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嫌气性固氮菌特别是固氮芽孢梭菌,在各类型土壤中分布广泛。除耕作土壤外 ,在好

气性自生固氮极少或没有的林区、草地甚至瘠薄的荒地,仍有嫌气性固氮存在 (Augicr,

1957;PbI6Kbma,1960;EMueB,1962;Mishustin,1973)。 作者在黄土高原子午岭林区及青

藏高原海北高寒草甸进行上壤微生物区系研究中,观察到在前者土壤中,好气性自生固氮

菌极少,在后者土壤中,则未能发现有好气性自生固氮卤。为查明上述土壤中大气氮素固

定的主要承担者,从而寻求提高土壤肥力的途径 ,进行了本项研究工作。

一、材料和方法

1.土壤样品的采集

子午岭林区分别在林地和草地采取土壤样品,采样层次深度为 0-4厘米、4-23厘米、23-56厘

米,56-lO0厘米。 海北高寒草甸分别在矮嵩草甸(天汤 “′'乃“励″‘mcadow)、 金露梅灌丛 (%″朗″。

``“
`:‘

oJ'shrub)采集样品。采样层次深度分别为 0-10厘米、lO-20厘米、20-40厘米、40-‘0厘米。
为了解森林砍伐后放荒和种植作物以及人工草场退化后对嫌气固氮菌数量的影响,还在上述样地采粲
了土壤样品。

2.嫌气性固氮菌的计数

采用 E呶e:(1962)半 固体培养基。 其成分为:葡萄糖 20克、蛋白陈 5克、酵母浸膏 53毫克、
MEso4· 9H200.5克、Nacl O.5克、FCso‘ 】o毫克、Mnso‘ lO毫克、混合微量元素溶液 (11,Bo,5

克、(NH‘ )2Mo04 5克、K】 5克、NaBr O.5克 、z nso,o.2克 、A△ (so4),0.3克 、蒸馏水 lO00毫

升)1毫升、琼脂 2克、蒸馏水 lO00毫升,调节 pn到 7,0。 将上述培养基分装人 15× 150毫米试管中 ,

每管 lO毫升。灭菌后 ,每管加人无菌液体石蜡 2毫升 ,以隔绝空气,造成嫌气条件。 每管接种 10^l-
lO^m土壤稀释液各 1毫升 ,每一稀释度接种 3管。 28℃ 培养 7天。记录有气泡生成的试管数,查表计

算嫌气性固氮荣菌数。

3.球气性固氮菌的分离纯化和鉴定

分离用培养基采用经作者修改的维诺格拉德斯基(1849)培养基,其成分为:葡萄糖20克、K2nPo4

衤承沈梅生、汪挣琴、任玉岐、覃秀英等同志提供好气性菌株,任玉岐同志提供子午岭土壤有机质数据,特此致
谢。
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1克、Mgso‘ ·
`H200.5克

、NacJ O.25克、Feso‘ o.o1克、Mnso‘ 0.01克、酵母浸膏 (按含氮量计

算 )10毫克、胡敏酸 2毫克、Nazs· 9H2020毫 克、Caco。 5克、蒸馏水 lO00亳升、琼脂 20克。

嫌气培养和菌种分离采用生物吸氧装置。 将萌发的麦种置于密封性能良好的玻璃干燥器中,加水
少许。将接种 10^l-10^之 土壤释液的修改的维氏琼脂平板平置于嫌气十燥器中,密封,置 28℃ 恒温箱

中培养 7-iO天。挑取平板上生长的菌落,经 3—5次纯化,接种在无糖牛肉汁琼脂培养基上好气培养

和无糖牛肉汁培养基中嫌气培养,如均不生长 ,则表明已得到纯种。按 Bergey(19” )细菌鉴定手册进

行曲种鉴定。

固氮量和固氮作用强度(固氮率)测定按《土壤微生物分析方法手册》(中国科学院林业土壤研究所

微生物室,1960)方法进行。

4.混合培养试验

设置了巴氏芽孢梭菌 (c`°
`″
'‘
`″

″P夕‘′饣
`″
″″“”,)与圆褐固氮菌 (”。

`汕
〃″
`r乃 `oo cocr`‘

″)、 放线

茵 (加
`F″

o勿 y“ )、 青霉菌 (P幽加″
`:J`″
)、 无芽孢细菌 (n。n-spore bactrta)、 芽孢杆菌 (B油″“了)的一些

任选菌株在好气条件下混合培养的试验处理。 在 20x200毫 米大试管中装人维氏液体培养基 (不添加
酵母浸膏、胡敏酸、硫化钠)10毫升 ,灭菌后,接种培养 5天的巴氏芽孢菌菌悬液和好气菌菌悬液各 0.05

