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外源添加物对沙地苔藓结皮扩繁发育的促进作用
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摘要:人工苔藓结皮作为一种新型的防风固沙潜在途径而备受关注,为进一步优化现有的培育扩繁技术,

采用4因素2水平正交试验设计,探讨了菌类(放线菌和巨大芽孢杆菌)、藻类(小球藻和具鞘微鞘藻)、沙

蒿胶(有和无)和基质类型(沙土基质和配方基质)对沙地苔藓结皮室内发育扩繁的影响。结果表明:(1)4
因素中仅基质类型显著影响了苔藓结皮的盖度和株密度(P<0.05),沙土基质处理的苔藓结皮盖度和株密

度均值比配方基质处理分别提高61.04%和17.48株/cm2;(2)藻类、菌类和基质类型显著影响了苔藓的生理特性

(P<0.05),而沙蒿胶影响不显著。沙土基质、放线菌和小球藻的添加显著提高了苔藓的过氧化物酶(POD)

活性和可溶性蛋白含量,降低了丙二醛(MDA)含量;(3)最适扩繁组合为“沙土基质+放线菌(1g/kg基

质)+小球藻(2g/m2)”,在30天内,上述组合在培养箱条件下(光照设定为6000lx,光周期12h/d,温度

20℃,空气湿度75%),可将1m2野外苔藓种源培育为4m2盖度达97.14%的苔藓结皮,实现4倍扩繁。研

究结果将为今后大规模工厂化高效扩繁苔藓种源提供技术支撑。
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MossBiocrustsinSand-land
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Abstract:Artificialmossbiocrusts(moss-dominatingbiologicalsoilcrusts)haveattractedattentionasanew
typeofwindproofandsandfixationmethodinrecentyears.Inordertofurtheroptimizetheexistingbreeding
andpropagationtechnology,thisstudyuseda4factorand2levelorthogonaltestdesigntodiscusstheeffects
ofmicroorganism (Actinomycesbovis,Bacillusmegaterium),algae(Chlorella,Microcolusvaginatus),

artemisiagum(yes,no),andsubstratetype(sandsoilmatrix,formulationmatrix)ontheindoorpropagationof
sand-landmossbiocrusts.Theresultsshowedthat:(1)Amongthefourfactors,onlythesubstratetype
significantlyaffectedthecoverageandplantdensityofmossbiocrusts(P<0.01),whichincreasedto61.04%
and17.48strains/cm2,werehigherthanthatoftheformulationsubstratetreatment.(2)Algae,microorganism,

andsubstratetypessignificantlyinfluencedthephysiologicalcharacteristicsofmossbiocrusts(P<0.01),

whiletheeffectofartemisiagumwasnotsignificant.Thesandysubstratesandtheadditionofactinomycetes
andchlorellasignificantlyincreasedtheperoxidase(POD)activityandsolubleproteincontentandreduced
thecontentofmalondialdehyde(MDA)ofmossbiocrusts.(3)Theoptimaltreatmentforpropagationwas
sandysubstrate+ actinomycete(1g/kgsubstrate)+ chlorella(2g/m2).Undertheconditionsofthe
incubator(setillumination,photoperiod,temperature,airhumidityas6000lx,12h/d,20℃,75%),we
propagated1m2 mossbiocrusts(collectedfromthefieldandfragmentedintoprovenance)to4m2 moss
biocrustswithacoverageof97.14%,whichachieved4timesmultiplication.Thisresearchwouldprovide



technicalsupportforlarge-scaleindustrializationandefficientpropagationofmossbiocrustsinthefuture.
Keywords:mossbiocrusts;substratumtype;artemisiagum;microorganism;algae

