ЛАБОРАТОРНІ ЗАНЯТТЯ ДО МОДУЛЯ №1
«Клітинна фізіологія»
Тема 1. Основи проведення фізіологічного експерименту.
Мета: З’ясувати предмет і задачі фізіології людини і тварин, ознайомитись з сучасними та класичними методами досліджень у фізіології. 

Теоретичні питання

1. Історія розвитку фізіології людини і тварин як науки.

2. Предмет і задачі фізіології людини і тварин. 

3. Поняття організму та рівні його організації.

4. Методи дослідження у фізіології.

5. Прилади та сучасні методи реєстрації фізіологічних функцій.

6. Поняття подразливості як загальної властивості живих систем.

7. Збудливість як спеціалізована форма подразливості.

8. Поняття збудження.

9. Подразники та їх види.

10. Поріг подразнення та збудливість.

НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ
Завдання 1. Основні принципи утриманні та використання у дослідах лабораторних тварин.

Хід роботи. Велика частина фізіологічних дослідів викликає дискомфорт у тварин. Експериментатор повинен постійно пам’ятати про це та намагатися по можливості зменшити дискомфорт піддослідної тварини. Нижче наводяться рекомендації для проведення дослідів на тваринах, які становлять один з розділів «Принципів використання тварин» у «Керівництві до дотацій і контрактів Національного інституту охорони здоров’я США» від 1978 р.: 

1. Досліди, в яких використовуються живі хребетні та тканини живих організмів для проведення досліджень, повинні виконуватися під контролем кваліфікованих фахівців. 

2. Розміщення, догляд та годування всіх експериментальних тварин повинні знаходитися під контролем кваліфікованого ветеринара або іншого вченого, компетентного в цих питаннях. 

3. Дослідження за своїм характером має дати корисні результати на благо суспільства та не повинно бути випадковим і марним. 

4. Експеримент повинен спиратися на знання досліджуваної проблеми та плануватися так, щоб очікувані результати виправдовували його проведення. 

5. Статистичний аналіз, математичні моделі або біологічні системи in vitro повинні використовуватися, якщо вони відповідно доповнюють результати дослідів на тваринах і дозволяють скоротити кількість використовуваних тварин. 

6. Досліди повинні проводитися так, щоб не піддавати тварину непотрібним стражданням і не завдавати їй зайвої шкоди. 

7. Вчений, який відповідає за дослід, повинен бути готовий припинити його, якщо він/вона вважає, що продовження досліду може викликати непотрібне каліцтво чи страждання тварин. 

8. Якщо сам дослід викликає більше дискомфорту в тварини, ніж наркоз, то необхідно довести тварину (шляхом застосування наркозу) до стану, коли вона не сприймає біль, і підтримувати цей стан до тих пір, поки дослід або процедура не будуть завершені. Виняток становлять лише ті випадки, коли наркоз може зашкодити меті досліду, а дані можна одержати ніяким іншим способом, окрім як проведенням подібних дослідів. Такі процедури повинні ретельно контролюватися керівництвом або іншим кваліфікованим старшим співробітником. 

9. Постекспериментальний догляд за твариною має звести до мінімуму дискомфорт і наслідки травми, нанесеної тварині в результаті досліду, відповідно до прийнятої практики ветеринарної медицини. 

10. Якщо необхідно забити експериментальну тварину, то це роблять так, щоб досягти миттєвої загибелі. Жодна тварина не повинно бути знищена до тих пір, поки не настане її смерть. 

Майже у всіх випадках фізіологічного експерименту, необхідно брати тварин у руки. Тварину потрібно привчати до цієї процедури протягом декількох днів перед початком досліду. Це передбачає діставання тварини рукою з клітки, розміщення її на столі, обережне прогладжування та перенесення з одного місця на інше. З часом тварини перестають чинити опір таким процедурам, якщо їх здійснювати дбайливо. 

