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一、工作简况（包括任务来源、协作单位、主要工作过程、主要起草人所做的工作）

1.任务来源
根据国家重点研发计划项目《青藏高原古代人群演化和考古文化谱系研究》（2021YFC1523600）课题1《青藏高原东部地区人群遗传历史研究》（2021YFC1523601）的任务要求，需制订考古出土遗存的古DNA数据质量评估方法的标准，由中国科学院古脊椎动物与古人类研究所承担《考古出土遗存的古DNA数据质量评估方法》标准的制订工作。

2024年7月12日，《国家文物局办公室关于同意<城墙变形监测规范>等6个项目列入2024年度文物保护行业标准制修订计划的通知》（办科函〔2024〕660号）将《考古出土遗存的古DNA数据质量评估方法》列为文物保护行业标准制修订计划，计划编号WW2024-003-T，由全国文物保护标准化技术委员会（SAC/TC 289）提出并归口。

2.协作单位
无。

3.主要工作过程
（1）预研阶段

2021年11月～2021年12月，接到标准起草任务后，古脊椎动物与古人类研究所成立了标准起草工作组，并就标准起草工作任务进行了分解部署。

2021年12月～2022年3月，起草工作组在梳理总结本实验室古DNA数据质量评估方法和工作流程的基础上，广泛开展了国内外相关标准、文献资料的收集与调研工作。工作组成员广泛调研了国内外古DNA研究相关的法律法规、现行相关标准GB/T 35537—2017 高通量基因测序结果评价要求等，查阅国际标准化组织 (ISO) 和其他标准化机构的相关文档，了解到国内外暂无关于古DNA数据质量评估的相关标准。同时，标准起草工作组调研了领域内的相关文献和重大会议纪要，如第三届中国考古学大会人类骨骼考古专业委员会研讨会纪要等，与古DNA研究领域的专家进行了探讨，参加了相关行业研讨会，了解了目前其他实验室采用古DNA数据质量评估方法及工作流程的异同，进一步明确领域内最新进展和需求。

2022年4月～2022年8月，起草工作组在前期工作的基础上，根据标准编制要求提出了本标准的类型、制订思路和制订原则，确定了标准的框架结构和主要技术内容等，制定了明确的时间表以及项目管理和监督机制。按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》编制完成第一版标准草案《古DNA研究的数据评估指南》，并于9月进行第一次立项申报。

（2）立项阶段

2022年9月，全国文物保护标准化技术委员会组织专家对第一版标准草案进行立项评审，参会评审专家建议进一步规范标准文件并明确评估内容，同时提出草案应给出具体评估方法或者方法建议。

2022年10月～2023年8月，起草工作组针对专家所给出的意见，召开标准内部研讨会，对标准进行了补充和完善。包括：

①学习标准化文件的撰写规范并进行相关培训，完善规范了标准化文件结构和内容；

②将原来的指南标准草案《古DNA研究的数据评估指南》改为方法标准草案《古DNA数据评估方法》，调整内容；

③对现生新鲜样本高通量测序的50余项相关标准进行了梳理，比较了现生样本与古代样本数据质量评估及相关指标的异同。

2023年9月～2023年10月，起草工作组组织召开标准专家咨询会，就标准主要内容及专家建议进行多次研讨。标准起草工作组多次请标准化专家对标准草案和编制说明进行指导，根据标准专家的反馈和建议逐一修改，包括：
①增加了古DNA数据评估的具体方法；

②补充了评估报告和评估结论等相关内容；

③进一步参考标准书写规范，对文件的格式及细节进行修改和完善。起草组进过多轮修改完善形成了《古DNA数据评估方法》标准草案稿，进行第二次立项申报。

2023年11月～2024年2月，向国内相关领域崔银秋、宁超、袁靖等专家老师咨询，根据建议和意见进行了修改。主要包括：

①对于用语的严谨性的问题，草案组进行了修改和规范；

②对于古DNA损伤程度，UDG处理与否的指标数值争议问题，草案组进行整合简化，用DNA末端是否具有C→T或G→A比例增加的趋势，来评估是否具有古DNA特征。

2024年2月～2024年3月，根据同行专家意见进一步完善标准草案稿和编制说明，并于3月31日前将申报材料报送文标委秘书处。

2024年7月，立项申报通过。

（3） 起草阶段

2024年7月，规划召开项目启动会和内审会并进行前期准备。

2024年8月～2024年9月，根据立项评审专家建议修改标准草案题目，指定是“考古出土遗存”的古DNA，并将“数据”改为“数据质量”，即将原来的《古DNA数据评估方法》修改为《考古出土遗存的古DNA数据质量评估方法》。
2024年9月5日，组织召开内审会，参会的崔银秋、唐炜、王立延、宁超、王轲等专家组成员从标准的科学性、规范性等方面对标准草案提出修改建议，主要修改意见有：

