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由于固氮菌 �� , �� �� “�� � 的黄膜上常粘附着一些革兰氏阴性的刁讲干菌
,

使在分离及

钝化固氮菌时增加了困难
。

有爵多文献查料报导了固氮菌的伴生菌的种类
,

和它俩对固

氮菌的发育与固氮作用的影响
。

豁载较多的伴生菌种是 �
脚
�二�� 万“ � �� �� �� �� 。��� ,�� 

。

�� ��  !∀ 曹分离了件随囿揭固氮菌的革兰氏阴性杆菌菌株 �� 个
,

大部分为 极毛杆 菌属

�尸功
“� 。二�� �� � 及 �一� 个无色杆菌 ��

‘加。� �� �� ��
�

�
,

但未作种的鉴定
。

并献为大部分

的伴生菌在无氮培养基上对固氮菌有抑制生长的作用 � 而极毛杆菌属的一些种且有破坏

固氮菌栩胞的能力
。

� �� �� �� ��
’� 也报导在美国静多酸性和碱性土壤中有一种与固氮菌相伴 生的 小杆 状

菌
,

有 固氮作用
,

命名为 份
� � � � � � � ‘ � “� �� �� ����

� ”‘�

作者在研究广州耕作士壤中固氮菌属的过程中
,

也发现多种伴生在固氮菌英膜上的

革兰氏阴性小杆状菌
, 它们也在缺乏固氮菌的土壤中存在

,

都可以在牛肉膏蛋白膝培养基

上生长良好
,

其中也有能在 �� ��� 氏无氮培养基上生长的两个种
。

根据它俩生长培养特

性来看
,

显然都不是 �� 成�� �� ��
, 。 因此对于这些 固氮菌的伴生菌进行了分离

、

钝化和鉴定

工作
。

实脸方法及桔果
·

自水稻土及菜园土采取表土 ��一� , 厘米� 接种于 �� �� � 氏无氮培养基内 �甘露醇

�外
,
� �� � �

� �
�

乡�
,

� � � � � �
�

� 外
,
�
� � � �

�

�多
, � � �� � �

�

�外
, � � � � �

�

乡� �在 ��一��℃

中
,

趣过丰富培养 �一�天后
,

当表面生长出菌膜后
,

吸取培养液
,

用平面稀释法或平面划

核法于 � �� 场 氏无氮刚果杠琼脂培养基上进行分离
。

�

在广州地区耕作土壤中分离的固氮菌
,

只有圆褐固氮菌一个种
,

但 自培养特征来看
,

可以分为二个菌系
,

一个在 �� � �� 氏无氮培养基上发育的菌落为褶揪型并产生褐色色素

的典型囿揭固氮菌
,

另一个�� 发育有光滑型菌落并产生淡黄色色素
,

至于其形态和生理特

征以及生化反应�� 与典型的囿揭固氮菌相同
。

将在无氮刚果杠琼脂培养基上生长的固氮菌的菌落
,

用平面稀释法或平面划核法反

复进行钝化 ��一�次�
。

然后作涂片在显微镜下检查时
,

一般均显得钝滓
,

不易发现伴生

菌的存在
。

但若将上远挑化的固氮菌接种于牛肉膏蛋白膝培养基内
,

往往能发现大量革

兰氏阴性的杆菌菌落生长
。

利用上述分离方法
,

将在显微镜下显示钝泽的固氮菌培养
,

以平面稀释法接种于牛肉

�
本实球樊庆笙教授

、

刘萃杰教授修改指正
,

特此致榭
。
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青蛋白膝琼脂培养基上
,

由此获得占优势的伴生菌 � 个菌株
,

其中 � 个可以在 �� �师 氏

无氮培养基上生长
。

根据 � � � �� � 氏 ����� � 栩菌鉴定手册
、 �� � �� � � ����� � 栩菌属的鉴定指导及 �� 日

和 �� � �� � ���� �� 的查料
,

将此四个菌株分别鉴别如下 �

�
�

菌株 � 菌体杆状或球杆状
,

单生或对生
,

大小为 ��  知 � �� �一�� 产 ,

有英膜
,

无芽抱
,

鞭毛极生
,

革兰氏阴性
。

牛肉膏琼脂菌落 � 菌落圆形
,

大小 �一� 毫米
,

白色
,

光滑
,

微隆起
,

有光泽及粘性
,

不

透明
。

在含菊萄糖的牛肉膏蛋白脯的培养基上后期产生黄色色素
,