При частому взятті на руки лабораторні щури стають досить ручними та ними легко керувати. Для введення препаратів бажано використовувати помічника, при цьому другу руку експериментатор використовує для витягування задніх кінцівок тварини. При достатній практиці внутрішньочеревні ін’єкції можна проводити самостійно, шляхом захоплення задніх кінцівок щура та одночасним ін’єкуванням його іншою рукою. Перед ін’єкцією корисно заспокоїти тварину; для цього потрібно захопити тварину так, як це описано вище, і потім повільно розгойдувати її вперед і назад по широкій дузі. 

Завдання 2. Фіксація тварин.
Обладнання та матеріали: операційний та препарувальний стіл, дощечка для фіксації, лабораторні тварини.
Хід роботи. Поставте клітку з тваринами на стіл і зніміть верхню кришку. Потім без різких рухів покладіть праву кисть на спину тварини як можна ближче до лопаток. Підведіть великий палець під ліву передню лапу, а інші під праву. При цьому сила захоплення тварини повинна відповідати силі її опору. Зробіть перехрещення передніх лап тварини. Це обереже Вас від укусу щура. При агресивності тварини застосуйте розгойдування тварини по широкій дузі в руці, розігнутій у ліктьовому суглобі.

Фіксація щура на операційному столику. Візьміть щура за наведеною вище методикою та тримаєте його вертикально, головою догори. Приготуйте 4 ганчіркові петлі-зашморги. Накладіть петлі на задні лапи вище за гомілковостопні суглоби, і туго затягніть їх. Накладіть зашморги на передні лапи і затягніть їх вище за стопу. Утримуючи тварину за зашморги, покладіть її на живіт на операційний столик. Зав’яжіть зашморги на цвяхах бічних поверхонь столика. 

Фіксація жаби на препарувальному столику. Візьміть жабу так, щоб задні лапи тварини лежали у Вас на долоні. Поки один експериментатор утримує тварину за задні лапи черевцем догори, другий – уводить шпильки в передні лапи та препарувальний столик. Повторіть процедуру для задніх лап.

Фіксація кролика у верстаті. Візьміть кролика та посадіть його у верстат головою в напрямку до вузького кінця верстата. Одягніть на шию металевий нашийник і затягніть його болти. Візьміть сітку та одягніть її на виступаючі шпильки верстата.

Перенесення тварин. Перенесення щурів і мишей здійснюється або за хвіст, або хваткою під черевце. Останнє є найприйнятнішим. Перенесення кролика здійснюється двома руками: однією за шкіру шиї, а іншою за шкіру спини. Не можна переносити кролика хваткою за вуха.

 

Завдання 3. Маркування тварин.
Обладнання та матеріали: лабораторні тварини, операційний стіл, пікринова кислота або червоний карбофуксин.
Хід роботи. Зафіксуйте тварину одним з перерахованих способів. Візьміть барвник і пензлик. Виконайте маркування щура відповідно до присвоєного номера. Фарба наноситься на шерсть до кореня волосся. Схема маркування щура за допомогою барвника (рис. 1.1): 
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лоб – 1, плече правої передньої лапи – 2, правий бік – 3, стегно правої задньої лапи – 4, основа хвоста – 5, стегно лівої задньої лапи – 6, лівий бік – 7, плече лівої передньої лапи – 8, шия – 9, середина спини – 10, середина спини та лоб – 11, середина спини та плече правої передньої лапи – 12 і т. д.

Рисунок 1.1 – Схема маркування щура за допомогою барвника.

Завдання 4. Методи введення розчинів

Обладнання та матеріали: препарувальний набір, шприц з пластиковим катетером.
Хід роботи. Введення розчинів через рот (per os) за звичайною методикою. Візьміть шприц на 10 мл і наберіть 1 мл фізіологічного розчину. Рукою зафіксуйте щура вертикально. Надіньте на шприц голку з напаяною булавою. Введіть голку в порожнину рота щура та обережно просувайте її по задній стінці глотки в стравохід на глибину 5-7 см. Уведіть розчин у шлунок тварині. Зупиніть введення у разі якщо тварина поперхнулася або кашлю. У шлунок щурам вводиться не більше 1,5 мл рідини.

