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古代白令陆桥饮食的多元稳定同位素分析

卡林·霍夫曼 本·波特 霍莉·J. 麦金尼 茑屋拓美 布鲁斯·P. 芬尼  
布莱恩·M. 肯普 埃里克·J. 巴特林 马修·J. 伍勒 迈克尔·巴克利  

凯西·T. 克拉克 杰西卡·J. 约翰逊 布列塔尼·L. 宾厄姆  
弗朗索瓦·B. 拉诺埃 罗伯特·A. 萨特勒 约书亚·D. 鲁瑟 a 

（王丽英 宋志强译 任晓莹译校）

摘 要： 最早的美洲原住民经常被描绘成大型动物狩猎者

（megafaunal specialists），抑或被刻画成食谱广泛的觅食者，对

此问题的争议不能仅仅通过研究动物遗骸来判定。稳定同位素分

析可以直接揭示个体饮食状况，我们对阿拉斯加太阳河上游遗址

（USR）的两个古白令（Ancient Beringian）婴儿（距今约 11500

年）进行了多组织同位素分析。胎儿骨转换模型与季节性敏感类群

结合起来表明，USR 婴儿骨胶原的碳和氮同位素组成可以反映其

母亲在夏季的饮食。通过必需氨基酸（essential amino acids）和骨

生物磷灰石（bone bioapatite）的碳同位素分析，然后与动物同位

素数据相结合，我们发现，尽管陆地资源在母亲的饮食中占据主导

地位，但鲑鱼（Oncorhynchus keta）也是重要的食物来源。牙釉

质样本显示，在春季和夏季，鲑鱼的食用量增加。我们的分析结果

既不支持古白令人是标准的大型动物猎食者，也不支持他们是广谱

（broad-spectrum）觅食者的说法，但可以表明古白令人饮食结构的

复杂性和季节  性。

关键词：古代美洲原住民 饮食结构 多元稳定同位素分析

a  卡林·霍夫曼与本·波特为本文共同第一作者和共同通讯作者，两人对本文的贡献

相 等。译文为国家社科基金重点项目“爱斯基摩史前史与考古学研究”（项目编号：

18AKG001）的阶段性成果。
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一、引  言

美洲最早居民的生存策略仍然是一个有争议的问题，这些族群被描述为

大型动物猎食者或广谱觅食者（T. A. Surovell and N. M. Waguespack 2009：

77—105；M. D. Cannon and D. J. Meltzer 2008：5—17）。解决这个问题是搞

清楚这一大陆最初殖民、迁徙路径和定居的关键。考古学的动物群落分析对

于阐明饮食的广泛性是必不可少的，但并不能完全解决这一问题，因为这

些动物群落的组成可能受到诸多其他因素的影响（E. J. Reitz and E. S. Wing 

1999）。相比之下，人类遗骸的稳定同位素分析作为一个强有力的工具，不

仅可以直接量化古代饮食，还可以揭示个体饮食来源（M. P. Richards 2020：

125—148）。太阳河上游（Upward Sun River，下文中统一简称 USR）遗址的

两个婴儿的遗骸，是在白令陆桥东部发现的最早的人类遗骸，这两具遗骸为

利用稳定同位素分析研究古代美洲原住民饮食提供了难得的机  会。

在阿拉斯加中部的 USR 遗址的同一墓穴中发现了两名女婴骸骨，其时

间可追溯至距今 11500 年前（校准年 BP）（B. A. Potter et al. 2014：17060—

17065）。 年 龄 较 大 的（日 出 女 婴 Xach’itee’aanenh T’eede Gaay 或 USR1）

是 一 个 新 生 婴 儿（约 3 到 4 周 ）， 较 小 的（黎 明 暮 色 女 婴 łkaanenh T’eede 

Gaay 或 USR2）是一个孕晚期流产的胎儿（B. A. Potter et al. 2014：17060—

170655）。基因分析表明，这两个婴儿属于已知的美洲原住民两个基本分支的

其中一支，即古白令人（Ancient Beringians）（J. V. Moreno-Mayar et al. 2018：
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203—207）。这两个婴儿属于不同的母系谱系（分属 C1b 和 B2 亚组）（J. C. 

Tackney et al. 2015：13833—13838），为了解其母亲的饮食，更广泛地说，为

了解更新世—全新世过渡时期古白令人的饮食，提供了两个独立的窗口。USR

和婴儿被划归到德纳里组合（Denali Complex），这是 12500 至 6000 年前白

令陆桥东部普遍存在的文化群体（B. A. Potter et al. 2014：17060—170655）。

我们对 USR 婴儿的多组织进行稳定同位素分析，同时以该地区一系列的

动物考古的比较数据为基础，包括大型陆地食草动物（野牛和马鹿）、小型猎

物（野兔、地松鼠和松鸡）、鲑鱼和淡水白鱼（表 S1 至 S4 和图 S1），以建立

其母亲的饮食模型。北美更新世晚期的人类遗骸极为罕见，迄今为止，还没

有人利用区域古动物标本进行同位素分析来研究这一时期的饮食。

为全面了解饮食，我们分析了多种组织，因为它们可以反映不同的饮食

成分：（i）大量骨胶原的碳、氮稳定同位素值（δ13C、δ15N）；（ii）骨胶原中

一种必需氨基酸（EAAs）的 δ13C 值（化合物特异性同位素分析）；（iii）骨

生 物 磷 灰 石（bone bioapatite）δ13C 值，（iv） 牙 釉 质 δ13C 值。 膳 食 蛋 白 质

来源信息反映在（i）和（ii）中，全膳食碳源（碳水化合物、脂类和蛋白

质）反映在（iii）和（iv）（M. P. Richards 2020：125—143；E. C. Webb et al. 

2017：28—44；S. H. Ambrose and L. Norr 1993：1—37） 中。 因 为 USR2 在

出生前已死亡，而 USR1 可能在出生后不久死亡，尽管我们认为妊娠或母乳

喂养对同位素值可能产生影响，但他们的组织的同位素组成依然能够反映出

在这些组织形成期间，即妊娠期的母亲的饮食（M. P. Richards et al. 2002：

205—210；B. T. Fuller et al. 2006：279—293）。

根据多种指标分析，包括季节性敏感的动植物分类群（浆果、未成年

和成年地鼠、鲑鱼）的分析，我们推测这两个婴儿的死亡时间为 8 月初（表

S5）。为了确定 USR1 和 USR2 的骨组织所反映的饮食信息，我们建立了胎儿

骨胶原和矿物质周转率模  型。

二、结  果

（一）产前骨同位素组成反映了母亲的近期饮食

我们建立的胎儿骨组织转换模型表明，在妊娠期间骨胶原和矿物质的转

换率很快（表 S6 和图 S2）。例如，对于孕 40 周的婴儿，大约 17% 的现有骨

胶原在前一周形成（原文图 2，译文图 1）。将周转模型应用于 USR 婴儿表明，
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绝大多数（约 70%）的骨胶原是在孕期的最后 5 到 8 周合成的（表 S7）。根据