并渗至培养基内

。

牛肉温
�
混浊生长

,

沿管壁有环状菌膜
。

�

焉始薯培养基 � 乳 白色
。

不液化明胶
,

石蕊牛乳产酸
。

在含葡萄糖
、

乳糖
、

甘露醇
、

果糖
、

蔗糖
、

甘油
、

麦芽糖的牛肉膏培养基内产酸产气
。

稍酸盐还原
,

微量产生硫化氢
,

不产生叫嗓
,

形成氨
,

微量水解淀粉
。

能利用铁盐
,

能在费美氏和孔氏培养液内生长
,

能在 �� ��� 氏无氮培养基上生长
,

菌

落微白色
。

�� 范围 �
�

�一 �
�

, 。

利用 � 克葡萄糖能固定 �
�

斗毫克氮
。

根据上述形态特征
、

培养习性以及生物化学反应等与 ��� �� � 氏 ��� �� � 所描远的

刁恤口�� 
。
二

, �� 功�� �� 相同
,

除牛奶反应例外
。

�
�

苗株� 此菌为最主要的固氮菌伴生菌
,

并广泛分布在各种耕作土壤中
,

数最

极多
。

菌体杆状
,

单生
,

大小为 �� �严 � �
�

�一� �产
,

有黄膜
,

无芽胞
,

能运动
,

革兰氏阴性
。

在 �� �场 氏无氮培养基上生长
,

菌落囿形
,

大小为 �一� 毫米
,

无色
,

光滑
,

透明
,

隆

起
,

水滴状
,

后期菌落微带白色
。

在牛肉膏蛋白膝琼脂培养基上生长形成菌落
,

直径 �一� 毫米
,

圆形
,

光滑
,

灰白色
,

后

期菌落微带黄色
。

在 �� �� � 氏无氮液体培养基内生长良好
,

呈絮状沉淀生长
。

牛肉膏液体培养基内生长混浊
,

液面沿管壁略现环状菌膜
,

在合糖的牛肉膏液体培养

基面形成黄色菌膜
。

不液化明胶
。

石蕊牛乳于 �� 天内产生碱性反应
,

上层有黄色菌膜生长
。

在含葡萄糖
、

乳糖
、

蔗糖
、

甘露醇
、

麦芽糖的牛肉膏蛋自膝培养基内不产酸不产气或微

产酸
。

培养 � 天后培养基酸度由 �� �� 。降至 �� �� �
,

一星期后回升至 �
�

� 左右
。

在舍葡萄糖
、

乳糖
、

蔗糖
、

甘露醇
、

麦芽糖的 �� �� � 氏无氮液体培养基内产酸不产气
,

培养基内酸度自 �� �
�

� 下降至 �� � 左右
。

能在柠徽酸盐培养基上生长
。

稍酸盐还原
,

产生硫化氢微少
,

不产生叫嗓
,

产生氨
,

�
�

�
�

及 �
�

�
�

反应阴性
。

� � 范围 �� �一 �
�

� 。

利用 � 克菊萄糖能 固氮 �
�

�一 �
�

� 毫克
。
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根据上述形态特征
、

培养习性及生化反应等
,

除石蕊牛乳反应及糖发酵反应外
,

其他

反应基本上与 � � 己 和 � � � ��� ���� �� 所描述的 ��
, �
�� , � � � � � 二� �� �心。� �� 相似

。

�
�

菌株 � � 杆状菌
,

单生或成对
,

大小 ��  产 � � �一�� �产
,

无黄膜及芽抱
,

能运

动
,

革兰氏阴性
。

牛肉膏琼脂菌落 � 菌落点状
,

大小 �
�

�一� 毫米
,

微隆起
,

光滑
,

有光泽及微弱糠色蟹

光
,

半透明
,

微黄色
。

不液化明胶
,

右蕊牛乳脯化
。

在含葡萄糖
、

乳糖
、

麦芽糖
、

甘油
、

阿拉伯糖
、

蔗糖的牛肉膏蛋白膝培养基中不产酸不

产气
。

�

稍酸盐还原
,

不形成硫化氢
,

不形成叫嗓
,

不水解淀粉
,

形成氨
。

声
�

范围 �
�

�一��
�

��

不能在 � � ��� 氏无氮培养基上生长
。

此菌系与替光板光杆菌 尸““
而�

。
、

� ���� 二。
� �
相似

。

��
�

菌株 � 杆状
,

单生
,

大小 ��  一��  产 � �� �一� �产
,

无英膜
,

不生芽抱
,

能运

动
,

革兰民肿胜
。

牛肉膏琼脂菌落
�
