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一、工作简况

（一）任务来源

2021年12月，中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所完成了标准草案、项目建议书等书面材料，向全国畜牧业标准化技术委员会提出申报。2022年4月9日，农业农村部农产品质量安全监管司《关于下达农业国家和行业标准制修订项目计划的通知》（农质标函〔2022〕66号）立项下达《羊人工授精技术规程》农业行业标准制定项目，项目编号202276。主要起草单位中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所、全国畜牧总站、庆阳市农业科学研究院、环县畜牧技术推广中心、环县动物疫病预防控制中心、甘肃省绵羊繁育技术推广站等。主要起草人：牛春娥、岳耀敬、赵小丽、徐振飞、靳善宁、郭婷婷、刘建斌、程胜利、李建烨、袁超、卢曾奎、郭天芬、张瑞、安雪姣、杨博辉、王鹏忠、文亚洲等。
（二）制定背景

人工授精是现代畜牧业生产中的一项重要的实用技术，是指人为地利用采精器械，采集种公畜的精液，经过显微镜检查和稀释处理后，再利用输精器械将稀释好的精液输入到母畜生殖道内适当部位，使之受孕，以代替公母畜自然本交的一种科学配种方法。人工授精技术在畜牧业中的应用始于上世纪20年代，首先是前苏联研究人员在绵羊上进行试验，随后人工授精技术迅速推广。

羊人工授精技术的优点：（1）提高优秀公羊的利用率和改良效率，减少公羊的饲养量，节省养殖成本，提高养殖效益。（2）解决了大尾巴羊本交受孕难的问题，提高受胎率和繁殖效率。（3）及时发现母羊生殖系统疾病，减少疫病的交叉感染和传播，及时淘汰无法受孕的羊，保证了养羊业健康发展。（4）采用冷冻精液人工授精，可实现异地配种，扩大配种范围等。

随着我国羊产业的发展，羊人工授精技术的应用越来越广泛，2006年，国家标准委颁布实施了强制性国家标准《山羊冷冻精液》GB 20557-2006，2018年颁布了农业行业标准《羊冷冻精液生产技术规范》NY∕T 3186-2018)，2016年“羊人工授精技术”被农业农村部列为主推技术之一，但是，由于人工授精技术的操作过程环节多，程序繁杂，每个环节对母羊的受胎率都有很大的影响。而国内也没有统一的技术规程作为指导，各养殖企业和养殖户基本上是根据自己的理解进行操作，各环节技术控制不到位，人工授精效果差异悬殊，严重影响了这两项标准的实施和羊人工授精技术在养羊生产中的推广应用。因此，制定《羊人工授精技术规程》，为强制性国家标准的实施和羊人工授精技术的推广提供技术支撑是非常迫切的。项目承担单位的绵羊资源与育种团队在肉羊杂交利用、标准化规模化养殖及产业化技术研究等方面均有突出的成绩。另外，畜牧业标准化工作也是本团队的主要研究方向，先后主持制定了多项国家和行业标准，对国家及行业标准的制定程序、编写规则非常熟悉。因此，由该团队主持制定《羊人工授精技术规程》是可行的。
（三）起草过程
1.成立起草工作小组

2022年5月，项目任务下达后，为确保项目的顺利实施，成立了《羊人工授精技术规程》标准起草小组，同时对标准起草工作进行分工，明确各自任务和职责。起草小组成员见表1。

表1 标准起草小组名单
	姓名
	工作单位
	职务/职称
	项目分工

	牛春娥
	中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所
	研究员
	项目主持人，全面负责标准制定工作

	岳耀敬
	中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所
	副研究员
	试验验证

	赵小丽
	全国畜牧总站
	正高级畜牧师
	标准起草

	徐振飞
	庆阳市农业科学研究院
	高级畜牧师
	试验验证、标准起草

	靳善宁
	环县畜牧技术推广中心
	畜牧师
	试验验证、标准起草

	郭婷婷
	中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所

	助理研究员
	试验验证、标准起草

	刘建斌
	
	研究员
	试验验证、标准起草

	程胜利
	
	副研究员
	资料查询整理

	李建烨
	
	助理研究员
	试验验证、标准起草

	袁超
	
	助理研究员
	试验验证、标准起草

	卢曾奎
	
	助理研究员
	试验验证、标准起草

	郭天芬
	
	副研究员
	资料查询整理、标准起草

	张瑞
	
	助理研究员
	资料整理、标准起草

	安雪姣
	
	助理研究员
	资料整理、标准赵蕊

	杨博辉
	
	研究员
	标准起草

	王鹏忠
	环县动物疫病预防控制中心
	兽医师
	试验验证

	文亚洲
	甘肃省绵羊繁育技术推广站
	高级兽医师
	现场试验


2.召开标准起草小组工作会，确定标准框架 

标准起草小组成立后，2022年5月底，召开了标准编制工作会，组织编制小级人员学习了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》、GB/T 20001.6-2017《标准编写规则 第6部分：规程标准》等有关标准编制技术要求的国家标准，学习了全畜标[2021]10号文-关于印发《全国畜牧业标准化技术委员会标准预审管理办法（试行）》的通知、全畜标[2021]11号文-关于印发《全国畜牧业标准化技术委员会标准终审管理办法（试行）》的通知等全国畜牧业标准委会关于标准制修订程序及管理办法，学习了GB 20557-2006《山羊冷冻精液》、NY/T 3186－2018《羊冷冻精液生产技术规程》等相关国家和行业标准，初步确定了《羊人工授精技术规程》的标准结构框架。

3.完成《羊人工授精技术规程》征求意见稿

组织起草小组人员总结多年来在羊人工授精技术方面的研究成果，并查阅了大量的文献资料和相关技术标准，调研了庆环肉羊制种有限公司、环县中盛羊业发展有限公司、甘肃省绵羊繁育技术推广站、环县黑山羊场等大型规模化肉羊养殖企业羊人工授精工作，综合研究分析后形成了《羊人工授精技术规程》草案。起草组重点对标准中精液采集、品质检查、稀释、储存以及输精等技术环节进行了反复讨论研究，筛选出最优方案，修改完善后形成了《羊人工授精技术规程》标准征求意见稿。