①完善标准名称的英文翻译；

②“片段长度”、“序列长度”等术语等前后文统一问题；

③表述中较为模糊的定性语言，改为更为通顺统一的表述方式；

④技术方面不够准确的表述问题，如在“序列比对”中“使用具有以下功能的软件去除重复片段”，对软件功能的描述由原来的“能识别在构建测序文库中，PCR扩增反应过程中出现其他非真实变异的碱基错误”改为“能识别在构建测序文库中，由PCR扩增产生的重复片段”，避免引起歧义。
4.主要起草人所做的工作

主要起草人：付巧妹、刘逸宸、冯晓恬、平婉菁、李珂、白帆、王文君，分工如下：

付巧妹：第一起草人，基于古DNA领域研究需求和古DNA数据特征，负责设计构建数据评估标准化流程和制定验证关键技术参数的决定性工作，包括数据处理标准步骤和古DNA特异性特征甄别方法的起草等。

刘逸宸：以专业的研究背景为依托，负责数据评估标准文稿讨论修订和建议性指导等。

冯晓恬：依据第一起草人指导意见，负责数据评估标准化流程的细化落实，起草标准文本与相关立项文件等。

平婉菁：负责组织统筹、项目推进，相关立项文件起草和文稿审核修改等。

李珂、白帆：负责标准相关行业调研，根据标准编制要求修改标准文本和编制说明等。

王文君：负责意见收集、整理等，协助起草各项材料等。

二、标准编制原则和确定标准主要内容（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则等）的依据；修订标准时，应增列新旧标准水平的对比

1．标准编制原则

（1）科学性。本文件给出了三个古DNA数据质量评估内容，即片段长度、损伤程度、污染程度，并采用在业界广泛认可并使用的界限阈值，遵循了国际认可的研究方法和标准，以确保古DNA数据质量评估方法的科学性和合理性。

（2）可操作性。本文件给定了明确且具体的古DNA数据质量评估的内容和流程，评估方法简单，容易理解，用于评估的指标容易通过生物信息学软件分析获取，使更多团队掌握古DNA数据质量评估方法，适用性和可操作性强，便于使用和推广。

（3）可重复性。本文件给出的古DNA数据质量评估方法具有可重复性和可验证性，在不同实验室之间能够产生一致的结果，便于相关行业人员能够验证和重复方法。

（4）规范性。本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草，符合标准化文件的结构、起草原则和表述规则、编排格式。遵照我国相关法律、法规、规章和技术标准。

2．主要内容及其确定依据
（1）本文件主要给定了古DNA数据质量的评估方法，包括数据处理和指标判定。数据处理是对古DNA数据进行预处理，包括数据质量分析、质量控制和序列比对；指标判定是对古DNA数据真实性的评估判定，包括片段长度、损伤程度、污染程度，并给出了评估结论及后续指导建议。

（2）确定依据

1）数据处理

受环境等因素的影响，古DNA数据的质量千差万别。对古DNA数据进行预处理，以保证后续处理及分析的合理、准确和有效。

①由于古代样本DNA的提取过程可能受到外源污染，且在建库测序过程中，可能存在测序错误，故先统计古DNA数据相关质量指标，根据数据质量分析结果制定相应的策略。

②接头是人工引入的将目标测序片段连接到测序平台上的一段已知的短核苷酸序列，它不属于目标测序片段内源的DNA序列，故在分析时应去除接头。低质量碱基以及过短的片段长度会对序列比对、组装拼接及后续的评估过程产生影响，故应对古DNA数据进行质量控制。

③质控后的古DNA数据进行比对并去重。由于古DNA的特殊性，沿用现代DNA比对参数会造成许多序列信息的丢失，故需通过使用针对古DNA的参数，对错误率等参数进行限定来提高比对的准确率。比对后，由于在PCR扩增阶段引入重复片段，宜去除重复片段，以避免对后续评估产生影响。

2）评估数据

古DNA数据质量评估的三个内容，是根据古DNA片段短、内源DNA含量低、具有末端损伤等特性确定的。一般古DNA片段长度小于100 bp，但片段长度过短会影响后续拼接、组装和比对，故需过滤过短的片段长度。污染程度可以表现内源DNA含量。损伤程度是区别古DNA和现代DNA数据的代表性指标之一，一般用末端C→T的错配比例代表。

三、主要试验（或验证）的分析，综述报告，技术经济论证，预期的经济效果

1.验证和技术分析
（1）关于古DNA相关技术

国内外领域对古DNA及其数据的认识是一个不断修正和提升的过程。1984年，希古奇（R. Higuchi）等运用分子克隆技术获取已灭绝动物斑驴的线粒体DNA序列，其数据被用于分析该灭绝物种与现存斑马等之间的遗传关系，这是国际公认的古DNA研究开端。然而，由于技术的落后和对古DNA特征认识的不足，早期许多研究中获得的古DNA数据在后来都被证实大多来自外界的污染，且大部分结果不可重复。