圆形

,

大小 �一� 毫米
,

凸起
,

光滑
,

有光泽
,

胶粘状
,

草黄色菌落
。

于舍有葡萄塘的牛肉膏琼脂斜面上生长呈橙黄色
,

禹始薯斜面上菌苔橙黄
,

禺粉薯变

揭色
。

液化明胶呈杯状
,

石蕊牛乳胰化
。

在含菊萄糖
、

乳糖
、

麦芽糖
、

蔗糖
、

甘露醇的牛肉膏蛋白膝培养基内不产酸不产气
。

稍酸盐不还原
,

产生硫化氢及氨
,

不形成叫嗓
,

水解淀粉微弱
。

不能在 � �� 衍 氏无氮培养基上生长
。

这一菌系暂定为极毛杆菌的一个种 乃翻�� � �� �� ��
�
。

为了阴明伴生菌对固氮菌发育的影响
,

曾进行了下列实盼
。

�
�

将件生菌和固氮菌混合接种于 �� ��� 氏无氮培养液中
,

在 �� 一�� ℃ 中培养观察

其生长情况
,

桔果晃表 � 。

玻 � 俘生菌和固抓, 混合接种的生长, 况

添添琳
�辈辈

固 拭 菌菌 � �亡� � �
�

� �  �� � � 月了�‘‘ 固氮菌栩胞形态态

峪峪��� �  ��� �斗��� 无变化化

������ ��   � ���� 翩胞鞍大大

������� ����� ����� 牵田胞较大大

对对照照 ����� �������

对对照照照照照

�

自表 � 可以看出
,

当 �� “�� � �� ��
� �� �� �� 。行 与固氮菌混合生长于 �� �场 无氮培

养液内时
,

固氮菌的数量较少
,

然相胞个体较大
。

而 乃�� ��
�

。

。�� �� 。众 的生长良好
,

一

未

发现有影响
。
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�
�

将 尸把“
而

�

。
口�� �� ,

痴 与固氮菌混合接种于 � ���� 氏无氮琼脂培养基上
,

48 小

时以内 尸了心“
do

.
a
, to 犷 , t’r 生长较慢

,

但后期迅速生长
,

使圆褐固氮菌的摺鼓型菌落变为

粘液状
,

并诚少揭色色素的产生
。

3

.

将 Pre
“
而
.

。
zo to ge

n

tir 或 助
“
do

.
sp
.

接种于牛肉膏蛋白胰液体培养基内
,

在

28 一30 ℃ 中培养一星期
,

将培养液用 Sei tz 滤器过滤
,

取其无菌滤液
,

按不同浓度比例加

于 As h场 氏无氮培养液内
,

接种固氮菌
,

在 28 一30 ℃ 中培养后
,

观察其生长情况
,

枯果如

表 2
0

农2 培娜过伸生, 的燕菌浦液中固瓦曹生长悄况

过 滤 液
}固氮菌生长情况(单位

:万)I
处 理 方 法 }

一
!固拭

酬郡
态

48小时 196小时 1144小时

P ‘君u d o
.
a 忿o to g 亡. 了介

Ps
‘“

d
o

。
a 忿o ro g e . s打

凡
‘“

d
o
.
a ‘o to g 亡”‘打

P ‘亡u j o
。

a 万o t o g 亡树介

P 畜亡u d o
。

s
P

.

凡
亡u

d
o

。
s
P

.

P
了e “

d
o
.
sP
.

P
s 亡u

d
o
.
s
P
.

对照(加牛肉膏培养基 1奄升)
0
.
1毫升过滤液+ 0

.
9毫升上远培养基

0
.
5 毫升过滤液+ 0

.
弓毫升一远培养墓

1毫升过滤液

对照(加牛肉膏培养基 1 落升)

0
.
1 毫升过滤液+ 0

.
9 毫升上远培养基

0
.
5 毫升过滤液十0

.
5 毫升上远培养基

1落升过滤液

388

420

308

比无氮培养基菌体较小

比无拭培养基菌体较小

菌体变小

菌体变小

比无拭培葬墓菌体较小

比无氮培养基菌体较小

有畴形翻胞出现

有畸形翻胞出砚

d‘d ‘d .,‘00nU月,万几门j成
.,‘内‘

..................口
翻
.月
.
月......
.
.

月,户O,�,乙Q11八勺
�
时了,‘气‘,�

, .
�

4

月’tn
�声
O
�11d
.

