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  [摘要] 目的 探讨实验对象牛蛙在药效动力学实验-药物量效曲线绘制及竞争性拮抗剂pA2测定中的

应用。方法 以牛蛙腹直肌为标本,采用半对数摩尔浓度累积给药法,观察竞争性拮抗药筒箭毒碱对激动剂乙

酰胆碱(ACh)收缩作用的影响。结果 以200~250
 

g牛蛙(雌雄不限)的腹直肌为标本,1.3×10-4~1.3×
10-1

 

mol/L系列浓度的ACh溶液能够使大多数标本在第2、3次给药时引起收缩反应,且可使标本的收缩达到

最大效应;0.4×10-3
 

mol/L筒箭毒碱溶液可有效拮抗ACh的作用;此外标本产生的收缩效应与实验动物为蟾

蜍时的效应具有高度相关性(r>0.90)。结论 牛蛙拮抗参数测定条件可满足实验要求。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

of
 

bullfrog
 

as
 

the
 

experimental
 

object
 

in
 

pharmacoki-
netic

 

experiment
 

drug
 

dose-effect
 

curve
 

drawing
 

and
 

competitive
 

antagonist
 

pA2
 

determination.Methods The
 

rectus
 

abdominis
 

muscle
 

of
 

bullfrog
 

served
 

as
 

the
 

sample.The
 

semi-logarithmic
 

molal
 

concentration
 

accumula-
tion

 

method
 

was
 

used.The
 

effect
 

of
 

competitive
 

antagonist-tubocurarine
 

on
 

the
 

contraction
 

action
 

of
 

acetyl-
choline

 

(ACh)
 

agonist
 

was
 

observed.Results The
 

rectus
 

abdominis
 

of
 

bullfrog
 

(regardless
 

of
 

gender)
 

weighed
 

200-250
 

g
 

served
 

as
 

the
 

sample.The
 

ACh
 

solution
 

of
 

1.3×10-4-1.3×10-1
 

mol/L
 

series
 

concen-
trations

 

could
 

cause
 

the
 

contraction
 

reaction
 

of
 

most
 

specimens
 

when
 

adding
 

the
 

second
 

and
 

third
 

doses,more-
over

 

which
 

could
 

make
 

the
 

contraction
 

of
 

the
 

sample
 

to
 

reach
 

the
 

maximum
 

effect;0.4×10-3
 

mol/L
 

tubocura-
rine

 

solution
 

could
 

effectively
 

antagonize
 

the
 

effect
 

of
 

Ach;in
 

addition,the
 

contraction
 

effect
 

generated
 

the
 

specimen
 

was
 

highly
 

correlated
 

with
 

the
 

effect
 

of
 

bullfrog
 

or
 

toad
 

as
 

the
 

experiment
 

animal.Conclusion The
 

determination
 

conditions
 

of
 

bullfrog
 

antagonistic
 

parameters
 

could
 

meet
 

the
 

experimental
 

requirements.
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  “药物量效曲线绘制及竞争性拮抗剂pA2测定”
是验证药理学有关药效动力学知识的代表性实验之

一,对帮助医学生了解药物剂量与效应之间的关

系[1]、学习离体器官实验的研究方法具有重要意义。
2020年9月30日国家林草局发布了《关于规范禁食

野生动物分类管理范围的通知》[2],对蟾蜍等64种野

生动物提出了分类管理要求。蟾蜍不再适合用于常

规药理学实验,寻找其他动物替代蟾蜍是很有必要

的。牛蛙属于蛙科,蟾蜍属于蟾蜍科动物,两者虽然

种属不同,但牛蛙可人工繁殖,易获取,腹直肌标本取

材也同样简便。因此,本研究旨在探讨以牛蛙为实验

对象,选 择 适 宜 剂 量 的 乙 酰 胆 碱 (acetylcholine,
ACh)[3]和筒箭毒碱(tubocurarine)[4],以便达到“药物

量效曲线绘制及竞争性拮抗剂pA2测定”的实验要

求,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物
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成年健康普通级牛蛙,由上栗县卓越水产养殖专

