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纸质文物有害微生物监测方法研究

张�诺1，2�郑冬青1，2

［1. 纸质文物保护国家文物局重点科研基地（南京博物院），江苏南京，210016；2. 近现代纸质文

献脱酸保护技术文化和旅游部重点实验室（南京博物院），江苏南京，210016］

摘要�为维护纸质文物的安全并保障保管人员的身体健康，本文通过文献调研和实验研究，从统计

调查、样品采集及分子生物学鉴定三个方面系统地总结了纸质文物有害微生物监测的研究方法。本

文还结合微生物防治的现状进行讨论，并提出建立长期的监测机制，发现潜在的微生物病源，为纸

质文物的预防性保护提供科学依据。

关键词�纸质文物�微生物�监测

引��言

自古代纸张被发明制作以来，社会不断进步、变迁，纸张作为一种可长久保存的载体，详细

记载了古代文明，对现代人类具有十分宝贵的研究意义
［1］
。当前，许多纸质文物都是采用纸质材

料为载体进行保存的。纸质材质本身组成成分为保存纸质文物提出了较高的要求。年代久远的纸质

文物容易遭受各种污渍的侵袭。其中，微生物是影响其保存与展示的重要因素之一，它可以以纸张

为营养物质直接破坏材料，也可以生成代谢物直接污染载体。因此，当保管环境过于阴暗潮湿时，

纸质文物更容易受到来自微生物的侵袭，最常见的就是在载体表面形成各种污斑
［2］
。同时，微生

物代谢产生的各种代谢产物中包括各种有机酸，黏附上之后，就会使纸质文物一直处于一种低酸度

的环境，并能在较短时间内大大降低纸张的牢固性能。据研究，纸张上霉菌病害种类可多达266种

（105属）［3］。在常见的微生物中，霉菌以青霉、曲霉等分布广泛的菌属［4］为主；而细菌主要是球

菌属和杆菌属
［5］
。受历史、经济条件及管理水平等多种因素的影响，我国各个地区在对纸质文物保

护方面都存在着一定的差异。经济条件基础较好的地区，保管文物的物质条件较好，发生霉变现象可

能性比经济条件差的地区也少。因此，研究纸质文物有害微生物的监测方法，及时掌握危害程度，对

于及时采取防治措施、维护文物的安全并保障保管人员的身体健康，都有很重要的意义。

1�监 测 方 法

1.1�统计调查

人类在科学研究中常与数据打交道，需要对特定的研究对象进行测量、记录并分析所得到的数
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据。测量全部的对象既不现实也不可能，我们只能从全部研究对象中抽出一部分个体，通过对这一部

