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生草栽培与除草剂控草对柑橘园土壤生化特性的影响
① 

陈冠陶，张建华，姚兴柱，王  谢* 

(四川省农业科学院农业资源与环境研究所，成都  610066) 

摘  要：以柑橘园为研究对象，在生草栽培和除草剂控草处理 5 年后，对比了土壤氮磷养分含量、酶活性和微生物功能基因丰度的

差异。结果表明，相对于除草剂控草，生草栽培显著提高了柑橘园土壤氮磷养分含量，提高了土壤脲酶、蔗糖酶、磷酸酶活性；生

草栽培显著提高了土壤微生物 α多样性，并增加了土壤氮循环中反硝化过程和有机降解合成过程以及土壤磷循环中氧化磷酸化、运

输过程等功能基因丰度；土壤养分含量、酶活性和功能基因丰度之间呈显著正相关关系。由此可见，生草栽培能够通过正向调控土

壤氮、磷转化过程中关键功能基因丰度和酶活性来促进土壤养分循环并增加土壤养分的可利用性；相较于使用除草剂控草，生草栽

培将有利于维持柑橘园的土壤健康。 
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Effects of Sod Cultivation and Herbicide Weed Control on Soil Biochemical Characteristics in 
Citrus Orchard 
CHEN Guantao, ZHANG Jianhua, YAO Xingzhu, WANG Xie* 
(Institute of Agricultural Resources and Environment, Sichuan Academy of Agricultural Sciences, Chengdu  610066, China) 

Abstract: In this study, the differences in soil nutrient contents, enzyme activities and abundance of functional microbial genes 

were compared after 5 years of sod cultivation (SC) and herbicide weed control (HWC) treatments in a citrus orchard. The results 

showed that compared to HWC, SC significantly increased the contents of soil nitrogen (N) and phosphorus (P), the activities of 

soil urease, sucrase and phosphatase. Meanwhile, SC increased soil microbial α diversity, and increased the abundance of 

functional genes for denitrification, organic degradation and synthesis in the nitrogen cycle, and the abundance of functional 

genes for oxidative phosphorylation and transporters in the phosphorus cycle. Positive correlations were observed among soil 

nutrient contents, enzyme activities, and functional gene abundance. This study demonstrated that SC can promote soil nutrient 

cycling and increase the availability of soil nutrients by enhancing the abundance of key functional genes and the activities of 

enzymes during the processes of soil N and P transformation, thus, it is more conducive to maintaining soil health of citrus 

orchards compared with HWC. 
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柑橘(Citrus reticulata)是全球最重要的水果之

一，我国是柑橘的重要生产国，柑橘种植面积居世界

首位[1]。柑橘栽培的管理强度大，其中杂草防控是柑

橘园管理的重要内容之一[2]。我国柑橘种植区域通常

具有较好的水热资源，且现代化柑橘园的种植密度不

高，因此林下有较好的光照资源，加之水肥供应充足，

为林下杂草提供了适宜的生长条件[3]。据调查，我国

柑橘园杂草超过了 300 余种，虽然不同区域优势杂草

种类和危害特点各不相同，但普遍具有生长迅速、繁

殖能力强和抗逆性强等特点[4]。 

柑橘园杂草防控一方面可以降低林下植被同柑

橘树的养分和水分竞争，另一方面，林下杂草去除有

利于田间管理活动的开展[5]。传统的柑橘园管理中广

泛采用清耕方式，即通过周期性机械除草或喷施除草
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剂来控制柑橘园林下杂草的生长。机械除草需要投入