业合作社提供。水生野生动物经营利用许可证号为

(萍)水野经字(2020)2号。
1.1.2 试剂与仪器

氯化ACh、五水盐酸筒箭毒碱、分析纯购自美国

Sigma公司。BL-420F生物信号采集系统、压力换能

器购自成都泰盟软件有限公司,电子天平(A11048
型)购自上海安亭电子仪器厂。
1.2 方法

1.2.1 标本制备与固定

牛蛙断头处死或用捣髓针破坏其脊髓,仰卧固定

于蛙板上。从耻骨端沿腹白线剪开腹部皮肤,暴露斜

纹腹直肌,沿肌丝走向,在靠近腹白线(中间部位)或
远离腹白线(边侧部位)处,取宽0.3~0.5

 

cm、长
1.0~1.5

 

cm的肌肉标本,迅速转移至含有10
 

mL任

氏液的器官浴槽中,通入混合氧气(95%
 

O2 +
 

5%
 

CO2),前负荷给1
 

g力,加入ACh(1.3×10-2
 

mol/L)
20

 

μL检查标本活性。选取活性较好标本,用任氏液

连续冲洗2~3次,使标本张力回到基线附近,继续平

衡0.5
 

h后开始实验。平衡期间每间隔15
 

min更换

1次任氏液。
 

1.2.2 量效曲线绘制

标本稳定后,每个标本分别按照半对数摩尔浓度

累积法[5-9],依次加入不同浓度的激动剂 ACh溶液。
9次给药体积依次为10、20、70、20、70、20、70、20、70

 

μL,前3次给药浓度为1.3×10-4
 

mol/L,4、5次浓度

为1.3×10-3
 

mol/L,6、7次浓度为1.3×10-2
 

mol/
L,8、9次浓度为1.3×10-1

 

mol/L
 

ACh溶液。不同

ACh浓度对量效曲线影响的实验中仅改变ACh给药

浓度,不改变给药剂量。记录每次给药后的最大收缩

效应,以便制作 ACh的第1条量效曲线。计算各浓

度效应百分比即ACh各浓度引起的收缩效应与最大

效应的比值。以效应百分比为纵坐标,ACh浓度的负

对数值为横坐标,用平滑曲线将各数据点连接起来绘

制量效曲线图[10-14]。当累积给药至收缩张力达到最

大时,用10
 

mL任氏液连续冲洗标本两次,当张力恢

复到基线水平时加入竞争性拮抗剂筒箭毒碱,10
 

min
后重复给予不同浓度的 ACh溶液,绘制第2条量效

曲线。
1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计数资料以

例数或百分比表示,Pearson检验分析相关性[15-17]。
2 结  果

2.1 不同浓度ACh对量效曲线绘制的影响

以200~250
 

g雄性牛蛙腹白线两侧肌肉为标本,
1.0×10-4~1.0×10-1

 

mol/L、1.3×10-4~1.3×
10-1

 

mol/L、1.5×10-4~1.5×10-1
 

mol/L系列浓度

ACh溶液的量效曲线图见图1。结果显示,1.0×
10-4

 

~1.0×10-1
 

mol/L
 

ACh溶液在绘制量效曲线

时第4次给药时才能使部分标本产生收缩效应,且第

9次给药时标本效应还有上升趋势,说明肌肉收缩未

达到最大效应,未能达到量效曲线绘制的实验要求。
1.5×10-4~1.5×10-1

 

mol/L
 

ACh溶液使大多标本

第1次给药时就产生了效应,不利于学生观察 ACh
的最小有效浓度。而1.3×10-4~1.3×10-1

 

mol/L
系列浓度的ACh溶液能够使大多数标本在第2次给

药时超过最小有效浓度产生收缩效应,第5次给药时

张力平均升高最多,且第9次给药时张力改变的效应

较小,说明该批标本的收缩张力基本已达最大,即使

再增加ACh,标本也不再收缩,据此绘制的ACh量效

曲线可呈现典型的“S”形。故1.3×10-4~1.3×10-1
 

mol/L系列浓度的ACh溶液能够满足绘制量效曲线

的实验要求。

图1  不同浓度ACh对牛蛙腹直肌的影响(n=8)

