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古代食谱重建是目前国际考古学研究的热点之一#随着研究的深入!传统基于骨骼提取出骨胶原

蛋白进行分析的方法逐渐凸显出一定的局限性#尤其是在考察先民食物结构和营养等级等方面!针对蛋白

大分子获得的同位素信息!无法排除一些内在或外在因素的影响!因而常会引导我们做出错误的判断#因

此!发展一种能进一步提高古代食谱研究准确率和分辨率的新方法!是当前科技考古研究的迫切需求#不同

于大分子蛋白!氨基酸能在更细微的层面提供有机体和生态环境中有机代谢过程中多方面的信息!在生物

考古领域内具有极大的应用潜力#以北非突尼斯迦太基凡达里奇墓地出土的人和动物样品为例$遗址年代约

在公元
?

世纪中期至
>

世纪早期%!进行基于骨胶原和单分子氨基酸的稳定同位素分析工作#对
"-

个人和
!

具动物考古样品提取骨胶原!并进一步进行酸水解"衍生化等操作!通过气相色谱$

KN

%与同位素质谱

$

Z\@.

%串联技术!开展特定化合物同位素分析#研究结果揭示了该遗址先民的食谱特征!以
N

*

类食物为

主#重点考察了该遗址先民饮食中的蛋白摄入情况!结果表明该遗址先民饮食摄入有大量的动物蛋白!且不

同个体存在较大差异#最后!通过对骨胶原和氨基酸分析结果所得结论的比较!证实基于单分子氨基酸的氮

同位素分析对个体营养级位置的准确判断具有较大的优势#研究结果为深入研究我国古代先民食物结构差

异和人群分化等问题提供了新的思路和依据#研究证实基于单分子氨基酸的同位素分析!将是显著提高古

代食谱重建分辨率的有力手段!呼吁未来在我国考古材料中开展大量相关研究#
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近年来!考古遗址出土的人和动物骨骼逐渐得到了越来

越多考古学家的重视#除了传统体质人类学"形态学等工作

的开展!更多自然学科!包括古
M(8

"古蛋白学"地球化学

等方法的介入!极大的丰富了考古学相关研究#这其中!针

对人和动物骨骼提取的骨胶原进行的稳定同位素分析是重建

古代先民食谱!古营养以及古环境的重要手段)

"

*

#

在考古学中!一般以人骨胶原的
+

"?

(

值高于同一个考

古学地点的草食性动物骨胶原的
+

"?

(

值的程度!来估算人

类营养位置或动物蛋白在人类饮食中的比例)

#

*

#这些基于骨

胶原的稳定同位素分析!整合了样品中所有含氮实体!尽管

可以提供很多信息!但也存在一定的问题#这些大分子的
+

"?

(

值常受到多种因素的影响#例如!当研究个体受到疾病"

创伤"生长过快"饥饿"怀孕等各种生理压力的影响时!其

氮的代谢会出现异常!因此会导致我们做出错误的判断)

*

*

#

在一些特殊的环境下!如干旱地区!动植物的
+

"?

(

含量

异常丰富!这就使得基于氮同位素的营养位置解释变得模棱

两可)

!

*

#同时!农作物的施肥也会对动植物的
+

"?

(

值产生极

大影响)

?

*

#这种对农作物
+

"?

(

值的影响会导致食用施肥作

物的人的骨胶原
+

"?

(

值远高于食用未经施肥农作物的草食

动物的骨胶原
+

"?

(

值!从而导致对饮食中动物蛋白摄入的

高估#

鉴于此!对考古学而言!目前急需一种更有力的手段精

细对古代食谱的研究#而基于单分子氨基酸的同位素分析技

术可在分子水平上对胶原蛋白进行分析!并能克服大分子同

位素固有的不确定性!对古代先民营养级位置进行准确评

估!展现了极大的潜力可用于古代食谱的重建研究#

本研究对考古遗址出土的人和动物骨骼开展基于单分子



氨基酸氮同位素分析的尝试性研究!以期能获取古代先民精

确的营养级信息!了解古代先民食物结构差异!从而为进一

步讨论人类等级分化!社会阶层出现等考古学问题提供新的

见解#
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实验部分

)*)

!

