим слоям пульпы, однако дентин все равно
наиболее часто используется для проведения ге-
нетического анализа древних костных останков
(например, [42–45], в том числе останков архаич-
ных людей – денисовцев [46]). Содержание мтДНК
еще в одной ткани зуба – цементе – в несколько
раз выше, чем в дентине [47]. В отличие от денти-
на количество ядерных клеток в апикальном слое
цемента не уменьшается с возрастом [41], а ДНК,
выделенная из цемента зуба, характеризуется бо-
лее высоким содержанием эндогенной ядерной
ДНК по сравнению с дентином [48]. Таким обра-
зом, цемент, по-видимому, является лучшим ис-
точником ДНК из древних зубов, чем дентин. Тем
не менее его использование в палеогеномных ис-
следованиях может быть затруднено – несмотря
на высокое содержание ДНК, количество цемента в
одном зубе крайне мало, толщина цементного слоя
зуба составляет всего лишь 20–50 мкм, достигая
150–200 мкм в апексе корня [49]. К другим про-
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блемам, связанным с использованием цемента,
можно отнести высокий уровень поверхностного
загрязнения, а также сложности с отделением це-
ментной ткани от зуба. Так, например, наиболее
эффективный способ получения цемента пред-
полагает удаление коронки зуба с последующей
очисткой внутренней части зуба от пульпы и ден-
тина [48].

Среди других костей тела человека наилучшим
источником древней ДНК является каменистая
кость – часть височной кости (рис. 2,в), которая
считается самой плотной костью у млекопитаю-
щих [50]. Сравнительный анализ показал, что ко-
личество эндогенной ДНК в цементе зуба сопо-
ставимо с ее количеством в каменистой кости, а в
каменистой кости плохо сохранившихся древних
образцов оно даже выше, чем в цементе [51]. Сле-
дует отметить, что наблюдаются существенные
различия в количестве ДНК, которая выделяется
из разных частей каменистой кости. Так, количе-
ство эндогенной ДНК в плотной костной ткани
внутри слуховой капсулы в десятки и даже сотни
раз выше, чем в плотной части, окружающей
внутреннее ухо, и губчатой части височной кости
[52]. Плотные участки височной кости, включая
улитку, рассматриваются в настоящее время как
наиболее перспективный источник древней ДНК, в
связи с чем даже разработаны стандартизованные
методы извлечения этих участков из височных
костей скелета человека [53].

Недавно в качестве альтернативного источника
эндогенной древней ДНК были предложены слу-
ховые косточки (молоточек, стремечко и нако-

вальня, рис. 2,б). Было показано, в том числе в
наших собственных исследованиях, что их ис-
пользование позволяет получить древнюю ДНК
сопоставимого с участками каменистой кости ка-
чества [54]. Способы извлечения слуховых косто-
чек из черепа представляют собой менее разру-
шительные для скелета процедуры, чем выпили-
вание каменистой кости, а структура внутреннего
уха может служить источником важной морфоло-
гической информации (см, например, [54, 55]);
таким образом, использование плотных фраг-
ментов височной кости, извлечение которых тре-
бует значительных вмешательств в структуру че-
репа и изменений его целостности, может быть
недопустимо при исследовании уникальных осо-
бо ценных древних антропологических объектов.

Помимо наиболее плотных тканей скелета че-
ловека в качестве источника древней ДНК ис-
пользуют целый ряд других костей, включая реб-
ра и ключицу, трубчатые кости (плюсны, пястные
кости, дистальные фаланги кисти рук, бедренную
кость), седалищный бугорок седалищной кости,
таранную кость (см. обзор [56]), плечевую кость
[57], фрагменты ребер [58], угол нижней челюсти
(результаты генетической экспертизы останков
императора Николая II Романова [59]). Следует
отдельно отметить, что древние костные останки
являются перспективным материалом не только
для исследования эндогенной ДНК, но и для изу-
чения древних патогенов. Такая ДНК лучше всего
сохраняется в васкуляризированных участках ко-
стей, именно они с большей вероятностью под-
вергаются воздействию патогенов, которые пере-

Рис. 2. Примеры костных объектов, характеризующихся наибольшим количеством древней ДНК: зуб из средневеко-
вого захоронения с территории Самарской области (а); слуховые косточки (молоточек, стремечко, наковальня) из за-
хоронения скифского времени с территории Воронежской области (б); фрагмент височной кости с наружным слухо-
вым проходом из захоронения черняховской культуры с территории Одесской области Украины – плотная камени-
стая кость в области внутреннего уха является одним из лучших источников древней эндогенной ДНК (в).

a

б
в
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носятся током крови при жизни человека [60].
Поэтому именно такие костные ткани (включая
пульпу зуба, ключицу, таранную кость) являются
лучшим объектом для поиска и исследования
древних патогенов человека, что следует учиты-
вать при планировании экспериментов.

