
基本理论（一）

1  实验设计的基本原则
药理研究的目的是通过动物实验来认识药物作用的特点和规律，为开发新药和评价药物提供科学依据。由于生物个体之间存在着差异性，要取得精确可靠的实验结论必须进行实验设计。进行实验设计必须遵循R.A.Fischer的三原则，即：随机、对照、重复。

1.1  随机

1.2  对照

1.3  重复

2 常用的药理学实验分组设计

2.1  单纯随机设计

2.2  简化分层随机法

2.3  配对随机法

3  药理学实验研究中常用剂量换算法

1. 由药物剂量mg/kg及药液百分浓度换算成每kg体重注射药液量ml，进而计算出每只动物应该注射多少ml。

2. 由药物剂量mg/kg和设定的药液容量ml/kg，计算应该配制的药物浓度。

3. 百分浓度与摩尔/升浓度之间的换算：

基本理论（二）——新药的发现

一、新药及其分类

1. 药物的定义： 
2. 新药的定义：

3.  新药的分类

3.1 中药、天然药物注册分类

3.2化学药品注册分类

3.3生物制品注册分类

二、新药研究的一般程序
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三、临床前药理学的研究内容
1、与治疗作用有关的主要药效学研究

2、一般药理学研究

3、药代动力学研究
4、毒理学研究

（1）急性毒性试验

（2）长期毒性试验

（3）特殊毒性试验

四、临床前药理学研究对动物实验的要求
1. 选择2-3种动物，以排除种属差异。
2. 选择多种公认可靠的动物模型。
3. 以整体实验为主，配合以体外离体实验。
4. 剂量3-5个，确定量效关系。
5. 给药途径与临床一致。
6. 设对照组：阴性对照、阳性对照。
五、临床药理学的研究内容

1 I期临床  研究人体对新药的耐受程度，了解新药在人体的药动学过程。
2 II期临床  确定药物的适应证及不良反应，对其安全有效性作初步评价。
3 III期临床  在较大范围内进行西药疗效和安全性评价。
4 IV期临床  上市后监察。
  录像1  动物捉拿与给药方法

[实验目的]
了解各种动物的捉拿与给药方法。
[实验内容]

1、 大鼠、小鼠、豚鼠、家兔、猫、犬、猴的捉拿和固定。

2、 大鼠、小鼠、豚鼠、家兔、猫、犬、猴的性别辨认。
3、 大鼠、小鼠、豚鼠、家兔、猫、犬、猴的灌胃、腹腔注射、肌肉注射、皮下注射、静脉注射方法。

录像2  几类药物的药理学研究方法
[实验目的]
了解几类药物的药理学实验研究方法。
[实验内容]
1、 中枢神经系统药物的实验研究方法。

2、 抗帕金森药物的实验研究方法。

3、 糖皮质激素的实验研究方法。
实验一   筒箭毒碱ED50的测定

[实验目的]

了解ED50的测定力法、原理、计算过程与意义

[实验对象]

    小鼠(昆明种)、雌雄各半

[仪器和药品]

    铁丝网．铁架台、天平、注射器、筒箭毒碱（根据实际需求配制，一般为0.2ml/10g体重）

[实验内容]

   采用点斜法进行ED50的测定。

1．预实验；目的是为了找出符合点斜法要求的Dmax和Dmin。阳性反应判定标

准：20min内小鼠落下铁丝网3次(注意排除因互相拥挤而落下所造成的假阳性)。

2．确定组数(n)后，根据Dmax和Dmin ，计算各组应给予的剂量，注意公比r应在1.1-1.6范围内Dmax=rn-1·Dmin

    即    [image: image2.bmp]
    分别计算出各组应注射的剂量，
3．正式实验：

（1）称重、标记；

（2）筛选小鼠：将小鼠放在铁丝网上，观察10min，能坚持不掉落的即为合格，可以参与实验。此步筛选的目的在于排除假阳性。

（3）给药观察：腹腔注射筒箭毒碱。每组分别给予相应的剂量，

（4）计算阳性率：阳性反应标准：给药店20min如内自铁丝网上掉落3次者为阳性。

4．计算：

       （1）lgED50 = Xm – i（∑ P– 0.5）

       其中， Xm = lg Dmax

              i = lgr
              ∑ P：阳性率之和

       因此：ED50= lg-1[Xm – i（∑ P– 0.5）]

       （2）ED50的95%可信区间 = lg-1[lgED50±1.96Sx50

Sx50 = i √（∑ P–∑ P2）/（n–1）  ，n为各组动物数

以阳性率为纵坐标，对数剂量为横坐标，作图。

[思考题]

1．点斜法测定ED50时，实验设计必须符合哪些条件?

