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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部农产品质量安全监管司提出.
本文件由全国伴侣动物(宠物)标准化技术委员会(SAC/TC５４１)归口.
本文件起草单位:公安部南昌警犬基地、南昌理工学院医学院、农业农村部牛冷冻精液质量检验测试

中心(南京)、公安部昆明警犬基地、北京小动物诊疗行业协会.
本文件主要起草人:余盼、叶俊华、吴衍、熊前、李莲、李川武、王振云、王春亮、肖远鹏、李杰、项茹雪、

杨雪芹、潘芊芊.
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犬冷冻精液生产技术规程

１　范围

本文件确立了犬冷冻精液生产的技术程序,规定了采精、精液品质检查、精液稀释、精液标识、精液冷

冻、精液储存和精液运输等技术环节的基本要求,描述了证实方法.
本文件适用于犬冷冻精液生产.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB/T５４５８　液氮生物容器

GB/T８１７０　数值修约规则与极限数值的表示和判定

GB/T１４１７４　大口径液氮容器

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
采精　semencollection
徒手获取公犬精液的方法.

３􀆰２
精子密度　spermconcentration
单位体积精液中的精子数.
[来源:GB/T２５１７２—２０２０,３􀆰４]

３􀆰３
精子活力　spermmotility
在３７℃下呈直线前进运动的精子占总精子数的百分率.
[来源:GB/T２５１７２—２０２０,３􀆰３]

４　冷冻精液生产技术程序

冷冻精液生产技术程序包括采精、精液品质检查、精液稀释与标识、精液冷冻、冷冻精液储存和冷冻精

液运输等环节.犬冷冻精液生产技术流程见图１.

５　采精

５􀆰１　公犬选择

公犬应具有种用价值、体质健康、无遗传疾病,不应有已发布的动物防疫法所明确的二类疫病中的任

何一种疾病.

５􀆰２　采精准备

５􀆰２􀆰１　采精场所应保持安静,地面防滑,清洁卫生.

５􀆰２􀆰２　采精员应着洁净工作衣、帽和工作靴,戴一次性无毒手套.

５􀆰２􀆰３　玻璃器皿和采精器具清洁消毒应符合附录 A 的规定.集精管、集精杯、载玻片、盖玻片和精液处

１
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图１　犬冷冻精液生产技术流程

理器皿应预热至３７℃,稀释液提前放置在３０℃~３５℃的水浴锅中预热.

５􀆰２􀆰４　显微镜载物台恒温板应预热至３７℃.

５􀆰２􀆰５　采精时,应清洁体表,擦干水渍.阴毛过长时应适度修剪.包皮确需冲洗的,冲洗干净,３０min后

方可采精.

５􀆰３　采精步骤

手握法采精时,应一只手戴无毒手套,按摩公犬包皮部.待阴茎开始勃起时,把包皮往上撸至露出阴

茎球,握住阴茎球后端,同时给阴茎适当的按压,当阴茎充分勃起后犬开始射精.舍弃最先射出的透明水

样液体;另一只手持集精杯或带漏斗的集精管置于阴茎下方,收集乳白色精液.

５􀆰４　清洁

采精结束后,应及时清洁场地.

５􀆰５　采精频率

根据公犬产精能力确定采精频率.成年公犬宜每周采精１次~２次.

６　精液品质检测

６􀆰１　精液处理室准备

精液处理室应设精液检查、稀释和分装区,温度宜为２２℃~２５℃,不应太阳光直射.

６􀆰２　原精液质量

应符合表１的规定,其中任何一项不符合要求的则废弃.

表１　犬原精液质量

编号 项目 指标 证实方法

１ 外观 呈乳白色,均匀一致 目测

２ 气味 略带腥味,无异味 鼻嗅

３ 采精量 ≥１mL 见６􀆰３􀆰１
４ 精子密度 ≥１×１０８个/mL 见６􀆰３􀆰２
５ 精子活力 ≥６５％ 见６􀆰３􀆰３

６􀆰３　证实方法

６􀆰３􀆰１　采精量测定

读取集精管的刻度测定采精量,精度应不小于０􀆰１mL.