4.定向征求意见
2022年10月，完成《羊人工授精技术规程》征求意见稿，标准起草小组先后向中国农业科学院北京畜牧兽医研究所、吉林省农业科学院、西北农林科技大学、新疆畜牧科学院畜牧研究所、新疆畜牧科学院畜牧业质量标准研究所、农业部动物毛皮及制品质量监督检验测试中心（兰州）、河北农业大学、内蒙古农业大学、甘肃农业大学、庆阳市农业科学研究院、青海省畜牧兽医科学院、甘肃省绵羊繁育技术推广站、金昌市绵阳繁育技术推广站、肃南裕固族自治县动物疾病预防控制中心、天祝藏族自治县畜牧技术推广站、肃南裕固族自治县畜牧兽医服务中心、肃南裕固族自治县赛美奴高山细毛羊种畜繁育有限公司、肃南裕固族自治县细毛羊育种场、金昌市畜牧兽医总站、环县畜牧技术推广中心、永昌县畜牧兽医站、甘肃庆环肉羊制种有限公司、环县德华澳美肉羊良种繁育专业合作社联合社、金昌市绵羊繁育技术推广站、环县羊羔肉集团有限公司、环县大学生养羊协会等国内肉羊育种、科研、生产、推广、教学及相关质检机构等26个单位发出征求意见函27份。截止2022年12月，回函的单位数24个，没有回函的单位数2个；其中：回函并有建议或意见的单位数23个，1份无意见，收到的建议或意见98条（详见定向征求意见汇总处理表）。

标准起草小组对提出的98条意见进行了认真讨论分析，并结合生产实际，确定采纳73条，不采纳19条，部分采纳6条。并组织专家严格按照处理意见对标准征求意见稿进行了修改和完善，形成了《羊人工授精技术规程》(预审稿)及相关材料，报全国畜牧业标准化技术委员会羊业标准化工作组，申请预审。

5.预审定
2023年2月15日标准起草单位向羊业及特色畜产业标准化工作组和畜牧业标委会同时提出预审申请。3月26日，羊业及特色畜产业标准化工作组通知在北京统一组织预审。

4月12日，全国畜牧业标准化技术委员会羊业及特色畜产业标准化工作组组织专家对中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所等单位起草的农业行业标准《羊人工授精技术规程》（预审稿）进行了认真审查。专家组由王锋、马月辉、田可川、程瑾瑞、孙伟、史怀平、周占琴、李玉荣、李世恩、王春昕、刘月琴、邢怡明组成。在听取起草专家汇报的基础上，专家组审查了标准文本及编制说明，提出了“合并羊人工授精程序流程图、精液采集内容按照NY/T 3186执行、增加精液稀释和保存要求”等修改意见，同时建议标准起草单位按照上述意见和GB/T 1.1-2020要求进一步修改规范标准文本后形成公开征求意见稿，报全国畜牧业标准化技术委员会秘书处。

6.公开征求意见

标准编制小组根据预审会专家意见，对标准文本和编制说明进行了认真修改和补充，形成了《羊人工授精技术规程》公开征求意见稿，报全国畜牧业标准化技术委员会。

二、标准编制原则、主要内容及其确定依据

（一）标准编制原则

1．本标准在制定过程中严格遵循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》和GB/T 20001.6-2017《标准编写规则 第6部分：规程标准》的要求。

2．标准结构框架和指标设定符合《国家标准管理办法》等我国现行的相关法律、法规和政策要求，并与GB 20557-2006 《山羊冷冻精液》和NY/T3186－2018《羊冷冻精液生产技术规程》等相关标准相协调。

3．标准的制定立足我国羊人工授精技术的研究和应用现状，结合现行有相关国家标准及权威文献报道。以规范和指导羊人工授精技术的推广为目的，充分征求相关各方意见建议，使制定的标准在其适用范围内，内容力求完整准确，易于理解，并具有科学性、先进性和可行性，标准内容通俗易懂，便于生产操作。

4.本标准主要技术内容确定依据包括：起草单位的试验研究成果、规模化养殖企业的调研结果、相关文献报道、现行相关标准、相关部门及专家意见建议等。

（二）主要内容及其确定依据

1．程序确立

标准内容：

羊人工授精可分为鲜精人工授精和冷冻精液人工授精，其中鲜精人工授精技术程序通常包括精液采集、品质检查、稀释、保存、运输和输精等环节；冷冻精液人工授精技术程序包括冻精解冻、精液品质检查和输精等环节。羊人工授精程序流程见图1。


确定依据：

根据GB/T20001.6-2017《标准编写规则 第6部分：规程标准》中对程序确定的总体要求，综合了标准制定小组多年来羊人工授精现场操作的实际流程和逻辑关系，以及规模养殖企业调研结果，确定综合使用陈述型条款和流程图构成羊人工授精的技术的程序，以确保确立的程序阶段/步骤之间的衔接是连贯的和可操作的。

2.精液稀释、保存和运输

（1）标准内容：

7.1 稀释液准备

稀释液分为常温稀释液、低温保存稀释液，稀释液种类和配方参见附录A。

7.2 稀释

按稀释倍数将等温稀释液缓缓加入精液中，轻轻晃动，使之混合均匀，及时进行精子活力检查，如稀释前后精子活力一致，即可进行分装保存或者输精。

7.3 精液保存

将稀释后的精液装入保存管内，多层纱布包裹后放入4℃冰箱中，可有效保存48 h～72 h。精液保存管上注明种畜场名称、公羊品种、耳号、采精日期、精液剂量、密度和精子活力等。

