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馆藏纸质书画文物上霉菌的分离与鉴定
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摘要：霉菌污染会影响馆藏纸质书画的保存和展示。对书画污染菌进行分离及鉴定，有助于提高文物霉变防治工

作的针对性，进而提高防治效果。本研究利用传统的纯培养法从遭受霉菌污染的馆藏纸质书画表面分离得到８株
霉菌，通过形态特征观察和ｒＤＮＡ转录间隔区序列ＩＴＳ（ＩｎｔｅｒｎａｌＴｒａｎｓｃｒｉｂｅｄＳｐａｃｅｒ）测序分析。结果表明：８株霉菌
分属于曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、根霉属（Ｒｈｉｚｏｐｕ）和木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）。研究结果可为馆藏纸质书画文物防霉剂的
研发和文物霉菌的综合防治提供靶标和依据。
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０　引　言

我国传统的纸质书画文物是呈现历史风貌的珍

贵载体，是研究人类社会活动的重要资料，是人类极

其宝贵的文化遗产和财富。但是，受纸张的组成及

加工工艺等纸质本身的性质所决定，比起其他材质

的文物，纸质书画文物更容易受到霉菌的侵蚀，进而

变质糟朽。

霉菌是对单细胞或多细胞，不形成大型肉质子

实体的丝状真菌的统称，在分类上属于真菌门的各

个亚门，通过无性或有性孢子进行繁殖。霉菌的孢

子是空气中数量最多的气传生物学微粒［１］，空气中

真菌孢子数量可以达到２０万个／ｍ３［２］。一旦在适宜
的温度、湿度条件下，大量附着于书画表面的孢子，

即可依靠纸张的纤维素、纸浆中的淀粉及动物胶等

为营养物质进而生长形成菌落，对书画文物造成严

重破坏。纸质书画文物发生霉损后，轻者出现纸张

变色，色素或字迹褪色，形成多种颜色且难以清洗的

霉斑，纸质酸度增加等现象；重者则发生纸张粘连，

机械强度下降，脆裂糟朽，无法修复［３］。鉴于上述

现象，针对纸质书画文物的防霉剂的筛选和研发已

成为当前文物保护工作中的一项研究热点［４～６］。

值得注意的是，不同种类的真菌对抗真菌制剂

的敏感性不同，而不同的真菌抑制剂也具有不同的

抑菌谱，为了提高文物防霉剂抑制霉菌的专一性，在

防霉剂的筛选和研发工作中做到有的放矢，对污染

文物的霉菌种属进行调查和研究是十分重要且基础

的工作。因此，本研究对侵袭馆藏纸质书画文物的

霉菌进行了分离和鉴定，以期为馆藏纸质书画文物

防霉剂的研发和文物霉菌的综合防治提供靶标和依

据。

１　材料与方法

１．１　样品采集
带有霉斑的纸质书画文物皆由三峡库区某博物

馆提供，书画表面霉斑颜色呈黑色、黄色、棕褐色等

（图１～２）。利用一次性无菌拭子取样器单一方向轻

图１　书画表面霉斑Ⅰ
Ｆｉｇ．１　ＭｏｌｄｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｏｎｔｈｅａｎｃｉｅｎｔＣｈｉｎｅｓｅ

ｃａｌｌｉｇｒａｐｈｙａｎｄｐａｉｎｔｉｎｇｓⅠ
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图２　书画表面霉斑Ⅱ
Ｆｉｇ．２　Ｍｏｌｄｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｏｎｔｈｅａｎｃｉｅｎｔ
ＣｈｉｎｅｓｅｃａｌｌｉｇｒａｐｈｙａｎｄｐａｉｎｔｉｎｇｓⅡ

拭霉斑处，然后将带菌拭子放回管中，标明采样编

号、采样时间，置于冰盒中，带回实验室进行分离培

养。

１．２　试剂及主要设备
霉菌 分 离、纯 化 用 沙 氏 葡 萄 糖 培 养 基

（ＳＤＡ），固体及液体培养基基质颗粒，瓷珠菌种
保存管均购自青岛海博生物技术有限公司，培养

基高压灭菌后备用。真菌 ＤＮＡ提取试剂盒购自
Ｏｍｅｇａ公司（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＦｕｎｇａｌＤＮＡＫｉｔ），ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、缓冲液体系、引物定制均由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司
提供。