毫升,28℃ 好气培养 lO天 ,同 时单独接种巴氏芽孢梭菌,菌悬液嫌气培养 I。 天作为对照。培养结束后 ,

分别测定其同氮量和固氮率。 为模拟巴氏芽孢梭菌在土壤中的固氮作用,设置了在无菌土壤中接种巴
氏芽孢梭菌和好气菌进行混和培养的试验。将表层 0—14厘米土壤过孔径 1毫米筛,加 1%葡萄糖 ,调
节土壤水分到 20%。 称 20克土壤置人三角瓶中,1.5公 斤/厘米’灭菌 2小时。接种巴氏芽孢梭菌菌悬

液和供试好气菌菌悬液各 0~5毫升,在保温容器中 28℃ 好气培养 30天。测定固氮量和固氮率。

结果和讨论

【.嫌气培养装置和土壤中嫌气性固氮茵的计数。

在嫌气培养方法方面,作者对几种产生嫌气条件的方法即化学吸氧、生物吸氧和抽
成真空等几种方法进行了比较试验,其结果列于表

′
1。 从表 1的结果可以看出,三种嫌

气培养方法中,以生物吸氧法效果较好。萌发的麦种和酿酒酵母在吸氧的同时 ,释放出嫌

气性固氮梭菌生长所需要的 co2。 碱性焦性没食子酸溶液吸氧较快 ,但同时也吸收了容

农 【 几种婊气培齐方法的比较
·
I·ablc l  Con1parison of several anaerobic cultufe inCthods

婊气培养方法 Anacrobic culturc ncthod

化学吸氧法
(∶)xygen absorbed by chenicals

用磁性焦性没食子酸溶液吸氧

C)2 absorbed by alkine Pyroga11ic

acid solution

用 明发的麦种吸氧

C9, absorbed by
budditlg ivbeat sccds

抽真空法

oxygell
cxhausted b旷
vaculnpuinp

用酿酒酵母吸氧

C)2 absorbed by s'cˉ
‘乃
''o”
,yrcf rcrr″ i‘扌

'c

美蓝退色时间(小时)
dccoloration timc of
mcthylcBe blue(hr.)

48

菌落生长情况
Crowth of colo1】 y
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器中的 Co”并产生不利于固氮梭菌的co。 抽真空法能在较短时间排除 o2,但同时也抽