推测出的死亡时间，婴儿的骨组织将在很大程度上反映其母亲在夏季的饮  食。

我们假设在子宫内形成的骨胶原反映了母亲的饮食，因为胎儿通过胎盘

从母亲的血液中获取营养。然而，母亲和胎儿骨胶原同位素值是否相同，这

一问题尚未解决（L. M. Reynard and N. Tuross 2015：618—625）。为解答这

个问题，我们将营养鉴别因子（trophic discrimination factors）的方差参数

（TDFs；食物来源和消费者组织之间同位素值的变化）纳入混合模型，并通

过测试这一模型对不同 TDFs 的敏感性来解决模型的不确定  性。

（二）陆地资源占主导地位，但鲑鱼在母亲的饮食中也很重要

我们以图表（D. L. Phillips and J. W. Gregg 2003：261—269）和贝叶斯多

源混合模型（MixSIAR）（B. C. Stock et al. 2018）分析了人类和该地区古代

动物群的大量骨胶原同位素数据，以估算 USR1 和 USR2 各自母亲的膳食蛋

白质来源（原文图 3 和 4，译文图 2 和 3 以及表 S8 和 S9）。USR 婴儿的骨胶

原蛋白的 δ13C 值相同（–18.4‰），但 USR1 的骨胶原蛋白 δ15N 值（9.1‰）略

高于 USR2（8.7‰）（表 S2），这可能反映了哺乳的开始，哺乳导致 15N 在组

织中富集（B. T. Fuller et al. 2006：279—293）。以 USR2 的 δ15N 值作为产前

基线，我们估测，假设 USR1 的骨生长和重塑正常，母乳喂养可以将 15N 值

最大提高 3.0%（B. T. Fuller et al. 2006：279—293；T. Tsutaya and M. Yoneda 

图 1 特定年龄在孕早期形成的骨胶原比例。对于孕 33 周（GW）的胎儿，64% 的现有胶

原蛋白是在前 4 周（30—33 周）形成的，而对于新生儿（40 GW），55% 的骨胶原是在前

4 周形成的。对于出生后 3 周（PW）的新生儿，26% 的骨胶原形成于前 4 周，68% 形成

于前 8 周。胎儿骨胶原的估算是基于一种新的骨胶原转换模型（表 S6 和 S7）；新生儿骨胶

原估算是基于先前发布的模型（T. Tsutaya and M. Yoneda 2013）。
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2013），那么在哺乳期的 3 到 4 周内，将有 0.4‰ 的轻微骨胶原富  集。

婴儿和动物的 δ15N 和 δ13C 值（原文图 3，译文图 2，A 和 B）的双标图

显示，婴儿同位素值位于动物同位素值（校正后的 TDFs）限定的饮食混合区

间内（校正后 TDF），表明他们的同位素组成可以通过母亲饮食中的混合食物

来源阐释（D. L. Phillips and J. W. Gregg 2003：261—269）。婴儿同位素值与

经 TDF 校正的陆地动物（野牛、马鹿和小型猎物）的同位素值接近，表明这

些资源中的一种或多种对母亲的饮食有很大贡献。然而，婴儿的 δ13C 值高于

陆地食物来源（和白鲑），这表明富含 13C 的食物源，鲑鱼，肯定是两个母亲

的饮食的一部分。此外，包括更罕见的次生动物的图表显示，如果没有鲑鱼，

图 2 USR 婴儿和区域动物区系的骨胶原 δ13C 和 δ15N 值。小型猎物一般是野兔、地松

鼠和松鸡 / 雷鸟。（A）骨胶原原始 δ13C 和 δ15N 值。鲑鱼（P/H）包括可追溯到更新世末

期 / 全新世早期的标本；鲑鱼（LH）包括可以追溯到全新世晚期的标本。（B）等空间图

（Isospace plot）显示的动物区系平均 δ13C 和 δ15N TDFs 修正值计算为：δ13CTDF-corrected = 
δ13Ccollagen + 1.1‰（±0.2‰）δ15NTDF-corrected = δ15Ncollagen + 3.8‰（±1.1‰） （H. Bocherens et. 
al. 2015：211—228）。源误差条显示 ±1 SD［下面的计算结合源和 TDF SD（B. C. Stock 
and B. X. Semmens 2016）］。鲑鱼包括 P/H 和 LH 标  本。
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没有其他食物来源可以解释婴儿同位素特征中 13C 和 15N 富集情况（图 S3）。

USR1 和 USR2 的贝叶斯混合模型（Bayesian mixing model）结果表明，

尽管他们的母亲从陆地资源中获得了大部分的膳食蛋白质，但鲑鱼也贡献了

相当大的比例，淡水鱼的贡献可以忽略不计（原文图 4A，译文图 3A 和表

S9）。USR1 的平均膳食贡献估计为：62±8% 陆地资源（野牛、马鹿和小型

猎物的后验聚合）、32±6% 鲑鱼和 6±5% 淡水白鲑。USR2 的结果非常类似，

平均估计 65±8% 的陆地资源、30±7% 的鲑鱼和 5±4% 的淡水白鲑。三类

食物来源的贝叶斯置信区间（CIs）为 95%，表明不存在仅由陆地食物源组成

的饮食方案（表 S9）。所有置信区间为 95% 的饮食方案中至少含有 16% 的鲑

鱼，尽管在这个区间内不含有白鲑。当考虑到三种主要资源类别（陆地资源、

鲑鱼和白鲑）时，混合模型的性能指标很强，比例贡献估计相对受限，后验

分布狭窄，与先验分布有差异，表明饮食贡献估算是可信的，并有同位素数

据支持（原文图 4，译文图 3，A 和 B）（B. C. Stock et al. 2018；D. L. Phillips 

et al. 2014：823—835）。然而，混合模型的输出并不能明确解决离散陆地资源

的相对重要性，因为野牛、马鹿和小型猎物的贡献估算存在高度的不确定性

（表 S9 和图 S4）。

图 3 基于婴儿骨胶原 δ13C 和 δ15N 值的 USR 母亲饮食模型。利用贝叶斯多源混合模型，

通过 5 种食物源（野牛、马鹿、小型猎物、鲑鱼和白鲑）、2 种生物示踪剂（δ13Ccollagen 和

δ15Ncollagen）来准确估算食物来源对外部饮食的贡献率。陆地动物是野牛、马鹿和小型猎物

的后验聚集。（A）箱线图显示预估贡献的中位数（中线）、50% 置信区间（CI）（箱边缘）

和 95% 置信区间 CI（误差线）。（B）USR1（颜色较深）和 USR2（颜色较浅）的源贡献

的后验分布（彩色）叠加在先验分布（灰色）上。先验未提供狄利克雷详情（5 种原始源

的权重相  等）。
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考虑到氮稳定同位素 TDF（∆15N）估算的不确定性，我们检验了混合

模型贡献估值对不同量级的 ∆15N 敏感性。我们设定模型的 ∆15N = 3.8‰，将

∆15N 调整幅度设为 1‰，调整区间设为 2.8‰ 到 5.8‰。我们发现，陆地资

源、鲑鱼和白鲑的平均贡献估值对 ∆15N 的变化相当稳定（表 S10）。例如，

∆15N 每增加 1‰，鲑鱼的平均贡献估值仅减少约 5 个百分  点。

（三）氨基酸和生物磷灰石 δ13C 值支持陆地和海洋来源的混合饮食

我们测量了几种骨胶原 EAAs 的稳定碳同位素组成（表 S11）。由于动

物不能自己合成 EAAs，它们的碳来自膳食蛋白质，可以反映出处于食物网

底层的初级生产源的稳定碳同位素组成（T. Larsen et al. 2013）。此外，单

体氨基酸（individual amino acid）δ13C 值可以标准化，以控制同位素值的基

线变化，从而可以比较来自不同地区或不同时期的人类群体的饮食（N. V. 