,一d
.尹0nf‘ZJR

�一升�,几内乙
,二,‘11
‘.
1
‘.
1
..几1人

由上列实翰枯果可以看出
,

p 把“
而。

。 , 。 sP
.
的过滤液对固氮菌的生长不利

,

过滤液

浓度较高时Blj 引起固氮菌栩胞畸形;而 p记“
而, 。 , 。 a , to 召甘”价 BlJ 由于在不同培养基上

生长的过滤液对固氮菌的影响不同
。

在无氮培养基上生长的过滤液
,

对固氮菌无显著影

响
,

如用生长于牛肉膏蛋白膝培养液的过滤液
,

RlJ 有抑制固氮菌生长的现象
。

肘 翁

分离的伴生菌菌株 E
,

应鉴定为 A , 匆二
。。

at 俪oli ta
,

虽然在石蕊牛乳中有产酸反

应
,

与 Be rg ey 氏手册豁载为无变化有所不同
,

但根据敲菌既能张烈发酵乳糖产酸及产气

的特性
,

RlJ 在石蕊牛乳中产酸是符合其生理特性的
。

伴生菌菌株 A ,

根据其形态
、

培养及生化反应与 A nd er
s
on (195的 所报导的伴生菌

P‘‘“而, 。。“
~ ~

lli ga 。 不同
。

因为后者的菌落具有粘着的奶油状中心
,

边徐硬
,

与琼

脂联枯较紧
,

产生淡黄或淡橙色色素
,

并能液化明胶
,

还原石蕊牛乳且产酸
。

而菌株 A 基

本上与 入ul 和 N ew to 二 (
1 9 6 1

) 在加拿大所分离的新种 P:e“而。
o o a; a z oto罗, “,

相同
。

虽然 Pau l 和 N ew to n 报导的 乃、do
.
o ot
og口n后 在含糖的培养基不产酸

。

根据我俩的

实盼
,

兹菌在含有糖的牛肉膏蛋白脯培养基内产生微量的酸
,

但至生长后期酸已被中和
,

如将孩菌接种于含糖的无氮合成培养基内
,

AlJ 可看出其强烈产酸现象
。

因此献为在鉴定

某些能在合成培养基上生长的菌
,

糖发酵献瀚应以无机合成培养基为基础
,

否BlJ 会产生不

同的枯果
。

Ps eu 面
. ao to ge , it 在无氮培养条件下

,

对固氮菌的影响可能不是由于代榭产物
,

而

是此菌繁殖速率较快
,

争夺了固氮菌的营养 ; 同时固氮菌 的代榭产物 刺激 了 乃
‘“
面
.
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~
勿岁。

tir 的生长
,

反而影响了固氮菌本身的发育量
。

在广州地区不少土壤中
,

缺乏固氮菌的存在
,

而 Ps 。而
. a
o to 岁二ir 却广泛分布

,

其

发育量也远比固氮菌为大
。

为此
,

在本地区的土壤中
,

生物的固氮作用主要是固氮菌抑或

是其他属的袖菌
,

除了上述一些固氮翩菌外尚有那些也能固定氮素的栩菌
,

都值得作深一

步的研究
。

人

桔 兼

在广州地区的耕作土壤中分离固氮菌时
,

由于件生菌的存在
,

造成分离钝化固氮菌的

困难性
。

这些与固氮菌伴生的釉菌
,

主要有 几
。“‘o m o , a , 。 z o t o 岁ns行

,

汉z o to二o n a , i n , o z s ta
,

乃
‘“
面m
o。盯 flo“

~

。s
及 尸““

而, on盯 sP二。

尸招“而m
。
、

,

~

勿g‘,

价 是广泛分布于本地区土壤中的一种能固定氮素的栩菌
,

在

爵多不存在固氮菌的土块中 ,均能发现此种菌的大量存在
。

在牛肉资蛋白膝培养基上培养的 Ps eu 面m 哪。
。
, ,

oge

,

价 及 乃eu do m on o sP
.
的代

榭产物对固氮菌生长有不利影响
。

参 考 文 献

[1] 张宪武等: 1955
。

自生固拭菌的研究
。

土康微生物学集刊
,

1
,

1 一9o

[2 ] 人n d e rso n
,

G

.

R

.
:

1 9 5 5

.

N i t r o
g

e n

f i

xat

i
o n

b y 朽
口“己。衍ona: like :011 bact eria

.
J
.
B acteriol

.,

7 0

:

1 2 9 一133
.

[3 ] G
ray,

E

.

A

.
:

1 9 5 3

.

Co

n t a
m i

n a t i
o n o

f

Az

o

to b

a c t e , c加ooco cc娜 by G ramnegative bacterial rods. N a-

ture.,
1 7 1

:
1 1 6 3

.

1
4

] J

e n s e n
,

V

.
:

1
9

5 8

.

A

n e
w

n
i

t
r o

g
e n

f i
xa

t
i

o n

b

a
ct

e r
i

a

f

r o
m

a

D

a n
i

s
h w

a
t

e r c o u r s e
.

A
r e

h

.

