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奶山羊养殖技术规范 第12部分：冷冻精液制作

范围

本文件规定了关中奶山羊冷冻精液生产的器械清洗和消毒、稀释液配制、采精、精液处理、冷冻、检验、包装、贮存及运输等方面的方法。

本文件适用于关中奶山羊冷冻精液制作。

规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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 20557  山羊冷冻精液
NY/T 1234  牛冷冻精液生产技术规程

NY/T 3186  羊冷冻精液生产技术规程
术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

冷冻精液
经特殊方法处理的精液超低温冷冻后在液氮中（-196℃）长期保存。

采精

 用人工模拟且具有自然交配感的工具，以获得公羊精液的方法。

精子活力
在37℃环境下前进运动精子占总精子数的百分率。

精子密度
单位体积精液中的精子数，单位：个/ml。
器具清洗和消毒

器具的清洗和消毒按照NY/T 3186-2018的附录A要求进行。所有器具分类清洗消毒，洗净的玻璃器皿放入电热干燥箱，加热至160℃后再恒温60min，自然冷却后待用。其他不能高温消毒的器具用75%酒精棉球擦拭消毒，待酒精挥发尽后方能使用。
溶液配制与灭菌

溶液配制

试剂要求、稀释液配方及配制方法参见附录A。

溶液灭菌

基础液在使用前进行蒸煮灭菌（沸水煮10 min）或者过滤除菌。

采精
准备

场地

采精场地应该保持平整防滑防尘、清洁、安静、遮光并进行定期消毒。
台羊

选择健康的发情母羊做台羊或者使用假台羊，并用保定架进行保定。

假阴道

羊专用假阴道安装前首先检查外壳、内胎是否有破损等损坏情况。将内胎的光滑面向里，放入外壳内，使两端露出部分长度相当，将内胎漏出一端向外折叠置于对应外壳外则，另一端内胎外翻卷置同一端外壳外侧，使内胎两端紧紧与外壳套牢，并用橡皮圈将两端扎紧固定。用长柄镊子夹取75%的酒精棉球，从内向外消毒内胎内壁，再用另一棉球消毒外壳上的内胎翻边。待酒精挥发干净后备用。
假阴道夹层内注入温水，向假阴道夹层内充气至合适压力（用玻璃棒插入略有阻力），将消毒好无菌集精杯安装在假阴道一端。放入42℃恒温箱待用。采精前用玻璃棒醮取少量润滑剂，均匀涂布于假阴道外口至内胎1/3处，装进保温套。

采精

种公羊采精前不宜饲喂过饱。在采精前清理公羊腹部阴部污物，并将公羊包皮及周围擦拭干净。采精员蹲在台羊侧后方，握紧假阴道和集精杯。当公羊爬跨、伸出阴茎时左手轻托阴茎包皮，迅速将阴茎导入假阴道内。公羊射精动作很快，公羊射精完毕后，随着公羊从台羊背部滑下时，顺势将假阴道取下，并立即将假阴道竖立，使精液流向集精杯，送操作室检查。采精时注意力应高度集中，动作应稳准快。

精液处理

颜色观察

观察集精试管中精液的颜色，正常的精液颜色为乳白色或浅黄色。
采精量

准确读取记录集精试管中原精液体积。

密度测定
用密度测定仪检测精液的密度，密度达到6×109个/ml可用于后续操作。
活力测定

活力检测方法按照NY/T 1234中7.5执行。取精液或稀释精液一小滴约10μl于载玻片上，加盖盖玻片后在38℃恒温装置的相差显微镜上评定活力，每个样品观察三个视野，取平均值，活力用百分率表示。活力达到70%以上可用于后续操作。
精液冷冻保存
精液稀释与平衡

将密度、活力均合格的精液进行等温稀释，将等温的稀释Ⅰ液（见附录A）缓慢加入精液中，至稀释总量的一半，将稀释后的精液用10层纱布包裹与稀释Ⅱ液（见附录A）同在5℃低温平衡2 h后，再将等温稀释Ⅱ加至稀释总量，再5℃低温平衡1 h。
分装

5℃低温平衡后的稀释精液在5℃条件下封装、喷码印字，在细管上打印生产单位代号、公羊号、生产日期等信息。
冷冻、包装与保存

在5℃条件下将封装后的细管按照棉塞同一方向码放在冷冻架上，然后移入冷冻仪中，按照既定的降温参数（见附录B）在程序控制冷冻仪冷冻操作，冷冻结束后装袋，立即置液氮中保存。
入库前质检
冻精产品的质量应由专职的质量检验员负责检测，每批冻精入库前应进行常规检验，方法按照GB 20557进行。符合以下要求判定为合格，方可入库。
（1）细管无裂痕，封口严密，标识清晰；
（2）解冻后活力不小于30%；
（3）前进运动精子数不小于3×107个/剂；
（4）精子畸形率不大于20%；
（5）细菌菌落数不大于800个/剂。
贮存与运输

按照GB 2055-2006中8.3、8.4运输贮存要求执行。冻精应贮存于液氮中，设专人保管，定时添加液氮防止脱氮，应经常检查液氮罐的状况。包装好的冻精由一个液氮罐转换到另一液氮罐时，在液氮罐外停留时间不得超过5s。冻精运输过程中要有专人负责，贮存容器不得横倒及碰撞和强烈振动，保证冻精始终浸在液氮中。

（资料性附录）
关中奶山羊冷冻精液生产用稀释溶液配制

A.1稀释液配制
A.1.1试剂纯度要求
所有试剂纯度需要达到分析纯（AR级）以上。
A.1.2基础液
取葡萄糖3.1 g，乳糖4.6 g，柠檬酸三钠1.5 g，加50 ml无菌双蒸水溶解，定容至100 mL，然后用蒸煮或者过滤方法除菌，保存于2~6℃条件下。
A.1.3稀释Ⅰ液
取15 ml新鲜卵黄液，青霉素10万单位，链霉素10万单位，用基础液溶解定容至100 mL，搅拌均匀，保存于2-6℃条件下可供3 d内使用。
A.1.4稀释Ⅱ液
取6 mL甘油，用稀释Ⅰ液溶解后定容至100mL，搅拌均匀，保存于2-6℃条件下可供3d内使用。

（资料性附录）
精液冷冻降温参数

程序冷冻仪降温参数

	温度
	时间
	降温速率

	5℃~-10℃
	180 S
	5℃/min

	-10℃~100℃
	135 S
	40℃/min

	-100℃~140℃
	96 S
	25℃/min
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