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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
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本文件由广西壮族自治区农业农村厅提出、归口并宣贯。

本文件起草单位：广西壮族自治区水牛研究所、广西皇氏赛尔生物技术有限公司。

本文件主要起草人：覃广胜、黄荣春、谭正准、黄 健、李 辉、韦亮源、陈明棠、黄加祥、钟华配、

李兆和、杨春艳、郑海英、尚江华。
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奶水牛活体采卵操作技术规程

1 范围

本文件界定了奶水牛活体采卵涉及的术语和定义，规定了供体牛的选择和饲养、采卵频率、采卵前

准备、采卵操作、采卵后操作、采集卵母细胞资料记录等方面的操作指示，描述了操作过程信息的追溯

方法。

本规程适用于奶水牛的活体采卵技术的规范化操作。

2 规范性引用文件

本文件没有规范性引用文件。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

活体采卵 ovum pick-up

卵母细胞的活体采集技术（简称活体采卵）是借助超声波或内窥镜观察，直接从活体母牛卵巢上抽

取卵母细胞的技术，通过体外受精技术进行体外成熟培养，可生产大量系谱明确的胚胎。

3.2

供体水牛 donor buffalo

提供卵母细胞的母水牛称为供体（良种）。

4 供体水牛的选择和饲养

4.1 供体水牛的选择

选择年龄在2.5～10岁之间、品种优良、生产性能好、遗传稳定、谱系清楚，且生殖器官发育正常，

尤其是卵巢饱满富有弹性，周长半径约2cm以上，卵巢韧带够长，无阴道炎、子宫内膜炎、卵巢囊肿等

疾病，体质健壮、繁殖机能正常，无遗传和传染性疾病的母水牛。

4.2 供体水牛的饲养

4.2.1 供体水牛饲养在相对固定栏舍内，密度适中，环境卫生好。

4.2.2 活体采卵前 5 周，加强饲养管理，在饲料中添加多维（包括维生素 A、D、E）和微量元素，剂

量参见产品说明。

4.2.3 饮水清洁卫生。

4.2.4 采卵前 2 周，避免疫苗注射和转群应激。
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5 采卵频率