大量劳动力，工作强度大、除草效率低，因此规模化

的柑橘园广泛地使用除草剂来快捷地杀死林下杂草。

然而，除草剂的大量使用引发了对果园生态健康的担

忧。生草栽培被认为是一种能有效抑制果园林下杂草

疯长且有助于改善土壤特性，提升生态系统服务功能

的模式[3]。生草栽培即在果园内有选择地播种豆科

类、禾本科类等草种作为果园覆盖作物，这些覆盖作

物通常具有适应性强、覆盖周期长、生长量适宜、生

长高度有限且根系分布较浅等特点[6]。 

果树生长和果实品质与土壤健康状况紧密相关，

而果园林下草本管理方式潜在地影响着复杂的土壤

养分循环过程，对养分可利用性、关键酶活性和功能

基因丰度产生显著不同的影响[7]。除草剂控草方式

下，果园通过周期性喷施除草剂在控制林下草本生长

的同时也限制了林下草本碳的形成和转化，减少土壤

中有机质输入，进而影响土壤养分循环[8]。此外，除

草剂能够影响土壤微生物群落结构和功能，如 Epp 

Schimidt 等[9]研究发现，草甘膦通过抑制大豆的固氮

作用从而影响土壤氮循环过程。生草栽培同样显著影

响着土壤养分循环过程，通过覆盖作物周期性的生

长、刈割还田，可将大量有机质输入到土壤中促进土

壤养分循环[10]。刘小勇等[11]研究表明，核桃大豆间

作显著提高了土壤碱解氮和有效磷含量以及土壤微

生物生物量碳。呼盼等[12]通过整合全球 1 387 组数据

发现，果园生草栽培模式下的土壤有机碳含量比清耕

果园高 24.7%。焦润安等[13]研究发现，油橄榄园间

作野豌豆相较于清耕管理提高了土壤碱解氮、有效

磷含量，增加了土壤细菌、放线菌和真菌的数量。

张承等[14]研究发现，猕猴桃园套种吉祥草 4 年后，

土壤脲酶、蔗糖酶、磷酸酶活性较清耕管理均显著提

升。因此，不同林下草本管理方式下，土壤养分循环

受到差异化土壤酶活性和微生物功能基因丰度的调

控，进而影响土壤养分库的大小[15]。然而，不同的

果园林下草本管理方式如何综合影响土壤氮磷可利

用性、相关酶活性以及微生物功能基因丰度依然有待

于深入研究。 

综上所述，林下草本管理方式的选择将显著影响

柑橘园的土壤养分循环过程和土壤健康。随着农户对

柑橘栽培管理认知的提高，逐步理解土壤化学特性、

土壤微生物对产量和品质的影响以及绿色生产的重

要意义，揭示和厘清除草剂控草和生草栽培对土壤生

化特性的影响对于农户选择林下草本管理方式具有

生产指导意义。本研究通过应用宏基因组测序技术，

采用单因素控制试验研究了持续 5 年的生草栽培和

除草剂控草处理对柑橘园土壤氮磷养分含量、酶活性

和微生物功能基因丰度的影响及其相关关系，以期为

通过优化果园杂草防控提升土壤健康提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验地概况 

试验地位于四川省眉山市新华村的一户家庭柑橘

种植园(30° 06′37″N，103°56′1″E)，面积约为 66 700 m2。

该园区柑橘品种为甘平，栽植于 2019 年，株距 4 m，

行距 5 m。该区域属于亚热带季风湿润气候，年均

气温 17.4 ℃，年均降水量 1 009.4 mm，年均日照

1 196.6 h，无霜期 312 d。土壤类型为黄壤，土层厚

度超过 70 cm。 

1.2  试验设计 

2019 年，在该柑橘园建立了 6 个 50 m×50 m 的

样地，样地之间的距离大于 30 m。将样地随机分为

两个处理：除草剂控草(herbicide weed control，HWC)

