西安交通大学医学院教案
课程名称 机能学实验               授课方式_________

任课教研室  机能中心                 任课教师_________

授课年级 2004（7）                授课时间_________

	目的要求
	1.学习哺乳动物离体肠管平滑肌实验的方法，熟悉其实验条件。

2.学习胆碱受体激动药（ACh）亲和指数(pD2)和内在活性（Emax）的测定和计算方法。

3.学习胆碱受体阻断药（阿托品）的拮抗指数（pA2）的测定和计算方法。

	内容
	1. 复习讲解有关受体动力学的相关理论及量效曲线，pD2、pA2的定义及意义。
2. 制备离体肠管标本。

3. 累积给药及量效曲线的绘制。

4. pD2、pA2的计算。

	重点与难点
	1. 受体动力学相关理论（量效曲线、pD2、pA2）
2. pD2、pA2测定。
3. 离体器官的实验条件。

	具体安排
时间分配
	一个实验班分6组，每组3-4人

1.实验理论及方法讲解                 30min

2.实验操作与指导                     100min

3.计算方法讲解，计算器操作           60min

4.实验小结                           10min

	教    具
	手术器械、BL-420系统、计算器

	教学后记
	


《机能学实验》第十二次课

受体激动药和阻断药亲和力测定
【实验目的】
1.学习哺乳动物离体肠管平滑肌实验的方法，熟悉其实验条件。

2.学习胆碱受体激动药（ACh）亲和指数(pD2)和内在活性（Emax）的测定和计算方法。

3.学习胆碱受体阻断药（阿托品）的拮抗指数（pA2）的测定和计算方法。

【实验原理】
乙酰胆碱激动小肠平滑肌细胞膜上的M受体，引起小肠平滑肌收缩，并表现出一定的量-效关系。乙酰胆碱用克分子浓度表示，按质量作用定律，量-效关系呈直方双曲线，符合Clark方程式线形关系。用Scoltt比值法可将Clark方程式推导为直线公式，通过直线回归运算可得到KD和Emax，pD2=–log KD。pD2是衡量激动药的亲和力的参数，用产生50%的最大效应或50%受体被结合时，游离激动药克分子浓度的负对数来表示。受体阻断药与激动药竞争结合受体，使激动药的量-效曲线右移，这种竞争性拮抗现象仍然符合Clark受体占领学说，可以用Scott比值法的直线回归运算。pA2是衡量阻断药亲合力的指标，可定量比较不同阻断剂对同一受体的亲合力大小或与激动剂的竞争性拮抗能力。pA2的概念是：能使激动剂的浓度提高到二倍时产生原来的效应（即50�％的最大效应，或50％的受体被激动剂占领）所需阻断剂的克分子浓度负对数。
【实验材料】
1. 动物：健康家兔1只（空腹12h）
2. 试剂和药品：3×10-7～3×10-2mol/L ACh，硫酸阿托品，台氏液

3. 装置和器材：恒温平滑肌标本槽，张力换能器，手术器械，注射器，量筒，BL-420生理信号采集与处理系统。

【实验方法】
1. 标本制作：取家兔1只，击头处死后立即打开腹腔，自幽门以下5cm剪取空肠和回肠上段，用台氏液将肠内容物冲洗干净。将肠管剪成2～2.5cm长的小段，置于冷台氏液中，两端穿线备用。

2. 标本固定：将肠管标本一端固定于“L”型钩上浸入含30ml任氏液的标本槽中，并向营养液中通入氧气，每秒1-2个气泡；另一端连于张力换能器上与BL-420生理信号采集与处理系统连接。启动软件，记录肠管收缩曲线，稳定10min后记录正常收缩活动。
3. 观察项目：

（1） 未加阿托品时每个ACh累积浓度（mol/L）引起的肠管最大收缩幅度。
（2） 加入阿托品（3个浓度）后每个ACh累加浓度引起的肠管最大收缩幅度。

4. 给药方案  
（1） 用微量注射器或微量进样器向麦氏浴槽内从小到大加入ACh溶液，ACh以累加克分子浓度（mol/L）递增，当每个浓度引起的肠管收缩反应达到最大时，立即累加另一个浓度，直到收缩反应不再增加，即达到最大反应。
（2） 然后用台氏液冲洗标本3～5次，稳定10min后，加入3×10-6的阿托品0.1 ml，再向浴槽内累加上述浓度的ACh溶液，直到达到最大反应。
（3） 再用台氏液冲洗标本3～5次，稳定10min后，加入3×10-5的阿托品0.1 ml，同样记录肠管收缩反应。
（4） 冲洗标本后，加入3×10-4的阿托品0.1 ml，再次记录ACh的累加浓度收缩反应。
给药方案、药物在浴槽内克分子浓度及效应的记录见表。
5. 受体激动药（ACh）亲和指数（pD2）和内在活性（Emax）的计算方法 
     根据浴槽内一系列累加ACh克分子浓度及其相应的效应（肠管收缩高度），用Scott比值法进行激动剂KD和Emax的计算。ACh KD和Emax的计算请参阅《机能实验学教程》第十二章Scott比值法的基本公式和计算器运算过程。进一步计算出pD2：pD2＝-log KD。 
6. 受体阻断药（阿托品）拮抗指数（pA2）的测定 
按上述激动药（ACh） KD的运算方法，根据加用3个浓度（mol/L）阿托品后ACh量-效关系的变化再计算出3个KD值（KD1 、KD2 、KD3 ）。再按《机能实验学教程》第十二章pA2的运算方法，先计算出3个R值（R1、R2、R3），并进一步计算出阿托品的pA2值。 
表        ACh累加浓度收缩反应及阿托品影响的实验记录

