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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。 

本文件由广西壮族自治区农业农村厅提出并宣贯。 

本文件由广西畜牧业标准化技术委员会归口。 

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：谭正准、黄荣春、李辉、黄健、陈明棠、杨春艳、郑海英、覃广胜、李兆和、

鄢胜飞、韦亮源、尚江华、黄加祥、梁淦、罗华。 
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奶水牛胚胎移植操作技术规程 

1 范围 

本文件界定了奶水牛胚胎移植技术涉及的术语和定义，给出了奶水牛胚胎移植操作程序，规定了奶

水牛胚胎移植技术的供体水牛的选择和饲养、受体水牛的选择和饲养、受体水牛的同期发情处理和发情

鉴定、胚胎生产、受体水牛的胚胎移植、受体水牛的妊娠诊断等方面的操作指示，描述了操作过程信息

的追溯方法。 

本规程适用于广西壮族自治区行政区域内奶水牛的胚胎移植操作。 

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/T 5458  液氮生物容器 

DB45/T 916  水牛胚胎体外生产技术操作规程 

DB45/T 1682  水牛胚胎检测技术规程 

DB45/T 1951  水牛胚胎冷冻保存技术操作规程 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

胚胎移植  embryo transfer，ET 

将良种母畜开展活体采卵、体外受精及其他方式获得的胚胎，移植于同种的生理状态相同的母畜体

内，使之继续发育成为新个体的技术。 

 

供体水牛  donor buffalo cow 

提供卵子和胚胎的优秀繁殖母水牛。 

 

受体水牛  receptor buffalo cow 

接受胚胎（移植）的母水牛。 

 

同期发情  estrus synchronization 

使用外源激素来调控母水牛的发情进程，使之在预定的时间内集中发情和排卵。 
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黄体  corpus luteum 

水牛排卵后由卵泡迅速转变成的富有血管的腺体样结构。 

4 缩略语 

下缩略语列适用于本文件。 

GnRH：促性腺激素释放激素（gonadotropin-releasing hormone） 

PGC：氯前列醇注射液（cloprostenol injection） 

CIDR：阴道孕酮缓释栓（controlled internal drug releasing） 

5 操作流程 

奶水牛胚胎移植技术流程见图1。 

 

图1 奶水牛胚胎移植技术流程图 

6 技术操作 

一般原则 

6.1.1 供体和受体母水牛为同一属种。 

6.1.2 供、受体母水牛发情时间相差不超过 24
 
h。 

供体水牛的选择和饲养 

6.2.1 供体水牛的选择 

6.2.1.1 供体水牛选择年龄在 14月龄到 10岁之间。 

 

供体水牛的选择和饲养（见 6.2） 

胚胎生产（见 6.5） 
 

受体水牛的胚胎移植（见 6.6） 

受体水牛的妊娠诊断（见 6.7） 

受体水牛的选择和饲养（见 6.3） 

受体水牛的同期发情处理和发情鉴定（见 6.4） 
 

胚胎冷冻（见 6.5.3） 
 

胚胎检测（见 6.5.2） 
 

胚胎制作（见 6.5.1） 
 

胚胎解冻（见 6.5.5） 
 

胚胎贮存和运输（见 6.5.4） 
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6.2.1.2 供体水牛品种优良、生产性能好，具有较高的育种价值。 