出了 Na和 co2,故菌落生长极为微弱。在一般缺少较先进的嫌气培养系统,即在抽成

真空后,又能充人一定比例的 N2和 Co2的设各的实验室,生物吸氧法仍不失为分离培

养嫌气性固氮菌的一种较好的方法。 为便于操作和进行较大量的培养,作者采用萌发麦

种吸氧法。

土壤中嫌气性固氮菌的计数,一般采用无氮培养基,但嫌气性固氮茵,多系生长素异

养型,需有微量生长素方能良好生长 (Parkcr,195亿 克拉西里尼柯夫 ,1958)。 EM⒃B

(1962)采 用加有蛋白陈、酵母浸膏的半固体培养基测定土壤中嫌气性固氮梭菌,比用无

氮培养基测得的数量高一百多倍。作者进行的试验,得到同样的结果。 为了检验在该培

养基上生长的菌落是否系嫌气性固氮菌,挑取了在该培养基平板上生长的 140个菌落,移

植在无氮琼脂培养基斜面上嫌气培养。结果除 3管不生长外,137株均生长良好,说明在

该培养基上生长的 98%的菌落均系嫌气性固氮菌,用该培养基进行土壤中嫌气性固氮菌

计数是适宜的。

2.子午岭土壤和海北土壤中球气性固氨菌的计数

子午岭林地、草地及海北高寒草甸土壤嫌气性固氮菌数最测定结果 (表 2、 3)可以看

出,海北高寒草甸土壤中嫌气性固氮菌的数量远比子午岭林区土壤中为多。 从上述两个

地区分别来看,子午岭林区林地森林灰褐土中嫌气性固氮菌菌数又明显高于草地原始黑

垆土中的菌数;海北高寒草甸植被为金露梅灌丛的高山灌丛草甸土中的嫌气性固氮菌菌

数又显著高于植被为矮嵩草草甸的高山草甸土中的菌数。这种差异主要和土壤有机质含

·
表 2 t土亩原子午书林区土交嫌气性固氨的II(10·个细胞/克干土)

·
1·ablc 2  Nu111ber of an.aefobiC nitfogclaˉ fixing bacteria in soil o‘  z|i、vuling forest

region of Lα :ss plal口 au (lO· cc lls`′g dry soii)

试验处理

⒈x pcrimciltal

土 壤 类 型

soil type

土壤层次深度(屋*)
Soil borizon depth (cn)

林 地
Fofest in。 d

地
l
a
n

森林灰褐土
Cray brow· il foicst soil

原始黑垆±
prit1ittve dark l〈 )cssial ‘oil

6.05`

0.284

0.173

().110

0.001

0.029

0-4 4-23 23-56 56-lOo

0

0.034

农B 0tt0蒋 北0△审句土0:气性曰虫△的】△ (lO‘个细胞/克干土)
△
·
al)1c 3  Nun ber ot ailaerobic nitroge】 f̄ixing bacteria iil soi1 。f Haibei alpinc ntcadow

of Qi。 ghaiˉXiza￡ig PIEtcau(10· ctlls/gd了 ,soil)

试验处理

⒈xpcrilucntal

土 壤 类 型

Soil typc

土壤层次深度(厘米)
so11 horizon depth (c n1)

高山草甸土
Alpine nleado`v soil

高山潜丛草甸土

^.ipinc scrubby ,,cado、
、. soil

0-4 20-40

1.44

40-60

o.57

o.21

14.lo

3330,00

J●L

矮嵩草草甸

Ko沙厂口‘|' 乃j‘
`’

’′′′‘
Ineadow

全箔梅藩丛
P(,`r`,`;``召  /'“

``‘

。‘。
1】)cado、;`

2.19

· 183·

|

lO-20
|

|

〖
I    39.20

|  7688.00

|



量有关。土壤有机质含量增高,能明显提高嫌气性固氮菌数量,土壤有机质含量是影响土

壤中嫌气性固氮菌的主要因素之一(EMⅡ:,1962,%3unKOBcKan,1954)。 子午岭森林灰

褐±0-23厘米土壤中有机质含量为 3,85%,明 显高于原始黑垆土中有机质含量 (仅为
1.83%)。  海北高山灌丛草甸± 0-20厘米土壤有机质含量明显高于高山草甸± 0-20
厘米土壤中有机质含量,前者为 14.77%,而后者仅为 7.28%。 所以子午岭森林灰褐土的

嫌气性固氮菌数(3,115× 104个细胞/克干土)明显高于原始黑垆土中的菌数 (0.197× lO(

个细胞/克干土);海北高山灌丛草甸土中嫌气性固氮菌数 (5509× 104个细胞/克干土)
显著高于高山草甸土中的菌数 (2⒍ 65× 104个细胞/克干上)。

试验结果还表明,森林砍伐后放荒,引起嫌气性固氮菌大量减少,而相同的迹地翻耕

后种植作物,则导致菌数剧增。 如试验测得 0-15厘米林地土壤中嫌气性固氮菌数为
0,33× 104个细胞/克干土,森林砍伐放荒后同样深度土壤中的菌数仅为 0.18× 104个细

胞/克干土,而相同的迹地翻耕种植作物后菌数剧增为 32.81× l O4个细胞/克干土。 在
海北高寒草甸,退化了的垂穗披碱草草场 0-10厘米土壤中嫌气性固氮菌数 (058× 104