和生草栽培(sod cultivation，SC)，每个处理 3 个重复。

除草剂控草选用 0.5% 草甘膦异丙胺盐(美国孟山都

公司；农药登记证号：PD73-88)，每年 4 月、7 月、

10 月进行除草剂控草处理，年输入土壤的干杂草生

物量约为 4 000 kg/hm2。生草栽培处理使用白三叶草

(Trifolium repens)，播种量为 30 kg/hm2，每年 6 月和

11 月分别刈草并就地覆盖，年输入土壤的干三叶草

生物量约为 9 000 kg/hm2。所有样地采用相同的水肥、

病虫防治、修剪、收获等管理活动。在每个样地内部

划定 30 m×30 m 的核心管理区，样品采集等工作在

每个样方的核心管理区中进行，以缓冲处理之间的影

响。处理从建园开始持续到本次研究取样有 5 年，各

试验处理由于水肥、疏花疏果、植保和修剪等管理方

式相同，生草栽培与除草剂控草样地的柑橘产量无显

著差异。 

1.3  土壤样品采集与处理 

2024 年 4 月下旬进行土壤样品的采集，此时除

草剂控草处理样地距离最近一次除草剂喷施约为 2

周，杂草基本全部枯死；生草栽培处理样地白三叶随

气温升高处于迅速生长阶段。在各个样地的核心管理区

随机选择 5 株柑橘树，用土钻采集树冠周边 0 ~ 20 cm

的土壤，充分混合后作为该样地的土壤样品。采集的

土样放置于低温转运箱中及时运回四川省农业科学

院实验室进行处理。土壤在剔除根系、石砾等杂质后

过 2 mm 土筛，并分为两份子样品。第一份土样用于

土壤宏基因组测序；第二份土样自然风干后，分别制
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备过 2 mm 土筛样品和过 0.149 mm 土筛样品。制备

的风干土壤样品用于土壤基本理化性质包括土壤

pH、总有机碳(TOC)、全氮(TN)、碱解氮(AN)、有效

磷(AP)、速效钾(AK)和酶活性包括脲酶(Urease，UR)、

过氧化氢酶(Catalase，CA)、磷酸酶(Phosphatase，PA)

和蔗糖酶(Sucrose，SU)的测定。 

1.4  土壤化学性质和酶活性测定 

土壤 pH 通过制备土水比为 1∶2.5(m/V)的溶液

采用酸度计(S400-B，梅特勒托利多生产)测定；土壤

总有机碳含量采用重铬酸钾氧化–外加热法测定；土

壤全氮含量采用凯氏定氮法测定；土壤有效磷采用

0.5 mol/L 碳酸氢钠溶液浸提，钼锑抗比色法测定；

土壤速效钾采用 1 mol/L 乙酸铵溶液浸提，火焰光度

法测定；土壤碱解氮采用扩散法测定；具体方法参照

鲍士旦[16]编著的《土壤农化分析》。土壤脲酶、过氧

化氢酶、磷酸酶、蔗糖酶分别采用靛酚比色法、高锰

酸钾比色法、磷酸苯二钠比色法、3, 5-二硝基水杨酸

比色法测定[17]。脲酶、磷酸酶、蔗糖酶活性分别以

培养 1 d 后单位土壤中的硝态氮、酚、葡萄糖含量表

示；过氧化氢酶活性以培养 20 min 后单位土壤消耗

的 0.1 mol/L 高锰酸钾量表示。 

1.5  土壤宏基因组测定 

采用 E.Z.N.A.® stool DNA Kit(Omega Bio-tek，

Norcross，GA，美国)试剂盒并按照试剂盒说明书提

取土壤总 DNA。对于每个样品，用 Covaris S220 聚

焦超声仪(Woburn，MA，美国)将 1 μg 基因组 DNA

打碎，并用长度约为 450 bp 的片段制备测序文库。

所有样品均通过 Illumina Novaseq 6000 测序仪采用

双端 150 bp(PE150)模式进行测序，测序工作委托上

海凌恩生物科技有限公司完成。获得每个样本的宏基

因组测序数据后，首先使用 Trimmomatic(http:// 

www.usadellab.org/cms/？ page=trimmomatic)进行质

量控制，以除去衔接子污染物和低质量读数。采用

MEGAHIT (http://www.l3-bioinfo.com/products/megahit. 
html)对数据进行组装，将所有样品预测出来的基因

序列，用 CD-HIT 软件(http://www.bioinformatics.org/ 

cd-hit/)进行聚类，每个类别取最长的基因作为代表序

列，构建非冗余基因集。使用 BLASTP 将基因集与

非冗余蛋白质的氨基酸序列数据库(NR 数据库)进行

比对，并通过 NR 库对应的分类学信息数据库获得物

种注释，然后使用物种对应的基因丰度总和计算该物

种的丰度，并在各个分类学水平上统计物种丰度。利

用预测的蛋白序列与 NCycDB 数据库(https://github. 