Honch et al. 2012：495—511）。在此，我们使用两个标准化的 EAA 膳食标记

物（dietary markers），∆13CVal-Phe 与 ∆13CLys-Phe，这是根据已公布的数据计算得

出的，来区分以海洋和陆地饮食为主的个体（原文图 5，译文图 4 和表 S12）

［由（N. V. Honch et al. 2012：495—511；E. C. Webb et al. 2015：104—114）

修改］。两类个体之间存在明显的差异，海洋和淡水饮食个体的 ∆13CVal-Phe 与

∆13CLys-Phe 值高于陆地饮食个体，且所有的值没有重叠。这些差异与在藻类和

植物中发现的差异相似，而藻类和植物分别是水生食物网和陆地食物网底部

的初级生产者。USR 婴儿的 ∆13CVal-Phe 与 ∆13CLys-Phe 值介于陆地饮食和海洋性

饮食人群的值之间，如果其母亲的饮食是基于陆地哺乳动物和鲑鱼的组合，

则符合预  期。

我们还测量了 USR1 骨生物磷灰石的稳定碳同位素组成，值为 –15.5‰。

采 用 傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱（Fourier transform infrared spectroscopy） 对 生

物磷灰石样品质量进行了评估（S. J. Garvie-Lok et al. 2004：763—776；M. 

M. Beasley 2014：16—22），评估结果显示，碳酸盐—磷酸盐比（carbonate-to-

phosphate）（0.28）和红外分裂因子（2.6）等样品质量指标均位于保存完好的

考古样品的参数范围内（M. M. Beasley 2014：16—22）。我们将 δ13Cbioapatite 和

δ13Ccollagen 数值结合起来进一步研究母亲的饮食。来自控制饮食的饲养动物的

实验证据表明，δ13Cbioapatite 和 δ13Ccollagen 分布形成了两条截然不同的回归线，这

取决于蛋白质是来自（i）C3 陆地资源还是（ii）海洋或 C4 陆地资源（A. W. 

Froehle et al. 2010：2662—2670）。因为 C4 植物在亚北极地区极为罕见（M. J. 
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Wooller 2007：318—331），我们认为第二条回归线反映了海洋饮食。USR1 相

关值位于两条蛋白回归线之间，但更接近 C3 陆地蛋白线（图 S5），与基于骨

胶原 δ13C 和 δ15N 值的混合模型估算结果非常一  致。

USR1 的 δ13Cbioapatite 和 δ13Ccollagen 差 值（∆13Cbioapatite-collagen） 是 2.9‰， 这 表

明 整 体 饮 食 的 δ13C 值 低 于 膳 食 蛋 白 质 的 δ13C 值（S. H. Ambrose and L. Norr 

1993：1—37）。基于陆地动物的饮食，随着饮食中消耗的脂质部分 13C 的增加，

∆13Cbioapatite-collagen 预计会缩小，当脂质占常量营养素的 50% 时，预测差值在 3‰

左右（R. Fernandes 2012：291—301）。总的来说，USR 的 ∆13Cbioapatite-collagen 的差

值表明动物脂肪数量较高，这与根据其他测算指标的饮食推断一致，并进一

步表明饮食中含有大量大型哺乳动物，大型动物的全身脂肪比例远高于小型

哺乳动物（L. Cordain 2000：682—692）。

图 4 与陆地、海洋和淡水蛋白质消费者相比，USR 婴儿的骨胶原 EAA δ13C 饮食标记物。

比较值是根据已发表的数据计算得出的（表 S12）（T. Larsen et al. 2013；N. V. Honch et 
al. 2012：495—511； E. C. Webb et al. 2015：104—114； K. Choy et al. 2010：6093—6111； 
M. Raghavan et al. 2010：541—548； E. C. Webb et al. 2018：1—18）。∆13CVal-Phe=δ13Cvaline – 
δ13Cphenylalanine 与 ∆13CLys-Phe = δ13Clysine – δ13Cphenylalanine。同时将初级生产者的值也展示出来。

PP，初级生产者；FWPC，淡水蛋白质消费者；MPC，海洋蛋白质消费者；TPC，陆地蛋

白质消费  者。
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（四）连续的牙釉质样本表明，在夏季，鲑鱼的消耗量有所增加

牙釉质是逐渐形成的，一旦形成就不会被重塑，因此对该组织的连续样

本进行同位素分析可以检测出牙齿形成过程中饮食的变化（M. Balasse 2002：

155—165）。对于 USR1，我们从上颌第二乳切牙（di2）中取样牙釉质，该切

牙在妊娠 17 周左右开始形成（P. Mahoney 2012：637—651）。从乳切牙采集

的连续牙釉质样本中，切嵴（incisal section）（形成较早， 2 月 /3—5 月）的

δ13C 值 为—14.2‰， 牙 颈（cervical section）（形 成 较 晚，～ 5—8 月 ） 的 δ13C

值为—13.4‰。USR1 牙釉质 δ13C 值随着时间的推移增加了近 1‰，这表明

在后期发育过程中，母亲的饮食中加入了富含 13C 的鲑鱼，这与塔纳纳盆地

（Tanana basin）现代鲑鱼洄游的时间相一致（B. A. Potter 2008：89—113）。

（五）独立指标（independent proxies）支持以陆地资源为主并混

合鲑鱼的饮食

对塔纳纳盆地同时代遗址的动物考古分析（B. A. Potter 2008：89—113；

B. A. Potter 2013：81—103）和 USR 遗址特有的炉底沉积物同位素分析（K. 

Choy，2016：9757—9762）为古白令饮食提供了独立指标。在所有存在动物

群落的德纳里组合遗址（Denali Complex sites）（n = 16；100% 普遍存在）都

发现了大型哺乳动物（主要是野牛和马鹿），而小型哺乳动物（如地松鼠和野

兔）、鸟类（陆地和水禽）和鱼类只在少数遗址发现（分别为 29%、44% 和

25%）（表 S13 和 S14）（B. A. Potter 2008：89—113；B. A. Potter et al. 2013：

81—103）。在有蹄动物中，野牛（56% 概率）和马鹿（31%）是最常见的，

其次是驯鹿、绵羊（19%）和驼鹿（6%）。一些短期德纳里狩猎营地（short-

term Denali hunting camps），如格斯尔河（Gerstle River）（B. A. Potter 2007：

3—23），以野牛和马鹿为主，武器技术单一，而在德纳里居住营地（Denali 

residential base camps）， 如 USR 和 Broken Mammoth， 动 物 种 类 更 多（表

S14）（B. A. Potter et al. 2014：17060—17065；D. R. Yesner 2001：315—327）。

直到最近，在 USR 组构 3 的德纳里遗址（Denali site）中才证实古印度

人食用鲑鱼（C. M. Halffman 2015：12344—12348）。本文公布了对塔纳纳盆

地第二地点（XBD-318）的鲑鱼遗骸的鉴定情况。鲑鱼标本是从埋藏在黄土

中的考古遗存中鉴定的（B. A. Potter et al. 2007），年代可以直接追溯到距今

12680—12770 年（校正后的年代）（UGAMS-26403；10，830±40 BP）。通过
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DNA 和同位素分析，该样本被确认为溯河产卵的鲑鱼（表 S1 至 S4）。

