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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提出。

本文件由全国伴侣动物（宠物）标准化技术委员会（TC541）归口。

本文件起草单位： 

本文件主要起草人： 

犬精液品质检测技术规范

范围

本文件规定了犬精液的要求、外观检查、采精量检查、精子浓度检查、精子活力检查和精子畸形率检查。

本文件适用于犬的精液实验室检测操作。

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。

无。

术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

精液  semen

由精子和精清两部分组成的雄性生殖器外分泌物。

采精量  ejaculate volume

公犬一次采精时排出的精液量。

精子浓度  sperm concentration

单位体积精液中的精子数，单位为108个每毫升。

    精子活力 sperm motility

在37℃下前进运动精子占总精子数的百分率。

精子畸形率 abnormal sperm percentage

畸形精子数占总精子数的百分率。

 精液质量要求

外观

精液颜色应呈乳白色，无脓性分泌物，无皮毛等异物。
采精量

采集到的精液量应≥3mL。

精子浓度

检测到精子浓度应≥0.5亿/mL。
精子活力

检测到精子活力应≥70%即（≥0.7）。
精子畸形率

检测到精子畸形率应≤20%。
外观检查

可采用目测法对精液外观进行检查。

采精量检查

主要器材

采精管、电子秤。

检查方法

采用称量法检查。采集公犬第二部分精液，用电子秤称量其重量。

计算

精液质量除以精液的密度即为采精量，应按式（1）计算：

[image: image1.png]1.01



                        (1)

式中：

V —— 采精量，单位为毫升（mL），计算结果保留小数点后两位;

m1—— 采精管和精液的重量，单位为克（g）;

m2—— 采精管的重量，单位为克（g）。
精子浓度检查

主要器材

血球计数板、移液器、小试管、计数器、显微镜或电视显微装置、滴管、3.0%氯化钠溶液。

检查方法

应采用血球计数板法检查。具体操作要求和步骤如下;

用移液器准确吸取20μL样品，使用 3.0%氯化钠溶液0.38mL与其混合均匀，使之成为20倍稀释的稀释精液；

将备好的血球计数板用血盖片将计数室盖好，用小吸管吸取一滴于血盖片边缘，使之自行流入计数室，均匀充满，不宜有气泡或厚度过大，

在显微镜下观察计数。

计算

精液浓度计算见公式（2）。每样品应观察上下两个计数室，取平均值，如两个计数室计数结果误差超过5%，则应重检。

精子浓度=5个中方格中的精子数╳ 5（即计数室25个中方格的总精子数）╳ 10（1mm3内的精子数）╳ 1000（每毫升精液的精子数）╳ 20（稀释倍数）                              （2）

公式（2）可简化为公式（3）：

[image: image3.png]p = NX10°



           (3)
式中：

ρ —— 精子浓度，单位为个每毫升，计算结果保留小数点后两位；

N —— 5个中方格的精子数，单位为个。
精子活力检查

主要器材

显微镜或显微电脑装置、恒温水浴箱、试管、载玻片、盖玻片、显微镜保温箱或恒温装置、移液器等。

检查方法

检测要求及操作步骤如下：

取约10μL精液（冻精分别直接置于37℃水浴中解冻后取样）置于载玻片上加盖玻片；

立即在载物台温度保持37℃的情况下用200倍～400倍显微镜观察活力，也可通过电视显微装置在荧光屏上观察活力；

每样片观察3个视野，并应观察不同液层的精子的运动状态，进行全面评定。

计算

三个视野活力评价值的平均数应按式（4）计算：

                        [image: image4.png]nl+n2+n3
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              (4)

式中：

M —— 活力，%，计算结果保留小数点后两位；

n1 —— 第一视野活力，%；

n2 —— 第二视野活力，%；

n3 —— 第三视野活力，%。

精子畸形率的检查

主要器材

显微镜、载玻片、血球分类计数器、小吸管、蒸馏水、姬姆萨染料、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、甲醛、甲醇、甘油，所用试剂均为AR级。

溶液配制

实验所需溶液配制要求应参考附录A。

制片

允许同时使用精子活力检查样品。

抹片：取精液一滴，滴于载玻片一端，用另一边缘光滑的载玻片与有样品的载玻片呈35°夹角，将样品均匀地拖布于载玻片上，自然风干（约5min），每样品制作两个抹片。

固定：在已风干的抹片上滴上1.0mL～2.0 mL中性福尔马林的固定液，固定15min后用清水缓缓冲去固定液，吹干或自然风干。

染色

将固定好后的抹片反扣在带有平槽的有机玻璃面上，将姬姆萨染料滴于槽和抹片之间，让其充满平槽并使抹片接触染液，约1.5h后用清水缓缓冲去染液，晾干待检。

镜检

将制备好的抹片在显微镜（400～600倍）下观察，每个抹片观察200个以上的精子（分左、右两个区），取两片的平均值，两片的变异系数不得大于20%，若超过应重新制片。

计算

精子畸形率应按式（5）计算：
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                    （5）
式中：

A —— 精子畸形率，%，计算结果保留小数点后两位；

A1 —— 畸形精子数，单位为个；

S —— 精子总数，单位为个。


精子畸形率检查实验溶液配制

A1磷酸盐缓冲液

磷酸二氢钠（NaH2PO4•2H2O）                0.55g

磷酸氢二钠（Na2HPO4•12H2O）               2.25g

双蒸馏水定容至100mL。

A2中性福尔马林固定液

40%甲醛HCHO（使用前经碳酸镁中和过滤）   8.0 mL

磷酸二氢钠（NaH2PO4•2H2O）               0.55g

磷酸氢二钠（Na2HPO4•12H2O）              2.25g

用0.89%氯化钠约50.0mL溶解后加入8.0mL中和后的甲醛，再加0.89%氯化钠溶液定容至100mL。

A3姬姆萨原液

姬姆萨染料                              1.0g

甘油[C3H5(OH)3]                          66.0mL

甲醇（CH3OH）                           66.0mL

姬姆萨染料放入研钵中加少量甘油充分研磨直至无颗粒为止，然后将甘油全部倒入并放入恒温培养箱中保温继续溶解4h，再加甲醇充分溶解混匀，过滤后贮存于棕色瓶中待用，贮存时间越久染色效果越好。

A4姬姆萨染液

姬姆萨原液                              2.0mL

磷酸盐缓冲液                            3.0mL

蒸馏水                                  5.0mL

现配现用。

_______________________