  干旱和半干旱地区占据了全球陆地面积的30%
以上[1],近年来受气候变化和人类活动的影响,该类

地区土地荒漠化问题日益严峻,固定沙丘活化和流沙

危害给当地居民的生产和生活造成了灾难性的后果,
严重影响该区域的可持续发展,因此治理土地荒漠化

问题刻不容缓。由于水分条件的严重制约,自然环境

恶劣、养分缺乏,这类地区的维管植物难以生存[2],因
此生物结皮成为主要活性地表覆被物[3]。

生物结皮是由微生物、藻类、地衣、苔藓等共同组

成,可在干旱半干旱地区长期生存繁衍,不仅具有较

强的保水增肥能力[4],而且在提高地表糙度及增强土

壤抗剪强度等方面发挥着重要作用[5-7]。苔藓结皮作

为生物结皮演替的高级阶段,在水土保持与防风固沙

等方面发挥着不可忽视的生态作用[8],因此实现人工

苔藓结皮的快速培育恢复对土地荒漠化治理具有重

要的意义。然而以往人工培育恢复研究所使用的苔

藓结皮种源均采自野外,在采集种源的过程中对当地

生态环境造成的破坏不可小觑。目前,已有诸多学者

在室内开展了大量苔藓结皮人工培育方法的研究,主
要集中于物理因子(通过控制光、温、水、接种量等)或
化学因子(添加营养液和生长调节剂等)来促进苔藓

结皮的生长发育,并取得诸多研究成果[9-11],但生物

因子能否进一步优化苔藓结皮的人工培育技术,提高

苔藓种源的扩繁速率还鲜见报道,因此亟待开展有关

生物添加对苔藓种源室内扩繁的研究。
有研究[12]表明,沙蒿胶是一种从沙蒿种子表皮

提取的天然黏结剂,具有较好的胶结作用,能为生物

结皮定植发育提供一个相对稳定的微环境;藻类及菌

类是生物结皮的重要组分,其中藻类不仅可以分泌丝

状体固结土粒,而且还可以通过固碳、固氮作用促进

生物结皮的生长发育[13]。菌类可通过自身的呼吸及

代谢过程,显著改善土壤养分状况,为生物结皮的生

长提供能量[14]。可见菌类、藻类及沙蒿胶等生物添

加对生物结皮的生长发育均有一定影响。
本研究以毛乌素沙地自然发育的苔藓结皮为种源,

考虑菌类、藻类、沙蒿胶、基质类型4因素,利用正交试验

设计方法,在培养箱内进行苔藓结皮的高效培育,通过

定期测定苔藓结皮生长指标(株密度、株高度、盖度)与
生理指标(POD、可溶性蛋白、MDA)的变化,探索不同外

源添加物对沙地苔藓结皮发育的影响,寻求沙地苔藓结

皮高效扩繁的最优组合,为实现苔藓种源工厂化高效扩

繁提供理论依据,进一步为野外自然条件下苔藓结皮工

程化恢复提供充足种源及技术支撑。

1 材料与方法
1.1 供试材料

1.1.1 苔藓结皮样品 苔藓结皮样品于2019年4月

25—27日采自陕西省榆林市榆阳区孟家湾乡(109°
36'14″—109°36'24″E,38°32'50″—38°32'54″N),该地

区降雨主要集中在6—9月,年平均气温8.3℃,年均降

水量405mm。样地主要为固定和半固定沙丘,地处毛

乌素沙地东南缘。主导的灌木植被多以簇状分布,有柠

条锦鸡儿(Caraganakorshinskii)、沙蒿(Artemisia
desertorum)和沙柳(Salixpsammophila);而草本

植物分布较散,主要有沙竹(Psammochloavillosa)
和狗娃花(Heteropappushispidus)等[15]。

采样时选择发育较为完整的苔藓结皮,利用小铲

取苔藓结皮层1cm。将采集好的结皮层装入透气性

好的麻袋中运回实验室,置于背阴处晾干备用。经鉴

定供试苔藓结皮的优势种为银叶真藓(Bryumar-
genteum),伴 生 种 为 橙 色 真 藓 (Bryum rutilans
Brid)、净 口 藓(Gymnostomumcalcareum Neeset
Hornsch)等。待阴干后,人工挑出显眼的杂质,如牲

