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�一 �菌株
�

本室分离固氮螺菌��株即马唐
�、

马唐
� 。 、
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进行冷冻干燥保藏
。

�二 �固氮螺菌冷冻干燥处理
�
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保护剂
�
脱脂牛乳的制备
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取新鲜牛奶经�

，
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，
离心��分钟

，
进行 �次

，

灭菌�
。
�磅���分钟

。
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固氮螺菌经冷冻干燥处理
�
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���水 �立升
，
���

�

�
，
琼脂�

�

��克
，
��� ��

�

�� ��毫升
，
培养的菌

株在无菌条件下
，
经牛乳保护剂的稀释

。

分装冻干管中在��一一���型冻干机 �予冻—
拉冷一一真空干燥一一升华一一真空熔封 �处理即成保藏菌株样本

。

�三 �经过保藏一年的菌株的几种培养特性及生理特性的观察与测定
�

�
�

采用半固体的���培养基观察表面下 �一 �毫米有无菌膜生成
。

�
�

固氮螺菌对不同碳源的利用和产酸情况
，
以���培养基为基础

，
碳源利用葡萄

糖
、

核糖和果糖
。

�
�

石蕊牛乳接菌后的反应
�

石蕊牛乳的配制
�
新鲜牛乳加热脱脂

，
称石蕊�

�

�克
，
蒸谁水�� 。毫升

，
配成石蕊溶

液
。

牛乳石蕊的比例为���
， � ，

灭菌�
�

�公斤���分钟
。

�四 �固氮活性的测定
�

固氮螺菌在���半固体培养基中培养��一��小时
。

试管拔出棉花塞换上反 口像皮塞
。

加���乙炔
，
��℃保温培养 �小时用气象色谱仪 �����型

，
色谱柱填充物 为�� 火��儿

柱温��一��℃ ，
氢火焰鉴定器 �测定乙烯量

，
用 乙烯标准曲线计算

。

结 果

�一 �真空冷冻干燥保藏后活性

��株固氮螺菌经冷冻干燥法保藏 �年后均能移接成活
。

菌体特征无异常表现
。

但以斜

面试管法保藏���天后移接均不生长
，
结果见表 �

。
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表 � 切株固抓螺菌经冷途王燥法保里工生适亘适些旦

碧日呼砰节离
�

三兰竺
�

�三 一止生

一

…
一

…
�

��‘
�
� 十
�
� � �

���
十 � 十汁十 � � 、�

��
十 十 十 十 十 ，十 十 十

一

卜 ‘ 十 十 十…� 十 十 十

�
十 十 十 �法冻

燥

冷千

注
� ① “

一 ”
表示移接后不能生长

， �十 十 ”
表示生长但不好

·

①马唐“ 经��小时培养生长较弱 �

在舫小时生长正常
�

① � 十 � � � ”
表示生长良好

�

从表 �可以表明
，
��株固氮螺菌在室温下用冷冻干燥法保藏一年是可行的

。

相反在室

温下斜面试管法保藏���天后便全部失活
。

同时也表明马唐
。 。
在经冷冻干燥过程中有所变

化
。

�二 �培养特性的观案
�

采用半固体的���培养基进行��小时培养观察结果如表 �
。

结果表明上述��株菌株均

能使培养基变碱
，
半固体培养基表面下 �一 �毫米

，
长一菌膜

，
同保藏前是一致的

，
唯马

唐
�。
表现 生长较慢

。

��

运耳苹胃罗廿丫万
冻 干 前 ���

� �
����������…�� 十 十

���
十 十 �
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十 十
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一

十

冻 干 后 �
� � � ��

� � � �卜� � ��� � � ��
� � � �

�
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大土创士上望竺竺二二少

注� 马唐” 在��小时生长较差 ，

在蛇小时生长正常
�

�三 �几种理化性质比较
�

�
�

在不同碳源上产酸情况比较
�

��株

固氮螺菌经冻干法保藏后对葡萄糖
、

核糖

和果糖利用中是否产酸同保藏前结果是一

致的 �见表 � �
。

� ‘
石蕊牛乳上生长情况结果

�
石蕊

作酸
、

碱指示剂和氧化还原指示剂来测定

上述��株菌株同保藏前反映结果的比较
，

表 �的结果表明是比较一致
。

除马唐
�。
有

部分变化
， 厂

其余是正常的
。

�四 �固氮活性的测定 ��
�� �

一

� ��
、
�法

�

�

比较冷冻干燥后同冷冻干燥前还原 乙

炔的能力
，
表 �的结果说明

，
经过冻干保

藏仍能保持菌种的固氮活性
，
有的在冻干

后活性下降有的升高
，
但总的趋势高的仍

较高
，
低的仍较低

。

表 � 在不同碳源上产酸情况比较
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表 � 七 蕊 牛 乳 的 比 较
一

万一一一一一一一一一，��一�一
�

菌株

返一
马唐 么。 马唐�� 马唐沛

，
马唐 � 土米� �

玉米。 � 了
厂米�� ��

碱碱产碱碱 产产产冷冻干燥前

冻冷干燥后

微产碱 微产碱

�
微产碱

微产碱 �微产碱
微产碱

微产碱

微产碱

微产碱

微产碱

微产碱

〕三 原

还 原

�一…月

注
�
马唐幻 表现不明显

�

乙快毫衍央分仁�井�小时

注
� 士六养��小时乙炔还原�小时

�

此时马房如生长微叱

图 还原乙炔能力比较

讨 论

本文对固氮螺菌在冻干保藏后部分生理生化性质进行研究
，
其 中较令人感兴趣是在甲

年保藏试验后
，

仍具有较高的固氮活力
，

甚至各别菌菌株经保藏后还原乙炔能力有所增加司

这就初步解 决了固氮螺菌的保藏方法
。

可 以推测出固氮螺菌在真空条件下
，
以牛乳为保护

剂中的螺旋结构得以有相当稳定的构象
，
这与固氮螺菌具有半厌氧的特性的结果一致

。

此

外马唐
�。
较比冷冻前生长速度变慢

，

固氮活力下降并不意为整个固氮螺菌构象发生了完全

不可逆的破坏
，
而只是发生了某种不利于冷冻条件中某种温度的变化

，
当温度适宜时

，
可

以部分地恢复
。

冻干保藏后与冻干保藏前各项生物学指标基本一致
，
说明冻于祛对固氮螺

菌生物特性具有保护作用
。
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