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三叶草种质资源数据质量控制规范 

1 范围 

本规范规定了三叶草种质资源数据采集过程中的质量控制内容和方法。 

本规范适用于三叶草种质资源的整理、整合和共享。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的条款通过本规范的引用而成为本规范的条款。凡是注日期的引

用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本规范，

然而，鼓励根据本规范达成协议的各方研究是否可使用这些文件的 新版本。凡

是不注日期的引用文件，其 新版本适用于本规范。 

ISO 3166  Codes for the Representation of Names of Countries 

GB/T 2659 世界各国和地区名称代码 

GB/T 2260 中华人民共和国行政区划代码 

GB/T 12404 单位隶属关系代码 

GB/T 3543-1995 农作物种子检验规程 

GB/T 2930-2001 牧草种子检验规程 

GB/T 4407 经济作物种子 

GB/7415  主要农作物种子贮藏 

GB/T 6142-1985 豆科主要栽培牧草种子质量分级 

GB/T 6432—1994 饲料中粗蛋白质测定方法 

GB/T 6433—1994 饲料粗脂肪测定方法 

GB/T 6434—1994 饲料中粗纤维测定方法 

GB/T 6438—1992 饲料中粗灰分的测定方法 

GB/T 6437—2002 饲料中总磷的测定 分光光度法 

GB/T 6436—2002 饲料中钙的测定方法 

GB/T 18246—2000 饲料中氨基酸的测定 

GB/T 6435—1986 饲料水分的测定方法 

GB/T 8170～1987  数值修约规则 
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3  数据质量控制的基本方法 

3.1  形态特征和生物学特性观测试验设计 

3.1.1  试验地点 

试验地点的环境条件应能够满足三叶草的正常生长及其性状的正常表达。 

3.1.2  田间设计 

确定播期主要取决于气温、土壤墒情、三叶草生物学特性及其利用目的，以

及田间杂草发生规律和为害程度等因素。春播在 3 月中旬前，秋播 10 月中旬前

为宜。 

试验小区为 10m2(2m×5m)，随机区组排列，3 次重复。一般采取条播，行距

30～45cm；种子量少的可穴播或育苗移栽，株距大于 20cm。 

3.1.3  栽培环境条件控制 

试验地土质应具有当地代表性，肥力均匀，要远离污染、无人畜侵扰。采用

一致的水肥管理条件，及时防治病虫害和防除杂草，保证幼苗和植株的正常生长。 

3.1.4  保护行设置 

试验地周围应设保护行或保护区。 

3.2  数据采集 

形态特征和生物学特性观测试验原始数据的采集应在种质正常生长情况下

获得。如遇自然灾害等因素严重影响植株正常生长，应重新进行观测试验和数据

采集。  

3.3 试验数据统计分析和校验 

每份种质的形态特征和生物学特性观测数据依据对照品种进行校验。根据 2

年度以上的观测校验值，计算每份种质性状的平均值、变异系数和标准差，并进

行方差分析，判断试验结果的稳定性和可靠性。取校验值的平均值作为该种质的

性状值。 

4 基本信息 

4.1 全国统一编号 
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全国统一编号由“CF” 加 6 位顺序号组成的 8 位字符串，如“CF000888”。其

中“CF”代表 China Forage 的第一个字母，后 6 位数字代表具体牧草种质的编号。

全国统一编号具有惟一性。 

4.2  种质库编号 

种质库编号是由 “I7B”加 5 位顺序号组成的 8 位字符串，如“I7B00216”。其

中 “I”代表国家农作物种质资源长期库中的牧草种质，“7B”代表牧草，后五位为

顺序号，从“00001”到“99999”，代表具体牧草种质的编号。只有已进入国家农作

物种质资源长期库保存的种质才有种质库编号。每份种质具有惟一的种质库编号。 

4.3  种质圃编号 

种质在国家多年生和无性繁殖圃的编号。牧草圃编号为 8 位字符串， 如

“GPMC0152”，前 4 位“GPMC”为国家给牧草圃的代码，后 4 位为顺序号，代表

具体牧草种质的编号。每份种质具有惟一的圃编号。 

4.4  引种号 

引种号是由年份加 4 位顺序号组成的 8 位字符串，如“19990026”，前 4 位表

示种质从境外引进年份，后 4 位为顺序号。每份引进种质具有惟一的引种号。 

4.5  采集号 

三叶草种质在野外采集时赋予的编号，一般由年份加 2 位省份代码加顺序号

组成。 

4.6  种质名称 

三叶草国内种质的原始名称和国外引进种质的中文译名，如果有多个名称，

可以放在英文括号内，用英文逗号分隔，如“种质名称 1(种质名称 2，种质名称

3)；国外引进种质如果没有中文译名，可以直接填写种质的外文名。 

4.7  种质外文名 

三叶草国外引进种质的外文名和国内种质的汉语拼音名。每个汉字的汉语拼

音之间空一格，每个汉字汉语拼音的首字母大写，如“Bai San Ye”。国外引进种

质的外文名应注意大小写和空格。 

4.8  科名   

三叶草种质资源在植物分类学上的科名。由拉丁名加英文括号内的中文名组

成，如“Leguminosae (豆科)”。如没有中文名直接写拉丁名 。 
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4.9  属名   

三叶草种质资源在植物分类学上的属名。由拉丁名加英文括号内的中文名组

成，如“Trifolium L. (三叶草属)”。如果没有中文名，直接填写拉丁名。 

4.10  学名  

三叶草种质在植物分类学上的种、亚种或变种的学名，由拉丁名加英文括

号内的中文名组成，如“Trifolium repen L. (白三叶)”。 如果没有中文名，直

接填写拉丁名。有的植物在分类学上有两个以上的学名，应以《中国植物志》

所用的名称为正名。《中国植物志》未包含的种，以国际植物学界 新出版的专

著或专论中所用的名称为正名。其它则以异名列在正名之后。  

4.11  原产国 

三叶草种质原产国家名称、地区名称或国际组织名称。国家和地区名称参照

ISO 3166 和 GB/T 2659。如该国家已不存在，应在原国家名称前加“原”，如“原

苏联”。国际组织名称用该组织的外文缩写，如“IPGRI”。 

4.12  原产省 

三叶草种质原产省份名称，省份名称参照 GB /T 2260；国外引进种质资源原

产省用原产国家一级行政区的名称。 

4.13  原产地  

三叶草种质的原产地县（县级市、区）、乡（镇）、村名称。县（县级市）名

参照 GB /T 2260。 

4.14  海拔   

三叶草种质原产地具体生长地点的海拔高度。单位为 m。 

4.15  经度 

 三叶草种质原产地的经度，单位为度和分，格式为 DDDFF，其中 DDD 为度，

FF 为分。东经为正值，西经为负值，例如，“12125”代表东经 121゜25′， “-

10209”代表西经 102゜9′。 

4.16  纬度 

三叶草种质原产地的纬度，单位为度和分，格式为 DDFF，其中 DD 为度，FF

为分。北纬为正值，南纬为负值，例如，“3208”代表北纬 32゜8′， “-2542”

代表南纬 25゜42′。 
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4.17  来源地 

国内三叶草种质的来源省、县名称，名称参照 GB/T 2260；国外引进种质的

来源国家、地区名称或国际组织名称，名称参照 ISO 3166 和 GB/T 2659。  

4.18 保存单位 

三叶草种质提交国家种质资源长期库前的原保存单位名称。单位名称应写全

称，例如“中国农业科学院草原研究所”。 

4.19  保存单位编号 

三叶草种质原保存单位赋予的种质编号。保存单位编号在同一保存单位应具

有唯一性。 

4.20 系谱 

三叶草选育品种(系)的亲缘关系。 

4.21  选育单位 

选育三叶草品种(系)的单位全称或个人姓名。 

4.22  育成年份 

三叶草品种选育成功，经审定通过或鉴定的年份。 

4.23 选育方法 

三叶草品种(系)的育种方法。 

4.24    种质类型 

三叶草种质类型分 6 类。 

1 野生资源  

2 地方品种  

3 选育品种  

4 品系  

5 遗传材料 

6 其他 

4.25  种质保存类型 

三叶草种质的保存类型，分 6 类。  

1 种子 

2 植株 
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3 种茎 

4 花粉 

5 培养物 

6 DNA 

4.26 图像 

三叶草种质的图像文件名，图像格式为.jpg。图像文件名由统一编号加“-”

加序号加“.jpg”组成。如有多个图像文件，图像文件名用英文分号分隔，如

“CF000010-1.jpg; CF000010-2.jpg”。图像对象主要包括植株、花、果实、特异

性状等。图像要清晰，对象要突出。 

4.27 观测地点 

三叶草种质形态特征和生物学特性观测地点的名称，记录到省和县名，如

“内蒙古多伦”。 

4.28 观测年龄   

三叶草种质形态特征和生物学特性的观测年龄。单位为 a。 

5  形态特征和生物学特性 

5.1  主根有无 

       三叶草花期，以试验小区的植株为调查对象，采用目测的方法测定主根

的有无。 

          0    无 

          1    有  

5.2  主根粗 

三叶草花期，从每一试验小区内随机抽样 10 株，测量每一植株主根的横径，

计算平均值。单位为 mm，精确到 0.1mm。 

5.3  根系入土深度 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，采用土层剖面法，

测量由土表到根系末端的深度。单位为 cm，精确到 0.1 cm。 

5.4  根瘤数量 

三叶草花期，从 3 个试验小区分别随机抽取 5 个植株的根系，根据描述规
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范所附的模式图及下列说明，目测、评定其根瘤的密度或数量，分为 3级。  

  1    少(根系上可目测到的根瘤极少，20％以下的根系根毛上着生有

根瘤)  

2    中(根系上可目测到的根瘤较密，约 20％～50％ 的根系根毛上

着生有根瘤) 

    3    多(根系上可目测到的根瘤极密，50％ 以上的根系根毛上着生

有根瘤) 

5.5  茎的类型 

三叶草花期，从试验小区随机抽取 10 株，采用目测法，参照描述规范所附

的模式图及下列说明确定茎的类型。以相同茎类型的植株达到 70%为准。 

1    直立茎(茎垂直于地面) 

2    斜生茎(茎基部或下部偏斜，其上半部为直立) 

3    平卧茎(茎平卧于地上，但茎上不产生不定根) 

4    半匍匐茎（茎半平卧于地上，着地的茎节上产生不定根） 

5    匍匐茎（茎平卧于地上，但所有茎节上均产生不定根） 

5.6  茎的形状 

三叶草花期，从试验小区随机抽取 10 株，采用目测法，参照描述规范所附

的模式图及下列说明确定茎的形状。以相同茎形状的植株达到 70%为准。 

1    圆柱状(茎杆呈圆柱状，其上无棱角) 

2    四棱状(茎杆呈四棱状，其上有四个棱角) 

3    多棱状(茎杆呈多棱状，其上有规则的多个棱角) 

5.7  匍匐茎 

三叶草花期，从试验小区随机抽取 10 株，采用目测法，参照描述规范所附

的模式图及下列说明确定匍匐茎的有无。 

             0    无 

             1    有 

5.8  茎上生根 

三叶草花期，从试验小区随机抽取 10 株，采用目测法，参照描述规范所附

的模式图及下列说明确定茎上是否长有不定根。 

              0    无 
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              1    有 

 

5.9   茎长度 

在植株开花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽

取开花的植株 10 株，测量植株主茎长度。单位为 cm，精确到一位小数。 

5.10  茎节数 

在植株开花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽

取开花的植株 10 株，采用目测法观测植株主茎第一个节到主茎末梢的节数。单

位为节，精确到整位数。 

5.11  茎直径 

在植株开花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽

取开花的植株 10 株，测量植株主茎第四个节间的直径。单位为 mm，精确到一

位小数。 

5.12  茎分枝 

在植株开花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽

取开花的植株 10 株，采用目测法观测每个植株主茎分枝的数目。单位为枝/

株，精确到整位数。 

5.13 茎被毛 

在植株开花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽

取开花的植株 10 株，采用目测法，并参照描述规范所附的模式图及下列说明确

定植株茎表面毛的状况。以相同茎毛状况植株达到 70%为准。 

    0     无（茎光滑无毛） 

    1     少（茎上被毛极为稀疏） 

    2     中（茎上被毛明显，但不很稠密） 

3     密（茎上被毛极为稠密）  

5.14  掌状复叶小叶数 

在植株开花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽

取开花的植株 10 株，采用目测法观测每个复叶包含小叶的数目。分下列 3 种类

型。 
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1     3 个 

2     5 个 

3     7 个 
5.15  托叶抱茎 

三叶草花期，以试验小区的植株为观测对象，采用目测法观察三叶草种质托

叶在茎上的着生方式，参照描述规范所附的模式图及下列说明确定托叶是否抱茎。

分为 2类。  

  0   不抱茎（托叶除着生出与茎结合，其余部分与茎分离） 

  1   抱茎（托叶除着生出与茎结合外，其余的一部分包裹着茎） 

5.16  托叶形状 

三叶草花期，以试验小区的植株为观测对象，采用目测法观察三叶草种质茎

中部托叶的形状，参照描述规范所附的模式图及下列说明确定托叶形状。以相同

托叶形状的植株达到 70%为准。 

1    狭披针形(托叶的长约为宽的 5-6 倍，中部或中部以下 宽，向上渐

狭) 

2    披针形(托叶的长约为宽的 4-5 倍，中部或中部以下 宽，向上渐

狭)  

3    卵状披针形(下部卵形，上部披针形) 

4    心形(长宽比例如卵形，但基部宽圆) 

5    近卵形(托叶形状近似于鸡卵，中部以下 宽) 

6    椭圆形（托叶的长约为宽的 3-4 倍，两侧边缘呈弧形)  

7    近三角形 (基部宽，近呈平截形，三边近相等) 

5.17  托叶被毛 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，采用目测法，并参

照描述规范所附的模式图及下列的说明确定托叶被毛有无及毛的密度。以相同

茎毛状况植株达到 70%为准。 

    0     无（托叶光滑无毛） 

1     疏（托叶被毛为稀疏） 

2     密 （托叶被毛极为稠密） 

5.18  托叶质地 
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 三叶草花期，以试验小区的植株为观测对象，采用目测法观察三叶草种质