畜粪便、石块、植物枯落物及根系等,使用高速植物粉

碎机(艾泽拉-2500C)将结皮层粉碎为长度均匀分

布在1~3mm间的茎叶碎片,混匀后获得苔藓结皮

种源备用。

1.1.2 土壤基质 培育所用的沙土基质采集地与苔

藓结皮采集地点、时间相同。挖取地表下伏5—20
cm的土层。采集土壤后运到实验室自然阴干,过2
mm筛后置于阴凉处备用。将过筛沙土、育苗基质

(主要组分有蛭石、砾石、珍珠岩和泥炭等)和有机肥

放入温度为108℃的烘干箱内烘干消毒,其中过筛沙

土和育苗基质烘干80min,有机肥烘干40min,中途

取出翻动1次,消毒后放置在阴凉处备用。试验所用

基质包括配方基质和沙土基质,其中配方基质是将有

机肥、育苗基质、消毒沙土按体积比为0.2∶1∶1混

合搅拌而成,沙土基质则为上述消毒沙土。

1.2 试验设计

考虑菌类、藻类、沙蒿胶、基质类型4个因素,每
个因素设置2个水平,设计正交试验(L8(27)),共得

到8组处理(表1),另设置沙土基质+种源(处理9)、
配方基质+种源(处理10)作为对照组,每组处理4
个重复。

1.3 扩繁过程与方法

1.3.1 扩繁材料的制备 首先在消毒后的培育盒

(长、宽、高分别为17,17,12cm,底部具有若干小孔)
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底部放置1块(长、宽均为14cm)用高锰酸钾稀释液

消毒后的正方形毛毡布;其次按照试验设计装入5
cm厚添加了放线菌(1g/kg基质)或巨大芽孢杆菌

(1g/kg基质)的基质(沙土基质/配方基质)。将基

质表面抹平,每样方均匀播撒种源20g(接种面积为

14cm×14cm,即1020g/m2),需添加沙蒿胶的处

理,将沙蒿胶(6g/m2)与种源搅拌均匀。接种后喷

洒50mL水,使沙蒿胶浓度达到0.2%,未添加沙蒿

胶的处理喷洒等量清水。需添加藻类的处理,按2g/

m2用量,将藻液(浓度为0.6g/L)在接种2天后均匀

喷撒于样方上。
表1 试验处理组合

处理 基质 沙蒿胶 菌类 藻类

1 沙土 有 巨大芽孢杆菌 小球藻

2 沙土 有 放线菌 具鞘微鞘藻

3 沙土 无 巨大芽孢杆菌 具鞘微鞘藻

4 沙土 无 放线菌 小球藻

5 配方 有 巨大芽孢杆菌 小球藻

6 配方 有 放线菌 具鞘微鞘藻

7 配方 无 巨大芽孢杆菌 具鞘微鞘藻

8 配方 无 放线菌 小球藻

1.3.2 苔藓结皮扩繁过程 试验于2019年7月4日

至8月4日在西北农林科技大学水土保持研究所进

行。据已有研究[16-17]报道,将培养箱 设 定 为 光 照

6000lx,光周期12h/d,温度20℃,空气湿度75%。
培育期间,每6天喷洒1次霍格兰营养液,用量为2.1
L/m2。长出新植株体后每周(7天)测定1次苔藓结