样品及考古遗址背景

选取突尼斯迦太基城凡达里奇墓地出土的人和动物骨

骼!共计
"!

例样品!其中人骨骨骼
"-

具!动物样品
!

具!详

细取样信息见表
"

#该遗址位于北非突尼斯迦太基城北城墙

外向西
#--G

处!根据墓葬出土陶器和钱币特征!推测该墓

地的使用年代在
?

世纪中期至
>

世纪早期!为迦太基汪达尔

时期的墓葬群)

>

*

#

!!

样品的年龄估计和性别判定由体质人类学的标准方法确

定)

O

*

#实验选择肋骨和长骨碎片进行胶原蛋白提取和同位素

分析#动物遗骸!包括牛!猪!羊等种属!用作同位素基线!

便于与人类结果进行比较#

表
)

!

突尼斯迦太基城凡达里奇墓地出土人和动物样品信息
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实验编号 墓葬编号 种属 骨骼类型 性别 年龄 取样重量+
G

`

骨胶原质量+
G

`

骨胶原提取率+
R

8h.-" @NQ-"

人 颅骨碎片 未知
"#

!

#? #?O', *'* "'*

8h.-? @N,Q#"

人 左锁骨 未知
*

!

? #>?'O #"'> ,'"

8h."" @N,,O

人 左肱骨 男性
*?a #?!'? "O'" >'O

8h."> @N,,#*

人 左腓骨 女性
"O

!

#? #?"'# ?'O #'*

8h.#* @N,,>

人 右腓骨 未知
",a #??'> "Q'Q O',

8h.#? @N,,""

人 左胫骨 未知
Q

!

"> #!> -'> -'#

8h.#O @N,QO

人 右胫骨 女性
"O

!

#? #!?'? "'* -'?

8h.*> @N,Q#

人 右腓骨 男性
"?

!

#- #O,', ?'Q #'"

8h.*O @N,Q?

人 左肱骨 女性
#>

!

*? #!O'> ?'* #'"

8h.!" @NQ-",

人 右腓骨 女性
#?a #?O'" ?'* #'"

8h."-* @N,,?

羊 腓骨
F F *?,', #!'! >',

8h."-? @N,,O

羊 胫骨
F F *O*'# "?'? !'#

8h.""O @N,,O

牛 掌骨
F F *O"'# #', -',

8h."#" @N,,"#

猪 趾骨
F F *,> *', "'-

)*$

!

样品处理

每个个体称取
*--

!

?--G

`

骨样!喷砂枪去除骨样表面

污染后!

?k

下置于
-'?G%&

&

Y

F"

XN&

溶液浸泡!每隔
#

!

*

7

换新鲜酸液!直至骨样松软"无明显气泡为止#再用去离

子水洗至中性!在
-'-"G%&

&

Y

F"的
XN&

溶液下
O-k

明胶

化
!,_

!热滤!经过
@9&&9

)

%2/8G90%6h&125d9&1/2

超滤后收

集分子量
#

*-f

的溶液!冷冻干燥!收集明胶化的骨胶原#

最后称重!计算胶原蛋白提取率#

骨胶原水解根据文献中描述的方法进行改进)

,

*

#称取约

"'-G

`

胶原蛋白并加入
-'?GY>( XN&

!

""-k

加热
#-_

!

将胶原蛋白水解成单个氨基酸#水解后!将溶液在
>-k

氮

气下吹干!加入
#--

#

Y-'"(XN&

!

F>-k

下保存#我们在

N%22

等提出的
(+

乙酰基异丙基酯$

(8ZV

%衍生化方法上进行

了较小的修改)

Q

*

#用
"',GY

乙酸乙酯将样品提取到
KN

样

品瓶中!并在冰箱$

! k

%中放置过夜#室温下吹干后!将

(8ZV

重新溶解在二氯甲烷中并调节至所需体积#每个样品

中加入正亮氨酸$

?--

#

Y

!

