www.med126.com

药理学实验须知

1.课前预习实验指导，明确实验目的和要求，充分了解实验方法、步骤及原理，以避免在实验过程中出现忙乱和错误。

2.进入实验室，必须穿白大衣，实验前首先检查仪器、药品等实验器材是否与实验指导相符，然后仔细阅读实验指导。根据实验内容进行小组内分工，尽可能使每位同学都有操作机会，每一实验过程全组同学都能看到。

3.必须严格地、准确地按照指导中的实验方法进行实验操作。药品用后必须用原瓶塞塞好，拿过动物后必须将笼门随手关牢，玻璃器皿及注射器必须轻洗轻放。注意节约药品、爱护器材及动物。

4.进行实验时，应认真、仔细、耐心；实验记录必须正确可靠。根据每次实验课的要不同要求，写好实验报告。

5.实验室必须保持安静、整洁。

6.实验完毕，必须将器材洗净擦干，放在原来位置，每小组轮流负责搞好实验后室内卫生。死亡动物放在指定地点；存活动物放入指定笼门。并随手关好自来水开关，拔去仪器电源插头。离开实验室前，应关灯，关好窗户。

药理学实验基本知识与技术
一、实验动物的捉拿、固定及给药方法

1.小白鼠：右手抓住鼠尾，放在台上或鼠笼盖铁丝网下，然后用左手拇指沿其背部向前抓住其颈部皮肤，并以左手的小指和掌部夹住其尾固定在手上。另一抓法是只用左手，先用食指和拇指抓住小鼠尾尖，后用手掌及小指夹住其尾巴，再以拇指及食指捉住其颈部皮肤。前一方法易学，另一方法稍难，但便于快速捉拿给药。

小鼠灌胃（PO）法：将小鼠固定后，右手持装有灌胃器的注射器，自口角外插入口腔，沿上颚插入食道。如遇阻力，可将注射器拔出再插，以免穿破食道或误入气管，造成动物死亡。灌胃容量一般为0.1—0.2ml/10g，不超过0.5ml/只。

小鼠皮下注射法：两人合作，一人一手抓住小白鼠头部皮肤，另一手抓住鼠尾。另一人注射药物。注射部位在背部皮下组织。如一人操作时，左手抓鼠尾，让鼠爬在铁丝笼上，右手将抽好药液的注射器针头插入背部皮下组织。如一人操作时，左手抓鼠尾，让鼠爬在铁丝笼上，右手将抽好的药液的注射器针头插入背部皮下将药注入。注射量不超过0.5ml/只。

小鼠腹腔注射法：左手持鼠，右手持注射器从下腹左或右侧（避开膀胱）朝头部方向刺入，宜先刺入皮下，经2—3mm再刺入腹腔，此时针头与腹壁的角度约45度。针尖插入不宜太深或太近上腹部，避免刺破内脏，注射量一般为0.1—0.25ml/只。

小鼠尾静脉注射法：将小鼠置于固定器内，使其尾巴露出，用70%酒精擦尾部，或将鼠尾浸入50℃热水中。待尾部静脉扩张后，左手拉尾，右手进针。注射容量不超过0.5ml/只。

2.兔：用手抓起它脊背近后颈处皮肤，抓的面积越大其持重点越分散。如家兔肥大，应再以另一手托住它的臀部，将持重点承托于手上。

将兔作仰卧位，一手仍抓住颈部皮肤，另一手顺其腹部抚摸至膝关节，压住关节。另一人用绳带捆绑四肢，使兔腹部向上，固定在兔手术台上。头部则用兔头固定夹固定。

兔灌胃法：二人合作，一人固定家兔于两膝之间，一手固定兔头，使头部后仰，另一手将开口器插入兔口，并向后翻转数次，使兔舌伸直并压在开口器下面。另一人将胃管从开口器中央孔也插入口内缓慢插入食道和胃。插管时感觉顺利，动物不挣扎，也不屏气，表示胃管在胃内，为慎重起见，将胃管外端放入水中，当兔呼气时，未见气泡出现，即证实胃管在胃内，然后将药液缓缓经胃管注入。灌胃容量一般为10ml/kg。

兔耳静脉注射法：两人合作，一人固定兔身及兔头，一人将兔耳后缘之毛拔去，显露耳缘静脉，用手指轻弹耳壳，使血管扩张。助手左手指压住耳缘静脉根部，待血管明显充血后，将抽好药液的注射器从静脉近耳尖处插入血管。针头刺入血管以后，以左手拇指和食指将针头与兔耳固定，不让针头滑动。放开耳根静脉手指压力，即可注放药液，若针头确实在血管内，则推药通畅无阻力，并见血液被药液冲走，如沆入皮下则耳壳肿胀、推注不顺，需拔出重新注射。注射守毕，用手指按在针眼上，然后将针尖抽出，并继续用手指或加棉球轻轻按压2—3分钟，以防出血，注射量0.5—2.5ml/kg。

3.大白鼠：以左手或持夹子抓住鼠尾，左手戴防护手套或用厚布盖住鼠身作防护，握住其整个身体，并固定其头骨，防止被咬伤，注意不要握力过大，勿捏其颈部以免窒息致死，根据实验需要可指定于大鼠固定笼内或用绳绑其四肢，固定于大鼠手术台上。

大白鼠灌胃、腹腔注射、静脉注射均可一人操作，基本方法与小鼠相似。也可将大鼠腹股沟切开，从股静脉注射药物，也可从外颈静脉插管给药（麻醉后）。

4.豚鼠：以右手抓住豚鼠头颈部，将其两前肢挟在豚鼠头与右手拇指和食指之间，整个抓住颈胸部（不要抓得太紧以免窒息），左手抓住两后肢，使腹部向上，而后进行操作。

豚鼠腹腔注射可二人操作，一人固定，将动物置于仰卧位，另一人注射。雄性豚鼠可作阳茎背静脉注射给药。

5.狗：绑狗嘴法：先将绳子绕过狗嘴，在嘴上部打一活节，再绕到嘴下部打结，最后绕到颈后打结固定，才能避免绳子脱掉。

固定法：急性实验时，将麻醉狗固定在手术台，四肢绑上绳。前肢的两条绳在狗背后交叉，然后将对侧前肢压在绳下面，再将绳拉紧，缚在手术台边缘楔子上。头部用背夹或绳扎其颌骨固定之。

狗静脉注射法：常用的注射部位是后肢小隐静脉，该血管从后肢外踝后侧走向外上侧，也可用前肢静脉，在脚爪上方背侧正前位，静注时先局部剪毛，一人用手抓紧腿使血液回流受阻，此时可看出血管走向。另一人随即将药液注入静脉。

二、药理实验设计的基本原则

重复：重复的目的是看实验结果的重现率，重现率越高，实验的可信性就越好。重现率在95%以上者，可认为实验相当可靠，两药平均值或效率的差别有显著意义，并用“P（机率）<0.05”来表示，意即指：“不能重现的可能性小于5%”，如重现率在99%以上者可信为实验非常可靠，可做出“差别有非常显著意义”的结论并用“P<0.01”来表示；重现率小于95%者，说明重复同样实验100次，将有5次以上机会出现相反的结果，固此认为两药的差别可能 是个体差异而造成的，统计学上可做出“两组差别并无统计学意义”的结论，并以P>0.05来表示。但这种结论并不意味着两组无差别。一般可在检查原因后，改进实验条件，增加实验例数，还有可能提高实验的重现率，达到统计学上有显著意义的水平。实验结果的实际价值，不但需从统计结论来看，还应从专业角度来看。在统计学上都是达到P<0.05的水平，实验例数多者并不一定比例数少者更有价值。但为了作出正确的结论，根据实验设计中的重复原则，对各类动物的重复数，可提出一个大体范围，以供实验设计参考。

（1）一般情况下选取的重复例数：在动物实验时，小动物（鼠、蛙）每组10—40只；中等动物（豚鼠、兔）每组8—30只；大动物（猫、犬）每组5—20只。

（2）根据以住资料估算实验例数：

①以百分率为指标的实验：已知A药有效率是P1，B药的有效率是P2，则欲以80%把握取得P<0.05水平的每组例数可用下估算

                1－（P1+P2－1）2
n(80,0.05)=5.25×----------------------

                   （P1－P2）2
例如已知A药平喘率为90%，B药平喘率为60%（P1=0.9，P2=0.6），则：

                1－（0.9+0.6－1）2
n(80,0.05)=5.25×-------------------=43.75
                   （0.9－0.6）2
即每组44例，共88例即可有80%把握取得P<0.05水平的结果。