真菌 培 养 用 人 工 气 候 箱 为 Ｂｉｎｄｅｒ公 司
ＫＢＦ２４０（Ｅ５．２）型；ＰＣＲ仪为 ＡＢＩ公司 ９７００型；
凝胶成像系统为 Ｂｉｏ Ｒａｄ公司ＧｅｌＤｏｃ２０００型；

测序仪为 ＡＢＩ公司 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ３７３０ＸＬ。
显微镜为重庆奥特光学仪器有限公司 ＢＫ５０００
型。显微摄像采用美国 Ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｓ公司 Ｃｏｏｌ
ＳＮＡＰＣｌｏｌｏｒ３．３Ｍ系统。
１．３　霉菌的分离、纯化

无菌条件下，将擦拭了书画霉斑样品的采样

拭子头用无菌剪刀剪下，放入盛有液体 ＳＤＡ培养
基的锥形瓶中，为了防止培养过程中霉菌在培

养基液体表面形成菌膜，瓶中置少量无菌玻璃

珠。２５℃，１００ｒ／ｍｉｎ震荡培养的条件下对霉菌
进行培养 ３ｄ后，用无菌去离子水对培养液进行
１０倍倍比稀释，分别将稀释梯度设置为 １０－２，
１０－３及 １０－４，取不同浓度梯度稀释液 ２００μＬ均
匀涂布于沙氏葡萄糖琼脂上，２５℃，ＲＨ７０％倒
置培养 ３ｄ，选择分离效果明显，菌落形态、颜色
多样的平板，分别挑取菌落进行划线纯化。对

产孢量较大的霉菌，划线培养 １～２次后仍可能

存在污染，需对其进行多次划线纯化。对得到

的纯化霉菌，使用瓷珠菌种保存管将其冻存于

－２０℃备用。
１．４　霉菌的形态观察
１．４．１　菌落形态观察　利用无菌镊子从瓷珠冻存
管中夹取吸附了菌液的红色瓷珠１粒，置于沙氏葡
萄糖琼脂平板的中心，２５℃，ＲＨ７０％倒置培养４ｄ，
连续观察菌落的生长速度、外观形态、湿润程度、颜

色变化等情况。

１．４．２　菌落显微形态观察　以水为浮载剂，用解
剖针从菌落的边缘挑取少量带有孢子的菌丝，放

入载玻片上，将菌丝挑散开，加盖玻片，在光学显

微镜下观察菌丝和孢子的微观形态，并显微照相

保存。

１．５　霉菌基因组ＤＮＡ的提取
对纯化得到的霉菌进行培养，条件同 １．２。

根据真菌 ＤＮＡ提取试剂盒提供的提取说明，取
菌丝 ２００ｍｇ至 ２ｍＬ离心管中，反复冻融 ３～４
次，加入 ２０μＬ溶菌酶，３７℃培养箱内放置 １ｈ；
加入 ２０μＬ蛋白酶 Ｋ，漩涡震荡混匀，再加入
２０μＬＲＮａｓｅ漩涡震荡并室温静置 ２ｍｉｎ。加入
２００μＬ的 ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ ＧｅｎｏｍｉｃＬｙｓｉｓ／ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，
漩涡震荡至均匀溶液。将离心管置于 ５５℃水
浴锅裂解１０ｍｉｎ，加入１００％乙醇，漩涡震荡５ｓ。
从试剂盒中取吸附柱与收集管，并将吸附柱置

于收集管上，将溶液转移至吸附柱中，２２℃，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １ｍｉｎ。丢掉收集管，将吸附柱
置于一个新的收集管中，加入 ５００μＬ洗脱液 １
至吸附柱上，室温 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 １ｍｉｎ。丢掉
收集管，将吸附柱置于一个新的收集管中，加入

５００μＬ洗脱液 ２，２２℃，最大转速离心 ３ｍｉｎ。将
纯化柱转移至１．５ｍＬ离心管中，加入 １００μＬ
ＰｕｒｅｌｉｎｋＴＭ ＧｅｎｏｍｉｃＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ至纯化柱中，
室温 静 置 ５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离 心 １ｍｉｎ，得 到
ＤＮＡ洗脱液。
１．６　真菌ＩＴＳ基因片段的ＰＣＲ扩增及测序［７～８］