托叶的质地。分为 3类。  

  1     膜质（托叶质地薄而半透明状） 

      2    半膜质（托叶质地为薄膜质、非透明） 

      3     草质（托叶质地薄而柔软、草质状、绿色） 

5.19  小叶形状 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，采用直尺测量及目

测法，并参照描述规范所附的模式图及下列的说明确定茎中部的叶片形状。以相

同叶形状的植株达到 70%为准。  

1 圆形（形如圆盘） 

2 卵形（形如鸡卵，中部以下较宽） 

3 倒卵形（形如鸡卵，中部以上较宽） 

4 椭圆形（长约为宽的 3 到 4 倍，但两侧边缘呈弧形，顶、基两端略相

等） 

5 菱形（等边斜方形） 

6 披针形（长约为宽的 4 到 5 倍，中部或中部以下 宽，向上下两端渐

狭） 

7 狭披针形（比披针形更狭窄） 

5.20  小叶叶尖 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，采用目测法，并参

照描述规范所附的模式图及下列的说明确定茎中部的叶片尖端形状。以相同叶尖

形状的植株达到 70%为准。 

1 锐尖（尖端成一锐角形而有直边） 

2 钝形（先端钝或狭圆形） 

3 微凹（先端稍凹入） 

5.21  小叶叶缘 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，采用目测法观测，

并参照描述规范所附的模式图及下列的说明确定茎中部的叶片边缘形状。以相同

叶缘形状的植株达到 70%为准。 

1     全缘（边缘平滑） 

国家农作物种质资源平台 
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2     细锯齿（具有较小的锯齿） 

3     钝齿（边缘具有钝头的齿） 

5.22  小叶被毛 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，采用目测法观测，

并参照描述规范所附的模式图及下列的说明确定小叶被毛有无及毛的密度。以相

同叶片被毛的植株达到 70%为准。 

1 无（小叶光滑无毛） 

2 疏（小叶被毛较为稀疏） 

3 密（小叶被毛极为稠密） 

5.23  顶生小叶长度 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，分别测量每一株中

部顶生小叶从叶颈至叶尖的绝对长度。单位为 cm，精确到一位小数。 

5.24  顶生小叶宽度 

     三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，分别测量每一株

中部顶生小叶 宽处的绝对长度。内卷或反卷的叶片要展开测量。单位为 cm，

精确到一位小数。 

5.25  侧生小叶长度 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，分别测量每一株中

部侧生小叶从叶颈至叶尖的绝对长度。单位为 cm，精确到一位小数。 

5.26  侧生小叶宽度 

    三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，分别测量每一株

中部侧生小叶 宽处的绝对长度。内卷或反卷的叶片要展开测量。单位为 cm，

精确到一位小数。 

5.27   小叶长宽比 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，分别测量每一株中

部小叶长度和宽度的比例，精确到一位小数。 

5.28  叶斑颜色 

三叶草花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在正常一致的光照条件

下，采用目测法观测叶片“V”型斑纹的颜色。以相同叶斑颜色的植株达到

70%为准。 
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1 白色 

2 淡灰色 

3 黄色 

4 淡绿色 

5 红色 

5.29  叶斑强度 

三叶草花期，以整个试验小区的植株为观测对象，在正常一致的光照条件

下，采用目测法，并参照描述规范所附的模式图确定植株中部小叶叶片表面斑

纹的强度。以相同叶斑强度的植株达到 70%为准。 

0    无 

1 弱 

2 中 

3 强 

4 非常强 

5.30  叶斑形状 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，采用目测法，并参

照描述规范所附的模式图确定茎中部的叶片表面斑纹的形状。以相同叶斑形状

的植株达到 70%为准。 

1 V 型 

2 非 V 型 

5.31  叶柄长 

三叶草花期，在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，分别测量每一株中

部叶柄的长度。单位为 cm，精确到一位小数。 

5.32  花序类型 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法观测，并参照描述规范所附的模式图及下列的说明

确定花序的类型。分为 5 类。  

1 头状（花无柄或近无柄，多数密集于一短而宽、平坦或隆起的总托上

形成一头状体） 

2 短总状(花多数具柄，排列于不分枝的主轴上，但花序极短) 
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3 穗形总状（花多数，花柄短或近无柄，排列于不分枝的主轴上，呈穗

形的总状花序） 

4 穗状（花多数无柄，排列于不分枝的主轴上） 

5 单生（一朵花单独着生于枝顶或叶腋的花序类型） 

5.33  花序形状 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法观测，并参照描述规范所附的模式图确定花序的形

状。以相同花序形状的植株达到 70%为准，分为 5 类。  

1 球形 

2 卵形 

3 狭卵形 

4 阔圆柱形 

5 狭圆柱形 

5.34  花序长度 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，测量花序的长度。单位为 cm，精确到一位小数。 

5.35  花序宽度 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，测量花序的宽度。单位为 cm，精确到一位小数。 

5.36  花序着生方式 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法，并参照描述规范所附的模式图及下列的说明确定

花序着生的基本方式。 

1 腋生（花序生于叶腋内） 

2 顶生（花序生于枝的顶端） 

5.37  每株花序数 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法观测计数每株上的花序数。单位为个，精确到整位

数。 

5.38 每花序小花数 
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在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，随机选取主茎从上往下数

第二个花节上的花序 10 个，计数花序上的花数。单位为个，精确到整位数。 

5.39  花柄有无 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法观测花柄的有无。以相同花柄状况的植株达到 70%

为准。 

0 无 

1 近无柄（花柄极短，＜1.5mm） 

2 明显有柄（花柄明显，其长＞1.5mm） 

5.40 萼筒形状 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法，并参照描述规范所附的模式图及下列的说明确定

萼筒的基本形状。以相同萼筒形状的植株达到 70%为准。 

1 筒形（萼筒大部分成一管状或圆筒状） 

2 钟形（萼筒宽而稍短，上部扩大成一钟形） 

5.41 萼筒被毛 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法，并参照描述规范所附的模式图及下列说明确定萼

筒表面被毛的状况。以相同萼筒被毛的植株达到 70%为准。 

0 无（萼筒光滑无毛） 

1 疏（（萼筒被毛较为稀疏） 

2 密（萼筒被毛极为稠密） 

5.42  萼齿被毛 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，采用目测法，并参照描述规范所附的模式图及下列说明确定萼

齿表面被毛的状况。以相同萼筒被毛的植株达到 70%为准。 

0  无（萼齿光滑无毛） 

1  疏（（萼齿被毛较为稀疏） 

2  密（萼齿被毛极为稠密） 

5.43  萼筒脉纹 
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在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区内随机抽取开

花的植株 10 株，观测花萼萼筒脉纹的数目。单位为条，精确到整数位。  

5.44  花冠颜色 

在植株盛花期，以试验小区的植株为观测对象，在正常一致的光照条件

下，采用目测法观测花冠的基本颜色，并用标准色卡加以比较。以相同花冠颜

色的植株达到 70%为准。 

1 白色 

2 乳白色 

3 黄粉色 

4 浅粉色 

5 粉红色 

6 浅红色 

7 深红色 

8 紫红色 

9 浅紫色 

5.45 荚果长 

在植株终花期与成熟期之间，以试验小区的植株为观测对象，随机抽取植株

中下部充分生长发育的荚果 10 个，测量荚尖到荚尾的距离。单位为 cm，精确到

一位小数。 

5.46 荚果形状 

在植株终花期与成熟期之间，以试验小区的植株为观测对象，在试验小区

内随机抽取结实的植株 10 株，采用目测法，并参照描述规范所附的模式图及下

列说明确定荚果的形状。以相同荚果形状的植株达到 70%为准。 

1 球形（轮廓圆形） 

2 矩圆形（长约为宽的 3-4 倍，两侧边缘略平行） 

3 条状矩圆形（长约为宽的 4-5 倍，两侧边缘略平行） 

4    卵状矩圆形（上部形同矩圆形，但下部较宽形如卵状） 

5    倒卵状矩圆形（下部形同矩圆形，但上部较宽形如倒卵状） 

6    倒卵形（形如倒置的鸡卵，中部以上较宽） 

5.47 单荚粒数 
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在植株成熟期，以试验小区的植株为观测对象，随机抽取 10 个干熟荚果，

计数每个荚果所含的种子粒数。单位为粒，精确到整位数。 

5.48  荚果裂荚性 

       三叶草成熟期，以试验小区的植株为观测对象，随机抽取 10 个荚果，

观察荚果开裂与否的情况分为 3 类。 

          1    不（荚果成熟后不开裂） 

          2    稍易（荚果成熟后，少数荚果自然开裂） 

          3    易（荚果成熟后，多数或全部荚果自然开裂） 

5.49 种子长度 

采集风干后的成熟干籽粒为观测对象，随机抽取 10 粒干种子，测量 长处

的长度。单位为 mm，精确到一位小数。 

5.50 种子宽度 

采集风干后的成熟干籽粒为观测对象，随机抽取 10 粒干种子，测量 宽处

的长度。单位为 mm，精确到一位小数。 

5.51  种子形状 

采集风干后的成熟干籽粒为观测对象，采用目测法，并参照描述规范所附的

模式图及下列的说明确定种子形状。以相同种子形状的植株达到 70%为准。 

1 肾形（横径较长，形如肾状） 

2 卵圆形 （形如宽椭圆形，但长为宽的 2 倍以下） 

3 椭圆形（长约为宽的 3 到 4 倍，但两侧边缘呈弧形，顶、基两端略相

等） 

4 心形（长宽比例如卵形，但基部宽圆而凹缺） 

5 圆形（形状似圆球状） 

5.52  种子颜色 

采集风干后的成熟干籽粒为观测对象，在正常一致的光照条件下，采用目

测的方法观测种子的外观颜色，并用标准色卡加以比较。以相同种子的颜色达

到 70%为准。 

1 乳白色 

2 黄色 

3 橄榄绿 
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4 褐色 

5 墨绿色 

6 紫色 

7 黑色 

5.53  形态一致性 

三叶草花期，用目测法观测群体内主要形态性状。根据主要形态性状的表

现，将其形态一致性分为 3 类。 

1  一致（大多数形态性状基本一致） 

2  较一致（主要形态性状上存在差异，但差异较小，不容易清楚地

区分） 

3  不一致（主要形态性状差异较大，而且能明显区分开来） 

5.54 播种期 

不同地区牧草适宜播种的日期。以“年月日”表示，格式“YYYYMMDD”。

如“20040612”表示 2004 年 6 月 12 日播种。 

5.55  出苗期 

种子萌发出土的日期。以全小区为调查对象，记录小区内 50%的幼苗露出地

面的日期。以“年月日”表示，格式“YYYYMMDD”。   

5.56  返青期 

记录小区内 50%的植株返青的日期。以“年月日”表示，格式“YYYYMMDD”。 

5.57  分枝期 

50%的幼苗从其基部叶腋产生侧芽，并形成新枝的日期。以“年月日”表示，

格式“YYYYMMDD”。 

5.58  现蕾期 

50%植株形成花苞之时为现蕾期。以“年月日”表示，格式“YYYYMMDD”。 

5.59  始花期 

20%的植株花冠张开，雄蕊伸出，开始散发花粉开花之时为始花期。以“年

月日”表示，格式“YYYYMMDD”。 

5.60  盛花期 

80%的植株花冠张开，雄蕊伸出，开始散发花粉开花之时为盛花期。以“年

月日”表示，格式“YYYYMMDD”。 
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5.61  开花期一致性 

三叶草开花期，用目测法观测群体内开花期是否一致，开花期一致性分为

3 类。 

1  一致（大多数开花期基本一致） 

2  较一致（开花期存在差异，但差异较小，不容易清楚地区分） 

3  不一致（开花期差异较大，而且能明显区分开来） 

5.62  结荚初期 

20%的植株出现绿色荚果时为结荚初期。以“年月日”表示，格式

“YYYYMMDD”。 

5.63  结荚盛期 

80%的植株出现绿色荚果时为结荚盛期。以“年月日”表示，格式

“YYYYMMDD”。 

5.64  成熟期 

80%的种子成熟的日期为成熟期。以“年月日”表示，格式“YYYYMMDD” 。 

5.65  成熟期一致性 

三叶草成熟期之内，用目测法观测群体内成熟期是否一致，成熟期一致性

分为 3 类。 

1  一致（大多数成熟期基本一致） 

2  较一致（成熟期存在差异，但差异较小，不容易清楚地区分） 

3  不一致（成熟期差异较大，而且能明显区分开来） 

5.66  生育天数 

由出苗至种子成熟的总天数。单位为 d。 

5.67  枯黄期 

茎叶干枯，种子大多数脱落的日期。北方地区的枯黄期一般在秋霜或冬寒后

出现，南方地区的枯黄期出现在高温干旱或低温条件下。以全小区为调查对象，

记录观测小区内 50%的植株达到枯黄的日期。以“年月日”表示，格式

“YYYYMMDD”。 

5.68  生长天数 

由出苗或返青期到枯黄期的总天数。单位为 d。 

5.69  鲜草产量 
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一个生长周期中单位面积三叶草鲜草的累计产量。根据试验小区所在的气候