我们根据骨胶原 δ13C 和 δ15N 值对陆地资源和鲑鱼对饮食的贡献估算结

果，与 USR 的组构 3 中大量灶膛沉积物中脂肪酸的碳稳定同位素分析结果

一致性程度很高（表 S15 和图 S6）（K. Choy 2016：9757—9762）。总的来说，

这一区域的动物考古记录和墓葬中灶膛沉积物化学分析都证实，古白令人饮

食以陆地资源野牛和马鹿为主，辅以鲑鱼、淡水资源和小型猎  物。

三、讨  论

这些基于稳定同位素的古饮食模型提供了一个独特的窗口，可以帮助了

解 11500 年前两个古白令妇女春夏时期的饮食，从而为考古记录中观察到的

数千年的广泛生存模式和短期觅食模式之间提供联系。我们的研究结果表明，

在夏季，USR1 和 USR2 的母亲从陆地食物资源中获得了大部分膳食蛋白质，

但鲑鱼贡献也很大，而淡水鱼在这方面的贡献微弱。鲑鱼很可能只在婴儿生

命的最后 4 到 6 周才作为母亲的食物，与婴儿大部分骨胶原蛋白形成的时间

段相一致，USR1 的牙釉质数据表明，在春夏之际，富含 13C 的来源食物消耗

量增加，可能是鲑  鱼。

目前关于白令陆桥东部更新世末期人群生存和迁徙的模型表明，陆地资

源的可用性，特别是大型动物的可用性，是做出经济和土地利用决策的主要

条件因素（B. A. Potter et al. 2013：81—103）。我们的古饮食模型既没有反

映出这些人是标准意义上的大型动物猎食者，也没有显示出一般意义上的广

谱觅食者。总的来说，这些饮食模型结合了德纳里组合的大型哺乳动物狩猎

站（B. A. Potter 2007：3—23）和类似于 USR 的居住营地（B. A. Potter et al. 

2014：17060—17065）的考古数据，为研究古白令饮食提供了更全面的视角。

我们已经展示了几个独立的饮食指标，包括对多种人体组织和灶膛沉积物脂

肪酸的同位素分析（K. Choy et al. 2016：9757—9762），以及区域动物考古证

据（B. A. Potter 2013：81—103），都支持古白令饮食具有复杂性和季节性。

而这里建立的饮食模型也支持陆地资源在古白令饮食中占首要地位，来自鲑

鱼的同位素证据表明，鲑鱼这种资源在形成迁徙和定居体系方面也发挥重要

作  用。

鲑鱼在历史上是阿拉斯加内陆地区阿萨巴斯卡人（Athabascan）的重要

资源（H. T. Allen 1887），今天仍然如此。一项针对现代阿拉斯加土著居民的
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广泛饮食调查（C. Ballew et al. 2004）发现，塔纳纳地区（Tanana region）的

阿萨巴斯卡人饮食中 24% 的蛋白质来自鲑鱼，这一数字与我们对 11500 年前

生活在该地区的古白令人对鲑鱼的消耗估算非常相  似。

四、材料和方法

（一）考古人类和动物标本

本研究中分析的所有人类和动物骨骼样本见表 S1。所有的样本都来自阿

拉斯加大学北方博物馆现有的永久收藏或研究实验室中正在积极研究的藏  品。

1. USR 婴儿

根据美国阿拉斯加州（土地拥有者）、国家科学基金会（牵头方）、希利

湖部落委员会（联邦认可的部落管理局）以及塔纳纳酋长会议（一个地区性

的非盈利部落联盟）签署的《备忘录》（MOA），对 USR 婴儿遗骸进行挖掘和

分析。各方签署了 MOA 修正案，允许对骨骼遗骸进行破坏性分析，以通过

稳定同位素分析重建饮食，并通过 DNA 分析评估遗传关系。在此对各方的

支持与合作表示感  谢。

关于 USR 婴儿的骨骼和遗传学研究成果已经发表（B. A. Potter 2014： 

17060—17065；J. V. Moreno-Mayar et al. 2018：203—207；J. C. Tackney et 

al. 2015：13833—13838）。线粒体（Mitochondrial）DNA 序列表明，婴儿属

于两个独立的线粒体谱系（mitochondrial lineages）（B2 和 C1b），因此，不

是同一母亲（J. C. Tackney et al. 2015：13833—13838）。全基因组序列数据

表明 USR 婴儿是同父异母或表兄弟姐妹，经过确认两个婴儿是女性（J. V. 

Moreno-Mayar et al. 2018：203—207）。

根 据 骨 测 算，USR1 的 死 亡 年 龄 约 为 出 生 后 6 周，USR2 约 为 孕 33 周

（B. A. Potter 2014： 17060—17065）。根据牙齿发育情况，USR1 估算的年龄

略大（约为出生后 12 周）。根据骨骼和牙齿估算的年龄存在差异，可能是由

于古白令人和制定年龄表所使用的现代欧洲裔人的数据之间的差异造成的，

或者 USR1 骨骼生长可能落后于实际年龄，尽管没有发现明显的骨骼异常或

病变（B. A. Potter 2014： 17060—17065）。牙齿测算法（±4 ～ 13 周）比骨测

算法（± ～ 2 周）在估算年龄时的误差范围更大（B. A. Potter 2014： 17060—

17065；S. J. AlQahtani 2014：70—78）。 鉴 于 两 种 方 法 的 1 西 格 玛（one-

sigma）不确定范围取值重叠 3—4 周左右，我们认为对 USR1 死亡年龄的估算
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是合理  的。

分 别 选 取 USR1 和 USR2 的 单 个 中 肋 骨（middle ribs） 提 取 骨 胶 原。

USR1 的肋骨产生了足够的材料来提取生物磷灰石。此外，对 USR1 的一颗

牙齿（右上颌乳齿侧切牙）的釉质进行了连续取样，用于 δ13C 分析。我们尝

试对 USR2 进行连续牙釉质取样，但样本量太小，无法进行分  析。

2. 动物遗骸

我们选择动物遗骸时，充分考虑到 USR 组构 3 中出现的动物群落（与婴

儿直接相关）和 / 或在区域的更新世末 / 全新世早期普遍存在的动物群落。与

USR 婴儿直接相关的动物遗骸通常烧毁严重，不适合提取胶原蛋白和进行稳

定同位素分析。因此，我们从阿拉斯加州中部塔纳纳盆地的其他考古遗址中

选取动物遗骸，既涵盖 USR 居民使用的潜在动物种群资源，又可以采集食

物来源的同位素变化（表 S1）。我们使用分子分型方法（molecular methods）

（包括 DNA 和 / 或蛋白质指纹法）确认或完善所有鲑鱼和几乎所有有蹄类

动 物 的 分 类 鉴 定（表 S1， S3、S4 和 数 据 文 件 S1）。 为 了 控 制 δ13Ccollagen 和

δ15Ncollagen 在不同实验和研究中的测量差异（W. J. Pestle 2014），本研究中所有

动物标本均采用相同的方法提取胶原蛋白进行分析，除个别标本外，均使用

相同的稳定同位素实验室（表 S2）。

我们考虑了两组动物群落食物来源：（i）主要动物群落，仅包括 USR 组

构 3 中确认的动物（与婴儿直接相关）和 / 或在塔纳纳盆地更新世晚期 / 全新

世早期动物群落中普遍存在的动物（野牛、马鹿、小型动物、鲑鱼和白鲑）；

（ii）次要动物群落，包括 USR 组构 3 中未确认但偶尔出现在该时期动物群

落记录中的类群（驯鹿、绵羊和水禽）（表 S13 和 S14）（B. A. Potter 2014： 

17060—17065； B. A. Potter 2013：81—103）。关于动物群落样本组成的更多

细节，请参阅补充材  料。

（二）选定动物遗骸的 DNA 分类鉴定

1. DNA 提取

所有预聚合酶链反应（PCR）实验都是在俄克拉荷马大学分子人类学和

微生物学研究实验室的古 DNA 设备中进行的。该设备是专门处理老化、降

解，和 / 或低拷贝数的 DNA 样本的。实验室采取预防措施，以减少和监测实

验中污染的产  生。

从每个样本中抽大约 50 毫克或更少的骨骼作为子样本。子样本浸入 6%
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（w/v）的次氯酸钠（sodium hypochlorite）中 4 分钟（J. L. Barta et al. 2013：