处于空怀期或怀孕后1～3月内的奶水牛，每周采卵2次，中间间隔3d。同一批牛连续采卵最好不超

过3个月。

6 采卵前准备

6.1 仪器设备

B 型超声波显像仪、7.5 MHz/5.0 MHz 扇形阴道扫描探头、18G 采卵针（针长 60 cm，管长 120 cm）、

真空泵、恒温槽、50 mL 卵泡液收集管、保定架、器械车、长臂手套、绑牛尾巴绳、毛巾、镊子、酒精

棉球、碘酊棉球等。

6.2 药品和试剂

6.2.1 消毒液：0.1％新洁尔灭。

6.2.2 润滑液：凡士林、液体石蜡。

6.2.3 超数排卵药物：促卵泡生成素。

6.2.4 促黄体溶解：氯前列醇。

6.2.5 麻醉药：普鲁卡因、静松灵、鹿眠宁等。

6.2.6 苏醒药：鹿醒宁。

6.2.7 采卵液：磷酸盐缓冲液(DPBS)+3％胎牛血清+100μg/mL 青霉素+60mg/mL 链霉素+10IU/mL 肝素。

6.3 供体水牛的准备

6.3.1 将供体水牛固定到保定架内。

6.3.2 根据供体水牛个体差异、应激敏感程度选择是否麻醉，麻醉方式有局部麻醉和全身麻醉两种。

6.3.3 在母水牛受应激反应小，但进行活体采卵时，臀部容易左右摆动，且爱甩动尾巴，直肠强直收

缩，影响卵母细胞取出的情况下采用局部麻醉，宜选择 3％普鲁卡因荐尾间隙硬膜外传导麻醉，具体步

骤为：

a) 先将尾下拉活动，尾根背侧出现小凹陷处即荐尾间隙；

b) 用 5％碘酊棉球对荐尾间隙进行局部消毒，再用 75％酒精脱碘；

c) 抽取 3％普鲁卡因剂量 2 mL～3 mL，视牛身材体况而定；荐尾间隙硬膜外局部传导麻醉选用灭

菌 9#长针，注射器可选用 5 mL 或 10 mL 一次性注射器；

d) 先用针头对准荐尾间隙，找好下针位置穿刺，针头与尾部呈直角，刺到硬膜外腔内；

e) 将针管接到针头上，先回抽注射器芯，观察有无回血，无回血时将麻醉剂慢慢推入；

f) 判断麻醉效果是否有效，以牛尾部完全松弛、肛门及会阴部轻触不收缩为准。

6.3.4 在母水牛性情狂躁，受应激反应过大，极为不配合，或经过局麻仍无法进行操作的情况下采用

全身麻醉，宜选择肌肉注射 5％静松灵小剂量镇静，具体步骤为：

a) 调好注射器，根据个体差异、敏感程度选择适宜剂量，抽取 5％静松灵 0.3 mL～1.0 mL；

b) 先在牛只颈侧或臀部消毒注射部位，取下针头后，准确迅速地刺向预定部位；

c) 待牛安静后，接上注射器，将药液推入，再次消毒；

d) 用药后 8min～10min 出现药物作用，15min 内表现药物主要作用，动物安静，肌肉轻度松弛，

行动缓慢，舌拉出口腔外还能回缩，口腔湿润，少量流涎，反射迟钝，绝大多数能站立，人
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可接近并接受触摸，痛觉减弱，个别牛只也能自行卧地，胸卧，头颈前伸下垂，卧地 10 min

左右又自行起立，维持时间 1 h～2 h。

6.4 采卵器械调试

6.4.1 将 B 型超声波仪装至器械车上，推至保定架后方，接通电源（220 V)，调好真空泵汞柱压力 40

mmHg～50 mmHg。

6.4.2 把预先分装好的采卵液(每头母牛 30 mL～50 mL)和 1 个空的 50 mL 卵泡液收集管放入（38±

0.5） ℃恒温装置中。

6.4.3 将采卵针及连接胶管从消毒包中取出，采卵针安放于探头上的枪套卡槽内，胶管的另一端连接

收集管，然后用采卵液通洗待用。

6.5 采卵人员准备

采卵技术人员要磨平指甲，带上长臂手套，涂上润滑油。

7 采卵操作

7.1 掏净供体牛直肠中的粪便，先用自来水洗干净后躯和外阴部，再用 0.1％新洁尔灭消毒，最后用

干净的毛巾擦干。

7.2 操作者右手伸入直肠固定右侧卵巢。

7.3 左手将安装有采卵针的探头慢慢插入阴道，直抵阴道穹隆，把探头放在穹窿的右侧。

7.4 右手将卵巢牵引紧贴在探头前端，这时 B 型超声波仪的监视器上显示出卵巢图像，前后左右翻转

卵巢，确定卵泡数，调整卵巢和探头位置，使卵泡位于穿刺导引线上。

7.5 当卵泡清晰位于穿刺导引线上时，操作者向前推动探头上的采卵针穿刺卵泡，并同时用脚踏开关

启动真空泵，一般采用 40mm～50mm 汞柱压力，从监视器上可观察到被抽吸卵泡的图像缩小，形态变得

不规则，直至卵泡液被抽取干净后，卵泡图像消失，退出采卵针。

7.6 用含有肝素的 PBS 液冲洗采卵针及导管，卵泡液和冲洗液一同放入收集管。

7.7 对右侧卵巢上 2 mm 以上卵泡进行穿刺。

7.8 换另一侧卵巢用同样方法进行卵泡穿刺抽吸卵泡液。

7.9 在抽吸卵泡过程中，每抽吸 1～2 个卵泡，用抽卵液冲洗 1 次采卵针及连接胶管，防止血液凝固在

其中，影响继续穿刺和回收的卵母细胞。

7.10 一头供体牛采卵结束后，尽快将卵泡液收集管送入实验室进行检卵和分级。

8 采卵后操作

采卵结束，将牛放出保定架，对全身麻醉后的牛注射与静松灵同等剂量的鹿醒宁，并做好环境清洁

卫生。

9 操作档案

档案记录内容包括可视卵泡情况、活体采卵实验室回收卵母细胞情况等，采集卵母细胞资料记录内

容见附录A。档案保存3年以上。
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附 录 A

（规范性）

采集卵母细胞资料记录表

A.1 活体采卵可视卵泡情况记录

在活体超声波引导穿刺采卵时需记录可视卵泡情况，记录表格见下表A.1。

表 A.1 活体采卵可视卵泡情况记录表

日期：

牛号 卵巢 大 中 小 备注

A.2 活体采卵实验室回收卵母细胞情况记录

实验室回收卵母细胞，需将检卵和分级情况记录，记录表格见下表A.2。

表 A.2 活体采卵实验室回收卵母细胞情况记录表

日期： 室外温度：_______℃

牛号

(品种）
活采批次 操作者 卵泡数

回收卵母细胞

≥3层 2层 1层 裸卵 网状 空带 小计

好 差 好 差 好 差 好 差 好 差

合计
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