带自行确定不同的刈割次数。测产时在行播试验小区内随机设 4 个样方，样方面

积为0.25m2(0.5m×0.5m)。设样方时注意避开小区边缘地段。留茬高度为 4～6cm。

鲜草产量必须在田间测定，为防止水分散失，应及时称重。 初测定时的单位为

g/m2，精确到整位数，然后换算为 kg/hm2，精确到整位数。 

5.70  干草产量 

三叶草的干草产量是在鲜草测产样品自然风干后称重。单位为 kg/hm2，精确

到整位数。 

5.71  茎叶比 

植株开花期测定。在试验小区内随机抽取开花或未开花的植株 10 株（丛），

分别齐地面剪下，迅速分出茎和叶，分别称鲜重，单位为 g，精确到 0.1g。然后

用下列公式计算单株的茎叶比。以%表示，精确到 0.01%。 

X＝Lg/Sg×100 

式中： X——叶重与茎重的比值 

             Sg——茎重，g 

             Lg——叶重，g 

5.72  植株高度 

植株开花期测定。在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，测量自地面到

植株 上部叶片自然状态下的 高部位。单位为 cm，精确到 0.1cm。 

5.73  生殖枝高度 

植株开花期测定。在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，分别测量自地

面到植株花序自然状态下的 高部位。单位为 cm，精确到 0.1cm。   

5.74  草层高度 

在试验小区内随机抽取开花的植株 10 株，测量从地面到草层 高点的自然

高度。单位为 cm，精确到 0.1cm。 

5.75  种子产量 

种子产量测定在种子完熟期进行。测产时在行播试验小区随机设 4 个样方，

样方面积为 1 m 2(1m×1m)。设样方时注意避开小区边缘和测过鲜草产量的地段。

初测定时的单位为 g/m2，精确到整位数，然后换算为 kg/hm2，精确到整位数。 
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5.76  种子含水量 

按照常规程序把种子样品烘干所失去的重量占原始样品重量的百分率。参照

GB/T 2930.8-2001。以％表示，精确到 0.01%。种子含水量的计算公式如下： 

W(%) =
1

21

w

ww 
×100 

式中： W——种子含水量 

 W1——原始样品重量，g 

             W2——烘干后样品重量，g            

5.77  千粒重 

待测样品应为新鲜风干，并经过清选的种子。样品数量控制在小粒种子150g、

中粒种子 500g。参照 GB/T2930--2001 牧草种子检验规程，随机取样，4 次重复，

每个重复 1000 粒种子，用 1/1000 的电子天平称取每 1000 粒种子的重量。单位

为 g，精确到 0.01g。 

5.78  发芽势 

发芽势的数据采集是在进行种子发芽率检测初期进行，参照 GB/T 2930.2 标

准所规定的天数，记录正常发芽的种子数占供试种子的百分比。以％表示，精确

到 0.1％。发芽势的计算公式如下： 

发芽势（％）= 100
供试种子数

芽种子数规定天数内全部正常发
 

5.79  发芽率 

在实验室控制及标准条件下对种子发芽率进行检测，至发芽终期全部正常发

芽的种子数占供试种子的百分比即为发芽率 。参照 GB/T2930.4-2001 牧草种子

检验规程进行发芽率测定。以%表示，精确到 0.01％。种子发芽率的计算公式为： 

  发芽率（％）= 100
供试种子数

种子数发芽终期全部正常发芽
 

5.80  种子硬实率 

实验期间不能吸水而始终保持坚硬的种子数占供试种子的百分比。参照

GB/T2930.4-2001 牧草种子检验规程进行发芽率测定。以%表示，精确到
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0.01％。种子硬实率计算公式为： 

  种子硬实率（％）= 100
供试种子数

子数有生命力而不发芽的种
 

5.81  种子生活力  

种子发芽潜在能力或种胚具有的生命力。参照 GB/T2930.5-2001 牧草种子检

验规程进行发芽率测定。以%表示，精确到 0.01％。 

     测定方法 

试剂及染色液配制：使用 2，3，5-三苯基氯化四唑或溴化四唑的 1.0%水溶

液。水的 pH 值在 6.5～7.5 之间。 

如果用蒸馏水配制的溶液 PH 值不能保持在 6.5～7.5 范围内，则采用磷酸

缓冲溶液配制。缓冲溶液配制如下： 

溶液Ⅰ：在 1 000 ml 水中溶解 9.078 g 磷酸二氧钾(KH2PO4)； 

溶液Ⅱ：在 1 000 ml 水中溶解 9.472 g 磷酸氢二钠(Na2HPO4)，或在 1 000 

ml 水中溶解 11.876g 含两个结晶水的磷酸氢二钠(Na2HPO4·2H2O)。 

取母液 I2 份和母液Ⅱ3 份混合而得缓冲溶液。 

称 1g 三苯基氯化四唑或溴化四唑，溶解在 100 ml 缓冲液中。配制成的溶

液保存在黑暗处或棕色瓶里。染色反应在黑暗条件下进行。 

    试验样品：从净种子中数取 40O 粒种子，分成 4 个重复，每一重复 100 粒。 

种子预湿：三叶草种子在染色前进行预先湿润。预湿后吸胀的种子不易破碎，

容易切开。另外，染成的颜色更为均匀，利于鉴定。为避免稃壳妨碍吸胀，须除

去稃壳。预湿可采用下列方法之一。 

缓慢润湿：在 20℃恒温条件下，将种子置于纸间(BP)吸湿 16 小时。此法用

于那些直接浸在水中容易破裂的种子、陈种子或干燥种子。 

水中浸渍法（W）：在 20℃恒温条件下，将种子全部浸泡在水里，让其达到

充分吸胀。三叶草种子浸泡 3 小时即可。具体预湿时间和方法参照 GB/T 

2930.5—2001 中的表 1。 

染色前的准备： 

①去颖，在胚附近横切 

②纵切胚及 3/4 胚乳 

染色：按 GB/T 2930.5—2001 中的表 1 规定的染色浓度（1%）、温度（30℃）
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和时间（BP，18h；W，2h）将准备好的种子或胚完全浸入四唑溶液，移置黑暗处

或弱光下染色。染色结束后，倒去四唑溶液，用清水冲洗后即可观察鉴定。 

鉴定: 在立体解剖镜下进行观察鉴定，根据种胚主要结构的染色情况辨别

有生活力和无生活力的种子。通常，胚的全部或主要结构染成鲜红色的，为有生

活力的种子。染色不正常或染成浅色斑点者为无生活力的种子。三叶草凡胚根不

染色，柔软或坏死的面积在 1/3 以上者，为无生活力的种子。 

结果计算： 

SV(%) = 1001 
N

N
 

试中：SV——种子生活力，% 

N ——供试种子数 

1N ——全部正常染色的种子数 

允许差：参照 GB/T 2930.4—2001 中的表 B1，如果 4次重复的数值之间均

未超出 大容许差距，则结果是可靠的，4次重复的平均数即为该样品的生活力。

如果 4次重复的数值之间超出 大容许差距，则应进行再次试验。如果两次试验

结果未超出 大容许差距，则两次结果的平均数为该样品的生活力。如果两次结

果超出 大容许差距，则应用同样的方法进行第三次试验，记录相符合的两次结

果的平均数。 

5.82  种子寿命 

在一定环境条件下三叶草种子生活力保持的期限。单位为 a。 

5.83 熟性 

以生育天数的多少来确定。 

1 早熟（生育天数＜80d）     

2 中熟（生育天数为 80d～110d）    

3 晚熟（生育天数＞110d） 

5.84 越冬率 

在枯黄期之前， 在试验小区中央地段内随机抽出 3 个一定面积或样段的样

方，记录越冬前 3 个样方内的株丛数；返青后再记录 3 个标记样方内的返青株丛

数，返青的株丛数与越冬前的株丛数之比即为越冬率。以%表示，精确到 0.1%。 
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越冬率的计算公式为：  

越冬率（%）= 100
越冬前的株丛数

返青的株丛数
 

5.85  再生性 

三叶草刈割或放牧利用后具有重新恢复绿色株丛的能力，以再生速度、再生

次数和再生草产量来衡量。  

1      良好（再生速度快，再生次数多，再生草产量高） 

2      中等（在 1 与 3 之间） 

3      较差（再生速度慢，再生次数少，再生草产量低） 

5.86  生长周期 

三叶草种质生活周期的基本类型。 

1  一年生 

2  二年生 

3  多年生 

5.87  生长习性 

以整个试验小区的三叶草植株为观测对象，通过一年的观测或多年的连续

观测，依据其生活周期、生活型及茎的类型加以综合判定。 

1      一年生直立（斜升、平卧）草本 

2      二年生直立（斜升、平卧）草本 

3      多年生直立（斜升、平卧）草本 

4      一年生匍匐（半匍匐）草本 

5      二年生匍匐（半匍匐）草本 

6      多年生匍匐（半匍匐）草本 

5.88  生长寿命 

从多年生三叶草种质材料播种当年算起，记录田间株丛存活率高于 30%的总

年限。单位为 a。 

6  品质特性 

6.1  水分含量 

三叶草样品中水分占干物质的百分比。开花期采样，按照 GB/T 6435-1986 饲

料水分的测定方法进行。以%表示，精确到 0.01%。 
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仪器设备 

①实验室用样品粉碎机或研钵；  

②分样筛：孔径 0.45 mm(40 目)；      

③分析天平：感量为 0.0001g；  

④电热式恒温烘箱：可控制温度为 105±2℃；  

⑤称样皿：玻璃或铝质，直径 40mm 以上，高 25mm 以下；  

⑥干燥器：用氯化钙(干燥试剂)或变色硅胶作干燥剂。  

样品的选取和制备 

①选取有代表性的样品，其原始样量应在 1000g 以上； 

②用四分法将原始样品缩至 500g，风干后粉碎至 40 目，再用四分法缩至

200g，装入密封容器，放阴凉干燥处保存。 

测定步骤 

①洁净称样皿，在 105±2℃烘箱中烘 1h，取出，在干燥器中冷却 30min，

称准至 0.0002g，再烘干 30min，同样冷却，称重，直至两次重量之差小于 0.0005g

为恒重； 

②用已恒重称样皿称取两份平行样品，每份 2～5g(含水重 0.1g 以上，样品

厚度 4mm 以下)。准确至 0.0002g，不盖称样皿盖，在 105±2℃烘箱中烘 3h(以

温度到达 105℃开始记时)，取出，盖好称样皿盖，在干燥器中冷却 30min，称重； 

③再同样烘干 1h，冷却，称重，直至两次称重之重量差小于 0.002g。 

    结果计算 

W(%) =
01

21

ww

ww




×100 

式中：W——水分含量，% 

w1——105℃烘干前样品及称样皿重，g 

w2——105℃烘干后样品及称样皿重，g 

w0——已恒重的称样皿重，g            

允许差：每个样品应取两个平行样进行测定，以其算术平均值为结果。两个

平行样测定值相差不得超过 0.2%，否则重做。 

6.2  粗蛋白含量 
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三叶草样品中粗蛋白质占干物质的百分比。开花期采样，按照 GB/T 6432-

1994 饲料中粗蛋白测定方法进行。以%表示，精确到 0.01%。 

试剂 

①硫酸（GB 625）：化学纯，含量为 98%, 无氮；   

②混合催化剂：0.4 g 硫酸铜，5个结晶水(GB 665)，6 g 硫酸钾(HG3—920)

或硫酸钠(HG3—908)，均为化学纯，磨碎混匀； 

③氢氧化钠(GB 629)：化学纯，40%水溶液(M/V)；  

④硼酸(GB 628)：化学纯，2%水溶液(M/V)； 

⑤混合指示剂：甲基红(HG3—958)0.1%乙醇溶液，溴甲酚绿(HG 3—1220)0.5%

乙醇溶液，两溶液等体积混合，在阴凉处保存期为三个月； 

⑥盐酸标准溶液:邻苯二甲酸氢钾法标定，按 GB 601 制备： 

0.1 mol/l 盐酸(HCl)标准溶液:8.3ml 盐酸(GB 622)，分析纯，注入 1 000ml

蒸馏水中）； 

0.02 mol/l 盐酸(HCl)标准溶液:1.67ml 盐酸(GB 622)，分析纯，注入 1 

000ml 蒸馏水中； 

⑦蔗糖(HG 3—1001)：分析纯；  

⑧硫酸铵(GB 1396)：分析纯，干燥；  

⑨硼酸吸收液：1%硼酸水溶液 1 000ml，加入 0.1%溴甲酚绿乙醇溶液 10 ml，

0.1%甲基红乙醇溶液 7 ml，4%氢氧化钠水溶液 0.5 ml，混合，置阴凉处保存期

为一个月(全自动程序用)）。 

仪器设备 

①实验室用样品粉碎机或研钵；  

    ②分样筛：孔径 0.45 mm(40 目)； 

    ③分析天平：感量 0.0001g； 

    ④消煮炉或电炉；  

    ⑤滴定管：酸式,10、25 ml； 

    ⑥凯氏烧瓶：250 ml； 

    ⑦凯氏蒸馏装置：常量直接蒸馏式或半微量水蒸气蒸馏式； 

    ⑧锥形瓶：150、250 ml；容量瓶：100 ml； 

国家农作物种质资源平台 
国家作物科学数据中心

http://www.cgris.net



26 
 

    ⑨消煮管：250 ml； 

    ⑩定氮仪：以凯氏原理制造的各类型半自动，全自动蛋白质测定仪。 

样品的选取和制备 

选取具有代表性的样品用四分法缩减至 200 g，粉碎后全部通过 40 目筛，

装于密封容器中，防止样品成分的变化。 

分析步骤 

①仲裁法 

样品的消煮：称取样品 O.5～1 g(含氮量 5～80 mg)准确至 0.0002 g，放入

凯氏烧瓶中，加入 6.4 g 混合催化剂，与样品混合均匀，再加入 12 ml 硫酸和 2

粒玻璃珠，将凯氏烧瓶置于电炉上加热，开始小火，待样品焦化，泡沫消失后，

再加强火力(360～410℃)直至呈透明的蓝绿色，然后再继续加热，至少 2 h。 

氨的蒸馏(蒸馏步骤的检验见 GB/T 6432-94 附录 A)： 

常量蒸馏法：将样品消煮液冷却，加入 60～100 ml 蒸馏水,摇匀，冷却。将

蒸馏装置的冷凝管末端浸入装有 25 ml 硼酸吸收液和 2 滴混合指示剂的锥形瓶

内。然后小心地向凯氏烧瓶中加入 50 ml 氢氧化钠溶液，轻轻摇动凯氏烧瓶，使

溶液混匀后再加热蒸馏，直至流出液体积为 100 ml。降下锥形瓶，使冷凝管末端

离开液面,继续蒸馏 1～2 min，并用蒸馏水冲洗冷凝管末端，洗液均需流入锥形

瓶内，然后停止蒸馏。 

半微量蒸馏法：将样品消煮液冷却，加入 20 ml 蒸馏水，转入 1OO ml 容量

瓶中，冷却后用水稀释至刻度，摇匀，做为样品分解液。将半微量蒸馏装置的冷

凝管末端浸入装有 20 ml 硼酸吸收液和 2滴混合指示剂的锥形瓶内。蒸汽发生器

的水中应加入甲基红指示剂数滴，硫酸数滴，在蒸馏过程中保持此液为橙红色，

否则需补加硫酸。准确移取样品分解液 10～20 ml 注入蒸馏装置的反应室中,用

少量蒸馏水冲洗进样入口，塞好入口玻璃塞，再加 10 ml 氢氧化钠溶液，小心提

起玻璃塞使之流入反应室，将玻璃塞塞好，且在入口处加水密封，防止漏气。蒸

馏 4 min 降下锥形瓶使冷凝管末端离开吸收液面，再蒸馏 1 min，用蒸馏水冲洗

冷凝管末端，洗液均流入锥形瓶内，然后停止蒸馏。 

    上述两种蒸馏法测定结果相近,可任选一种。 

    蒸馏步骤的检验：精确称取 0.2 g 硫酸铵，代替样品，按常量蒸馏法或半微

量蒸馏法步骤进行操作，测得硫酸铵含氮量为 21.19±0.2%，否则应检查加碱、
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蒸馏和滴定各步骤是否正确。 