В пилотных работах, связанных с исследованием
древних костей, ДНК извлекали из достаточно
большого количества кости – до нескольких грам-
мов [1]. По мере совершенствования методов вы-
деления ДНК и последующего генетического
анализа все меньшее количество костного мате-
риала требуется для проведения работ. В среднем
50–300 мг очищенной от загрязнения кости доста-
точно для выделения ДНК и проведения геномного
анализа. Минимальное количество костной ткани,
которое к настоящему времени было использова-
но для выделения древней ДНК, составляет 9.4 мг
[61]. Однако ожидаемое геномное покрытие, ко-
торое потенциально может быть достигнуто при
использовании такого количества костного по-
рошка (в данном случае оно было оценено авто-
рами в ×2.39), недостаточно для реконструкции
полной геномной последовательности и проведе-
ния полногеномного анализа не только из-за мало-
го количества ДНК в столь малом костном образце,
но и в связи с потенциально высоким уровнем кон-
таминации любых древних образцов, оценить ко-
торый можно только по результатам проведенно-
го генетического анализа. Поэтому минимизация
размера костных фрагментов, используемых для
выделения ДНК, всегда должна коррелировать с
возможностью получения достаточного для ана-
лиза количества эндогенной ДНК. Также необхо-
димо отметить, что исследования древней ДНК
требуют проведения нескольких повторных неза-
висимых экспериментов, в том числе независи-
мых экстракций ДНК из одного и того же биоло-
гического образца, что также следует учитывать
при выборе количества материала для анализа
ДНК [62].

Кости и зубы из археологических памятников
представляют собой ограниченный ресурс и яв-
ляются частью культурного наследия человече-
ства, поэтому каждый эксперимент должен быть
тщательно спланирован, в том числе с этической
точки зрения [63]. Целесообразность разрушаю-
щего анализа, а также выбор костного материала
для него должны проводиться в рамках совмест-
ных междисциплинарных исследований генети-
ков, археологов и антропологов.

МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ
ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ ДНК ИЗ КОСТЕЙ

Процесс выделения ДНК из любого костного
материала, как правило, включает в себя три ос-
новных этапа: измельчение кости, растворение
ткани с высвобождением ДНК в раствор и, нако-

нец, очистку ДНК от белков и других компонен-
тов клетки (табл. 1). При работе с древней ДНК
важным этапом является очистка (деконтамина-
ция) археологического образца от внешних за-
грязнений. Основными задачами, которые стоят
перед исследователями при выделении ДНК из
древних костных останков, являются получение
максимального количества ДНК из небольшого
доступного для анализа фрагмента кости, мини-
мизация повреждений ДНК в процессе выделе-
ния и удаление возможных ингибиторов, способ-
ных помешать последующим ферментативным
реакциям, в которых будет использоваться выде-
ленная ДНК. Следует отметить, что ранние ис-
следования древней ДНК, в рамках которых и бы-
ли разработаны базовые методические подходы,
представленные ниже, были ориентированы пре-
имущественно на получение большого количества
ДНК с длиной фрагментов, пригодной для ПЦР-
амплификации и последующего секвенирования
по методу Сенгера и/или проведения анализа
STR-маркеров. В связи с развитием в последние
годы методологии масштабного параллельного се-
квенирования требования к качеству и количеству
ДНК, необходимой для геномного анализа, пре-
терпели существенные изменения – появилась
возможность использовать для анализа малые ко-
личества очень коротких фрагментов ДНК, по-
этому разработанные ранее методы выделения
ДНК в настоящее время корректируются в соот-
ветствии с новыми методами геномного анализа.

Деконтаминация

Одна из главных проблем, с которыми прихо-
дится сталкиваться при анализе древней эндоген-
ной ДНК, – ее контаминация (загрязнение) чуже-
родными фрагментами ДНК, преимущественно из
окружающей среды (экзогенной ДНК), содержание
которых в древних образцах может значительно
превышать содержание эндогенных фрагментов. В
ряде случаев эндогенная ДНК может составлять
менее 1% от всей получаемой из образца ДНК.
Для снижения риска загрязнения современной
ДНК все работы с древними образцами проводят
в специальных помещениях, изолированных от
современного биологического материала, с со-
блюдением целого ряда условий и правил [62].
Кроме того, перед непосредственной процедурой
выделения ДНК из кости проводят деконтамина-
цию, которая заключается в первую очередь в
очистке костных останков от загрязнений, попав-
ших из окружающей среды, и поэтому сконцен-
трированных преимущественно на поверхности
кости. После первоначальной отмывки кости или
зуба в стерильной воде и удаления остатков мяг-
ких тканей и загрязнений дальнейший процесс
деконтаминации проводят различными способа-
ми (табл. 1). Наиболее эффективным является
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Таблица 1. Обзор методов и растворов, используемых для выделения ДНК из древних костных останков

Реагент или способ Механизм действия Примечание, ссылка на примеры 
использования

1-й этап – деконтаминация

Стерильная вода Очистка поверхности костного 
материала от остатков мягких
тканей и внешних загрязнений

Удаление поверхностного слоя 
кости

Альтернативный способ – 
высверливание костного порошка 
из внутренних незагрязненных 
участков кости

Гипохлорит натрия (NaClO)  [64]

Щелочь (0.1 Н NaOH)  [7]

Уксусная кислота  [65]

Соляная кислота  [58]

Этиловый спирт (70%)  [58]

Фосфатный буфер
(50 мM NaH2PO4, pH 7.5, 25 мM Tris, 
pH 8.0, 50 мM NaCl)

 [58]

Перекись водорода  [66]

УФ-облучение  [67]

