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海泥中硫捍菌的分离培养研究
”‘

薛廷耀 孙 团王
(中 国 科 学 院 梅 洋 研 究 所)

在自然界硫的棘化过程中
,

能使硫或硫的不完全氧化物棘化成为硫酸等产物
,

并在

体内不累积硫粒而在土壤中起主要作用 的硫化韧菌
,

基本
_

上只有一属
,

那就是硫捍菌属

(介io 加cil 标
, B eij eri nc k )[1] 。

硫捍菌属在其生命活动过程中耙搏化而生成的硫 酸
,

能使

土壤中不溶性的矿盾盐类
,

如磷酸钙等搏化成为容易被植物吸收利用的可溶性矿盾盐类
,

并且增加了土壤中有效硫的合量
,

因而可么提高土壤的肥力
,

促进农作物的增产
。

此外
,

在一定限度 内施入硫磺接种硫化菌还可以改变土壤的反应
,

抑制某些病原微生物的滋 尘
,

这对农作物某些病害的防治如思给薯疮痴病等也是有效的 [I,8 1。 同样地在合硫化韧菌少的

碱土中施入硫磺 t2,8 ]并接种适宜的硫捍菌 (由于硫酸的产生 ) 对于改良张碱土是有效的办

法之一
。

其次
,

由于硫捍菌生命活动所进行的硫化作用
,

对改良水康和好水池的水盾也有着良

好的作用
。

当水康和赊水池中所累积的硫化物由于微生物的作用而产 生硫化氢积聚时
,

握过硫捍菌的生命活动所进行的硫化作用
,

就可以棘化水厦中这种有毒物盾
,

因而对水产

养殖也是有益的
。

自然界中硫捍菌的分布甚广
,

在淡水
、

海水及土壤中都能找到
。

但是
,

要进行钝培养

分离
,

海泥就是这一属翩菌的某些种最可靠的来源 [4. 川。

因此
,

我佣用海泥作材料进行了

这类糊菌的分离培养工作
,

以期在改 良张碱土的粽合措施中 [3] 有所裨益
,

目前
,

这种韧菌

对碱上改良的田阴拭盼
,

还正在进行中
。

值得提 出的是
,

我俩所分离出来的硫捍菌还可以作勘探硫矿
、

翎勺
‘ 、

敛矿与其他金属

矿的标准指示菌 [10 lo

一
、

分离与检定的方法

我竹使用的作为丰富培养的培养基它的选择性是很张的
,

如分离氧化硫捍菌(T hi 。阮
‘

‘, 11 。 油 oo xi da 。)钝培养的培养基
,

其 p H 值是很低的 (p H Z左右)
,

在贰殷过程中
,

污染杂

菌的机会很少 ;分离脱氮硫捍菌 (T
.

己朗￡沉ft’c 邵s) 钝培养的培养基
,

不但有相当弦的选择

性
,

而且是在厩氧条件下培养的
,

杂菌也不易生长 ;分离排硫捍菌 (T
.

tio p 4 r“
习 腌培养的

培养基
,

也有校张 的选择性
。

因此
,

在制作以上三种硫捍菌丰富培养的培养基时都没有灭

菌的必要
。

中国科学院谁洋研究所抓查研宪报告第 80 号
。



拓 海 洋 与 湖 沼 2 卷

制备固体培养基的方法
,

是将 3多的琼脂水溶液
,

在 15 磅裤气压力下溶化
,

再加二倍

浓度 等容积的培养液
,

混匀后
,

作成斜面或高层
。

贰驮中
,

如需灭菌
,

一般都采用简隙灭菌

的方法
。

固体培养基 (平板划擒和盯七用 )是用紫外技灭菌的
。

在做平板时
,

微量元素是预

先分8l] 配成稀释水溶液
,

各加一滴滴入无菌的培养皿
,

再加不含微量元素的琼脂培养基
,

作成平板
,

以备后用
。

由于韧菌作用斡化生成的硫酸
,

是将培养液加盐酸数滴
,

再加氯化胡
,

然后观察是否

有
‘

白色沉淀而蹂定白讥

分离硫捍菌的材料是采用青岛栈桥附近低潮梭的海泥
。

1
.