6.2.1.3 遗传性能稳定、谱系清楚、没有流产史、产后 90
 
d以上，有两次以上正常发情记录。 

6.2.1.4 体质健壮、繁殖机能正常，无遗传和传染性疾病。 

6.2.1.5 生殖器官正常，无阴道炎、子宫内膜炎、卵巢囊肿等疾病。 

6.2.2 供体水牛的饲养 

6.2.2.1 供体水牛饲养在相对固定栏舍内，密度适中，环境卫生好，饮水清洁卫生。 

6.2.2.2 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。 

6.2.2.3 采卵前 2周，避免疫苗注射和转群应激。 

受体水牛的选择和饲养 

6.3.1 受体水牛的选择 

6.3.1.1 受体水牛选择年龄在 24月龄至 6周岁。 

6.3.1.2 有正常的发情周期，无繁殖机能疾病，经检疫无传染疾病，健康、营养状况良好。 

6.3.1.3 经产水牛分娩在 90
 
d以上，产犊性能和哺乳能力良好，无流产史。 

6.3.1.4 配种两个情期以上的难孕母水牛不作为受体。 

6.3.2 受体水牛的饲养 

6.3.2.1 受体水牛单独组群、编号、饲养，保持环境相对稳定，避免应激反应。 

6.3.2.2 受体水牛在移植前 5周，注射维生素 ADE针剂，补充微量元素，如硒、锌等。 

6.3.2.3 受体水牛在移植前 7周开始补饲，加强饲养管理。 

6.3.2.4 妊娠受体水牛在饲喂全价日粮饲料基础上，要补充矿物质和维生素，产前 3 个月适当限制能

量摄入，加强舍外运动，保证胎儿的正常发育，避免难产。 

受体水牛的同期发情处理和发情鉴定 

6.4.1 同期发情处理 

同期发情处理之前先对受体水牛进行直肠触摸和B超检查，检查卵巢是否有周期性黄体，一般取第

5
 
d、6

 
d、7

 
d黄体的受体水牛做胚胎移植。同期发情处理可选用下列方法之一。 

—— GnRH+PGC+GnRH法： 

• 第一次注射：在发情周期的任意一天（除发情当日）肌肉注射GnRH100
 
ug/头，以肌肉注

射GnRH之日为0
 
d； 

• 第二次注射：在第一次注射后第7
 
d，一次性肌肉注射PGC(0.4～0.6)

 
mg/头； 

• 第三次注射：第9
 
d再次肌肉注射GnRH100

 
ug/头； 

• 第10
 
d～13

 
d观察发情，第15

 
d～17

 
d对黄体合格的水牛进行胚胎移植。 

—— CIDR+PGC法： 

• 在发情周期的任意一天放入CIDR栓（CIDR+维生素ADE 10
 
mL/头），放CIDR栓日定为0

 
d； 

• 在第9
 
d取出CIDR栓，并肌肉注射PGC(0.4～0.6)

