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	目的要求
	1. 观察烟碱的毒性
2. 观察N受体阻断剂对烟碱作用的阻断作用，观察安定的抗惊厥作用
3. 了解吸烟的危害
4. 学习小白鼠、大白鼠捉拿及腹腔注射

	内容
	1. 制备不同溶媒的香烟尘粒溶液
2. 比较不同香烟尘粒提取物对小鼠的毒性
3. 观察烟碱对大白鼠的毒性
4. 观察N受体阻断药及抗惊厥药对烟碱作用的影响

	重点与难点
	1.　烟碱的作用机制
2.　N受体阻断药、抗惊厥药的作用机制

	具体安排
时间分配
	看录像                                        50’                   

原理讲解                                      30’
制备不同溶媒的香烟尘粒溶液                    20’
比较不同香烟尘粒提取物对小鼠的毒性            40’
观察烟碱对大白鼠的毒性                        20’
观察Ｎ受体阻断药及抗惊厥药对烟碱作用的影响    40’

	教    具
	计算器、天平、注射器、试管、量筒

	教学后记
	


《机能学实验》第九次课内容

吸烟的危害——烟碱对传出神经的作用
【实验目的】 
1．观察烟碱对小白鼠的生物效应及毒性，说明吸烟对机体的危害
2．分析烟碱生物效应的机制
3．观察N胆碱受体阻断药和抗惊厥药的作用
4．学习小白鼠、大白鼠捉拿及腹腔注射技术
【实验原理】 
烟碱（nicotine，尼古丁）由烟草（tobacco）中提取，是烟草中的主要成分之一。烟碱主要通过作用于N胆碱受体对中枢神经系统、外周神经系统、心血管系统、消化系统、内分泌系统等产生影响。可损伤脑细胞，使吸烟者出现中枢神经系统症状；引起血压升高、心跳加快，甚至造成心律不齐、诱发心脏病；易引发胃痛及其他胃病；损伤支气管粘膜，引发慢性支气管炎；并有致癌作用。据报道，烟草中已发现的有害成分有4 000多种，一支香烟中的烟碱可毒死10只小白鼠，25支香烟中的烟碱能毒死一头牛，40～60mg烟碱可使人致死。

兴奋自主神经节和神经肌肉接头的N胆碱受体，可促使配体门控离子通道开放，膜外Na+、Ca2+离子进入胞内，可产生局部去极化电位，即终板电位。当终板电位超过肌纤维扩布性去极化阈值时，即可打开膜上电压门控性离子通道，此时大量Na+、Ca2+离子进入细胞，产生动作电位，导致肌肉收缩。烟碱对神经节的N受体作用呈双相形，即开始使用时可短暂兴奋神经节N受体，随后可持续抑制神经节N受体。烟碱对神经肌肉接头N受体作用与其对神经节N受体作用类似，由于烟碱作用广泛、复杂、故无临床实用价值，仅具毒理学意义。

美加明（mecamylamine）是一种神经节阻断药，选择性地与神经节细胞的胆碱受体结合，影响神经节细胞除极化，从而阻断神经冲动在神经节中的传递。该药物对交感神经节和副交感神经节都有阻断作用。

琥珀胆碱为除极化型肌松药，筒箭毒碱为非除极化型肌松药，二者均作用于神经肌肉接头后膜的N胆碱受体，产生神经肌肉阻滞作用。
安定具有抗惊厥作用，亦具有中枢性肌肉松弛作用。
【实验材料】 
1．动物：小鼠20只，体重20±2g；大白鼠2只，体重200±20g
2．器材：水烟斗若干、天平、1mL注射器、5mL注射器、10mL注射器、10mL量筒、10mL试管、记号笔

3．试剂：苦味酸溶液、生理盐水、10%二甲基亚砜（DMSO）、琥珀胆碱或筒箭毒碱、美加明、安定注射液。

【实验方法】
1．制备烟碱溶液
向水烟斗内加入5mL生理盐水，将去掉烟蒂的香烟5支插在水烟斗上，用10mL注射器或吸耳球缓慢抽吸，制备香烟尘粒的水溶性物质溶液（HSP），其主要溶质为烟碱。将制备的溶液倒出到试管中，标记试管为HSP。
另取水烟斗，加入2mL10%DMSO，将去掉烟蒂的香烟2支插在水烟斗上，依上述方法制备香烟尘粒的DMSO溶液（DSP），其溶质包含烟碱和其他脂溶性物质。

