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猪冷冻精液生产操作规程

1. 范围

本文件规定了猪冷冻精液生产与保存的基本要求和技术要求，包括精液采

集、稀释液配制、品质检查、精液冷冻、解冻后品质检测、冻精包装、储存及运输

等内容。

本文件适用于猪冷冻精液生产。

2. 范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的

引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标

准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。

凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

GB/T 4143-2022 牛冷冻精液

GB/T 5458-2012 液氮生物容器

GB/T 23238-2021 种猪常温精液

GB/T 25172-2020 猪常温精液生产与保存技术规范

GB/T30396-2013 牛冷冻精液包装、标签、贮存和运输

NY/T 1234-2018 牛冷冻精液生产技术规程

NY/T 2077-2011 种公猪站建设技术规范

DB41/T 2371-2022 猪冷冻精液生产技术规范

3. 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1 种公猪（breeding boars）

体型外貌和性能质量符合种用标准要求的公猪。

3.2 采精器（semen collection instrument）

模拟母猪阴道环境条件的采精工具。由外壳、内胎、漏斗、集精管等组成。

3.3 采精（semen collection）

用人工模拟且有自然交配感的工具,以获得公猪精液的方法。

3.4 采精量（volume per ejaculate）

公猪一次采精时排出的精液量。
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3.5 精子密度（sperm concentration）

单位体积精液中的精子数。单位为亿个每毫升（×108cells/mL）。

3.6 精子活力（sperm motility）

在 37 ℃环境下前进运动精子占总精子数的百分率。

3.7 畸形率（malformation rate）

在 37 ℃环境下畸形精子占总精子数的百分比。

3.8 菌落总数（aerobic plate count）

每剂量精液在一定条件下培养后观察到的微生物菌落总数。

3.9 细管（straw）

用于分装精液的聚乙烯复合材料的塑料管。

3.10 冷冻精液（frozen semen）

经特殊方法处理经超低温冷冻并可在液氮中（-196 ℃）长期保存的精液，

简称冻精。

4. 基本要求

4.1 种公猪

种公猪来源于取得省级《种畜禽生产经营许可证》的原种猪场，具有三代以

上完整系谱和性能测定记录，遗传评估优良、健康无病符合种用要求。从国外引

种需符合国家有关规定。

成年公猪宜每周采精二次至三次，青年公猪宜每周一次至二次。

4.2 原精液

原精液外观要求呈乳白色，颜色均匀一致。气味略带腥味，无异味。采精量

要求大于等于 100 mL，精子活力大于等于 70%，密度大于等于 1亿个每毫升，精

子畸形率小于等于 20%。

4.3 操作环境

采精室要求使用面积不小于 12 m2，有控温、控湿、通风换气和消毒设施设备，

采精架牢固、可升降；室内应配置防护栏，地面防滑，与采精准备室相通；与精液

生产室之间应有精液传递窗。

精液生产室要求使用面积不小于 20 m2，有控温、控湿、通风换气和消毒设施

设备，窗户有窗帘。配备更衣间。
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精液质量检测室要求使用面积不小于 10 m2，有控温、控湿、通风换气和消毒

