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前    言

本标准按GB/T 1.1-2009和GB/T 20001.4-2015给出的规则起草。

本标准由吉林省科学技术厅提出并归口。

本标准起草单位：吉林大学。

本标准主要起草人：俞先峰、袁宝、任文陟、张明军、陈健、刘殿峰、张嘉保、金永勋、胡进平、权福实、高巍。
普通级实验用猫体内胚胎生产操作指南

范围

本标准规定了猫胚胎生产的术语与定义、超数排卵、配种或腹腔镜输精、手术冲胚及胚胎质量鉴定的技术操作规程。

本标准适用于普通级实验用猫体内胚胎生产操作。

术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

2．1  供体 donor

用于胚胎生产的母猫和提供精子的公猫(12月龄以上健康成年猫)。

2．2  超数排卵 superovulation

应用外源性促性腺激素诱发卵巢多个卵泡发育，并排出具有受精能力的卵子的方法，简称“超排”。
超数排卵

药品

     所用药品见附录A。

超排方法

每隔12h给供体母猫肌肉注射10～15mg 促卵泡素 （FSH，宁波第二激素厂）, 连续注射6次，最后一次注射FSH的同时肌肉注射10ug促黄体素释放激素A3 （LHRH-A3，宁波第二激素厂）。

供体准备

4.1  雄性供体

a) 微生物质量符合DB22/T 2591-2016要求；
b) 谱系记录无遗传性疾病；
c) 体质健壮；
d) 生殖机能正常；
d) 精液品质质量要求（精子活力70%以上，畸形率少于20%）。

4.2  雌性供体

a) 微生物质量符合DB22/T 2591-2016要求；
b) 谱系记录无遗传性疾病；
c) 体质健壮；
d) 生殖机能正常；
自然交配或腹腔镜输精

5.1 自然交配

     a) 将公猫和雌猫合笼时应提供安静的环境

b) 注射LHRH-A3后立即放入成年公猫并观察其交配行为。

5.2  腹腔镜深部输精

5.2.1   输精前供体母猫的准备

5.2.2  精子采集和稀释

     将公猫和发情的母猫合笼，当公猫爬跨到母猫身上预进行交配时迅速将提前准备好的试管套在阴茎上采集精液。 采集的精液应保持在35℃左右，并根据精子密度和活力，按照1：3～1:5进行稀释，将精液浓度调至2000万/ml。

稀释液成分：葡萄糖、柠檬酸钠、卵黄

5.2.3   腹腔镜输精过程描述，器材见附录A。

     按下列要求进行腹腔镜深部输精：

     a) 麻醉及保定：肌肉注射二甲苯胺噻唑1～2ml, 使其在手术架上仰卧，四肢用绳索保定；

     b) 剃除手术部位的猫毛；

     c) 用2%～4%碘伏消毒手术部位，并停留2min～5min；

     d) 用75%酒精对手术部位脱碘、晾干；

     e) 在距离最后一对乳房前1cm、腹中线大约2～3cm的左侧和右侧位置，分别用手术刀片切开2mm左右的小口，左侧用腹腔镜穿刺器插入腹腔，抽出内芯，插入腹腔镜镜头；右侧腹腔镜穿刺器穿透腹腔内膜后，取出穿刺器，手术钳从孔内插入，与左侧腹腔镜镜头配合，当观察到子宫角后，换输精枪进入，将针尖插入到子宫腔内，每侧输入精子数不少于0.5x107。 

6  冲胚及胚胎质量鉴定
6.1  冲胚步骤

6.1.1  术前准备

手术冲胚所需器材和药品见附录A。按附录B做好采胚记录。

6.1.2  供体猫手术

手术部位在距离最后一对乳房前端2cm、腹中线大约0.5cm的左侧或右侧位置，尽量避开血管。

a) 距手术12h,禁饮禁食；

b) 前期手术准备见4.2.3；

c) 避开可见血管，用灭菌的手术刀将手术部位纵向切开1～2cm的刀口，暴露肌膜；

d) 用手术刀将腹部肌膜轻轻切开小口后钝性分离肌肉层和腹膜；

e) 将手术挂钩从刀口插入后，将子宫角和卵巢引出刀口外，记录两侧卵巢排卵点或黄体数。

6.1.3  输卵管冲胚法

     在配种或腹腔镜输精后24h～72h从输卵管采集1～8细胞期胚胎。将猫用胚胎移植细管从输卵管伞部插入0.5cm, 用拇指与食指扭住，另一端放入60mm平皿中。用事先抽取冲胚液的10ml注射器与带针的头皮针相连，从子宫角端向输卵管方向把冲胚液缓缓推出。