    滴定：用常量蒸馏法或半微量蒸馏法蒸馏后的吸收液立即用 0.1 mol/l 或

0.02 mol/l 盐酸标准溶液滴定，溶液由蓝绿色变成灰红色为终点。 

    ②推荐法 

    样品的消煮：称取 0.5～1g 样品(含氮量 5～80 mg)准确至 0.O002 g，放入

消化管中，加 2片消化片(仪器自备)或 6.4g 混合催化剂，12 ml 硫酸，于 420℃

下在消煮炉上消化 1h。取出放凉后加入 30 ml 蒸馏水。 

氨的蒸馏： 

采用全自动定氮仪时，按仪器本身常量程序进行测定。 

采用半自动定氮仪时，将带消化液的管子插在蒸馏装置上，以 25 ml 硼酸为

吸收液，加入 2滴混合指示剂，蒸馏装置的冷凝管末端要浸入装有吸收液的锥形

瓶内，然后向消煮管中加入 50 ml 氢氧化钠溶液进行蒸馏。蒸馏时间以吸收液体

积达到 100ml 时为宜。降下锥形瓶．用蒸馏水冲洗冷凝管末端，洗液均需流入锥

形瓶内。 

    滴定：用 0.1 mol/l 的标准盐酸溶液滴定吸收液，溶液由蓝绿色变成灰红色

为终点。 

空白测定 

称取蔗糖 0.5 g 代替样品，进行空白测定，消耗 0.1 mol/l 盐酸标准溶液的

体积不得超过 O.2ml。消牦 0.02 mol/l 盐酸标准溶液的体积不得超过 0.3 ml。 

    结果计算：  

P(%)= 
 

100
'

2560140012 




V

V
m

CVV ．．
 

式中：P——粗蛋白质，% 

V2——滴定样品时所需标准酸溶液体积，ml  

          V1——滴定空白时所需标准酸溶液体积，ml  

          C——盐酸标准溶液浓度，mol/l 

          m——样品质量，g  

          V——样品分解液总体积，ml 

          V '——样品分解液蒸馏用体积，ml  
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          0.0140——每毫克当量氮的克数  

          6.25——氮换算成蛋白质的平均系数  

允许差：每个样品取两个平行样进行测定，以其算术平均值为结果。当粗蛋

白质含量在 25%以上时, 允许相对偏差为 1%；当粗蛋白质含量在 10%～25%之间

时，允许相对偏差为 2%；当粗蛋白质含量在 10%以下时，允许相对偏差为 3%。 

6.3  粗脂肪含量 

三叶草样品中粗脂肪占干物质的百分比。开花期采样。按照 BG/T 6433—1994

饲料粗脂肪测定方法进行。以%表示，精确到 0.01%。  

试剂   

无水乙醚(分析纯)。  

    仪器设备  

①实验室用样品粉碎机或研钵；  

  ②分样筛：孔径 0.45mm； 

  ③分析天平：感量 0.0001g；  

  ④电热恒温水浴锅：室温～100℃；  

  ⑤恒温烘箱：50～200℃； 

  ⑥索氏脂肪提取器(带球形冷凝管)：100 或 150ml；  

  ⑦索氏脂肪提取仪；  

  ⑧滤纸或滤纸筒：中速，脱脂； 

  ⑨干燥器：用氯化钙（干燥级）或变色硅胶为干燥剂。 

样品的制备 

选取有代表性的样品，用四分法将样品缩减至 500g，粉碎至 40 目．再用四

分法缩减至 200g，于密封容器中保存。 

    分析步骤  

①仲裁法：使用索氏脂肪提取器测定。 

索氏提取器(6.3.2.6)应干燥无水。抽提瓶(内有沸石数粒)在 105±2℃烘箱

中烘干 60min，干燥器中冷却 30min，称重。再烘干 30min，同样冷却称重，两

次重量之差小于 0.0008g 为恒重。 

称取样品 1～5g(准确至 0.0002g)，于滤纸筒中，或用滤纸包好，放入 105℃

国家农作物种质资源平台 
国家作物科学数据中心

http://www.cgris.net



29 
 

烘箱中，烘干 120min(或称测水分后的干样品，折算成风干样重)，滤纸筒应高

于提取器虹吸管的高度，滤纸包长度应以可全部浸泡于乙醚中为准。将滤纸筒或

包放入抽提管，在抽提瓶中加无水乙醚 60～100mL，在 60～75℃的水浴(用蒸馏

水)上加热，使乙醚回流，控制乙醚回流次数为每小时约 10 次，共回流约 50 次

或检查抽提管流出的乙醚挥发后不留下油迹为抽提终点。 

取出样品，仍用原提取器回收乙醚直至抽提瓶全部收完，取下抽提瓶，在水

浴上蒸去残余乙醚。擦净瓶外壁。将抽提瓶放入 105±2℃烘箱中烘干 120 min，

干燥器中冷却 30min 称重，再烘干 30min，同样冷却称重，两次重量之差小于

0.001g 为恒重。 

  ②推荐法：使用脂肪提取仪测定。依各仪器操作说明书进行测定。 

    结果计算： 

            F(%) = 10012 

m

mm
 

式中：F——粗脂肪,% 

m——风干样品重量，g 

          m1——已恒重的抽提瓶重量，g 

          m2——已恒重的盛有脂肪的抽提瓶重量，g 

允许差：每个样品取两平行样进行测定，以其算术平均值为结果。粗脂肪含

量在 10%以上(含 10%)时，允许相对偏差为 3%；粗脂肪含量在 10%以下时，允许

相对偏差为 5%。 

6.4  粗纤维含量  

三叶草样品中粗纤维占干物质的百分比。开花期采样。按照 GB/T 6434—1994 

饲料中粗纤维测定方法进行。以%表示，精确到 0.01%。 

试剂 

本方法试剂使用分析纯，水为蒸馏水。标准溶液按 GB 601 制备。 

   ①硫酸(GB 625)溶液 0.128 士 0.005 mol/l； 

    氢氧化钠标准溶液标定，GB 601；  

  ②氢氧化钠(GB 629)溶液，0.313±0.005 mol/l； 

    邻苯二甲酸氢钾法标定 GB 601；   
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  ③酸洗石棉 HG 3—1062；  

  ④95％乙醇(GB 679)；  

  ⑤乙醚(HG 3—1002)；  

  ⑥正辛醇(防泡剂)。  

    仪器设备  

  ①实验室用样品粉碎机；   

  ②分样筛：孔径 1mm，(18 目)；  

  ③分析天平（感量 0.0001g）；  

  ④电加热器(电炉，可调节温度)；电热恒温箱(烘箱，可控制温度在 130℃)； 

  ⑤高温炉：有高温计可控制温度在 500～600℃；  

  ⑥消煮器：有冷凝球的 600 ml 高型烧杯或有冷凝管的锥形瓶；  

  ⑦抽滤装置：抽真空装置，吸滤瓶和漏斗。滤器使用 200 目不锈钢网或尼龙

滤布；   

    ⑧古氏坩埚：30 ml, 预先加入酸洗石棉悬浮液 30 ml（内含酸洗石棉 0.2～

0.3 g）再抽干, 以石棉厚度均匀，不透光为宜。上下铺两层玻璃纤维有助于过

滤； 

  ⑨干燥器（以氯化钙或变色硅胶为干燥剂）； 

  ⑩粗纤维测定仪器：国内外生产的符合本标准测定原理，且测定结果一致的

仪器。  

样品制备 

将样品用四分法缩减至 200 g，粉碎，全部通过 1 mm 筛，放入密封容器。 

    分析步骤  

  ①仲裁法 

称取 1～2g 样品，准确至 0.0002g，用乙醚脱脂 (含脂肪小于 10%可不脱

脂)，放入消煮器，加浓度准确且已沸腾的硫酸溶液 200 ml 和 1 滴正辛醇，立即

加热，应使其在 2min 内沸腾，调整加热器，使溶液保持微沸，且连续微沸 30min，

注意保持硫酸浓度不变。样品不应离开溶液沾到瓶壁上。随后抽滤，残渣用沸蒸

溜水洗至中性后抽干。用浓度准确且已沸腾的氢氧化钠溶液将残渣转移至原容

器中并加至 200ml，同样准确微沸 30min，立即在铺有石棉的古氏坩埚上过滤，
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先用 25ml 硫酸溶液洗涤，残渣无损失地转移到坩埚中，用沸蒸馏水洗至中性，

再用 15ml 乙醇洗涤，抽干。将坩埚放入烘箱，于 130±2℃下烘干 2h，取出后在

干燥器中冷却至室温，称重，再于 550±25℃高温炉中灼烧 30min，取出后于干

燥器中冷却至室温后称重。 

  ②推荐法 

称 1～2g 样品(脱脂步骤同手工方法)于 G2玻璃沙漏斗中，用坩埚夹将漏斗

插入热萃取器；从顶部加入预先煮沸的硫酸溶液 200 ml 和两滴正辛醇，将加热

旋扭开到 大位置，待溶液沸腾后，将旋扭调到合适位置．使溶液保持微沸 30min，

抽滤，用沸蒸馏水洗至中性，加入预先煮沸的氢氧化钠溶液 200ml，同样准确微

沸 30 min，抽滤，用沸蒸馏水洗至中性，将坩埚转移至冷萃取器，加入 25 ml 

95％乙醇，抽干，将漏斗转移到烘箱，于 130±2℃下烘干 2h，取出后在干燥器

中冷却至室温，称重。再放入 500±25℃高温炉中灼烧 1h，干燥器中冷却至室温

后称重。型号不同的仪器具体操作步骤见该仪器使用说明书。 

    结果计算： 

              F(%) = 10021 

m

mm
 

式中：F——粗纤维，% 

m1——130℃烘干后坩埚及样品残渣重，g 

          m2——550℃(或 500℃)灼烧后坩埚及样品残渣重，g 

          m——试样(未脱脂)质量，g 

允许差：每个样品取两平行样进行测定，以算术平均值为结果。粗纤维含量

在 10%以下，绝对值相差 0.4；粗纤维含量在 10%以上，相对偏差为 4%。 

6.5 无氮浸出物含量 

三叶草样品中无氮浸出物占干物质的百分比。开花期采样。种质样品中无

氮浸出物含量的计算方法为：从 100%的干物质中分别减去水分的百分含量、粗

蛋白质的百分含量、粗脂肪的百分含量、粗纤维的百分含量以及粗灰分的百分

含量，剩余的值即为无氮浸出物含量。以%表示，精确到 0.01%。 

6.6  粗灰分含量 

三叶草样品中粗灰分占干物质的百分比。开花期采样，按照GB/T 6438—1992 
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饲料中粗灰分的测定方法进行。以%表示，精确到 0.01%。 

     仪器与设备 

   ①实验室用样品粉碎机或研钵；  

   ②分样筛：孔径 0.45 mm(40 目)；  

   ③分析天平：分度值 0.0001 g；  

   ④高温炉：有高温计且可控制炉温在 550±20℃；  

   ⑤坩埚（瓷质）：容积 50 ml；  

   ⑥干燥器：用氯化钙（干燥试剂）或变色硅胶作干燥剂；  

样品的选取和制备 

取具有代表性样品，粉碎至 40 目。用四分法缩减至 200 g，装于密封容器。

防止样品的成分变化或变质。 

测定步骤 

将干净坩埚放入高温炉，在 550±20℃ 下灼烧 30 min。取出，在空气中冷

却约 1 min，放入干燥器冷却 30 min，称其质量。再重复灼烧, 冷却、称量，直

至两次质量之差小于 0.0005 g 为恒质。 

在已恒质的坩埚中称取2～5 g试料(灰分质量0.05 g以上)，准确至0.0002 

g，在电炉上小心炭化，在炭化过程中，将试料在较低温度状态加热灼烧至无烟，

尔后升温灼烧至样品无炭粒，再放入高温炉，于 550±20℃下灼烧 3 h。取出，

在空气中冷却约 1 min，放入干燥器中冷却 30 min，称取质量。再同样灼烧 1 h，

冷却，称量，直至两次质量之差小于 0.001 g 为恒重。 

     结果计算： 

A(%) = 
01

02

mm

mm




×100 

式中：A——粗灰分,% 

m0——为恒质空坩埚质量，g 

            m1——为坩埚加样品的质量，g 

            m2——为灰化后坩埚加灰分的质量，g 

   允许差：每个样品应分两份进行测定，以其算术平均值为分析结果。

粗灰分含量在 5%以上，允许相对偏差为 1%；粗灰分含量在 5%以下，允许相对偏
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差为 5%。 