真菌 ＩＴＳ基因片段扩增的引物序列为 ＩＴＳ１
（５’ ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ ３’）和 ＩＴＳ４
（５’ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ ３’）。

ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ，其中模板量为 １μＬ
（２０ｎｇ／μＬ），１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，１０ｍＭｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ０．５μＬ，５０ｍＭ ＭｇＣｌ２０．８μＬ，引物 ＩＴＳ１、
ＩＴＳ４（１２．５ｐｍ／Ｌ）各 １μＬ，Ｐｌａｔｉｎｕｍ ＴａｑＤＮＡ聚
合酶 ０．２μＬ，无菌双蒸水 １８μＬ。ＰＣＲ反应条件
为 ９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃
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１ｍｉｎ３０ｓ，３５个循环；最后 ７２℃延伸 ５ｍｉｎ。ＰＣＲ
扩增完毕，产物用１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测。
ＰＣＲ产物送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行测序。
１．７　序列比对

测序返回的序列，其同源性通过互联网与

Ｇｅｎｂａｎｋ进行比对，网址为 ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｃｏｍ。
比对后的序列经 ＢａｎｋＩｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ工具向
Ｇｅｎｂａｎｋ提交序列具体信息，申请获得 Ｇｅｎｂａｎｋ的
ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｕｍｂｅｒ。

２　结果与讨论

２．１　分离纯化
通过分离纯化，从纸质书画文物表面获得８株

霉菌。

２．２　形态观察
８个菌株经纯培养后观察发现，在培养基上

呈现不同的菌落颜色及形态特征，菌落颜色包

括灰、绿、黄等，菌落形态有平展型和绒毛状，有

些菌株菌丝高度发达，有些则未见菌丝明显生

长。

菌株１菌落生长较快，在ＳＤＡ培养基上２５℃
培养３ｄ，直径 ６．８ｃｍ，致密，菌落边缘整齐平展，
白色，中间深褐色，其上气生菌丝较发达，白色，

绒状，略呈放射状，初生菌丝无色，生长 ３ｄ后呈
灰褐色（图３Ａ）；分生孢子梗无色，光滑，分生孢
子头呈射状，顶囊近球形（图 ３Ａ １），分生孢子
圆形且平滑（图 ３Ａ ２）。符合米曲霉鉴定特
征。

菌株 ２和菌株 ５菌落及显微形态特征表现
一致，即菌落生长较快，在 ＳＤＡ培养基上于
２５℃培养 ３ｄ后直径为 ６．６～６．９ｃｍ，菌落半毛
绒状，颜色为黄绿色，随着培养时间的延长，可