６􀆰３􀆰２　精子密度测定

２
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采用精子密度仪测定,应定期用血细胞计数板法校正.

６􀆰３􀆰３　精子活力

取５μL~１０μL中层精液,置于载玻片上,加盖玻片,在有３７℃恒温装置的相差显微镜下用２００倍~
４００倍评定活力.每样片观察３个视野,计算平均值.使用自动分析仪器应按其检测方法操作.活力用

百分率表示.

７　精液稀释和标识

７􀆰１　精液稀释

７􀆰１􀆰１　稀释液总量计算

７􀆰１􀆰１􀆰１　采精后应尽快稀释,放置时间不宜超过１５min.采用等温稀释.精液与稀释液温差不得超过

１℃,根据精液温度调节稀释液温度,不得反向操作.

７􀆰１􀆰１􀆰２　稀释液总量以体积V 计,数值以毫升(mL)表示,按公式(１)计算.

V＝
v１×c

s ×v２－v１ (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

v１———采精量的数值,单位为毫升(mL);

c ———精子密度的数值,单位为１０８个每毫升(１０８个/mL);

s ———每剂量中呈直线前向运动精子数,单位为１０８个;

v２———剂量的数值,单位为毫升(mL).

７􀆰１􀆰１􀆰３　稀释液配方见附录B.采用一步法稀释时,稀释液总量为一步法稀释液的量.采用两步法稀释

时,稀释液的量为Ⅰ液和Ⅱ液之和,Ⅰ液和Ⅱ液比例可为１∶１.

７􀆰１􀆰２　精液稀释方法

７􀆰１􀆰２􀆰１　一步法稀释

将水浴锅中的等温稀释液缓慢加入精液,摇匀.将稀释后的精液在２０℃~２５℃下分装、封口,将细

管放入３℃~５℃的低温柜中平衡１􀆰５h~４h.

７􀆰１􀆰２􀆰２　两步法稀释

使用两步法稀释时,可按下列方法操作:

a)　将精液放入３２℃~３４℃的水浴锅中,将与精液等温的第Ⅰ液缓慢加入精液中,摇匀,并快速放

至３℃~５℃的低温柜中水浴降温,同时将第Ⅱ液放至３℃~５℃的低温柜中预冷;

b) 水浴降温下平衡１􀆰５h~２􀆰５h,加入等温的第Ⅱ液;

c) 完成稀释后可继续平衡４０min,并于低温柜中分装和封口.

７􀆰２　精液标识

储精细管标识应字迹清晰易认、信息齐全,标识内容应符合附录C的规定.

８　精液冷冻

８􀆰１　上架

８􀆰１􀆰１　封装后的细管精液上架码放时,将棉塞封口端靠近操作者,封装口端远离操作者.入冷冻仪时,亦
应如此放置.

８􀆰１􀆰２　不同犬的细管精液应分开码放并标记.

８􀆰２　冷冻

８􀆰２􀆰１　程控冷冻法

采用程控冷冻法时,应在电脑中设置冷冻的最佳温度曲线,常见冷冻温度曲线见附录D.冷冻仪与低

温柜宜靠近,开启液氮罐阀门将冷冻仪降温至４℃,将已排满待冻细管的冷冻架迅速放入冷冻仪,盖严盖

３
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子,运行设定好的冷冻程序.

８􀆰２􀆰２　自制冷冻箱法

８􀆰２􀆰２􀆰１　以液氮为冷源,用自制的冷冻箱冷冻细管时,冷冻箱的深度应在５０cm 以上.

８􀆰２􀆰２􀆰２　在装有液氮的冷冻箱内放一个能漂浮在液氮上的冷冻架,调节冷冻架置物面与液氮面的距离,
一般为１cm~５cm,预冷５min~１０min.

８􀆰２􀆰２􀆰３　将细管精液上架码放,盖上盖子,熏蒸５min~１０min后投入液氮中.

