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1. Исследования биологически активных веществ на препаратах изолированной подвздошной кишки 
Изолированные препараты гладких мышц широко применяются как в фундаментальных исследованиях, так и при скрининге биологически  активных соединений.  Это связано, в частности, с тем, что в процессе филогенетического развития гладкомышечные клетки претерпели лишь минимальную дифференцировку и специализацию, вследствие чего специфическая потребность в кислороде и субстратах у них не очень велика, что значительно облегчает работу с ними. Кроме того, при изго​товлении изолированного препарата орган освобождается от регуляторных нервных и гуморальных влияний, значительно усложняющих его функцию in vivo. Поэтому при соблюдении стандартных условий эксперимента можно с помощью относительно простых методов добиться надежного воспроизведения типичных реакций.
Воздействия на рецепторы специфических стимулирующих и блокирующих агентов представлены на рис. 1 в виде системы ключей и замков. В замки (рецепторы) могут быть введены как подходящие, так и неподходящие ключи (химические вещества). Подходящие ключи (стимуляторы) открывают или закрывают замки (вызывают сокращение или расслабление мышечных клеток), а неподходящие ключи (блокаторы) застревают в замке, выводя его из строя.
На рис. 1 в виде стилизованных замочных скважин разной формы в клеточной мембране изображены рецепторы восьми различных типов. Как правило, они представляют собой специ​альные ферментные структуры на мембране. Рецепторы могут возбуждаться специфическими эндогенными или аналогичными синтетическими 
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Рис. 1 Фармакология мышечной клетки (по Блаттнер Р., Классен Х. и др. 1983)

веществами (жирные стрелки). Поскольку стимуляторы должны соответствовать рецепторам, как ключи замкам, они изображены как ключи, подходящие к скважинам-рецепторам. Во всех рассматриваемых здесь случаях сопряжение между химической реакцией в области рецептора и активацией сократительной системы осуществляется при помощи трансмембранного и внутриклеточного переноса ионов кальция в направлении от мембраны к сократительному белку. Следовательно, понижение концентрации кальция во внеклеточном пространстве уменьшает сократимость или даже приводит к полному расслаблению. Напротив, повышение концентрации кальция повышает сократимость. Так же влияют на сократимость гладких мышц ионы бария. Подобно физиологическим стимуляторам, с рецепторами способны соединяться и экзогенные вещества, однако при этом они не всегда приводят к возбуждению клетки (и действуют, тогда как блокаторы). Таким образом, они блокируют действие специфических стимуляторов (на схеме это указано стрелками, не достигающими рецептора)
Функцию клетки могут угнетать также вещества, нарушающие процессы трансмембранного или внутриклеточного переноса кальция, например ионы магния, антагонисты кальция (верапамил и папаверин).
Гладкомышечные органы можно подвергать электростимуляции как непрямым путем, раздражая волокна вегетативных нервов, так и непосредственно воздействуя на мышечное волокно.
Высвобождение медиатора норадреналина из синаптических пузырьков усиливается непрямыми симпатомиметическими веществами (например, тирамином, метамфетамином и т.д.), стимулирующими активность органа. Действие медиаторов может быть усилено путем торможения их обратного захвата синаптическими пузырьками или ингибирования их ферментативного распада. Так, кокаин тормозит обратный захват норадреналина, а ингибиторы холинэстеразы (эзерин) замедляют скорость распада ацетилхолина.
1.1. Агонисты, антагонисты и потенцирующие вещества.
В зависимости от характера действия фармакологических средств, используемых в экспериментах на препаратах гладких мышц, их обычно разбивают на три группы:

агонисты — вещества, вызывающие обратимое сокращение гладких
мышц;
антагонисты — вещества, вызывающие расслабление гладких
мышц, препятствующие их сокращению или извращающие
сокращение;

потенцирующие вещества — вещества, самостоятельно не вызывающие заметной реакции, но усиливающие действие некоторых агонистов и антагонистов. Эти группы веществ представлены в таблице 1 и на схеме гладкомышечной клетки рисунка 1.

Таблица 1
Эффективные субмаксимальные дозы некоторых агонистов и их антагонистов для препарата изолированной подвздошной кишки морской свинки 

	агонист
	антагонист

	вещество
	конечная концентрация

	вещество
	конечная концентрация

	
	мкг/мл
	г/мл
	
	мкг, мл
	г/мл

	Ацетилхолин (основание)
	0,05
	5-10-8
	Атропин
	0,002—0,008
	2-10-9
8-10-9

	Мускарин
	0,05
	5-10-8
	
	
	

	Гистамин (основание)
	0,05
	5-10-8
	Мепирамил
	0,001—0,006
	1-10-9— 6-10-9

	Серотонин
(основание)
	2
	2-10-6
	Метисергид (десерил)
	0,2—0,4
	2- 10-7— 4-10-7

	Хлорид бария
	200
	2-10-4
	Папаверин
	1-3
	1-10-6 - 3 10-8

	Никотин  (основание)
	1
	1-10-6
	Гексаметоний
	1
	1-10 -6


В число агонистов, действующих на гладкую мускулатуру кишечника, входят ацетилхолин, мускарин, гистамин и серотонин, действующие через специфические рецепторы клеточной мембраны, и хлорид бария (ВаС12), действующий непосредственно на сократительную систему клетки. Под антагонистами здесь подразумеваются вещества, вызывающие расслабление гладких мышц. Некоторые из них блокируют специфические рецепторы, взаимодействуя  с которыми  специфическими агонистами, вызывая сокращения. К антагонистам относятся атропин, блокирующий  рецепторы ацетилхолина, антагонисты гистамина, блокирующие гистаминовые рецепторы, и антагонисты серотонина, блокирующие серотониновые рецепторы. Некоторые вещества обладают спазмолитической активностью, например папаверин. Вероятно, действие их связано с влиянием  на трансмембранный  перенос кальция и мышечную АТРазу.
Потенцирующие вещества усиливают действие агонистов или антагонистов, ипгибируя, например, ферменты или активируя механизмы накопления  медиаторов. Известно потенцирование действия норадреналина кокаином и ацетилхолина - эзерином (физостигмином). Можно также добиваться  агонистических  или  антагонистических эффектов непрямым  путем, вызывая  например, высвобождение  медиаторов, специфически  действующих на рецепторы.
К непрямым симпатомиметическим веществам относятся тирамин и метамфетамин (первитин), вызывающие высвобождение норадреналина из симпатических нервных окончаний. Анафилактические реакции и электрическое раздражение также иногда вызывают непрямым путем агонистические и антагонистические эффекты.
Существует ряд методов выявления агонистической или антагонистической  активности  неизвестных веществ, различающихся по моменту воздействия испытуемого вещества. 
Выявление агонистических свойств

Воздействие испытуемым веществом однократно, не добавляя каких-либо других соединений.
Выявление антагонистических свойств