分个体的研究来推断全体的情况，统计学研究的核心就是如何通过这一部分个体推断全体［6］。

抽样调查则为这一方法的基础，是指从调查对象的总体中抽取一定数量的样本，进而通过对样

本的研究推断总体的方法。总体就是我们研究的全部对象；样本则为总体的一部分，样本内包含的

个体数目为样本含量。在实际工作中，由于受时间、人力等资源的限制，往往不可能对总体中的每

一个个体进行现状调查。因此，科学运用抽样调查法，不仅可以最大限度获得可信的样本信息，还

节约了研究成本。通过对抽样调查获得的样本数据进行分析和统计推断，阐明总体的特征，这些可

为科学防治纸质文物上有害微生物提供相应的依据。

抽样得到的样本应该是一个总体的缩影，应遵循随机原则。我国疆域辽阔，南北跨不同气候

带，东西则从湿润到干燥，形成了全国气候复杂多样的特点。从总体中抽样的方法很多，各地区可

结合当地的气候特点并根据抽样的组织形式选择适宜的方法。随机抽样法是指随机地抽取调查样

本，可分为简单随机抽样法和分层随机抽样法。简单随机抽样法适用于样本数目较少、个体差异较

小的总体；分层随机抽样法适用于总体情况复杂、样本个体差异较大的总体，需要先将总体分组再

对各组进行简单随机抽样；除此之外，抽样的方法还有系统抽样法和典型抽样法
［7］
。这些抽样的

方法可以单独使用，也可以联合使用。在对微生物污染程度进行调查时，记录的内容应包括当地的

气候特点、库房的保管情况、被危害纸张年代和质地、采用何种方法防霉等，这些调查结果要能够

反映有害微生物发生与危害情况。

1.2�样品采集

1.2.1�空气样品［8］

空气中微生物总数是指每立方米空气中微生物的总数，单位cfu/m3。测量空气中微生物总数

有两种方法：沉降法和撞击法。空气中细菌总数的检测参照《医院消毒卫生标准》（GB 15982—

2012），附录A（规范性附属）“采样及检查方法”，选择六级撞击式空气采样器为采样工具，

选择具有代表性的位置为采样点，采用琼脂培养平板，将采样器置于0.8～1.5m高度进行采样，结

果的评价参照《图书馆、博物馆、美术馆、展览馆卫生标准》（GB 9669—1996）进行比较，撞

击法菌落数≤2500cfu/m3。空气中霉菌总数的检测参照《馆藏文物保存环境质量检测技术规范》

（WW/T 0016—2008），附录E（规范性附属）“馆藏文物保存环境中霉菌总数的测定方法”，

结果的评价参照《图书馆、博物馆、美术馆、展览馆卫生标准》（GB 9669—1996）进行比较，

沉降菌落≤30个/皿。

1.2.2�本体样品

用浸润的无菌棉签在有污斑的位置轻柔旋转摩擦，随即将棉签涂抹至适宜微生物生长的无菌

LB平板、PDA平板上进行培养。将LB平板恒温37℃培养，其间陆续在平板的棉签涂抹位置发现细

菌菌落，随后采用平板划线法对细菌进行分离纯化（非棉签涂抹处生长的细菌视为操作污染，不列

入后续研究）。将PDA平板恒温28℃培养，其间陆续在平板的棉签涂抹位置发现霉菌菌落，随后采

用点培养法对霉菌进行分离纯化（非棉签涂抹处生长的霉菌视为操作污染，不列入后续研究）。后

续参考相关专业资料进行分析，鉴定微生物种属。
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1.3�分子生物学鉴定

在微生物病害研究上，早期主要通过微生物的纯培养并依据微生物的形态及生理生化特征对其

进行鉴定。受培养条件的限制，微生物在常规条件下都是不可培养或者难培养的，而且纯培养得到

的菌株并不一定为危害纸质文物的优势菌株
［9］
。随着分子生物学技术的发展，基于16S rDNA/18S 

rDNA的分子鉴定、变性梯度凝胶电泳（DGGE）、原位荧光杂交（FISH）、高通量测序等技术被

应用于微生物的相关研究，这些分子生物学技术已在一定的范围内得到应用。

作为分子生物学和信息技术的结合体，生物信息学在微生物群落组分分析研究方面也发挥了重

要的作用。目前，与生物相关的数据资源有NCBI、EMBL等，将核酸序列上传到数据库就可以进行

序列比对，并通过聚类分析、构建分子系统发育树可最终确定种属。同时，为了全面反映微生物群

落的特征，chao1指数和ACE指数可表达群落的丰富度；Shannon指数和Simpson指数可表达群落的

丰富度和均匀度，此种分析方法适用于微生物免培养的高通量测序技术［10］。

2�研 究 案 例

贵州省气候湿润、潮湿，绝大部分馆藏纸质文物受到微生物病害的侵染。本文以两家市级博物

馆为调研对象，采用无损采样方法对随机抽取纸质文物的表面微生物进行采集、分离、纯化，并结

合分子生物学技术对其类别进行鉴定分析，同时通过高通量测序来检验结果的可信度。

本研究案例所选取的纸质文物（1～9）为同一馆藏文物，纸质文物（10～19）为另一博物馆馆

藏。文物为近现代、清朝和民国时期的作品，样本纸张含水率较高，pH偏酸性。实验中共分离得

到33株细菌和42株真菌，通过鉴定实际得到16种细菌和8种真菌。细菌分属于9个属：假单胞菌属、

动性球菌属、芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、伯克氏菌属、考克氏菌属、咸海鲜球菌属、葡萄球菌属