设施设备，窗户有窗帘。

4.4 仪器与设备

4.4.1 仪器设备的配置应满足附录 A的要求。

4.4.2 仪器设备运行正常，定期进行维护保养。

4.4.3 计量仪器(电子天平、恒温箱等)、超纯水仪、恒温热台、高压锅等应定期校

准与维护保养。

4.4.4 用品、器具等应按照 NY/T 1234-2018

附录 A中的规定进行清洗和消毒：

a）玻璃器皿首次使用需要使用自来水冲洗后放人 5%稀盐酸中浸泡 12 h，取

出后立即用自来水冲洗；再在加有洗涤剂的温热水中进行刷拭；然后，用自来水

冲洗干净；最后，用蒸馏水冲洗，直至器皿光亮、无水滴附着为止。洗净的玻璃器

皿用锡箔纸封口后送入消毒灭菌设备，按操作说明书进行干燥、消毒、灭菌后待

用。使用过的玻璃器皿用自来水冲洗；遇有污物或油垢不易清洗的器皿，放入重

铬酸钾洗液中浸泡数小时，取出后立即用自来水冲洗，后续步骤同上。

b）采精器首次使用或使用后，用水冲去表面污物后在加有洗涤剂的温热水

中用长毛刷刷洗，然后用水冲洗干净，再用蒸馏水逐个冲洗。将洗净的采精器堆

放在架子上，其上覆盖两层清洁纱布，晾干后用长柄镊子夹 75%酒精棉球由内向

外旋转彻底消毒内胎和三角漏斗，待酒精挥发后备用。如发现内胎漏气、漏水或

皱折，应及时更换或整理。

c）载玻片、血盖片使用后立即浸泡于水中，洗净后用柔软的布擦拭干净备用。

d）纱布清洗干净经高压灭菌后待用。

e）其它器具，如：金属镊子、止血钳、药匙、胶塞和吸管胶头等，使用 75%酒

精擦拭消毒，待酒精挥发尽后方能使用。细管、冷冻架使用前用紫外线消毒 30

min。

5. 猪冷冻精液生产

配制稀释液用水应为新鲜无菌的蒸馏水、重蒸水或超纯水。稀释液所用化学

试剂应为分析纯以上级别，所用卵黄应来源于无特定病原体鸡场的新鲜鸡蛋，配

制方法见附录 A。稀释液配制需现用现配，化学试剂需精确称量（精确至万分位），
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配制稀释液灭菌容器需要进行标记，配制完成后需在瓶上标记日期、名称、保存