7.4 精液运输

精液运输过程保持低温和避光，防止震动和碰撞。

（2）确定依据

① 文献查阅和分析研究

精液保存分为常温保存、低温保存和冷冻保存。常温保存是将稀释处理后的精液在15℃～25℃的条件下保存，常温保存不需要特殊的昂贵设备，操作简单，适用于精液的短时间保存，其原理是通过稀释液中的酸性物质使精液的pH降低到特定的水平，抑制精子的代谢活动，降低消耗，使精子处于可逆性的静止状态，从而延长了精子的体外存活时间。低温保存是使用低温保护性物质或防冷刺激物质的稀释液处理后置于0℃～5℃的条件下保存，低温保存可以进一步延长精液的保存时间，但操作过程相对复杂，对精子可能会产生一定的冷打击，另外还需要相应的仪器设备，该保存方法的原理是通过降低温度来抑制精子和精液中微生物的代谢和繁殖，使精子处于静止或者休眠的状态，当恢复温度时精子又逐渐恢复活力。冷冻保存是将采集到的新鲜精液经过含有抗冻保护剂的稀释液后，进行特殊复杂的处理后，投入液氮(-196℃)或者干冰(-79℃)的超低温条件下保存，该保存方法理论上可以使精液无限期保存，但操作过程更为繁琐，需要一定的技术和设备，且对精子的损伤更为明显，该保存方法的原理是快速降温，使精子穿过易受损害的冰晶温度（0℃～-60℃）区域，使精子的代谢活动停止。

精液的保存效果取决于适宜和恒定的保存温度；若温度过高，精子代谢旺盛，大量消耗能量，产生过多的ROS等有害物质，同时加速了微生物的繁殖，缩短了精子的存活时间；若温度过低，则会对绵羊的精子产生一定的冷打击，损伤精子结构。

精液稀释是指在采集来的精液中加入适宜于精子存活并能保持其受精能力的稀释液。目的是为了扩大精液的容量，提高一次射精量的可配母羊头数；并通过降低精子的能量消耗，补充适量营养和保护物质，抑制精液中的有害微生物的活动以延长精子的寿命；同时，便于精液的保存和运输，提高优良种公羊的利用效率。只有经过稀释的精液才适于保存、运输和输精，所以精液稀释是羊人工授精技术的一个重要环节。而稀释液的选择和配制则是精液稀释的关键，因为稀释液是精子的生存环境，稀释液可以为精子的代谢活动提供能量、维持渗透压的平衡、控制pH值的范围、抑制微生物的繁殖和延长精子体外保存的时间。稀释液中的各种组分均对精子的保存至关重要。

缓冲物质：随着保存时间的延长，精子代谢活动产生的酸性物质聚积，使精液环境的pH值降低，当pH值降低到一定程度时，就会对精子造成损伤，影响精液的保存效果。因此在稀释液中添加缓冲物质，以中和过多的酸性物质，维持精液pH值的稳定和精子活力，延长精液的保存时间。常用的缓冲物质包括三羟甲基氨基甲烷（Tris）、柠檬酸钠、碳酸氢钠、4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)、乙二胺四乙酸二钠(EDTA)和柠檬酸等。Tris为弱碱性，具有良好的缓冲性和渗透性，并且对细胞毒性低；HEPES是对细胞无害的氢离子缓冲物质，可以长时间保持精液pH的稳定，但价格昂贵，经常用于特殊敏感细胞的培养；碳酸氢钠和柠檬酸钠的缓冲性能较弱，但价格便宜，而且联合添加时，可以增强缓冲能力；EDTA可以与稀释液中的金属离子通过螯合作用形成稳定的络合物，避免其与顶体结合，影响精子的获能反应。

营养物质：精子主要利用糖酵解和有氧呼吸进行代谢，糖类是稀释液中给精子供能和提供营养的重要物质，蔗糖、乳糖、果糖和葡萄糖都是稀释液中常用的营养物质，除此之外，糖类还可以稳定细胞膜蛋白质、脂类复合物，起到保护精子细胞膜的作用。研究表明，乳糖的效果优于蔗糖和果糖和葡萄糖（李青旺），且糖类物质混合添加的效果要优于单一糖类的添加（毛冉）。除此之外，稀释液中添加适宜浓度的卵黄等，也可以为精子的生存提供能量，达到较好的保存效果。但是，当稀释液中添加过量的营养物质时，不仅会影响稀释液的渗透压，还会促进微生物的繁殖，影响精液的保存质量，缩短精子的存活时间。
卵黄和奶类：卵黄和奶类（包括鲜全乳、脱脂乳或纯奶粉）物质中所含的卵磷脂，其熔点比精子内的缩醛磷脂低，这样卵磷脂进入精子体内后，可以代替缩醛磷脂，在低温下不易冻结，此外，脂蛋白以及含磷脂的脂蛋白复合物也具有防止冷休克的作用，从而保护精子的生存。因此，在精液稀释液中添加蛋黄和奶类物质可以调节渗透压、降低精液中电解质的浓度、保护精子顶体和线粒体膜、防止精子冷休克等，具有维持精子活力、延长精子存活时间的作用。添加浓度以5%~20%为宜。
抑菌物质：正常情况下，公羊的新鲜精液是没有微生物的，但是在精液采集、分装和稀释过程中，不可避免的会受到微生物的污染，而且稀释液的营养物质和pH等非常适宜微生物的繁殖，从而影响精液的保存效果。因此，需要在稀释液中添加适宜种类和浓度的抗菌物质，以延长精子的存活时间。经常在精液稀释液中添加使用的抗菌物质有青霉素、链霉素、硫酸庆大霉素、抗菌肽、绿原酸等抗生素。

抗氧化物：由于精子细胞内抗氧化物缺乏，很容易受到损伤，再加上精液存放过程中，受到可见光和有氧环境的影响，加速了氧化作用，使精子质膜完整率和精子活力均易受到影响。因此，需要向精液稀释液中添加抗氧化物以减少精子的氧化损伤，延长精子的存活时间。常用的抗氧化物有SOD、褪黑素（MLT）和过氧化氢酶（CAT）等。

② 试验研究
本标准不涉及冷冻精液的制作，只涉及到常温保存稀释液和低温保存稀释液的配制。标准编制小组在查阅近年来相关的文献报道的基础上，结合标准编制小组多年的实际应用总结，进行了羊常温保存稀释液和低温保存稀释液配方的优化筛选试验。