1. Первичное воздействие на препарат изолированного органа испытуемым веществом, а затем действие стандартного агониста. В случае если испытуемое вещество обладает антагонистической активностью, типичное действие агониста на препарат будет либо уменьшено, либо полностью подавлено.
2. Воздействием на препарат  известным  агонистом вызывается его сокращение. Добившись постоянной амплитуды сокращений, добавляют испытуемое вещество и определяют ее уменьшение. При применении данного метода предполагается, что без воздействия испытуемого вещества амплитуда сокращения должна оставаться постоянной.
1.2. Оценка сократительной реакции
Сокращения обычно оценивают по их амплитуде. При изотони​ческих сокращениях измеряют величину сокращений органа в миллиметрах-силе, а при изометрических — силу сокращений в миллиграммах. При ауксотонических условиях результаты вы​ражаются в миллиметрах и миллиграммах-силе, и в этом слу​чае следует определять постоянную величину упругости пружины. Не всегда бывает легко правильно оценить амплитуду сокращения. Для этого существу​ет несколько возможных способов.
1. Учитывают самую высокую точку кривой. При    этом    часто получают величину, правильно отражающую сокращение, хотя эта величина и может значительно колебаться в зависимости от техники введения вещества. Достоверные воспроизводимые результаты получаются лишь при использовании стандартных методов введения испытуемого вещества и отмывания препарата.
2. Учитывают уровень плато. Хотя этот метод совершенно объективен, он используется редко, так как стадия плато при сокращении либо достигается относительно поздно, либо бывает короткой 
3. Учитывают амплитуду сокращений в какой-то заранее опре​деленный момент времени. Это время следует выбирать так, чтобы из-за него не приходилось продлевать опыт, но в то же время оно должно быть достаточным для того, чтобы амплитуда сокращений достигала удовлетворительного уровня. Такое время экспозиции как 30с, обычно слишком коротко; длительная экспозиция (например, 2мин) достаточна для того, чтобы амплитуда сокращений установилась на постоянном уровне.
4. Определяют площадь, ограниченную кривой сокращения. Интеграл   сокращения — это сумма произведений перемещения и времени, и, следова​тельно, он  может служить мерой  активности или действия вещества. 
При помощи компьютера можно легко интегрировать полученные результаты для определения  площади, ограниченной  кривой, а результат может быть выражен в цифрах. При использовании ПК нетрудно оценить активность агонистов или антагонистов. Кривые нередко оцениваются не в абсолютных величинах, а относительно максимально возможной амплитуды сокращения, принимаемой за 100%. Кривую «доза-эффект» можно вывести, приняв среднюю максимальную амплитуду сокращения, вызван​ного исследуемым веществом в определенной концентрации, за 100% и выражая амплитуды всех других сокращений в процен​тах по отношению к этой максимальной величине. 
На рисунке 2 показан метод оценки расслабляющего действия антагонистов. 
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Рис. 2 Торможение действия ацетилхолина, вызванного атропином (по Блаттнер Р., Классен Х. и др. 1983)

Контрольной величиной служит амплитуда сокращений, измеренная после двухминутной экспозиции стандартного агониста; это — исходное сокращение, принимаемое за 100%. Показателем активности антагониста является выраженное в процентах уменьшение исходного сокращения, измеренное ровно через 2мин после введения антагониста. В примере, приведенном на рисунке, амплитуда исходного сокращения, измеренная через 2мин после введения ацетилхолина, равна 90мм. Через 2мин после добавления атропина эта величина уменьши​лась на 35 мм; таким образом, в данном случае тормозящее действие равно 40%. Для удобства амплитуда сокращения выражена здесь в миллиметрах отклонения пера регистратора.
Максимальная доза вызывает и максимальное сокращение (исходное сокращение, равное 100%). Однако больше всего ам​плитуда сокращений исследуемого органа меняется при измене​нии концентрации вещества в пределах 30-70% от максимальной. Показатель активности антагониста также должен колебаться в этих пределах, т.е. он должен составлять 30-70% от величины исходного сокращения. 
1.3. Схема испытания веществ с неизвестным действием
Неизвестное вещество, действие которого испытывается на препарате изолированной подвздошной кишки, может оказаться:
а) агонистом,
б) антагонистом,
в) веществом, потенцирующим действие других соединений,

д) неактивным веществом (рис. 3). [image: image3.emf]


Рис. 3 Схема испытания  биологической активности веществ на гладкомышечном препарате (по Блаттнер Р., Классен Х. и др. 1983)
В зависимости от полученного результата опыта проводят следующие исследования:
Испытание агонистической активности
Если под воздействием какого-либо вещества препарат изолированной подвздошной кишки сокращается, то такое вещест​во может быть классифицировано как агонист. При выборе концентрации вещества следует руководствоваться тем, что конеч​ная концентрация не должна превышать 2-10-4 г/мл, т.е. субмаксимальную концентрацию хлорида бария. Более высокие концентрации часто оказывают на препарат повреждающее действие. Поврежденный препарат отличается тем, что при воздействии на него стандартным агонистом ацетилхолином не способен отвечать достаточно постоянными сокращениями (с разбросом, не превышающим ±2,5% от обычной амплитуды). Если при воздействии  веществом  в концентрации 2-10-4 г/мл препарат кишки не сокращается, то такое вещество не обладает агонистическим действием. Если же препарат сокращается, то опыт следует повторить на свежих препаратах и построить статистиче​ски достоверную кривую «доза — эффект». После этого те вещества, у которых была обнаружена агонистическая активность, подвергаются дальнейшим испытаниям (с использованием известных антагонистов) с целью определения степени их активности и механизма воздействия.
Если результаты опытов с введением антагонистов после воздействия агонистом и введением агониста на фоне действия антагониста совпадают, то исследуемое вещество, вероятно, обладает тем же механизмом действия, что и использованный стандартный агонист. Если же дозы, требующиеся для такого эффекта, резко отличаются, то действие агониста следует рассматривать как неспецифическое. Так, вызванное гистамином субмаксимальное сокращение в лучшем случае лишь слегка уменьшится под действием таких доз атропина, которые обычно по​давляют ацетилхолиновые сокращения. Для полного подавления сокращения, вызванного гистамином, дозу атропина следует увеличить в 100 раз. Всякий раз, когда необычно высокая доза говорит в пользу того, что агонистическое действие испытуемого вещества является неспецифическим, это вещество следует испытать в сравнении с другими  агонистами и  антагонистами.
Испытание антагонистической активности
Если испытуемое вещество не вызывает сокращений, следует проверить, не обладает ли оно антагонистическим действием. Любой блокирующий эффект следует качественно и количест​венно оценить в сравнении с эффектом других известных антагонистов. Здесь также можно использовать обе последователь​ности воздействия, применяемые для выявления антагонистического действия. Для сравнения испытуемого вещества с известными антагонистами и выяснения механизма его действия следует по возможности всегда строить кривую «доза — эффект» вышеописанным способом.
Испытание потенцирующей активности
Испытуемое вещество, не обладающее ни агонистическим, ни антагонистическим действием, может потенцировать дейст​вие других соединений. Для выявления такой актив​ности после предварительного контрольного воздействия агонистом в раствор, омывающий препарат, добавляется испытуемое вещество в концентрации, не превышающей 1 – 10-5 г/мл; затем, не отмывая  препарат, добавляют стандартный агонист в дозе ED50 и смотрят, не увеличилась ли амплитуда сокращения по сравнению с контрольной. Если амплитуда сокращений увеличилась, то необходимо тщательно отмыть препарат и добавить только стандартный агонист, с целью удостовериться в том, что амплитуда сокращения не возросла самопроизвольно. Если при повторных аналогичных пробах активность известного агониста будет повышаться, то испытуемое вещество может обладать потенцирующим действием. Его следует испытать также в сравнении с другими агонистами. Испытуемое вещество может также потенцировать действие антагонистов, и эту возможность также необходимо исследовать.
Неактивные вещества
Если у испытуемого вещества не обнаружено ни агонистического, ни антагонистического, ни синергичного и ни потенциру​ющего действия, то такое вещество можно классифицировать как неактивное по отношению к препарату изолированной подвздошной кишки.
При оценке результатов этих проб следует помнить о том, что они применимы лишь к препарату изолированного кишечни​ка. Для того чтобы распространить их на другие препараты гладких мышц или на активность in vivo, необходимы дальнейшие специальные исследования.
1.4. Кривая «доза – эффект» 
Кривая «доза — эффект» отражает зависимость между кон​центрацией вещества в ванночке и его действием на препарат. Такие кривые можно построить как для агонистов (рис. 4), так и для антагонистов. 
При испытании агониста его дозу постепенно повышают от такого значения, при котором сократительный ответ едва заметен, до тех пор, пока не будет превзойден максимальный эффект. В тех случаях, когда доза превышает максимальную, препарат обычно повреждается, что приводит к уменьшению его чувствительности к известному агонисту (применяемому в субмаксимальных дозах) и к испытуемому агонисту.
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Рис. 4 Построение кривой «доза – эффект» для агониста (по Блаттнер Р., Классен Х. и др. 1983)
Аналогичным образом строится кривая «доза — эффект» для антагониста. Сначала находят субмаксимальный эффект извест​ного агониста, затем этот агонист добавляют на фоне предварительного воздействия антагонистом, вводимым в возрастающих концентрациях, и учитывают, до какой степени это тормозит действие агониста. Можно также вызвать субмаксимальное сокращение при помощи определенной дозы известного агониста и на этом фоне через определенный проме​жуток времени добавлять антагонист в возрастающих концентрациях. Показателем величины торможения служит степень уменьшения амплитуды сокращения, измеренной в определенный момент времени. Величина торможения должна составлять 30-70% от исходного сокращения, принимаемого за 100%, так как в том случае, когда дозы выражены в логарифмах, соответствующий участок кривой является линейным. Соотношения между дозой и эффектом выражают в процен​тах для того, чтобы они были применимы к препаратам любой длины. В связи с этим абсолютные значения (величина перемещения или силы или их интегрированные значения) необязательны. Максимальная величина, вычисленная статистически, принимается за 100%, все остальные значения выражаются относительно нее в процентах. Например, если наибольшее из сокращений, вызываемых ацетилхолином в различных дозах, соответствует отклонению на кривой, равному в среднем 50мм, и возникает при использовании концентрации, равной 6-10-8 г/мл, то такое сокращение принимается за 100%. 