时间等。

使用商品试剂盒应严格按照使用说明书的要求操作。

6. 品质检查

精液品质检查按照附录 D中的规定执行。

7. 精液冷冻

7.1 预稀释及平衡

经过质量评估合格的精液，用等温预热且与精液温度一致的预稀释液（配制

见附录 B）按照 1：1～1：1.2比例稀释，稀释后的精液于室温（25 ℃）静置 1小

时，转入 17 ℃恒温冰箱，平衡 2~3 h。

7.2 精液预处理后离心

称量离心瓶重 w0（g），将离心瓶预冷至 17 ℃，然后将 17 ℃平衡好的精液

装入离心瓶进行离心（17 ℃条件下，800×g离心 10 min），弃上清液，称重w1（g）。

7.3 精液处理后进行4 ℃平衡

用 17 ℃预冷的冷藏保护液（I液）（配制见附录 B）重悬精子，重悬后将离

心瓶置于盛有 17 ℃水的 500 mL烧杯中，于 4 ℃冰箱或低温操作柜中缓慢降温

至 4~5 ℃（2.5~3 h）。按 2：1加入冷冻保护液（Ⅱ液）（配制见附录 B）混匀，

在 4 ℃下继续平衡 0.5~1 h，然后在低温操作柜中进行灌装。计算Ⅰ液和Ⅱ液所

需体积的方法见附录 C。

7.4 冷冻

7.4.1 程序冷冻

在灌装的同时开启程序冷冻仪，选定冷冻曲线，待冷冻仪温度稳定在初始温

度（4~5 ℃）后，迅速将摆放好细管的托架放入冷冻室中，启动冷冻程序。待冷冻

曲线走完后，将托架迅速取出放入装有液氮的泡沫箱中，液氮深度至少浸没所有

细管。

7.4.2 熏蒸冷冻

将液氮倒入深度 50 cm以上的专用冷冻箱预冷 10 min，保持冷冻支架上的细

管在液氮面之上 3 cm，盖上冷冻箱盖子熏蒸冷冻 10 min，最后将冷冻样品浸入液

氮中。
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7.4.3 分装

将细管支架升到液氮面上 1~2 cm，然后将细管冻精装入拇指管（每管 12支），

再将拇指管装入纱布袋（每袋 6管），在纱布袋或拇指管上标记或贴上打印好的

标签。

8. 解冻检测与储存

8.1 冻后抽检

每份原精液制作的细管冻精至少抽取 3支进行检测。细管从液氮罐中取出后

在空气中停留 2~3秒，迅速置于 50 ℃水浴中解冻 16 秒，擦干表面水分后，将精

液移入 5 mL离心管中，用预热到 37 ℃的解冻稀释液（配制见附录 B）作 10倍

稀释。在 37 ℃水浴中维持 10~15 min，然后在显微镜下检测解冻后精子活力，如

活力合格，即可将冻精转入液氮罐中长期保存。

8.2 包装

外包装上标明生产场、品种、种公猪号、生产日期和支数等。

8.3 储存

细管冷冻精液应浸没于液氮生物容器的液氮中。冷冻精液由一个液氮生物

容器转移到另一液氮生物容器时,在液氮生物容器外停留时间不得超过 3s。取存

冷冻精液后要及时盖好液氮生物容器塞。

储存室应阴凉、干燥、清洁和通风良好。

9. 冷冻质量要求

9.1 精子活力

所制作冻精的精子活力应大于等于 40%。

9.2 精子畸形率

所制作冻精的精子畸形率应小于等于 20%。

9.2 菌落总数

所制作的冻精解冻后的菌落总数应小于等于 1000 个菌落形成单位每毫升

（CFU/mL）。

10. 生产记录

做好猪冻精生产相应记录，参见附录 E。

11. 运输
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应在液氮生物容器罐体外明显位置标上“向上”“小心轻放”等储运图示标志；

