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	目的要求
	1 了解LD50的概念和意义；

2 学习LD50的测定方法及其计算方法。

	内容
	1. 通过两次预试验探测药物不死量Dn和全死量Dm

2. 确定正式试验组距

3. 配制等比级数系列药液,动物分组

4. 正式试验，观察结果

5. 计算药物LD50

	重点与难点
	1.　LD50的概念和重要性

2.　探测剂量范围时的各组剂量设置
3.　正式试验剂量、分组、结果观察
4.　LD50的计算

	具体安排
时间分配
	原理讲解           30’
探测剂量范围       80’
正式试验           50’
计算LD50                20’
总结               10’
卫生               10’

	教    具
	计算器、天平、注射器、试管、量筒

	教学后记
	


《机能学实验》第十次课内容

药物的LD50测定

【实验目的】 
了解LD50的概念和意义；
学习LD50的测定方法及其计算方法。

【实验原理】 
药物毒性实验的目的在于暴露药物固有的毒性，了解毒性的性质及程度，其损伤是否可逆，能否防治等。为临床安全用药提供科学依据，也是研制新药的基本要求。依据给药时间的长短和观察目的不同，可分为急性毒性试验、长期毒性试验和特殊毒性试验。

急性毒性试验是指受试动物在一次大剂量给药后所产生的毒性反应和死亡情况。药物毒性的大小，常用动物的致死量（LD）来表示，因为动物生与死的生理指标较其他指标明显、客观、容易掌握。致死量的测定也较准确。致死量的测定常以半数致死量（LD50）为标准，LD50越大，药物毒性越小。
LD50是指能够引起试验动物一半死亡的剂量。将动物均匀分组，各组动物给予不同的剂量，观察各组动物死亡的百分率。在一定的剂量范围内，各组的死亡率随剂量的增加而递增。将结果绘图，可见剂量与反应间的关系为一不对称的长尾“S”形曲线。如把剂量转换成对数剂量，则又成对称的“S”形曲线，从对称的S形曲线上可以看到它的中段斜率较大，在50 %死亡率的部分斜率最大，愈靠近曲线的两端斜率愈小，这表示在曲线中段处，剂量稍有变动，死亡率就有明显的差别；相反，在曲线的两端处，剂量变动对死亡率的影响不明显。因此在50%处，代表的动物数最多，最能代表大多数动物的状况，即最具有代表性，反应比较灵敏，测定也最准确。求出50 %死亡率的对数剂量。再从反对数求得的剂量就是LD50。
LD50的计算方法很多，有Bliss机率单位法、简化机率单位法、目测图表法、寇氏法、综合计算法、改良寇氏法、序贯法等。在上述方法中，Bliss机率单位法计算比较繁琐，但结果最准确，近年有很多计算机软件均采用Bliss法计算LD50或检验其它方法的计算结果。

【实验材料】 
1．动物：小鼠80只，体重20±2g
2．器材：小鼠笼8个、天平、1mL注射器5支、可精确到mg的天平（如受试药为注射液时则不需要）、20mL量筒、5mL注射器、10mL试管20支、记号笔、计算器
3．试剂：苦味酸溶液、生理盐水、受试药品（0.02%硝酸士的宁溶液或氯化钙、西地兰注射液、地高辛、硫喷妥钠、毒扁豆碱、吗啡、氯仿）。

【实验方法】
    以改良寇氏法为例
1．预试实验：预试实验是为了找出引起动物0%（Dn）和100%（Dm）死亡的剂量，以便安排正式实验。
取小白鼠8～10只，以2只为一组分成4～5组，配制组距较大的一系列药液（可用10倍稀释的一系列药液，例如：10mg/mL、1mg/mL、0.1mg/mL、0.01mg/mL、0.001mg/mL），分别按组腹腔注射0.2mL/10g，观察出现的中毒症状并记录死亡数，找出0/2致死组和2/2%致死组（例如：1mg/mL 组0/2死亡，10 mg/mL组2/2死亡），此为大致的剂量范围。

另取小白鼠8～10只，以2只为一组分成4～5组，在上述预试的大致剂量范围内，配制另一系列等比浓度的药液4～5组（可用2倍稀释的一系列药液，例如：10 mg/mL、5 mg/mL、2.5 mg/mL、1.25 mg/mL……），再次预试，找出范围相对较小的0/2致死组和2/2%致死组，这两组的剂量就是Dn和Dm。
2．正式试验：分5组试验。按下列公式确定组距：
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[image: image1.wmf]1)