随着二代测序技术的诞生，对古DNA的提取及其数据的分析研究迎来了高速发展的时代。第二代测序技术能够测得的序列片段较短，这与古DNA短片段的特征相似，因此科研人员能够运用生物信息学工具，在常规DNA数据处理流程的基础上，针对古DNA的特殊性不断改进、优化现有的常规处理流程，即通过生物信息技术在古DNA原始测序数据进行质控、组装、筛选和分析，来获得更真实、可靠的古DNA数据。

随着科研人员在古DNA数据质量评估方面不断累积经验，尤其针对古DNA的特殊性在后续处理步骤、同一步骤的不同工具运用效果及参数选择等方面日趋完善，领域内逐渐形成普遍认可的古DNA数据质量评估流程。

（2）关于古DNA的特征

1）古DNA的片段长度通常较短。在活细胞内，DNA维持其完整性是通过酶促修复过程来实现的。然而，一旦生物体死亡，内源性核酸酶如溶酶体核酸酶以及自然环境中的微生物迅速开始降解DNA。只有在特定条件下，如快速干燥、低温或高盐浓度，核酸酶才会在DNA分子降解为单核苷酸之前被破坏或失活。因此，古代DNA从亚化石和化石遗骸中提取时，通常呈现出较短的片段，这使得对古代DNA进行分析和测序变得更加具有挑战性。

2）古代样本中的内源DNA含量少，外源污染多。这是因为从地下埋藏的古代样品中提取DNA时，容易受到外界环境的干扰。采样和处理操作可能引入现代DNA或其他外源DNA，因此研究人员需要采取严格的措施来减少这些污染的影响。外源污染的存在增加了鉴别和分离古代DNA的难度，古代样品内源DNA占比较少。

3）古DNA分子常常具有损伤。随着时间的推移，DNA分子逐渐受到氧化、背景辐射和其他水解过程的影响，导致DNA分子的不稳定性和断裂。这些末端损伤可以导致在PCR和测序过程中引入错误，如C→T和G→A的变化。因此，在分析古DNA时，需要考虑到这些损伤并采用适当的方法来纠正或降低其影响。

（3）关于古DNA数据的真实性

古DNA数据的真实性是古DNA研究中至关重要的问题，数据的准确性直接影响到研究的科学可信度和结论的有效性。通过生物信息学分析，可以对古DNA数据的真实性的进行评估，包括对数据进行比对以验证其来源，检测可能的污染或外源DNA的存在，以及DNA的损伤程度。起草组对于本标准名称的确定反复考量，就“古DNA数据真实性的评估方法”和“古DNA数据评估方法”两个标准名称进行反复讨论。由于古DNA数据的“真实性”源于“authenticity”一词，常在科技论文中提及，但考虑作为标准，应使用约定俗成的术语，且对古DNA数据进行评估，即是对其真实性的评估，因而无需重复提及“真实性”，故在工作组讨论稿中选定“古DNA数据评估方法”作为标准名称。立项后又根据专家建议，在标准名称中指定是“考古出土遗存”的古DNA，并将“数据”改为“数据质量”，最终在征求意见稿中将标准名称定为“考古出土遗存的古DNA数据质量评估方法”。

（4）关于古DNA数据质量评估指标的选择

本文件在基于文献、经验数据以及实验测试数据多方统计基础上，推荐使用古DNA片段长度、损伤程度、污染程度等指标作为古DNA数据质量的评估标准。片段长度过短会影响后续拼接、组装和比对等，因此必须对这一指标加以规范。损伤程度是古DNA数据真实性的代表性指标之一，而现代DNA和古DNA的明显差别之一就是在于其损伤情况，因此选择损伤程度作为指标进行评估是毫无争议的。污染程度可以表现内源DNA含量，其对古DNA数据真实性具有重要意义。对于所选择的评价指标具体指标值的设定，在本文件成稿过程中也被反复斟酌考量。因此，本文件通过实际的测试结果，综合比较分析制定了此标准。

1）片段长度：由于DNA降解，古DNA呈现出高度碎片化特征。降解情况的差异以及DNA提取的方法均可影响最终得到的古DNA片段的长度。一般来说，典型的古DNA片段的平均长度（DNA片段平均长度=匹配到参考序列的去重片段长度之和/匹配到参考序列的去重片段数量）小于100bp，长度分布主要在40bp至80bp，过短的序列会在后续的比对中造成较多的错误比对，故片段长度应大于等于25 bp。