液氮生物容器应轻装轻卸，不得倾斜、横倒、碰撞和强烈振动，确保冷冻精液始

终浸泡在液氮中；液氮生物容器应有专人负责，移动时应提握液氮生物容器手柄

抬起罐体后移动。
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附录 A

（资料性）

猪冷冻精液生产仪器设备表

猪冷冻精液生产仪器设备见表 A.1。

表 A.1 猪冷冻精液生产仪器设备表

名称 规格及用途

采精架（假台猪） 采精用，可升降、调角度

防滑垫
环保橡胶，不含滑石粉添加剂（采精室地面防

滑）

恒温水浴锅 数显式控温，控温精度±1 ℃

电热恒温培养箱 数显温度、可控温度 34 ℃±1 ℃

磁力搅拌器 可恒温、调速

电子精密台称 精液、稀释粉称重

电子天平 0~300 g±0.01 g，化学试剂称量

pH计 0.0～14.0±0.1，测定精液、稀释液的 pH值

血球计数板 测定精液中精子数量

超纯水仪 稀释液用水

离心机 单孔 200 mL～750 mL
液氮容器(不同型号） 贮存液氮，精液冷冻和保存

微量移液器 50 uL~100 uL
微量移液器 100 uL~1000 uL
温度计 温度测量，0~60 ℃

精液冷冻程控仪 细管精液冷冻，控温范围 30 ℃~180 ℃

采精保温杯 600 mL
量筒 500 mL、1000 mL，量取液体

三角烧杯 50 mL、100 mL、250 mL、500 mL
细管精液分装机 封装细管精液

精子密度测定仪 精液中精子密度的测定，亿/mL

精子质量分析系统
40X~600X；有相差镜头，观测精子数、活力

和畸形率

显微镜恒温台（板）
数显温度，加热恒温提高精子活体观察的准

确性

低温平衡柜 稀释后的精液平衡，细管精液封装
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附录 B

（资料性）

冻精生产相关稀释液配制

B.1 预稀释液

推荐使用猪精液常温保存商品稀释液，按说明书配制。

B.2 Ⅰ液（冷藏保护液）

主要成分：乳糖、蛋黄。

按照以下比例配制冷藏保护液：称量 11 g乳糖加入 100 mL纯水中，使用容量瓶定容，配

制成 11%（w/v）的乳糖溶液。将 25 mL蛋黄加入到 100 mL乳糖溶液中，使蛋黄最终比例达

到 20%，使用磁力搅拌器混匀，3500×g 条件下离心 30分钟，抽取上清，为冷藏液，使用前置

于恒温箱内 17 ℃保存。

按照 NY/T 1234-2018中 5. 2的方法抽取蛋黄：鸡蛋使用前先用温水洗净，再用 75%酒精

棉球对蛋壳表面进行消毒，待酒精挥发尽后用蛋清分离器取出完整的卵黄后用灭菌的注射

器穿过卵黄膜抽取卵黄；也可在鸡蛋腰正中线处敲开一裂纹，将鸡蛋一分两半，2个蛋壳交替

倾倒，除去蛋清，然后将卵黄倒在灭菌纸（卫生纸、滤纸）上滚动，除去卵黄膜上残留的蛋清

后将卵黄挤人洁净的烧杯中待用。

B.3 Ⅱ液（冷冻保护液）

主要成分：乳糖、蛋黄、OEP、甘油。

按照以下比例配制冷冻保护液：取 89.5 mLⅠ液置于 250 mL烧杯中，用移液器抽取 9 mL

甘油和 1.5 mL OEP 加至其中，混匀，为冷冻液，置 4℃备用。

B.4 解冻液

推荐使用猪精液常温保存商品稀释液，按说明书配制。
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附录 C

（资料性）

精液离心与稀释

C.1 精液离心

C.1.1 离心前应准确称量离心管净重（g），做好标记。

C.1.2 降、恒温后精液在 17 ℃环境条件下 800×g离心 10 min,弃上清，称重。

精子体积按式（C. 1）计算：

（v0 = w1 − w0 /1.04）…………………………（C. 1）

式中：

v0 ——浓缩后精子体积，单位为 mL；

w1 ——离心瓶加精子重，单位为 g；

w0 ——离心瓶重，单位为 g；

1.04 ——浓缩后精液比重估计值。

C.2 稀释

C.2.1 采集鲜精后检测鲜精密度 p0，稀释后精液密度 p1=p0/稀释倍数。

C.2.2 稀释后精子 17 ℃平衡后，取体积为 v17℃的样品离心，去上清，加入Ⅰ液体积 v1，4 ℃

平衡。此时精液密度为 p2。

C.2.3 平衡后 2：1加入Ⅱ液，Ⅱ液体积为 v2。此时精液密度为 p3，即最终密度 p3=
2
3
p2。

C.2.4 精液冷冻前体积，即加入Ⅰ液和Ⅱ液后精液总体积 v3=v0+v1+v2。

C.2.5 精液最终密度 p3由生产需求而定。p3推荐密度为 5亿个/mL，即 p2为 7.5亿个/mL。

Ⅰ液、Ⅱ液的添加体积分别按式（C. 2. 1、C. 2. 2）计算：

�1 =
�17℃ × �1

�2
− �0………………………………（C. 2. 1）

v2=
1
2
（v0+v1）……………………………（C. 2. 2）

式中：

p1 ——鲜精稀释后的密度，单位为亿个/mL；

v17℃ ——17 ℃平衡后，取样至离心瓶中的样品体积，单位为 mL；

p2 ——加入Ⅰ液后样品密度，由最终密度推算得出，单位为亿个/mL；

v0 ——浓缩后精子体积，单位为 mL；
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v1 ——加入Ⅰ液的体积，单位为 mL；