个细胞/克干土)也显著地低于未退化的垂穗披碱草草甸同样深度土壤中的菌数 (⒌78×

104个细胞/克干土〉。

3.谏气性固氮的分离和纯化

一些国外的科学工作曾用不同的方法分离得到嫌气性固氮梭菌纯种 (维诺德格拉斯

基,1849;ParkCr,1954;Pa6oTIIoBa;1952,Pb】6aJIKma,1957)。 方法虽互有差异 ,但都采

用无氮培养基。作者在研究工作中注意到,用无氮培养基可以成功地从耕作土壤和肥力

较高的土壤中分离到嫌气性固氮梭菌。但用无氮培养基从极为贫瘠的土壤 (如子午岭原

始黑垆土)中分离嫌气性固氮梭菌,却难以奏效。作者采用修改的无氮培养基,添加微量刺

激嫌气性固氮梭茵生长和降低培养基氧化还原电位的物质如酵母浸膏、胡敏酸、硫化钠溶

液或邻苯二酚溶液等,对菌种分离都有一定的良好作用,但以添加酵母浸膏 (按含氮量计
算,100毫升培养基中添加 1毫克)、 胡敏酸 (100毫升培养基中添加 0.2毫 克)、 Na2s·
9H20(100毫升培养基中添加 2毫克)效果最佳。这种培养基的优点在于添加酵母浸膏
补充了嫌气性固氮梭菌对生长因子的需要,添加硫化钠降低了培养基的氧化还原电位,添

加胡敏酸可刺激嫌气性固氮梭菌的生长发育。在此培养上生长的菌落,经 3-5次纯化 ,
即可获得纯种。

4.菌种鉴定

分离得到的嫌气固氮梭菌的形态生理特征基本相同。48小时培养物细胞呈杆状,大

小为 0,7× 1.5-4.6微米。能运动。细胞单个,成对,有时呈短链。老年培养物(培养 15

天)细胞呈梭状,大小为 1.7-1,9× 3.1-5.4微 米。孢子卵圆形,位于细胞中央或一端 ,

大小为 1.5× 2.0微米。碘液染色呈正反应。革兰氏染色呈正反应。葡萄糖明胶不液化。

硝酸盐不还原,不生成靛基质。产生丁酸和乙酸。石蕊牛乳还原 ,微变红,但不凝固,不发

酵。葡萄糖琼脂表面菌落微隆起,粘稠 ,湿润,圆形,边沿整齐,微乳黄色,有光泽。在碳源

利用方面,能发酵葡萄糖、果糖、蔗糖、麦芽糖、棉子糖、甘露醇。不能利用乳糖、木糖、水杨

素、甘油、糊精和淀粉。 和贝捷氏鉴定手册中记载的 9种嫌气性固氮芽孢梭菌即 C`o‘″-
· 184·



表 4 巴氏芽妞按△的固臼活性
Tabic 4 Nitrogcil fixation activity of C`o‘ J″

`|‘

‘
`,,'B‘ `c“`j'″

叨
`99

菌 株  号

strain nulnber

固 氮 率

(毫克氮/克葡萄搪)
Nitrogco fixa“ 。n

actlVit旷

(mB N/g glucose)

C`.p‘ ;‘。″″o``‘″

C`.p召‘fr“″
`″
9‘ l叨

C`.pcf`J“
`‘

o刀 9‘
`99

Cj.p。 f/r`‘
`:口

″“l″

C`.p〃‘
`口

“r:″″留″

C`.p″‘
`口
“″″″“l叨

C`.p'‘
`‘

::‘ r:`9:9‘ ,,:

C`.p口了
`'“
r‘口″‘‘″

CJ.P'‘
``“

/`口″:‘
`”

No.1

No.2

No.3

No.4

No.5

No.6

No.7

No.8

No.9

o.183

o.183

0.180

0.181

o.183

0.183

0.183

0.181

q.178

蜜的净增】

(毫克底/lO毫升培养基)
N uet increased

(mgN/lO m1
cuIturc lnedium)