Сокращение величиной 20мм, вызванное ацетилхолином в концентрации 3-10-5 г/мл, выражают затем в процентах по отношению к величине максимального  сокращения:
100% - 50 мм (ацетилхолин в концентрации 6-10-8 г/мл) 20 мм
х% - 20 мм (ацетилхолин в концентрации 3 -10-8 г/мл)
100% : 50 мм = х% : 20 мм

100 * 20 : 50 = х

Х = 40%

Следовательно, отклонение на 20мм соответствует 40% мак​симальной величины сокращения. Таким же образом выражают в процентах величины сокращений, полученных при воздейст​виях другими концентрациями.
Аналогично строятся кривые «доза - эффект», когда в качест​ве показателя используется расслабление препарата. Величина сокращения, вызванного агонистом в субмаксимальной концент​рации, соответствует нулевому (0%) торможению, а полное по​давление сокращения (т.е. полное расслабление) принимается за 100%-ное торможение.
При построении стандартных кривых «доза - эффект» по оси абсцисс откладывают дозу, а по оси ординат — эффект (в процентах от максимального). Обычно используют полулогарифмическую бумагу, с тем, чтобы логарифмическое значение дозы можно было соотнести с ее линейным выражением в процентах. При этом получают S-образные кривые (рис. 4, 5).
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Рис. 5 Построение кривой «доза – эффект» для антагониста (по Блаттнер Р., Классен Х. и др. 1983)
Кривая «доза - эффект» отражает фармакологическую активность вещества. Из формы кривой видно, что участки, соответствующие величинам сокращений в пределах от 0 до 30% и от 70 до 100%, не линейны. Если кривая строится в полулогарифмическом масштабе, то прямо пропорциональная или линейная зависимость между дозой и эффектом наблюдается лишь в пределах от 30 до 70%, и именно этот средний участок следует использовать при проведении сравнительных исследований такого рода. Различные значения доз на кривой «доза — эффект» обозначаются следующими терминами (рис. 6): 
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Рис. 6 Активность исследуемых веществ, установленная на кривой «доза – эффект» (по Блаттнер Р., Классен Х. и др. 1983)
1. Минимальная эффективная доза - концентрация вещества, вызывающая едва поддающееся измерению сокращение. Точное измерение минимальной эффективной дозы требует значительных затрат времени и средства и, как правило, не имеет большого значения для исследований на изолированной подвздошной кишке.
2. ED50 (средняя эффективная доза) - доза, вызывающая сокращение, равное 50% от максимального. ED50 в большой степени отражает активность вещества, так как ее значение находится в пределах линейного участка кривой (30-70%) и используется в качестве показателя при  сравнении активности различных веществ.
3. Субмаксимальная доза - концентрация, вызывающая сокращение, лишь ненамного слабее максимального (95-99% отмаксимального сокращения). В опытах на изолированных органах очень важно точно определять эту дозу, так как при ее превышении легко можно применить концентрацию, вызывающую необратимое повреждение препарата. Таким образом, субмаксимальная доза является пределом безопасности для препарата и в то же время вызывает определенную и воспроизводимую сократительную реакцию. Субмаксимальная доза — удобный фармакологический показатель, на который часто ссылаются (принимая при этом величину вызываемого ею сокращения за 100%).
4. Максимальная доза — это концентрация, при которой величина сокращения препарата точно соответствует максимуму, но препарат не повреждается. Максимальную дозу определяют  путем  воздействия  испытуемым веществом в возрастающих концентрациях до тех пор, пока величина реакции неначнет вновь убывать. Поскольку это указывает на перерастяжение исследуемого органа, опыт следует прекращать.
5. Супрамаксимальные дозы — это концентрации, при которых реакция препарата не возрастает по сравнению с эффектом, вызываемым предыдущим воздействием; она может даже уменьшиться. Как уже указывалось, такие дозы оказывают токсическое воздействие, и полученные при их использовании результаты могут представлять интерес лишь для определения последней точки кривой «доза — эффект». Продолжать постановку проб на препарате, обработанном  супрамаксимальными дозами, не рекомендуется.
ED50 служит лишь частичной характеристикой вещества. Прежде чем делать какие-либо дополнительные выводы, следует оценить кривую «доза - эффект» в целом. Максимальная доза ацетилхолина и мускарина одна и та же, однако, кривая «доза — эффект» для мускарина несколько круче, чем для ацетилхолина. Окончательные выводы нельзя делать даже на основании сравнения кривых «доза - эффект», так как для каких-либо двух агонистов эти кривые могут быть схожими, а реакции препарата на эти агонисты могут различаться. В качестве примера можно назвать действие ацетилхолина и гистамина, кривые «доза - эффект» которых однозначны, поэтому отличить ацетилхолин от гистамина можно лишь при помощи их специфических антагонистов - мепирамина и атропина. Хотя антагонист ацетилхолина атропин может также тормозить сокращения, вызванные гистамином, для достижения торможе​ния одинаковой величины во втором случае необходимо приме​нять в сто раз большую дозу. Аналогичным образом проявляется и антагонистическое действие антигистаминного препарата мепирамина на вызванные ацетилхолином сокращения.
2. Материалы и методы исследований