340—348）。倒出次氯酸钠，将样本迅速浸入不含 DNA 的纯水（DNA-free 

water）中两  次。

将骨样本转移到 1.5 ml 的试管中，加入 500 μl 浓度为 0.5 mol/L（500 μl 

of 0.5 M）的乙二胺四乙酸（EDTA）溶液，试管在室温下轻轻摇晃 >48 小

时。每批提取物都有一个阴性对照（negative control），即不添加任何样本，

与样本的比例通常为 1∶7。

按 照 坎 普（Kemp） 等 人（B. M. Kemp et al. 2014：373—380） 描 述

的方法提取 DNA。向每个样本中加入 90 μl 浓度为 1 mg/30 µl（或 >20 U/ 

30 µl） 的 蛋 白 酶 K（proteinase K）（Bio Basic 目 录 编 号 32181）， 将 试 管 在

64 °C ～ 65 °C 下孵育 3 小时。蛋白酶 K 溶解后，试管以 15000 rpm 的速度

离心 1 分钟，以沉淀未溶解的骨头、污垢，和 / 或“污泥”。本研究的所有离

心步骤均使用型号 5424 的艾本德离心机（Eppendorf centrifuge 5424）进行。

将溶液小心地移到一个新的 1.5 ml 试管中，向其中加入 750 μl 的 2.5%“树

脂（resin）”（即 6 M 盐 酸 胍 中 2.5% 寅 式 盐 ） 和 250 μl 的 6 M 盐 酸 胍

（guanidine HCl）。将试管多次漩涡震荡大约 2 分  钟。

将 Promega Wizard 微型柱与 3 ml 的 Luer-Lok 注射筒（取出柱塞）连接，

并置于离心管（vacuum manifold）。首先，将 3 ml 不含 DNA 的纯水注入色

谱柱（columns），以洗脱潜在的 DNA 污染。随后，将 DNA/ 树脂混合液注入

色谱柱。最后将 3 ml 80% 异丙醇（isopropanol）注入色谱柱，以冲洗微型柱

上的二氧化硅颗粒（silica pellet）。

然 后 将 微 型 柱 置 于 新 的 1.5 ml 试 管 中， 以 10000 rpm 离 心 2 分 钟， 以

去除过量的异丙醇。将微型柱转移至新的 1.5 ml 试管中。将 50 μl 加热至 

64 °C ～ 65 °C 的无 DNA 纯水加入微型柱中，静置 3 分钟，然后以 10000 rpm

试管离心 30 秒。重复此步骤，最终提取到 100 μl DNA。10 μl 全浓度洗脱液

（full concentration eluates）和阴性对照用水按 1∶10 稀释，按如下方法使用

［遵照标准 PCR、救援 PCR 和 PCR 缓冲液增强  剂］。

2. 抑制试验和重复硅胶提取

按照坎普等人（B. M. Kemp 2014：373—380）的原理，剩余的全浓度

DNA 洗脱液（eluates）用于检测 PCR 抑制剂（inhibitors），使用“火鸡集合”

作为古 DNA 阳性对照（positive control）（见坎普等人论文中图 1）。从七个或

更多考古发现的火鸡骨骼（B. M. Kemp et al. 2017）中提取的 DNA 被汇集在
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一起，形成火鸡集合。将这些单独提取的 DNA 汇集在一起，这是为了减少火

鸡 DNA 洗脱液在内源性线粒体（endogenous mitochondrial）DNA 拷贝数和与

火鸡 DNA 共提取的可能抑制剂之间的差异。在将它们用于实验之前，每个火

鸡集合被证明可以进行一致的 PCR 扩增（6 次或 6 次以上扩增），因此可以作

为阳性对  照。

使 用 坎 普 等 人（B. M. Kemp 2017） 描 述 的 引 物（primers）“T15709F”