6.7 磷含量 

三叶草样品中磷占干物质的百分比。开花期采样。按照国家标准 GB/T 6437—

2002 饲料中总磷的测定分光光度法进行。以%表示，精确到 0.01%。 

试剂 

实验室用水应符合 GB/T 6682 中三级水的规格。本标准中所用试剂，除特殊

说明外，均为分析纯。 

    ①盐酸溶液：1+1； 

    ②硝酸；  

    ③高氯酸；  

    ④钒钼酸铵显色剂：称取偏钒酸铵 1.25 g，加水 200 ml 加热溶解，冷却后

再加入 250 ml 硝酸，另称取钼酸铵 25 g，加水 400 ml 加热溶解，在冷却的条

件下，将两种溶液混合，用水定容至 1000 ml，避光保存，若生成沉淀，则不能

继续使用； 

⑤磷标准液:将磷酸二氢钾在 105℃干燥 1h，在干燥器中冷却后称取

0.2195 g 溶解于水，定量转入 1 000 ml 容量瓶中，加硝酸 3 ml, 用水稀释至

刻度，摇匀。即为 50μg/ml 的磷标准液。 

仪器和设备： 

    ①实验室用样品粉碎机或研钵； 

    ②分样筛：孔径 0.42 mm(40 目)；  

    ③分析天平：感量 0.0001g； 

    ④分光光度计：可在 400nm 下测定吸光度； 

    ⑤比色皿：1 cm； 

    ⑥高温炉：可控温度在 550±20℃；瓷坩埚：50 ml； 

    ⑦容量瓶：50、100、1 000 ml； 

    ⑧移液管（1.0、2.0、5.0、10.0 ml）；三角瓶：200 ml； 

    ⑨凯氏烧瓶：125、250 ml； 

    ⑩可调温电炉：1000 W。 

样品制备 
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取具有代表性样品 2 Kg，用四分法缩分至 250 g，粉碎过 0.42mm 孔筛，

装入样品瓶中，密封保存备用。 

测定步骤 

①样品分解： 

    干法：称取样品 2g～5g（精确至 0.0002g）于坩埚中， 在电炉上小心炭化，

再放入高温炉，于 550℃下灼烧 3h（或测定粗灰分后继续进行），取出冷却，加

入 10ml 盐酸溶液和硝酸数滴，小心煮沸约 10min,冷却后转入 100ml 容量瓶中，

用蒸馏水稀释至刻度，摇匀，为样品分解液。 

    湿法：称取样品 0.5g～5g（精确至 0.0002g）于凯氏烧瓶中，加入硝酸 30ml，

小心加热煮沸至黄烟逸尽，稍冷，加入高氯酸 10ml，继续加热至高氯酸冒白烟

（不得蒸干），溶液基本无色，冷却，加蒸馏水 30ml，加热煮沸，冷却后，用水

转移入 100ml 容量瓶中，并稀释至刻度，摇匀，为样品分解液。 

    ②工作曲线的绘制：准确移取磷标准液 0.0、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0ml

于 50ml 容量瓶中，各加钒钼酸铵显色剂 10ml，用水稀释到刻度，摇匀，常温下

放置 10min 以上，以 0.0 ml 溶液为参比，用 1cm 比色皿，在 400nm 波长下用分

光光度计测各溶液的吸光度。以磷含量为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制工作曲

线。 

    ③样品的测定：准确移取样品分解液 1.0ml～10.0ml（含磷量 50μg～750μ

g）于 50ml 容量瓶中，加入钒钼酸铵显色剂 10ml，用蒸馏水稀释到刻度，摇匀，

常温下放置 10min 以上，用 1cm 比色皿在 400nm 波长下测定样品分解液的吸光

度，在工作曲线上查得样品分解液的磷含量。    

结果计算： 

P（%）= 100
106

1

1 



Vm

Vm
=

4101

1




Vm

Vm
  

式中： P——磷含量，% 

m1——由工作曲线查得样品分解液磷含量，μg 

           V ——样品分解液的总体积，ml 

           m ——样品的质量，g 

           V1——样品测定时移取样品分解液体积，ml 
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允许差：每个样品称取两个平行样进行测定，以其算术平均值为测定结果。

含磷量 0.5%以下，允许相对偏差 10%；含磷量 0.5%以上，允许相对偏差 3%。 

6.8  钙含量 

三叶草样品中钙占干物质的百分比。开花期采样。测定采用高锰酸钾法（仲

裁法）或乙二胺四乙酸二钠络合滴定法，按照国家标准 GB/T 6436—2002 饲料

中钙的测定进行，以%表示，精确到 0.01%。 

高锰酸钾法(仲裁法) 

试剂和溶液 

实验用水应符合 GB/T 6682 中三级用水规格，使用试剂除特殊规定外均为

分析纯。 

  ①硝酸； 

  ②高氯酸：70%～72%； 

  ③盐酸溶液：1+3； 

  ④硫酸溶液：1+3； 

  ⑤氨水溶液：1+1； 

  ⑥草酸铵水溶液(42g/l)：称取 4.2g 草酸铵溶于 100 ml 水中； 

  ⑦高锰酸钾标准溶液[c(1/5 KMnO4)=0.05 mol/l]的配制按 GB/T 601 规定； 

  ⑧甲基红指示剂(1g/l)：称取 0.1g 甲基红溶于 100 ml95%乙醇中。 

    仪器和设备： 

  ①实验室用样品粉碎机或研钵；  

  ②分析筛：孔径 0.42 mm(40 目)； 

  ③分析天平：感量 0.0001g； 

  ④高温炉：电加热，可控温度在 550±20℃；坩埚（瓷质）； 

  ⑤容量瓶：100ml；滴定管：酸式,25ml 或 50ml； 

  ⑥玻璃漏斗：直径 6cm； 

  ⑦定量滤纸：中速,7cm～9cm； 

  ⑧移液管：lO，20ml； 

  ⑨烧杯：200ml； 

 ⑩凯氏烧瓶：250ml 或 500ml。   
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样品备制 

取具有代表性样品至少 2Kg，用四分法缩减至 250 g，粉碎过 0.42mm 孔

筛，混匀，装入样品瓶中，密闭，保存备用。 

测定步骤  

    ①样品分解： 

    干法：称取样品 2g～5g 于坩埚中，精确到 0.0002g，在电炉上小心炭化，

再放入高温炉于 550℃下灼烧 3h（或测定粗灰分后连续进行），在盛灰坩埚中加

入盐酸溶液 10ml 和浓硝酸数滴，小心煮沸，将此溶液转入 100ml 容量瓶中，冷

却至室温，用蒸馏水稀释至刻度，摇匀，为样品分解液。 

    湿法：称取样品 2g～5g 于 250ml 凯氏烧瓶中，精确到 0.0002g，加入硝酸

10ml，加热煮沸，至二氧化氮黄烟逸尽，冷却后加入高氯酸 10ml，小心煮沸至

溶液无色，不得蒸干（危险），冷却后加蒸馏水 50ml，且煮沸驱逐二氧化氮，冷

却后移入 100ml 容量瓶中，用蒸馏水稀释至刻度，摇匀，为样品分解液。 

②样品的测定：准确移取样品液 10ml～20ml（含钙量 20mg 左右）于 200ml

烧杯中，加蒸馏水 100ml，甲基红指示剂 2 滴，滴加氨水溶液至溶液呈橙色，若

滴加过量，可加盐酸溶液调至橙色，再多加 2滴使其呈粉红色（pH 2.5～3.0），

小心煮沸，慢慢滴加热草酸铵溶液 10ml，且不断搅拌，如溶液变橙色，则应加

补盐酸溶液使其呈红色，煮沸数分钟，放置过夜使沉淀陈化（或在水浴上加热 2h）。

用定量滤纸过滤，1+50 的氨水溶液洗沉淀 6～8 次，至无草酸根离子（接滤液数

毫升加硫酸溶液数滴，加热至 80℃，再加高锰酸钾溶液 1 滴,呈微红色，且半分

钟不退色）。将沉淀和滤纸转入原烧杯中，加硫酸溶液 10ml,蒸馏水 50ml，加热

至 75～80℃，用高锰酸钾标准溶液滴定，溶液呈粉红色，且半分钟不退色为终

点。 

同时进行空白溶液的测定。 

结果计算： 

          Ca(%)=
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    式中： Ca——含钙量，% 

V ——样品消耗高锰酸钾标准溶液的体积，ml 
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           V。——空白消耗高锰酸钾标准溶液的体积，ml 

           C ——高锰酸钾标准溶液的浓度，mol/l 

           V '——滴定时移取样品分解液体积，ml 

           m ——样品质量，g 

           0.02——与 1.00mL 高锰酸钾标准溶液[c(1/5 KMnO4)=1.000mol/l]

相当的以克表示的钙的质量。 

允许差：每个样品取两个平行样进行测定，以其算术平均值为结果。含钙

量 1O%以上,允许相对偏差 2%；含钙量在 5%～10%时，允许相对偏差 3%；含钙

量 1%～5%时，允许相对偏差 5%；含钙量 1%以下，允许相对偏差 10%。 

乙二胺四乙酸二钠络合滴定法 

    用乙二胺四乙酸二钠标准溶液络合滴定钙，可快速测定钙的含量。 

试剂和溶液 

实验用水应符合 GB/T 6682 中三级用水规格，使用试剂除特殊规定外均为

分析纯。 

    ①盐酸羟胺；  

    ②三乙醇胺；  

    ③乙二胺；  

    ④盐酸水溶液：1+3； 

    ⑤氢氧化钾溶液(200g/l)：称取 20 g 氢氧化钾溶于 100 ml 水中； 

    ⑥淀粉溶液(10g/l)：称取 1 g 可溶性淀粉入 200 ml 烧杯中，加 5 ml 水润

湿，加 95 ml 沸水搅拌，煮沸，冷却备用(现用现配)； 

    ⑦孔雀石绿水溶液(1g/l)；  

    ⑧钙黄绿素－甲基百里香草酚蓝指示剂：0.10 g 钙黄绿素与 0.10 g 甲基麝

香草酚蓝与 0.03 g 百里香酚酞、5 g 氯化钾研细混匀，贮存于磨口瓶中备用； 

    ⑨钙标准溶液(0.0010g/ml)：称取 2.4974 g 于 105℃～11O℃干燥 3 h 的基

准物碳酸钙，溶于 40 ml 盐酸中，加热赶除二氧化碳，冷却，用水移至 1 OOO ml

容量瓶中，稀释至刻度； 

⑩乙二胺四乙酸二钠(EDTA)标准滴定溶液：称取 3.8 g EDTA 入 200ml 烧杯

中，加 200 ml 水，加热溶解冷却后转至 1 000ml 容量瓶中，用水稀释至刻度； 
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EDTA 标准滴定溶液的标定：准确吸取钙标准溶液 10.0 ml 按样品测定法进

行滴定； 

EDTA 滴定溶液对钙的滴定度按下式计算：T =
0V

V
 

    式中：T——EDTA 标准滴定溶液对钙的滴定度，g/ml 

          ρ——钙标准溶液的质量浓度，g/ml 

          V——所取钙标准溶液的体积，ml 

          V0——EDTA 标准滴定溶液的消耗体积，ml 

          所得结果应表示至 0.000l g/ml 

    仪器和设备：同高锰酸钾法。 

测定步骤 

①样品分解：同高锰酸钾法。   

    ②测定：准确移取样品分解液 5 ml～25 ml(含钙量 2 mg～25 mg)。加水

50ml，加淀粉溶液 1O ml、三乙醇胺 2 ml、乙二胺 1 ml、1 滴孔雀石绿，滴加氢

氧化钾溶液至无色，再过量 10 ml，加 0.1 g 盐酸羟胺 (每加一种试剂都须摇

匀)，加钙黄绿素少许，在黑色背景下立即用 EDTA 标准滴定溶液滴定至绿色荧光

消失呈现紫红色为滴定终点。同时做空白实验。 

    结果计算： 

          Ca(%)= 100
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1
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V
m
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1
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式中：Ca——含钙量，% 

T——EDTA 标准滴定溶液对钙的滴定度，g/ml 

          V0——样品分解液的总体积，ml 

          V1——取样品分解液的体积，ml 

          V2——样品实际消耗 EDTA 标准滴定溶液的体积，ml 

          m——样品的质量，g 

允许差：每个样品取两个平行样进行测定，以其算术平均值为结果。含钙量

1O%以上,允许相对偏差 2%；含钙量在 5%～10%时，允许相对偏差 3%；含钙量 1%～

5%时，允许相对偏差 5%；含钙量 1%以下，允许相对偏差 10%。 
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6.9 维生素含量 