Уведення розчинів через пряму кишку (per rectum). Візьміть шприц і наберіть 1 мл фізіологічного розчину. Надіньте на канюлю шприца пластиковий катетер завдовжки 6-7 см. Візьміть щура та посадіть його на стіл, на лапи, фіксуючи рукою. Підніміть хвіст і знайдіть anus. Введіть катетер на глибину 5-6 см і введіть розчин. Per rectum вводиться не більше 1 мл розчину.
Парентеральне (минувши шлунково-кишковий тракт) введення розчинів. Нашкірне введення (н/шк). Візьміть щура та вистрижіть шерсть на правому боці на площі приблизно 2 см2. Гострим кінцем скальпеля зробіть скарифікацію (подряпини) на шкірі. Нанесіть на пошкоджену шкіру декілька крапель фізіологічного розчину.

Внутрішньошкірне введення (в/шк). Візьміть щура та вистрижіть шерсть на спині на площі приблизно 1 см2. В інсуліновий шприц наберіть 0,5 мл фізіологічного розчину. Утримуючи щура однією рукою, іншою введіть голку внутришньошкірно, приблизно на глибину 0,5 мм. Введіть 0,01 мл розчину так, щоб на шкірі утворилося кулясте здуття.  Внутрішньошкірно водиться не більше 0,04 мл розчину.

Підшкірне ведення (п/шк). Наберіть в шприц 5 мл розчину. На спині, на боці або на стегні задньої лапи великим і вказівним пальцями лівої руки візьміть в складку шкіру тварини. В основу складки та паралельно їй введіть голку та випустіть із шприца 2-3 мл розчину. Дорослому щурові підшкірно вводиться до 10 мл розчину.

Внутрішньом’язове введення (в/м). Наберіть у шприц 1 мл фізіологічного розчину. Лівою рукою витягнувши задню лапу, під кутом 45° введіть голку в м’язи стегна та введіть розчин. Допускається введення в м’язи до 5 мл розчину.

Внутрішньочеревне введення (в/ч). Наберіть у шприц 1 мл фізіологічного розчину. Нехай помічник утримує щура у вертикальному положенні однією рукою за шкіру шиї, а іншою за хвіст. Подумки проведіть лінію від середини пахової складки до середини відстані від лобка до мечовидного відростка щура. Експериментатор у середню точку сполучної лінії вводить під прямим кутом до площини живота голку до відчуття "провалення" в черевну порожнину. Введіть розчин.  Внутрішньочеревно вводиться до 5 мл розчину.
Внутрішньовенне введення (в/в). Посадіть кролика у верстат. Вистрижіть шерсть на зовнішній поверхні вуха кролика. Наберіть у шприц 1 мл фізіологічного розчину. Інтенсивно промасажуйте вухо кролика до появи судин. Під гострим кутом введіть голку в просвіт вени крайової зони вуха. Введіть розчин. Внутрішньовенно вводиться до 20 мл розчину кроликам і до 5 мл щурам

Завдання 5. Евтаназія дрібних лабораторних тварин.
Обладнання та матеріали.
Хід роботи. Візьміть щура в ліву руку, а в праву молоток середніх розмірів. Завдайте удару середньої сили в область потилиці з метою "оглушення" тварини. Швидко візьміть великі ножиці та над раковиною виконайте декапітацію (відсікання голови). Після декапітації тримаєте краніальний кінець щура якнайнижче над раковиною з тим, щоб злити кров з тулуба.

Евтаназія шляхом розташування тварин у закриту судину з великою концентрацією медичного ефіру з точки зору біоетики вважається неприпустимою.

Кожен етап виконання лабораторної роботи обов’язково показується викладачеві, який веде заняття для контролю за правильністю її виконання.

Зарисувати в зошит схеми основних дослідів та зробити висновки.