2．比较不同香烟尘粒提取物对小鼠的毒性
取小白鼠12只，称重、编号，随机分为6组，每组2只。

第一组（生理盐水对照组）：腹腔注射生理盐水0.2mL/10g体重。

第二组（DMSO对照组）：腹腔注射DMSO 0.2mL/10g体重。 
第三组（HSP小剂量组）：腹腔注射HSP 0.1mL/10g体重。

第四组（HSP大剂量组）：腹腔注射HSP 0.2mL/10g体重。

第五组（DSP小剂量组）：腹腔注射DSP 0.1mL/10g体重。

第六组（DSP大剂量组）：腹腔注射DSP 0.2mL/10g体重。

观察小白鼠活动，有无竖尾巴，耳部是否变白，心率、呼吸有无改变，有无惊厥和死亡等，给药后计时，记录死亡时间。比较各组反应程度。
3．观察HSP对大白鼠的毒性

取大白鼠2只，称重、标记。1号鼠腹腔注射生理盐水 1mL/100g体重，2号鼠腹腔注射HSP 1mL/100g体重，观察大白鼠反应。

4．观察N受体阻断药及抗惊厥药对烟碱作用的影响
取小白鼠8只，称重、编号，随机分为4组，每组2只。

第一组（烟碱组）腹腔注射HSP 0.2mL/10g体重。

第二组（N1受体阻断药+烟碱组）：先腹腔注射美加明2mg/kg，观察5分钟后腹腔注射HSP 0.2mL/10g体重。 观察给药后小鼠耳部颜色、心率、呼吸，与第一组比较。

第三组（N2受体阻断药+烟碱组）：先腹腔注射琥珀胆碱2～5mg/kg（或筒箭毒碱0.5 mg/kg），观察小鼠四肢肌张力变化，5分钟后腹腔注射HSP 0.2mL/10g体重，观察有无惊厥发生，与第一组比较。
第四组（抗惊厥药+烟碱组）：腹腔注射HSP 0.2mL/10g体重，如有惊厥发作，立即腹腔注射安定20mg/kg，观察安定对烟碱诱发惊厥的治疗作用。
【注意事项】 

1．吸水烟斗时，边吸边摇，以增加烟碱在水中的溶解。制备不同溶液时溶剂量和香烟支数统一，吸烟速度尽量相同。在教室外吸烟。
2．实验过程中应仔细观察小白鼠各项生命体征及一般情况的变化。
3．大白鼠捉拿给药时小心操作，避免咬伤。

【讨论思考】 

1．根据试验结果分析烟碱的作用机制
2．本实验能否模拟吸烟造成的危害？何种方法试验更科学和接近实际？

【讨论思考题答案】 

1．烟碱兴奋自主神经节和神经肌肉接头的N胆碱受体，可促使配体门控离子通道开放，膜外Na+、Ca2+离子进入胞内，可产生局部去极化电位，即终板电位。当终板电位超过肌纤维扩布性去极化阈值时，即可打开膜上电压门控性离子通道，此时大量Na+、Ca2+离子进入细胞，产生动作电位，导致肌肉收缩。烟碱通过作用于N胆碱受体对中枢神经系统、外周神经系统、心血管系统、消化系统、内分泌系统等产生影响。可损伤脑细胞，使吸烟者出现中枢神经系统症状；引起血压升高、心跳加快，甚至造成心律不齐、诱发心脏病；易引发胃痛及其他胃病；损伤支气管粘膜，引发慢性支气管炎。
2．本实验采用腹腔注射烟碱溶液观察烟碱进入血液循环后造成的毒性反应，与现实情况不同，不能完全模拟吸烟造成的危害。现实生活中吸烟者是将烟气吸入肺中，每次进入血液的烟碱不会像实验中那么多，其毒性是长期积累引起的多系统损伤，而试验中我们只能观察到大剂量烟碱的急性毒性，基本上只表现出神经肌肉症状和心血管症状，吸烟对肺、支气管、脑、消化、内分泌等的损伤和致癌作用并不能在实验中观察到。如要更全面了解吸烟造成的危害，科学的方法是制造动物被动吸烟模型，观察长期吸烟造成的损伤。
附：教学要求 

1．知识点：烟碱的作用机制、N受体阻断药的作用、吸烟的危害
2．操作重点：提取制备烟碱溶液、小白鼠腹腔注射、大白鼠捉拿与给药、现象观察记录。