2-й этап – измельчение костной ткани

Измельчение в жидком азоте Увеличение поверхности 
соприкосновения растворов
с костной тканью

 [1, 68]

Высверливание с помощью дрели
и сверла

 [43]

Измельчение в шаровой мельнице 
или ее аналогах

 [69]

Экстракция ДНК без разрушения 
кости

Сохранение внешней целостности 
костных останков

 [70–72]

3-й этап – декальцинирование и лизис костной ткани

ЭДТА 
(0.45–0.5 М раствор)

Растворение солей кальция,
хелатирование ионов кальция и 
магния для инактивации клеточных 
ферментов (нуклеаз)

 [73]

ЭГТА (0.5 М раствор) Растворение солей кальция, 
хелатирование ионов кальция

 [45]

Фосфатный буфер
(50 мM NaH2PO4, pH 7.5, 25 мM Tris, 
pH 8.0, 50 мM NaCl)

Фосфат вытесняет ДНК
из минерального матрикса кости

 [74]

Натрий-солевой буфер
(100 мM Tris, pH 8.0, 500 мM NaCl, 
10 мM EDTA, pH 8.0)

 [74]

Соляная кислота (1 H раствор) Растворение минеральных 
компонентов клетки

 [7]

Буфер на основе гуанидинтиоционата 
натрия (GuSCN), например, 5 M 
GuSCN, 50 мM Tris, pH 8.0, 25 мM 
NaCl, 20 мM EDTA

Вытесняет ДНК из минерального 
матрикса кости

 [70, 75, 76]
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механическое удаление верхнего самого загряз-
ненного слоя кости, например, путем шлифовки
[85–87] или взятие для анализа только материала
из внутренних частей кости или зуба [88]. Кроме
механической очистки кости предлагают обраба-
тывать различными деконтаминирующими раство-
рами. Наиболее широко используемый и эффек-
тивный среди них – раствор гипохлорита натрия
[64]. Также в литературе представлены успешные
результаты выделения ДНК из костей после их
очистки с помощью 30%-ной уксусной кислоты
[65], 15%-ной соляной кислоты, 70%-ного этило-
вого спирта [58], перекиси водорода [66]. УФ-об-
лучение кости или костного порошка тоже может
применяться для деконтаминации [67].

Наряду с описанными выше стандартными
методами очистки костных образцов недавно бы-
ли предложены дополнительные подходы, позво-
ляющие получить значительно более высокий
выход эндогенной ДНК. Они основаны на обра-
ботке уже измельченной кости или зуба (костного
порошка) растворами ЭДТА (этилендиаминтетра-
ацетата натрия), фосфатным буфером или раство-
ром гипохлорита натрия [89] (табл. 1). Фосфатный
буфер способствует высвобождению ДНК, связан-
ной на поверхности кости, в раствор. Исследова-
ния показали, что удаление ДНК с поверхности

костей фосфатным буфером может уменьшить
количество бактериальных фрагментов в выде-
ленной ДНК в среднем на 64% [90]. В то же время
он малоэффективен для очистки от загрязнения
древнего костного образца человеком, в первую
очередь современным, в таких случаях рекомен-
дуют использовать обработку костного порошка
гипохлоритом натрия. Раствор гипохлорита на-
трия окисляет органические компоненты кости,
приводя к образованию неорганических кристал-
лических агрегатов, в которых лучше сохраняется
эндогенная ДНК [91, 92]. Для предотвращения
еще большей деградации ДНК, которая может
происходить при взаимодействии ее с гипохлори-
том натрия, требуется подбор оптимальной кон-
центрации гипохлорита натрия и времени его
воздействия на костный порошок [93, 94].

Подготовка образца к лизису – измельчение 
костной ткани

Для эффективного проникновения декальци-
нирующего лизирующего раствора в костную
ткань требуется измельчение кости до состояния
костной муки (костного порошка). Стандартны-
ми методами получения костного порошка явля-
ются растирание кости в жидком азоте [1, 68], из-

Дополнительные компоненты в составе лизирующих и декальцинирующих растворов

Протеиназа К (20 мг/мл) Расщепление белкового 
компонента кости

Рекомендуется в большинстве
протоколов выделения ДНК

Поверхностно-активные вещества 
(например, лаурилсаркозил натрия, 
додецилсульфат натрия, Тритон
Х-100, поливинилпирролидон, 
Твин-20 и др.)

Диссоциация клеток
и их компонентов

 [74–78]

Дитиотриетол (DTT) Удаление дисульфидных 
мостиков для высвобождения ДНК 
из белковой фракции

 [79]

N-Фенацилтиазолиум бромид (PTB) Разрушение связей между сахарами 
ДНК и аминокислотами белковой 
фракции кости

 [70]

4-й этап – очистка ДНК

Фенол-хлороформный метод Классический метод очистки ДНК 
от белковой фракции

 [80]

C использованием силики 
(в растворе или на колонках)

Связывание молекул ДНК  [74, 81, 82]

Преципитация спиртами 
(изопропанолом)

Осаждение ДНК из раствора  [83, 84]

Реагент или способ Механизм действия Примечание, ссылка на примеры 
использования

Таблица 1. Окончание
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мельчение с помощью шаровой мельницы или
высверливание материала с помощью дрели и
сверла [69]. Сравнительный анализ показал, что
использование дрели в 30 раз снижает выход
мтДНК по сравнению с другими способами из-
мельчения кости. Такой эффект, вероятно, свя-
зан с температурной деградацией ДНК, которая
происходит за счет высокой скорости вращения
сверла и связанного с этим повышения темпера-
туры образца [43]. В то же время использование
сверла является менее разрушающим методом из-
влечения материала и позволяет сохранить зна-
чительную часть кости в первоначальном виде. Ис-
пользование шаровой мельницы требует разруше-
ния костного фрагмента большего размера, при
этом измельчение происходит в более щадящих
условиях, чем с использованием дрели, – без нагре-
ва образца и соответствующей деградации ДНК.