КОНТРОЛЬНІ ПИТАННЯ

1. Особливості фіксації та перенесення різних лабораторних тварин.

2. Поясніть принципи маркування піддослідних тварин.

3. Розкажіть, які особливості, способи та порядок уведення розчинів тваринам Ви знаєте.

4. Як проводиться евтаназія дрібних тварин?

5. Основні принципи біоетики стосовно лабораторних тварин.

Тема 2. Дослідження біоелектричних явищ в організмі.

Мета: Ознайомитись з фізіологічними методами індикації біоелектричних явищ. 

Теоретичні питання

1. Структура та функції плазматичної мембрани клітин. Особливості будови та функції мембран клітин збудливих тканин.

2. Роль іонів металів у підтримці функціонального стану клітини.

3. Металотранспортні білки та їх роль у забезпечені функцій клітини. 

4. Поняття та механізм підтримки мембранного потенціалу спокою. Способи його реєстрації.

5. Механізм виникнення та розвитку потенціалу дії (ПД). Його значення та способи реєстрації.

6. Зміни збудливості при збуджені. 

7. Стадії розвитку ПД, зміни проникності мембрани для різних іонів при потенціалі дії. 

НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Приготування нервово-м’язового препарату жаби. 

Обладнання та матеріали. жаба, марлеві серветки, інструменти для препарування, дощечка для препарування, чашка Петрі, 0,6% розчин хлориду натрію, або розчин Рінгера для холоднокровних.

Хід роботи. Візьміть у ліву руку жабу, введіть браншу ножиць у ротову порожнину та одним рухом ножиць відокремте головний мозок від спинного. Введіть у спинномозковий канал зонд і зруйнуйте спинний мозок. Потім покладіть жабу на препарувальний столик черевцем догори. Розкрийте черевну порожнину. Тримаючи однією рукою жабу за задні лапки головою донизу, іншою за допомогою шматочка вати відокремте усі нутрощі. При цьому стає добре видно хребет із сідничним нервом, що виходить із спинномозкового каналу. Відрахуйте знизу три-чотири хребця та переріжте ножицями хребет. Підріжте шкіру на куприку, зніміть її з обох лапок. Отримайте препарат задніх лапок жаби (рис. 2.1). Далі приготуйте препарат однієї лапки. Для цього, не торкаючись нерва металом, подовжньо розріжте по передній лінії хребет та усі інші тканини, щоб відокремити лапки одна від одної. Продовжте препарування однієї з лапок, а другу помістіть у розчин Рінгера. Підведіть браншу ножиць під сідничний нерв і відділіть тазову кістку від частини хребта, що залишилася, біля самого краю. При цьому нерв залишається сполученим із хребтом. Притримуючи пальцями за ділянку хребта, що залишилася, виділіть сідничний нерв до тазостегнового суглоба, підрізуючи ножицями тканини, що оточують його. Для подальшого препарування нерва препарат розташуйте задньою (дорзальною) поверхнею догори, розсунути тупим предметом м’язи стегна (двоголовий та напівперетинчастий), знайдіть сідничний нерв на стегні. Відпрепаруйте нерв на всьому протязі до литкового м’яза, підрізуючи бічні гілочки, що відходять від нього. Навпіл переріжте стегнову кістку разом з тканинами, що оточують її, відділяючи її таким чином від тазостегнового суглоба та видаліть усі м’язи навколо кістки колінного суглоба (залишок стегнової кістки надалі використовують для фіксації препарату). В результаті отримайте препарат лапки з сідничним нервом.
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Рисунок 2.1 – Стадії приготування нервово-м’язового препарату лапки жаби

Завдання 2. Перший дослід Гальвані. 

Обладнання та матеріали: препарувальний набір, нервово-м’язовий препарат жаби, пінцет Гальвані, чашка Петрі, 0,6% розчин хлориду натрію, або розчин Рінгера для холоднокровних.