com/qichao1984/NCyc)进行比对，以获取氮循环功能

基因注释信息；与 PCycle 数据库(https://github.com/ 

ZengJiaxiong/Phosphorus-cycling-database)进行比对，

以获取磷循环功能基因注释信息。 

1.6  数据分析 

所有分析采用 R 语言(https://www.r-project.org/)

进行，统计显著性水平为 P<0.05。采用独立样本 T

检验比较除草剂控草和生草栽培对测定的土壤理化

指标、微生物多样性指数、功能基因丰度的影响。采

用基于 Bray-Curtis 距离矩阵的非度量多维测量

(NMDS)方法分析不同处理下土壤微生物群落基因水

平的 β多样性，并采用非参数多因素方差分析(Adonis)

分析除草剂控草和生草栽培对土壤微生物群落的影响。

使用Pearson法计算土壤理化性质和酶活性之间的相关

性。使用 ggcor 包中的 Mantel-test 统计氮、磷循环过程

关键功能基因丰度与土壤指标的关联关系[18]。 

2  结果 

2.1  土壤理化性质和酶活性 

该柑橘园的土壤平均 pH 为 5.15，除草剂控草和

生草栽培模式未显著影响土壤 pH，但显著影响了土

壤的养分含量。相较于除草剂控草，5 年的生草栽培

处理显著提高了土壤总有机碳、全氮、有效磷、速效

钾和碱解氮含量(图 1)。 

除草剂控草和生草栽培模式显著影响了土壤酶

活性。与除草剂控草相比，生草栽培模式分别使土壤

脲酶、蔗糖酶、磷酸酶活性提高了 80%、100% 和

58%，而两种模式下土壤过氧化氢酶活性无显著差异

(图 2)。 

2.2  土壤微生物群落和多样性 

除草剂控草和生草栽培模式表现出不同的土壤

微生物群落多样性。独立样本 T 检验结果表明，生

草栽培在属水平的 Shannon指数和 Simpson指数均大

于除草剂控草处理(图 3A)。除草剂控草和生草栽培

处理下土壤微生物前十大优势菌门(图 3C)均为：假单

胞菌门(Pseudomonadota)、酸杆菌门(Acidobacteriota)、

放线菌门(Actinomycetota)、拟杆菌门(Bacteroidota)、

芽单胞菌门 ( G e m m a t i m o n a d o t a ) 、疣微菌门

(Verrucomicrobiota)、嗜热菌门(Thermoproteota)、浮

霉菌门(Planctomycetota)、黏球菌门(Myxococcota)和

绿弯菌门(Chloroflexota)。统计分析结果表明：前十

大优势菌门中，仅绿弯菌门相对丰度显著受处理影

响，表现为生草栽培模式下其丰度相较于除草剂控草

处理显著提升。NMDS 降维分析显示两种模式下的

样本点分布无明显规律，且结合 Adonis 统计分析结 
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(HWC：除草剂控草；SC：生草栽培。箱线图中，箱体下边为第一四分位数，中间线为中位数，箱体上边为第三四分位数，上下须线为

非离群值的范围。小写字母不同表示除草剂控草和生草栽培模式间差异显著。下同) 

图 1  除草剂控草和生草栽培模式下土壤化学特征 
Fig.1  Soil chemical properties under herbicide weed control and sod cultivation  

 

图 2  除草剂控草和生草栽培模式下土壤酶活性 
Fig.2  Soil enzyme activities under herbicide weed control and sod cultivation 
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果表明除草剂控草和生草栽培没有显著影响土壤微