V2 ——加入Ⅱ液的体积，单位为 mL。
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附录 D

（规范性）

猪冷冻精液质量检测方法

D.1 通则

试验中除非另有规定，仅使用分析纯试剂。试验用水为新制备的去离子水或蒸馏水。试

验所用的测量仪器应经过计量检定机构检定合格,并在有效期内。

D.2 精子活力

D.2.1 仪器设备与耗材

D.2.1.1 精子质量分析仪：由相差显微镜、显示器和专用分析软件等组成。相差显微镜至少应

配有 10倍、20倍的物镜镜头。专用分析软件的主要技术参数应为 VCL 不小于 5 µm/s、VSL

不小于 5 µm/s、STR=VSL/VAP不小于 25%。精子质量分析仪可读取并显示多个视野的平均

值。

注 1：VCL为精子曲线运动速度。

注 2：VSL为精子直线运动速度。

注 3：VAP为精子平均运动速度。

注 4：STR为精子直线运动速度与平均运动速度的比值。

D.2.1.2 恒温载物台：37 ℃±1 ℃。

D.2.1.3 恒温箱：17 ℃±1 ℃。

D.2.1.4 移液器：量程小于等于 20 µL。

D.2.1.5 专用定容玻片：腔室高度 20 µm±2 µm。

D.2.2 试验步骤

a）开启精子质量分析仪预热至少 5 分钟，安装恒温载物台（带有恒温载物台的一体化

仪器不需要此步骤），开启恒温载物台电源开关，设置温度为 37℃±1℃。

b）检查物镜是否转换到相差显微镜头，必要时应按照说明书进行物镜校准并转换光圈

模式，以达到最佳备用状态；调节显微镜光源至适宜的亮度，将低倍物镜正对载物台的通光

孔，调节物镜与恒温载物台之间的最佳距离，观察视野明亮程度，通过调节聚光器，直至视

野光线最佳。

c）将专用定容玻片置于恒温载物台上预热，预热时间应大于 1分钟。
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d）从恒温箱中取出待检样品，在 18~25 ℃室温条件下轻摇 2~3 分钟。若样品包装为袋

装，则将空精液瓶置于恒温箱 30 分钟以上，再将袋装精液转移至精液瓶中，置于恒温箱中，

待检。

e）保持精液瓶与视线水平，使其倾斜约 45°，将移液器的吸头伸人液面下 15 mm~20 mm

处，避开凝结絮状物，吸取 3 µL~5 µL 样品，滴于专用定容玻片进样口处，让其自行流入腔

室，待检（样点 1）；用同样方法吸取 3 µL~5 µL样品，滴于专用定容玻片另一腔室的进样口

处，待检（样点 2）。

f）点样后预热 1~3 分钟，在 200倍条件下，按照操作要求在 3分钟内完成样点 1和样点

2的检测。

g）每个样点至少读取 3个视野的数据，记录每个样点的平均值。

D.2.3 试验数据处理

精子活力按式（D.2）进行计算：

M = M1+M2
2

…………………………………（D.2）

式中：

M —— 精子活力，%；

M1 —— 仪器给出的样品平行样样点 1检测活力的平均值，%；

M2 —— 仪器给出的样品平行样样点 2检测活力的平均值，%。

计算结果保留至小数点后 1位。若两个样点计算结果相对偏差大于 5%，则应重检。

D.3 精子畸形率

伊红苯胺黑染色法是一种常用的精子活体染色方法，其操作过程相对简单，不需要复杂

的设备或技术要求，实验操作更加便捷。

D.3.1 试剂或材料

D.3.1.1 水：三级水。

D.3.1.2 伊红 Y染色液：将 0.67 g伊红 Y和 0.9 g氯化钠溶入 100 mL纯水中。

D.3.1.3 伊红苯胺黑染色液：将 10 g苯胺黑加入 100 mL 伊红 Y染色液中，加热至沸腾，然后

冷却至室温，用滤纸过滤，储存于黑色密封玻璃瓶中。商品化试剂伊红苯胺黑染色液按说明

书配制或使用。

D.3.2 试验步骤
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按如下步骤进行检测：

a）按照 D.2 d）~e）规定的方法吸取 30 µL样品和 10 µL伊红苯胺黑染色液，放入离心

管中，轻摇混匀，制成精液、伊红苯胺黑染色液的混合液，放置 30~60秒；

b）用移液器吸取 10 µL精液、伊红苯胺黑染色液的混合液，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约 35°夹角，先浸润与样品接触的边缘向另一侧缓慢推