和“T15894R”， 用 15 μl PCR 液 对 火 鸡 替 位 环（displacement loop） 的 186

碱 基 对 部 分 进 行 扩 增。PCR 液 组 成 为：1×Omni Klentaq 反 应 缓 冲 液（含 

3.5 mM MgCl2）、0.32 mM 脱氧核苷酸三磷酸（dNTPs）、0.24 µM 每种引物、

0.3 U Omni Klentaq LA 聚合酶、1.5 µl 火鸡集合 DNA。这些反应中添加了研

究样本中回收的 1.5 µl 的可能受抑制的全浓度 DNA 洗脱液。提取阴性对照也

用这种方法检测抑制剂。这些聚合酶链反应与只包含火鸡 DNA 的反应（即

没有添加物）同时进行。这些反应作为阳性对照，使我们能够排除 PCR 失

败对我们结果的影响。PCR 阴性对照伴随着每一轮扩增，使我们能够监测可

能的污染。仅在启动扩增前，PCR 实验后 post-PCR laboratory 添加现代火鸡

DNA 的做阳性对照，作为可能的 PCR 失败的另一种检查。94 °C 下变性 3 分

钟后，在 94 °C 15 s、60 °C 15 s 和 68 °C（注意，这是 Omni Klentaq LA 聚

合酶的最佳延伸温度）15 s 下进行 60 个 PCR 循环。最后，在 68 °C 下延伸 3

分钟，之后将 PCR 反应降低到 10 °C。

如果加入任一指定的古 DNA 洗脱液，火鸡集合未能扩增，那么我们认

为洗脱液受到了抑制。在这种情况下，如果添加古 DNA 而火鸡集体 DNA 可

以扩增，我们认为 DNA 洗脱液是不受抑制  的。

用上述试验中认为被抑制的全浓度洗脱液重复进行二氧化硅萃取（silica 

extraction）（B. M. Kemp 2014：373—380）。在剩余的洗脱液中加入 750 µl 的

2.5% 树脂和 250 µl 的 6 M 盐酸胍。将样本多次涡旋震荡 2 分钟。然后，按

照上文“DNA 提取”中所述的步骤进行提取，但用于洗脱色谱柱中 DNA 的

体积与进行重复硅胶提取的体积要相匹配。例如，起始体积为 87 µl，那么将

43.5 µl 的不含 DNA 纯水加热至 65 °C 加入到微型柱中，离心前静置 3 分钟。

此步骤重复两次，则总体积为 87 µl。

如上所述，再次对这些重复二氧化硅洗脱液进行抑制试验。那些仍然被

认为受抑制的物质再次重复二氧化硅提取，并再次进行抑制测试。直到所有

全浓度洗脱液不受抑制为  止。

北冰洋研究第六辑.indd   17 2023-07-12   10:34:38



18  北冰洋研究（第六辑）

3. 标准 PCR，救援 PCR，PEC-P

所有的全浓度、未受抑制洗脱液和原先 1∶10 稀释的全浓度洗脱液均进行

三种形式的 PCR 反应。首先，“标准”PCR 反应体系包含 1×Omni Klentaq 

Reaction Buffer， 0.32 mM dNTPs，0.24 µM 每 种 引 物，0.3 U Omni Klentaq 

LA 聚合酶，1.5 µl 模板 DNA。其次，按照 Johnson 和 Kemp（B. M. Johnson 

and B. M. Kemp 2017：683—694） 的 描 述， 进 行 了 增 加 25% 的 救 援 PCR

（rescue PCR）。救援 PCR 反应体系包含 1.25×Omni Klentaq Reaction Buffer

（含 终 浓 度 4.375 mM MgCl2），0.4 mM dNTPs，0.3 µM 每 种 引 物，0.375 U 

Omni Klentaq LA 聚合酶，1.5 µl 模板 DNA。最后，我们使用 PEC-P。这种

增强剂的成分是专有的，DNA 聚合酶技术网站（www.klentaq.com/）上没

有提供安全数据表。然而，Palmer 等人（E. Palmer 2018：143—152）使用

PEC-P 提高了他们在胡瓜鱼和其他小型鱼类考古遗迹物种鉴定方面的成功率。

这些 PCR 反应体系包含 1× Omni Klentaq Reaction Buffer（含终浓度 3.5 mM

的 MgCl2）、0.32 mM dNTPs、0.24 µM 每种引物、0.3 U Omni Klentaq LA 聚

合酶、20%（v/v）PEC-P 和 1.5 µl 模板 DNA。三种形式的 PCR 反应均按以

下方式进行：（i）94 °C 维持 3 分钟；（ii）94 °C 持续 15 秒，在退火温度下

持续 15 秒（表 S3），在 68 °C 条件下进行 15 秒，如此循环 60 次；（iii）在

将反应温度降至 10 °C 之前，在 68 °C 下再延伸 3 分  钟。

4. 引物

表 S3 中列出了引物。对于鲑鱼物种的鉴定，我们使用了乔丹（Jordan） 

等人之前描述过的引物（L. G. Jordan et al. 2010：225—228）。需要注意，乔

丹等人（L. G. Jordan 2010：225—228）最初描述的反向引物的方向是错误

的。修正后的引物为 OST12S-forward（5′ -GCTTAAAACCCAAAGGACTTG- 

3′ ） 和 OST12S-reverse（5′ -CTACACCTCGACCTGACGTT-3′）。 本 研 究 中

设计的其他引物用于鉴别驼鹿、野牛、麋鹿、白大角羊和北美驯  鹿。

5. 测序结果

测 序 结 果 见 表 S4， 物 种 鉴 定 见 表 S1。 样 本 16.179、16.180、16.181、

16.182、16.184 和 17.276 鉴定为野牛（B. priscus），以上结果可重复性良好。

16.185 样本的 DNA，根据形态学鉴定为野牛，根据 ZooMS 结果也鉴定为野

牛（Bos），尽管多次尝试，但未能扩  增。

根 据 引 物 Art3F/Art3R 扩 增 产 物 鉴 定 样 品 17.284 为 北 美 驯 鹿（R. 

tarandus）。尽管可重复 PCR，但这个观察结果是不可重复的。然而，根据形
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态学，这个样本被认为是北美驯  鹿。

根据乔丹等人（L. G. Jordan 2010：225—228）的描述，15.301、16.109

和 17.106 样 本 鉴 定 为 狗 鲑（Chum salmon）（O. keta）， 相 对 于 虹 鳟 鱼 

（Oncorhynchus mykiss）显示出以下突变，参考序列为（DQ288271.1）：660T

和 713T。样本 17.109、17.110 和 17.112 也被鉴定为狗鲑，在核苷位点 668

有额外的胸腺嘧啶（T）缺失突变。这 6 个鲑类标本结果可重复。17.111 样

本单个扩增子显示该样本是一条核苷位点 668 存在 T 缺失的鲑鱼。该样本

另外两个扩增子的序列显示了更多但不同的“突变”，可能是死后损伤造 

成  的。

样 本 16.171、16.175 和 16.176 利 用 ElkCOIF/ElkCOIR 引 物 鉴 定 为 麋

鹿（C. canadensis），与参考序列（JF443209.1）相匹配。尽管进行了多次扩

增尝试，样本 16.171 只产生了一个扩增子。从样本 16.175 中产生的另外三

个扩增子由于不同的突变而与参考序列不同，可能是死后损伤的产物。从

样本 16.176 中测序的第二个扩增子也有损伤迹象，显示在核苷 230T 和 234T

位点发生突变。样本 16.171、16.175 和 16.176 经形态学鉴定为麋鹿，通过

ZooMS 鉴定为鹿科。样本 16.168、16.169、16.170、16.172、16.173、16.174、 

16.177 的 DNA 扩增失  败。

（三）选定动物骨骼的分子分类学鉴定（ZooMS）

用 50 mM 碳 酸 氢 铵（ammonium bicarbonate） 重 新 悬 浮 约 1—2 mg 的

骨 胶 原（如 下 ）， 并 用 0.4 µg 测 序 级 胰 蛋 白 酶（grade trypsin）（Promega，

英 国 ） 在 37 °C 条 件 下 消 化 过 夜。 然 后 将 消 化 物 酸 化 为 0.1% 三 氟 乙 酸

（trifluoroacetic acid）（TFA）， 并 分 馏 成 10% 和 50% 乙 腈（acetonitrile）（在

0.1% TFA 中 ）， 然 后 通 过 离 心 蒸 发 及 重 悬 于 10µl 的 0.1% TFA 中 干 燥 至

完全。将 1 μl 重悬肽混合物与等量的 α- 氰基羟基肉桂酸基质液（α-cyano 

hydroxycinnamic acid）（10 mg/ml）（由 50% ACN（乙腈）配置的 0.1% 的 TFA

制备滴加在不锈钢基质辅助激光解吸 / 电离飞行时间质谱（MALDI-TOF）板

上，使其风干。使用 Bruker Ultraflex II 进行 MALDI-TOF 质谱分析，在质量 / 

电荷比为 700 至 3700 的范围内进行 2000 次激光采集，并将所得光谱与先前

公布的参考光谱进行比较（M. Buckley 2017：402—411）。结果展示在表 S1、

图 S1 和数据文件 S1 中。
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（四）样本前处理和稳定同位素测量