分离排硫捍菌 (T 厉
口

撇cil 坛
, ,厉

o p “厂“习 丰富培养的培养基 [11. 5] 其成分如下
:

N
a ; 5 2 0 3

·

, H户 2
.

0 形 M g so , 0
.

0 8 形

K Z
H P o ; 0

.

4 务 F e + +

(F e s认)
、

M n + +

(M
n s认) 微量

K H 护。
, 0. 斗彭 水 10 0. 0 毫升

N IJ刃1 0
.

0 斗拓 z、工1 7一7
.

8

将
_

卜述培养液 50 毫升倒入 巧。毫升的雄形瓶
,

然后接种海泥 2一 3 克
,

振羞混匀
,

形

成浅层培养
,

在 2弓一 3。七 培养 3一斗天后
,

培养液郎均匀混浊
,

变酸
,

一迥 内郎由原来之PI 生

7
.

3 降至 p H 3 ,

由此郎可初步征明此类韧菌在培养液中占优势的繁殖起来了
。

用白金林取出培养液
,

在与
_

卜述成分相同的固体培养基上划袋钝化
, 1一2 天 内6IJ 出

现不透明的白色或浅黄色的条痕及单一集落
,

如进行较长时简的培养
,

在校大集落的中央

0lJ 出现橙色的小圆点 L川 。

取单一集落
,

重复划藕钝化 8I] 可得到钝培养
,

其特征四l如下
:

粕短捍菌
,

大小为 0
.

弓x l一3 微米
,

革兰氏染色负反应
,

无抱子
,

能运动
。

硫代硫酸纳平板培养
: 生长迅速

,

在 2 ,
。

C 培养 24 小时
,

在划钱区域郎出砚白 色或浅

黄色的条痕
,

在绷菌生长蛟稀的区域
,

郎出现白色的微初集落
,

点状
,

圆形
,

大小钓为 0. 2

毫米
,

全椽
,

由于有硫拉的集聚
,

内部呈现粗粒状构造
。

硫代硫酸钠液基培养
:
生长旺盛

,

在 25 oC 培养 48 小时
,

硫粒郎积聚于表面
,

形成混

有翎菌韧胞 (图 2 )白色或乳白色的薄膜
,

沽附于管壁
,

培养液均匀混浊
,

变酸
,

一遇内611 由

1)1 1 7
.

3 降至 PI 」3
.

。
。

硫代硫酸如培养基斜面培养
: 出现白色或浅黄色条痕

。

硫代硫酸扒培养基穿刺培养
: 在表面穿刺点鲤微蔓延生长

,

呈现自色或浅黄色
。

海水肉温及谈水肉温培养
:
不生长

。

2
.

分离氧化硫样 菌 (7
’ .

君冷, 。。石由。)丰富培养的培养基[9I 其成分hll 卜:

硫黄末 1
.

0 外 e a (〕I
, 0

.

0 2 5形

(N 工I
,
)

: 5 0 , 。
.

()2多 I‘e so ;
微量

K H尹。 , 0
.

4 并 水 1 0 0. 。毫升

入Jg so ;
·

7z J: () 。
.

05 外 p ll Z一3
.

5

将
_

五列成分的培养基配好后
,

加入克分子浓度的磷酸若于
,

使其对I值降至 3 左右
,

然

后在容积 1知 毫升的雄形瓶中倒人培养液 50 毫升
,

接种海泥 2一3 克
。

因为海泥是微碱

性的
,

因而使培养液的 p H 值略 为提高
,

在 2 多一30 c 培养 2一3 天或更长的时周后
,

培养液

呈现均匀混浊
,

变淤
,

至一翅郎由原来之州值久2降至 3
.