试验用精液采集

试验公羊分别选择庆环肉羊制种有限公司南丘羊公羊3只，年龄2-3岁，健康无疾，营养状况良好。采用本标准规定的方法进行精液采集和品质检查，选择活力在75%以上的精液用于稀释液配方优化筛选试验。

稀释液配方选择

标准编制小组在查阅近年来相关的文献报道的基础上，结合多年的实际应用总结，选择了9种稀释液配方进行试验，其中第1组配方源自张柳明（牛磺酸对湖羊精液常温保存效果的研究.扬州大学，2021），第2和第3组西方源自穆秀明等（不同稀释液对杜泊羊精液液态保存效果观察.黑龙江畜牧兽医，2020），第4组西方源自曲宏伟等（阿拉善型绒山羊精液稀释液配方的筛选与优化.家畜生态学报,2018），第5组配方源自韩天龙等（羊精液稀释保存液的筛选.畜牧与兽医，2015），第6组西方源自石岩（不同稀释液对杜泊羊精液低温保存效果的研究.内蒙古民族大学，2018）。第7-9组配方源自本团队实际应用总结，以保存效果好，同时又简单易行，经济实用为原则，优化筛选的配方。
表2 9组羊精液稀释液配方

	成分
	1组
	2组
	3组
	4组
	5组
	6组
	7组
	8组
	9组

	Tris/g
	3.07
	
	
	
	
	
	
	
	

	EDTA/g
	
	
	
	
	0.12
	
	
	
	

	柠檬酸/g
	1.64
	
	
	
	
	
	
	
	

	柠檬酸钠/g
	
	3.00
	2.00
	1.40
	1.40
	1.40
	1.40
	
	

	果糖/g
	
	
	0.50
	
	
	0.75
	
	
	

	葡萄糖/g
	2.00
	3.00
	
	3.00
	3.00
	0.75
	3.00
	
	

	蔗糖/g
	
	4.00
	
	
	1.20
	
	
	
	

	乳糖/g
	
	
	
	3.00
	
	0.75
	
	
	

	棉籽糖
	
	
	
	
	
	0.40
	
	
	

	脱脂牛奶/mL
	
	
	
	
	
	
	
	100.00
	

	卵黄/mL 
	
	
	10.00
	
	10.00
	15.00
	15.00
	
	

	0.9生理盐水/mL
	
	
	
	
	
	
	
	
	100.00

	青霉素/(104U)
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	20.00
	
	20.00
	10.00
	10.00

	链霉素/(104U)
	10.00
	
	
	10.00
	
	
	
	10.00
	10.00

	蒸馏水/mL
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	
	


按表2要求称取各配方的组分物质，溶于蒸馏水中，用滤纸过滤，于110℃下高压10min，取出静置至室温备用。取新鲜洁净的鸡蛋，小心敲破蛋壳，沥去蛋清，把包有完整卵黄膜的卵黄放在洁净平皿内，用无菌注射器（去掉针头）刺破卵黄膜，缓慢抽取卵黄，加入到上述溶液中。超市购买的灭菌脱脂牛奶可直接使用。以上各组稀释液均最后加入抗生素，然后振荡混匀备用。

将经过品质检查的各品种3只公羊的精液分别进行混合，然后分别用以上9种稀释液进行等温稀释，稀释比例1：6；分别分装于平底离心管中，用多层纱布包裹后分别置于5℃和20℃的恒温箱内保存，测定稀释0小时、6小时和12小时的精子活率后，再每隔12小时镜检精子活率1次，直至精子全部死亡。

表3 不同配方稀释液对常温保存（20℃）南丘羊精子活率的影响

	时间
	1组
	2组
	3组
	4组
	5组
	6组
	7组
	8组
	9组

	0
	90.12±4.01
	89.77±6.12
	90.03±4.33
	88.99±5.78
	90.32±6.11
	89.02±6.15
	90.16±4.22
	89.97±4.78
	89.75±5.03

	6
	88.91±3.23
	86.21±4.18
	84.32±4.09
	84.35±5.01
	84.15±4.21
	82.09±3.30
	84.69±3.29
	75.25±4.18
	72.29±3.14

	12
	87.25±4.79
	82.15±5.63
	75.05±5.12
	79.05±4.51
	77.03±3.77
	68.08±3.09
	79.13±3.72
	56.73±3.71
	20.19±3.75

	24
	85.34±3.26
	78.83±4.09
	66.11±3.24
	75.02±3.74
	68.01±4.28
	29.91±4.02
	72.02±3.41
	6.09±2.01
	--

	36
	80.09±5.92
	74.99±4.01
	49.01±4.23
	70.98±3.31
	50.10±2.91
	7.23±3.07
	67.98±3.10
	--
	--

	48
	75.88±4.61
	70.08±3.95
	20.18±3.77
	62.11±3.27
	29.15±2.66
	--
	60.15±2.73
	--
	--

	60
	69.16±3.04
	61.20±3.07
	3.19±1.92
	48.28±3.53
	7.01±1.92
	--
	41.03±2.91
	--
	--

	72
	60.06±4.17
	50.05±4.81
	--
	12.91±3.21
	--
	--
	9.01±2.13
	--
	--

	84
	48.24±5.82
	19.33±3.73
	--
	0.97±0.21
	--
	--
	--
	--
	--

	96
	20.87±4.07
	2.11±1.01
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--

	108
	4.01±2.12
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--


表4 不同配方稀释液对低温保存（5℃）南丘羊精子活率的影响

	时间
	1组
	2组
	3组
	4组
	5组
	6组
	7组
	8组
	9组

	0
	90.12±4.01
	89.77±6.12
	90.03±4.33
	88.99±5.78
	90.32±6.11
	89.02±6.15
	90.16±4.22
	89.97±4.78
	89.75±5.03