2.2 牛蛙体重对ACh量效曲线绘制的影响

以腹白线两侧肌肉为标本,3种不同体重范围

(130~180、200~250、270~320
 

g)雄性牛蛙ACh量

效曲线见图2。当牛蛙体重为130~180
 

g,大多数标

本ACh在第4次给药时才起效,第9次给药时效应依

旧呈上升趋势,如果补充ACh,标本可能会继续收缩,
张力持续上升。当牛蛙体重达270~320

 

g时,部分标

本在ACh第3次给药时轻微收缩,且张力改变最大

值较小,说明标本内在活性较差,不利于pA2值的测

定。而当牛蛙体重为200~250
 

g时,部分标本在

ACh第2次给药时即可超过最低有效浓度引起收缩,
第5次给药时张力平均升高最多,且第9次给药时效

应改变较小,说明该批标本的收缩程度基本已达最

大,即使再增加ACh,标本也无继续收缩的空间,据此

绘制的ACh量效曲线可呈现典型的“S”形。
2.3 牛蛙性别对ACh量效曲线绘制的影响

以腹白线两侧肌肉为标本,200~250
 

g雄性、雌
性牛蛙ACh量效曲线见图3。从量效曲线图可以看

出,两条量效曲线非常接近。雄性与雌性牛蛙的量效

曲线均呈“S”形,基本已达到标本的最大收缩效应。
说明性别对该体重范围牛蛙药物量效曲线测定的影

响较小,雌、雄牛蛙均可用作ACh量效曲线的绘制。
2.4 标本部位对ACh量效曲线绘制的影响

以200~250
 

g雄性牛蛙腹白线(中间部位)、远离
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腹白线(边侧部位)肌肉为标本,ACh量效曲线见图

4。结果显示,两条量效曲线趋势基本一致,均可达到

标本的最大效应,说明源自体重200~250
 

g的牛蛙腹

直肌不论取材部位,均可用作测定药物量效曲线的

标本。

图2  ACh对不同体重牛蛙腹直肌的影响(n=8)

图3  ACh对不同性别牛蛙腹直肌的影响(n=8)

2.5 筒箭毒碱浓度对拮抗参数测定的影响

以200~250
 

g雄性牛蛙腹白线两侧肌肉为标本,
竞争性拮抗剂筒箭毒碱(0.1×10-3

 

mol/L、0.4×
10-3

 

mol/L、1.0×10-3mol/L)存在的条件下,ACh
引发收缩效应时的给药次数见表1。结果显示,半数

牛蛙标本(第2、5、6、8个)加入0.1×10-3
 

mol/L筒

箭毒碱溶液后与无筒箭毒碱时开始产生收缩效应的

给药浓度数相同,说明低浓度筒箭毒碱的拮抗作用表

现较弱。1.0×10-3
 

mol/L筒箭毒碱溶液可以使半数

牛蛙标本(第2、3、4、7个)首次产生收缩效应的给药

次数增加4次,呈现的拮抗作用太强烈,导致第2条

量效曲线大多数仅3~4个有效数据,不能满足数据

处理的要求。只有在0.4×10-3
 

mol/L筒箭毒碱溶

液存在的条件下,ACh溶液能够使大多数标本首次产

生收缩效应的给药次数延后3个点,既能够让学生观

察到筒箭毒碱的拮抗作用,又有5~6个有效数据,满
足计算拮抗参数数据处理的要求。

图4  ACh对牛蛙不同部位腹直肌的影响(n=8)

表1  不同浓度筒箭毒碱作用前后ACh起效时的给药次数(n,次)

牛蛙编号
0.1×10-3mol/L筒箭毒碱时ACh给药次数

(-) (+)

0.4×10-3
 

mol/L筒箭毒碱时ACh给药次数

(-) (+)

1.0×10-3
 

mol/L筒箭毒碱时ACh给药次数

(-) (+)

1 3 4 2 4 3 5

2 3 3 3 4 2 6

3 2 3 3 5 2 6

4 2 3 3 5 3 7

5 4 4 4 6 3 6

6 4 4 2 4 4 6

7 2 3 2 5 3 7

8 3 3 3 5 2 5

平均值 2.88 3.38 2.75 4.75 2.75 6.00

  (-):器官浴槽中无筒箭毒碱;(+):器官浴槽中有筒箭毒碱。

2.6 蟾蜍、牛蛙实验结果对比分析

2019级本科生以蟾蜍为实验对象、应用1.0×
10-4~1.0×10-1

 

mol/L
 

ACh和1.0×10-3
 

mol/L
筒箭毒碱溶液时标本张力测定结果原始图见图5A。
2023级本科生以220~280

 

g牛蛙为实验对象、应用

1.3×10-4~1.3×10-1
 

mol/L
 

ACh和0.4×10-3
 

mol/L筒箭毒碱溶液时标本张力测定结果原始图见

图5B。
两次实验在绘制量效曲线时均在第3次给药时

产生收缩效应,第9次给药时标本收缩效应较小,说
明标本基本已达到最大效应,满足药物量效曲线绘制

的实验要求。在有竞争性拮抗剂筒箭毒碱存在时,标
本都在第4次给药时才开始收缩,且收缩的力度明显
低于无筒箭毒碱时量效曲线中第4次给药时的力度,
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既表现了筒箭毒碱的竞争性拮抗作用,又满足了拮抗