皮生长指标(株高度、盖度和株密度),分别在培育

15,30天时测定2次苔藓的生理指标(过氧化物酶、
丙二醛、可溶性蛋白)。当结皮出现泛黄现象时试验

结束,共持续30天。

1.4 观测指标与方法

1.4.1 生长指标 采用电子游标卡尺随机测量培养

盒内20株苔藓的高度,取均值得出株高度;在每个培

养盒中均匀选取5个2.5cm×2.5cm小框,数出小

框内的苔藓株数,求出其平均值后再除以1个小框的

面积作为1个培养盒内的株密度;盖度采用点针样框

法[18],网格焦点下有苔藓则记为1,无则记为0,网格

规格为0.5cm×0.5cm。

1.4.2 生理指标 过氧化物酶(POD)采用愈创木酚

法测定;丙 二 醛(MDA)含 量 采 用 留 待 巴 比 妥 酸

(TBA)法测定;可溶性蛋白采用考马斯亮蓝法测定。

1.5 数据处理

采用Excel2016对试验数据进行处理,利用统

计分析软件SPSS23.0(SPSSforWindows,Version
23.0,Inc.,Chicago,IL,USA)对不同处理的各个

指标进行方差分析、多重比较和Pearson相关分析。

2 结果与分析
2.1 外源添加物对苔藓结皮生长发育的影响

本试验周期为30天,通过观察可以看出,在培养

箱内培育30天后(即至培育末期),所有处理均可形

成稳定的苔藓结皮。
图1为10种处理下苔藓结皮盖度、株密度与株

高度在培育的第7,15,22,30天的变化情况。

图1 不同处理苔藓结皮生长状况随时间的变化

从图1可以看出,在培育第7天已有苔藓植株长

出。盖度及株高度在7~15天内快速增加,15天后

增长逐渐减缓,所有处理的高度差异未达到显著水

平,高度差为1.77~2.32mm;株密度的变化趋势与

此相反,即在前期增长较缓,后期逐渐增加。培育末

期,配方基质所有处理下的结皮盖度、株密度均值分

别在22.38%及4.49株/cm2以上,其中处理5(配方

基质+沙蒿胶+巨大芽孢杆菌+小球藻)的培育效果

较优,其盖度、株密度及株高度均值分别为54.90%、

13.03株/cm2及2.28mm;沙土基质所有处理下的结

皮盖度、株密度均值分别在89.73%及23.73株/cm2

以上,其中处理4(沙土基质+放线菌+小球藻)的培

育效果较优,其盖度、株密度及株高度均值分别为
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97.14%、28.31株/cm2及2.28mm。
方差分析(表2)表明,基质类型对苔藓盖度、株