开花期采样。三叶草样品中维生素 A、 D3、E、K3 的测定：参照《饲料分

析及饲料质量检测技术》（第 2 版）所介绍的(HPLC 法)测定。以 mg/kg 表示，精

确到 0.01。 

三叶草样品中维生素 B6 测定方法：用水提取，在 pH7 条件下，用荧光法测

定维生素 B6。参照 GB/T 14702—93。以 mg/kg 表示，精确到 0.01。 

三叶草样品中维生素 B2 测定方法：维生素 B2 在 440nm 紫外光激发下产生

绿色荧光，在一定浓度范围内其荧光强度与核黄素浓度成正比。用连二亚硫酸钠

还原核黄素成无荧光物质，由还原前后荧光强度之差与内标荧光强度的比值，计

算样品核黄素的含量。参照 GB／T 14701—93。以 mg/kg 表示，精确到 0.01。 

三叶草样品中维生素 B1 测定方法：试样中的维生素 B1 经稀酸消化、酶分

解、吸附剂的吸附分离提纯后，在碱性条件下被铁氰化钾氧化生成荧光色素─硫

色素，用正丁醇萃取。硫色素在正丁醇中的荧光强度与试样中维生素 B1 的含量

成正比，依此进行定量测定。参照 GB／T 14700—93。以 mg/kg 表示，精确到

0.01。。 

6.10  氨基酸含量 

三叶草样品中氨基酸总量占干物质的百分比。开花期采样。按照 GB/T 

18246—2000 饲料中氨基酸的测定方法进行。 以%表示，精确到 0.01%。 

    仪器、设备 

    ①实验室用样品粉碎机；  

    ②样品筛：孔径 0.25 mm；  

    ③分析天平：感量 0.0001 g；  

    ④真空泵与真空规； 

    ⑤喷灯或熔焊机；  

    ⑥恒温箱或水解炉；  

    ⑦旋转蒸发器或浓缩器：可在室温至 65℃间调温，控温精度±1℃，真空度

可低至 3.3×103Pa(25 mm 汞柱)； 

⑧氨基酸自动分析仪：茚三酮柱后衍生离子交换色谱仪，要求各氨基酸的分

辨率大于 90% 。 
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试剂和材料 

除特别注明者外，所有试剂均为分析纯，水为去离子水，电导率小于 1 S/m。 

    ①酸水解法： 

    常规水解： 

    酸解剂——盐酸溶液，c(HCl)=6 mol/l：将优级纯盐酸与水等体积混合； 

    液氮或干冰-乙醇(丙酮)；  

稀释上机用柠檬酸钠缓冲液，pH2.2，c(Na+)=0.2 mol/l：称取柠檬酸三钠 19.6 

g，用水溶解后加入优级纯盐酸 16.5 ml，硫二甘醇 5.0 ml，苯酚 1 g，加水定容至

1 000 ml，摇匀，用 G4 垂熔玻璃砂芯漏斗过滤，备用； 

不同 pH 和离子强度的洗脱用柠檬酸钠缓冲液：按仪器说明书配制； 

    茚三酮溶液：按仪器说明书配制； 

    氨基酸混合标准储备液：含 L-天门冬氨酸、L-苏氨酸等 17 种常规蛋白水解

液分析用层析纯氨基酸，各组分浓度 c(氨基酸)=2.50(或 2.00)μmol/ml； 

    混合氨基酸标准工作液：吸取一定量的氨基酸混合标准储备液置于 50 ml 容

量瓶中，以稀释上机用柠檬酸钠缓冲液定容，混匀，使各氨基酸组分浓度 c(氨

基酸)=100 nmol/ml。 

氧化水解：按 GB/T 15399—1994 中 7.1 氧化水解步骤操作。 

    ②碱水解法： 

    碱解剂——氢氧化锂溶液 c(LiOH)=4 mol/l：称取一水合氢氧化锂 167.8 g, 

用水溶解并稀释至 1 000 ml,使用前取适量超声或通氮脱气； 

    液氮或干冰-乙醇(丙酮) ； 

    盐酸溶液，c(HCl)=6 mol/l：将优级纯盐酸与水等体积混合； 

稀释上机用柠檬酸钠缓冲液，pH4.3，c(Na+)=0.2 mol/l：称取柠檬酸三钠

14.71 g、氯化钠 2.92 g 和柠檬酸 10.50 g，溶于 500 ml 水，加入硫二甘醇 5 

ml 和辛酸 0.1 ml， 后定容至 1 000 ml； 

    不同 pH 和离子强度的洗脱用柠檬酸钠缓冲液与茚三酮溶液（按仪器说明书

配制）； 

     L-色氨酸标准储备液：准确称取层析纯 L-色氨酸 102.0 mg,加少许水和数

滴 0.1 mol/l 氢氧化钠，使之溶解，定量地转移至 100 ml 容量瓶中，加水至刻
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度。c(色氨酸)= 5.00 μmol/ml； 

氨基酸混合标准储备液：含 L-天门冬氨酸、L-苏氨酸等 17 种常规蛋白水解

液分析用层析纯氨基酸，各组分浓度 c(氨基酸)=2.50(或 2.00)μmol/ml； 

混合氨基酸标准工作液：准确吸取 2.00 ml L-色氨酸标准储备液和适量的

氨基酸混合标准储备液，置于 50 ml 容量瓶中并用 pH4.3 稀释上机用柠檬酸钠

缓冲液定容。该液色氨酸浓度为 200 nmol/ml，而其他氨基酸浓度为 100 nmol/ml。 

③酸提取法： 

提取剂——盐酸溶液，c(HCl)=0.1 mol/l：取 8.3 mL 优级纯盐酸，用水定容

至      1 000 ml，混匀； 

    不同 pH 和离子强度的洗脱用柠檬酸钠缓冲液：按仪器说明书配制； 

    茚三酮溶液：按仪器说明书配制； 

    蛋氨酸、赖氨酸和苏氨酸标准储备液：于三只 100 ml 烧杯中，分别称取蛋

氨酸 93.3 mg、赖氨酸盐酸盐 114.2 mg 和苏氨酸 74.4 mg，加水约 50 ml 和数

滴盐酸溶解，定量地转移至各自的 250 ml 容量瓶中,并用水定容。该液各氨基

酸浓度 c(氨基酸)=2.50 μmol/ml； 

混合氨基酸标准工作液：分别吸取蛋氨酸、赖氨酸和苏氨酸标准储备液各    

1.00 ml 于同一 25ml 容量瓶中，用水稀释至刻度。该液各氨基酸的浓度 c（氨基

酸）=100nmol/ml。 

样品 

取具有代表性样品，用四分法缩减分取 25 g 左右，粉碎并过 0.25 mm 孔径

(60 目)筛，充分混匀后装入磨口瓶中备用； 

酸水解样品按 GB/T 6432 测定蛋白质含量； 

碱水解样品按 GB/T 6433 测定粗脂肪含量； 

对于粗脂肪含量大于、等于 5％的样品，需将脱脂后的样品风干、混匀，装

入密闭容器中备用。而对粗脂肪小于 5％的样品，则可直接秤用未脱脂样品。 

分析步骤  

①样品前处理： 

酸水解法： 

常规水解法：称取含蛋白 7.5～25 mg 的试样（约 50～100 mg，准确至 0.1 

mg）于 20 ml 安瓿中，加 20.00 ml 酸解剂，置液氮或干冰（丙酮）中冷冻, 然
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后，抽真空至 7 Pa（≤5×10-2 mm 汞柱）后封口。将水解管放在 110±1℃恒温

干燥箱中，水解 22～24 h。冷却，混匀，开管，过滤，用移液管吸取适量的滤

液, 置旋转蒸发器或浓缩器中，60℃，抽真空，蒸发至干，必要时，加少许水，

重复蒸干 1～2 次。加入 3～5 mlpH2.2 稀释上机用柠檬酸钠缓冲液，使样液中

氨基酸浓度达 50～250 nmol/ml，摇匀，过滤或离心。取上清液上机测定。 

氧化水解法：按 GB/T 15399—1994 中 7.1 规定操作。 

    碱水解法：称取 50～100mg 的试样（准确至 0.1 mg），置于聚四氟乙烯衬管

中，加 1.50 ml 碱解剂，于液氮或干冰乙醇（丙酮）中冷冻，而后将衬管插入水

解玻管，抽真空至 7 Pa（≤5×10-2 mm 汞柱），或充氮（至少 5min），封管。然

后，将水解管放入 110±1℃恒温干燥箱，水解 20h。取出水解管，冷至室温，开

管，用稀释上机用柠檬酸钠缓冲液将水解液定量地转移到 10 ml 或 25 ml 容量

瓶中，加入盐酸溶液约 1.00ml 中和，并用上述缓冲液定容。离心或用 0.45 μ

m 滤膜过滤后，取清液贮于冰箱中，供上机测定使用。 

    酸提取法：称取 1～2 g 试样（蛋氨酸含量≤4 mg，赖氨酸可略高），加 0.1 

mol/l 盐酸提取剂 30 ml，搅拌提取 15 min，沉放片刻,将上清液过滤到 100 ml

容量瓶中，残渣加水 25 ml，搅拌 3 min，重复提取两次，再将上清液过滤到上

述容量瓶中，用水冲洗提取瓶和滤纸上的残渣，并定容。摇匀，清液供上机测定。

若试样提取过程中，过滤太慢，也可离心 10 min（4000 r/min）。  

②测定 

用相应的混合氨基酸标准工作液按仪器说明书，调整仪器操作参数和（或）

洗脱用柠檬酸钠缓冲液的 pH，使各氨基酸分辨率≥85%，注入制备好的试样水解

液和相应的氨基酸混合标准工作液，进行分析测定。酸解液每 10个单样为一组，

碱解液和酸提取液每 6 个单样为一组，组间插入混合氨基酸标准工作液进行校

准。 

结果计算：分别用式(1)和式(2)计算氨基酸在试样中的质量百分比。 

ω1 i (%)= 
m

A i1 ×10-6×D×100                 (1) 

           ω2(%)= 
m

A2 ×( 1―F )×10-6×D×100             (2) 

     式中：ω1 i——用未脱脂试样测定的某氨基酸的含量，% 
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           ω2  ——用脱脂试样测定的某氨基酸的含量，% 

            A1 i——每毫升上机水解液中氨基酸的含量，ng 

            A2——每毫升上机液中色氨酸的含量，ng 

                                m ——试样质量，mg 

            D ——试样稀释倍数 

            F ——样品中的脂肪含量，% 

     允许差：以两个平行试样测定结果的算术平均值报告结果。对于酸解或酸

提取液测定的氨基酸，当含量小于或等于 0.5%时，两个平行试样测定值的相对

偏差不大于 5%；含量大于 0.5%时，相对偏差不大于 4%。对于色氨酸，当含量小

于 0.2%时，两个平行试样测定值相对偏差不大于 0.03%；含量大于、等于 0.2%

时，相对偏差不大于 5%。  

用上述方法可以同时测出如下 17 种氨基酸的含量：天门冬氨酸、苏氨酸、

丝氨酸、谷氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、纈氨酸、胱氨酸、蛋氨酸、异亮氨

酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、组氨酸、精氨酸。 

色氨酸的测定方法与上述 17 种氨基酸的测定有所不同，采用反相高效液相

色谱（RP-HPLC）法。仪器、缓冲液和测定条件做如下变换： 

反相液相色谱仪：具适当内径、长度和柱材粒度的 C18 柱、紫外（UV）或荧

光检测仪。 

流动相：乙酸钠缓冲液c(Na+)=0.0085mol/l的乙酸纳溶液用乙酸调节pH 至

4.0，用 0.45μm的滤膜过滤+甲醇=95+5。 

测定 

条件：柱温为室温；流动相流速为 1.5ml/min； 

检测：紫外检测波长为 280nm； 

荧光检测：激发波长为 283nm；发射波长为 343nm； 

进样量：15μl。 

其它所用设备及试剂、样品前处理、结果计算和允许差等均同上述 17 种氨

基酸的测定方法。先从混合氨基酸标准工作液开始分析，每 6 个水解液为一组，

组间插入氨基酸标准工作液进行校准。 
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6.11  消化能 

根据动物食入三叶草的总能、排除的粪能直接测定。 

消化能（MJ/kg）=
）试验期食入三叶草量（

试验期排除的粪能试验期食入三叶草总能

kg

MJMJ )()( 
 

反刍动物三叶草消化能测定较为方便、准确地方法为离体的人工瘤胃法，

在实验室内，使用模拟反刍动物瘤胃微生态环境的特殊装置，评定饲料营养价值

的方法。方法参照《饲料生物学效价评定方法》进行，以 MJ/kg 表示，精确到

0.01。 

对于单胃动物而言,通常采用全收粪法来测定消化能，参照《饲料分析及饲 

料质量检测技术》（第 2 版）进行，以 MJ/kg 表示，精确到 0.01。 

6.12  代谢能 

反刍动物三叶草代谢能测定方法： 

反刍动物三叶草代谢能测定的简易方法是产气法。参照《饲料生物学效价

评定方法》进行，以 MJ/kg 表示，精确到 0.01。 

单胃动物三叶草代谢能测定方法： 

对于单胃动物而言,通常采用全收粪法来测定消化能，参照《饲料分析及饲

料质量检测技术》（第 2 版）进行。在消化试验的基础上增加收集尿液的装置即

可测出代谢能，一般猪采用粪、尿分离代谢装置。参照《饲料生物学效价评定方

法》进行。以 MJ/kg 表示，精确到 0.01。 

6.13  中性洗涤纤维 

应用中性洗涤剂分析饲料，使植物性饲料中大部分细胞内容物溶解于洗涤剂

中，包括脂肪、糖、淀粉和蛋白质，剩余的不溶解残渣主要是细胞壁成分，称之

为中性洗涤纤维（NDF）。 参照《饲料分析及饲料质量检测技术》（第 2 版）所

介绍的范氏中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维的测定方法，以干物质中的%表示，精

确到 0.01%。 

6.14 酸性洗涤纤维 

应用酸性洗涤剂可将 NDF 进一步细分。植物性饲料中可溶于酸性洗涤剂的

部分称为酸性洗涤剂溶解物，剩余的残渣称之为酸性洗涤纤维（ADF）。参照《饲

料分析及饲料质量检测技术》（第 2 版）所介绍的范氏中性洗涤纤维和酸性洗涤
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纤维的测定方法，以干物质中的%表示，精确到 0.01%。 

6.15  样品分析单位 

样品分析单位的全称。 

6.16  茎叶质地 

茎、叶的柔软性。在青鲜时用感观测试，分 3 级。 

1  细嫩（无刺无毛，手抓青草或干草时柔软而无扎手感觉。） 

2  中等（茎叶柔软度中等，感观测试居于 1 与 3 之间。） 

3 粗硬（牧草秆硬叶糙，植物体多粗硬毛或具刺，手抓或触及时有扎手或刺

痛感，用手折断其茎秆和枝叶难度大。） 

6.17  适口性 

牧草适口性的优劣是由多种因素所决定，如化学成份、发育时期、形态特

点、家畜种类，牧草种类及植株部位等。采用直接观察与访问调查方法确定。  

根据采食状况，将三叶草的适口性分 3 个等级。 

1  喜食（一般情况下家畜都吃，但不专门从草群中挑选着吃。） 

2  少食（一般情况下家畜很少采食，只有在某一时期才采食。） 

3  不食（家畜不采食或极少采食。） 

7      抗逆性 

7.1    抗旱性（参考方法） 

三叶草抗旱性鉴定有实地目测法、干旱胁迫法（盆栽法）、生理指标测定法

（电导法）。 

三叶草苗期抗旱性鉴定用两次干旱胁迫-复水法。 

在 长×宽×高 = 60cm×40cm×15cm 的塑料箱中，装入 10cm 厚的中等肥

力（即单产在 200kg/亩左右）耕层土（壤土），灌水至田间持水量的 85%±5%，

播种，覆土 2cm。在 20℃±5℃的条件下进行。幼苗长至三叶时停止供水，开始

进行干旱胁迫。当土壤含水量降至田间持水量的 20%-15%时(壤土)复水，使土壤

水分达到田间持水量的 80%±5%。复水 120h 后调查存活苗数，以叶片转呈鲜绿

色者为存活。第一次复水后即停止供水，进行第二次干旱胁迫。当土壤含水量降

至田间持水量的 20%-15%时，第二次复水，使土壤水分达到田间持水量的 80%
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±5%。120h 后调查存活苗数，以叶片转呈鲜绿色者为存活。三次重复。 