参数数据处理的要求。无筒箭毒碱时ACh量效曲线

的Pearson相关系数(r)为0.95,有筒箭毒碱存在时

ACh量效曲线的r 为0.91。故以200~250
 

g牛蛙

(雌雄不限)为实验对象,应用0.4×10-3
 

mol/L筒箭

毒碱溶液时标本在1.3×10-4~1.3×10-1
 

mol/L
 

ACh溶液的刺激下产生的收缩效应与实验动物为蟾

蜍时基本一致,相关系数r>0.90,满足“药物量效曲

线及拮抗参数pA2测定”的实验教学要求。

  A:蟾蜍;B:牛蛙;图中数字为ACh给药次数。

图5  pA2实验结果

3 讨  论

  “药物量效曲线及竞争性拮抗剂pA2的测定”是
药理学实验经典项目,是研究药物效应的重要方法,
同时也是联系药学与医学、基础与临床的桥梁技术。
除蟾蜍 腹 直 肌[6,18]外,也 有 文 献 报 道 选 用 豚 鼠 回

肠[19-20]、家兔空肠[21-22]、大鼠胃底肌[23-24]等观察药物

的收缩或舒张作用效应。本实验结果显示,以牛蛙作

为拮抗参数pA2测定实验的研究对象具有以下优点:
(1)在实验动物遴选中,家兔最贵,价格几乎是牛蛙的

8倍,豚鼠、大鼠饲养成本也较高;使用牛蛙可降低实

验成本,且以腹直肌为标本,操作简单、干净、易掌握。
(2)蟾蜍是野生分类管理动物,其耳后腺可分泌毒液,
多生活在水底淤泥或烂草里;以蟾蜍为实验动物有潜

在的操作风险,存在安全隐患。(3)牛蛙生长速度

快[25-26],环境适应能力强,生存的水质较清新,其易得

性和清洁程度更符合医学实验对动物的要求。
以蟾蜍为实验对象进行本实验时,器官浴槽中

ACh第2或第3次给药时已超过最小有效浓度,蟾蜍

腹直肌收缩,表现为张力增加;有竞争性拮抗剂筒箭

毒碱存在时ACh第4或第5次给药时起效。而在相

同实验条件下更换实验动物为牛蛙后,ACh一般都是

第4或第5次给药时才起效;筒箭毒碱存在时,激动

剂的最小有效浓度增加更多,有时甚至到第8次给药

时才起效,造成有效数据量不足,严重影响拮抗参数

pA2值的计算。这提示牛蛙对ACh的激活效应反应

较迟钝,而对竞争性拮抗剂筒箭毒碱的拮抗作用非常

敏感,因此重新摸索了实验条件。实验动物由蟾蜍改

为牛蛙后,ACh起始浓度必须由1.0×10-4
 

mol/L增

加为1.3×10-4
 

mol/L,才能使标本在第2或第3次

给药时的作用下起效,第9次给药时达到最大效应;
鉴于筒箭毒碱对牛蛙腹直肌的收缩具有较强的拮抗

作用,筒箭毒碱溶液浓度由1.0×10-3
 

mol/L降为

0.4×10-3
 

mol/L,且选用200~250
 

g牛蛙(雌雄不

限)后标本产生的收缩效应与实验动物为蟾蜍时基本

一致,达到了“药物量效曲线及拮抗参数pA2测定”的
实验教学要求。

本实验技术稳定成熟,涉及的标本制备、离体器

官孵育、给药、生物信号采集与数据处理、曲线绘制和

结果计算等步骤,学生可在带教教师指导下独立完

成;整个过程中烦琐的注意事项也有利于激发学生的

主观能动性,促进学生通过自主学习来了解知识、理
解知识及应用知识,提高学生观察问题、解决问题的

能力[27-28],同时更能够使大学生深刻理解在科研的道

路上“细节决定成败”,培养其严谨的科学作风。
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