动，将样品均匀地涂抹在载玻片上，自然风干（约 5分钟），每样品制作 2个抹片；

c）将染片置于 400倍下观察，观察顺序为从左到右，从上到下。根据观察到的精子形态，

判定正常精子和畸形精子，且一边观察，一边用计数器计数，累计观察约 200个精子，分别记

录精子总数和畸形精子总数，拍照保存该样品的图片。

D.3.3 精子形态判定

精子形态判定 精子形态

正常精子 头部呈椭圆形，中部和尾部自然延伸

畸形精子
头部：大头、小头、梨形头、圆头、双头等；

尾部：原生质滴、断尾、卷尾、双尾、异常弯曲等

D.3.4 试验数据处理

畸形率按式（D.3）进行计算：

�� = �
�0

× 100 …………………………………（D.3）

式中：

Ai —— 畸形率，%；

A0 —— 观察精子总数，单位为个；

A —— 观察畸形精子总数，单位为个。

用两个平行样的平均值表述样品检测结果，计算结果保留至小数点后 1位。若两个平行

样计算结果之间的绝对差值大于 5%，则应重检。

D.4 细菌数

D.4.1 试剂或材料

D.4.1.1 牛肉浸膏、蛋白胨、磷酸氢二钾（K2HPO4·3H2O）、氯化钠（NaCl）、琼脂粉和蒸馏

水。

D.4.1.2 营养琼脂培养基：取牛肉浸膏 5.0 g、蛋白胨 10.0 g、磷酸氢二钾 1.0 g、氯化钠 5.0 g，



14

用蒸馏水 1000 mL溶解，加琼脂粉 20 g，加温融解。调 pH至 7.4～7.6，并用脱脂棉过滤，分装

于三角烧瓶中，高压灭菌（0.1 MPa、20分钟)。商品化的试剂按说明书配制使用。

D.4.2 设备和器材

D.4.2.1 恒温培养箱：37 ℃±1 ℃。

D.4.2.2 恒温水浴锅：46 ℃±1 ℃。

D.4.2.3 天平：精度 0.001 g。

D.4.2.4 无菌操作台。

D.4.3 试验步骤

取 2 剂细管冷冻精液，在无菌操作台内，用酒精棉球将细管消毒后，将试样分别加入 2

个标记的灭菌培养皿内，将 15 mL~20 mL冷却至 46℃的培养基倒入培养皿，水平晃动培养

皿使精液与培养基均匀混合。待琼脂凝固后翻转培养皿，置 37℃±1℃恒温培养箱内培养 48

小时取出。观察、统计每个培养皿内菌落数。应设置空白对照，若空白对照内出现菌落，应重

检。

D.4.4 试验数据处理

菌落总数按式（D.4）进行计算，结果取整数：

N = n1+n2

2
…………………………………（D.4）

N —— 样品中的菌落数，单位为菌落形成单位（CFU）；

n1 —— 第一培养皿菌落数，单位为菌落形成单位（CFU）；

n2 —— 第二培养皿菌落数，单位为菌落形成单位（CFU）。
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附录 E

（资料性）

猪冷冻精液生产记录样式

猪冷冻精液生产相应记录样式见表 E.1。

表 E.1 猪冷冻精液生产记录样式

日期 公猪号
采精量

mL
采集员 颜色 活力

密度

亿/mL
检查员

预计生

产支数

冷冻后

活力

冷冻

数量
操作员 备注