生物的 β 多样性(图 3B)。 

2.3  土壤微生物氮磷循环功能基因 

通过将测序结果与 NCycDB 数据库比对发现，

总体上生草栽培和除草剂控草在氮循环的同化硝酸

盐还原、异化硝酸盐还原的功能基因丰度无显著差异

(图 4)。相较于除草剂控草，生草栽培模式下参与土

壤反硝化过程的 nirS、nosZ 基因丰度以及参与土壤

有机降解合成过程的 gdh_K00262、gdh_K15371、

glnA、gs_K00265 基因丰度显著增加(图 4)。 

 

图 3  除草剂控草和生草栽培模式下土壤微生物构成与多样性 
Fig.3  Compositions and diversities of soil microorganisms under herbicide weed control and sod cultivation 

 
与 PCycle 数据库比对结果表明，两种处理显著

影响了土壤微生物的磷循环过程，生草栽培的氧化磷

酸化过程的 ppk 基因，磷酸戊糖途径的 prsA 基因，

嘌呤代谢的 purH、purL 基因，嘧啶代谢的 nrdJ、pyrG

基因，运输过程的 ugpC 基因丰度显著高于除草剂控

草处理(图 5)。 

Pearson 相关分析结果(图 6)表明，土壤碱解氮与

速效钾为显著正相关关系；土壤磷酸酶活性与脲酶活

性、蔗糖酶活性为显著正相关性关系；土壤脲酶和磷

酸酶活性与土壤总有机碳、全氮、有效磷为显著正相

关关系。通过 Mantel-test 分析土壤生化特征与土壤微

生物氮、磷循环过程功能基因的关系，结果表明土壤

有效磷含量、蔗糖酶活性和磷酸酶活性与土壤氮循环

过程功能基因丰度显著相关；磷循环功能基因丰度与

土壤蔗糖酶活性显著相关(图 6)。 

3  讨论 

生草栽培相较于除草剂控草显著提高了该柑橘

园土壤有机碳和有效氮磷钾含量，表明生草栽培能够

显著改善土壤养分可利用性。这与以往研究结果一

致，如生草栽培增加了山核桃林[19]、油橄榄园[13]、

柑橘园[20]的土壤速效养分含量。这种土壤速效养分 
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(*、**分别表示达 P<0.05 和 P<0.01 显著水平，下图同) 