②以均数为指标的实验：两组均数对比实验时，可根据已知的两均数这差（D）和标准差（S），用下式估算出80%把握可得P<0.05水平的每组例数

                 S

n(80,0.05)=15.6×（--）2 +1.6
                 D 

例如已知某高血压动物模型，血压的均数及为180±33mmHg，现试用新降压药，以血压降低30mmHg（即降到150mmHg以下者）为有价值，应取的重复例数为

                 33

n(80,0.05)=15.6×（--）2 +1.6=20.5
                 30 

每组21例，共42例，即可有80%把握得到P<0.05水平的结果。

2.对照：对照是比较的基础，没有比较就没有鉴别，也就谈不上科学性。对照应符合“齐同可比”原则，除了所研究的因素（药物）外，其他条件各组也应一律“齐同”。如动物的性别、年龄、体重。一般健康状况等，也应基本一致，只有这样才能具备“可比性”。所以实验设计必须设立对照组。对照组的类型有以下三种：

（1）阴性对照：包括①空白对照，即不给任何处理的正常动物作对照，较少用。②假处理对照，即除不用被研究的药物外，对照组的动物重经受同样的处理，如麻醉、手术、注射不含药物的溶媒等。这种对照的可比性好，较常用。

（2）阳性对照：包括①标准品对照，即以典型药物划标准品作为对照，以便评定药物的作用强度。②弱阳性对照，即以药效较弱的老药作为对照。如果新药优于老药，并有显著意义，则可肯定新药的价值。

3．随机：随机就是使每一个体在实验中都有同等的机会，随机遇而分组或接受处理。随机可减少许多难以控制的干扰因素，消除偏差。例如捉取小白鼠分组时，应按捉取顺序用抽签法决定分入何组，否则活泼敏捷的小鼠常是最后才被捉到，最后几组小鼠应比前面几组的耐受能力要强一些。随机的方法与类型有以下几种：

三、实验动物随机分组法

数理统计学上，根据随机抽样的原则，编制了随机数目表，应用随机数目表代替抽签法，表中的数字都各自独立，全部数字无论从横行、纵行或斜行的顺序都是随机的。因此使其用时可任自一个数目开始，可从左而右，亦可从右而左，可从上而下，也可从下而上，按顺序取得需要的数目，其结果比抽签更为理想。

1.安全随机法
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（1）甲、乙两组安全随机法：设有性别相同、体重在一定范围内的动物20只，试用完全随机法分成甲、乙两组：先将动物分别称量体重，然后按体重从轻到重依次为1、2、3……20号。在随机数目表中任自一数目开始，如自第三横第六纵列的数目56开始自左向右取20个数目，按动物编号和随机数目表上查得的20个数目对应排列，并令随机数目属于单数的归于甲组，属于双数的归于乙组，得下表格式：

这样列入甲组的动物有：4、5、8、10、11、12、15、17共8只；列入乙组的有1、2、3、6、7、9、13、14、16、18、19、20共12只；为使两组动物数相等，须把乙组中的2只改为甲组，但乙组中12只动物，哪2只应改为甲组？仍需用随朵法来决定。可接着使用前面用过的随机数目，前面已用过20个数字，第三横行第20数字为10，本行已无数字，故应顺序在第四行第1纵列开始算21和22个数字为12和56，为使乙组中12只动物都有改为甲组的机会，故用12除12得余数为0，因动物中无0号，故后推一个数目为56和85，用12除56得余数8，则应将乙组中第8只动物改为甲组，12除85得余数为1，则应将乙组中第1只动物改为甲组。以此类推。
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（2）甲、乙、丙三组安全随机分组法：设性别相同、体重在一定范围内的健康大鼠18只，试用完全随机分为甲、乙、丙三组。先称量体重，按体重从轻到重依次编为1、2、3……18号，现从随机数目表上第六横行第一纵列的数目16开始，自上而下依次取18个数止，并与动物编号对应排列。为使每一只动物有同样分到甲、乙、丙三组的机会，可把每一随机数目都除以3，余数1则归甲组；余2则归乙组；如除尽则归丙组，如随机数目不足3，由比随机数按余数归组。如下表：

以上分配到甲组的有1、9、10、11、14、15共6只；分配到乙组的有7、8、12、16、17共5只；分配到丙组的有2、3、4、5、6、13、18共7只动物。为使三组动物数目相等，应将丙组动物调出一只给乙组，应调丙组中哪一只动物，仍用随朵法，随机表上第六横行，第一纵列自上而下取了18个数目，可继续向下取一个数目，27个下是00，为了使丙组的7只动物都有机会进入乙组，可用7除00，仍得0，因丙组动物中无0号，故后推一个数字为29，29除以7得余数为1，则将丙组中第1只动物调到乙组去。

完全随机法使受试动物完全有均等的机会被分配到各组而不受任何固定因素的影响，但完全随机分配的结果，各组数目常不相等，而需要经过调整，平均体重亦有一定差别，是其缺点。故此可采用下列分组法：

2.配偶设计随机分组法

在动物实验中，常把同窝同性别及体重极相似的两只动物人为配偶组（或配伍组），每个配偶组的动物数应与处理组相同，用随机法把动物分配到各级一内，分配完后，各组内动物数相等，不需再调整组别，各组体重相近，从而减少实验误差。
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设有动物20只，同性别，试按配偶组设计分为两组。先将动物称量体重，按体重从轻到重把体重相同或相近的动物每两只依次编为一个配偶组，计得10个配偶组，每个配偶组包含每一和第二两只动物，这两只动物应归入甲组或乙组，仍用随机法确定。试在随机数目表第五横行第15组列90开始从右向左取10个数目，与10个配偶级号对应排列，令随机数目单数使配偶组第一个动物分配到甲组；双数使配偶组第一个动物分配到乙组，如下表：

这样甲、乙两组中，每组都有一只极相似的动物，如以体重论，两组动物平均原始体重基本相同。

3.随机单位组设计分组法

将上述配偶组的动物数扩大到三或更多时，应成为随朵单位设计，随机单位组的意义是指配伍组中的每一只动物为一实验单位。把这些单位以随机的方法分配到各组中去。
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设有性别相同的小鼠40只，分为甲、乙、丙、丁四组，按体重从轻到重依次编号为1、2、3……40号，使1—4号为一配伍组；第5—8号为一配伍组，余类推。在随机数目表上第二横行第一纵列97开始自左向右。每抄三个数字留一空位，如下表第二横行所示。然后将同一配伍组中的三个随机数，依次以4、3、2除之，若第一位余数为1归甲组，余数2归乙组，余数3归丙组，除尽归丁组。

上例第三配伍组（9—12号）中，第9号鼠随机数目的余数是1，故分配在甲组，第10号鼠随机数目余数为2，因甲乙被用去，所乘的乙、丙、丁三组中，丙列在第二，故分配到丙组，第11号鼠余数为1，因甲已被用去，丙也被用去，所剩的乙、丁二组中，乙列在每一，故把11号鼠分配到乙组，12号鼠必须分配在丁组，以使该配伍组的小鼠在每个组中都分配1只，其余各配伍组均按此法分配。

这样分组的结果，每组中都可随机分配到一只体重（或其它因素）极为近似的动物，各组动物的平均体重基本相同。动物数也一样。各组分配的动物号数如下：

甲组  1、8、9、15、18、22、27、29、35、40

乙组  2、6、10、16、20、24、28、30、34、37

丙组  4、5、11、14、19、21、25、32、36、38

丁组  3、7、12、13、17、23、26、31、33、29

四、药物浓度表示法及剂量换算法

药物的重量以“克”为基本单位，容量以“毫升”为基本单位，这是衡量的公制，现将公制列表如下：

药物浓度是指一定量液体或固体制剂中所含主药的分量。常用以下几种表示法：

1．百分浓度：是按每100分溶液或固体制剂所含药物的分数来表示浓度，简写为%。由于药物和溶液的量可以用体积和重量表示，因而有三种不同的表示百分浓度的方法：

（1）重量/体积（W/V）法：即每100毫升溶液中含药物的克数，如5%葡萄糖即每100毫升含葡萄糖5克。此法最常用，不加特别注明的药物%浓度即指此法。

（2）重量/重量（W/W）法：即每100克制剂中含药物克数，适用于固体、半固体药物，如10%氧化锌软膏100克含氧化锌10克。

	表1—1
	　   　公制重量与容量表

	单位名称
	简写符号
	折算
	注

	微克
	ug （r）
	1/1000毫克
	/

	毫克
	mg
	　
	/

	克
	g
	1000毫克
	0.3旧市钱

	千克（公斤）
	kg
	1000克
	2市斤

	毫升
	ml
	1/1000升
	/

	升
	l
	1000毫升
	/


（3）体积/体积（V/V）法：即100毫升溶液中含药物的毫升数。适用于液体药物，如消毒用75%乙醇，即为100毫升中含无水乙醇75毫升，相当于W/W法70%乙醇。