	6
	87.75±3.04
	86.99±4.09
	87.94±4.18
	85.33±4.21
	88.74±4.03
	85.90±3.03
	89.23±3.09
	84.65±4.02
	81.31±3.16

	12
	85.43±4.09
	83.05±3.60
	85.65±4.12
	80.07±4.33
	86.94±3.08
	77.23±3.12
	88.73±3.01
	79.97±3.21
	72.19±3.75

	24
	82.94±3.96
	79.63±4.19
	83.41±4.21
	77.48±4.58
	84.25±4.01
	65.31±3.42
	86.78±3.52
	74.22±2.01
	60.03±3,39

	36
	80.10±4.72
	75.53±3.25
	80.91±3.09
	74.08±3.36
	82.09±3.01
	44.51±3.07
	84.65±3.09
	69.03±3.07
	46.11±2.07

	48
	75.78±4.61
	71.08±3.45
	78.02±3.72
	70.18±3.02
	78.88±2.93
	17.08±2.11
	82.15±3.23
	62.12±2.01
	30.91±2.19

	60
	71.96±3.24
	67.23±3.31
	74.03±2.73
	66.04±3.53
	74.92±2.34
	5.88±1.37
	79.41±3.29
	52.56±3.04
	11.35±2.16

	72
	66.35±4.02
	64.05±4.21
	70.07±2.04
	60.91±3.07
	70.98±2.21
	--
	76.72±3.06
	40.21±2.97
	0.93±0.31

	84
	62.37±4.32
	60.33±3.91
	64.38±4.02
	52.06±2.79
	65.72±3.74
	--
	74.23±4.01
	29.94±3.18
	--

	96
	57.43±4.08
	55.92±3.01
	60.01±4.15
	44.13±2.81
	60.03±3.06
	--
	70.09±3.62
	14.01±1.93
	--

	108
	50.82±3.84
	49.33±3.65
	53.76±3.47
	31.33±3.04
	54.13±2.75
	--
	64.32±3.01
	1.57±0.16
	--

	120
	40.01±3.73
	38.21±2.97
	40.92±3.03
	19.87±2,15
	41.22±3.96
	--
	56.87±3.93
	-
	--

	132
	29.54±2.95
	26.07±2.24
	30.02±2.91
	3.07±0.52
	30.37±2.73
	--
	43.21±2.94
	--
	--

	144
	13.75±2.72
	10.92.±1.77
	16.07±1.69
	--
	19.79±2.49
	--
	33.97±2.68
	--
	--

	156
	0.96±0.15
	--
	2.93±0.38
	--
	5.31±1.26
	--
	20.35±2.23
	--
	--

	168
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	9.91±2.10
	--
	--

	180
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	1.09±0.21
	--
	--


表5 不同配方稀释液对南丘羊精子存活时间的影响

	稀释液组合
	20℃保存条件存活时间/h
	5℃保存条件时间/h

	
	精子总存活时间
	精子有效存活时间
	精子总存活时间
	精子有效存活时间

	1组
	110.1±4.5
	66.2±3.7
	158.2±4.4
	80.3±3.5

	2组
	98.1±4.2
	54.4±3.6
	148.1±3.3
	68.1±3.7

	3组
	61.2±3.1
	25.5±2.9
	156.8±2.7
	78.2±3.1

	4组
	84.6±2.7
	43.3±3.4
	133.6±3.3
	63.4±4.1

	5组
	63.5±3.3
	27.8±2.3
	158.3±4.1
	85.1±3.2

	6组
	38.7±3.4
	12.9±4.1
	63.3±4.7
	24.2±3.3

	7组
	76.3±3.7
	40.1±3.2
	180.8±4.2
	104.3±3.7

	8组
	24.8±3.1
	8.1±3.6
	96.3±3.4
	38.2±3.1

	9组
	13.1±3.1
	7.5±3.5
	72.5±3.9
	14.3±4.3


表3是9组不同配方稀释液对常温保存（20℃）南丘羊精子活率的影响统计结果，可以看出，稀释0小时，各组配方的稀释液的精子活率均为90%左右，差异不明显；20℃条件下保存6小时后开始出现差异，但是，9组配方稀释的精子活率也均在72%以上；保存12小时后开始出现明显的差异，其中1组、2组、4组、7组稀释液24小时之内精子活率均在72%以上，而第6组降到了68.08%、第8组降到了56.73%、第9组降到了20.19。

表4是9组不同配方稀释液对低温保存（5℃）南丘羊精子活率的影响统计结果，可以看出，稀释0小时，各组配方的稀释液的精子活率均为90%左右，差异不明显；5℃条件下保存精子活率下降速度均比常温条件下缓慢，保存12小时9组配方稀释的精子活率均在72%以上；保存24小时后，除9组和6组外其它各组精子活率均在74%以上；保存48小时后，除9组、6组和8组外，其他各组外其它各组精子活率均在70%以上；其中7组稀释液保存96小时后精子活率均依然保持在70%。