2．测定ED50、LD50的意义是什么?

3．小鼠腹腔注射简箭毒碱的ED50是多少?其95％可信区间是多少?

实验二 磺胺药的药代动力学参数测定

[实验目的]

了解磺胺类药物在动物体内随时间变化的代谢规律，掌握药代动力学参数的计算方法。

[实验对象]

    家免

[仪器和药品]

    分光光度计，75g/L（7.5％）三氯醋酸，5g/L（0.5%）亚硝酸钠，5g/L（0.5%）麝香草酚，0.5g/L（0.05%）磺胺嘧啶等

[实验内容]

1. 家免称重麻醉，分离颈总动脉。耳缘静脉注射肝素抗凝后颈动脉插管，取动脉血备用。

2. 取血：先取空白动脉血。然后给家免耳缘静脉注射磺胺嘧啶（0.3g/kg），分别于注射后0min、3min、5min、15min、30min、45min、60min、90min时取动脉血。

3. 测定血药浓度：严格按照下表中的顺序加药：

根据标准管的药物浓度及其光密度值，可计算出样品管内的药物浓度。公式如下：

    OD样／OD标＝C样／C标

将所测得的血药浓度值与时间通过计算机进行曲线拟台，得到时量曲线，表达公式如下： 

Ct = Ae–αt + Be–βt

    在半对数坐标纸上以时间（t）为横坐标，实测的光密度值换算而得的血药浓度的对数为纵坐标，绘制时量曲线图。

[思考题]

1．二室模型的药物的体内过程有哪些特点？

2．药物消除动力学分为哪两类、各自的特点是什么?

3．简述药物代谢动力学参数的测定方法。

实验三  新斯的明对琥珀酰胆碱和筒箭毒碱肌松作用的影响

肌松药分为去极化型和非去极化型两种。去极化型肌松药的代表药为琥珀酰胆碱，该药与神经肌肉接头处突触后膜上的N2受体结合后，可使突触后膜持久去极化，受体不能再对乙酰胆碱起反应，从而使骨骸肌松弛、抗胆碱酯酶药新斯的明不能对抗其肌松作用，反而使其肌松作用加重。非去极化型肌松药的代表药为筒箭毒碱，该药与乙酰胆碱竞争神经肌肉接头处突触后膜的N2受体，其肌松作用能被新斯的明解救。

[实验目的]

1. 观察新斯的明对去极化(琥珀酰胆碱)和非去极化(筒箭毒碱)两种肌松药肌松作用的影响

2. 学习大鼠排神经—肠的肌标个的制作方法及共在肌松药研究中的应用。

[实验动物]

    大鼠（150—200g）

[仪器和药品]

    PowerLab一套，0.05g/L（0.005%）氯化筒箭毒碱，0.3g/L（0.03%）氯化琥珀酰胆碱，0.1g/L（0.01%）溴化新斯的明，200g/L（20%）乌拉坦，20g/L（2%）盐酸普鲁卡因，生理盐水，手术器械一套，棉线，橡皮泥，大头钉，铁架台等。

[实验方法]

1． 安装并设定Powerlab记录肌张力的chart文件，调定刺激器有关参数（刺激强度2V左右，刺激间隔990ms，波宽4ms）

2． 大鼠体重，麻醉，20％乌拉坦腹腔注射（0.2-1.5g/kg）。数分钟后翻正反射消失，即可进行实验。

3． 分离坐骨神经

4． 分离腓神经

5． 分离胫前肌

6． 连接仪器：将胫前肌与PowerLab的张力换能器相连接，腓神经处安放刺激电极。

7． 给药(1)：腹腔注射0.005％氯化筒箭毒碱（0.2mg/kg），待收缩振幅被抑制了20％时，立即由舌静脉匀速注射0.01%溴化新斯的明（0.1mg/kg）。