2.比例浓度：常用于表示稀溶液的浓度，例如1:5,000高锰酸钾溶液是指5,000毫升溶液中包含高锰酸钾1克；1:1000肾上腺素即0.1%肾上腺素。

3.克分子浓度（M）：一升溶液中所含溶质的克分子数称为该溶液的克分子浓度。如0.1M NaCl溶液表示100ml中含NaCl5.844克（NaCl分子量58.44）。

4.克当量浓度（N）：一升溶液中含有溶质的克当量数称为该溶液的克当量浓度。如1N H2SO4表示1000ml中含49g H2SO4（H2SO4的分子量为98）。

剂量换算：

（1）动物实验所用药物的剂，一般按mg/kg（或g/kg）计算，应用时须从已知药液浓度换算出相当于每公斤体重应注射的药液量（ml），以便于给药。

例：小白鼠体重18g，腹腔注射盐酸吗啡10mg/kg，药浓度为0.1%，应注射多少容量（ml）？

计算方法：0.1%的溶液每毫升含药物1mg，与剂量10mg/kg相当的容积为10mg/kg小白鼠体重为18g，换算成公斤为0.018kg，故10ml×0.018=0.18ml。

小白鼠常以mg/10g计算，换算成容积时也以mg/10g计算，较为方便，上例18g重小鼠注射0.18ml，相当以0.1ml/10g，再计算给其它小白鼠药量时很方便。如20g体重小白鼠，给0.2ml，以此类推。

（2）在动物实验中有时需根据药物的剂量及某种动物给药途径的药液容量，然后配制相当的便于给药。

例：给兔静注苯巴比妥钠80mg/kg，注射量为1mg/kg，应配制苯巴比妥钠的浓度是多少？

计算方法：80mg/kg相当于1ml/kg，因此1ml药液应含80mg药物，现算成百分浓度1:80=100:x，x=8000mg=8g，即100ml含8g，故应配成8%的苯巴比妥钠。

习题：（1）给体重2.2kg的兔注射30mg/kg的尼可刹米，注射液浓度为10%，应注射多少毫升？

（2）大白鼠口服双氢氯噻嗪剂量为5mg/kg，规定灌胃所需药液量为2.5ml/100g，应配制的浓度是多少？

（3）硫喷妥钠注射剂每支0.5g，兔体重1.8kg，静注硫喷妥钠剂量为100mg/kg，容量为1ml/kg，该药0.5g应配成多少ml?注射的药量是多少ml?

药 理 学 实 验

一、清醒动物实验

实验一、戊巴比妥钠半数有效量（ED50）和半数致死量（LD50）的测定

ED50是标志药物效价的一个参数，它是指在一定的实验条件下，一群动物用药后，约半数动物出现疗效的剂量。LD50则是使半数动物死亡的剂量，它是ED50的一个特例。为了对药物的毒性和疗效有一个较全面的考虑，可计算药物的治疗指数，治疗指数= LD50/ ED50，比值越大就越安全。求ED50和LD50的实验方法原则上相同，这里只介绍的LD50求法。ED50和LD50均是以质反应为指标的。如以最小致死量为横坐标，动物死亡累积百分率为纵坐标，可绘成“长尾”型曲线；如剂量改为对数值，则可绘出对儿的“S”型曲线。该“S”型曲线向心对称，对称中心纵坐标为50%死亡率，横坐标为log LD50；该曲线两端平坦，中间坡度大，可以看出，中值剂量的死亡率变化很大，而两端死亡率变化很小，故用LD50来表示毒力（或用ED50来表示效力）比用LD50更为灵敏、精确，且误差也小。

[目的]测定戊巴比妥钠对小白鼠的ED50、LD50及其治疗指数，并了解其意义。

（一）戊巴比妥钠半数致死量（LD50）的测定

[材料]

器材：注射器 1ml  5支、5ml  2支

烧  杯 5ml  5个、50ml  2个

鼠  罐 10个

鼠笼 10个

药品：戊巴比妥钠

动物：小白鼠50只

[方法]

1．预试0%及100%估计致死量（Dn、Dm）

将戊巴比妥钠配制成不同浓度的一系列药液。在预试中以0.1ml—0.2ml/10g体重腹腔注射，求出一次给药后24小时死亡率为0%的最大剂量（Dn）和100%的最小剂量（Dm）。假设预试结果求得戊巴比妥钠Dn值为49mg/kg，Dm值为100mg/kg。则可在此范围内测定半数致死量（LD50）。

2．选择合理的剂量分组方案

经预试找到Dm和Dn值后，即可在此剂量范围内，按等比级数分成4—6个剂量组，并按下式计算各组剂量的公比（1/k或r）及分组组数（N）：

公比r或1/k=(N-1)(Dm/Dn)1/2
或N=1-log(Dm/Dn)/logk

一般k值多采取0.75—0.85，不宜超过0.6—0.9。

设本次实验分为5组，经计算k值为0.837，故各组剂量为Dm、Dmk、Dmk2、Dmk3、Dmk4。

3．随机分组

选体重20g左右小鼠50只，雌雄兼用，每组10只。先将雌雄分开，然后分别称重标色，每一档体重即为一个配伍组，可于不同部位标以某种颜色（如黄头、黄背等）。根据随机单位组设计分组法（见实习讲义第5页）将配伍组中的每只小鼠随机分配到各组中去。并将各组编号。同时可制作色标用药表，如黄头（20g）用0.4ml，黄背（21g）0.42ml……，以后无论何组均按色标决定用药剂量。

4．配制等比药液—低比系列稀释法

本法简便、快速、准确，不易出错而且节省药物。

例：已知Dmax=100mg/kg，Dmin=49mg/kg，r=0.837，动物体重为20±2g，每组10只，总重为200g，用药量为0.2ml/10g（腹腔）。

（1）一号药液浓度=最高致死量/用药液量

                 =100（mg/kg）/20(mg/kg)

                 =5mg/ml

                 =0.5%

(2)每组药液量=每组动物总重×用药液量

            =200g×0.02ml/g

            =4ml（为留有余地本例取5ml）

（3）一号药液需用量=每组药液量/（1－r）

                   =5ml/（1－0.837）

                   =30.67

（4）精确配制0.5%药液约31ml，从中吸取5ml为一号液，供第一组用药。

（5）配二号药液，在余下的26ml一号液中加生理盐水5ml，混匀后吸出5ml为二号液，依次类推，配出一系列比值1:0.837的药液。

5．随机确定各组给药剂量

将动物组别按甲、乙、丙、丁、戊顺序排列，查阅随机数字表，以随机确定各组动物的给药剂量。药液容量均为0.2ml/10g，腹腔注射。

6．观察指标  观察及记录24小时内各组小鼠死亡数目，并记录中毒症状及死亡原因，观察时应随时取出已死的动物。

[LD50的计算]

计算LD50有以下几种方法：加权机率单位法、机率单位图解法、序贯法及点斜法（又称孙氏综合简捷计算法）。其中孙氏综合简捷计算法简便、精确度较好，计算LD50的全部数据，不受目测者个人的影响，下面仅介绍该方法。

本法要求以下实验设计条件：（1）各组动物数相等，（2）组间剂量呈等比级数，（3）死亡率包括0%及100%至少要包括20%以下及80%以上。

	表1—2
	孙氏简捷计算法求用表

	Dmg/kg
	logD
	动物数
	死亡数
	死亡率（%）
	P2

	
	
	（n）
	
	（P）
	

	49
	1.69
	10
	　
	　
	　

	59
	1.77
	10
	　
	　
	　

	70
	1.85
	10
	　
	　
	　

	84
	1.92
	10
	　
	　
	　

	100
	2.00 
	10
	　
	　
	　


将实验结果填入上表，求出死亡率（写成小数）和P2，然后按下列公式进行运算：

a.求LD50
                     3－Pm－Pn

LD50=log-1[Xm－i(∑P－-----------)]

                        4

式中：Xm—最大剂量的对数

      i—相邻组对数剂量的差

      ∑P—各组死亡率的总和（由Pn－Pm）

      Pm—最高死亡百分率

      Pn—最低死亡百分率

b.求LD50的标准误SLD50

∑P－∑P2
SLD50=i(--------------)1/2

          n－1

∑P2为各组死亡率平方和

c.求LD50的95%平均可信限L95
L95=LD50±4.5·LD50·SLD50
戊巴比妥钠引起50%小鼠翻正反射消失（腹腔注射后半小时内此反射消失即为阳性）的剂量即是其ED50。