另外，我们统计了各组的精子存活总时长和有效存活时长(精子活率大于等于65%时的存活时间)，从表5可以看出，20℃条件下，1组的精子存活总时长和有效存活时长都是最大的，分别为110.1±4.5和66.2±3.7，其次是2组（98.1±4.2、54.4±3.6）、4组（84.6±2.7、43.3±3.4）和7组（76.3±3.7、40.1±3.2），效果差的是9组（13.1±3.1、7.5±3.5）、8组（24.8±3.1、8.1±3.6）和6组（38.7±3.4、12.9±4.1）。5℃条件下，7组的精子存活总时长和有效存活时长都是最大的，分别为180.8±4.2和104.3±3.7，其次是5组（158.3±4.1、85.1±3.2）、1组（158.2±4.4、80.3±3.5）、3组（156.8±2.7、78.2±3.1）、2组（148.1±3.3、68.1±3.7）和4组（133.6±3.3、63.4±4.1）；效果较差的是6组（63.3±4.7、24.2±3.3）、9组（72.5±3.9、14.3±4.3）和8组（96.3±3.4、38.2±3.1）。
综合以上分析，标准编制小组认为，常温（20℃）条件下，如果是即配即用，或者稀释后6小时内完成输精，则以上9组稀释液均可选择；如果稀释后需要保存1天内输精，可以依次选择1组—2组—4组—7组—5组—3组；如果稀释后保存2天内输精，则可以依次选择1组—2组—7组—4组。低温（5℃）条件下，除9组（生理盐水组）外，其他各组稀释液均可满足低温保存24小时输精要求；如果低温保存2天以上输精，则可依次选择7组—5组—1组—3组—2组—4组；如果低温保存3天以上输精，则可依次选择7组—5组—1组—3组。1组稀释液常温保存精子有效存活时间最长（66小时），7组稀释液低温保存精子有效存活时间最长（104小时），精子活率下降缓慢，而且，该2组配方所用组份均为市场常见的耗材类物品，经济实惠，另外，1组配方中使用的三羟甲基氨基甲烷(Tris)具有热应急缓冲作用，对高温下精液保存有一定的保护作用；7组配方使用了卵黄（15%），具有冷应急缓冲作用，对低温下精液保存有一定的保护作用。因此，标准编制小组推荐1组为常温（20℃）保存精液稀释液配方（Tris3.07g，柠檬酸1.64g，果糖2.00g，青霉素10万单位，链霉素10万单位，蒸馏水100mL）；7组为低温（5℃）保存精液稀释液配方（柠檬酸钠1.40g，葡萄糖3.00g，卵黄15mL，青霉素20万单位，蒸馏水100mL）。

3．输精

（1）标准内容

9.1 母羊发情鉴定

9.1.1  公羊试情

将性欲旺盛、营养良好、健康无病的公羊作为试情公羊，其腹部绑戴试情布，按照1:40～50的比例投放到待输精的母羊群中，当母羊表现兴奋不安、摆尾、喜欢接近公羊、接受爬跨，初步确定为发情母羊。

9.1.2  阴道检查

使用开膣器检查母羊阴道和子宫颈口，若阴道黏膜肿胀、充血、表面湿润，有透明黏液渗出；子宫颈口充血、松弛、开张、有黏液流出时，即确定母羊发情。

9.2 输精时间

母羊出现发情表现时，进行第1次输精，8 h~10 h后进行第2次输精。

9.3 输精量

每只母羊的输精量以精液品质和密度来确定，以每次输入有效精子数在5000万以上为宜，原精液为0.05mL～0.10mL/次，稀释后鲜精应为0.1 mL/次～0.3 mL/次，冻精按说明操作使用。

9.4 输精程序

9.4.1凡接触精液和母羊生殖道的器具在输精操作前都应进行清洗和消毒，清洗消毒按照NY/T 3186 的规定执行。

9.4.2 输精前，将母羊前低后高保定，清洗外阴部，用一次性纸巾或消毒毛巾擦干。

9.4.3 输精人员洗手、消毒，戴好头灯和手套，将消毒好的开膣器插入母羊阴道深部，稍向外拉，轻轻转动开膣器90°，打开开膣器，找到子宫颈口。

9.4.4 将输精枪慢慢插入子宫颈口内0.5 cm～1.0 cm处后，保持输精枪位置不变，放小开膣器开张度，然后将精液缓缓注入。

9.4.5 精液输入后，取出输精枪和开膣器，轻拍母羊后臀部，然后放开母羊。

（2）确定依据

① 文献查阅

输精是羊人工授精技术的关键环节，而这个环节的关键技术点包括母羊发情鉴定、输精时间和输精量的确定以及输精操作程序，每个点对人工授精的效果都是非常关键的，本标准对这4个内容的确定主要是参照近年来出版的相关著作、发表的科技论文及相关地方标准，结合本团队多年来现场实际操作，总结提炼出而成。其中查阅文献主要有：

赵有璋等,《现代中国养羊》,2005年,金盾出版社

冯瑞林等,《羊繁殖与双羔免疫技术》,2015年,甘肃科学技术出版社

杨博辉等,《适度规模肉羊场高效生产技术》,2015年,中国农业科学技术出版

陈建明等，“羊人工授精操作要点”，2020年《畜牧兽医科技信息》

杨友，“肉羊人工授精技术要点”，2020年《现代畜牧科技》

韩天龙等，“羊人工授精的技术要点”，2015年《科学种养》

石彥东，“提高绵羊人工授精受胎率的措施”，2021年《畜牧兽医科学》

焦伟，“肉羊人工授精技术”，2021年《现代畜牧科技》

王建军等，“羊人工授精的技术要点”，2008年《畜牧与饲料科学》

郎志臣，“羊人工授精操作的工作要点”，2018年《畜牧兽医科技信息》

张志宏，“羊同期发情及人工授精技术的生产应用”，2018年《畜牧与饲料科学》

DB 15／T 1969-2020《绵羊人工授精及同期发情技术操作规程》，内蒙古自治区地方标准

DB 15／T 1708-2019《绵羊人工授精技术规程》，内蒙古自治区地方标准

DB 4114／T 156-2021《豫东波杂羊人工授精技术操作规程》河南省地方标准

DB 15／T 2042-2020《肉羊同期发情与人工授精技术规程》，内蒙古自治区地方标准

DB 13／T 5107-2019《羊人工授精技术规程》河北省地方标准

DB 34／T 3140-2018《肉羊鲜精人工授精技术规程》安徽省地方标准

DB 63／T 1606-2017《藏羊细管冻精人工授精技术规程》青海省地方标准

DB 62／T 4635-2022《羊人工授精技术规程》甘肃省地方标准

② 各关键点技术的研究确定

母羊性情鉴定方法的确定

综合以上文献报道及地方标准的内容，关于母羊发情鉴定的方法基本都分为外部观察法、阴道检查法和试情法。标准编制小组结合现场实际操作，认为外部观察法主要是看母羊的神态、精神状态及对公羊接近和爬跨的外部反应，与公羊试情法和阴道检查法相互重复，而且外部观察法费时费力，受观察者人为因素影响较大，另外，目前规模化舍饲养殖中，母羊发情的外部表现不明显等，使外部观察法的准确性受到很大影响，所以本标准关于母羊发情鉴定方法为：公羊试情法和阴道检查法。