Следует отдельно отметить, что материал ар-
хеологических памятников, используемый для
проведения генетического анализа, является, как
правило, уникальным и может представлять архео-
логическую, культурную или даже художественную
ценность. В связи с этим актуальным является во-
прос о разработке методов анализа древней ДНК
без разрушения археологического объекта (кости).
Некоторыми исследователями предложен ряд спо-
собов такого выделения. Так, например, сравни-
тельный анализ трех различных буферов (основан-
ных на растворах GuSCN, Tris/NaCl и фосфатного
буфера) для экстракции ДНК из костей и зубов без
их разрушения показал возможность получения
митохондриальной ДНК при использовании всех
трех растворов. При этом только при использова-
нии буфера с GuSCN авторам работы [70] удалось
амплифицировать фрагменты не только митохон-
дриальной ДНК, но и ядерной. Также было пока-
зано, что использование 0.5 М раствора ЭДТА с
протеиназой К без предварительного измельчения
костей и зубов дает возможность анализировать не
только митохондриальную, но и геномную ДНК
[71]. Примечательно, что для выделения ДНК не
обязательно инкубировать весь зуб в соответствую-
щем растворе. Экстракция ДНК путем погружения
в раствор корня зуба (при этом возможна защита
парафильмом других корней зуба от растворения)
может быть перспективным неразрушающим кость
методом выделения ДНК. По некоторым оценкам
содержание эндогенных молекул ДНК и степень
контаминации ДНК, выделенной таким спосо-
бом из цемента зуба, могут быть сопоставимы с
образцами, выделенными из каменистой кости
[72]. Некоторые авторы отмечают, что даже по-
вторное проведение неразрушающей процедуры
экстракции древней ДНК (до 5 раз) из одного и
того же зуба позволяет получить пригодную для
генетического анализа ДНК [70, 71]. Очевидно,
что при этом происходят химические модификации
тканей зуба, однако сохраняется возможность про-

водить на том же образце морфологические и био-
химические исследования, например радиоугле-
родную датировку [61].

При использовании подобных методов выде-
ления ДНК без разрушения и измельчения кост-
ного образца следует ожидать высокий уровень
контаминации эндогенной ДНК в связи с тем, что
используемые для инкубации костей растворы
способствуют экстракции ДНК преимуществен-
но из поверхностных, наиболее загрязненных дру-
гими организмами и бактериями участков ДНК.
Удивительно, но это предположение не подтвер-
дилось при выделении ДНК из цемента зуба –
предположительно плотная структура цемента
защищает его от проникновения внутрь ткани
внешних загрязнений [70, 71]. Таким образом,
подобные неразрушающие методы могут быть
полезны при исследовании уникальных объек-
тов, например из музейных коллекций, разруше-
ние которых недопустимо.

Лизис костной ткани
Следующим этапом выделения ДНК из костей

является инкубация костного порошка в различ-
ных растворах для лизиса костной ткани и высво-
бождения ДНК (табл. 1). Наиболее часто для де-
кальцинирования кости используют раствор
0.45–0.5 M ЭДТА, а расщепление белковой фрак-
ции костной ткани проводят, как правило, с ис-
пользованием протеиназы К. В качестве дополни-
тельных компонентов, способствующих лучшему
высвобождению ДНК из кости в раствор, успешно
применяют различные поверхностно-активные
вещества, например лаурилсаркозил натрия [77],
додецилсульфат натрия [74], Тритон Х-100 [75,
76], поливинилпирролидон [76, 78], Твин-20 [95] и
другие. Для удаления дисульфидных мостиков мо-
жет использоваться диэтилтиотриетол (DTT) [79],
для удаления сшивок ДНК с белками, возникших в
результате реакций гликозилирования, применяют
PTB (N-phenacylthiazolium bromide) [70]. Лизис
костной ткани, как правило, проводят в течение но-
чи при температуре 55–56°С, однако предлагаются
и более длительные инкубации (до нескольких су-
ток). Следует заметить, что длительная инкубация
при высокой температуре может приводить к еще
большей фрагментации древней ДНК, поэтому при
проведении долгой инкубации следует использо-
вать более низкую температуру – 37°С или даже
комнатную.