3.634

3.ll,

3.622

3.lO8

3.672

3~153

3.131

3.459

3.270

固 摄 率

(毫克氮/克有萄糖)

Nitrogcn fixati。 ∶∶‘

actlvlty

(mg N/g glucosc)

表 5 巴氏芽孢梭面与囡柄固又由混合培并的固氮活性
Table 5 Nitrogc1△ fixatioil activity of 11“ xed culture()fC`o‘

`/``|I‘ `″

.p'‘

`F`‘
`′
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〃〃

'z,r乃
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彳
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″:N· o.2】

+C`,po‘
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葡萄搐耗用虽
(克葡萄潜 /iO菟开培养基
Clucose consurncd

(g glucose/lO mi
cuIture Mcdium)

氮的净增盘

(毫克斑/lO毫升培养基)
N net increascd

(mB N/lOmi
cuIturc nlcdium)

o.665

0.570

o.652

0.563

0.672

0.577

0.573
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葡萄湾耗用量
(克葡萄消/lO毫升培养基)
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o.022
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0.l16

o.037
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葡萄琵耗用量

克掏符挖/lO亳升培养基)

C1ocosc co【 lsumed

(g BIucosc/10:” 1

cuitufe medium)

0.115

o.115

0.l15

o.II5

0.115

0.lI5

虫的夺90上

(毫克△/lO毫升培养基)
N net increard

(mgN/lOm1
culture nlcdium)

().365

().401

o.252

0.225

o.878

0.429

表 6 巴工芽抱校茁与放钱口混合塘弃的固斑活佳
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″ yr″乃纟‘|“ ,,, slp.

固 氮 率

(毫克氮/克葡萄糖)

nitrogen fixattoil
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(n)gN/g glucosc)
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3.487

2.191

1.957

`.635

3.730
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(毫克汉/lO t升培养基)
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表B 巴氏芽犯梭口与无芽把细由混合坫并的固k活性
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(g glucose/lOnI
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(n1gN/g glucose)
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克葡萄搪/lO耄升培养基) (亳克底/lO毫开培养基)
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o.115
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0.】 15
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aCtlvity

(mg N/g glucosc)

巴氏棱菌+芽孢杆菌
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″的形态生璎特征相比较,除对甘油的利用有差异可能

系由于生长发育阶段和培养条件差异所引起 (EMue:,1962)之外 ,和巴氏芽孢梭菌的形

态生琨特征基本相同,应为巴氏芽孢梭菌 (C`o‘
``·

f`砌″ p`‘
`c:‘ ``‘`″

仍仞Winogradsky)。

s.巴氏芽孢梭茵及其与好气菌混合培养的固氮活性

巴氏芽孢梭菌的固氮活性及其与圆褐固氮菌、放线菌、真菌、无芽孢细菌和芽孢杆菌

的一些菌株混合培养的固氮活性的试验结果列于表 4-9。

表 4的数据表明,所分离得到的巴氏芽孢梭菌不同菌株的固氮率(毫克氮/克葡萄糖)