6.1.4  子宫角冲胚法

     在配种或腹腔镜输精后5～6d,从子宫角采集胚胎，一般发育期为桑椹胚至囊胚阶段。用针头在子宫角后端（靠近子宫颈）扎1小孔，然后将猫用胚胎移植管从孔导入到子宫腔内，用拇指与食指扭住，另一端放入100mm培养皿中，用事先抽取冲胚液的10ml注射器与带针的头皮针相连，从宫管结合处向子宫方向把冲胚液缓缓推出。

6.2 术后处置

    应经常用碘伏等消毒液擦拭术部以防止感染，注意保暖等。

6.3  捡胚与质量鉴定

6.3.1  捡胚

     将集卵平皿置于带有恒温加热台的体式显微镜上，使用吸卵管在35℃左右的温度下捡出胚胎，移入装有胚胎保存液（embryo holding media,卡苏公司）的四孔板中，再盖上盖板，标记供体（名称或号）、胚胎数量及等级等。 

6.3.2  胚胎鉴定

根据胚胎发育时期及形态进行质量鉴定。

6.3.2.1  胚胎分级

      输卵管采集的胚胎：胚胎处于1～8细胞期，卵裂球轮廓清晰，球体饱满，卵间隙较大，为可用胚。

      子宫角回收的胚胎：处于桑椹胚至囊胚阶段的胚胎，分为下列四个等级：

      a) A级： 胚龄与胚胎发育阶段吻合，形态完整：结构紧凑，卵裂球轮廓清晰、均匀、致密，边缘整齐；很少或没有游离细胞，变性细胞比例少于10%。

      b) B级： 胚龄与胚胎发育阶段基本吻合，卵裂球轮廓清晰，边缘整齐，卵裂球较均匀，细胞密度较小；有少部分游离细胞，变性细胞比例为10%～25%。

      c) C级： 轮廓不清晰，细胞密度小，结构松散，色泽过暗或过淡，有水泡，游离细胞占一多半，变性细胞比例为25%～50%。

      d) D级： 胚龄与胚胎发育阶段不相符，发育停滞，卵裂球少而分散，为不可用胚胎。

细胞变性：指细胞或间质内出现异常物质或正常物质的量显著增多，并伴有不同程度的功能障碍。
可用胚胎一般指A级和B级，视情况可选择用C级，D级为不可用。
附 录 A

（规范性附录）

普通级实验用猫 体内胚胎生产所需器材及药品

A.1  超排处理所需器材及药品

A.1.1  器材

注射器（5ml、10ml）、喷壶、一次性手术手套。

A.1.2  药品

促卵泡素（FSH）、促黄体素释放激素A3(LHRH-A3)、生理盐水、胚胎保存液。

A.2  腹腔镜输精所需器材及药品

A.2.1  器材

腹腔镜、专用输精枪、输精套管、恒温水浴锅、猫手术台、兽用电动剃毛刀、手术器械盘、手术刀柄、手术刀片。

A.2.2  药品

     75%酒精、碘伏、静松灵、精子稀释液。

A.3  手术冲胚所需器材及药品

A.3.1  器材

     猫手术台、保定绳、兽用电动剃毛刀、手术器械盘、手术刀柄、手术刀片、手术直剪、灭菌创布、灭菌纱布块、止血钳、头皮针（带塑料管）、冲胚管、平皿（60mm、100mm）、持针钳、圆针、三棱针、缝合线、恒温水浴锅。

A.3.2  药品

75%酒精、碘伏、生理盐水、青霉素、静松灵、冲胚液。

附 录 B

（资料性附录）

普通级实验用猫 体内胚胎生产记录
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	超排方案
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