Работу выполняют с использованием лабораторных животных, крыс обоего пола весом 150–250г. Практика показала, что при исследованиях лучше использовать животных одной породы одинакового пола и веса, содержащихся в постоянных воспроизводимых условиях (клетки в комнатах с кондиционированным воздухом, стандартная диета и т. д.). Общепринято следует использовать самцов, так как при этом нет опасности взять в эксперимент беременное животное. Вес тела животных должен отклоняться более чем на 10% в пределах каждой группы. Чтобы кишечник был пуст, и вероятность спонтанной двигательной активности после препарирования была сведена к минимуму, за 24 час до препарирования животных следует лишить пищи, оставив им лишь возможность пить.
Для операции и препарирования необходимы следующие инструменты:
- большие (14см) хирургические ножницы для вскрытия брюшной полости и маленькие (9см) для препарирования;
 - один большой и один маленький пинцеты, например, один хирургический и один анатомический, а также один изогнутый зубной пинцет (11 см);
- две мелкие чашки с физиологическим раствором (например, раствором Тироде). В первой чашке просвет отрезка кишки бережно промывают и опорожняют при помощи 20-миллилитрового шприца с канюлей оканчивающейся луковицей; затем отрезок кишки переносят в другую чашку. Если он используется не сразу после препарирования, его можно охладить в этом растворе до +2  - +4°С.
2.1. Препарирование отрезка изолированной кишки
Животное забивают нанесением удара в затылок и обескровливают, перерезкой сонной артерии, или декапитируют. Брюшную полость вскрывают от лонного сочленения до грудины при помощи ножниц. Краткий анатомический обзор (рис. 7-12) поможет избежать ошибки и выбрать нужный отрезок кишки (Карташев Н.Н., Соколов В.Е., Шилов И.А., 1981; Петренко В.М., 2011, 2012, 2013). 
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Рис. 7. Общее расположение внутренних органов самки крысы (Карташев Н.Н., Соколов В.Е., Шилов И.А., 1981): 
1 - сердце, 2 - левая дуга аорты, 3 - гортань, 4 - трахея, 5 - легкое, 6 - диафрагма, 7 - околоушная слюнная железа, 8 - пищевод, 9 - желудок, 10 - двенадцатиперстная кишка, 11 - поджелудочная железа, 12 - тонкая кишка, 13 - толстая кишка, 14 - слепая кишка, 15 - прямая кишка, 16 - анальное отверстие, 17 - печень, 18 - селезенка, 19 - почка, 20 - мочеточник, 21 - мочевой пузырь, 22 - яичник, 23 - яйцевод, 24 - рог матки, 25 - матка, 26 - влагалище, 27 - половое отверстие, 28 - грудная полость, 29 - брюшная полость. 
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Рис. 8. Морская свинка 2 месяцев (I вариант строения): 1 – печень (правая медиальная лопасть); 2 – желудок; 3 – двенадцатиперстная кишка; 4 – петли тонкой кишки; 5 – слепая кишка; 6-8 – первая, вторая и третья петли восходящей ободочной кишки (Петренко В.М., 2013)
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Рис. 9. Морская свинка 2 месяцев (I вариант строения): 1 – пищевод, брюшная часть; 2-5 – кардиальная часть, дно, тело и пилорическая часть желудка; 6, 8, 10, 9 – луковица, краниальная и нисходящая части, краниальный изгиб двенадцатиперстной кишки; 7 – воротная вена печени и печеночно-дуоденальная связка; 11 – краниальный отрог головки поджелудочной железы; 12 – первая петля восходящей ободочной кишки. Удалена печень (Петренко В.М., 2013).
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Рис. 10. Морская свинка 2 месяцев (II вариант строения): 1 – печень; 2 – желчный пузырь; 3 – двенадцатиперстная кишка; 4 – петли тонкой кишки, замурованные в петле восходящей ободочной кишки; 5,6 – краниальная и каудальная вентральные петли поперечной ободочной кишки; 7 – первая петля восходящей ободочной кишки; 8 – слепая кишка (Петренко В.М., 2013).
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Рис. 11. Морская свинка 2 месяцев (II вариант строения): 1 – пищевод; 2-5 – дно, кардиальная часть, тело и пилорус желудка; 6 – луковица двенадцатиперстной кишки и печеночно-дуоденальная связка; 7 – нисходящая часть двенадцатиперстной кишки; 8 – правая почка; 9 – дистальная петля восходящей ободочной кишки; 10 – петли тонкой кишки; 11 – слепая кишка; 12 – первая петля восходящей ободочной кишки. Удалена печень (Петренко В.М., 2013).
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Рис. 12. Схематичное изображение изолированной слепой кишки крысы (длина кишки около десяти сантиметров) (по Р. Блаттнер, Х. Классен и др. 1983). Видно место перехода подвздошной кишки (общая длина которой равна 80см) в слепую и слепой  в ободочную (60см). Вдоль слепой кишки идут три продольные полоски мускулатуры (ленты ободочной кишки), несколько стягивающие слепую кишку, вследствие чего на ней образуются вздутия или гаустры: 5 - восходящая ободочная кишка, 6 - подвздошная кишка; 7- слепая кишка, 9 - лента ободочной кишки. 
Весь кишечник состоит из следующих частей: двенадцатиперстной кишки длиной 8см, тощей кишки (40см), подвздошной кишки (80см), слепой кишки (10см), ободочной кишки (60см) и прямой кишки (3см) (рис. 13).  
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Рис. 13. Белая крыса 8 недель: а: 1 - большой сальник и желудок; 2 - двенадцатиперстная кишка; 3 - подвздошная кишка; 4 - восходящая ободочная кишка; 5 - слепая кишка. Илеоцекальный угол находится по средней линии; б: 1 - подвздошная кишка; 2 - слепая кишка (отогнута влево и дорсально); 3 - восходящая ободочная кишка (Петренко В.М., 2012).
Двенадцатиперстная, тощая и подвздошная кишка вместе образуют тонкую кишку, а слепая и ободочная — толстую кишку. Для того чтобы найти подвздошную кишку, проще всего сначала отыскать слепую кишку, которую легко отличить, так как она значительно толще, чем тонкие кишки. В отличие от человека, слепая кишка крысы:

1) никогда и никак не фиксируется сращениями брюшины;

2) не образует червеобразный отросток;