９　冷冻精液质量检查

９􀆰１　取样

每头公犬的冷冻精液样品应是同一批次的产品.同一头犬、相同生产工艺、同一天采精生产的冷冻精

液为一个批次.随机从液氮生物容器中抽取２支样品,样品离开液氮不应超过５s.

９􀆰２　检验类型

９􀆰２􀆰１　常规检验

冷冻精液入库前检验.

９􀆰２􀆰２　型式检验

有下列情况之一时,应进行型式检验:

a)　生产方抽样检验;

b)　仲裁检验;

c) 质量监督抽样时选定项的检验.

９􀆰３　检验方法

９􀆰３􀆰１　预先将水浴箱水温加热至３８℃~４０℃,取一支细管冷冻精液迅速浸泡入３８℃~４０℃水中并晃

动,待溶解后(约１min)立即取出,用吸水纸或纱布擦干水珠.

９􀆰３􀆰２　剪去封口端,将精液移入试管内,取解冻精液进行活力检查.

９􀆰３􀆰３　精子活力检测按照６􀆰３􀆰３的规定执行.

９􀆰４　判断规则

９􀆰４􀆰１　样品精子活力不小于３０％,则判定该批次冷冻精液为合格.

９􀆰４􀆰２　样品精子活力小于３０％,应进行复检.复检后仍不符合规定的,判定该批次冷冻精液为不合格.

９􀆰４􀆰３　检测结果的极限数值判定按 GB/T８１７０中修约值比较法执行.

１０　冷冻精液储存

１０􀆰１　收集

收集的冷冻精液移入液氮罐保存时,应按犬只对冷冻精液储存位置做好标识,细管封口端宜在上、棉
塞封口端宜在下,迅速浸泡在液氮中.

１０􀆰２　储存

１０􀆰２􀆰１　储存冻精的低温容器应符合 GB/T５４５８和 GB/T１４１７４的要求.冷冻精液应浸在液氮中,由专

人负责并及时观察补充液氮量.

１０􀆰２􀆰２　发现液氮罐外壳结白霜,立即将精液转移入其他液氮罐内保存.

１０􀆰２􀆰３　由一个液氮生物容器转移至另一个液氮生物容器时,间隔时间不得超过３s.

１１　冷冻精液运输

１１􀆰１　液氮生物容器罐体外明显位置应标识“向上”“小心轻放”等储运图示标志.

１１􀆰２　液氮生物容器应轻装轻卸,不得倾斜、横倒、碰撞和强烈振动,应确保冷冻精液始终浸泡在液氮中.

１１􀆰３　冻精运输过程中应有专人负责,移动液氮生物容器应提握液氮生物容器手柄,抬起罐体后移动.
４
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１２　记录

冷冻精液生产应做好记录,精液生产记录表见附录E.

５
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附　录　A
(规范性)

器具清洗和消毒

A􀆰１　玻璃器皿

A􀆰１􀆰１　首次使用玻璃器皿宜用自来水冲洗,去除灰尘.放入５％稀盐酸中浸泡１２h,取出后立即用自来

水冲洗;再用手工或者超声波洗涤器中洗涤１５min~３０min,自来水冲洗干净后,用蒸馏水冲洗,直至器

皿光亮、无水滴附着为止.洗净的玻璃器皿用锡箔纸封口后送入电热干燥箱、消毒柜、红外灭菌柜等消毒

灭菌设备内,按操作说明书干燥、消毒、灭菌后待用.

A􀆰１􀆰２　使用过的玻璃器皿应用自来水冲洗;遇有污物或者油垢不易清洗的器皿,应放入重铬酸钾溶液中

浸泡数小时,取出后立即用自来水冲洗,后续步骤同 A􀆰１􀆰１.

A􀆰２　采精器具

玻璃集精杯清洗消毒同 A􀆰１.塑料集精漏斗、集精管和盖子使用后,用水冲去表面污垢,在加有洗涤

剂的温热水中用长毛刷刷洗,用水冲洗干净,再用蒸馏水逐个冲洗.将洗净的采精装置堆放在架子上,上
覆盖２层清洁纱布,晾干后用长柄镊子夹７５％的酒精棉球由内向外旋转,彻底消毒三角漏斗和采精管,待
酒精挥发尽后方可使用.