ED50的测定方法与计算和LD50相同。可参照LD50的测定法求戊巴比妥钠的半数有效量（ED50）。设已预试Dm为49mg/kg，Dn为24mg/kg，请同学自己选择合理的剂量分组方案。

（三）求戊巴比妥钠的治疗指数

治疗指数= LD50/ ED50
[讨论]

了解药物的治疗指数对于评价药物的毒性和药效以及判断药物的使用价值和对新药评价有何实际意义？

实验二  吗啡、度冷丁镇痛作用强度比较

[目的]用小白鼠热板法比较吗啡、度冷丁镇痛作用强度。

[材料]

器材：“YSD—4型”药理生理多用仪一台

     配附件恒温电热器

     注射器  1ml  10只、10ml  2只

     烧杯    15ml  10只、50ml  2只

药品：用生理盐水按低比系列稀释法将吗啡（原液浓度为1%）配成以下四个不同浓度的药液。先配制浓度为0.2%的母液16ml，取为1号液，余下的10ml母液中加6ml生理盐水，再取出6ml即为2号液，以此类推。度冷丁（原液浓度为5%）的母液浓度配成0.4%稀释方法同上。

动物：小白鼠20只

[原理]将小白鼠置于温度为55℃左右的金属热板上从开始置入时至小白鼠由于热刺激而发生添后脚掌为止的时间作为痛阈。分别测定不同浓度吗啡、度冷丁镇痛百分率，求出两药的ED50，并检验两药作用强度的差别。

方法

1.实验装置的准备及使用  将恒温电热箱加水至触及金属热板和水银接点式温度计，调节水银接点式温度度于55℃，并把两电极引线插头捭入“YDS-4型”药理、生理多用仪后面板上的“恒温控制”的插口，开头拨向“恒温”一边，两芯插座的输出与电热器相连，则温度下降时有交流电输出，使电热器加热，温度上升超过规定值则自行断电，以保持温度恒定于55℃±5℃。

2.白鼠的选择与分组  小鼠体重以20±（SD）2g为宜，雌雄兼用，剔除病鼠与孕鼠。按以下方法选择小鼠：将小鼠置于热板上，用秒表记录自小白鼠投入热板至出现添后脚掌的反应时间（潜伏期）作为痛阈的指标。挑选出潜伏期在30秒以内的小鼠供实验用。每实验小组选20只，随机分为2组，每组10只，并随机确定吗啡和度冷丁（一个剂量）组。

3.给药与给药后的测定

随机测定吗啡、度冷丁各组给药剂量，将小鼠称量标记，吗啡按每公斤体重20mg、12.6mg、7.9mg、5mg，度冷丁按每公斤体重40mg、26.2mg、15.9mg、10mg的剂量给药，取前面稀释后的不浓度药液按0.1ml/10g腹腔注射。给药应依一定顺序，每两只动物给药应间隔一定时间（两分钟即可）。给药后20分钟按给药顺序和间隔时间依次测定各鼠痛阈一次。痛阈达60秒者为有效，小于60秒者为无效，分别测出吗啡、度冷丁各个剂量组的镇痛百分率。将全班各小组实验结果汇总后记录于下表。

	　
	药组
	组别
	剂量（D）
	logD
	动物数
	有效数
	镇痛率（%）
	P2
	机率单位
	　

	
	
	
	mg
	
	(n)
	
	(P)
	
	
	

	　
	吗啡
	1
	20.0 
	1.30 
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	2
	12.6 
	1.10 
	　
	
	　
	
	　
	

	
	
	3
	7.9 
	0.90 
	　
	
	　
	
	　
	

	　
	
	4
	5.0 
	0.70 
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	
	度冷丁
	5
	40.0 
	1.60 
	　
	
	　
	
	　
	

	
	
	6
	25.2 
	1.40 
	　
	
	　
	
	　
	

	
	
	7
	15.9 
	1.20 
	　
	
	　
	
	　
	

	　
	
	8
	10.0 
	1.00 
	　
	　
	　
	　
	　
	　


比较吗啡、度冷丁作用强度。

应用孙氏综合简捷计算法分别求出吗啡、度冷丁的ED50和95%平均可信限（方法见戊巴比妥钠LD50、ED50的测定）。并进行吗啡及度冷丁ED50差别的显著性检验，比较两药镇痛作用强度的差别。可将有关数据代入下式求出U值。

    LogED50A—LogED50B

U=---------------------
   [(SED50A)2+(SED50B) 2]1/2

SED50A：A药95%平均可信限

U检验的判断标准参阅下表：

	检验类型
	U值
	无效假设P值
	差别的意义

	对侧检验
	<1.96
	P＞0.05
	差别无显著意义

	
	≥1.96
	P≤0.05
	差别有显著意义

	　
	≥2.58
	P≤0.01
	差别有非常显著意义


[讨论]

1.何谓药物的效价强度？它与效能有何区别？

2．了解药物的效价强度和效能有什么意义？

实验三、药物对家兔瞳孔的作用

[目的]观察拟胆碱药、抗胆碱药及拟肾上腺素药对瞳孔的作用并分析其作用原理。

[材料]

器材：兔固定盒3个，测瞳尺两个，手电筒1个。

药品：1%硫酸阿托品溶液，1%硝酸匹鲁卡品溶液，1%新福林溶液，0.5%水杨酸毒扁豆碱溶液。

动物：家兔3只。

[方法]每组取家兔3只，固定于兔盒内，剪去两测睑睫毛，于适当强度的光线下，用测瞳尺测出两侧瞳孔大小（用毫米表示）。另用物电筒作为光源，测定两侧瞳孔对光反射存在与否。按下表次序给家兔点药，30分钟后再给第二次药。并正确记录结论于表内。

	动      物
	甲兔
	乙兔
	丙兔

	眼      睛
	左
	右
	左
	右
	左
	右

	给药次序
	(一)
	(二)
	(一)
	(二)
	(一)
	(二)
	(一)
	(二)
	(一)
	(二)
	(一)
	(二)

	药        前
	Ⅰ
	Ⅲ
	Ⅱ
	Ⅰ
	Ⅲ
	Ⅰ
	Ⅳ
	Ⅲ
	Ⅳ
	Ⅰ
	Ⅱ
	Ⅳ

	用   药   前
	瞳孔大小
（mm)
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	对光反射
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	用药后
	瞳孔大小
	5min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	10min
	　
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	
	15mim 
	　
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	
	20min 
	　
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	
	30min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	
	对光反射
	5min
	　
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	
	10min
	　
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	
	15mim 
	　
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	
	20min 
	　
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	

	
	
	30min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　


注：Ⅰ 阿托品    Ⅱ 匹鲁卡品    Ⅲ  新福林    Ⅳ  毒扁豆碱

[注意事项]

1.滴眼药时，先将下睑提成杯状，压住鼻泪管，滴药两滴，将眼睑闭合1分钟。同眼滴第一次眼药后应间隔30分钟，才可第二次滴药。

2.测量瞳孔时，测量者眼睛、测瞳尺缺口及兔瞳孔最大水平直即应保持在一条水平线，且三者之间的距离就适当。以上测量条件以及自然光强度和角度应一致。

3．测定对光反射时，手电筒的光线应从兔眼一侧以适当的速度闪过。同时观察瞳孔是否出现缩小反应。如瞳孔缩小说明对光反射存在，可用“+”表示，否则可用“—”表示。检查时应固定手电筒，并避免过频或连续用光线刺激兔眼。

[讨论]

1.阿托品、新福林、匹鲁卡品、毒扁豆碱对瞳孔的作用及机制如何？

2.使用毒扁豆碱后，再用新福林瞳孔不能散大为什么？

3.何药使对光反射消失？何药用后对光反射仍存在？为什么？

二、麻醉动物实验

实验一 药物对外周血管阻力的影响
[目的]观察降血压药及其它血管活性药物对麻醉动物局部血管的直接作用；掌握恒速泵灌流外周阻力测定方法。

[原理]将动物肝素化后，引出动脉血经恒速泵灌流到待测的局部动脉血管。由于血液速度恒定，不受全身血压的影响，血管的收缩或舒张变化必然反映在血管内压力的改变。利用压力换能器及记录仪，描记压力变化，即反映血管阻力。

[材料]