(N

Dm

Dn

-


式中，Dm是估计100%死亡的致死量，Dn是估计0%的剂量（参考剂量Dn为___ mg/kg，Dm为______ mg/kg），r为相邻两组小剂量与大剂量之比为___，N为分组数 5 。等比数列由大向小依次递乘r，故5个剂量为Dm， Dmr，Dmr2，Dmr3 ，Dn。

取18～22 g小白鼠50只，按体重性别分层随机分为5组，每组10只，用苦味酸溶液标记，按上述各剂量分别进行腹腔注射给药（0.2 mL/10g）给药后观察并记录死亡的动物数。

3．汇总实验结果并列表按改良寇氏法计算LD50（包括可信限和可信限率）。
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式中符号：
Xm为最大剂量组剂量的对数
i为相邻两组剂量对数值之差，即：lgd3-lgd2=lgd2-lgd1
P为各组死亡率，用小数表示，∑P为各组死亡率总和。
n为每组动物数

Sx50：lgLD50的标准误，x50=lgLD50
lgLD50的标准误（Sx50）计算公式如下：
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LD50的95%可信限=lg-1（x50±1.96Sx50）
LD50的平均可信限=LD50±(LD50高限—LD50低限)/2
LD50计算表（改良寇氏法）
	组别
	动物数

n 
	剂量（d）
（mg/kg）
	lgd（x）
	死亡数
	死亡率

（P）
	P2

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	∑
	
	
	
	
	
	


【注意事项】
1. 动物：以小白鼠为多用，雌雄兼用，体重在20±2g为宜，患病及怀孕者应剔除。

2. 实验条件：室温、季节、实验时间、动物的饥饱、避光或曝光、单养或群养等均会影响实验结果，应维持一致。

3. 药物及给药途径：剂量成等比级数，组间剂量比值一般为0.65～0.85。以静注、腹腔注射及灌胃为主，用药量以0.2ml/10g为宜。

4. 观察项目及时间：给药后应至少观察7天。观察期间应逐日记录中毒症状及致死原因。随时取出已死动物进行尸检，并记录病变情况，若有肉眼可见病变组织时，需进行该组织的病理形态学检查。 

5. 反应情况大致符合常态分布，即反应在0%～50%及50%～100%的组数大致相近。

6. 要求最大反应率为100%，最小反应率为0%。

7. 报告LD50时注明实验动物的种属及品系、性别、体重范围、给药途径及每个剂量组动物数等。还需注明受试药物的配制方法、给药剂量、各组剂量间的比值、给药容积、观察时间及计算方法。除写出LD50外，还需标出LD50的95%可信限等。

附：配制药液系列 

用“低比稀释法”配药，可提高精确度并节省药品，举例说明：

例：预试中Dm=500mg/kg、Dn=125mg/kg，r=0.7、N=5，动物体重为20±2g，每组10只，总重为200g，用药量为0.2mL/10g（20mL/kg）

1．一号药液浓度=最高致死量/用药量=500（mg/kg）/20（mL/kg）=25mg/mL=2.5%
2．每组药液量=200g×0.2ml/kg=4mL（最少4mL，为了配药方便并留有余地取4.5mL）
3．一号药液需用量=每组药液量/（1-r）=4.5mL/（1-0.7）=15mL
4．精确配制2.5%药液15mL，从中吸出4.5mL为一号液，供第一组用药，（每10g注射0.2mL）

5．配二号液 在余下的10.5mL一号液中加生理盐水4.5mL，混匀后吸出4.5mL为二号液
6．以此类推，配出一系列比值1：0.7的药液

【讨论思考】 

测定LD50的意义？
【讨论思考题答案】 

药物毒性实验的目的在于暴露药物固有的毒性，了解毒性的性质及程度，其损伤是否可逆，能否防治，了解药物可能的作用部位和器官等。为临床安全用药提供科学依据，也是研制新药的基本要求。LD50为药物安全性指标之一，反映一次大剂量给药后所产生的毒性反应和死亡情况。LD50越大，药物毒性越小。

【教学要求】 

1、 知识点：测定LD50在药物安全性评价及新药开发研究中的作用；LD50测定方法；LD50计算方法。
2、 操作重点：配制等比浓度药液、小白鼠腹腔注射、结果观察和计算。
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