8． 给药(2)：肌肉收缩恢复后，腹腔注射0.03%氯化琥珀酰胆碱（1.2-2.4mg/kg），待收缩振幅被抑制了20％时，立即由舌静脉匀速注射0.01%溴化新斯的明（0.1mg/kg）。

9． 对所记录的胫前肌收缩图形进行分析，讨论分析结果

[思考题]

    根据作用机制，肌松药分为哪两类？它们的区别是什么?
实验四  苯巴比妥钠和放线菌素D
对小鼠肝脏细胞色素P450含量的影响

[实验目的]

学习肝匀浆中肝脏细胞色素P450含量的简易测定方法，理解肝药酶的诱导剂、抑制剂的作用。

[实验对象]

    小鼠(昆明种)

[仪器和药品]

    分光光度计，扭力大平，制冰机，生理盐水，0.75％苯巴比妥钠，0.002％放线菌素D(A. D.)，0.25mol/L蔗糖溶液，Tris-HCl缓冲液，玻璃匀浆器，漏斗，试管，滤纸，移液管等。

[实验方法]
1．动物分为3组：生理盐水组，苯巴比妥钠组及放线菌素D组。
2．苯巴比妥钠和放线菌素D腹腔注射3天以诱导或抑制肝药酶。
3．断头放血：于第3天(实验当日)将小鼠断头放血。
4．制备肝匀浆：将0.25mol/L的蔗糖溶液和0.05mol/L的Tris-HCl缓冲液置于冰块中预冷。剪下肝脏(肝组织不得少于400mg；勿破坏胆囊，因胆色素干扰实验结果；以滤纸吸去血迹，因血红蛋白干扰实验结果)。扭力天平称重(垫锡纸，每次加样或加减法码时必须关上天平)，将肝组织置于匀浆器中，加入预冷后的0.25mol/L蔗糖(0.5ml/100mg肝组织)冰浴下研磨，直至组织变为淡粉色匀浆。用双层纱布过滤匀浆液，取此匀浆液1ml，加入预冷后的0.05mol/L的Tris-HCl缓冲液9ml，充分混匀。冰浴下充以CO，1-2气泡／秒，通气2min。
5. 将通气完毕的溶液倾入2个比色杯中，一个作为参照补，另—个作为样品杯。向样品杯中加入连二亚硫酸钠5mg，充分混匀。参照杯调零后，在450nm和490nm处测定样品杯的吸光度，按下式计算P450的含量：

    P450(nmol/g肝脏)＝[(A450—A490)／E·L] ( 50000
A＝E·C·L

E：P450从490nm到450nm波长的示差光谱消光系数，本实验中E＝l04 L／cm· mmol
L：比色杯厚度(光路长度)＝1cm

C：溶液浓度

A：吸光度

6．计算

(1)  P450升高百分率：[(Pheno—N.S.)／N.S.] (100%，其中Pheno代表苯巴比妥钠。
(2)  P450降低百分率：[(N.S.一A.D.)／N.S.] (100%。
[注意事项]
1． 操作要快(为了保证酶的活性)。
2． 冰浴(为了保证酶的活性)。

3． 血要放尽(P450为血红素蛋白，血红素影响P450)。
4． 胆囊破裂后，胆红素会影响P450的测定。
5． 通CO的速度不能过快或过慢。

6． 研磨，至肝组织由红色变成淡粉色匀浆为止。
7． 分光光度计上比色时，先测定A.D.，再测定N.S.，最后测定苯巴比妥钠（P450由低浓度至高浓度)。
[思考题]
1. 肝药酶的临床意义。
2．药物的耐受与交叉耐受，联合用药应注意的问题。
3．P450在药物转化中的作用。

    4．不同实验组P450含量不同的原因。
5．诱导剂增加P450含量和抑制剂减少P450含量的意义。
实验五  传出神经系统药物对血压和血流动力学的影响

[实验目的]
    观察传出神经系统药物对血压及血流动力学的影响和这些药物之间的相互作用。掌握麻醉动物血压的记录方法及动物的心导管技术。
[实验对象]