为 3.108-3.672,但 巴氏芽孢梭菌与其他好气菌混合培养,则固氮率一般均有较大幅度的

提高。有的混合培养的组合与巴氏芽孢梭菌单独培养相比较,差异达到显著和极为显著

的水平(表 10)。 如巴氏芽孢梭菌与圆褐固氮菌不同菌株混合培养 ,其固氮率 (毫克氮 /克

葡萄糖)最高达 15.464,平均为 10,789;圆褐固氮菌单独培养,其固氮率最高为 9,389,平

均为 7.195。 巴氏芽孢梭菌单独培养,其固氮率最高仅为 3,672,平均为 3.352。 巴氏芽孢

梭菌与圆褐固氮菌混合培养的固氮率,与巴氏芽孢梭菌或圆褐固氮菌单独培养的固氮率

比较 ,其差异均达到显著性水平。巴氏芽孢梭菌与真菌菌株混合培养,除 1株菌株即漆斑

菌种外,均比巴氏芽孢梭菌单独培养为高,其差异也达到显著性水平。巴氏芽孢梭菌与放

线菌株混合培养,其固氮率与巴氏梭菌单独培养相比,有高有低 ,t-检验无显著性差异。

但有的放线菌菌株如弗氏放线菌 (加万″o″ ,rf‘ fr朗,`c)No,117与巴氏芽孢梭菌混合培

养,其固氮率明显提高。巴氏芽孢梭菌与芽孢杆菌混合培养情况与放线菌类似,虽 t一检验

无显著性差异,但个别菌株如芽孢杆菌种(B拓 J`贸‘sp· )No.8019与巴氏梭菌混合培养其

表 10 巴氏芽招按茵及其与好汽由混含培齐固氨牢差异的 t一拄脸
·
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巴氏芽孢梭菌 +无芽孢细菌与巴氏芽孢梭菌比较
C`, p口‘

`c“

″0″“1叨 |̄】lOI】spore 乙Jc`c″
'

ro,″ p'rc with C`.p夕‘
`纟

“r`“刀“,,,

巴氏芽孢梭菌 +芽孢杆菌与巴氏芽孢梭菌比较
C`.p〃‘″“″舀″″

`99十
B'r|″“‘co″

'`re WkhC`.p召‘
`●

“
'`夕
″“
`,,

巴氏芽孢梭菌 +圆褐固氮菌与圆福固细菌比较
C`.p″ ff'〃 r`“″“″”+'≈ . c乃
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显著性水平
significailcc

leveI

极为显著

Ver/slgilifiˉ

无显著意义

No sigilificant
111e an】 I△g

显著

significallt

无显著意义

No significant
rncanlilg

无显著意义

No sigllificant

nlealling

极 为显著

Very sigui(iˉ

自白度
Degrce of
frecdon】

n'· =· l;

i1· =● 13

n′ =:14

n′ ~14

10.253 P·<().001

P冫>0.05o.507

2.217 P(0.05

1.951 P>0.05

1.219 P>0.05

4.lO3 P<0.01
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固氮率竟高达 10.748毫 克氮/克葡萄糖,比巴氏梭菌单独培养高 2.2倍。

为了模拟巴氏芽孢梭菌与好气菌在土壤中的固氮作用,进行了土壤接种试验,其结果

列于表 lO。 将土壤接种试验的数据与表 4-9的数据进行比较后可以看出,在无菌土壤
中混合培养的固氮率一般都比在液体培养基中混合培养的固氮率高。 从氮的净增量来
看,除圆褐固氮菌 No.12外 ,巴 氏芽孢梭菌与弗氏放线菌、青霉菌、芽孢杆菌在无菌土壤
中混合培养氮的净增量都明显高于相同菌株在液体培养基中混合培养的氮的净增量。从

固氮率看,除巴氏芽孢梭菌与芽孢杆菌 No.8019在土壤中混合培养与在液体培养基中
的固氮率相仿之外,巴 氏芽孢梭肉与弗氏放线菌、青霉菌土壤混合培养的固氮率也显著高

于液体培养基中混合培养的固氮率。

国 氮 率

(毫克氮/克衔萄糖)

`了

itrogcil fixatro。 l

a ctlvity

(mg N/g glucose)

试 验 处 理

rxpefimental treatirlellt

.20- 1.460

0.204 2.091

1.168

1.9

(g glucosc/20g dry st)il)

商菊挖耗用I
(克葡商店/20克干土)
Clucosc consuincd

氮的净增量

(宅克氨/20克干土)

Net N increasetl

(ng N/20g dry soil)

巴氏芽孢梭菌 +圆褐固氮菡
)`to. 12

CJ.p夕‘
`J昭

r`'刀 J‘″ △̄
彳g.‘乃/o ororr“

`″
No.】 2

巴氏芽孢淡菌 +弗氏放线菌
No.57
C`.p`‘

``“
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巴民芽孢梭菌十音锯菌
No.36
C1,夕
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P.c`,|c``J:‘
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 sp.No.36