输精时间确定

关于“输精时间”的要求，除了杨博辉等（2015年，适度规模肉羊场高效生产技术，中国农业科学技术出版社）要求在母羊开始发情后12 h~16 h第1次输精，间隔8 h~10 h进行第2次输精；冯瑞林等（2015年，羊繁殖与双羔免疫技术，甘肃科学技术出版社）要求在母羊开始发情后8 h~12 h第1次输精，间隔8 h~12 h进行第2次输精。其他15篇文献报道大部分要求母羊出现发情表现后即进行第1次输精，间隔8 h~10 h或8 h~12 h进行第2次输精。

标准编制小组研究发现，母羊的发情持续期基本为1~2天，而排卵一般是在发情持续期的中期或中后期，排卵结束后，母羊的发情表现逐渐消失。输精时间越接近排卵期其受胎率越高，也就是说输精时间应该在母羊发情持续期的中后期更有利于母羊的受胎。在发情初期，母羊的性欲表现不明显，一般当人们能够观察到母羊有发情表现时基本已经接近发情中期。另外，为了提高受胎率，一般推荐在母羊的一个发情周期至少输精2次，2次输精间隔为8 h~12 h。所以，标准编制综合以上文献资料报道结合现场操作实践和研究结果，确定本标准中母羊输精时间为：“母羊出现发情表现时，进行第1次输精，8 h~10 h后进行第2次输精”。

输精量的确定

关于“输精量”的要求，所有文献报道中的论述和要求都比较一致，基本都要求原精液(或鲜精液)0.05 ml~0.10 ml/次，稀释后精液应为0.10 ml~0.20 ml/次，冷冻精液0.10 ml~0.20 ml/次。部分文献分为阴道输精和子宫颈输精，子宫颈输精量为：原精液(或鲜精液)0.05 ml~0.10 ml/次，稀释后精液应为0.10 ml~0.20 ml/次；阴道输精量：原精液(或鲜精液)0.10 ml~0.30 ml/次。

标准编制小组根据以上文献报道中的论述及要求，结合现场操作实践，研究确定本标准关于输精量的要求为：“每只母羊输精量以精液品质和密度来确定。每只母羊的输精量以精液品质和密度来确定，以每次输入有效精子数在5000万以上为宜，原精液为0.05mL～0.10mL/次，稀释后鲜精应为0.1 mL/次～0.3 mL/次，冻精按说明操作使用”。
输精程序的确定

输精程序主要是一些规范性的操作描述，所有文献报道中的论述和要求都比较一致，标准编制小组根据以上文献报道中的论述及要求，结合现场操作实践，并采纳了部分专家的意见建议，确定了本标准中关于输精程序的规范性要求为：①凡接触精液和母羊生殖道的器具在输精操作前都应进行清洗和消毒。②输精前，将母羊前低后高保定，清洗外阴部，用一次性纸巾或消毒毛巾擦干。③输精人员洗手、消毒，戴好头灯和手套，将消毒好的开膣器插入母羊阴道深部，稍向外拉，轻轻转动开膣器90°，打开开膣器，找到子宫颈口。④将输精枪慢慢插入子宫颈口内0.5 cm～1.0 cm处后，保持输精枪位置不变，放小开膣器开张度，然后将精液缓缓注入。⑤精液输入后，取出输精枪和开膣器，轻拍母羊后臀部，然后放开母羊。
三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益

（一）试验验证的分析、综述报告

《羊人工授业技术规程》征求意见稿完成后，标准编制小组先后在甘肃省庆阳市环县组织了3期羊人工授精技术培训班，对标准的内容进行了宣贯和培训和试验验证。

培训和现场试验验证工作在庆环肉羊制种有限公司进行，试验用羊均来自该公司的能繁湖羊母羊，公羊为无角淘赛特羊、萨福克羊、南丘羊、湖羊、滩羊和子午岭黑山羊。学员均为环县各乡镇羊产业技术指导员，在培训老师的指导下，参训学员按照本标准规定的方法，从精液采集、品质检查、精液稀释、输精全程进行操作训练。培训结束后，部分乡镇参加培训的学员将在庆环肉羊制种公司采集稀释低温保存的精液带回，按照本标准规定的方法在部分合作社进行了人工授精，50天后，由县畜牧技术人员对人工授精的母羊进行了统一的B超孕检，标准编制小组对这些过程数据进行了统计，结果如表6-表7。
表6 公羊精液采集及品质检查记录表

	公羊

品种
	公羊

耳号
	采精量

mL
	颜色
	精子活力

/%
	精子密度亿个/mL

	淘赛特羊
	1801
	1.5
	乳白色
	85
	20.56

	淘赛特羊
	1957
	1.2
	乳白色
	80
	20.12

	南丘羊
	1955
	1.0
	乳白色
	83
	23.21

	南丘羊
	1985
	2.0
	乳白色
	86
	22.97

	白萨福克羊
	1133
	1.8
	乳白色
	88
	28.92

	白萨福克羊
	1104
	2.0
	乳白色
	82
	26,91

	湖羊
	900500
	2.0
	乳白色
	75
	18.12

	湖羊
	900452
	1.2
	乳白色
	78
	16.38

	滩羊
	6107
	1.5
	乳白色
	74
	19.40

	滩羊
	6134
	1.1
	乳白色
	77
	20.83

	午岭黑山羊
	5586
	1.1
	乳白色
	76
	20.17

	午岭黑山羊
	5542
	1.0
	乳白色
	78
	21.08


表7  肉羊人工授精效果统计

	羊场名
	精液保存方式
	人工授精母羊数量/只
	孕检怀孕母羊数/只
	情期受胎率/%

	
	
	
	
	