器材：恒速泵，压力换能器，二导记录仪，输液装置，手术器械，聚乙烯管，兔台，三通。

药品：25%乌拉坦，肾上腺素，妥拉苏林，汉防已甲素，生理盐水，肝素钠。

[动物] 家兔，3kg左右，雄性。

[方法]iv乌拉坦麻醉家兔（1kg/kg）后，仰位固定于兔台上，剪去颈部的毛后，在颈正中沿气管走行切开皮肤，切口长经贸部3～4cm。印刷性分离结缔组织、肌肉、暴露气管，作气管插管。分离左侧颈总动脉及左股动脉。由耳静脉输液，并注入肝素钠1ml/kg，动脉套管内注满肝素盐水（0.01%），然后插入颈总动脉，记录血压并通过恒速泵输入股动脉。调节血压与外周阻力基本一致，固定在此灌注速度，等血压稳定后，按下列顺序给药，同时记录血压和外周血管阻力变化。

第一组

1．生理盐水1ml/kg iv

2．生理盐水0.1ml/kg ia

3．去甲肾上腺素10υg/ml/kg iv

4．去甲肾上腺素1υg/0.1ml/kg ia

5．汉防乙甲素6mg/ml/kg iv

6．汉防乙甲素0.6mg/0.1ml/kg ia

7．重复3、4

第二组

1．生理盐水1ml/kg iv

2．生理盐水0.1ml/kg ia

3．去甲肾上腺素10υg/ml/kg iv

4．去甲肾上腺素1υg/0.1ml/kg ia

5．妥拉苏林5mg/ml/kg iv

6．妥拉苏林0.5mg/0.1ml/kg ia

7．重复3、4

[结果]

[讨论]

1．在这种实验条件下，血压变化是否会影响到血管阻力变化。

2．各药物对局部血管及全身血压有什么作用，两者间可能有什么关系？

3．如果作遇到一个新药，它有降压作用，你如何确定它对血管的影响。

实验二、强心甙对在位兔心的作用

[目的]

1.观察强心甙对衰竭心脏的收缩力影响以及强心甙的中毒作用。

2.掌握在位兔心的实验操作技术。

[材料]

器材：兔台，二导记录仪，肌力换能器，压力换能器，微型人工呼吸机，小型拉钩，手术器械，骨剪。

药品：25%乌拉坦，2%戊巴比妥钠，毒毛旋花子甙K。

动物：家兔，雄性，2～3kg。

[方法]家兔iv乌拉坦（1g/kg）麻醉后，仰位固定于手术台上。剪去颈部的毛，沿气管切开颈部皮肤，分离气管，插入气管套管，备连接人工呼吸机之用。分离左颈总动脉。

沿胸部正中线切开皮肤，连接人工呼吸机，进行人工呼吸，在剑突处用止血钳拉起胸壁骨，剪一小口，以骨剪沿中线剪开胸骨，用拉钩将胸壁拉开，将心包膜纵行剪开，以缝合针缝在胸壁组织上，将心脏托起。Iv肝素1ml/kg，作颈动脉插管。用细针在心尖部穿一线，连接于肌力换能器上，开动二导生下记录仪，描记心肌收缩和血压曲线，并以温生理盐水经常滴于心脏表面，保持湿润。

待描记正常血压、心脏收缩力曲线后，按下列顺序耳静脉给药：

1．2%戊巴比妥钠2ml、2分钟后

2．2%毒毛旋花子甙K2ml、2分钟后

3．重复2。一般可使心脏收缩幅度降低至用药前的2/3～1/2），如抑制不明显，可再重复2。这种心抑制作用可持续40分钟。

4．毒毛旋花子甙K0.25mg，如2分钟内无效，可再重复1次。

5．毒毛旋花子甙K0.5mg。

[注意事项]每次给药前都要停人工呼吸5秒钟，记录心脏收缩幅度。

[结果]

[讨论]

1.毒毛旋花子甙K对心肌收缩力减弱的心脏有何作用？

2.加大毒毛旋花子甙K剂量时，有何后果，有什么解救方法。

实验三、药物对家兔血压的作用及受体作用分析

[目的]

1.观察拟肾上腺素对家兔血压的影响

2.α、β受体阻滞剂对上述药物作用的影响，分析作用部位。

[材料]

器材：家兔手术台，二导生理记录仪，压力换能器，三能，手术器械，各号套管。

药品：肝素钠，25%乌拉坦，生理盐水，心得安，妥拉苏林，肾上腺素，去甲肾上腺素，异丙肾上腺素。

[动物]家兔，2～3kg

[方法]家兔称体重后，iv乌拉坦（1g/kg），仰位固定于手术台上，剪净颈部的毛，切开颈正中皮肤，分离气管，插入气管套管，用线结扎固定。分离左侧颈部动脉。静脉内注射肝素钠500u/kg。结扎左颈总动脉近头端，并在近心端以动脉夹夹住，以阻断血流。动脉套管向心插入颈总动脉内，结扎固定。打开动脉夹，记录血压于二导记录仪上。待血管稳定后，按下列顺序静脉内给药。

第一组

1.生理盐水1ml/kg iv

2.去甲肾上腺素10ug/ml/kg

3.肾上腺素10ug/ml/kg

4.异丙肾上腺素2.5mg/ml/kg

5.妥拉苏林5mg/ml/kg

6.重复3、2、4

第二组

1.2、3、4步骤同第一组

5.心得安2.5mg/ml/kg

6.重复4、3、2

[结果]

[讨论]

1.去甲肾上腺素、肾上腺素、异丙肾上腺素对家兔血压有何作用，为什么？

2.用妥拉苏林后，肾上腺素的作用发生了什么变化，如何解释？还有什么药有类似的作用？

3.心得安对异丙肾上腺素的作用有何影响，为什么？

4.临床用药时应注意什么问题？

实验四 抗心律失常药对水合氯醛—氯化钡致心律失常的影响

[目的]观察心得安预防和治疗水合氯醛—氯化钡致心律失常的作用。

[材料]

器材：心电图机，心电图纸，恒速泵，秒表，蜡盘，注射器，头皮针，胶布，乳胶管。

药品：10%水合氯醛，0.01%氯化钡，生理盐水，0.1%心得安

动物：大白鼠，300～500g

[方法]

1.心得安预防心律失常实验

取大鼠称重后以10%水合氯醛0.3ml/100g ip麻醉，仰位置于蜡盘上。四肢接心电图肢导联电极，调整心电图机标准电压1mv=15mm，纸速25mm/秒，记录Ⅱ导联心电图后，尾静脉或股静脉插入静脉套管，连接恒速泵（泵速2.5ml/分，充以0.01%氯化钡生理盐水溶液）。连接完毕再记录心电图一次。由股V插管内注射生理盐水0.3ml/100g，2min后同时启动心电图机、秒表和恒速泵（双向性心电图波形）出现的潜伏期，作为对照实验。

另取大鼠一只，操作同上，唯一不同点是用0.1%心得安0.3ml/100g取代生理盐水iv（缓慢）与对照比较潜伏期长短，最多观察2min。

2.心得安治疗心律失常作用

按前述方法麻醉动物，连接心电图机和恒速泵，记录正常心电图后，同时启动心电图机、秒表和恒速泵，待出现心律失常后，继续灌流10s，立即iv生理盐水0.3ml/100g，观察心律失常持续时间。每隔2min记录一次，最多观察10min。

另取一只大鼠，操作同上，仅以0.1%心得安0.3ml/100g iv取代生理盐水，记录心心律失常持续时间。与对照比较。

[结果]

[讨论]

1.如何利用这些实验数据，说明心得安具有预防或治疗水合氯醛—氯化钡致大鼠心律失常作用？

2.利用此实验方法，你能否再设计出一个实验步骤，来证明心得安的抗心律失常作用？

三、离体器官实验

实验一 药物的量效关系曲线测定

[目的]观察药物剂量与组织反应的关系，了解其理论与实际意义。

[材料]

器材：离体器官测定仪1台，0.25ml注射器1个，5ml烧杯5个，5ml吸管1个，0.2ml吸管1个，大剪刀1把，组织剪1把，血管钳1把，弯针1个，丝线，培养皿1个。

药品：乙酰胆碱（Ach），台氏液（Tyrode）。

[方法]

1.标本制备

（1）取饥饿14小时的豚鼠（体重300～400g）1只，击枕部致死，立即腹部找出回盲部，在其上端剪取长约30～40cm回肠一段，置于盛有台氏液的培养皿中，仔细分离，剪去肠系膜动作要轻柔，不可损伤肠管，必要时用台氏液将肠内容物冲洗干净。将回肠剪成1.0～1.5cm的小段备用。