ЭДТА, входящая в состав большинства раство-
ров для лизиса костной ткани, выполняет две
ключевые задачи: во-первых, переводит кальций,
который входит в состав кости, в растворимое со-
стояние, а во-вторых, являясь хелатирующим
агентом, инактивирует ДНКазы, связывая катио-
ны магния и кальция, необходимые для их рабо-
ты. До сих пор среди исследователей нет единого
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мнения о необходимости полного растворения
кальция на этапе обработки костного порошка
ЭДТА. С одной стороны, предлагается проведе-
ние полной деминерализации кости перед экс-
тракцией ДНК [73], с другой – целый ряд работ
свидетельствует о том, что возможно эффектив-
ное выделение древней ДНК из кости без полного
растворения костного материала. В нескольких
работах было показано, что из нерастворившего-
ся костного порошка может быть выделена до-
полнительная ДНК после повторной инкубации
осадка с новой порцией ЭДТА [96–98].

Интересные результаты были получены в экс-
периментах по исследованию процессов взаимо-
действия ДНК с гидроксиапатитом – основным
компонентом кости. Было показано, что макси-
мальное количество связанной с гидроксиапати-
том ДНК высвобождается после кратковременной
(от 15 мин до 2 ч) обработки материала раствором
ЭДТА, инкубация длительностью более 4 ч позво-
ляет получить значительно меньшее количество
ДНК, а спустя 7 ч от начала инкубации ДНК со-
всем не детектируется в растворе. Предполагают,
что при длительной инкубации происходит повтор-
ное связывание ДНК с гидроксиапатитом после на-
сыщения раствора комплексами Ca–ЭДТА [17].

ЭДТА – не единственный агент, который мо-
жет быть использован для декальцинирования
костного материала. В одной из первых работ по
выделению ДНК из древних костей их декальцини-
рование проводили с помощью концентрирован-
ной соляной кислоты [7]. Для этих же целей потен-
циально могут быть использованы ЭГТА (EGTA,
ethylene-glycol-ether-diaminetetra-acetic acid), CDTA
(1,2 cyclohexane-diaminetetra-acetic acid), лимон-
ная кислота [99]. Эксперименты, проведенные на
зубах, показали, что ЭГТА эффективнее, чем ЭДТА,
растворяет кальций из дентина при терапии зуб-
ных каналов в стоматологии за счет более быстро-
го по сравнению с ЭДТА связывания им кальция
[100, 101]. В недавней работе по исследованию
древней ДНК раствор, содержащий ЭГТА, был
успешно использован для выделения ДНК из зуба
[45], что также подтверждает перспективность его
использования в палеогенетических исследова-
ниях.

Среди альтернативных растворов для лизиса
костной ткани, наиболее часто используемых для
выделения ДНК из древних костей, – растворы,
содержащие гуанидинтиоционат натрия (GuSCN)
или трис-буферный солевой раствор (табл. 1). В
случае последнего для успешного лизиса, так же
как и при использовании, например, фосфатного
буфера, требуется добавление протеиназы К, необ-
ходимой для расщепления белков и высвобождения
связанной с ними ДНК [70, 83]. Гуанидинтиоцио-
нат натрия является сильным денатурирующим бе-
лок агентом, способным денатурировать не только

растворенные белки, но и белки, связанные с гид-
роксиапатитом кости. Предполагается также, что
он, как и фосфат, может напрямую вытеснять
ДНК из гидроксиапатитного матрикса кости [70].
Благодаря этим его свойствам растворы на основе
гуанидинтиоционата достаточно широко приме-
няются в палеогеномных исследованиях [75, 76].

В целом, учитывая тот факт, что ДНК в древ-
них костях связана как с минеральным компо-
нентом кости, так и с белковым, наиболее эффек-
тивными являются растворы, способствующие
высвобождению ДНК из обеих фракций. Несмот-
ря на то что была показана возможность получе-
ния ДНК путем полной деминерализации кости
[73], максимальный выход древней ДНК при ее
выделении из костных фрагментов возможен
только при комбинации в составе раствора для
лизиса двух компонентов: одного – для растворе-
ния кальция и второго – для расщепления белков.
При этом условия проведения лизиса костного ма-
териала (в первую очередь время и температура)
должны быть подобраны таким образом, чтобы ми-
нимизировать фрагментацию ДНК во время про-
ведении этой процедуры.

Очистка ДНК
После экстракции ДНК из кости в раствор ее

дальнейшую очистку проводят преимущественно
двумя основными способами: с помощью класси-
ческого фенол-хлороформного метода или с ис-
пользованием силики (silica, диоксид кремния,
SiO2). Силика обладает способностью эффективно
связывать на своей поверхности молекулы ДНК,
которые далее в связанном состоянии удобно
очищать как от компонентов лизирующего рас-
твора, так и от других соединений, которые могут
ингибировать последующие ферментативные ре-
акции [102]. В случае использования больших
объемов лизирующего раствора, необходимых для
успешной деминерализации кости, перед даль-
нейшей очисткой проводят концентрирование рас-
твора ДНК, например с помощью концентрирую-
щих колонок Amicon-30 [28, 79, 103] или преци-
питируют ДНК изопропанолом [84]. Необходимо
заметить, что при выборе концентрирующих ко-
лонок важное значение имеет размер фрагментов
ДНК, который ожидается получить и который
необходим для проведения дальнейшего анализа.
Например, при исследовании останков гейдель-
бергского человека (Sima de los Huesos) длина
фрагментов эндогенной ДНК не превышала 45 пн
[98]. Фрагменты ДНК такого размера могут быть
полностью потеряны, если проводить выделение
ДНК с использованием, например, концентриру-
ющих колонок Amicon-30, размер пор которых
может быть слишком большим для коротких
фрагментов. В случае подобной сильно фрагмен-
тированной древней ДНК необходимо либо ис-
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пользовать мембраны с меньшим размером пор,
либо, как было сделано авторами работы [98], ис-
пользовать другой метод очистки ДНК.