	庆环肉羊制种有限公司
	常温保存
	1500
	1275
	85.0

	庆环肉羊制种有限公司
	低温保存
	5800
	4873
	84.0

	环县西沟羊业农民专业合作社
	低温保存
	480
	388
	80.8

	邓寨子千只湖羊养殖示范合作社
	低温保存
	820
	690
	84.1

	环县宁达养殖农民专业合作社
	低温保存
	260
	198
	76.2

	环县启力养殖专业合作社
	低温保存
	120
	89
	74.2

	坪子塬养殖合作社
	低温保存
	160
	116
	72.5

	环县惠农富民种植农民专业合作社
	低温保存
	120
	85
	70.8

	环县攀荣养殖农民专业合作社
	低温保存
	100
	73
	73.0

	环县祥瑞良种养殖农民专业合作社
	低温保存
	100
	70
	70.0

	环县隆煜种养殖农民专业合作社
	低温保存
	500
	410
	82.0

	环县与时进农牧业发展专业合作社
	低温保存
	200
	158
	79.0

	大良洼古城堡忠诚合作社
	低温保存
	300
	233
	77.7

	环县真旺富民肉羊养殖专业合作社
	低温保存
	180
	134
	74.4

	环县义洲种植养殖农民专业合作社
	低温保存
	300
	208
	69.3

	环县永宁惠农养殖种植专业合作社
	低温保存
	100
	70
	70.0

	环县永宁惠农养殖种植专业合作社
	低温保存
	300
	209
	69.7


    现场实操过程，各位学员表示，该标准内容简单明了，操作性强，符合生产实际，对羊人工授精工作具有较强的指导性。参与试验验证的共有15个养殖合作社和庆环肉羊制种有限公司，其中3个合作社授精母羊为黑山羊，其他合作社均为湖羊；所用精液除了庆环肉羊制种公司同时使用了常温保存和低温保存的精液外，其他合作社均使用了低温保存48小时左右的精液。从数据可以看出，庆环肉羊制种公司人工授精羊情期受胎率最高，因为该场长期从事人工授精，技术比较熟练。另外，3个黑山羊合作社的受胎率较低，原因是这里的黑山羊一直以本交为主，第一次做人工授精，影响了受胎率。其他各合作社受胎率各有差异，但是总体效果还是较好，相信经过进一步培训和熟练后，效果会更好。

（二）技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益

我国是世界养羊大国，肉羊年存栏3亿多只，但是与发达国家相比，我国肉羊饲养管理粗放，现代化的轻简化技术普及率太低，使肉羊养殖成本高、效益低。羊人工授精技术规范的制定将有效推动羊人工授精这项高效、实用、便捷的繁殖技术全国范围内推广。

通过实施羊人工授精技术，可使种公羊的饲养量减少80%以上，母羊平均受胎率和繁殖率提高20%以上，提高了优秀种公羊的利用率，大大减少种公羊的饲养成本，提高养殖户的饲养效益。饲养1000只繁殖母羊，采用人工授精技术，只需要饲养5只种公羊，而自然本交需要饲养50只种公羊，公羊的饲养量减少45只，每只种公羊每年饲养管理费大约1500元，每年减少公羊饲养费6.75万元，母羊繁殖率提高20%，1000只繁殖母羊每年多产羔羊200只，每只断奶羔羊900元，母羊繁殖效益增加18.0万元,也就是1000只繁殖母羊的养殖场，实施羊人工授精技术可实现增效24.75万元。而且规模越大，效益越显著。

随着生活条件的提高，人们越来越重视健康需求，羊肉由于绿色、环保、污染少有利于人体健康，其市场需求越来越大，甚至出现供不应求的局面。大力推广羊人工授精技术可以大大减少羊病的传染，降低死淘率，加快杂交改良和优秀种羊的扩繁效率，提高肉羊良种覆盖率，提高养羊的经济效益和农民的收入，对肉羊产业的高质量发展和乡村振兴将会起到非常重要的推动作用，具有良好的社会效益和生态效益。
四、与国际、国外同类标准技术内容的比对情况，或者与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况

起草小组经标准查新，确定国外没有可采用的“羊人工授精技术规程”相关的标准，因此，没有进行国际、国外同类标准比对分析。
五、以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明未采用国际标准的原因

起草小组经标准查新，确定国外没有可采用的“羊人工授精技术规程”相关标准，因此，本标准不涉及国际标准。

六、与有关法律、行政法规及相关标准的关系

本标准制定过程中收集了相关的法律法规及政策措施，对标准的技术语言要素加以规范。本标准制定符合《中华人民共和国畜牧法》、《中华人民共和国防疫法》等有关法律和法规文件的相关规定。本标准相关内容的规定与现行的法律法规相辅相成，没有任何抵触和冲突。

本标准作为强制性国家标准《山羊冷冻精液》GB 20557-2006和农业行业标准《羊冷冻精液生产技术规范》NY/T 3186-2018的配套技术规程，与这两个标准的内容是协调一致，没有任何冲突。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

在制定国家标准的过程中我们也广泛征求了意见，并经过多次多层面反复磋商，未出现重大分歧。

八、涉及专利的有关说明

本标准在制定过程进行了相关专利技术的查新，并在定向征求意见的过程中进行涉及专利技术的征询，没有查到也征询到任何涉及专利的信息。

九、实施国家标准的要求，以及组织措施、技术措施、过渡期和实施日期的建议等措施建议
建议本标准作为推荐性标准发布。该标准被批准后，建议各相关部门密切配合，在财力、人力和技术等方面予以大力支持，迅速组织组织力量对相关技术人员及养殖人员进行宣贯，使其尽快掌握标准的技术内容，并在羊产业中推广应用，提高肉羊养殖效益。

十、其他应当说明的事项

本标准没有其他需要说明的事项。
合格   





图1 羊人工授精程序流程图





1 精液采集（见第5章）





3 精液稀释、保存和运输（见第7章）





5 输精（见第9章）





无害化处理





1 冷冻精液解冻（见第8章）





不合格





2 精液品质检查（见第6章） 





不合格
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4 精子活力检查（见第6章） 