（2）调整好离体器官测定仪，在浴管内加入台氏液20ml，在液面的外管壁上做一标记。取制备好的肠管一段，在其两端成对角线方向各穿一线结扎，其下端固定于玻璃钩上，上端与换能器挂钩相连。调整好线的角度及松紧度。

2.药物的配制：Ach浓度可按1、2、4、8……的等比级数递增，配成系列浓度（以克分子浓度表示，如10-4、10-5、10-6M……等）。

3.实验步骤：向浴管内加入Ach溶液0.2ml：

（1）分别找出Ach引起肠肌收缩的最大和最小有效量；

（2）另取两个剂量，使其收缩效应在30～70%最大效应之间；

（3）按拉丁方顺序，将上述四个剂量顺序给药；

（4）记录给予后肠肌收缩幅度变化。

[结果]以Ach对数浓度为横坐标，以肠肌收缩幅度为纵坐标，绘制量效曲线。

[注意事项]

1.给药浓度一般从10-7M（0.2ml）开始。

2.加入浴管中药液容积应<0.2ml。

3.给药按下列拉丁方顺序


ABCE


BCDA


CDAB


DABC

[讨论]药物的剂量与效应关系及其意义。

实验二  药物对离体兔心（Langendorff制备）的影响

[目的]

1.观察药物对离体兔心的作用。

2.比较儿茶酚胺类药物对离体兔心的作用。

3.掌握离体心脏标本的制备方法。

[材料]

器材：离体心脏灌流装置1套，超级恒温水浴1台，二导生理记录仪，氧气，大剪刀，组织剪，肛膜剪，牙科镊，缝合线，压力换能器（0～25g），万能支架，滑车，培养皿，50ml、5ml及1ml注射器，200ml烧杯。

药品：去甲肾上腺素（NA），肾上腺素（Adr），异丙肾上腺素（Isop），酚妥拉明，心得安，毒毛旋花子甙K注射液（0.25mg/ml），任一洛氏液。

动物：家兔（2kg）左右。

[方法]取家兔一只，击头部处死，开胸迅速取出心脏。在接近心脏的主动脉应留1cm长，以便结扎在套管上。取出心脏后立即放入用氧饱和并肝素化（50单位/ml）的任一洛氏液中，轻轻挤压心脏，排出心腔积血，剪去脂肪组织。将心瓣套管插入主动脉，用线扎紧，然后固定于离体心脏灌流装置上，并以37℃用氧饱和的任一洛氏液灌流。注意主动脉结扎的位置宜稍高，以免插管阻塞冠脉入口，灌流压为40cm水柱，在心尖部缝一丝线，以滑车与压力传管器相连，调整丝线的松紧度。然后开动二导记录仪，调整好灵敏度及零点，记录心脏收缩幅度及心率。

待取得正常收缩曲线后，经连接于主动脉的橡皮管，依次注入下列药物。

1.Adr0.1ug

2.NA0.1ug

3.Isop0.05～0.1ug，如无反应可增加剂量。

4.酚妥拉明0.5～1mg，每隔10秒，分次注入，然后立即分别重复1、2、3。

5.心得安0.1～1.0ug，每隔10秒，分次注入后，立即分别重复1、2、3.

6.毒毛旋花子甙K注射液0.1～0.2ml。

[注意事项]上述4、5步骤中，给予下一药物时，应待心脏收缩幅度恢复到对照水平。

[讨论]

1.比较儿茶酚胺类对离体兔心作用、差异；

2.分析心脏肾上腺素能受体的种类及功能；

3.强心甙对心肌收缩力有何影响？

实验三  电刺激离体兔耳血管的作用机制分析

[目的]观察电刺激对离体兔耳的作用，并分析其作用机制。

[材料]

器材：二导记录仪，恒温水浴装置，YSD4型生理药理多用仪，电极，恒流泵，蜡盘，手术器材（大剪刀、组织剪、牙科镊、肛膜剪、肛膜镊子），缝合线，兔耳动脉套管，培养皿，铁支架，试管架，试管夹，烧杯500ml各1个，氧气。

药品：去甲肾上腺素（NA），利多卡因，酚妥拉明，任一洛氏液。

动物：家兔。

[方法]

1.离体兔耳血管标本制备：取家兔一只，处死后自耳根部剪下兔耳，固定于蜡盘内，剪开耳背面皮肤，找出并分离耳中央动脉。插入动脉套管将结扎固定，剪取血管，长度约3～5cm，将动脉套管与恒流泵相连，并将血管标本置于环状电极上以备刺激，将整个血管置于浴管中，调整恒流泵，使每分钟灌流量为5～6ml。药物注入泵灌流液中，血管口径的变化导致灌注压变化，可用压力传感器记录之。

2.操作步骤：调整二导记录仪零点及灵敏度，记录灌流压。待灌流压平稳后，按下列顺序给药。

（1）电刺激：30V  8Hz，10～15秒。

（2）NA，0.2～0.5ug

（3）利多卡因，40～60ug，5分钟后，重复（1）和（2）

（4）酚妥拉明，0.1～0.5ug，1分钟，再重复（1）和（2）。

[注意事项]每次给药后应将浴管液换洗三次，以洗掉浴管中药液，待灌流压恢复后再给下一药物。

[讨论]

1.电刺激中央动脉为何会引起灌流压变化？

2.利多卡因对电刺激兔耳血管引起的收缩有何影响？为什么？

3.酚妥拉明对电刺激及去甲肾上腺素引起的血管收缩有何影响？为什么？

实验四 受体拮抗参数（PA2值）测定

[目的]

1.学会用简易法测定受体拮抗剂的PA2值；

2.了解PA2值的意义及应用。

[材料]

器材：同实验一

药品：乙酰胆碱（Ach），阿托品，台氏液。

动物：豚鼠，实验前禁食14小时。

[方法]

1.离体豚鼠回肠标本制备及药物配制均同实验一。

2.操作步骤：

（1）浴管内加入药液，找出Ach的最大有效量，然后确定某一浓度的Ach，使其加入0.2ml后得到的反应约为最大反应的80～90%，而加入0.1ml时反应约为最大反应的30～40%，洗去药液。

（2）加入Ach 0.1ml，待收缩反应达最高点后，洗去药液。如此重复三次，使反应恒定。

（3）加入阿托品10-7M 0.2ml，作用2分钟后。

（4）加入Ach 0.2ml，待反应达最高点后，洗去药液。

（5）重复（2）。

（6）加入阿托品10-6M 0.2ml，作用2分钟后。

（7）重复（4）；重复（2）。

（8）加入阿托品10-5M 0.2ml，作用2分钟后。

（9）重复（4）；重复（2）。

（10）加入阿托品10-4M 0.2ml，作用2分钟后。

（11）重复（4）。

 [结果处理]待测定Ach在上述四种不同浓度阿托品存在时的作用后，分别按下列求出反应比值：

                0.2mlAch效应（E2）

反应比值（%）=------------------
0.1mlAch效应（E1）

以拮抗剂阿托品克分子浓度的负对数为横坐标（-logM），以上述各次效应比值（E2/E1）为纵坐标作图，求出相对于纵轴100%的相应横坐标值，即为PA2值。

[注意事项]

1.阿托品的浓度一般从10-7M开始，如果此浓度拮抗过强，则可稀土层。

2.小剂量的阿托品可能出现增加Ach效应的结果。

3.不同时间，不同标本段，激动剂的不同浓度时，阿托品的拮抗浓度相差很大。

[讨论]

1.为何阿托品与组织接触时间应恒定？

2.何谓PA2值？有何意义？

3. PA2值的测定及其作用？

四、药动学实验

实验一 磺胺嘧定钠盐的吸收

[目的]了解时量关系的意义及测定方法

[测定原理]血液经三氯醋酸沉淀后除蛋白质后，上清液中的磺胺类药物在酸性条件下可与亚硝酸钠反应，生成重氮化合物，此化合物在碱性条件下与显色剂麝香草酚作用，形成有颜色的偶氮化合物，颜色深度与磺胺含量成正比，用光电比色计比色，可推算磺胺类的浓度。

[材料]

动物：家兔1只

药品：20%磺胺嘧啶钠（SD钠）、肝素、5%三氯醋酸、0.5NaNO2、0.5%麝香草酚之20%NaOH溶液（显色剂）、液体石蜡、SD钠标准溶液（1.25、2.5及5mg%）

器材：722型分光光度计，离心机（公用），兔盒，60M手术灯，试管架，玻璃棒，玻璃笔，手术刀片，10ml吸管，2ml和5ml注射器各1个，离心管，10ml试管，5ml玻璃杯各9个，1ml吸管3支，坐标纸，棉球。