3) под илеоцекальным углом целиком чаще всего не располагается, что не способствует депонированию содержимого в слепую кишку (Петренко В.М., 2012).
Продвигаясь вдоль слепой кишки, находят ее левый (по отношению к животному) конец, в области которого она сразу же переходит в гораздо более тонкую ободочную кишку. На 1-2см правее по отношению к животному (в направлении к началу желудочно-кишечного тракта) расположено место перехода подвздошной кишки в слепую (рис. 12). В этом месте находится илеоцекальный клапан (баугиниева заслонка), внешне на интактной кишке не заметный. Выше этой точки препарируется 40-сантиметровый отрезок подвздошной кишки (обнаружено, что для опытов такого типа верхняя часть ее менее пригодна). Плотно захватывают основание подвздошной кишки тупым зажимом или пинцетом и отрезают ее ножницами. Отделение кишки от окружающей мезентеральной ткани необходимо производить с крайней осторожностью, так как частое потягивание кишки пинцетом или чрезмерное ее растяжение при отделении от окружающих тканей может привести к ее необратимому повреждению. Успех опыта в большой степени зависит от качества использованного в нем препарата. Существуют два особенно эффективных метода получения хорошо функционирующих препаратов. Первый из них заключается в том, что отсеченный конец кишки захватывается пинцетом, слегка приподнимается, затем без натяжения и, не перехватывая орган - на протяжении всех 40см ткань брыжейки отсекается маленькими разрезами при помощи тупоконечных ножниц. Все оставленные маленькие обрывки мезентеральной ткани будут затруднять сокращение органа in vitro, однако не следует пытаться удалить их, так как это неизбежно приведет к раздражению сократимой ткани. При использовании второго метода подвздошную кишку «отрывают» от брыжейки одним движением, плавно и решительно потянув за нее. При этом совершается такое же движение, как при отрывании полоски хлопчатобумажной ткани, и некоторую силу необходимо приложить лишь вначале. Полученный таким способом 40см отрезок подвздошной кишки, как правило, свободен от окружающей ткани и не поврежден ножницами. Отрезок подвздошной кишки помещают в теплый раствор Тироде при температуре 37-38,5°С. 
Ближайшие к слепой кишке 10-15см следует удалить: эта часть менее пригодна для исследований и в любом случае была повреждена пинцетом. Разрезают оставшийся отрезок подвздошной кишки на пять равных частей, и тщательно промывают их в растворе Тироде при помощи 20-миллилитрового шприца для полного удаления содержимого кишечника. При этом очень важно не растягивать препарат, так как растяжение раздражает его и может вызвать спонтанную двигательную активность и перистальтику. Если раствор Тироде не вытекает свободно из отрезка, не повышают давления в шприце, а легкими движениями чистым пальцем (очень важно, чтобы на пальце не было никотина) проглаживают отрезок кишки от конца к концу в продольном направлении и вновь промывают его. Переносят отрезок кишки в чашку с чистым раствором Тироде и разрезают его до длины, требуемой условиями эксперимента (например, 10-15мм при использовании электронного рычажного датчика) Поскольку и исходная нагрузка, и изменения длины зависят от исходной длины, желательно всегда работать с отрезками одинаковой длины, что можно обеспечить следующим путем. На дно чашки с наружной стороны наносят две отметки или приклеивают бумажную линейку либо отрезок миллиметровой бумаги. Получить препараты точно одинаковой длины нелегко, так как отрезок кишки обычно не лежит прямо, а растягивать его для того, чтобы распрямить, нельзя. При необходимости одинаковые отрезки можно получить путем взвешивания Подобно скелетной или сердечной мышце, изолированная кишка стремится сохранить «длину покоя». Это связано не с активным сокращением, а с наличием в мышечной ткани эластических компонентов. Препараты, подвергшиеся грубым манипуляциям, находятся в состоянии активного сокращения и не могут быть использованы. Однако в некоторых случаях препараты, оставленные на несколько часов в физиологическом растворе в холодильнике, могут вновь расслабиться.
2.2. Определение действия веществ на изолированную кишку
Изолированные препараты органов крысы используются для скрининга биологически активных веществ. В этом случае спонтанная двигательная активность не желательна, так как она накладывается на активность, вызванную фармакологическим препаратом, и, кроме того, способствует уменьшению стабильности исходной длины препарата после приложения к нему исходной нагрузки (нуль). Допускаются отклонения уровня нуля не более чем на 15% от длины предварительного растянутого органа.
Установлено, что постоянство исходной длины зависит от промежутка времени между отмыванием и добавлением испытуемого вещества, в течение которого препарат находится в состоянии покоя. Так, если интервалы между отдельными воздействиями ацетилхолином составляют 8мин, вероятность возникновения спонтанной перистальтики выше, чем в том случае, если эти интервалы равны 4мин. В соответствии с этим «перевозбужденный» препарат можно привести в состояние покоя, вызвав при помощи ацетилхолина несколько коротких, мощных сокращений через малые промежутки времени. Перистальтику можно свести к минимуму или полностью подавить на время опыта, охладив препарат в течение четырех часов при +2оС - + 4°С, затем медленно нагрев его в течение 10мин при комнатной температуре и в течение 20мин в водяной бане. Этот метод эффективен даже в том случае, когда интервалы между вызываемыми сокращениями велики. 
Если промежутки между вызываемыми сокращениями достаточно коротки (например, 4мин), то отпадает необходимость в такой сложной подготовке. Отпрепарированные и промытые отрезки подвздошной киш​ки могут быть либо использованы сразу, либо храниться при + 2 - +4°С до 24 час. Перед использованием какого-либо отрез​ка следует удалить слизь, накапливающуюся внутри него, осо​бенно во время этапа нагревания. Это достигается легкими по​глаживающими движениями в продольном направлении. Удаление слизи поможет уменьшить вероятность возникновения  перистальтики. Препарат можно прикрепить к регистрирующей системе при помощи лигатуры (из-за которой он иногда разрывается) или пружинящего зажима из тонкой проволоки (серфины) с плоскими концами. Не следует зажимать наглухо концы отрезков кишки, так как в противном случае постоянно образующаяся слизь не сможет оттекать и будет растягивать стенки препарата, приводя к спонтанной двигательной активности. Препарат обычно крепится  за  диагонально  противоположные  углы  разрезов. Преимущество такого способа состоит в том, что сокращения круговых мышц при этом также улавливаются датчиком.
2.3. Приготовление растворов
Из физиологических солевых растворов наиболее часто ис​пользуется раствор Тироде. В наших исследованиях используем модифицированный раствор Тироде с низким содержанием Са2+, изготовленный согласно таблице 2. Раствор аэрируется смесью О2 и СО2. Содержание СО2 зависит от концентрации бикарбоната и концентрации одноосновных и двухосновных фосфатов). Поскольку концентрация НСО3~ значительно варьирует в различных растворах, содержание СО2 в газовой смеси должно быть таким, чтобы поддерживалась нормальная кислотность среды (рН-7,4). В нормальном растворе Тироде содержание бикарбоната натрия равно 11,9 ммоль/л на 1 г/л; при этом для поддержания рН на уровне 7,4 соотношение газов в смеси должно составлять 97% О2 + 3% СО2. Если в лаборатории имеется только более распространенная смесь из 95% О2 и 5% СО2 (карбоген), следует повысить содержание бикарбоната в растворе Тироде. Если другого выхода нет, через раствор можно пропускать обычный или сжатый воздух (21% О2 + 0,03% СО2), так как потребность в кислороде гладких мышц относительно мала. Тем не менее, если не уменьшить содержание бикарбоната натрия, раствор будет защелачиваться. Пузырьки газа должны быть по возможности мелкими, т. е. необходимо использовать выпускную трубку малого калибра. Препарат не должен перемещается от соударения с пузырьками газа.
Таблица 2

Состав гипокальциевого раствора Тироде pH = 7,2
	Раствор

Тироде

мод.
	Реактивы (без кристаллизационной воды)