和肠杆菌属。真菌分属于3个属：双聚散霉属、青霉属和曲霉属。分离鉴定得到的结果见表1，其

中青霉属出现的频率为32%，双聚散霉属和曲霉属出现的频率各为26%，芽孢杆菌属出现的频率为

21%，故可推测芽孢杆菌属、曲霉属、青霉属和双聚散霉属为优势菌属。

表1�微生物鉴定结果

微生物 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.7 No.11 No.13 No.14 No.15 No.17 No.18 No.19

假单胞菌属 ○ ○

动性球菌属 ○

芽孢杆菌属 ○ ○ ○ ○

类芽孢杆菌属 ○

伯克氏菌属 ○ ○

考克氏菌属 ○ ○

咸海鲜球菌属 ○

葡萄球菌属 ○ ○

肠杆菌属 ○

双聚散霉属 ○ ○ ○ ○ ○

青霉属 ○ ○ ○ ○ ○ ○

曲霉属 ○ ○ ○ ○ ○

��注：○表示此项检测出。
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同时，也对一块残破碎片进行了高通量测序。测序结果如图1所示，细菌菌属主要是糖多孢菌

属（17%）、乳球菌属（6%）、盐单胞菌属（2%）和芽孢杆菌属（1%），真菌菌属主要是曲霉属

（73%）、青霉属（20%）和双聚散霉属（5%）。

3�讨��论

微生物病害在纸质文物中较为常见。微生物具有分布广、对环境适应能力强、代谢转换能力

强、繁殖速度快等特点。微生物防治一直是文物保护的难点之一。开展纸质文物有害微生物监测，

其目的是了解有害微生物的危害情况，研究制定防治措施，以及时控制微生物的蔓延。

近几十年来，国内外的专业人员对纸质文物上的微生物做了大量的科学研究，虽然大多数

研究针对的是真菌，事实上细菌对纤维素的降解、纸张的酸化等现象的产生都起到一定的作用，

两者应该是一种协同共生的关系。例如，细菌中的芽孢杆菌等在代谢中易产生甲酸、乙酸、丙酮 

酸
［11］
；细菌中的放线菌类群有降解木质素的能力；黑曲霉等真菌产生的纤维素酶可以水解纤维

素的β -1，4-葡萄糖苷键
［12］
。这些微生物在载体材料上群居杂生，势必共同影响着纸张纤维的老

化降解。

随着分子生物学技术的发展，微生物高通量测序可一次性从样品中获得数万条基因序列；变性

梯度凝胶电泳技术可以研究微生物结构的时间空间变化，对长期监测工作十分必要；宏基因组技术

解释了微生物在颜料上生长的原因。同时，随着预防性保护理念的日益深入，监测文物保存环境中

空气微生物组成、控制环境中的微生物污染已成为近年来预防性保护研究的一个新方向，国内部分

博物馆、图书馆和国外一些专业机构均开展了这方面的研究［13］。这些全新的视角促进了微生物防

治和保护工作的推进。

本文从统计学和生物学的视角介绍了目前纸质文物有害微生物监测的方法。事实上，文物所处

的环境不可能做到无菌，微生物防治工作的重点是“防”，如果防的工作做好了，“治”就不显得

格外重要。通过对微生物污染监测，评价微生物污染的状况，从控制保存环境的温湿度条件、控制

孢子源头和使用相应的防霉剂等方面抑制微生物生长。此外，保管人员普遍欠缺微生物常识，这也

间接造成了病害的传播。所以，建立微生物综合防治体系，就需要从诊病、治病、防病三个方面形

成规范的长效管理制度，从而为科学有效解决微生物病害提供保障。

图1�高通量测序结果

（a）细菌 （b）真菌

乳球菌
属6.0%

双聚散霉属5%
其他1.98% 未分类0.02%其他0.8%

盐单胞菌属2.0%
芽孢杆菌属1.0%

糖多孢菌属
17.0%

青霉属20%

未分类73.2%
曲霉属73%
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