夕
,

二翅 时郭降至班川 或更低些
。
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争

图 1 排硫样菌在硫代硫酸角千板培养的情况
,

在培养密

集区域出砚 白色条痕
,

在较稀区城
,

形成白色
、

单一
、

点状
、

圆形的橄韧菌落
。

Fig
.
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图 2 图片材料取自排硫捍菌在硫代硫酸角液甚表面

生长的薄膜
,

是用相差活体法摄制的
。

图 中白

色圆粒是硫粒
,

黑色捍状是排硫捍菌的翻胞
。

Fig
.
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图 3 氧化硫捍菌形态
,

菌体两端圆形
,

单一或排列成

双 (图片是用相差活体法摄制的)o

F ig
.

3 Th
o M o r

曲
。10
盯
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由此郎可初步征明敲种胭菌在培养液中占优势地繁殖了
。

取培养液少爵
,

接种入与丰富

培养所用的培养基成分相同的培养液中
,

如此重复进行 2一 3 次
,

然后滴加硫酸溶液
,

使其

哪值降低至 1 或更低些
,

以此方法淘汰杂菌
,

便可得到钝培养
。

或者直接接种到 p H I 或

更低的培养液中
,

亦可得到钝培养
。

钝培养的特征如下
:

栩短捍菌
,

大小为 0. , x 1
.

0微米
,

菌休两端圆形
,

单一
、

成双或短巍排列
、

无抱子 (图3 )
,

革兰氏染色负反 应
,

运动活泼
。

硫磺液基培养
:
均匀混蚀

,

无沉淀
,

不出现表面生长
,

培养液变成很酸
,

至一遇
,

由 PH
斗

.

5 降低到 p H 2
.

0 。

硫代硫酸钠平板培养l) :生长微弱
,

数 日后
,

出现肉眼难于看出的半透明扣小集落
。

硫代硫酸纳液基培养
:
均匀混浊

,

培养液变酸
,

并有硫磺沉淀
。

酸性及微碱性(p H 3 及 p H 7
.

幻的海水肉渴及谈水肉温培养
:
不生长

。

氮源
2) :
能利用氨态氮

,

不能利用稍酸态氮
。

碱性(p H 7
.

5 )培养基卜不生长
。

3
.

分离脱氮硫捍菌(T
.

击耐沉万~ 习丰富培养的培养基 [6] 其成分如下
:

N a声20
3

·

S H尹 o
·

弓% N H ; C I 0
.

0 5 %

K尹p o , 0
.

2 拓 F e so ,
·

7 H p 0
.

0 0 1 %

K N o 3 0
.

2 多 水 1 0 0
.

0毫升

N a H C O 3 0
.

1 % p H 7一 7
.

6

Mg sq
·

7 H刃 0
.

0 6多

将上列培养基倒入磨 口玻璃塞的雄形瓶中
,

接种海泥 2一3 克
,

将瓶塞塞紧
,

殷法避免

气抱形成
,

在 25 一 3 0o c 培养 2一3 天
,

培养液变成均匀混浊
,

并有气泡由瓶底的沉淀陆擅

上升
,

由此郎可征明有此种相菌繁殖
,

而后将此种培养液倾出 2 /3
,

再以新培养液充满锥

形瓶
, 2一 3 天后

,

又有气泡自底部上升
,

再倾出培养液 2 / 3 ,

再充满新的培养液
,

如此重复

进行
,

直至倒入新培养液时
,

立郎晃到气体由瓶底培养物中逸出
,

如此郎可靓明此种拙菌

占优势地繁殖了
,

这时就可以用白金林蘸取培养液
,

在与上述成分相同的琼脂培养基
.

上划

袋钝化
,

培养于抽出空气后充以 c o :

并用焦性没食子酸吸氧的干燥器中
,

培养一遇左右
,

郎出现半透明之圆形小菌落
,

取单一菌落重复划技钝化
,

而后用半固休培养基作穿刺培

养
,

借以瀚征韧菌是否有气体产生及动力
。

钝培养的特征旧如下
:

1
.

韧小捍菌
,

大小为 0. 5 x l一 3 微米
,

革兰氏染色负反应
,

无抱子
,

能运动
,

并能还原

硝酸盐 ;

2
.