巴氏芽孢梭菌 +芽孢杆菌
卜;o. 80I7
C1.p四

`c″`杨
刀“″ +

B'oJ`″‘sp.No. 8017

7.157

10.250

5.729

EM双eB(196o)曾 报道 B∝″
``钐

幼‘
`o,```△

o湘 对巴氏芽孢梭菌的固氮有刺激 作用。

Ba6beBa(1977)和 KouoRKc,I∶I(1979)分别报道某些油脂酵母 (L:`口″Jyc‘9.)和细菌以及

某些真菌和细菌混合培养有固氮作用,虽然其固氮量不高,但表明土壤中的固氮作用'是
由某些微生物类群联合进行的。作者的工作表明混合培养优于单独培养。从细菌肥料的

角度来看,从土壤中分离固氮率高的巴氏芽孢梭菌优良菌株,与其他好气菌混合培养,筛

选出固氮率高而又适于土壤接种的高效的巴氏芽孢梭菌与好气菌混合培养复合体,有可

能成为一种高效的新型细菌肥料。

小  结

(1)对黄土高原子午岭林区和青藏高原海北高寒草甸土壤中嫌气性固氮菌的数量及
巴氏芽孢梭菌、巴氏芽孢梭菌与好气性自生固氮菌或其他好气性微生物混合培养的固氮

活性等进行了研究。研究结果表明,嫌气性固氮菌的数量均以表层土壤中为最高,并随土
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表 11 无茵土,混合接种巴氏芽孢接口和好气△的固负活性
·
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壤深度的加深而减少。从嫌气性固氮菌在不同地区土壤中的分布来看 ,子午岭
森林灰褐土

中的菌数明显高于原始黑垆土中的菌数 ;海北高山灌丛草甸土中的菌数显著高于高山草

甸土中的菌数 ;海北高寒草甸土中的菌数又显著高于子午岭林区土壤中的菌数。 上述两

个不同地区和不同类型土壤中菌数的差异和土壤有机质含量不同有关。

(2)用作者修改的无氮培养基,即在维诺格拉德斯基无氮培养基中添加酵母浸膏
(按

含氮量计算,lO0毫升培养基申添加 1毫克)、胡敏酸
(100毫升培养基中添加 0.2毫克)和

硫化钠(Na2s· 9H20,100毫 升培养基中添加 2毫克),成功地从瘠薄的原始黑垆土中分离

到嫌气性固氮菌纯种。按贝捷氏分类系统,鉴定为巴氏芽孢梭菌。

(3)分得的巴氏芽孢梭菌的不同菌株,嫌气培养后经测定其固氮率为 3.115-3.672

毫克氮/克葡萄糖。巴氏芽孢梭菌与圆褐固氮菌、放线菌、真菌、无芽孢细菌和芽孢杆菌在

好气条件下混合培养,均能固定大气氮素。某些好气菌与巴氏芽孢梭菌混合培养,能使巴

氏芽孢梭菌的固氮率提高 1· 3-2,2倍 ;圆褐固氮菌与巴氏芽孢梭菌混合培养,比巴氏梭菌

单独培养的固氮率提高 1.4-3.6倍 ,比圆褐固氮菌单独培养的固氮率提高 0,3-2倍。

(4)无菌土壤中混合接种巴氏芽孢梭菌与好气性微生物,其固氮率有的较在液体培

养基中混合接种同样菌株的固氮率更高。
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sTUDIEs ON THE NUMBER AND ACTIV1TY OF ANAEROBIC
NITROGEN-FIXING BACTERIA IN sOIL OF zIWULING
FOREST REGION OF LOEss PLATEAU AND
HAIBE1 ALPINE MEADOW OF QINGHA1-

X1zANG PLATEAU

Li Jiazao
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The llunlber aud nitrogen fixation activity of anaerobic nitrogen_Fixing bactOria and

associated nitrogen fi区ation of anacrobic nitrogen-fiXing bacteria 、7ith z·⒋刀̀`JObccfer or
otller aerobiC lrlicroorgani斑 Lls 1.vere investigated in soil of ziⅡ uling forest regiolil° ￡]∶loess

Plateau and IIaibei alpinO Inea(1ow of Qinghai-Xizang Plalteau.