-'#G

`

&

GY

F"

%作为内标#

)*B

!

方法

样品骨胶原
N

和
(

元素含量及稳定同位素的测试仪器

为
:&53_[8#""#

元素分析仪串联
C_/2G%+:9669

`

56M/&15

cV

稳定同位素质谱仪#

单分子氨基酸氮同位素比值在通过
KNN%G;<319%6

,

接口与
M/&15$ V&<3

同位素比质谱仪$

C_/2G%.09/619d90

%

$

KN+N+Z\@.

%连接的
8

`

9&/61>,Q-(

气相色谱仪上进行)

"-

*

#

测样采用序列样品!由一个标准样品!两个质量控制样

品和四至五个样品组成#每个样品的报告值是一式三份测定

的平均
+

"?

(

值#与这些三次重复分析相关的平均误差为

-'>

!

#衍生氨基酸标准品的平均误差为
j-'Qu

#

#

!

结果与讨论

!!

所有样品的骨胶原蛋白提取率均
#

"R

!原子
NI(

在

#'Q

!

*'>

之间!保存质量良好#样品骨胶原稳定碳"氮同位

素与单分子氨基酸氮同位素分析结果详见表
#

#对样品骨胶

原
+

"*

N

和
+

"?

(

绘制散点图!如图
"

所示#

!!

四个陆生动物的
+

"*

N

值在
F#-'Ou

!

F#"'Qu

之间!

+

"?

(

值在
>'"u

!

,'*u

!相差不大#牛和羊的
+

"?

(

值较为

接近!体现了较为明显的食草类动物特性#猪的
+

"?

(

值较牛

和羊高近
#u

!猪是杂食性动物!其可能摄入了一定量动物

蛋白而导致其氮同位素值有所富集#

"-

个人的
+

"*

N

值均值

为
F"Q'>uj-'?u

!分布在
F",',u

!

F#-'Qu

之间!这说

明该遗址居民主要以
N

*

类食物为主#人的
+

"?

(

值平均值为

""'"uj"'*u

!较高的
+

"?

(

值表明该遗址先民饮食摄入有

大量的动物蛋白#

+

"?

(

值在
,'Ou

!

"*u

之间!表明不同个

体存在较大差异!最高的个体与最低的个体
+

"?

(

值相差

*'*u

!显示先民在肉食资源的获取方式上显著不同#个体

>Q*
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8<3-"

具有明显最高
+

"?

(

值
"*u

!有可能摄取了一定比例

的水生+海洋蛋白!但也无法排除是否由其他高
(

背景值的

地区迁徙而来的可能#

表
$

!

骨胶原稳定同位素及单分子氨基酸同位素测试结果

6.@E5$

!

J1EC,8020

D

,:,930;7.2,09.9F.7,90.:,F89,2;0

-

59,8020

D

,:;581E2803417.9.9F3.19.E8.7

D

E58

实验编号 种属
RN R( N

+

(

+

"*

N

+

u

+

"?

(

+

u

+

"?

(

V_/

+

u

+

"?

(

K&<

+

u CV

88

8h.-"

人
**'- ""'! *'! F"Q'> "*'- Q'Q ">'? *'-

8h.-?

人
!*', "?'* *'* F#-'! ""'# "- "?', #'Q

8h.""

人
!!', "?'Q *'* F",'Q ""'> "-'O "?'O #'>

8h.">

人
!*', "!'* *'> F#-'Q ,'O "-'O ""'- #'"

8h.#*

人
!"'- "!'* *'* F",'Q ,'Q "-'* "!'" #'>

8h.#?

人
!?'- "?'? *'! F"Q'Q Q'O "-'" "!'* #'O

8h.#O

人
!*'O "?'! *'* F"Q'? "#'" Q', "> #'Q

8h.*>

人
!#', "!', *'! F"Q'# "-'> "-'" ">'O *'-

8h.*O

人
!!'" "?'> *'* F"Q', "#'" Q'? ">'! *'-

8h.!"