分泌出现棕色小液滴（图 ３Ｂ、图 ３Ｅ）；分生孢子
头辐射状，顶囊近球形，小梗双层，呈放射状排

列，黄色，孢子链状排列（图 ３Ｂ １）。符合黄曲
霉特征。

菌株３和菌株７菌落及显微形态特征一致，即在
ＳＤＡ培养基上于２５℃培养３ｄ后直径为７．６～７．８ｃｍ，
菌落边缘整齐，深黑褐色，粉末状，表面有大量放射

状沟回。产孢能力旺盛，分生孢子头辐射状，分生孢

子梗直立；圆形顶囊，顶囊着生双层小梗，第一层较

第二层明显粗壮，分生孢子梗亦呈放射状向四周发

散，孢子圆形，黑褐色（图３Ｇ １）。符合黑曲霉特
征。

菌株４菌落生长极为迅速，培养 ３ｄ后即可
完全铺满平板表面。菌落颜色黄绿色至绿色，菌

落平坦且边缘规则，气生菌丝不明显（图 ３Ｄ）。
分生孢子梗主轴粗，侧向有多级分枝，分枝轮生且

不规则，部分分枝基部膨大呈长瓶型（图３Ｄ １），
分生孢子光滑，椭圆形（图 ３Ｄ ２）。符合木霉属
特征。

菌株６和菌株 ８菌落生长极为迅速，菌落颜
色呈灰褐色或白色，菌丝丰富，蔓延至整个培养

皿（图３Ｆ、图３Ｈ）；菌丝无隔膜，有分枝，有假根
和匍匐枝，孢子囊表面平滑近球形，内有大量椭

圆形孢囊孢子（图 ３Ｈ １）。符合根霉属典型特
征。

首都博物馆曾从其馆藏书画中分离出 ２２株
霉菌，经形态分析鉴定分属于烟曲霉、棒曲霉，黑

曲霉及意大利青霉，其中，烟曲霉和棒曲霉为优

势种［９］。此外，对书画上“狐斑”形成菌的研究

中，Ｍａｒｙ ＬｏｕＥ．Ｆｌｏｒｉａｎ［１０］、吴兴焕［１１］以及上海

博物馆陈元生等［１２］的研究均显示侵蚀纸质书画

而形成色素沉积的真菌以曲霉属、青霉属为主，

包括灰绿曲霉群、局限曲霉群、青霉状曲霉、孔曲

霉、光饱青霉等。本研究结果显示，从三峡库区

某博物馆采集的书画污染霉菌也包括曲霉属，如

黑曲霉、黄曲霉和米曲霉，还有部分根霉和木霉。

从形态观察的结果中可以发现，曲霉属的真菌产

孢能力旺盛，根霉假根发达，木霉生长极其迅速，

这些特点便于其附着于书画表面并在适宜条件

下快速生长。

除了附着生长之外，曲霉、木霉通常能够产生高

活性的纤维素酶，对纤维素的分解能力很强，在米曲

霉的生物降解作用下，纤维会发生断裂导致织物出

现破洞和破损［１３］，黄曲霉、黑曲霉及烟曲霉等对染

料具有脱色作用［１４～１６］，上述霉菌的作用对纸质书画

文物均可造成损伤。

２．３　分子生物学鉴定结果
将分离获得的 ８株真菌的 ＩＴＳ序列上传至

Ｇｅｎｂａｎｋ，获得登录号 ＫＦ９０８７８４ ＫＦ９０８７９１。对 ８
株真菌的 ＩＴＳ序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ数据库中的已知的
ＩＴＳ序列进行同源性比对，结果表明，提交的８个序
列与数据库中参照序列的同源性大于或等于９９％
（表１），分别对应曲霉属中的黑曲霉２株（菌株３和
７），黄曲霉２株（菌株２和５），米曲霉（菌株１）。根
霉属中的米根霉２株（菌株６和８）。木霉属中的长
梗木霉（菌株４）。
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图３　书画表面霉斑分离获得的真菌在ＳＤＡ培养基上的菌落及形态特征
注：菌落中心为菌种保存用红色瓷珠

Ｆｉｇ．３　ＦｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｆｕｎｇｉｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａｎｔｉｑｕｅｐａｉｎｔｉｎｇｓｏｎＳＤＡｓｏｌｉｄｍｅｄｉａ
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表１　真菌序列同源性比对结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇｉｂｙｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

Ｎｏ． 长度／ｂｐ 相似种 参考序列号 相似度％

１ ５９９ ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅｓｔｒａｉｎＰＷ２９６１ ＫＦ９０８７８４ ９９

２ ５８３ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ ＫＦ９０８７８５ ９９

３ ５７４ ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｓｔｒａｉｎＷＡ０００００１９０４２ ＫＦ９０８７８６ ９９

４ ５５５ ＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａｔｕｍｓｔｒａｉｎＣＥＮ５０６ ＫＦ９０８７８７ ９９

５ ５５６ ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓｓｔｒａｉｎＳＶ／０９ ０６ ＫＦ９０８７８８ ９９

６ ５７８ Ｒｈｉｚｏｐｕｓｏｒｙｚａｅ ＫＦ９０８７８９ ９９

７ ５６１ ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｓｔｒａｉｎＳＳ１０ ＫＦ９０８７９０ ９９