Преципитация 2-изопропанолом – один из
наиболее дешевых и простых способов получения
ДНК из лизирующего раствора [83, 84], позволя-
ющий быстро очистить ДНК от ингибиторов для
последующих реакций. Однако из-за потенци-
ально малого количества ДНК, которое, как пра-
вило, удается выделить из костных останков, су-
ществует вероятность потери ДНК во время оса-
ждения. Проблема может быть частично решена,
например, добавлением в раствор РНКового но-
сителя, который может позволить получить визу-
ализируемый осадок ДНК после преципитации,
однако не увеличивает общий выход ДНК [104].

Силика (SiO2) эффективно связывает все фор-
мы ДНК (двуцепочечная, одноцепочечная, коль-
цевая) даже в минимальных количествах. Перво-
начально метод выделения ДНК с применением
силики был основан на связывании ДНК с сили-
кой в растворе [81]. Позже многие коммерческие
фирмы разработали так называемые “центрифуж-
ные колоноки”, в которых силика нанесена на
специальную мембрану [74, 82]. Первое успешное
выделение ДНК из костной ткани с использова-
нием колонок фирмы “Qiagen” с силикой было
проведено в 1998 г. в рамках генетической экспер-
тизы предполагаемых останков царской семьи
Романовых [105]. Использование таких колонок
значительно удобнее, чем применение растворов,
содержащих силику, а специальные буферные со-
ставы, предлагаемые исследователями и фирма-
ми-производителями колонок, позволяют прово-
дить очистку и даже отбор фрагментов ДНК нуж-
ного размера. Размер фрагментов ДНК, которые
могут быть связаны соответствующими колонками,
является критически важным параметром, кото-
рый необходимо учитывать при выборе колонок с
силикой для очистки коротких фрагментов древ-
ней ДНК. Многочисленные модификации метода,
в основе которого лежит использование силики,
предлагают различные составы растворов для
связывания ДНК с силикой и для последующей
ее отмывки и элюции [42, 74, 75, 106–109], в том
числе готовые решения для автоматизации про-
цесса очистки [110].

На данный момент нет универсального способа
эффективного выделения древней ДНК. Целая се-
рия недавних работ посвящена сравнению различ-
ных методов выделения ДНК из костных останков.
Для сравнения используют не только лабораторные
протоколы, но и готовые коммерческие наборы, в
том числе рекомендованные для использования в
криминалистике. Так, например, сравнительные
исследования показали большую эффективность
выделения ДНК с использованием силики (silica-
based метод) на колонках по сравнению со стан-

дартной фенол-хлороформной очисткой [111]. Тем
не менее выделение ДНК с использованием фе-
нол-хлороформа может быть успешным в случае
использования костей хорошей сохранности, а
также для мумифицированных и мягких тканей
[19, 73]. Обработка костного порошка гипохлори-
том натрия позволяет эффективно удалить конта-
минацию и получить доступ к ДНК, находящейся
в кристаллических агрегатах, не подверженных
воздействию гипохлорита натрия [112]. Исполь-
зование лизирующего буфера PrepFiler BTA из
коммерческого набора производства фирмы
Thermo Fischer Scientific дает возможность значи-
тельно снизить время лизиса костной ткани: 2 ч
вместо более чем 12 ч, рекомендуемых при ис-
пользовании ЭДТА [113].

В настоящее время многие коммерческие
фирмы предлагают свои решения для выделения
ДНК из костного материала, которые могут быть
использованы как для анализа древней ДНК, так
и в области криминалистики, а существующее
оборудование позволяет автоматизировать про-
цесс выделения ДНК из костей. Одним из пер-
спективных и широко используемых в кримина-
листике коммерческих наборов для выделения
ДНК из костей является PrepFiler™ BTA Forensic
DNA Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). По-
сле быстрого лизиса со специальным буфером
ДНК, высвобожденную из кости в раствор, связы-
вают с магнитными частицами, покрытыми сили-
кой, что позволяет минимизировать потери ДНК.
Важным преимуществом данного набора является
то, что эффективность связывания с магнитными
частицами не зависит от размера фрагментов ДНК,
таким образом удается избежать потерь очень ко-
ротких фрагментов, характерных для древней
ДНК. Набор реагентов DNA Investigator Kit (Qiagen),
а также другие колонки этого производителя дав-
но успешно используются в палеогенетических
лабораториях благодаря своем удобству –
очиcтка ДНК происходит на силике, связанной с
мембраной колонки [107]. Следует, однако, заме-
тить, что эффективность связывания ДНК с ко-
лонками Qiagen (как и в целом с силикой) напря-
мую зависит от состава и уровня pH связывающего
раствора, поэтому крайне важно при работе с
древним костным материалом контролировать
эти параметры, в частности использовать специ-
альные растворы, рекомендованные фирмой для
очистки очень коротких фрагментов ДНК (менее
70 пн). Кроме того, необходимо минимизировать
возможные потери коротких фрагментов ДНК
при центрифугировании, проводя связывание
ДНК с мембраной и ее отмывку на невысоких
скоростях центрифугирования. Недавно на рын-
ке появился набор FSC Casework kit (Promega),
позволяющий проводить эффективный лизис
костного порошка всего за два часа и в полуавто-
матическом режиме выделять ДНК из костей
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[114], что может быть востребовано при проведе-
нии масштабных популяционных палеогенетиче-
ских исследований.

ГЕНОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ
ДРЕВНЕЙ ДНК

Анализ выделенной ДНК

Проведение любых экспериментов с выделен-
ной ДНК обычно требует проведения ее каче-
ственной и количественной оценки, чтобы опре-
делить необходимый для той или иной реакции
объем полученного препарата ДНК. В ранних ра-
ботах, когда для выделения ДНК использовали
достаточно крупные фрагменты костей или зубов
(до нескольких грамм), такая оценка была воз-
можна электрофоретическими или спектрофлуо-
риметрическими методами. В последние годы но-
вые технологии выделения ДНК позволяют про-
водить экстракцию ДНК из минимальных
количеств костных останков – от 9 мг [61]. Выде-
ленную из таких количеств костного материала
ДНК зачастую невозможно оценить стандартны-
ми количественными методами. В этом случае
возможна качественная оценка ДНК, например с
использованием высокочувствительных капилляр-
ных анализаторов (рис. 3). Некоторые исследовате-
ли предлагают не проводить никаких оценок ДНК,
выделенной из 10–50 мг ткани, а напрямую ис-

пользовать ее, например для приготовления ге-
номных библиотек для секвенирования [115], а
оценку аутентичности полученной ДНК проводить
уже по результатам секвенирования по наличию
“древних усов” (рис. 4) – характерной для древней
ДНК картине деградации ДНК, обусловленной за-
менами цитозина на тимин преимущественно на
концах фрагментов древней ДНК [116].

ДНК-модификации и репарация древней ДНК

Присутствие характерных для древней ДНК
модификаций может быть использовано не толь-
ко для проверки аутентичности выделенной ДНК
(рис. 4). В случае высокого уровня контаминации
древнего образца современными молекулами ДНК
наличие специфичных C>T замен в анализируе-
мых фрагментах является маркером того, что дан-
ные фрагменты принадлежат древнему образцу, а
не являются современной контаминацией. Такой
подход был успешно использован, например, при
исследовании геномов неандертальцев – перед
проведением геномного анализа из всех получен-
ных в результате секвенирования и картирования
на референсный геном коротких последователь-
ностей ДНК отбирали только те, которые содер-
жат на концах “древние” замены C>T [117–119]. С
другой стороны, такой тип модификаций древней
ДНК может потенциально приводить к ошибкам

Рис. 3. Профиль длин фрагментов, характерный для древней ДНК, оцененный с использованием Bioanalyzer 2100
(Agilent), собственные данные. а – ДНК, выделенная из каменистой кости (II–V в. н.э.), содержит преимущественно ко-
роткие фрагменты древней эндогенной ДНК длиной менее 200 пн; б – ДНК, выделенная из зуба скифа (III–IV в. до н.э.),
содержит только очень короткие фрагменты ДНК менее 100 пн; в – ДНК, выделенная из височной кости скифа (IV в.
до н.э.), наряду с короткими фрагментами древней эндогенной ДНК (менее 100 пн) содержит высокомолекулярные
(более 1000 пн) фрагменты, наиболее вероятно соответствующие бактериальному загрязнению образца; г – негатив-
ный контроль выделения ДНК, должен использоваться при каждой экстракции ДНК. Фрагменты размером 35 и 10380 пн
соответствуют маркеру длин ДНК.
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при непосредственном определении последова-
тельности древней ДНК и анализе мутаций [120].
Чтобы уменьшить число таких ошибок, было
предложено использовать специальные ферменты,
узнающие урацилы, которые появляются в древней
ДНК в результате дезаминирования цитозина.
Применение фермента урацил-ДНК-гликозилазы
(UDG) позволяет удалить модифицированные ос-
нования из молекулы ДНК, а последующее ис-
пользование эндонуклеазы VIII (Endo VIII) при-
водит к разрезанию молекулы ДНК в сайте, где
был удален нуклеотид [121, 122], альтернативный
результат может быть получен при использовании
готовой смеси двух ферментов, например смеси
USER (New England Biolabs). Таким образом удает-
ся понизить число потенциальных ложноположи-
тельных замен C>T в последовательности древней
ДНК. Главным недостатком такого способа устра-
нения ошибок секвенирования является то, что
эндонуклеаза способствует еще большей фраг-
ментации исходно коротких фрагментов древней
ДНК. Кроме того, удаление этих “древних” меток
делает практически невозможным анализ аутен-
тичности древней ДНК – после обработки ДНК
значительно уменьшается размер “древних усов”
в анализируемых фрагментах ДНК. Для решения
такой проблемы при анализе древних образцов
следует проводить анализ как нативной ДНК, со-
держащей “древние” замены C>T, – для подтвер-
ждения ее аутентичности, так и ДНК, обработан-
ной урацил-ДНК-гликозилазой – для снижения
вероятности ошибки при определении последо-
вательности ДНК. Протокол частичного удале-
ния урацилов [122], включающий использование
ингибитора урацил-ДНК-гликозилазы и позво-
ляющий сохранить “древние” замены только на
концах последовательностей, также может быть
эффективно использован при анализе древней
ДНК. В последние годы все более широкое при-
менение для репарации древней ДНК находят
смеси ферментов, которые позволяют проводить
не только репарацию дезаминированных цитози-

нов в древней ДНК, но и удалять ряд других мо-
дификаций ДНК, которые потенциально могут
вносить ошибки в результаты геномного анализа,
например смеси ферментов FFPE DNA Repair
Mix [123, 124] и PreCR MIX [125, 126] производ-
ства New England Biolabs (табл. 2).