人
!*'> "?'> *'* F",', "#'> "-'! ">'# #'Q

8h."-*

羊
!,'" ">'! *'* F#"'O >'" F F F

8h."-?

羊
!#'? "!'Q *'* F#-'O >'> ""'# ,', "',

8h.""O

牛
,'? ">'* *'* F#"'Q >'* Q'! Q'# #'-

8h."#"

猪
>', #*'* *'* F#"'Q ,'* "-', ""'* #'"

图
)

!

狄奥多西墓地出土人和动物样品

骨胶原碳-氮同位素值散点图

+,

-

*)

!

J1EC:0EE.

-

59

#

)B

Z.9F

#

)?

T;581E283;07245Z.;24.

-

5

A.9F.E,::57525;

/

!

619,8,.

!!

在骨胶原的
#-

种氨基酸中!我们获得了
!

种必要氨基

酸 $苯丙氨酸"缬氨酸"亮氨酸和赖氨酸%$

V_/

!

$5&

!

Y/<

!

Y

4

3

%和
O

种非必要氨基酸$丙氨酸"甘氨酸"丝氨酸"脯氨

酸!羟脯氨酸"天冬氨酸和谷氨酸%$

8&5

!

K&

4

!

./2

!

V2%

!

X

4)

!

83A

!

K&A

%#图
#

所示具有代表性的样品$

8<3"-?

(羊%

的色谱保留时间图#所有氨基酸均通过气相色谱进行基线分

离!由于本研究主要考察两种氨基酸$苯丙氨酸和谷氨酸%的

氮同位素值!所以仅在此报道
+

"?

(

)

_/

和
+

"?

(

K&<

值#

!!

人和动物的
+

"?

(

)

_/

在
Q'!u

!

"-'Ou

之间!平均值为

"-'?uj-'Ou

!并不存在明显不同#这表明!人和陆生动物

的食物源相似!因为苯丙氨酸的
+

"?

(

值在食物和消费者间

的富集非常小!仅
-'!u

#而
+

"?

(

K&<

值差异显著!在
,',u

!

">'Ou

间!均值为
"!uj#'?u

#根据实验室饲喂实验和田

间生态研究的结果!

+

"?

(

K&<

值随着营养级升高而递增)

""

*

#在

陆地生态系统中!

N

*

类植物和
N

!

类植物
'

"?

(

K&<+V_/

值具有显

著差异!一般
N

*

类植物在
F,'!u

左右!而
N

!

类植物在

-'!u

左右#不同生态系统中有机体的营养级位置可基于特

定的方程而进行量化)

"#

*

#其中!陆地
N

*

类生态系统的计算

方程式可表达为

图
$

!

代表性#

%18)<?

!羊$样品的色谱分离及保留时间图

+,

-

*$

!

U5

D

;58592.2,H5KZ#Z#(USL:4;07.20

-

;.7840G,9

-

245,9F,H,F1.E@095:0EE.

-

59.7,90

.:,F885

D

.;.25F.9F;52592,092,758

$

L.7

D

E5

(

%18)<?

!

8455

D

%

CV

88

D

$$

+

"?

(

K&<

F+

"?

(

V_/

a

,'!

%+

O'>

%

a

"

)

"*

*

!!

基于上述公式对个体营养级的判断相比于全组分骨胶原

氮同位素比值具有更大的优势!因为他们无需利用初级生产

者!即食物网基底的植物的
+

"?

(

进行表征!而是利用了单个

生物体内两个氨基酸之间的同位素间距#因此!通过关注这

些特殊的氨基酸!即可更精确的估算每种生物营养级位置并
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重建食物网结构#根据陆地
N

*

类生态系统的计算方程式!

对本遗址样品进行营养级位置估算!并对每个样本绘制

+

"?

(

)

_/

和
+

"?

(

K&<

交叉参数分布图#详见图
*

#

图
B

!