2）损伤程度：由于长期埋藏过程中的生化作用，古DNA片段5'末端容易出现胞嘧啶（C）脱氨基反应成尿嘧啶（U），尿嘧啶（U）被DNA聚合酶读成胸腺嘧啶（T），经过扩增和测序，最终在DNA片段中出现C→T的错配变化。这种错配发生在DNA片段末端区域的概率更高，使得古DNA片段末端C→T的错配比例增加。因此，胞嘧啶（C）脱氨基是典型的古DNA损伤特征之一，也是鉴别样本数据是否主要来源于古DNA的重要判断标准之一。需要注意的是，有些古DNA文库构建的实验步骤，如尿嘧啶DNA糖基酶处理（full UDG/half UDG treatment），会全部或者部分的移除尿嘧啶，使最终测序数据上观察到的C→T的错配比例会发生改变，即C→T仅出现在片段最末端的一个碱基中。但无论后续实验是否选择使用UDG（尿嘧啶DNA糖基酶）处理，均能获取未经UDG处理的古DNA数据，故以未经UDG处理的古DNA数据作为古DNA损伤评判标准，其DNA片段末端应呈现C→T的错配比例增加的趋势。另外，由于构建文库的类型不同，若构建单链文库，古DNA片段往往呈现出5'末端C→T的比例增加，若构建双链文库，则会有互补链，其互补链3'末端也会出现G→A的错配比例增加。因此，本文件根据未经UDG处理的古DNA数据末端碱基变化情况来评估古DNA损伤程度，即要求5'端呈现出C→T的错配上升的趋势，若为双链文库，则其互补链的3'末端出现G→A的错配比例增加的趋势。

3）污染程度：古DNA样品距今年代久远，且在发掘和试验过程中很容易引入现代DNA的污染，宜检测单拷贝序列的杂合度，如人和动物的线粒体DNA或雄性中X染色体来评估古DNA污染程度，污染物通常会表现出不同的比例。根据国内外大量文献资料、调研结果以及丰富的实验室经验总结，经过序列比对的古DNA数据，仍然存在其近缘物种的遗传物质污染的可能，因此需将样本的近缘物种或全球各地区人类的遗传物质作为潜在的污染源序列，将单拷贝序列匹配至潜在的污染源序列上。经过多方验证和测试后，得出的古DNA数据能够用于后续分析，其杂合度比例应控制在小于5%。

2. 预期效果
本文件可应用于古生物学、遗传学等领域，支撑古DNA数据更好地在各领域落地应用，指导数据处理者开展古DNA数据质量评估工作，并能根据数据评估报告给出下一步处理方向，以确保古DNA数据的真实性和可靠性。本文件的制定对古DNA研究领域有着重要的理论指导和实践意义。

四、采用国际标准和国外先进标准的程度，以及与国际、国外同类标准水平的对比情况，或与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况
国际、国外无相关标准。
五、与有关的现行法律法规和强制性国家标准的关系，以及与基础通用标准、同级和上级标准、系列标准等相关标准的协调性

本文件与现行法律、法规以及相关标准不存在冲突与矛盾。

与GB/T 35537—2017 高通量基因测序结果评价要求、GB/T 40664—2021 用于高通量测序的核酸类样本质量控制通用要求和GA/T 1693—2020 法庭科学 DNA二代测序检验规范等标准相比，本文件的评估数据类型不同，为古代样本DNA数据的评估。而已有相关标准的评估对象为新鲜样本的高通量测序数据，其不具有古DNA数据的特殊性，如末端损伤等，故本文件中的数据评估指标体系也与其他行业部门标准有明显差异。本文件的数据评估内容，主要依据国内外文献、经验数据以及实验测试数据多方统计，设置有针对性的古DNA数据质量评估指标，而其他部门或科研单位的指标则针对现代生物新鲜样本的高通量测序数据，不具有古DNA数据真实性的评估特点，难以满足古DNA相关领域的需求。

六、重大分歧意见的处理经过和依据

无。
七、标准作为强制性国家标准或推荐性国家/行业标准的建议

建议作为推荐性行业标准。
八、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法等内容）本文件规定的考古出土遗存的古DNA数据质量评估方法，将为生命科学、文物保护、考古等领域的生产和科研活动提供准则和指南，为全国古DNA研究单位提供了有效指导，使各行业在应用本文件时有标可依，便于企业、领域内或交叉领域的相关单位使用。建议在人类遗骸、动物骸骨、土壤沉积物等考古出土遗存中获取的古DNA数据中使用，要求古DNA数据评估相关人员学习和掌握本文件，在古DNA数据真实性评估中应用并做好应用效果的反馈工作。建议在本行业标准发布后立即实施。

九、废止现行有关标准的建议

无。
十、其他应予说明的事项

无。