A􀆰３　纱布

经高压灭菌后待用.

A􀆰４　其他器皿

金属镊子、止血钳、药匙、胶塞和吸管胶头等用７５％的酒精擦拭消毒,待酒精挥发后方可使用.细管、
冷冻架使用前应用紫外灯消毒３０min.

６
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附　录　B
(资料性)

冷冻精液稀释液的配方与配制

B􀆰１　稀释液配制要求

B􀆰１􀆰１　所有化学试剂应为化学纯以上;使用来源于非疫区无疫病鸡场的新鲜鸡蛋提取卵黄;稀释液溶剂

应为双重蒸馏水或超纯水.

B􀆰１􀆰２　商品稀释剂应按说明书使用.不得使用过期的稀释剂.

B􀆰２　配方

B􀆰２􀆰１　一步法稀释液

三羟甲基氨基甲烷(Tris)　　　　　３􀆰０２５g
一水柠檬酸 １􀆰７g
果糖 １􀆰２５g
青霉素 １０万IU
链霉素 １０万IU
甘油 ５mL
加水至１００mL.

B􀆰２􀆰２　两步法稀释液

B􀆰２􀆰２􀆰１　Ⅰ液

三羟甲基氨基甲烷(Tris) ３􀆰０２５g
一水柠檬酸 １􀆰７g
果糖 １􀆰２５g
青霉素 １０万IU
链霉素 １０万IU
加水至１００mL.

B􀆰２􀆰２􀆰２　Ⅱ液

三羟甲基氨基甲烷(Tris) ３􀆰０２５g
一水柠檬酸 １􀆰７g
果糖 １􀆰２５g
甘油 １０mL
青霉素 １０万IU
链霉素 １０万IU
加水至１００mL.

B􀆰３　配制方法

准确称量化学试剂,加超纯水定容、溶解、灭菌.根据稀释液的需要量取一定量的溶液,按照４∶１的

比例加入卵黄,搅拌均匀后待用.使用前配制,配制后及时贴上标签,标明品名、配制日期、时间和经手人.
剩余稀释液应密封后置于冰箱中冷藏,时间不宜超过２４h.

７
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附　录　C
(规范性)

细管冷冻精液标记方法

C􀆰１　细管冷冻精液标记方法

细管冷冻精液标记应由１２位数两部分组成,排列顺序应符合下列规定:

a)　第一部分:冻精生产日期６位数.按年月日次序排列,年月日各占２位数字,年度的后２位数组

成年的２位数,月、日不够２位的,月、日前分别加“０”补充为２位数.

b) 第二部分:犬芯片号的后６位数.

C􀆰２　标记方法示例

图C􀆰１给出了标记方法示例.

　　注:第一部分中２３０５０７为２０２３年５月７日的生产日期代号;第二部分中

８０５２３５为犬芯片号１５１０００００８０５２３５的后６位数.

图C􀆰１　细管冷冻精液标记条
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附　录　D
(资料性)

精液冷冻曲线

D􀆰１　常见精液冷冻温度曲线一

见表D􀆰１.

表D􀆰１　犬精液冷冻温度设置程序

起始温度,℃ 终止温度,℃ 降温时间,s 降温速率,℃/min

４ －１０ １６０ ５􀆰２５
－１０ －１００ １３５ ４０
－１００ －１３０ １２０ １５

D􀆰２　常见精液冷冻温度曲线二

见表D􀆰２.

表D􀆰２　犬精液冷冻温度设置程序

起始温度,℃ 终止温度,℃ 降温时间,s 降温速率,℃/min

５ －１０ １８００ ０􀆰５
－１０ －６０ ３７５ ８
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附　录　E
(资料性)

精液生产记录表

精液生产记录表见表E􀆰１.

表E􀆰１　精液生产记录表

序号 日期
犬芯片

号
犬名 品种 采精员 采精量

精液

颜色

精子

活力

精子

密度
检查员

稀释

比例

平衡

时间

冷冻

数量

冷冻后

活力

冷冻

操作员
备注

０１
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