M
i

k

r o

b
i

o

l

. ,

2 9

:
3 4 8一353

.

[5 ] Proetor
,

M

.

H

. , a n

d
W

i l

s o n ,

P

.

W

.
:

1 9 5 8

.

N it
r o

g
e n

f i
xa

t
i

o n

b y G
r a

m
n e

g
a t i

v e
b

a e t e r
i

a
.

N

a t u r e
,

1 8 2
:
8 9 1

.

[
6

]
P

r o
ct

o r ,

M

,

H

. , a n
d

W

i l
s o n ,

P

…
:1959.Nitrogen、 f

i

x a
t

i

o n

b
y A

c 方阳脚。丢act 盯 sp p
.
A reh

.
M i打

obiol
· ,

3 2
:

2 5 4

- 一2 6 0
.

[ 7 ] P a u l
,

E

.

A

. , a n
d N

e
w t o n ,

J

.

D

.
:

1 9 6 1

.

S t u
d i

e s o

f

a e r o
b i

c n o n 一s y m b i
o t i

e n
i t

r o
g
e n 一

f i石ng b a Ct er ia
·

C
a n a

d i
a n

J

o u r n a
l

o
f

M
i
c r o

b i
o

l
o

gy

,

7
:
7 一13

.

[8 ] Ross
,

D

.

J

.
:

1 9 5 8

.

B i
o

l
o g i ca l

。t u d i
e : o

f
s o
m
e t u s s o c

k g
r a s s

l
a n

d
s o
il
s
.

V 二N
on sym biotie nitrogen

f过ng b
act eria. N ew Z ealand J

. A gri. Research,

1

:

9 5 8 一567
.

[9 ] Ske曲
an ,

V

.

B

.

D

.
:

A g
u

i
d

e t o t h
e

i d
e n t i fi ca

t i
o n o

f t h
e

G

e n 七r a o
f b

a

cte

r
i
a
.

仆
e
Wi lli

am s and W il
-

kins Com Pany. 1959.

[10] Ste Phenson
,

M

.
:

B
a

ct
e r

i
a

l m
e t a

b

o

l i
s

m

.

L
o n

d
o n ,

1 9 4 3

.

[
1 1

1 V

o

et

e s
,

J

.
a n

d D

e

b

a e
h

e r ,

J

.
:

1 9 5 6

.

Ps

e 。己。脚on“ 成
oroge粉廊

nov. spp
· , a n e

w f
r e e

l i
v

i
n

g
n

i t r o
g

e n

f 加
ng bact erium

.
N aturw i

ssensch aften
,

4 3

:
4 0 一41

.

,,



土 缝 学 报 11 卷

S T U DI E S O N T H E C O N C O M IT A N T B A C T E RI A O F

A Z O T O B A C T E R

W
^No Y u

一

伽
xNe ^NO L uo G uB

一

w
E i

(
S
o u t

h
e , n

C
hin

a
A g ,ic 诫脚1 C

olleee)

(So M
A。)

仆
e Presence of concom itant baeteria on the ca Psu lar surfaee introdueed diffieulties

of obta ining pure cultures of A 之o to b a c ter f
r o
m th

e c u
l
tiv
at
e
d

50
11
5 o

f C
a n t o n

.

C o n
c o
m ita

n t b
a ct e ri

a a s so c
i
a t e d w ith A z

o to b
a c t er i

n e
l
u
d
e
凡eu d

o脚on as 成otogen
sis,

A 之o r0 0 0 n o ins
o li ta. P so d

0 0 0 n as 11
0 “r

es
c e刀5 a n

d P
s
eu d

o
m
o刀a s sP

.,
Ps

e

ud

o 二on as a加to
-

考召刀“几 a lso a k in d o f n itro g en
一

f i
x
i
n
g b

a c t e r
i
a

,
a r e

f
o u n

d i
n

m
o s t c u

l
t

i
v a t e

d
5 0

1 1
5

i
n

Ca

n
-

t o n
,

a n
d

a r e
P re

s e n t
i

n a
l

a

rg

e r n u
m b

e r t
h

a n
A z

o r o
b
召c ter

.

Th

e
m
e ta b

o
li
c s

ub
st a n e e P r o d

u e e
d b y P

s e “
d
o 从。
加
s a之口to g e 称s ts a n

d P
s
翻d
o邢。月as sP

·

f

r o

m

n u
t
r

i
e

n
t

a
g

a r c u

l
t
u r e s

d
eP

r e s s e

d
th

e
g

r o

w
t
h

o

f A
之o to b

a c ter i
n n

it
ro g e n

一

f re
e

l i q
u

i d

m
e
d i

a
.