硫代硫酸纳液基厩氧培养
:
均匀混浊生长

,

自容器底部沉淀中有气泡上升 ;

3
.

硫磺液基厩氧培养幻 :
均匀混浊生长

,

自容器底部沉淀中有气泡
_

上升 ;

4
.

硫代硫酸纳平板厩氧培养
: 菌落无色

,

点状
,

圆形
,

透明或半居明 ;

l) 所用培养基成分除 p H 值 3
.

5 外
,

其余成分与排硫样菌丰富培养的培养基成分完全相 同
。

2 ) 所用培养基
,

是将丰富培养之培养基中的(N H小 5 0 ‘以 K N O : 代替之
。

3 ) 除 p H 值为 7
.

5外
,

其它成分与丰富培养之培养基的成分完全相 同
。

4 ) 硫磺液体培养基的成分 : 硫磺末
,
1

.

0 % ; N a : C o : ,
0

.

0 2 % ; K : H p o 一, o
,

02 % : K N o : , 0
.

0 5 % ; e o e o o 0
.

02 % ;

水
,

1 00
.

0 毫升 ; pH 7一7
.

6
。
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琼脂穿刺培养
: 在表面下一厘米处至管底都生长 ;

半固体培养基穿刺培养
:
有气泡形成

,

并由穿刺袋向外蔓延生长
,

有动方
。

二
、

刹
‘

榆 与 总 系吉

硫捍菌属所包括的微生物的特征是
:
革兰氏染色负反应

,

不形成抱子
,

不能运动或以

单
.

极鞭
一

毛运动
,

大小为 0. 多x l一3微米的小捍菌
。 ’

它能从硫及硫的不完全氧化物如硫代硫

酸盐
、

硫化物
、

亚硫酸盐
、

多硫磺酸盐的氧化作用以获取能 ; 氧化作用的主要产物是硫酸
,

有时还有硫
。

宅佣生长在碱性及酸性的环境中
,

能 自二氧化碳或碳酸盐溶液获得碳源的

专性自养菌或兼性自养菌
,

需氧或兼性欠氧
。

本属主要可分为四种 [v1 :
(1 )排硫捍菌(T 左i口

-

ba cil lu , ‘厉oP , “了
)

,

是严格 自养
,

生长最适反应是中性至微碱性的需氧菌 ; (2 )氧化硫捍

菌 (T
.

,瓜oo 石了邸s)
,

基本上与排硫捍菌相似
,

它的独特区BlJ 是能够抵抗张酸
,

生长最适反

应是 p H Z一3
.

5 , p H 值等于 J
.

6 或更低时
,

也不能将它杀死
,

是文献中报告过的最能抵抗

弦酸的微生物 ; (3 )新型硫捍菌 (T
.

。、llus )
,

是需氧菌
,

能利用有机物盾
,

不氧化硫元素
,

不能运动的兼性自养菌 ; (4 ) 脱氮硫捍菌 (T
.

女厉tr ific 娜习
,

是在厩氧条件下能还原稍酸

盐的兼性厩氧菌
。

我俩所分离得到的三种钝培养
,

在主要特征方面
,

与 B a a ls ru d 及 B a a lsr u d [日
,

B r e e d [, 1和

st 盯k ey [9] 等所豁载的 (1 )
、

(2 )
、

(叼典型菌种的特征完全相同
。

虽然在某些次要的特征方

面
,

如我朽所分离的氧化硫捍菌钝培养
,

在长度方而个别胭胞有的稍长有的稍短
,

这是由
一

于糊胞 的年龄和所用培养基成分不同及其他生活条件等原因所引起的
,

但这不是主要的
,

我啊为 了避免根据微小的而不是主要的变异另定新名
,

从而引起分类学上的混乱起兑
,

现

将所分离得到的三种培养一概凯为是已知 菌种
,

并保持其原来的名称
。

这三种硫捍菌的

耗种郎
:

1
.

衫卜硫捍菌 (T 左io ba ct’lz, ‘s t人10 户a尹, ‘了 B e ije rin e k );

2
.