所有碳和氮稳定同位素的测量值均以 δ 表示（分别为 δ 13C 与 δ 15N），国

际公认的标准如下：δ =（Rsample – Rstandard）/Rstandard，其中 R 为重同位素与轻同

位素的比值（如 13C/ 12C）（T. B. Coplen 2011：2538—2560）；按照惯例，该数

值乘以 1000，以千分之几（‰）的形式来表示结果。碳采用国际标准 Vienna 

Pee Dee belemnite（VPDB），氮采用国际标准大气 N2（AIR）。以下详述了每

个实验室将原始同位素测量校正为国际公认标准时所用到的标准物  质。

1. 骨胶原（δ13C 与 δ15N 的  值）

所有人类和动物的骨胶原提取均在同一实验室（阿拉斯加大学费尔班克斯

分校环境考古学实验室）进行的， 用的是之前描述的改进的 Longin（R. Longin 

1971：241—242）实验方案（C. M. Halffman et al. 2015：12344—12348）。简而

言之，将骨粉在 0.5 M 盐酸（HCl）中脱钙，再经 0.1 M 氢氧化钠（NaOH）处

理，70 °C 条件下在稀盐酸（0.001 M pH 3）凝胶（gelatinization）。制备的骨

胶原样本提交到华盛顿州立大学稳定同位素核心实验室，将 Thermo Finnigan 

Delta Plus XP 连 续 流 稳 定 同 位 素 比 值 质 谱 仪 与 Costech 元 素 分 析 仪（ECS 

4010）连接，进行碳和氮稳定同位素测量。碳和氮稳定同位素组成分别采

用 VPDB 和 AIR 进行国际标准校准，使用至少两种内部标准物质（internal 

standards），这些内部标准物质此前已根据国际认证标准进行校准（表 S16）。

此外，所有样本序列采用相同的质量控制检查标准，酪蛋白（casein）（B2155

元素微量分析），用于标准化检查。按照 Szpak 等人（P. Szpak 2017：609—

616）方法，精密度计算就是相关分析中按照同一校准和检查标准进行的反

复测量的合并标准差（pooled SD），δ13C 和 δ15N 的精密度均为 ±0.14‰。佐

治亚大学应用同位素研究中心对一份提取的骨胶原样本（#17.260）进行了分

析。本实验室使用两个内部标准物质，相对于 VPDB 和 AIR 进行校准，菠菜

（δ13C = –27.22‰  δ15N = 0.19‰）和牛（δ13C = –17.53‰ δ15N = 8.14‰），这两

个标准物质已经根据美国国家标准和技术协会标准校  准。

本研究中使用的所有骨胶原样本均符合公认的质量标准：%N > 5%， 

%C > 13%，C/N 原 子 比 为 2.9 至 3.6， 胶 原 蛋 白 量 为 > 1%（表 S2）（G. J. 

van Klinken 1999：687—695；S. H. Ambrose 1990：431—451；M. J. DeNiro 

1985：806—809；M. P. Richards et al. 2000：7663—7666）。此外，有蹄类动

物的 δ13C 和 δ15N 值与之前公布的该地区以及阿拉斯加其他地区的考古样本相

北冰洋研究第六辑.indd   20 2023-07-12   10:34:39



古代白令陆桥饮食的多元稳定同位素分析  21

当，尽管各研究之间存在差异（D. R. Guthrie 2006：207—209；B. A. Potter 

2012：71—98；F. B. Lanoë et al. 2017：85—96；J. A. Leonard 2007：1146—

1150）。我们进一步注意到，与其他考古和现代太平洋鲑鱼样本一样，我们的

鲑鱼样本与其他海洋鱼类相比，13C 相对匮乏，这可能与鲑鱼的海上觅食位

置有关（P. Szpak et al. 2009：2734—2741；S. P. Johnson and D. E. Schindler 

2009：855—863；N. Misart et al. 2009：1139—1151；K. Britton et al. 2018：

950—963；D. A. Byers et al. 2011：183—196）。

2. EAAS 骨胶原（δ13C 值）

我们在阿拉斯加大学费尔班克斯分校的阿拉斯加稳定同位素实验室

（ASIF）利用气相色谱—燃烧—稳定同位素比值质谱仪（GC-C-IRMS）测量

氨基酸 δ13C 值。为了制备用于分析的样本，我们使用 1 ml HCl（6 M）在

110 °C 下 水 解 干 胶 原 蛋 白（～ 1 mg）20 小 时， 然 后 在 氮 气（N2） 中 干

燥。 我 们 将 氨 基 酸 衍 生 为 N- 乙 酰 基 甲 酯（NACMEs）， 用 GC-C-IRMS 进

行 分 析（L. T. Corr et al. 2007：3759—3771）。 首 先， 我 们 用 酸 化 的 甲 醇

（acidified methanol）将氨基酸甲基化，制备方法是在冰浴中向甲醇加入乙

酰 氯（acetyl chloride to methanol）（1∶6，v/v）。 甲 基 化 在 75 °C 孵 育 1 小

时完成。然后将样本在氮气中干燥，并添加乙酸酐（acetic anhydride）、三

乙 胺（triethylamine） 和 丙 酮（acetone）（1∶2∶5，v/v/v） 进 行 乙 酰 化， 在

60 °C 下孵育 10 分钟。将 NACMEs（即衍生氨基酸）干燥，用磷酸盐缓冲

液（phosphate buffer）［1 M 磷 酸 钾（potassium phosphate） 和 1 M 磷 酸 钠

（sodium phosphate）（pH7）冲洗，用氯仿（chloroform）萃取，再用氮气重

新干燥。最后，将 NACMEs 溶解在乙酸乙酯（ethyl acetate）中。制备样本

同时，还需要准备已知 δ13C 值的氨基酸标准混合物，并在标准物质和样本中

添加内标物（正亮氨酸 norleucine）。将氨基酸 NACMEs 注入到 TRACE 1310 

GC 气相色谱仪中的 VF-35ms 色谱柱（安捷伦 Agilent），TRACE 1310 GC 与

Isolink II 配套使用，燃烧成 CO2 气体，利用同位素质谱仪 Delta V Plus IRMS

（Thermo Scientific）测量单个 NACME 峰的碳同位素比值。δ13C 的计算基于

NACME 峰积分，同位素比质谱软件 Isodat（版本 3.0，Thermo Scientific）执

行计算。对峰积分进行目视评估，以准确判断设置峰宽和背景以及峰之间适

当的基线分离，对峰集成进行目视评估。我们测量了 6 种 EAAs 的 δ13C：异亮

氨酸（Ile）、亮氨酸（Leu）、赖氨酸（Lys）、苯丙氨酸（Phe）、苏氨酸（Thr）

和缬氨酸（Val）。参考标准氨基酸 δ13C 值，测定单个氨基酸 δ13C 值；这些是
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内部（in-house ASIF）标准，其衍生化前的 δ13C 列于表 S17。内标物（而非国

际标准物）单个氨基酸用于解释批量样本衍生化过程中对细微不同分馏的潜

在影响，并允许对衍生化过程中添加的碳进行校正（T. Larsen et al. 2013； L. T. 