图 4  除草剂控草和生草栽培下土壤氮循环过程的功能基

因丰度 
Fig.4  Functional gene abundance for soil nitrogen cycling under 

herbicide weed control and sod cultivation 

 
含量的提升可能源于生草栽培下草本有机质的大量

输入，促进了土壤有机质的矿化和养分循环过程。具

体而言，本研究中生草栽培模式下干三叶草还田量是

除草剂控草模式下杂草还田量的 2.25 倍。这些易分

解的植物组织能够将固定的大量有机质和氮磷钾

养分迅速归还土壤，从而显著增加土壤有效养分的

含量 [21]。此外，蒋光毅等[22]研究发现，柑橘园种植

鸭茅草显著提升了土壤根系分布密度。生草栽培模式下

较高的草本根系生物量可以通过根系分泌物、根系凋落

物分解过程，进一步向土壤输入碳和养分[23-24]。除有机

质和养分输入的差异外，相较于生草栽培，除草剂的使

用本身会对土壤养分库产生不利影响。Zhang 等[25]研究

表明使用草甘膦降低了甘蔗园土壤硝化速率和相关功

能基因丰度，从而降低土壤氮循环速率。 

土壤养分循环过程离不开土壤酶的参与。生草

栽培模式下土壤养分可利用性的提升，有助于解除

土壤微生物的养分限制 [26]，促进微生物的繁殖和

胞外酶的分泌，同时增加土壤中微生物残体碳组分 

积累。这不仅有助于土壤碳库的稳定，还对土壤养分

转化具有重要意义[27]。本研究中，生草栽培显著提

高了土壤脲酶、蔗糖酶、磷酸酶活性，而且土壤有效

磷与磷酸酶、脲酶活性呈显著正相关关系，土壤速效

钾与磷酸酶活性呈显著正相关关系。这些结果与以往

研究结论一致，例如徐凌飞等[28]研究发现，生草栽

培显著提高了梨园土壤磷酸酶、蔗糖酶、过氧化氢酶

活性；焦润安等[13]和 Yang 等[29]分别发现，生草栽培

显著提高了油橄榄园和柿园的土壤脲酶、磷酸酶和蔗

糖酶活性。土壤脲酶、磷酸酶、蔗糖酶在土壤碳和养

分循环中发挥着重要作用，胞外酶活性的提高往往有

助于提高土壤中有效养分的含量[30]。 

土壤胞外酶活性受土壤微生物的显著调控[31]。

本研究结果表明，生草栽培相较于除草剂控草显著提

高了土壤微生物多样性。沈玥等[2]研究表明，除草剂

控草会导致柑橘园土壤微生物群落组成变化和根际

微生物多样性的下降；而肖力婷等[32]研究发现，生

草栽培显著提高了柑橘园土壤细菌群落的丰富度和

真菌群落的多样性。除土壤微生物总体多样性增加

外，本研究进一步发现相较于除草剂控草，生草栽培

显著提高了土壤氮、磷循环过程中功能基因的丰度。

具体而言，生草栽培下反硝化过程中 nirS 和 nosZ 基

因丰度显著高于除草剂控草处理，表明生草栽培提高

了土壤微生物将 NO2
– 还原为 NO 和将 N2O 还原为 N2

的潜力[33]。这将有助于减少土壤中 NO3
– 的积累，从

而减少过量 NO3
– 淋溶损失带来的面源污染等环境问

题[34]。生草栽培显著提高了该柑橘园土壤有机氮代

谢过程相关基因丰度(glnA、gdh)，表明其增强了土壤

中有机氮的利用能力[35]。在磷循环方面，相较于除

草剂控草，生草栽培显著提高了该柑橘园土壤氧化磷

酸化过程、嘌呤代谢、嘧啶代谢、运输过程等功能基

因的丰度。这些结果表明，生草栽培改善了土壤微生

物从环境中运输和吸收磷资源的能力，并增强了细胞

内磷代谢过程[36]。本研究中土壤有效磷含量、蔗糖

酶活性和磷酸酶活性与土壤氮循环过程功能基因丰

度具有强关联，而磷循环功能基因丰度显著受土壤蔗

糖酶活性的影响，这表明土壤碳、氮、磷循环之间存

在复杂的耦合和调控关系[37]。土壤养分含量、酶活

性、功能基因丰度之间的强相关性表明了生草栽培模

式通过增加有机质向土壤的输入，同时避免除草剂对

土壤生物的负面影响，正向调控了微生物群落组成、

功能基因丰度和酶活性，促进了土壤的碳、氮、磷循

环过程。然而，其内在的复杂调控机制还有待于进一

步研究。 
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图 5  除草剂控草和生草栽培下土壤磷循环过程的功能基因丰度 
Fig.5  Functional gene abundance for soil phosphorus cycling under herbicide weed control and sod cultivation 

 

(*、**、***分别表示相关性达 P<0.05、P<0.01 和 P<0.001 显著水平) 

图 6  土壤特性对土壤微生物氮磷循环过程的影响 
Fig.6  Effects of soil properties on processes of soil microorganism nitrogen and phosphorus cycling 
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4  结论 

柑橘园生草栽培，相对于除草剂控草，具有更高

的土壤有效氮、磷含量，土壤脲酶、磷酸酶活性，以

及土壤微生物氮磷循环功能基因丰度。这表明生草栽

培能有效正向调控土壤微生物群落来增强氮、磷养分

循环中关键酶活性和功能基因丰度，进而促进土壤

氮、磷养分可利用性；而且采用生草栽培有效降低了

柑橘园对除草剂的依赖，这将有利于维持柑橘园的土

壤健康。 
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