Приготовление фрагментных библиотек
и секвенирование

Технология масштабного параллельного се-
квенирования имеет несколько преимуществ по
сравнению с другими методами секвенирования
применительно к анализу древней ДНК. Во-пер-
вых, в рамках одного эксперимента возможно
определение последовательности нуклеотидов
всех фрагментов ДНК, которые были выделены
из древнего (в том числе костного) материала. Это
дает возможность анализировать даже молекулы
ДНК, присутствующие в минорном количестве в
полученном препарате древней ДНК. Во-вторых, в
отличие от классических технологий секвенирова-
ния масштабное параллельное секвенирование
позволяет определять последовательности экстре-
мально коротких фрагментов ДНК – длиной всего
несколько нуклеотидов. Это дает возможность
проведения геномного анализа для образцов,
ДНК в которых сильно фрагментирована, и се-
квенирование которых было практически невоз-
можно методом Сенгера.

Основной целью при подготовке ДНК для глу-
бокого секвенирования является добавление к
концам фрагментов ДНК специальных адаптер-
ных последовательностей, необходимых для отжи-
га праймера, с которого будет происходить ампли-
фикация ДНК при секвенировании. В последние
годы был разработан целый ряд подходов для
приготовления геномных библиотек из древней
ДНК [127]. Среди них наиболее эффективным яв-
ляется метод, основанный на использовании одно-
цепочечных фрагментов ДНК [115, 128]. В общих
чертах он заключается в том, что перед приготов-

Рис. 4. Повышение частоты замен C>T (красная кривая на рисунке) к концам фрагментов ДНК, характерное для древ-
ней ДНК. Результаты получены с помощью программного пакета MapDamage2 [116] с использованием данных геном-
ного секвенирования ДНК из костных останков скифского захоронения IV в. до н.э.
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лением геномных библиотек ДНК денатурируют
нагреванием для получения одноцепочечных фраг-
ментов, и далее адаптерные последовательности
лигируют к каждой одноцепочечной молекуле. Та-
кой подход позволяет значительно повысить ко-
личество информативных последовательностей
ДНК, поскольку в случае повреждения одной из
цепей, что характерно для древней ДНК, компле-
ментарная ей цепь остается пригодна для анализа
(значительная часть фрагментов древней ДНК,
содержащих одноцепочечные разрывы, при ис-
пользовании двуцепочечной ДНК для приготовле-
ния геномных будет потеряна) [115, 128]. Модифи-
кация данного протокола, основанного на одноце-
почечной ДНК, также дает возможность на этапе
приготовления библиотек селективно отбирать из
тотального препарата ДНК только древние фраг-
менты, в которых присутствуют специфичные для
древней ДНК модификации [129].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, за более чем 30 лет исследования
ДНК из древних костных останков был наработан
огромный методологический материал, позволя-
ющий успешно извлекать ДНК и исследовать
уникальный археологический материал, геном-
ный анализ которого дает новую, недоступную
ранее информацию об истории человеческих по-
пуляций, их возникновении, исчезновении и ми-
грациях. Палеогеномные исследования требуют
аккуратного и скрупулезного планирования всех
этапов работы, от выбора образцов для анализа (в
том числе при проведении археологических раско-
пок) до интерпретации полученных результатов ис-
следования. Нами рассмотрены существующие ме-
тоды выделения древней ДНК, используемые при
исследовании костных останков человека, предло-
жены направления их модификации и адаптации

для использования в полногеномном анализе, а
также сделан обзор подходов для проведения ге-
номного анализа этой ДНК с помощью масштаб-
ного параллельного секвенирования. Большин-
ство методов может быть успешно адаптировано
для анализа других археологических находок, с
учетом специфики и анатомии. По мере совершен-
ствования методологий все более древние образцы
становятся доступными для проведения генетиче-
ских исследований, а новые данные в области ис-
следования древней ДНК обязательно внесут свой
вклад в понимание исторических и эволюцион-
ных процессов прошлого.
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The emergence and development of a next generation sequencing methods has opened up new perspectives
in the study of ancient organisms, including extinct ones. Bone remains from archaeological and museum
collections often can be the only source of information about ancient species and populations. In this review
we discuss the features of human bone tissue, and the advantages and disadvantages of bone material as a
source of DNA for the genomic analysis of ancient people. Here we present new methodological approaches
for DNA extraction from ancient human bone remains and its preparation for large-scale parallel sequencing,
as well as prospects in a new interdisciplinary field – paleogenomics.
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