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_________                   任课教师_________

授课年级_________                   授课时间_________

	目的要求
	1. 引导蟾蜍坐骨神经动作电位，并观察其基本波形（包括双相和单相动作电位）。
2. 学习和掌握神经干动作电位传导速度测定的原理和方法。
3. 学习和掌握蟾蜍坐骨神经-腓神经标本制备方法。

	内容
	1. 复习讲解神经干动作电位和神经纤维动作电位的区别、神经干动作电位形成的过程及神经干兴奋传导速度的测定原理等。

2. 制备坐骨神经—腓神经标本。

3.  引导单、双相动作电位及测定兴奋传导速度。

	重点与难点
	1. 神经干双相动作电位的形成机制。

2. 兴奋传导速度的测定原理。

	具体安排

时间分配
	四学时安排如下：讲解理论内容及示教50分钟，学生操作140分钟，机动10钟。

一个实验班分六组，每组三至四人，两人制备标本，两人熟悉仪器，六十分钟组内轮换。两人一只蟾蜍，每个学生制备出一个合格的标本，测定兴奋传导速度，测三次取平均值。

	教    具
	蛙类手术器械、神经屏蔽盒、BL-420系统

	教学后记
	


《机能学实验》第四次内容

神经干动作电位的引导及神经兴奋传导速度的测定

【实验目的】
1.  引导蟾蜍坐骨神经动作电位，并观察其基本波形（包括双相和单相动作电位）。
2.  学习和掌握神经干动作电位传导速度测定的原理和方法。
3.  学习和掌握蟾蜍坐骨神经-腓神经标本制备方法。 
【实验原理】  
动作电位是神经细胞兴奋的客观标志，当神经纤维或神经干受到有效刺激时，必然会产生可传导的动作电位，也称为神经冲动。由于神经干动作电位是许多单根神经纤维动作电位的复合，所以它的特征不同于单根神经纤维的动作电位。本实验采用离体细胞外记录法，记录神经干兴奋时两个记录电极之间的电位变化。动作电位可沿神经纤维进行双向传导，其传导速度取决于纤维直径、内阻、有无髓鞘等因素。通过测定动作电位传导的距离和时间，可算出动作电位在神经纤维上的传导速度。
【实验材料】
   1. 动物  蛙或蟾蜍。
   2. 试剂和药品  任氏液
3. 装置和器材  计算机、蛙类手术器械、神经屏蔽盒、直尺、圆规、培养皿。
【实验方法】

1. 神经干动作电位的引导
1）制备坐骨神经-腓神经标本  制备方法与制备坐骨神经-腓肠肌标本基本相同，只是当把坐骨神经游离至膝关节后，在腓肠肌一侧继续分离腓神经至足趾，用线结扎，并在结扎线远端剪断。将制备好的坐骨神经-腓神经标本浸入盛有任氏液的培养皿内备用。
2）将神经标本置于神经屏蔽盒的电极上。将神经的近中枢端置于刺激电极一侧，外周端置于记录电极侧。
3）进入BL-410生物信号采集、处理系统，单击菜单栏中实验项目，在肌肉、神经实验中选择神经干动作电位的引导。

4）观察刺激强度对动作电位幅度的影响。实验项目（单击）——>肌肉、神经实验——>阈强度与动作电位的关系——>设置起始刺激强度、刺激增量与时间间隔——>单击OK——>观察显示器有双相动作电位出现。

5）在一对记录电极之间用镊子夹伤神经干，可见双相动作电位的第二相消失，成为单相动作电位。测量动作电位潜伏期（刺激伪迹前沿到动作电位起始的距离），动作电位的幅度和时程。

6）将计算机记录的双相、单相动作电位及刺激强度对双相动作电位的影响图经编辑后打印出来。

7）增加刺激强度、放大倍数及扫描速度，观察记录神经干单相动作电位波形的变化。
2. 神经兴奋传导速度的测定

1）制备坐骨神经-腓神经标本。

2）由神经干屏蔽盒的两对引导电极处引导输入至计算机的一、二通道。

3）在菜单条的实验项目栏中找出肌肉神经系统实验中的神经干兴奋传导速度测定（单击左键），屏幕上出现一个对话窗口，输入两对引导电极间的距离，确定后，按刺激启动，则在一、二通道上分别出现一个动作电位，且显示出传导速度数据。还可以在显示方式菜单条下找出比较显示方式，则可在第一通道中显示出两个通道的图形。(该实验模块直接将动作电位的潜伏期及刺激电极与记录电极之间的距离带入公式 V=（S2- S1）/（T2- T1）计算出神经干的兴奋传导速度)