８ ５７５ ＲｈｉｚｏｐｕｓｏｒｙｚａｅｓｔｒａｉｎＣＢＳ１４６．９０ ＫＦ９０８７９１ ９９

　　传统的真菌分类依据主要是依靠形态结构观
察，但是形态学鉴定往往耗时较长，需要长时间对菌

落的生长速度、颜色变化、孢子成熟过程和菌丝的结

构特点进行检测，同时部分真菌的形态特征复杂，且

随着培养条件和环境的改变而变化，因此会造成真

菌鉴定结果不一致［１７］。与传统形态学观察相比，利

用分子生物学方法对真菌进行种属鉴定具有灵敏快

速、准确性高等优点，一般来说，提交序列与数据库

中参照序列的同源性大于或等于９９％，则可视二者
为同一种［１８］，因此，序列分析技术在微生物分类、鉴

定的研究中倍受青睐，并在我国文物保护工作中也

得以应用。如武发思等［１９］利用细菌通用引物对魏

晋墓腐蚀壁画的细菌类群构建了克隆文库，发现假

诺卡氏菌属和酸菌属是壁画细菌类群的优势种属；

葛琴雅等［２０］构建了细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库
及真菌ＩＴＳ克隆文库用以研究壁画菌害的主要种
群；颜菲等［２１］则利用ＰＣＲ ＤＧＧＥ技术对石质文物
表面的微生物群落进行了多样性分析。对馆藏文物

微生物病害研究中，首都博物馆闫丽等［９］利用 ＩＴＳ
区ｒＲＮＡ基因序列分析技术鉴定了从书画上分离出
来的２２株真菌，申艾君等［２２］利用真菌１８ＳｒＲＮＡ基
因的鉴定方法，研究了馆藏竹木漆器类文物的霉菌

污染情况。上述工作推动了分子生物学研究手段在

我国文物保护领域中的应用，尤其是在文物微生物

病害诊断和防治方面，但与大量的国外同类研究相

比，尚属于起步阶段，还值得大力推动和深度发展。

Ｓａｎｔｏｓ等［２３］运用多种分子生物学手段（ＰＣＲ
ＤＧＧＥ，测序以及荧光原位杂交）结合电子显微镜观
察，对古代油画表面的微生物进行了进行的分析，并

以此揭示了油画表面细菌与真菌的相互关系，Ｐｅｄｒｏ
等［２４］利用Ｒｅａｌ ｔｉｍｅＰＣＲ的方法对拉斯科洞窟内

壁画表面的黑色微生物进行定量检测，Ｍａｒｉａ等［２５］

利用ＰＣＲ ＤＧＧＥ技术结合克隆文库的构建研究油

画表面的细菌与真菌微生物群落，均提供了先进的

研究方法和可行的研究方向。

３　结　论

霉变是馆藏纸质书画文物的主要病害之一，对

霉菌的种属鉴定可以更有针对性地选择和使用霉菌

抑制剂。本实验通过形态学检测及真菌 ＩＴＳ区
ｒＲＮＡ基因序列进行序列比对分析，获得如下结论：
１）本研究分离得到的书画污染霉菌种类包括

黑曲霉、黄曲霉和米曲霉，还有部分根霉和木霉。

２）本研究所分离得到的侵袭书画的霉菌菌株
通过传统形态观察和分子生物学鉴定方法均可以对

其进行分类鉴定，但 ＩＴＳ序列比对结果可将霉菌快
速直接鉴定到种的水平，较形态学鉴定更高效。将

微生物的分子生物学鉴定技术引入至文物保护相关

工作中，可提高微生物分类鉴定的效率和准确性。

３）受采样点数量有限的限制，本研究分离获
得的菌株数量较少，为了更全面了解博物馆馆藏纸

质书画的染霉情况，还需开展更多的采样调查。
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·通　讯·

关于 ＤＯＩ注册的通告

　　为了促进学术成果的传播，本刊已与同方知网（北京）技术有限公司签订协议，加入了国际 ＤＯＩ中国出
版物注册与服务中心成为会员。ＤＯＩ———ＤｉｇｉｔａｌＯｂｊｅｃｔＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，意为“数字对象唯一标识”。

从２０１５年第１期始，本刊所刊载的学术论文，都将进行国际 ＤＯＩ注册，进入国际 ＤＯＩ信息服务体系，实
现数字化资源的国际化共享。
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