密度影响极显著(P<0.01),沙土基质能显著提高苔

藓的盖度和株密度,而沙蒿胶、菌类及藻类等活性添

加物对苔藓结皮发育状况的影响均不显著。
综合考虑,所有处理均可促进苔藓结皮的生长,以

处理4(沙土基质+放线菌+小球藻)的培育扩繁效果最

优,仅需1m2野外苔藓种源,即可在短时间(30天)内培

育形成4m2稳定的苔藓结皮,实现4倍扩繁。
表2 不同因素对苔藓结皮3个生长指标的方差分析

生长指标
因素

基质 沙蒿胶 菌类 藻类

SS 1171.126 0.067 5.014 30.488

df 1 1 1 1
株密度 MS 1711.126 0.067 5.014 30.488

F 178.865 0.007 0.524 3.187

P <0.010 0.934 0.478 0.090

SS 21136.91 261.492 258.595 258.464

df 1 1 1 1
盖度 MS 21136.91 261.492 258.595 258.464

F 293.415 3.630 3.590 3.588

P <0.010 0.072 0.073 0.074

SS 0.007 0.029 0.165 0.038

df 1 1 1 1
株高度 MS 0.007 0.029 0.165 0.038

F 0.050 0.206 1.183 0.270

P 0.825 0.655 0.290 0.610

2.2 外源添加物对苔藓生理特性的影响

为进一步明确不同活性添加物对苔藓结皮生长

产生差异的原因,对培育过程中(15,30天)苔藓的过

氧化物酶(POD)活性、可溶性蛋白和丙二醛(MDA)
含量3个生理指标与各试验因素间的关系进行分析。

由图2可知,在整个培育期间苔藓的POD活性、

MDA含量和可溶性蛋白含量呈明显上升趋势。沙

土基质苔藓结皮的POD活性和可溶性蛋白含量最

大,而配方基质苔藓结皮的 MDA含量最大,且沙土

基质苔藓结皮的POD活性和可溶性蛋白含量在整

个培育期均明显高于配方基质;而对于 MDA含量而

言,生长在配方基质上的苔藓结皮明显高于沙土基

质。试验中期,对于可溶性蛋白含量而言,处理3与

处理4之间的差异不显著,却显著高于其他处理,其
他处理之间无明显差异;就POD活性来说,不同基

质类型组内处理之间无显著差异;不同处理之间

MDA含量无显著差异。试验末期,处理1,2,3,4,5,

7,9的POD活性和可溶性蛋白含量显著高于处理8
和处理10,其中处理4苔藓的POD活性和可溶性蛋

白含量分别达到108.69U/gFW 和244.36mg/g

FW,显著高于其他处理(P<0.05),而 MDA含量相

比于其他处理较低,仅为34.61μmol/g。

图2 不同处理苔藓结皮15,30天时生理特性比较

通过相关性分析(表3)可知,苔藓的POD和可溶性

蛋白与盖度和株密度存在极显著正相关关系(P<
0.01),MDA与盖度和株密度存在极显著负相关关系

(P<0.01)。方差分析结果(表4)显示,基质类型对

苔藓的可溶性蛋白和 MDA影响极显著(P<0.01);
藻类添加物对苔藓的POD、可溶性蛋白和 MDA的

影响极显著(P<0.01);菌类添加物对可溶性蛋白的

影响极显著(P<0.01)。表明菌类、藻类添加物和基

质类型均能明显影响苔藓的生理特性。
所有处理均可改善苔藓的生理特性,其中以处理

4(沙土基质+放线菌+小球藻)的效果最优,相比其

他处理可显著提高苔藓的POD活性和可溶性蛋白

含量,降低 MDA含量,使其细胞的保水能力增强,细
胞的生命物质得到保护[19]。
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表3 不同处理下各指标相关性分析

变量 盖度 密度 高度 POD MDA
可溶性

蛋白质

盖度 1
密度 0.967* 1
高度 0.051 0.118 1
POD 0.782** 0.793* 0.332 1
MDA -0.559**-0.592**-0.047 -0.445* 1

可溶性蛋白 0.756** 0.736** 0.339 0.897**-0.459* 1

  注:*表示相关性达显著水平(P<0.05);**表示相关性达极显

著水平(P<0.01)。

表4 不同因素对苔藓3个生理指标的方差分析

指标
因素

基质 沙蒿胶 菌类 藻类

SS 953.666 302.649 8.680 424.405
df 1 1 1 1

MDA MS 953.666 302.649 8.680 424.405
F 33.494 10.629 0.305 14.906
P <0.01 <0.01 0.587 <0.01
SS 8630.079 235.088 3891.130 11781.360
df 1 1 1 1

可溶性蛋白 MS 8630.079 235.088 3891.130 11781.360
F 20.591 0.561 9.284 28.109
P <0.01 0.463 <0.01 <0.01
SS 0.366 856.627 0.759 3196.607
df 1 1 1 1

POD MS 0.366 856.627 0.759 3196.607
F 0.002 5.332 0.005 19.898
P 0.962 0.032 0.946 <0.01

3 讨 论
关于基质类型对苔藓植物生长发育是否产生影

响,在学术界一直存在着较大的争议。其中一部分学

者[20]认为,由于苔藓植物不存在真正的根和维管束

组织等形态学特征,不能从基质和底物中吸收利用其

生长所需的水分和营养元素,而是从近地表面的大气

中获取;同时也有研究[21]表明,土生和石生苔藓生长

所需养分的来源之一是土壤及岩石表面的风化沉积

物。本研究结果显示,基质类型是影响沙地苔藓结皮

生长发育的最主要因素,对苔藓结皮生长指标和生理

指标均产生了明显的影响。玄雪梅等[22]研究表明,
不同基质类型导致苔藓生长状况有所差异,与本研究

结果类似。沙土基质相对于配方基质显著增加了苔

藓结皮的盖度和株密度,其原因可能是:一方面由于

苔藓种类和生活习性等方面有所差异,以及不同基质

的孔隙度、透水透气能力有所不同,进而对苔藓植物

的呼吸作用及其代谢活动产生影响[23]。本研究中的

沙土基质孔隙度大、透水透气性好,为苔藓结皮培育

提供了适宜环境,更符合沙地苔藓的生活习性;另一

方面是本研究所使用的配方基质主要由有机肥、育苗

基质和沙土组成,有机肥中含有矿物质成分(如蛭石、
珍珠岩等),育苗基质中含有菌棒(蘑菇棒)、菌剂(枯
草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌)等,这些矿物质成分及