氧化硫捍菌 (T
.

t人io o x id a n s

w
a
k s m a n e t Jo ffe

);

3
.

脱氮硫捍菌 (T
.

d 。。f耐万
c a , 5 B e iie ri n e k)

。

新型硫捍菌 (T
.

o t,e ll“s) 可以从排硫捍菌丰富培养的培养
一

五分离得到 [9. 川 ,

但是
,

在

我啊一系列的分离过程中
,

尚未得到此种翩菌
。

硫捍菌是苏联生物学家 H
.

M
·

几a3 ap eB 氏所创造的一种粽合性枷菌肥料 (A M句 中

所含的微生物的主要粗成之一
,

并已在实践中得到了良好的效果
。

但是
,

用它的钝培养作

成糊菌肥料改良强碱土还是
一

个比较新的裸题
,

人佣对它的了解
,

不象对根瘤菌
、

固氮菌
、

磷栩菌等那样熟悉
,

应用的那样广泛
,

而且效果那么明显
。

但是
,

我俩知道
,

以上所提的儿

种常用的翩菌肥料
,

对于所用菌种都是要握过选择的
,

是选择固氮能力弦
,

矿化有机磷化

物能力高的菌种制成韧菌肥料而广泛 应用的
。

同样
,

利用硫捍菌作为拙菌肥料时
,

所用 菌

种也需要握过选择
,

首先不应在土壤中接种脱氮硫捍菌
,

因为它的生长最适反应是中性至

微碱性
,

不但对改良碱土不起显著作用
,

而且在土壤耕作技术差
、

通气不良的情况下
, 十

七能

利用稍酸盐中的氧
、

氧化硫及硫的不完全氧化物进行厩氧生活
,

同化二氧化碳
,

桔果引起

了反稍化作用
,

使土壤中稍酸盐态白绷巴料
一

搏化成氮气而逸失
,

降低了土壤的肥力
。

新型硫捍菌的生长最适反应是 Pl l s一9 ,

不太耐酸
,

并且不能氧化硫元素
,

因此和硫
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磺混合作成糊菌肥料接种到土壤中去
,

对于改良碱土也不会起显著的作用
。

根据氧化硫捍 菌的生理特征
,

在 自然情况下的弦碱土中这种耙菌的数量是很少的
, ’

仑

能活泼地将硫或硫的不完全氧化物斡化成大量硫酸
,

这对改良碱土是 会 产生有益效用

的
。

但是在碱性环境下
,

不适于它正常繁随
,

因此作为翎菌肥料而施用 于张碱土时
,

需要

在韧菌肥料的制造方法及施用技术等方面采取有效措施
,

在开始施入土块中时
,

必需创造

比较适合于
‘

乞繁殖的酸性小环境
,

以利其繁殖

排硫捍菌生长最适反应是中性至微碱性
,

在 自然环境情况下的弦碱土中
, ’

艺的数量是

此氧化硫捍菌多
,

不过宅的耐酸性不如氧化硫捍菌
。

如果先将这两种胭菌分 glJ 培养
,

然后

再与硫磺泯合制成韧菌肥料施人碱士
,

在开始时
,

由于排硫捍菌在碱性环境繁殖的拮果
,

可似使环境的 p H 值降低些
,

尤其是我竹所分离到的那一种排硫捍菌
,

可以忍受 p H 3 的环

境
,

虽然它对改良碱土所起的有益作用不如氧化硫捍菌
,

但它可以为氧化硫捍菌创造
一种

此被有利于生长繁殖的环境
,

对于弦碱土的改良是会产生良好的效果的
。

利用硫捍菌与硫磺混合制成一种翎菌肥料大量施用于嗤碱土的改良
,

还是一个比较

新的简题
。

因此
,

对一些贰脆性的工作
: 如接种剂的制造

,
田简技术的施用

,

碱土特性 (如

碱土的抗生特性
,

碱 上中所存在的参与硫元素搏化的微生物的数量及其分布等)的了解等

是非常必要的
。

以土一系列的周题
,

今后将是我竹与有关单位共同努力的方向
。
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