	阿托品（mol/L） 
	乙酰胆碱

	
	ACh（mol/L）
	3×10-6
	3×10-5
	3×10-4
	3×10-3
	3×10-2
	3×10-1

	
	加药容量(ml)
	0.1
	0.2
	0.07
	0.2
	0.07
	0.2
	0.07
	0.2
	0.07
	0.2
	0.07
	0.2

	
	浴槽浓度

（mol/L）                  
	10-8
	3×10-8
	10-7
	3×10-7
	10-6
	3×10-6
	10-5
	3×10-5
	10-4
	3×10-4
	10-3
	3×10-3
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1. 【注意事项】
2. 组织标本制备应轻巧，避免牵拉、压迫； 
3. 生理溶液的配制应十分准确； 
4. 实验中注意浴槽内温度恒定； 
5. 实验中注意浴槽内不断给予气体，以免组织缺氧；有条件者可给予95%的O2和5%的CO2。 
6. 待组织收缩反应平衡后，再开始实验。 
7. 实验中以累加方式给药，每次给药后不冲洗标本。 
8. 本试验的受体动力学计算过程较复杂，实验前应详细阅读《机能实验学教程》第十二章受体动力学有关理论和计算器操作步骤。 
【讨论思考】 

1. 何谓量效曲线？绘制药物的量效曲线有何意义？

2. 何谓pD2 、pA2？测定pD2、pA2有何意义？
3. 离体器官实验条件有哪些？

【讨论思考题答案】
1.量效关系：药理效应与剂量在一定范围内成比例，这就是剂量-效应关系。用效应强弱为纵座标、药物浓度为横座标作图得直方双曲线。如将药物浓度改用对数值作图则呈典型的对称S型曲线，这就是通常所讲的量效曲线（图1）。

从量效曲线可以看出以下几个特定位点：

最小有效浓度：即刚能引起效应的阈浓度。如果横座标用剂量表示，将“浓度”改为“剂量”即可，下同。

半数有效量：能引起50%阳性反应（质反应）或50%最大效应（量反应）的浓度或剂量,分别用半数有效浓度(EC50)及半数有效剂量（ED50）表示。

继续增加浓度或剂量而效应量不再继续上升时，这在量反应中称为最大效能，反映药物的内在活性。在质反应中阳性反应率达100%，再增加药量也如此。

如果反应指标是死亡则此时的剂量称为最小致死量。

药物效应强度(效价)：是指能引起等效反应（一般采用50%效应量）的相对浓度或剂量，反映药物与受体的亲和力，其值越小则强度越大。

量效曲线中段斜率较陡的提示药效较激烈，较平坦的提示药效较温和。

量效曲线的意义：为临床提供用药参数；比较药物作用强度；探讨药物之间作用原理。
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                         图1  药物作用的量效关系曲线
根据以上原理，本实验选择对M、N受体有激动作用的乙酰胆碱，应用兔离体肠管为标本（含M受体），按累积浓度法进行实验，观察随ACh剂量的增加，肠管平滑肌收缩效应的变化，从而绘制量效曲线。

2. pD2：激动剂亲和力指数，是指产生最大效应的一半时所需要的激动剂浓度的负对数。pD2的值反映了药物与受体的亲和力大小。是衡量激动药亲和力的参数，其值与药物与受体间的亲和力成正比，pD2值大，则药物和受体的亲和力大；反之亦然。当两药亲和力相等时，其效应强度取决于内在活性强弱，当内在活性相等时，则取决于亲和力大小。
pA2：拮抗参数，竞争性拮抗药与受体的亲和力常用pA2表示。是指在拮抗剂存在的条件下，使激动剂浓度增加一倍产生相同效应时所需拮抗剂摩尔浓度的负对数。pA2 值的大小反映竞争性拮抗药对相应激动药的拮抗程度。
3.离体器官实验条件：温度、氧气、营养液（恒温动物与变温动物条件的差别）。
【教学要求】
知识点： pD2 、pA2、量效曲线、内在活性的定义与意义；测定pD2 、pA2
的基本方法；离体器官的实验条件。
操作重点：离体肠管标本的制备；pD2的计算。
附pD2计算方法：药物与受体的亲和力符合Clark的受体占领学说，其测定可采取各种量效关系的直线化方法。
pD2值的计算：pD2值表示激动剂产生50%最大效应（50%）时的受体被占领所需激动剂的克分子浓度的负对数。是衡量激动药亲和力的参数。

受体只有与药物结合才能被激活并产生效应，而效应的强度与被占领受体的数量成正比, 药物与受体的相互作用是可逆的；被占领的受体数目增多时, 药物效应增强, 当全部受体被占领时, 出现最大效应（Emax）。

[D] + [R]      [DR] →→ E，   KD =k2/k1＝ [D][R]/[ DR]

KD: 解离常数；由于 [RT] = [R] + [DR] (RT: 代表受体总数)

[DR]/[RT] = [D]/(KD + [D])；因为只有DR是有效的，                   

E/Emax = [DR]/[RT] = [D]/(KD + [D])
          Emax / E = (KD + [D])/[D]
              除以Emax：1/E= KD/Emax[D] + 1/ Emax
              乘以[D]：[D]/E = KD/Emax +1/ Emax·[D]
以[D]为X，[D]/E为Y，上式可视为直线方程Y = a+bX的形式，在计算器上进行直线回归，求出回归线的截距a和斜率b，进而求出KD和Emax。 

a= KD/Emax， b=1/ Emax                         Emax= 1/b    KD=a/b

                          pD2 = -logKD

k2