幼苗干旱存活率实测值的计算公式如下： 

DS = (DS1 + DS2)·2-1 

= (XDS1·XTT
-1·100 + XDS2·XTT

-1·100)·2-1   

式中： 

DS  --- 干旱存活率的实测值 

DS1 --- 第一次干旱存活率 

DS2 --- 第二次干旱存活率 

XTT  --- 第一次干旱前三次重复总苗数的平均值 

XDS1  --- 第一次复水后三次重复存活苗数的平均值 

XDS2  --- 第二次复水后三次重复存活苗数的平均值 

根据反复干旱下苗期干旱存活率将三叶草苗期抗旱性分为 5 级。 

1 强 ( 干旱存活率≥70.0%) 

2 较强 ( 干旱存活率 60.0% ～70.0%) 

3 中等( 干旱存活率 50.0% ～60.0%) 

4 弱( 干旱存活率 40.0%～50.0%) 

5 弱 ( 干旱存活率<40.0%) 

如采用其他方法，请标明方法及方法来源 

7.2   抗寒性 （参考方法） 

三叶草抗寒性鉴定的方法和指标很多， 但在大量的实际鉴定中，田间目测

法、盆栽幼苗冷冻法、电导法是通常采用的方法和指标，其特点是操作方便，其

结果更接近实际。故本标准推荐采用上述三种方法和指标进行三叶草抗寒性的鉴

定和评价。上述三种方法适用于相同水分生态类型种间或种内种质材料的鉴定评

价 。 

田间目测法 

在初冬及早春季节调查植株冻害及越冬率。实验小区面积至少 20m2，采用

目测法调查植株的越冬率。每个观察材料设 3 次重复（3 个小区），各小区采用 5

点取样法，每点于入冬枯黄前选取 20～30 株，定株挂牌标记，次年早春返青后，

统计其越冬返青成活株数，计算越冬率。根据植株越冬率，将抗寒性分为 5 级，
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分级标准如下： 

1 强 （越冬率大于 90％者） 

2 较强 （越冬率在 75％～90％者） 

3 中等（越冬率在 50％～74％者） 

4 弱 （越冬率在 30％～49％者） 

5 弱 （越冬率小于 30％者） 

盆栽幼苗冷冻法 

将种子播在装有草炭和蛭石（3：1）的育苗盘内，育苗盘大小为 32×45×

15cm，每份种质材料设 3 次重复，每个重复 20～30 株苗，株距 2.5cm，行距 6cm。

置于人工气候室内育苗。出苗前温度 25℃，出苗后温度为白天 25～28℃，晚间

15～20℃，每天光照 16h，正常浇水。幼苗生长到 3～4 叶期时，置于 5～15℃，

低温条件下胁迫 7～10d。观察幼苗的冷害症状，比较不同材料在冷害处理后的

植株的存活率，以此评价不同材料的抗寒性。根据植株的存活率，将抗寒性分为

5 级： 

1 强 （存活率在 81％以上者） 

2 较强 （存活率在 61％～80％者） 

3 中等 （存活率在 41％～60％者） 

4 弱 （存活率在 20％～40％者） 

5 弱 （存活率在 20％以下者） 

如采用其他方法，请标明方法及方法来源. 

7.3    耐盐性（参考方法） 

在苗期采用下列方法进行耐盐性评价鉴定。 

取大田土壤（非盐碱地）过筛，用无孔塑料花盆(高 12.5cm、底径 12cm、口

径 15.5cm)，每盆装大田土 1.5kg，装土时，取样测定含水率以确定实际装入干土

重。根据种子发芽率每盆播种 20-30 粒种子，出苗后间苗，3-4 叶期之前定苗，

每盆留生长整齐一致，分布均匀的 10 棵苗。 

按照土壤干重的百分比加化学纯 NaCl 进行盐处理，处理浓度依次为 0(CK)、

0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1.0%NaCl (分析纯)，将盐溶解在一定量的自来水中，

使盐处理后的土壤含水率为 大持水量的 70%，加等量的自来水作对照，重复 3
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次，即每个处理 3 个盆。盐处理后及时补充所蒸发的水分，使土壤含水量保持不

变。 

盐处理 30 天时结束试验，调查各处理的存活苗数，以相对于对照的百分率

表示。根据耐盐性级别标准对参试三叶草种质资源的耐盐性进行鉴定与评价。 

        得分 

存活率 

 

浓度 

1 2 3 4 5 

0.2% 100.0 100.0～80.0 79.9～50.0 49.9～35.0 34.9～0.0 

0.4% 100.0～90.0 89.9～65.0 64.9～35.0 34.9～20.0 19.9～0.0 

0.6% 100.0～75.0 74.9～50.0 49.9～25.0 24.9～15.0 14.9～0.0 

0.8% 100.0～55.0 54.9～35.0 34.9～15.0 14.9～5.0 4.9～0.0 

1.0% 100.0～35.0 34.9～20.0 19.9～5.0 4.9～3.0 2.9～0.0 

 

根据三叶草在不同盐浓度下得分的总和，可将种质材料的耐盐性分为5级： 

1 强（总得分在 5～8 分范围内） 

2 较强 （总得分在 9～12 分范围内） 

3 中等 （总得分在 13～16 分范围内） 

4 弱 (总得分在 17～20 分范围内) 

5 弱（总得分在 21～25 分范围内） 

如采用其他方法，请标明方法及方法来源 

7.4    耐热性（参考方法） 

目测法 

在自然条件下 炎热的季节之后调查植株越夏存活率。实验小区面积至少

20m2，并记载小区栽培管理状况。用目测法调查植株越夏存活率，每个观察材料

设 3 次重复（3 个小区），采用 5 点取样法， 炎热季节来临前，每点随机取 20～

30 株，炎热季节过后，统计植株的越夏率成活率，计算植株越夏率。根据越夏

率，将植株的耐热性分为 5 级，分级标准如下： 

1 强（越夏存活率大于 91％） 

2 较强（越夏存活率在 76％～90％） 

3 中等（越夏存活率 51％～75％） 

4 弱（越夏存活率 30％～50％） 
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5 弱 （越夏存活率小于 30％） 

盆栽法 

采用苗期盆栽耐热性鉴定。将种子播在装有草炭和蛭石（3：1）的育苗盘

内，育苗盘大小约为 32 cm×45 cm×15cm，每份种质材料设 3 次重复，每个重

复 20～30 株苗，株距 2.5cm，行距 6cm。置于人工气候室内育苗。出苗前温度

25℃，出苗后温度白天为 25～28℃，晚间 15～20℃，每天光照 16h，定期浇水。

幼苗生长到 3～4 叶期时，进行高温处理，温度设为 35℃～40℃，处理到部分鉴

定材料出现整株叶片呈现萎蔫枯死时停止处理，处理期间正常浇水。热胁迫结束

后，调查幼苗的热害症状，根据热害症状，将鉴定种质材料的抗热性分为 5 级： 

1 强（无热害症状或 10%以下的叶变黄） 

2 较强 （热害症状不明显，10%～30％的叶片变黄） 

3 中等（热害症状较为明显，30%～60％的叶片变黄） 

4 弱（热害症状极为明显，60％以上叶片变黄，少数叶片萎蔫枯死） 

5 弱（热害症状极为严重，整株叶片萎蔫枯死） 

如采用其他方法，请标明方法及方法来源 

8   抗病虫性（参考方法） 

8.1    锈病抗性 

三叶草对锈病的抗性采用苗期人工接种鉴定法。 

①鉴定材料准备 

②播种育苗 

播种基质为经高压灭菌的土壤、草炭和蛭石的混合物，比例为 1：1：1。供

试品种种子经 0.1％升汞溶液消毒 3～5min 后，用清水冲洗干净，放入垫有滤纸

的培养皿中，然后置于 20℃的培养箱中发芽，待胚根长到 0.5cm 时，将其播于装

有混合物的塑料育苗钵内，每钵 5 粒，每品种重复 3 次，每重复 30～40 株苗。

在 22～25℃温室内育苗。 

③接种液的制备 

从发生锈病的不同地区采集夏孢子，以确保所接种的菌原具有代表性。或

从已被接种了代表性病原物并保存在室温的感病品种上采集夏孢子。为了保证所
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接种的病原菌具有较高的萌发率，使用新鲜采集的夏孢子。将采集的夏孢子用蒸

馏水配成孢子悬浮液，在悬浮液中加入吐温 20（每 100ml 加入 2 滴吐温 20），然

后将孢子悬浮液搅拌至少 20 分钟，以使夏孢子在溶液里充分散布均匀。再用血

球计数板测数和调节孢子浓度至 3.5105 个夏孢子/ml。 

 ④接种方法 

选择生长 3～5 周幼苗接种，采用喷雾接种法。用小型手持喷雾器将上述接

种液均匀地喷于植物叶片上至叶面上的夏孢子悬浮液开始下滴。将接种后的植株

置于 25℃和相对湿度为 100%的黑暗条件下保湿 24h。以使夏孢子能在适宜的条

件下萌发和浸入。经过保湿处理后的植株再移至 25℃，每天日照 16h 的温室或

人工气候室中管理。 

⑤病情调查标准与分级标准 

于接种后的 15～20d 调查发病情况。记录病株数及病级。选取每株上发病

严重的小叶进行病级的评价，病害的分级标准如下： 

病级 病   情 

0 级 

1 级 

2 级 

3 级 

4 级 

5 级 

无病症 

植株上有极少的病斑，但未出现破裂的夏孢子堆 

植株上有较少的病斑，并出现个别破裂的夏孢子堆 

植株上有明显的病斑，未破裂的疱疹及一些破裂的小夏孢子堆 

植株上有许多破裂的小夏孢子堆及少量较大破裂的夏孢子堆 

植株上有许多中等至较大的已破裂的夏孢子堆 

计算病情指数，公式为： 

 

 

式中：DI--病情指数 

S--发病级别 

n--相应发病级别的株数 

i--病情分级的各个级别 

N--调查总株数 

种质材料对锈病的抗性根据苗期病情指数分为 5 级： 
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1     高抗（HR）    （ DI≤10） 

3     抗病（R）       （10＜DI≤20） 

5     中抗（MR）    （20＜DI≤30） 

7     感病 （S）      （ 30＜DI≤50） 

9     高感（HS）   （  DI＞50） 

8.2 霜霉病抗性 

三叶草对霜霉病的抗性采用苗期人工接种鉴定法。 

①鉴定材料准备 

②播种育苗 

播种基质为经高压灭菌的土壤、草炭和蛭石的混合物，比例为 1：1：1。供

试品种种子经 0.1％升汞溶液消毒 3～5min 后，用清水冲洗干净，放入垫有滤纸

的培养皿中，然后置于 20℃的培养箱中发芽，待胚根长到 0.5cm 时，将其播于装

有混合物的塑料育苗钵内，每钵 5 粒，每品种重复 3 次，每重复 40～50 株苗。

在 22～25℃温室内育苗。 

③接种液的制备 

从不同的发病区采集病叶，以获得具有代表性的接种体。将采回的病叶先

在 20℃和相对湿度为 100%的黑暗条件下保湿 16h，诱使病叶上产生更多的孢子

囊。或从已被接种了代表性病原物并保存在室温的感病品种上采集孢子囊，且为

了诱使病叶上产生更多的孢子囊，在采集孢子囊之前，同样需要将病株置于 20℃

左右和相对湿度为 100%的黑暗条件下保湿处理 16h。将经过保湿处理的病叶立

即放入内有适量蒸馏水的三角瓶或者广口瓶等内，封好口或盖，用力振荡瓶子，

以将病叶上的孢子囊充分洗下来。在用血球计数板测数和调节孢子囊浓度至每毫

升含至少 25000 个有活力的孢子囊。孢子囊悬浮液配好后应立即使用。 

附：孢子囊活力的测定方法：将孢子囊悬液滴于一干净的载玻片上，放入一

个下面垫有一层用蒸馏水浸润的滤纸的培养皿内，盖上培养皿盖，在 20℃下黑

暗培养 24h，然后在显微镜下观察统计产生芽管（即有活力）的孢子囊的百分率。

再用此数据校正接种用孢子囊悬浮液的浓度。 

④接种方法 

于子叶展平期接种，采用点滴接种法。用吸管吸取上述接种液，滴于幼苗的
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子叶中央，形成小液滴。接种后将植株放在相对湿度为 100%、20℃的温室中黑

暗保湿 24h，后将植株置于 20℃，每天日照 16h 的温室或人工气候室中管理。 

⑤病情调查标准与分级标准 

于接种后的 10～13d 调查发病情况。记录病株数及病级。病级分级标准如

下： 

 病级 病   情 

0 级 

1 级 

2 级 

3 级 

4 级 

5 级 

无病症 

叶片出现小的病斑，坏死斑面种占叶面积的 10％以下 

感病叶片坏死斑面积约占叶片面积的 10%-25% 

感病叶片坏死斑面积约占叶片面积的 25%-40％ 

感病叶片坏死斑面积约占叶片面积的 50%-90％，病菌侵染全株 

叶片几乎全部枯死，植株开始出现死亡 

计算病情指数，公式为： 

 

 