Corr 2007：3759—3771）。标准物和样本中氨基酸的分析精密度均 < 0.3‰（苯

丙氨酸除外，样本中苯丙氨酸 < 0.8‰，标准物中苯丙氨酸 < 0.2‰）。

3. 骨生物磷灰石（δ13C 值）

USR1 骨样本产生了足够的骨粉，可以提取胶原蛋白和生物磷灰石，但

USR2 骨样本在提取胶原时就用完了。对 Garvie-Lok 等人（S. J. Garvie-Lok 

2004：763—776）的方法稍作改动后，用以提取 USR1 的骨生物磷灰石。简

单来说，将骨粉浸泡在 2% 次氯酸钠（NaOCl）中 48 小时（24 小时后重新换

液），接着通过在 0.1 M 乙酸（acetic acid）（无缓冲）中处理 24 小时以清洗

和去除碳酸盐污染，最后冲洗和冷冻干燥 48 小时，通过此过程去除骨粉中的

有机物。生物磷灰石样本提交到加州大学圣克鲁兹稳定同位素实验室 Santa 

Cruz Stable Isotope Laboratory，使用与稳定同位素比质谱仪 Thermo Scientific 

MAT 253 相连的碳酸盐自动进样设备酸消化后进行碳稳定同位素测量。使用

NBS-18 标样和内部标准 CM12（Carrara Marble；δ13C = 2.05‰），对碳稳定

同位素组成相对于 VPDB 进行校准。内部标准之前已根据 NBS-19 和 NBS-18

进行了校准。δ 13C 在分析运行中的精度按上述描述方法计算，结果为 0.11‰。

4. 牙釉质（δ 13C 值）

对 USR1 的一颗牙齿（右上颌乳侧切牙）的牙釉质连续取样用于 δ13C 分

析。尝试对 USR2 牙釉质连续取样，但样本量太小，无法进行分析。因为牙

釉质是逐渐形成的，而且一旦形成就不会再重塑，所以可以用连续样本来检

测牙齿形成过程中饮食的变化。上颌第二乳切牙的牙釉质形成大约始于出生

前 163 天（孕 17 周 ）（P. Mahoney 2012：637—651）。 假 设 死 亡 时 间 在 8 月

初，如果 USR1 出生时死亡（孕 40 周），则她的上颌第二乳切牙牙釉质可

能在 3 月初开始形成，而如果 USR1 出生后存活数周，那么牙釉质开始形成

的时间将会相应地前推（例如，如果 USR1 存活 3 周则为 2 月中旬，如果

USR1 存活 6 周则为 1 月中旬，等等）。牙齿发育时，牙釉质形成始于牙尖

端，然后是牙颈部。在牙齿的两个位置连续取样，一个（牙尖）反映早期发

育（即春季），另一个（牙颈）反映后期发育（即夏  季）。

为制备牙釉质生物磷灰石，首先对牙齿进行机械清洁去除表面污染

物，然后在去离子双蒸馏水（DDH2O）中超声清洁 30 分钟。清洁后从牙
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齿上钻取大约 2.0 mg 牙釉质粉。得到的样本首先在微量离心管中用 3% 过

氧 化 氢（H2O2） 处 理 15 分 钟， 然 后 用 DDH2O 冲 洗 3 次， 再 用 0.1 M 乙 酸

（CH3COOH）处理 15 分钟。样本再次用 DDH2O 冲洗 3 次，然后在 60 °C 的

烘箱中干燥过夜。δ13C 值是由犹他州盐湖城 IsoForensics 公司通过 GasBench

（Thermo Scientific）与连续流同位素质谱（Thermo Finnigan MAT 253）IRMS

联 用 测 量 的。 使 用 标 准 物 质 NBS-19 和 LSVEC， 碳 稳 定 同 位 素 组 成 参 照

VPDB 校准。δ13C 在分析运行中的精密度按上述方法计算，为 0.10‰。

（五）稳定同位素混合模型与膳食估算

为 了 估 算 食 物 来 源 对 USR 婴 儿 母 亲 饮 食 的 贡 献 比 例， 我 们 使 用

MixSIAR（B. C. Stock et al. 2018），这是一个贝叶斯稳定同位素混合模型框

架，属于 R 开源软件  包。

1. 食物来源选择与聚集

使用稳定同位素混合模型进行饮食估算时，饮食来源的数量应尽可能少，

但不能排除重要来源（B. C. Stock 2018； D. L. Phillips 2014：823—835； C. J. 

Brown 2018：597—608）。贝叶斯混合模型假设模型中包含的所有来源都对

饮食有贡献，所以保证模型只包括实际消费的来源是很重要的（C. J. Brown 

2018：597—608）。在 MixSIAR 分析中，我们只包括 5 种来源（野牛、鲑鱼、

小型猎物、马鹿和白鲑），这 5 种来源在上文中称为“主要动物  群”。

2. 营养鉴别因子

根 据 博 切 伦 斯（Bocherens） 等 人（H. Bocherens 2015：211—228），

我 们 使 用 以 下 胶 原 蛋 白 来 源 / 胶 原 蛋 白 消 费 者 TDFs（含 相 关 SDs）： 

∆ 13Cconsumer collagen- source collagen = 1.1±0.2‰，∆ 15 Nconsumer collagen - source collagen = 

3.8±1.1‰。我们进一步假设胎儿和新生儿的骨胶原同位素值反映了母亲的饮

食（在调整标准 TDF 后），但还有需要注意的地方。这一假设得到了存活的

母亲 / 婴儿的蛋白质硬组织（指甲）的有限同位素分析的支持，这些分析表

明，新生儿与母亲的指甲 δ15N 和 δ13C 值相似（B. T. Fuller et al. 2006：279—

293； M. L. Foge et al. 1989：111—117）。一项对新生儿与母亲毛发的研究同

样发现，两者的 δ13C 值的差异可以忽略不计（+0.4‰），而 δ15N 值的差异为

+0.9‰（A. de Luca 2012：598—604）。 对 成 人 和 婴 儿 骨 胶 原 同 位 素 值 δ15N

值的比较考古研究结果多种多样，雷纳德（Reynard）和图罗斯（Tuross）， 

（L. M. Reynard and N. Tuross 2015：618—625）利用荟萃分析（meta-analysis）
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表明，新生儿骨胶原 δ15N 值与成年女性的平均值大体相  当。

3. 解决 TDF 中 δ15N 不稳定性（∆15N）

为了解决消费者和来源胶原蛋白之间，以及母亲饮食和胎儿 / 新生儿骨

胶原蛋白之间 ∆15N 的不稳定性，（i）我们在 ∆15N 同位素混合模型中添加了

一个方差参数，（ii）我们探索了模型平均贡献率估算对不同大小 ∆15N 的敏感

性。我们将 ∆15N 方差设为 1.2‰，Bocherens 等人（H. Bocherens 2015：211—

228）在对 δ15N 值中的猎物—捕食者、胶原蛋白—胶原蛋白偏移的荟萃分析中

发现 SD 的平方为 1.1‰。我们将模型初始值设为 3.8‰（模型选择范围从

2.8‰ 到 5.8‰），以 1‰ 的幅度改变 ∆15N，以接近报告的人类和其他哺乳动

物的氮同位素 TDFs 范围（T. C. O’Connell 2012：426—434；M. A. Vanderklift 

and S. Ponsard 2003：169—182）。

（六）数据分析

我们使用贝叶斯多源混合模型 MixSIAR（B. C. Stock et al. 2018）来估算

USR1 和 USR2 的母亲的膳食蛋白质来源。USR1 和 USR2 分别运行 MixSIAR

模型。表 S8 提供了模型中包含的消费者和食物源同位素值、TDFs 和相关不

确定性。马尔科夫链蒙特卡罗（Markov chain Monte Carlo parameters）参数

如下：（i）“正常”运行：链长 = 100000，老化 = 50000，细化 = 50，链 = 3；

（ii）alpha.prior：狄利克雷先验 Dirichlet prior（默认，1；无信息）；和（iii）

误差结构：残差错误：FALSE（不包括）和过程错误：TRUE（包括）（注意，

这是唯一适合拟合单个消费者的误差结构）。（B. C. Stock et al. 2018）
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Abstract: The earliest Native Americans have often been portrayed as either 

megafaunal specialists or generalist foragers, but this debate cannot be resolved 

by studying the faunal records alone. Stable isotope analysis directly reveals 

the foods consumed by individuals. We present multi-tissue isotope analyses of 

two Ancient Beringian infants from the Upward Sun River site (USR), Alaska 

(11,500 years ago). Models of fetal bone turnover combined with seasonally-

sensitive taxa show that the carbon and nitrogen isotope composition of USR 

infant bone collagen reflects maternal diets over the summer. Using comparative 

faunal isotope data, we demonstrate that although terrestrial sources dominated 

maternal diets, salmon was also important, supported by carbon isotope analysis 

of essential amino acids and bone bioapatite. Tooth enamel samples indicate 

increased salmon use between spring and summer. Our results do not support 

either strictly megafaunal specialists or generalized foragers but indicate that 

Ancient Beringian diets were complex and seasonally structured.

Keywords: Ancient native Americans; structure of the diet; multiple stable 

isotope analysis
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