	
	NaCl
	KCl
	CaCl2
	MgCl2
	NaHCO
	NaH2PO4
	Глюкоза

	г/л
	8,0
	0,2
	0,1
	0,1
	1,0
	0,05
	1,0

	ммоль/л
	136,9
	2,68
	0,9
	1,05
	11,0
	0,47
	5,55


Эффективность исследуемого вещества

Способ введения исследуемых веществ имеет большое значение для получения воспроизводимых результатов. Здесь важно учитывать следующие моменты.
1. Отношение объема испытуемого вещества к объему кюветы (ванночки) не должно превышать 1: 100; так, в случае кюветы объемом 50 мл следует использовать 0,5 мл раствора испытуемого вещества.
2. Оптимальную конечную концентрацию испытуемого вещества
в ванночке следует определять в предварительных    опытах.
В  таблице  1  приведены  рекомендуемые  концентрации для  не​которых   наиболее   распространенных   контрольных   веществ.
Обычно используются дозы, возрастающие на десять раз (10, 20,
30), в два раза  (1, 2, 4, 8,)  или логарифмически  (1, 3,
10,).  Кривую «доза — эффект» лучше выводить,    используя
логарифмически возрастающие дозы.
Вводить испытуемое вещество в ванночку следует как можно
быстрее, однако еще важнее, чтобы скорость введения была
постоянна. Инъекционные иглы должны быть плотно надеты
на туберкулиновые шприцы.

4. Струя вводимого испытуемого вещества должна быть направлена не прямо на препарат, а в сторону    стенки    ванночки, причем желательно, чтобы направление струи не менялось.
5. Время экспозиции — это интервал между введением испытуе​мого вещества и сменой раствора в ванночке. Обычно время
экспозиции колеблется в пределах от 0,5 до 2 мин.    
6. Восстановительный период соответствует промежутку време​ни между первым отмыванием и добавлением следующей до​зы вещества. С началом первого отмывания препарат начина​ет расслабляться. Отмывание продолжается до тех пор, пока длина и напряжение препарата не достигнут исходного уровня и не продержатся па этом уровне в течение, по меньшей мере, трех минут.  Восстановительный период обычно длится от 4 до 8 мин.
7. Объем раствора, используемого для отмывания, должен быть
постоянным. Обычно достаточно количества, равного утроенному объему ванночки. Отмывание производят либо путем полного опорожнения ванночки с последующим наполнением, либо путем водослива, т. е. постепенного замещения физиологического  раствора. 
Приготовление исходных растворов

Любое исследуемое вещество должно растворяться в воде и быть совместимым с физиологическим раствором. В том случае, если вещества даются в виде раствора, рН этих растворов не должен вызывать изменений рН содержимого кюветы для препарата. Вещества, как правило, не должны неблагоприятно действовать на ткани препарата; они не должны приводить к разрушению и неисправности  элементов установки. Обычно растворы веществ добавляются в кювету в соотношении 1:100 ее объема. При использовании кюветы па 50 мл исследуемое вещество следует развести в объеме 0,5мл жидкости. Удобно заранее приготовить высококонцентрированный исходный раствор вещества в дистиллированной воде (например, 10-3 г/мл 0,001 г/мл=1 мг/мл). Ошибка разведения при этом меньше, чем при непосредственном приготовлении раствора с концентрацией 10-5 г/мл. Для всех стандартных веществ, пригодны 1%-ные исходные растворы, за исключением хлорида бария (используется 2%-ный исходный раствор). Чистый 100%-ный никотин существует лишь в жидком виде, и незначительной разницей в удельном весе в данном случае можно пренебречь. Для получения 1%-ного исходного раствора очень осторожно (никотин крайне ядовит) набирают 0,5 мл вещества автоматической мерной пипеткой и разведят водой до 50 мл. Эта трудность не возникает при работе с растворимым в воде порошком тартрата никотина. Обычно водные исходные растворы можно хранить в течение примерно недели при температуре +20 - +4°С. По возможности для приготовления рабочего раствора испытуемого вещества следует использовать раствор Тироде. Рабочее разведение необходимо готовить непосредственно перед экспериментом. Хлорид бария и некоторые другие вещества (например, папаверин) в растворе Тироде выпадают в осадок, поэтому рабочие растворы таких веществ следует готовить на дистиллированной воде или на 0,9%-ном растворе NaCl. Катехоламины быстрее разлагаются в щелочной среде, чем в кислой. Температура рабочих разведений должна быть равна комнатной, чтобы при их добавлении температура содержимого кювете не изменялась. Рабочие разведения неизвестных веществ следует готовить на растворе Тироде. При употреблении каких-либо растворителей необходимо проверить их фармакологическую активность. Концентрация испытуемого вещества должна быть как можно ниже.
Приготовление гипокальциевого раствора Тироде
Приготовление модифицированного физиологического раствора (гипокальциевого) раствора Тироде (0,76ммоль/л) используется для исследований на препарате изолированной подвздошной кишки крысы. Для того чтобы избежать нежелательных результатов, образования осадка следует точно выполнять инструкцию. Прежде всего, вычислить объем физиологического раствора, необходимый на день работы. При использовании одной кюветы достаточно 10л раствора. 
Проверяют качество воды (не содержащей солей). Неважно, используется ли дистиллированная вода или вода, деминерализованная при помощи ионообменников; рекомендуется во всех опытах использовать воду из одного источника. Воду следует хранить в герметичных сосудах в темном месте. Срок хранения должен быть небольшим. В длительно хранящейся воде размножаются зеленые водоросли, водные бактерии. В воде растворяются взвешенные в воздухе частицы (сигаретный дым) и особенно углекислый газ, растворенная двуокись углерода изменяет рН воды. Свежая дистиллированная вода имеет нейтральную реакцию среды (рН=7,0). Однако при помощи обычно используемых стеклянных электродов невозможно определить крайне низкую концентрацию ионов водорода (10моль/л) в воде, не содержащей солей. В связи с тем что раствор будет аэрироваться смесью О2 и СО2, сдвиг рН, обусловленный растворенной двуокисью углерода, считается допустимым. Для экспериментов вполне пригодна вода с рН=7,0 - 5,4. Приготовляют перечисленные ниже компоненты, заранее взвесив их. Вещества приведены в количествах, рассчитанных на 10 л раствора Тироде. 
Для более быстрого приготовления раствора Тироде, можно заранее приготовить исходные растворы хлористого калия, хлористого кальция, хлористого магния и однозамещенного фосфата натрия в концентрациях по таблице 3. Однако хлористый натрий, бикарбонат натрия и глюкозу следует отвешивать ежедневно, так как глюкоза служит хорошей питательной средой для бактерий и грибов, а раствор NaНСО3 не стоек вследствие выхода СО2 из раствора.  

NaCl - 80г. 
NaHCO3  – 10г.      
Глюкоза * 1H2O – 11г.