[方法]取家兔称重，兔盒固定，拨去耳缘部毛，耳静脉注射肝素（750u/kg）。用手术灯照烤兔耳（小心触电！），使血管充盈，再以石蜡涂擦耳缘，用针头或手术刀刺破耳缘静脉，放血11～15滴，用吸管量耳0.4ml血（作对照标本），注入预先盛有5%三氯醋酸5.6ml的离心管中，摇匀，离心5分钟（2000转/分），沉淀蛋白质。首次取血后，立即分两侧臀部肌注SD钠（0.6g/kg），肌注后5、15、30、45、60分钟各取血0.4ml，血样同上述对照标本的处理。

吸取上述离心管上清液各3ml于试管中，按时间顺序编号，加入0.5 NaNO21ml，摇匀，加显色剂2ml，置于比色杯中，用722型分光光度计，选波长520nm，以给药前对照血标本管调零点，测定各管光密度。

[标准曲线制备]取SD钠三种标准液（1.25、2.5及5mg%）各2ml，分别加入1N HCL各1ml，按上述步骤依次加入各种试剂，以标准液浓度为X，光密度为Y，通过求得的直线回归方程画出标准曲线，或直接在坐标低上将光密度与测定管内SD浓度作图，制得标准曲线。

[结果处理]利用各管光密度由标准曲线求出SD含量乘以30，即为血中SD浓度，以时间为横坐标，血药纵坐标，在普通坐标纸绘制SD的时量关系曲线，分析其吸收情况。

实验二 SD药动学参数的测定及其肝、脑组织分布

[目的]

1.了解常用药动学参数的计算方法。

2.了解SD在肝、脑组织的分布。

[材料]匀浆管、开骨钳、剪刀、其余均同实验一。

[方法]按实验一，首次取血后从耳缘静脉注射SD钠0.4g、呈，于注射后5、15、30、45及60分钟各取血0.4ml，以下处理同实验一。

于末次取血后将兔放血处死，取肝和脑组织各0.8克，另放血处死一只正常未用药兔，取其肝、脑组织各0.8g作对照标本。将肝、脑组织分别置于匀浆管中，加5%三氯醋酸2ml，研成匀浆，然后将匀浆转移至离心管中，以5%三氯醋酸冲洗匀浆管，使最后总体积为8ml，离心5分钟，取上清液3ml置于试管中，加入0.5%NaNO2 1ml，摇匀，加入显色剂2ml，摇匀，用722型分光光度计，选波长520nm，以对照兔肝、脑组织标本管调零点，分别测定肝和脑组织的光密度。

[结果处理]

1.计算SD药代动力学参数。

一级动力学消除的药物时间的关系式为：C（t）=C0e-ket方程两边取对数：

logC（t）=log C0—ket/2.303

以logC（t）对t 作直线回归得直线方程，其截距A为log C0，斜率B为—ke/2.303。

将实验结果填入下表计算出A、B。

	X（时间）
	X2
	C（浓度）
	Y=logC
	XY

	5
	　
	　
	　
	　

	15
	
	
	
	

	30
	
	
	
	

	45
	
	
	
	

	60
	　
	　
	　
	　

	∑X
	∑X2
	　
	∑Y
	∑XY


    n∑XY－∑X∑Y
B=------------------------

n∑X2－(∑X) 2
    ∑Y－B∑X
A=--------- ----------

        n

n为取血点数目。

由A、B计算出以下参数

Ke（消除速充常数）=-2.303B

t1/2(血浆半衰期)=0.639/Ke

C0(初始浓度)=log-1A

Vd（表观分布容积）=D0/C0（D0为用药量）

CL（消除率）=Ke·Vd

AUC（药时曲线下面积）=C0/Ke

2.肝和脑组织SD含量计算

分别由标准曲线求出SD含量乘以0.2，即为每克肝和脑组织中SD含量。将肝、脑SD含量绘成直条图，比较二者的差别。

[附家兔取血法]

1.耳缘静脉取血：固定兔身或将兔装入固定箱内，剪去耳根部及耳缘部毛，用电灯照烤加热耳朵或以二甲苯棉球涂擦，使静脉扩张，再以石蜡油擦耳缘，防止流出血液凝固，然后用小动脉夹夹紧耳根部，用大号针头逆静脉血回流方向刺破静脉或刀切小口，用手指轻轻地助血液流出。兔耳缘静脉取血亦可用注射器（针头用6号，预先用抗凝剂湿润）逆静脉血回流方向穿刺取血。

2.心脏取血：把兔抑卧固定或仰位绑紧在动物解剖台上，用左手指在兔左侧胸部摸到心尖搏动的位置，一般在靠近胸骨剑突左侧上缘3—4肋间，摸到心尖搏动点后，确定针尖刺入部位。在左侧胸部剃毛，用碘酒及75%酒精消毒，然后把经抗凝剂湿过的注射器（针头为6—7号）从已确定进针部位垂直刺入胸腔，细心探索心室位置，感到针头随心尖有力地搏动时，即把针头插入，若插入心室腔时，可见血流涌入注射器，此时固定好注射器位置，缓慢回抽针栓（因回抽太快负压可吸不出血）至所需血量后，即拨出针头。

实验三  磺胺嘧啶的代谢

[目的]

1.了解乙酰化酶的活性及其对药物代谢的影响。

2.测定部分同学快慢乙酰化类型的分布情况。

[材料]水浴锅、漏斗、滤纸、试管、吸量管、量筒、烧杯、容量瓶等。

[药品]磺胺嘧啶片剂、1N HCL、1N NaOH、0.5%麝香草酚之20%NaOH溶液。

[方法]

1.受试者在服药前排尿并收集适量尿液作为对照。然后口服磺胺嘧啶2克，于服药后2小时再收集尿液。

2.用量筒量取给药前、后尿液各10ml，分别置于50ml容量瓶内，各加1N NaOH 1ml，用蒸馏水稀释至50ml。震摇后过滤，留滤液备用。

3.取服药后尿滤液2ml加入试管内，再加入1ml 1N HCL使总容积为3ml，然后加入0.5%NaNO2 1ml，摇匀后，再加入0.5%麝香草酚2ml显色。

4.另取服药后尿滤液及服药前尿滤液各2ml，分别加入1N HCL 1ml，0.5%NaNO2 1ml，摇匀后，再加入0.5%麝香草酚2ml。

5.以服药前尿标本为对照，用光电比色计测出服药后煮沸与未煮沸管的光密度D采用以下公式间接表示肝脏乙酰化酶的活性。

              F煮沸-D未煮沸

乙酰化酶活性=--------------------------×100

                 D煮沸

若：乙酰化酶活性≥40为快乙酰化型

乙酰化酶活性＜40为慢乙酰化型

实验四 速尿对麻醉家兔尿量及其钠钾离子排泄的影响

[目的]

1.观察速尿的利尿作用。

2.了解尿中钠钾离子的测定方法

[材料]兔手术台、注射器、烧杯、量筒、导尿管、胃管、兔开口器、722-A型火焰光度计等。

[药品]25%乌拉坦、速尿、生理盐水、液体石蜡

[动物]雄性家兔1只

[方法]

1．将家兔称重后，用胃管灌入温自来水30ml/只，然后用25%乌拉坦1g/kg（4ml/kg）耳静脉注射，待麻醉后，仰卧固定于手术台上。取10号导尿管用液体石蜡润滑后自尿道口轻柔缓慢插入，当导尿管进入膀胱后即可见其另一端有尿液滴出，再插入1—2cm（共8—12cm），将导尿管用胶布固定，以防滑出，轻压下腹部，将其膀胱内积存尿液全部排出，然后依次每隔20分钟由耳缘静脉注射：

（1）生理盐水0.4ml/kg

（2）0.4%速尿0.4ml/kg

（3）1%速尿0.4ml/kg

记录给盐水或速尿后20分钟内尿量，并将各尿液标本留作尿钠、尿钾的测定。

2.尿钠、尿钾的测定：本实验采用火焰光度计比较法。先取适量尿液标本稀释一定倍数（如100、200……）再按以下步骤分别进行尿钠、尿钾的测定（注意如尿中混有血液应先离心2000转/分5分钟）后取上清液测定。

（1）尿钠：钠标准浓度C为1mg%，测得其辐射强度为ao，试测出稀释后尿液标本的辐射强度读数ax，则：

尿标本钠浓度=C0×(ax/ao)×稀释倍数

20分钟尿钠总量=尿标本钠浓度×20分钟尿量

（2）尿钾测定：同尿钠（ao=1mg%）

将以下结果填入下表

表1     速尿的利尿作用

	药物
	0—20分钟尿量
（ml）
	尿滴数/5分钟

	
	
