Q/LB.□XXXXX-XXXX


	ICS  
	65.020.30 

	CCS  
	B 43


	[image: image1.png]


 21


辽宁省地方标准
DB 21/T XXXX—XXXX

驴冻精制作技术规程
Technical code for producing frozen Donkey semen
 FORMDROPDOWN 

（本草案完成时间：2023年8月）
 FORMDROPDOWN 

XXXX - XX - XX发布
XXXX - XX - XX实施
辽宁省市场监督管理局  发布

目次
2前言


11 范围


12 规范性引用文件


13 术语和定义


14 制作程序


25 冻精包装、保存、标识


36 冻精取用


37 冻精运输


4参考文献




前言

本文件按照GB/T 1.1—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到专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由辽宁省农业农村厅提出并归口。
本文件起草单位：辽宁省现代农业生产基地建设工程中心、辽宁省辽宁绒山羊原种场有限公司、建平县芮林牧业有限公司、阜新市绿鲜原驴肉食品有限公司。

本文件主要起草人：韩迪、豆兴堂、刘兴伟、刘海英、高月、门德财、刘欣、王泽英、陈宁、王家明、郑旭、邹丽娜、王红光、绍梦跃、聂磊。

本文件发布实施后，任何单位和个人如有问题和意见建议，均可以通过来电和来函等方式进行反馈，我们将及时答复并认真处理，根据实际情况依法进行评估及复审。
归口部门通讯地址：辽宁省农业农村厅(沈阳市和平区太原北街2号)，联系电话：024-23447862。
本文件起草单位通讯地址：辽宁省现代农业生产基地建设工程中心（沈阳市皇姑区陵园街7-1号），联系电话：024-67998986。

驴冻精制作技术规程 

1 范围
本文件规定了驴冷冻精液的技术要求，包括制作程序及方法、冻精包装、保存、标识、取用及运输等内容。

本文件适用于驴细管冻精制作，马属动物细管冻精制作可参照本规程。

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 4143-2008  牛冷冻精液

GB 5458  液氮生物容器  

NY/T 3796-2020  马和驴冷冻精液
3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1 

精子活力  semen vitality

在37℃环境下直线前进运动精子数占总精子数的百分率。

3.2

精液稀释液  semen diluent
保护精子延长其存活时间及增加精液容量的液体。

4 制作程序
4.1 采精
用假阴道法采集种公驴的精液。采精前分别用温水和灭菌生理盐水清洗公羊阴茎和包皮。安装好假阴道，用 75 % 酒精擦拭内壁进行消毒，待酒精挥发后用稀释液冲洗；注入适量的温水，水温控制在38 ℃ ～ 40 ℃ ，在内壁边缘涂抹适量的凡士林润滑剂，润滑剂忌涂深。由助手牵公驴靠近，当公驴阴茎勃起时，先用 0.1 % 高锰酸钾对阴茎进行消毒，再用软毛巾蘸温开水擦洗干净。当公驴爬跨母驴身上时，迅速将公驴阴茎导入假阴道内，切忌用手使劲握、拉阴茎，此时假阴道角度为 35 度为宜，待公畜抽动数次射精后将假阴道前端（集精杯方向）放低。

4.2 液态精液检查
使用 600 X 光学显微镜将采集的精液稀释后于 37 ℃ 下肉眼观测活力和密度，当精子活力达 70 % 以上密度达中上标准后用于制作冻精。

4.3 精液离心与稀释
4.3.1 离心稀释液的配制

蔗糖分析纯试剂110 g，加蒸馏水 1000 ml煮沸至蔗糖全部溶解。
4.3.2 冷冻稀释液配制

准确称量各配方中的基础试剂,煮沸溶解制成溶液，常温冷却后加入抗菌素和卵黄，搅拌均匀。
4.3.3 冻精稀释液准备

可直接使用商品驴冻精稀释液或自配冻精稀释液，推荐自配冻精稀释液配方：葡萄糖 1.2 g、柠檬酸 1.3 g、三羟甲基氨基甲烷 2.4 g、甘油 5 ml、卵黄 20 ml、双蒸馏水 100 ml、青链霉素各 1.0×105 IU 。称量各配方中的基础试剂煮沸溶解制成溶液，常温冷却后加入抗菌素和卵黄，搅拌均匀。

4.3.4 精液离心与稀释

原精经纱布（6～8层）过滤后，按1：1体积比例加入离心液，缓慢均匀混合后，装入离心管，在（30±4）℃ 范围内以 2000 rpm/min离心 10 min；弃去上清液后在干净的容器内按 1：1～1：2 比例加入冷冻稀释液，等温缓慢混匀。

4.3.5 降温平衡

稀释封装后的精液放入缓冲容器内，经 8～12 h ，降温至0℃～2℃。

4.4 精液冷冻

将平衡后的细管精液移至 －95 ℃ ± 5 ℃ ～ －140 ℃ ± 5 ℃ 的低温环境中,冷冻5min，然后浸入液氮中。

4.5 细管冻精解冻

将液氮中的细管冻精取出，立即浸没于 38 ℃ ～ 40 ℃ 的温水中,轻轻摆动约 20 s取出，用干净纱布擦干。

4.6 细管冻精解冻后检测

使用 600 X 光学显微镜将采集的精液稀释后于 37 ℃ 下肉眼观测活力，解冻后的活力不低于 35 % 。

5 冻精包装、保存、标识

经镜检合格后的冻精， 0.5 ml 细管冻精采用指形管包装,每个指形管中装有合格细管冻精 12 剂, 冻精包装应在 －80 ℃ 以下的温度下中操作，包装后的冻精细管棉塞端在指形管的底部，不得倒置。每 8 个指形管包装于一个布袋内，再贮存于装有液氮的生物容器内，定期添加液氮，使细管冻精始终浸没于液氮中。在冻精细管上,打印品种、驴号、生产日期（如：LXL-5609-2020.12.05 即 辽西驴 5609号公驴、2020年12月5日制作），在每个包装袋上标注驴号、解冻后活力和数量（如：1103、40%、86剂）。

6 冻精取用  

将冻精袋提升到液氮罐颈口下约 10 cm 处,再用长镊子迅速将细管冻精取出进行解冻，在颈口处操作时间应不超过 10 s ，细管冻精在液氮罐外的停留时间应不超过 3 s。如需继续取出细管冻精,则将冻精包装袋浸入液氮中,再重复以上操作。

7 冻精运输

必须使用装有超低温液体的合格生物运输容器进行运输，运输过程中要保持细管冻精始终浸在超低温液体中并保持生物容器不损坏。
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