При приготовлении растворов следует добиться полного растворения веществ (путем энергичного встряхивания или при помощи магнитной мешалки). Исходные растворы следует хранить при комнатной  температуре в банках из темного стекла со стеклянными притертыми пробками. Охлаждение раствора вызывает кристаллизацию. Растворы не следует хранить больше двух недель, так как по мере кристаллизации концентрация веществ меняется. На две недели в расчете использования ежедневно 10 л раствора следует заготовить следующие объемы исходных растворов:

Таблица 3
200 мл KCl (10%)

100 мл CaCl2 (10%)

100 мл MgCl2 * 6H2O (10%)

100 мл NaH2PO4 * 1H2O (5%)

И в дальнейшем ежедневно необходимо готовить свежий раствор Тироде следующим образом; для раствора налить в 10-литровый стеклянный сосуд с притертой пробкой или полиэтиленовую канистру примерно 8л дистиллированной воды. Развести во втором сосуде (лучше всего в мерном цилиндре на 1л) необходимые на предстоящий день навески NaCl, NaHCO3 и Глюкоза * 1H2O  (в любом порядке). Перелить полученный раствор в первый сосуд с восемью литрами воды. После этого мерной пипеткой перенести в первый сосуд необходимые количества исходных растворов, строго придерживаясь следующего порядка: 
1. 20 мл KCl (10%),
2. 10 мл CaCl2 (10%),
3. 10 мл MgCl2 * 6H2O (10%),
4. 10 мл NaH2PO4 * 1H2O (5%),
долить в сосуд дистиллированную воду до метки 10 л. Закрыть его стеклянной притертой пробкой и вновь хорошо перемешать. Перед началом опыта нагретый резервуар с раствором Тироде необходимо в течение 10 мин тщательно аэрировать смесью 95% О2 и 5% СО2. Газовую смесь следует подавать через стеклянную трубочку, опущенную до дна резервуара. В результате образуется буфер из NаНСО3 и СО2, благодаря чему рH раствора устанавливается на должном уровне: 7,35-7,45. Рекомендуется периодически проверять рН раствора при помощи рН-метра. Раствор должен быть прозрачным; мутные растворы использовать нельзя. В тех случаях, когда свежеприготовленный раствор выглядит мутным, необходимо проверить рН воды, использованной для его приготовления. Если окажется, что реакция использованной воды щелочная, эту воду следует вылить и приготовить новый раствор на свежей дистиллированной воде. Если же раствор и в этом случае будет мутным, то это означает, что испортился один из исходных растворов. Иногда приходится заново готовить все исходные растворы и навески. 

Даже свежеприготовленный раствор Тироде после стояния при комнатной температуре в течение 24 ч начинает мутнеть, и именно поэтому его необходимо каждый день готовить заново. Любой помутневший раствор следует вылить, после чего тщательно промыть сосуд в проточной воде при помощи ерша. Поверхностно-активные моющие средства применять нельзя. Перед употреблением сосуд следует тщательно прополоскать дистиллированной водой. Кроме того, раз в неделю сосуд необходимо промывать 36%-ной соляной кислотой, чтобы удалить осадок и уничтожить бактерии. Для этого в сосуд необходимо залить 150мл соляной кислоты, вновь закрыть притертой пробкой, положить его на бок в раковину и повращать с тем, чтобы обмыть кислотой всю внутреннюю поверхность. После этого сосуд следует самым тщательным образом вымыть холодной чистой водой и прополоскать дистиллированной водой. Необходимо, чтобы, в сосуде не осталось паров соляной кислоты. Этого можно добиться, только наполнив сосуд до краев водой и удалив из него все пузырьки воздуха.
2.4. Установка для исследования сокращений изолированной кишки
Для проведения исследований на препаратах изолированной кишки собирают установку с использованием лабораторных штативов по схеме (рис. 14). На штативах закрепляют термостатированную кювету с препаратом, датчик перемещений и выполненный на основе электронной лампы механотрон. 

[image: image14]
Рис. 14 Схема кюветы с размещенным отрезком изолированной кишки (по Р. Блаттнер, Х. Классен и др. 1983).

Для подержания постоянной температуры растворов и препарата, кювета соединена через электрический насос, обеспечивающий циркуляцию жидкости из термостата. Датчик перемещений через усилитель постоянного тока соединен с АЦП. Вызываемые сокращения изолированной кишки передаются на ПК, регистрируются в реальном времени на экране монитора  и сохраняются в идее файлов данных. Схема устройства представлена на рисунке 15.
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Рис.15 Схема устройства для регистрации сокращений изолированной кишки.

1 – датчик перемещений, 2 – источник питания датчика, 3 – усилитель постоянного тока, 4 – АЦП, 5 – персональный компьютер, 6 – кювета с препаратом изолированной кишки, 7 - водяной насос, 8 – водяной термостат, 9 – воздушный насос для аэрации.

2.5. Правила техники безопасности
 Техника безопасности при проведении лабораторных работ.
В соответствии с действующими в ННГУ Инструкциями по технике безопасности студенты во время прохождения практикума по физиологии должны строго руководствоваться их положениями.

В лабораторных помещениях кафедры имеются электрические аппараты и приборы, работа с которыми требует осторожности и внимательности.

В лаборатории кафедры студенты допускаются только в спецодежде (халатах). На столах студенты обязаны поддерживать чистоту и порядок, не захламлять рабочее место посторонними предметами. Прием пищи в лабораторных помещениях запрещен. После проведения лабораторной работы студенты обязаны сдать рабочее место в полном порядке и чистоте дежурному, назначенному из числа студентов, а тот обязан сдать помещение в чистоте и порядке преподавателю. Дежурный не может отлучаться из аудитории без разрешения преподавателя. Запрещается входить в лабораторию в верхней одежде, курить. Пробовать реактивы и их растворы на вкус строго запрещается! Студенты выходят из лабораторных помещений только в установленное время перерыва. 
Студенты не должны без разрешения преподавателя или специальной инструкции включать и выключать приготовленные к занятию приборы.

Перед началом работ с электроприборами, электроинструментом и оборудованием студент должен выполнить следующие требования безопасности:

· изучить руководство по эксплуатации;

· проверить соответствие напряжения и частоты тока в электрической сети напряжению и частоте тока, указанным на табличке электроприемника;

· убедиться в отсутствии видимых повреждений оборудования, питающих и соединительных кабелей и проводов;

· проверить надежность присоединения к оборудованию видимых заземляющих (нулевых защитных) проводников, наличие и надежность крепления заземляющих (нулевых защитных) контактов вилок и розеток штепсельных разъемов;

· не включать в сеть электропитания оборудование, имеющее дефекты (трещины, вмятины и др. повреждения).

Запрещается приступать к работе при:

· обнаружении неисправности оборудования;

· наличии видимых повреждений питающих и соединительных кабелей и проводов, разъемов штепсельных соединений;

· отсутствии или неисправности заземления (зануления) оборудования.

При выполнении работ, связанных с использованием электрических приборов, студенты должны соблюдать следующие требования безопасности:

· Строго соблюдать правила эксплуатации оборудования.

· Выполнять только ту работу, которая поручена.

· Не допускать сторонних лиц к эксплуатации вверенного оборудования.

· Не касаться кабелей и проводов оборудования, включенного в электрическую сеть.

· Не натягивать и не перекручивать кабели, шнуры электропитания, не подвергать их механической нагрузке и не ставить на них груз.

· Не снимать с оборудования до его отключения от электросети съемные детали и панели.

· Не допускать непосредственного соприкосновения проводов и кабелей с горячими, сырыми, замасленными поверхностями или предметами.

· Не переносить и не передвигать включенные в электросеть приборы и оборудование.

· Отключать оборудование при исчезновении напряжения в электросети и при перерыве в работе.

· Не производить ремонт электрической части оборудования самостоятельно.

· В случае внезапного ухудшения здоровья (усиления сердцебиения, появления головной боли и других) прекратить работу, выключить оборудование, сообщить об этом преподавателю и при необходимости обратиться к врачу.