 
mg/头；第11

 
d观察发情；第15

 
d～17

 
d对

黄体合格的水牛进行胚胎移植。 
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6.4.2 发情鉴定 

6.4.2.1 外部观察法 

观察母水牛性欲和外阴部变化。如母水牛相互爬跨，外阴部有较多黏液或后躯粘有黏液的痕迹，鸣

叫、不安，食欲减退、奶量减少等。 

6.4.2.2 阴道检查法 

检查阴道、子宫颈和粘液变化。 

6.4.2.3 直肠检查法 

触摸卵巢大小和卵泡发育情况。通过检查受体水牛的发情、排卵、生成新黄体情况，判断胚胎移植

时间，并做好记录。 

胚胎生产 

6.5.1 胚胎制作 

采用水牛胚胎体外生产技术，包括：卵母细胞采集、卵母细胞的体外成熟、精子的体外获能和精卵

体外受精、早期胚胎的体外培养、胚胎的形态学鉴定等环节，具体操作按DB45/T 916的规定进行。 

6.5.2 胚胎检测 

按DB45/T 1682的规定进行。体外生产的早期囊胚、囊胚或扩张囊胚，根据其形态、结构和发育能

力划分胚胎质量，分为A、B、C和D四级： 

—— A级：胚胎的发育阶段与预期的发育阶段一致。胚胎形态完整，轮廓清晰，呈球形，分裂球

大小均匀，结构紧凑，色调和透明度适中，胚胎细胞团呈均匀对称的球形，透明带光滑完

整，厚度适中，不规则的细胞相对较少，变性细胞比例少于 10％； 

—— B级：胚胎的发育阶段与预期的发育阶段基本一致。胚胎形态较完整，轮廓清晰，色调及细

胞密度良好，透明带光滑完整，厚度适中，存在一定数量大小和形状不规则的细胞或细胞

团，有一定数量细胞的颜色明暗不一、密度不均匀，变性细胞比例为 10％～20％； 

—— C级：胚胎的发育阶段与预期的发育阶段不一致。胚胎形态不完整，轮廓不清晰，色调发

暗，结构较松散，游离的细胞较多，变性细胞比例为 20％～40％；  

—— D级：胚胎的发育阶段与预期的发育阶段不一致，包括退化的胚胎、未受精卵或 1-细胞胚胎

及 16-细胞胚胎以下的受精卵。内细胞团有较多碎片、轮廓不清晰、结构松散，变性细胞比

例高于 40％，为不可用胚胎。 

6.5.3 胚胎冷冻 

按DB45/T 1951的规定进行。将装好胚胎的冷冻细管装入加好液氮的程序化降温仪内，棉塞一头朝

上或者朝外，以4
 
℃/min的速率降至-7

 
℃，用镊子缠好灭菌棉，浸入液氮，迅速接触细管棉塞和冷冻液

的交界面进行植冰。植冰后在-7
 
℃平衡5

 
min，以0.3

 
℃/min的降温速率降至-36

 
℃后，将细管投入液氮

内。 
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6.5.4 胚胎贮存和运输 

6.5.4.1 贮存冻胚和液氮的生物容器均不可叠放。用液氮生物容器贮存时，细管完全浸没到液氮中。

液氮容器应符合 GB/T 5458的规定。 

6.5.4.2 移动液氮生物容器时，轻拿轻放，防止冲撞、震动和倾倒。 

6.5.4.3 运输时，有专人负责，途中及时检查和补充液氮。运输过程中注意防挤压、防冻、防雨淋、

防晒、通风散热。具体操作按 DB45/T 1951 的规定进行。 

6.5.5 胚胎解冻 

按DB45/T 1951的规定进行。从液氮中取出装有胚胎的细管，空气浴6
 
s后32

 
℃～35

 
℃水浴10

 
s，用

消毒纸擦干细管，再用半干的酒精棉球擦拭细管表面，晾干，剪开细管封口端（如用细管塞封口的则拔

出即可），细管棉塞端朝里装入移植枪供移植，并在解冻后30
 
min内完成移植。 

受体水牛的胚胎移植 

6.6.1 移植方法 

采用非手术法移植。通过直肠把握子宫角的方法用移植枪将胚胎移入有黄体侧的子宫角内。 

6.6.2 材料和设备准备 

包括但不限于保温箱、胚胎移植枪、移植枪塑料硬外套管、隔离无菌软外套、长臂手套、碘酊棉球、

剪毛剪、70％酒精棉球、无菌纸、生理盐水棉球。 

6.6.3 黄体判定  

胚胎移植前一天或移植当天，对发情正常的受体水牛进行直肠检查，根据黄体的大小、弹性、突出

状况确定是否合格，只对黄体合格（A、B级）且黄体所处的时期与胚龄一致的受体水牛移植。水牛胚胎

移植时（排卵第5±1天）的黄体级别判断参见附录A表A.1。 

6.6.4 移植时间的确定 

根据受体水牛排卵时间和移植前黄体检查结果，判定最终移植时间。原则上要求黄体日龄与胚龄同

步。如不能同步，二者排卵时间差小于1天。奶水牛胚胎移植时间的选择见表1。 

表1 奶水牛胚胎移植时间的选择 

胚龄与受体水牛的排卵

时间差天数 
 -1 0 +1 

排卵时间 
早 移植 移植 移植 

晚 移植 移植 不移植 

6.6.5 胚胎移植操作 

6.6.5.1 将受体水牛固定于保定架内，清洗消毒受体水牛的外阴部。 

6.6.5.2 对照供体水牛采胚记录表和合格受体水牛的发情记录，受体水牛和胚胎胚龄相吻合。 

6.6.5.3 按 6.5.5 解冻胚胎。 

6.6.5.4 将胚胎装入 0.25
 
mL塑料细管。 
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6.6.5.5 细管装入移植枪，移植枪的前端保持无菌。 

6.6.5.6 把装有细管的移植枪套上移植硬外套，再套上无菌隔离外套。 

6.6.5.7 采用直肠把握法将移植枪插入阴道，穿破软外套，移植枪把胚胎送到合格黄体侧子宫角的大

弯处，推出胚胎，缓慢地抽出移植枪。 

受体水牛的妊娠诊断 

在胚胎移植30
 
d～40

 
d后用B超对受体水牛进行早期妊娠检查，第60

 
d～90

 
d用直肠检查，确定妊娠

与否。 

7 档案记录 

档案记录内容包括但不限于： 

—— 超数排卵、入工授精和胚胎采集记录； 

—— 胚胎质量鉴定与分级的记录及照片； 

—— 胚胎冷冻与保存记录； 

—— 受体胚胎移植记录； 

—— 妊娠检查的记录以及供体和受体的饲养管理记录等。 

记录档案保存 2年以上。 
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附 录 A  

（资料性） 

受体水牛排卵第（5±1）天黄体级别 

表A.1给出了受体水牛排卵第（5±1）天黄体级别判定和选择的参考依据。 

表A.1 受体水牛排卵第（5±1）天黄体级别 

牛品种 黄体判定参考标准 

奶水牛 

A 级：黄体明显突出卵巢表面，顶部有冠状开口（呈火山口样），直径约 1.5
 
cm，弹性好。 

B 级：黄体突出卵巢表面，直径约 1.2
 
cm，弹性适中。 

C 级：黄体不突出，直径＜1.0
 
cm，硬、弹性差；直径＞1.0

 
cm，但突出不明显或不突出，质

地过软，弹性差。 

注： C级以下（含C级）或有大卵泡同时存在者不宜移植。 
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