式中：DI--病情指数 

S--发病级别 

n--相应发病级别的株数 

i--病情分级的各个级别 

N--调查总株数 

种质材料对霜霉病的抗性根据苗期病情指数分为 5 级： 

1    高抗（HR）      （DI≤5） 

3    抗病（R）         （5＜DI≤10） 

5    中抗（MR）      （10＜DI≤15） 

7    感病（S）         （ 15＜DI≤20） 

9    高感（HS）       （DI＞20） 

8.3 菌核病抗性 

三叶草对菌核病的抗性采用苗期人工接种鉴定法。 

①鉴定材料准备 
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②播种育苗 

播种基质为经高压灭菌的土壤、草炭和蛭石的混合物，比例为 1：1：1，并

用石灰将 pH 值调到 7。供试品种种子经 0.1％升汞溶液消毒 3～5min 后，用清水

冲洗干净，放入垫有滤纸的培养皿中，然后置于 20℃的培养箱中发芽，待胚根长

到 0.5cm 时，将其播于装有混合物的塑料育苗钵内，每钵 5 粒，每品种重复 4 次，

每重复 25 株苗。在 20～25℃温室内育苗。 

③接种液的制备 

以菌丝体片段悬浮液为接种体。 

从病株上采集菌核，0.1％升汞对菌核进行表面消毒，再用无菌水冲洗 4 次，

用小刀将菌核切成 2mm 的小块，置于 PDA 或 V-8 炭酸钙琼脂平板培养基上，在

15℃条件下培养，获得纯菌落。也可感病植株的病组织上分离得到纯的病原菌落。

用直径 0.5cm 的打孔器取生长活跃的菌落边缘的菌丝块，移入 PDA 平板培养基

上活化，取活化后生长到直径为 3cm 的菌落 3 个（连同琼脂培养基一起 ），放

入 250ml 蒸馏水中，用韦氏捣碎机处理 2~3s，过滤去渣后得到菌丝体片段悬浮

液。每盆接种悬浮液 2.5ml。 

也可采用 PD（马铃薯葡萄糖）液体培养基振荡培养获得接种体。即在无菌

条件下沿上述经活化的菌落生长活跃的边缘切取直径为 0.5~0.7 mm 的菌片，接

种于 200ml 灭菌的 PD 液体培养基内，15℃条件下振荡培养 7d，过滤得到菌丝体

后，放入 250ml 蒸馏水中，其后操作方法同上。 

④接种方法 

选择生长 2 周幼苗接种，采用喷雾接种法。用小型手持喷雾器将过滤后的

悬浮液均匀地喷于植物叶片上。接种后将植株放在 15℃的生长箱中培养，或放

在 15℃温室中并用透明的塑料薄膜覆盖育苗盘 7～10d。 

⑤病情调查标准与分级标准 

于接种后的 21d 调查发病情况。记录病株数及病级。病级的分级标准如下： 

病级 病   情 
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0 级 

1 级 

2 级 

     3

级 

4 级 

 

5 级 

无病症 

植株叶片上仅出现 1-2 个小的感病病斑 

感病叶片明显增多，植株受到轻微损伤，但无死叶出现 

顶部的叶片死去，茎中部及基部的叶片仍然保持绿色 

茎顶部、中部的叶片死去，仅基部的个别叶片仍带有绿色，植株受

到严重损伤 

叶全部枯死，植株上部大都腐烂或变色，植株开始出现死亡 

计算病情指数，公式为： 

 

 

式中：DI--病情指数 

S--发病级别 

n--相应发病级别的株数 

i--病情分级的各个级别 

N--调查总株数 

种质对菌核病的抗性根据苗期病情指数分为 5 级： 

1    高抗（HR）     （DI≤10） 

3    抗病（R）        （10＜DI≤30） 

5    中抗（MR）     （30＜DI≤50） 

7    感病（S）         （50＜DI≤70） 

9    高感（HS）       （DI＞70） 

8.4    白粉病抗性 

三叶草对白粉病的抗性鉴定采用苗期人工接种鉴定法。 

①鉴定材料的准备 

②播种育苗 

播种基质为经高压灭菌的土壤、草炭和蛭石的混合物，比例为 1：1：1。供

试品种种子经 0.1％升汞溶液消毒 3～5min 后，用清水冲洗干净，放入垫有滤纸

的培养皿中，然后置于 20℃的培养箱中发芽，待胚根长到 0.5cm 时，将其播于装

有混合物的育苗盘内，每个品种重复 3 次，每个重复 40～50 株苗。22～25℃温
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室内育苗。 

③接种液的制备 

从田间自然发病的植株上采集分生孢子。用毛笔刷取叶片上长出的新鲜孢子，

然后放入盛有无菌水的烧杯中，再滴加 Tween-20（每 1000 毫升加入 2 滴叶温

20），搅拌均匀即得孢子悬浮液。用血球计数板测数和调节孢子浓度至 1×105～

3×105 个分生孢子/ml。 

④接种方法 

选择生长 3～5 周幼苗接种。采用喷雾接种法。用小型手持喷雾器将上述接

种液均匀地喷于植物叶片上（叶面上不要有水滴） 。接种后于 22～25 ℃的温室

内黑暗保湿 16 h。后转入白天 25～28 ℃，夜晚 18℃左右的温室内正常管理。 

也可直接用分生孢子喷粉接种：将采集到的新鲜分生孢子与滑石粉按 1：10

的比例混合，然后用小型喷粉器将混合物均匀喷撒在潮湿的植物叶片上。其后操

作方法同上。  

⑤病情调查与分级标准 

接种后 10 d 调查发病情况。记录病株数及病级。病级的分级标准如下： 

病  级 病     情 

0 级 

1 级 

2 级 

3 级 

4 级 

5 级 

无病症 

仅在叶面 1/3 以下的小范围内产生有限的菌丝体，白粉不明显 

可在叶面 1/3~2/3 的范围内产生中量菌丝体和少量分生孢子，白粉层较明显

叶面 2/3 以上的范围内产生较大量的菌丝体和分生孢子，白粉层明显，连片

病症似上，白粉层更为浓厚，叶片表现褪绿，坏死 

病症似上，叶片褪绿和坏死的面积占整个叶面积的 2/3 以上 

计算病情指数，公式为： 

 

 

式中： DI--病情指数 

S--发病级别 

n-- 相应发病级别的株数 

i-- 病情分级的各个级别 

N--调查总株数 
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种质对白粉病的抗性依苗期病情指数分 5 级。 

 1      高抗（HR）     （DI≤25）  

 3      抗病 （R）      （ 25＜DI≤45） 

 5      中抗（MR）     （45＜DI≤65） 

 7      感病（S）       （65＜DI≤80） 

 9      高感（HS）      （DI ＞80） 

8.5    炭疽病抗性 

三叶草对炭疽病的抗性鉴定采用苗期人工接种鉴定法。 

①鉴定材料的准备 

②播种育苗 

播种基质为经高压灭菌的土壤、草炭和蛭石的混合物，比例为 1：1：1。供

试品种种子经 0.1％升汞溶液消毒 3～5min 后，用清水冲洗干净，放入垫有滤纸

的培养皿中，然后置于 20℃的培养箱中发芽，待胚根长到 0.5cm 时，将其播于装

有混合物的育苗盘内，每个品种重复 14 次，每个重复 50 株苗。温度保持在 23℃

之间，每天日照 16h 以上。控制病虫害，并提供可促进植株生长健壮的条件。 

③接种液的制备 

采集感病组织，在 PDA 或燕麦片琼脂培养基上分离和培养病原菌，培养温

度为 23℃，培养 7d 后，用灭菌的蒸馏水洗下培养物上分生孢子，用血球计数板

测数和调节分生孢子浓度至约 2106 个分生孢子/ml，再按每 1000ml 孢子悬浮液

中 2 滴的量加入吐温 20。 

 ④接种方法 

取生长 7～14d 的幼苗接种。接种采用喷雾接种法。用小型手持喷雾器将上

述接种液均匀地喷于植物叶片上。接种后于 23 ℃的条件下黑暗保湿（相对湿度

为 100％）48h。后转入 23℃的温室内正常管理。 

⑤病情调查标准与分级标准 

接种后 10～14d 调查发病情况，记录发病植株的数量。抗性分级标准如下： 

1    高抗（HR）（感病的植株不到 10％） 

3    抗病（R）（感病的植株达 10％～20％） 

5    中抗（MR）  （感病的植株达 20％～35％） 

7    感病（S）  （ 感病的植株达 35％～50％） 
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9    高感（HS）（感病的植株达到 50％以上） 

8.6    根结线虫抗性 

三叶草对根结线虫的接种采用苗期人工接种鉴定法。 

①鉴定材料的准备 

②播种育苗 

播种基质为沙壤土，需在 121℃蒸汽下灭菌 2h。供试品种种子划破种皮并经

0.1％升汞溶液消毒 3min 后，用清水冲洗干净，播于装有沙壤土的种植盘中（足

够深便于根系的正常生长），株行距为 1.5×3cm，每品种重复 4 次，每重复 100 株

苗。接种根瘤菌，并施足量的肥。放在 25～30℃温室内育苗。 

③接种体来源及制备 

 从温室培养的植株上采用 NaOCl 方法（Nelson 等 1985）获得虫卵，然后将

虫卵保存在灭菌水或去离子水中，放置在 0～5℃的冰柜中， 长时间不超过 1

周。接种时将虫卵制成孢子悬浮液，接种浓度为 100 个虫卵/ml。 

④接种方法 

当植株生长 4 周后进行接种。将虫卵悬浮液涂抹在暴露的根系上，每株接种

悬浮液 5ml（虫卵为 500 个），置于温室内培养。 

⑤(病情调查标准与分级标准 

 接种 8 周后，调查根结或卵块数。病情分级标准如下： 

     病级 病   情  

0 级 

1 级 

2 级 

3 级 

4 级 

5 级 

无根结 

1～2 个根结和卵块 

3～10 个根结和卵块 

11～30 个根结和卵块 

31～100 个根结和卵块 

100 个以上根结和卵块 
病情指数计算公式为： 

 

 

式中：DI--病情指数 

S--发病级别 
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n--相应发病级别的株数 

i-- 病情分级的各个级别 

N--调查总株数 

种质对根结线虫的抗性根据苗期病情指数分为 5 级： 

1     高抗（HR）     （0＜DI≤1.0） 

3     抗（R）           （1.0＜DI≤2.0） 

5     中抗（MR）     （2.0＜DI≤3.0） 

7     低抗 （S）      （3.0＜DI≤4.0） 

9     不抗（HS）      （DI＞4.0） 

8.7    蓝绿蚜虫抗性 

三叶草对蓝绿蚜虫的抗性采用苗期人工接种鉴定法。 

①鉴定材料的准备 

②幼苗的培育 

播种基质为混合土壤，即 8%沙土，3%泥炭，3%珍珠岩，1.4%熟石灰。供试

品种种子经 0.1％升汞溶液消毒 3～5min 后，用清水冲洗干净，将其播于装有混

合土的播种盘中（6×31×55cm ）内，播深 1cm，用蛭石覆盖。每品种重复 3 次，

每行种 50～70 株苗，间距为 3cm。放在 22±4℃温室内，每天 16h 的光照。 

③接种体（虫源）准备 

每年从蓝绿蚜虫的发病区收集虫源，在温室条件下，将苜蓿蚜接种在易受感

染的植物上，温度控制在 22±4℃温室内，每天至少 16h 的光照。 

④接种程序及方法 

当种子萌发后，在子叶阶段，统计播种盘内苗数后，将蚜虫撒在植株上，每

株至少接种 2 头蚜虫。温度控制在 18～26℃。接种 21d 后喷洒马拉松等杀虫剂，

喷药后 7～10d 进行抗虫性的评价鉴定。 

⑤抗虫性评价 

一般将三叶草抗蓝绿蚜虫的危害分为 5 级。 

1    高抗（HR）（植株生长正常，形成正常的叶片） 

3    抗（R）（植株生长正常，叶片较小） 

5    中抗（MR）  （ 比正常的植株矮些，叶片皱缩） 

7    低抗（S）（植株矮小，叶片皱缩，通常萎蔫枯黄） 
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9    不抗（HS）（部分或大部分植株出现死亡） 

9    其他特征特性 

9.1    种质用途  

三叶草种质资源具有广泛的用途，一种种质可以有多种用途，主要用途为以

下 6 类。 

1 饲用（家畜或野生动物的饲草料） 

2 生态（用于水土保持，防风固沙，草地植被恢复等）  

3 药用（草药或制药的原材料） 

4 纤维（可用作纤维植物） 

5 观赏（庭院、运动场绿化）  

6 蜜源（可用作蜜源植物） 

9.2    授粉方式 

1 自花授粉（自然异交率为 1％～4％） 

2 异花授粉（自然异交率可达 95％以上，甚至 100％） 

9.3    染色体倍数 

三叶草细胞染色体镜检是鉴别三叶草种质资源染色体倍性的主要方法，在染

色体镜检中，多采用挤压法，所用染色剂多为醋酸系列染色剂；样品选取，一般

选择细胞分裂旺盛、组织幼嫩的部位，例如，根尖和胚根、幼叶等。 

        根尖和幼叶的染色体镜检步骤如下： 

        待三叶草种子萌发幼根长至 1 cm 左右时，从其尖端取一段作为样品。

在醋酸乙醇固定剂中固定半小时以上，移入软化剂（错酸、盐酸、硫酸软化剂）

中软化 3～5 min（见样品由白色变为半透明为止），将样品自软化剂中取出，放

到载玻片上，加上盖玻片，并在盖玻片上加压，将样品压薄，再用针尖将盖玻片

挑开一个缝隙，用滴管沿缝隙加一滴染色剂（1％ 醋酸地衣红或 1％ 醋酸酚蓝），

染色 3 min 后将针取去，挤去多余的染色剂，进行镜检，挑选处于四分体阶段的

小孢子母细胞进行染色体记数，即可确定该样品染色体倍性。 

9.4    核型 

采用细胞遗传学方法对染色体的数目、大小、形态和结构进行鉴定。以核型
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公式表示，如，2n=4X=32。 

9.5    指纹图谱与分子标记 

对进行过指纹图谱分析或重要形状分子标记的三叶草种质，记录指纹图谱或

分子标记的方法，并注明所用引物、特征带的分子大小或序列以及标记的性状和

连锁距离。 

9.6    备注 

三叶草种质特殊描述符或特殊代码的具体说明。 
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