    家免

[仪器和药品]
    多道生理记录仪，压力换能器，手术器械，气管插管，动脉插管，动脉夹，静脉插管，心导管，注射器，兔台，丝线，纱布，3％戊巴比妥钠，0.5％肝素，0.002％肾上腺素，0.003％去甲肾上腺素，0.001％异丙肾上腺素，0.5％酚妥拉明，0.1％普萘洛尔，生理盐水等。

[实验方法]

    1．家兔称重，耳缘静脉注射3％戊巴比妥钠(30mg/kg)麻醉(注射不宜过快，否则易致呼吸肌麻痹)。
    2. 将家兔背位固定于手术台上，剪去两侧腹股沟处的毛。在股动脉搏动明显处，沿股动静脉走向纵行剪开皮肤约3-4cm，分离右侧股动脉，穿线备用(观测血压用)，并分离左侧股静脉．穿线备用(静脉给药用)。
    3．剪去颈部的毛，正中切开颈部皮肤，分离右侧颈总动脉，穿线备用(尽量分离出较长的一段，逆行插管后观测左心室内压用)。
    4．打开多道生理记录仪，压力换能器内预充注肝素(注意排尽气泡并熟悉三通管的方向)。

    5．肝素化：股静脉插管，0.5％肝素静注抗凝(1ml/kg)。

    6．股动脉插管，观测并记录血压（BP）。
7．颈总动脉逆行插管，观测并记录左心室内压（LVP）和左心室内压变化速率(dLVP/dt)。当导管插入一定长度后(可在插管之前于体外估测导管大概的进入长度)，小心操作。进入心室内时，有一种突破感和落空感，同时血压波形变成室内压波形(舒张压更低，收缩压更高，脉压增高，波形幅值明显高于动脉血压波形的幅值)。注意：逆行插管插得过浅时易被血流冲出心脏，则波形又恢复为动脉血压波形；插得过深时插管堵在心室壁上则记录不到波形，甚至刺破心脏。因此在操作时应结合体外估测长度、手感以及血压波形的变化进行判断。
8. 观测并记录一段正常图形。
9．给药并进行观察、记录：

   (1) 肾上腺素 ( 去甲肾上腺素 ( 异丙肾上腺素 ( 酚妥拉明，5min后 ( 再次给予去甲肾上腺素 ( 肾上腺素 ( 异丙肾上腺素。
   (2) 肾上腺素 ( 去甲肾上腺素 ( 异丙肾上腺素 ( 普萘洛尔(0.5ml/kg)，5min后 ( 异丙肾上腺素 ( 肾上腺素 ( 去甲肾上腺素。

   说明；除普萘洛尔外，其他药物注射剂量均为0.2 ml/kg；每次给药后可注生理盐水，将死腔内的药液注入静脉；每次给药后，待BP稳定后再给另一种药物。
[思考题]
1. 各药对血压、左心室内压和左心室内压变化速率的作用，酚妥拉明和普萘洛尔对其他药物作用的影响。

2. 影响心功能的因素有哪些？各种影响心功能的约物作用机制分别是什么？
药理学实验课考试（操作部分）

【题目】用扭体法观察药物的镇痛作用。

【目的】主要考查学生对小鼠标记、称重、捉拿、腹腔注射给药的操作技能。
【原理】化学物质刺激腹膜引起持久的痛反应，致使小鼠出现“扭体”反应（即腹部内凹，躯干与后肢伸张，臀部高起）。

【动物】小白鼠，20~22g，雌雄兼用。

【药品】盐酸吗啡或杜冷丁，安基比林，醋酸，生理盐水。

【器材】天平，注射器，鼠笼等。

【方法与步骤】

1. 小鼠称重后随机分为三组，即吗啡组（10mg/kg）或杜冷丁组（20mg/kg），氨基比林组（150mg/kg）和对照组（生理盐水），均为皮下注射10ml/kg。

2. 上述各组小鼠注射药物20分后，ip 0.6%的醋酸（0.2ml/只），记录15分内各组“扭体”反应阳性的动物数

3. 列统计表，以(2检验的方法，判断药物的镇痛作用。

【注意事项】

1. 醋酸需临用时配制。

2. 小鼠体重轻，“扭林”反应出现率低。

3. 室温以20℃为宜。

【思考题】

成瘾性镇痛药的镇痛作用与解热镇痛药有何不同？
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