При повреждении оборудования, кабелей, проводов, неисправности заземления (зануления), обнаружении во время работы необычного шума, запаха дыма или гари необходимо сразу же отключить электропитание оборудования и сообщить о случившемся непосредственному преподавателю и лицу, осуществляющему техническое обслуживание данного оборудования.

При возгорании электропроводки, оборудования и тому подобных происшествиях необходимо отключить электропитание оборудования и принять меры по тушению пожара с помощью имеющихся первичных средств пожаротушения, сообщить о происшедшем непосредственному руководителю. Применение воды и пенных огнетушителей для тушения находящегося под напряжением электрооборудования недопустимо! Для этих целей используются углекислотные огнетушители.

При поражении электрическим током необходимо как можно скорее освободить потерпевшего от действия тока, оказать доврачебную помощь, вызвать скорую медицинскую помощь или врача либо принять меры по транспортировке потерпевшего в ближайшее лечебное учреждение.

После окончания работ все оборудование и механизмы переводятся в положение, исключающее возможность их запуска сторонними лицами.

Электропитание приборов, оборудования и механизмов отключается.

После отключения оборудования от сети производится его чистка и уборка, осматривается и приводится в порядок рабочее место.

Все замечания, возникшие в процессе работы оборудования, сообщаются непосредственному преподавателю.
2. Техника безопасности при работе с компьютером 
(выдержки из инструкции)

К работе с персональным компьютером (ПК) допускаются работники, не имеющие медицинских противопоказаний, прошедшие инструктаж по вопросам охраны труда, с группой по электробезопасности не ниже 1.

При работе с ПК на работников могут оказывать неблагоприятное воздействие следующие опасные и вредные производственные факторы: повышенный уровень электромагнитных излучений; повышенный уровень ионизирующих излучений; повышенный уровень статического электричества; повышенная напряженность электростатического поля; повышенная или пониженная ионизация воздуха; повышенная яркость света; прямая и отраженная блесткость; повышенное значение напряжения в электрической цепи, замыкание которой может произойти через тело человека; статические перегрузки костно-мышечного аппарата и динамические перегрузки мышц кистей рук; перенапряжение зрительного анализатора; умственное перенапряжение; эмоциональные перегрузки; монотонность труда.

Рабочий стол с учетом характера выполняемой работы должен иметь достаточный размер для рационального размещения монитора (дисплея), клавиатуры, другого используемого оборудования и документов, поверхность, обладающую низкой отражающей способностью.

Клавиатура располагается на поверхности стола таким образом, чтобы пространство перед клавиатурой было достаточным для опоры рук работника (на расстоянии не менее чем 300 мм от края, обращенного к работнику).

Чтобы обеспечивалось удобство зрительного наблюдения, быстрое и точное считывание информации, плоскость экрана монитора располагается ниже уровня глаз работника предпочтительно перпендикулярно к нормальной линии взгляда работника (нормальная линия взгляда - 15° вниз от горизонтали).

Для исключения воздействия повышенных уровней электромагнитных излучений расстояние между экраном монитора и работником должно составлять не менее 500 мм (оптимальное 600-700 мм).

Рабочий стул (кресло) должен быть устойчивым, место сидения должно регулироваться по высоте, а спинка сиденья - по высоте, углам наклона, а также расстоянию спинки от переднего края сиденья. Регулировка каждого параметра должна быть независимой, легко осуществляемой и иметь надежную фиксацию.

Рабочее место размещается таким образом, чтобы естественный свет падал сбоку (желательно слева).

Для снижения яркости в поле зрения при естественном освещении применяются регулируемые жалюзи, плотные шторы.

Перед началом работы с ПК работник обязан:

· проветрить рабочее помещение;

· проверить: устойчивость положения оборудования на рабочем столе; отсутствие видимых повреждений оборудования, дискет в дисководе системного блока; исправность и целостность питающих и соединительных кабелей, разъемов и штепсельных соединений, защитного заземления (зануления); исправность мебели;

· отрегулировать: положение стола, стула (кресла), подставки для ног, клавиатуры, экрана монитора; освещенность на рабочем месте; при необходимости включить местное освещение;

· протереть поверхность экрана монитора, защитного фильтра (при его наличии) сухой мягкой тканевой салфеткой;

· убедиться в отсутствии отражений на экране монитора, встречного светового потока;

· включить оборудование ПК в электрическую сеть, соблюдая следующую последовательность: стабилизатор напряжения (если он используется), блок бесперебойного питания, периферийные устройства (принтер, монитор, сканер и другие устройства), системный блок.

Запрещается приступать к работе при:

· выраженном дрожании изображения на мониторе;

· обнаружении неисправности оборудования;

· наличии поврежденных кабелей или проводов, разъемов, штепсельных соединений;

· отсутствии или неисправности защитного заземления (зануления) оборудования.

Во время работы с ПК работник обязан:

· соблюдать требования охраны труда, установленные настоящей Инструкцией;

· содержать в порядке и чистоте свое рабочее место;

· держать открытыми вентиляционные отверстия оборудования;

· соблюдать оптимальное расстояние от экрана монитора до глаз.

Работу за экраном монитора следует периодически прерывать на регламентированные перерывы, которые устанавливаются для обеспечения работоспособности и сохранения здоровья, или заменять другой работой с целью сокращения рабочей нагрузки у экрана.

2.6. Инструкция к оформлению работы
Протокол проведенного эксперимента должен быть оформлен согласно следующим требованиям и содержать: 
1. Название работы
2. Цель работы

3. Материалы и оборудование

3.1. Инструментарий

3.2. Рабочие растворы

3.3. Препарирование

3.4. Физиологическая установка

4. Результаты со схемами, рисунками (построением кривой «доза-эффект»
5. Выводы

3. КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ
1. Назовите объекты и методы исследования в физиологии. 
2. Охарактеризуйте методы изолированных органов и тканей, графической регистрации и метод раздражения.

3. Опишите общие методические приемы при постановке острых и хронических экспериментов на животных.

4. Значение физиологических работ И.П. Павлова, Н.Е. Введенского, Н.А. Миславского А.Ф. Самойлова. Современный этап развития экспериментальной физиологии. 
5. Физиология мышечной системы. Поперечнополосатая мышца: основная функция, строение. Структурная единица мышечного волокна – саркомер. Теория скольжения нитей. 
6. Изометрическое и изотоническое сокращение. Одиночное сокращение, тетанус.

7.  Основные физиологические свойства мышечной ткани (возбудимость, пpоводимость, сокpатимость и механизм мышечного сокращения). Сила, pабота и утомление мышц.
8. Биотоки в неpвах и мышцах (потенциалы покоя и действия).
9. Гладкие мышцы - морфологические и функциональные особенности. Иннервация гладких мышц. 
10.  Моторная функция пищеварительного тракта. Основные типы движения стенок ЖКТ. 
11.  Принципы работы физиологического оборудования: датчики, усилители, аналогово-цифровые преобразователи (АЦП), регистрирующие приборы, камеры и кюветы.

12.  Основные принципы техники безопасности при работе в физиологической лаборатории.
13.  Назовите этапы препарирования изолированного органа.

14.  Реакции тканей на раздражители: механические, температурные, электрические, химические.

15.  Механизм рецепторной регуляции клеток животных тканей.

16.  Понятие о биологически активных веществах (БАВ). Химическая регуляция в возбудимых тканях.

17.  Классификация БАВ по механизму действия на возбудимые ткани.

18.  Графическое отображение эффекта действия БАД на ткань (построение кривой «доза-эффект»).
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