人和动物样品苯丙氨酸和谷氨酸的

氮同位素值散点图
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!!

可以看出!食草类动物牛和羊的营养级位置在
#

左右

$牛为
#'-

!羊稍低为
"',

%!符合生物学预期的营养级位置#

猪的营养级位置在
#'"

!仅微高于食草类动物!表明猪的饮

食中蛋白的成分应该非常少#人的营养级位置从
#'-

到
*'-

!

个体间差异较大#

"

个个体$

8<3">

%具有最低的数值
#'"

!落

于食草动物和猪的数值间!表明该个体应处于营养级的最低

端!基本没有动物性蛋白的摄入#绝大多数个体营养

级位于
#'Q

左右!表明这群个体摄入了相当高的肉食资源!

图
>

!

人和动物样品营养级位置与骨胶原氮

同位素值散点图
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D
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位于陆生生态系统食物链的顶端#有
#

!

*

个个体在
#'>

!

#'O

间!表明这些个体摄入的肉食蛋白比例相对低于其他个

体$除
8<3">

%#

!!

将利用
+

"?

(

V_/

和
+

"?

(

K&<

值计算出的营养级位置与应到

个体骨胶原稳定氮同位素值进行对比$见图
!

%#以个体
8<3"

和
8<3*>

为例!其
+

"?

(

值分别为
"*u

和
"-'>u

!相差近

#'!u

#若仅用骨胶原
+

"?

(

值对其蛋白摄入情况进行判断!

会认为这两个个体对肉食资源的摄取可能存在一定的差异#

然而其苯丙氨酸和谷氨酸的氮同位素值表明其在营养级中都

处于相同的位置
#'Q

#而
8<3">

和
8<3#*

两个个体则存在正

好相反的情况#这两个个体具有非常接近的骨胶原
+

"?

(

值!

分别为
,'Ou

和
,'Qu

!暗示其应该有着相似的蛋白摄入#然

而单分子氨基酸氮同位素
+

"?

(

V_/

和
+

"?

(

K&<

值表明!其处于营

养级的不同位置!

#'-

和
#'>

!即对肉食蛋白的摄入存在显著

差异#

8<3">

个体为单纯的素食者!而
8<3#*

个体摄入了相

当量的动物性蛋白#

根据骨胶原
+

"?

(

值对营养级情况进行的判断与由单分

子氨基酸
+

"?

(

V_/

和
+

"?

(

K&<

值得出的结果存在一定程度的差

异#前文所讲!骨胶原
+

"?

(

值是个体组成所有氨基酸
+

"?

(

值的整合!而个体间由于生理代谢或其他原因造成的差异往

往被抵消!得不到应有的体现)

"!

*

#因此!仅利用骨胶原
+

"?

(

值分析个体蛋白摄入情况及判断其营养级位置可能会与个体

真实的情况有较大的出入#以往的研究中!很多不同社会等

级或不同性别"贫富差距的人群间!其骨胶原
+

"?

(

值并没有

发现显著不同)

"?

*

#而本研究结果表明!仅利用骨胶原
+

"?

(

值可能在一定程度上忽略了个体食谱结构的差异!从而导致

先民食谱的均一性#本研究结果对探寻人群食谱差异的研究

提供了新的思路和证据!利用基于单分子氨基酸的同位素分

析将提供个体更为准确的营养级位置信息!进一步提高对不

同人群食谱结构差异研究的分辨率#

*

!

结
!

论

!!

通过对突尼斯迦太基凡达里奇墓地出土人和动物骨骼进

行骨胶原稳定碳氮同位素和单分子氨基酸同位素分析#研究

表明!利用单分子氨基酸氮同位素比值对古代先民所处营养

级位置能做出更为准确的判断!在揭示古代人类食谱差异上

具有不可比拟的优势#对考古遗址出土人和动物骨骼开展该

分析将极大提高古代食谱重建工作的分辨率!为精细化研究

古代人群及社会提供重要依据#
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