菌类的存在导致配方基质在培育苔藓结皮的过程中

易出现“盐析”现象,使部分苔藓植物失去生理活性,
进而抑制了苔藓的生长。因此,对于沙地苔藓结皮而

言,其生长发育的最适基质为沙土基质。
自然环境中,苔藓结皮在培育初期,种源在流沙

表面易随风迁移,定植困难[24]。而沙蒿胶具有较好

的胶结作用,可迅速使种源与土体固结起来,从而能

为结皮定植发育提供有利环境。此外,葡萄糖和半乳

糖等是沙蒿胶的主要成分[25],可为生物结皮的生长

发育提供充足碳源[26]。刘军等[27]研究表明,低剂量

的沙蒿胶可促进生物结皮的生长发育。本研究结果

表明,添加沙蒿胶对苔藓结皮生长发育的影响不显

著,原因可能是本试验在培养箱中进行,环境较为稳

定,并通过设定适宜的空气湿度及定期喷洒霍格兰营

养液使沙蒿胶的作用弱化。尽管沙蒿胶在室内苔藓

结皮培育过程中作用不明显,但由于沙蒿胶具有较好

的黏结作用、成本较低以及不会对环境造成污染等特

征,因此仍有必要对其作为一种天然的黏结剂进行研

究,以期在沙地苔藓结皮野外自然条件下工程化恢复

的过程中发挥作用。
尽管本次使用的2种菌类均已在农业领域被广

泛使用[28],但对其应用于生物结皮人工培育恢复方

面还鲜见报道。放线菌与芽孢杆菌都可通过分解土

壤中各种有机物质来参与自然界的物质循环,使土壤

养分状况得以改善,从而促进植被的生长发育;同时

添加这2种菌类可减少化学肥料及农药的使用,起到

间接保护环境的作用[29-30]。然而从本研究结果来看,

2种菌类对苔藓生长发育的作用均不明显。一方面

可能是因为培养初期将菌种与基质混匀搅拌,随后喷

洒水使得菌种随水分流失于基质中下部,不利于菌类

进行繁殖并发挥功效[31];另一方面可能是因为基质

本身含有其他菌类,与添加的菌类产生拮抗作用。
本研究使用的2种藻类,一种为陆生藻类具鞘微

鞘藻,是荒漠藻中的优势种,已有人工藻结皮技术能

使其在短期内形成稳定的藻结皮,从而起到防风固沙

的作用[32-34];另一种为水生藻类小球藻,但将其应用

于人工生物结皮培育恢复中的研究目前尚不充分。
水生藻类与陆生藻类在形态结构等方面具有相似性,
均能产生丝状体,黏结土壤颗粒,提高地表抗蚀能力,
进而为其他高等植被的发育和演替提供稳定的环

境[35]。同时也有研究[36]发现,不同种类藻的分泌

物,如胞外多糖对不同种类的苔藓生长有不同的影

响。从本研究结果分析来看,添加小球藻明显提高了
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银叶真藓、橙色真藓和净口藓的POD活性和可溶性

蛋白,降低 MDA含量,从而提高了细胞的渗透调节

能力,使细胞膜的稳定性得以维护,延缓苔藓植株衰

老,使其保持较好的生长状态,其原因可能为小球藻

能够与苔藓植株的叶片和假根紧密缠绕在一起,释放

低浓度胞外多糖促进藓类原丝体与配子体产生新的

茎叶体,进而促进苔藓植株的生长[36]。

4 结 论
基于正交试验设计方法发现,在培养箱环境下,

沙土基质能显著提高苔藓的盖度和株密度,沙蒿胶、
菌类和藻类对苔藓生长指标影响不大;沙土基质、放
线菌和小球藻的组合处理明显提高了苔藓的过氧化

物酶活性和可溶性蛋白含量,降低丙二醛含量,进而

增强细胞的保水能力,保护细胞膜等生命物质,促进

了苔藓的扩繁效果。从发育状况和扩繁效率的综合

表现看,推荐“沙土基质+放线菌+小球藻”为苔藓结皮

种源扩繁的最优组合,以此可使1m2盖度为92.00%的

野外苔藓结皮经过30天培育形成4m2盖度为97.14%
的苔藓结皮,实现4倍扩繁,这可为今后大规模工厂

化苔藓种源高效扩繁提供借鉴。
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