3．如果使用scope软件，进入主界面后，参数设置如下。Input A的参数：range20-100mV, AC选(√)，滤波选（√），Negative选(√)，点击OK。时基（Time Base）选100KHz, Sample选1280，Time选10ms。选择通道B显示刺激信号。设置刺激：去掉隔离刺激（Isolated Stimulator）选项，刺激方式为Pulse, 延时为5ms, 刺激波宽为0.2ms , 刺激幅度为0.3—0.4V,电压范围为1V。引导双相动作电位时，设置单个刺激，逐渐增大刺激强度，观察双相动作电位在一定范围内随刺激强度的增加而增大（固定刺激的另外两个参数）。测定兴奋传导速度时，选择合适的刺激强度，引导出双相动作电位，记录其潜伏期及刺激电极到记录电极之间的距离，记作T1、S1，改变刺激电极与记录电极之间的距离，记录T2、S2，将其带入公式V= (S2-S1)/(T2-T1), 计算出传导速度。

4．剪辑图形，打印结果、书写实验报告。

 【注意事项】
1. 神经干应平直地置于电极之上，两端不可与屏蔽盒接触，也不可把神经干两端缠绕于电极之上，两端任其自然悬空。
2. 应适时给神经干滴淋任氏液，以保持标本湿润。
3. 刺激强度应由小逐级增大，不可过强。
4. 在制备坐骨神经-腓神经标本时，尽可能使其长些，最好达10厘米以上。
5. 在测量潜伏期时，要适当提高扫描速度，以提高测量精确度。
【讨论思考】
1. 双相动作电位的两相电位为什么方向相反而大小不等？
2. 为什么神经干动作电位能随刺激强度增大而增大？这与“全或无”法则有无矛盾？
3. 按公式V=（S2- S1）/（T2- T1）计算的传导速度比按公式V=S/T计算的要精确些，为什么？
4. 本实验所测的传导速度能否代表神经干中所有神经纤维的传导速度？为什么？
【讨论思考题答案】
1. 双相动作电位的两相电位方向相反，是因为它记录的的是两个记录电极之间的电势差，当动作电位传导到第一个记录电极（A）时，A点的电势比另一记录电极（B）的电势低，而示波器规定负电势向上偏转，当动作电位传导到记录电极B时，A点的电势比B点的电势高。所以在示波器上扫描线向下偏转，形成动作电位的第二相。双相动作电位的两相电位大小不等，是因为蟾蜍Aα类神经纤维的传到速度大约为50m/s，神经纤维动作电位的持续时间约为2ms,两者的乘绩为10cm，表明当神经纤维上某一点从爆发动作电位开始，到其动作电位结束，兴奋已传导到10cm外的一点了。而我们的两记录之间的距离远远小于10cm，所以当B点兴奋时，A点的动作电位尚未完全恢复，所以第二相比第一相的幅度小。
2. 神经干动作电位能随刺激强度增大而增大是因为坐骨神经干中有很多根神经纤维，每根神经纤维的兴奋性不同，有的高，有的低。当刺激强度很小时，这一刺激对所有的神经纤维都是阈下刺激，这时没有动作电位引出；随着刺激强度的增加，兴奋性高的纤维兴奋，由于兴奋的纤维数目少，所以动作电位叠加在一起的幅度小；刺激强度进一步增加，兴奋的纤维数目增加，动作电位的幅度随之增大；当刺激强度增达到一定程度时，所有的神经纤维都兴奋，动作电位的幅度达到最大，此后再增大刺激强度，动作电位的幅度不再随之继续增大。这与“全或无”法则不矛盾，因为“全或无”法则是针对单个细胞的动作电位而言的，而神经干的双相动作电位是许多细胞的复合动作电位。

3. 按公式V=（S2- S1）/（T2- T1）计算的传导速度比按公式V=S/T计算的要精确些，因为潜伏期T中包括刺激发生的时间，兴奋在神经干上传导的时间和记录到的电信号在导线上传导的时间。而S只是传导的距离，如果用公式V=S/T计算，则V比实际的传导速度慢。如果测两次，在刺激参数不变的情况下T2、 T1具有相同的刺激发生的时间和电信号在导线上传导的时间T2- T1就得到兴奋在S2- S1这一段上的传导所用的时间，所以按公式V=（S2- S1）/（T2- T1）计算的传导速度比按公式V=S/T计算的要精确些。

4. 本实验所测的传导速度不能代表神经干中所有神经纤维的传导速度。因为坐骨神经干中有很多根神经纤维，这些神经纤维的传导速度不同，其传导速度取决于纤维直径、内阻、有无髓鞘等因素。本实验所测的传导速度只是代表坐骨神经中数量最多，传导数度最快的  Aα类神经纤维的传到速度。

【教学要求】

知识点：神经纤维动作电位和神经干动作电位的区别：1. 前者是单细胞动作电位，后者是多个细胞的复合动作电位。2. 前者是细胞内记录的方法，记录跨膜电位差；后者是细胞外记录的方法，记录两记录电极处神经干外表面的电势差。3. 形成的原理不同。

操作重点：完成坐骨神经-腓神经标本制备；引导出单向和双向神经干动作电位；测定神经干动作电位传导速度和不应期。