Experin1ental results sho、,ed that the llu,nber oF anacrobic nitrogen-fixi11g bacteria

`lias highest in thO sllrface 1△
orizon.o￡ soil in all expcrilnental treatnaents and decrease(I

gradually in accOrd.、 vith tllc deepOlling of soil llorizon dOpth,  In zi、 Tulillg region, tlle

nulnbOr 。￡ allaer()bic nitrogen-￡ixing bacteriaˉ、vas obviouslv higher in grey brown士 orest

soil of forest larld tLan th。 t in iplllllitive dark loessial soil ()f grass land.  I】 1 IIaibei a1-

pine lucadow,the nulnber of anaerobic n.itrogel1-fl玉 illg bacteiFia in alpine scrubl)y nleado· W
soil lvas signi￡ lcantly higller tllall d1at in alpine llleadow soi1.The discrcpancy of the nu卫 1-

ber of anaerobic nitrogen-fixing bacteria ill、 ·arious salnpling locations and differen.t

soil typcs、Vas correlated、 vith the soil organic lnatter content,

The land deserted after felling do△9n the￡orest result in tlle decrease of anaerobic

nitrogen-fixillg bacteria, on.the col△ trary, it increascd drklsticall1· lvllen thc slash was

cultivated、vith farlll crops.  △Ioreover, degra(1】 ition of artifiOial cultivated grass land

also resulted in reduction of a11aerobit nitrogellfi区 illg bacteria.

By the tlse of′Vinograasky’ s nitrogOn~frOO culture 111e(lium.lnodified by author(1.0

n·】g yeast eXtract according t()N content,0.2 111g hu△ li() acid, all(1 2 mg Na2s. 9I】 么0 w̄ere

added in.100 1nl culture Inediulll),pure straibs()￡ anacrobi(i nitrogeIl-fixing bacteria· were

successfully isolated fronl prinlitive dark 1octsial soi1. From this very poor soil,allaero~

bic nitrogcnˉFixing bacteria could not be iso1.ated by ordinary`Vinogradsk’ s nitrogen-土 ree

culturO lnediuln, i△ ccording to BeFgey’ s△Imlual of Deternlinative I;ac七 eriology, allaer(J-

bic ll△ troge△1-flxmg bacteria isolated belong to CJr9sf’
.冫

Ji[tma postCt‘ rtic,tt‘ ,ll lVi∶rlograds1、v.

Tlhe nitrogen fixation activities oF pure cultures of different strains o￡ (9Josf” z.JJ″ ,刀

pσ‘招ttrtom.1‘″1.Were 3.115-3.672△ 1g N/g glucose,Cirr`sfridftr),tp@￠ F∞ ncmt‘”n nlight grow

arld fix atIn.ospheric nitrogell in aerobic cuttllrc colldition w· hOn associated 柄:itll otller

acrobic n】 icrobes as azotobacters, actinolnyces, ￡uligi, nol1-spore bacteria aFld bacillus.

sonle straills of actillolllyCes and bacillus increased the llitrogOn fi区 ation activity o￡ Cγ
`‘

)-

shic氵 z tt9,t pdsfc″ r2‘tmmml by 130——220% as that oF pure culture oF C切 sfr记够,,tp⒅招勿~

,·氵四m2`”t.. ClJos艹 r氵d"仍% p口 sfclt,^刀砀77%冫厄 Cultured 、vith solne stral△ s of azotobacter also signi-

ficalltlv enchanced the nitroge∶〖l fixation activity.  It △vas approxiJllately 1.3-3 tillles

fllld 2.4——4.6 ti1nes as cO【【lpared with that of pure culture of azotobaCter alld Closfr|d|,t'`。
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”t respeCtivel1ˉ .

In order to silnulate the nitrogell fi区 ation in soil, C17osfr氵 d漉刀l p‘ Isf`irrF@,27tml and

otller aerobic luicroorganislD~s ˉnˉere illoculated ill sterilized.soil and i∶ ncubated.at 28°C
for 30 days,  I】 xpeFilllental results indicated that the nitrogell fixatiol1.a(·tiVities oF some

combinations oF C叼 osfrtdj″ ,,t p四(sfetur2口 o】 2‘″t.z1nd aerobic nlicroorgallisnls △̀ ere F11rther

higher than.that of tlle sallle lllicrobial coallbinations cultured in liquid nlediun】 .
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