	5分
	10分
	15分
	20分

	生理盐水
	
	

	0.1%速尿
	
	

	1%速尿
	
	


表2    速尿对尿中钠钾离子排泄的影响

	         指标 
 药物
	钠
	钠

	
	浓度mg%
	20分钟总量（mg）
	浓度mg%
	20分钟总量（mg）

	生理盐水
	　
　
　
　
	　
　
　
　

	0.1%速尿
	
	

	1%速尿
	
	


附：火焰光度计原理

利用压缩空气将稀释的尿标本喷成雾状再与可燃气体温和燃烧，样本中某些金属元素被热能激发，发射出特有的火焰，如钠火焰呈橙黄色、钾呈深红色，溶液中金属元素愈多，所发射出的火焰光度愈强，通过光敏元件及放大系统显示在电流计上的读数愈高，从而可计算出样本中钾钠的浓度。

实验五  哇巴因对豚鼠肾皮质的抑制作用

[目的]

1.体外测定Na+，K+—ATP酶活力的方法。

2.测定强心甙哇巴因（ouabain）对Na+，K+—ATP酶的半数抑制量（IC50）。

[原理] Na+，K+—ATP酶存在于心肌、骨骼肌、平滑肌、肾、甲状腺及红细胞等胞膜上，它能分解ATP，释出能量，供Na+、K+的主动转运，起着Na+、K+“泵”的作用。肾皮质匀浆中ATP总酶包括Na+，K+—ATP酶和Mg++—ATP酶，哇巴因对前者有高度特异性的抑制作用同，对后者则无作用。迄今还未能提出完全纯的Na+—ATP酶。按本实验提取方法（见附表）所得的酶，仅是为满足本实验需要而设计的部分提纯的酶制备，测定酶活力的原理是在含Na+、K+和Mg++的反应液中，加入底物ATP和酶制。在37℃育一段时间。ATP度酶分解成ADP和Pi。然后按Horry法测Pi量，以每mg蛋白每小时水解ATP产生的Po为酶的活力单位（umol epi/mg pr/hr）。反应液中含Na+、K+和Mg++者为ATP总酶，加10-4哇巴因（Na+，K+—ATP酶全部被抑制）者为Mg++—ATP酶，二者之差为Na+，K+—ATP酶的活力。反应液中加入不同浓度哇巴因就可得到各自对Na+，K+—ATP酶的抑制率，从而求IC50出。

[方法]

1.ATP总酶制备：按附表程序制备（由准备室统一制作）。

2.稀释哇巴因：参考浓度为5×10-5M、10-5M、5×10-6M、2.5×10-6M、10-6M及5×10-7M.

3.按表1程序加样，温育30min后，加30%TCAO 25ml终止反应。离心3000转/分3—5分钟后，取上清液0.5ml，按表2测Pi。

                                          标准磷浓度       1          1

总酶（Hg）活力=（样品OD－非酶OD）×-----------×--------×--------
                                           标准磷OD   Pi分子量   蛋白浓度

              60分钟                                     1       12.5

×稀释倍数×--------=（样品OD－非酶OD）×12.5ug×---×1×----×10×2

             反应时间                                   31ug      0.5

     样品OD－非酶OD

×----------------×20.16

标准OD

Na+，K+—ATP酶活力=总酶活力－Mg++—ATP酶活力

              无药Na+，K+—ATP酶活力－有药Na+，K+—ATP酶活力

哇巴因抑制率=-------------------------------------------------×100%

无药Na+，K+—ATP酶活力

4.求IC50：任选一方法

（1）用对数坐标纸，剂量对数为横坐标，抑制率为纵坐标，可得“S”图，由此求得IC50。

（2）用概率坐标纸，可把剂量与效应关系以直线表示，求得IC50。

（3）用计算器计算，通过求得回归系数来求IC50。

表1

	试剂
（ml）
	非酶
	Mg++—ATP酶
	哇巴因

	
	
	（哇巴因10-4M）
	无药（0）
	1 2 3 4 5 6

	Na+，K+、Mg++混合液50mM、25mM、125mM
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4

	哇巴因0→10-3M
	—
	0.1
	0
	0.1

	酶制剂1ml Pr/ml
	—
	0.1
	0.1
	0.1

	Na2ATP 50mM
	0.1
	0.1
	0.1
	0.1

	EDTA-Tris-HCL 5mM50mM
	0.5
	0.3
	0.4
	0.3

	37℃ 30minTCA30%
	0.25
	0.25
	0.25
	0.25


注：1.全部用双管。2.温育后把反应管置水浴中，立即加TCA终止反应。3.无药管（对照管）即为ATP总酶。

表2

	试剂（ml）
	空白
	标准
	样品

	蒸馏水
	0.5
	—
	—

	标准磷25mg/ml
	—
	0.5
	—

	上清液
	—
	—
	0.5

	Fe剂
	0.5
	5
	5

	钼酸铵
	0.5
	0.5
	0.5


附录

表1 常用生理溶液的成分和含量

	    种类用途




 含量成分
	生理盐水
	任氏液
(Ringer)
	乐氏液
(Locke)
	台氏液
(Tyrode)
	克氏液
(Krebs)

	
	冷血动物
	温血动物
	蛙  心
	脏   器
冷血动物
	脏     器
温血动物
	心脏等
温血动物
	小肠等
温血动物
	　

	NaCl
	6.5
	9.0 
	6.75
	6.5
	9.5
	9.0 
	8.0 
	6.6

	KCl
	　
	　
	0.09
	0.14
	0.12
	0.42
	0.2
	0.35

	CaCl2(无水)
	　
	　
	0.11
	0.12
	0.20 
	0.24
	0.2
	0.28

	NaHCO3
	　
	　
	0.225
	0.20 
	0.15
	0.1～0.3
	1.0 
	2.10 

	Na2HPO4
	　
	　
	　
	0.01
	　
	　
	0.05
	　

	KH2PO4
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	0.162

	MgCl2
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	0.1
	　

	MgSO4·7H2O
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	0.294

	葡萄糖
	　
	　
	　
	或1.0
	或1.0
	1～2.5
	1.0 
	2.0 

	O2
	　
	　
	　
	　
	　
	含氧
	含氧
	含氧

	蒸馏水加至
	1000
	1000
	1000
	1000
	1000
	1000
	1000
	1000


说明：1）表中各溶液的成分、含量和用途，各家主张不一，但均大同小异。

2）表中单位：固体为克，液体毫升。

3）凡溶液中含有NaH CO3或Na2HPO4或CaCl2者，均应先分别溶解，然后加其他已充分溶解稀释的成份中，否则也产生沉淀。

4）葡萄糖应在临用前加入，以防变坏。

表2                    非挥发性麻醉药的用法和用量

	药     物
	动物
	给药途径
	剂量（mg/kg)
	麻醉时间和特点

	戊巴比妥钠
（3—5%）
	狗、兔
	静        注
	25～30
	2～4小时，路途补充5mg/
kg可维持1小时以上。对

呼吸血压影响较小，肌肉松

弛不全，麻醉稳定，常用。

	
	猫
	腹        腔
	30
	

	
	豚鼠、大白
鼠、小白鼠
	腹        腔
	40～50
	

	异戊巴比妥钠
（0.1%）
	兔
	静        注
	40～50
	2～4小时，对呼吸血压影
响较小，肌肉松弛不全，
麻醉不够稳定

	
	鼠
	腹        腔
	80～100
	

	硫喷妥钠
（25%)
	狗、兔
	静       注
	20～30
	约半小时，静注宜缓，以免抑
制呼吸致死，肌肉松弛不全

	
	猫
	腹        腔
	30～50
	

	乌拉坦
（25%）
	兔、猫
	静注、腹腔、灌胃
	1000～1450
	2～4小时，可用于生理神经
反射性实验

	
	鼠
	腹        腔
	1000～1500
	

	氯醛糖
（2%）
	狗
	静        注
	80～100
	6小时，可用于生理神经
反射性实验

	氯醛糖
＋
乌拉坦
	狗
	静        注
	氯40～50
乌500～600
	　

	
	猫
	静        注
	氯6
乌800
	

	
	豚     鼠
	腹        腔
	氯20
乌1000
	

	苯巴比妥钠
（10%）
	狗
	静        注
	30～100]
	8小时，对呼吸血压影响较
小，肌肉松弛不全，少用

	
	猫、兔、鼠
	静注、腹腔
	80～100
	

	巴比妥钠
	狗
	静        注
	250～300
	同上

	
	猫、兔、鼠
	静注、腹腔
	200
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表4                                机率单位表
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表5                                    权重系数表
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