Хід роботи. Приготований нервово-м’язовий препарат укладіть на скляну пластинку або парафіновий препарувальний столик (рис. 2.2). Браншами пінцета Гальвані (спаяний біметал – одна бранша з цинку, друга з міді) доторкніться до нерва препарату та спостерігайте при цьому скорочення м’яза. Цим дослідом Гальвані вперше довів наявність "тваринної" електрики. Зарисуйте схему постановки досліду та поясніть ефект, що спостерігався.
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Рисунок 2.2 – Перший дослід Гальвані

Завдання 3. Другий дослід Гальвані (скорочення без металу).

Обладнання та матеріали: препарувальний набір, нервово-м’язовий препарат жаби, чашка Петрі, 0,6% розчин хлориду натрію, або розчин Рінгера для холоднокровних.

Хід роботи. На м’яз нервово-м’язового препарату, ближче до колінного суглоба, нанесіть гострими ножицями розріз, що оголяє м’яз. Нерв, підведений за залишок хребетного стовпа, накиньте на м’яз таким чином, щоб він одночасно торкався і пошкодженої і неушкодженої ділянок м’яза. У момент торкання нерва та м’яза (рис. 2.3, А), останній скорочується (рис.  2.3, Б). 
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Рисунок 2.3 – Другий дослід Гальвані: 1 – накладення нерву на пошкоджену та непошкоджену ділянки м’язу; 2 – скорочення, що при цьому виникає під дією різниці потенціалу

Цей дослід став підтвердженням наявності "тваринної" електрики навіть у живій тканині під час спокою. Детальніше трактування результатів цього досліду дав Маттеучі, який встановив, що зовнішня поверхня м’яза несе позитивний заряд по відношенню до її внутрішньої частини. Ця різниця потенціалів існує в спокої та виразно проявляється у випадках, коли м’яз пошкоджений, внаслідок чого потенціал, що виникає між неушкодженими та пошкодженими ділянками, дістав назву "Потенціал ушкодження" або "демаркаційний потенціал".

Таким чином, причиною збудження нерва, в даному випадку, буде подразлива дія струму, що виникає безпосередньо в тканинах. Нерв в цьому випадку є тільки провідником вже наявного електричного потенціалу.

Завдання 4. Відтворити дослід Матеучі по виявленню токів дії (явище вторинного тетанусу). 

Обладнання та матеріали: препарувальний набір, нервово-м’язовий препарат жаби, електростимулятор, чашка Петрі, 0,6% розчин хлориду натрію, або розчин Рінгера для холоднокровних.

Хід роботи. Приготуйте два нервово-м’язові препарати та покладіть їх на препарувальний столик або скляну пластинку так, щоб нерв одного препарату був накинутий на м’яз іншого, а другий при нерв при цьому повинен залишатися вільним (рис. 2.4). 
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Рисунок 2.4 – Розташування нервів лапок жаб при дослідження вторинного тетанусу (дослід Матеучі)

Надалі одним із засобів електричної дії (пінцет Гальвані, індукційний струм, струм електростимулятора тощо.), на вільний нерв подайте імпульс подразнення, під дією якого скорочується не лише перший м’яз, нерв якого подразнювали, але і другий. Цей дослід свідчить про те, що в м’язі, який скорочується, виникають струми, причому настільки значні, що можна їх використовувати як подразник для нерва іншого препарату. Ці струми отримали назву струмів дії. Поясніть явище вторинного тетанусу.

Завдання 5. Визначення порогу збудливості нервово-м’язового препарату при прямому та непрямому подразненні.
Обладнання та матеріали: препарувальний набір, нервово-м’язовий препарат жаби, електростимулятор, електрокімограф, чашка Петрі, 0,6% розчин хлориду натрію, або розчин Рінгера для холоднокровних.

Хід роботи: Для роботи використовувати нервово-м’язовий препарат. Виготовлений нервово-м’язовий препарат закріпіть за стегнову кісточку в затискачі. Проткніть гачком Ахіллове сухожилля приєднайте її до важеля, за допомогою якого будете записувати криву скорочень на електрокімографі. Нерв розташуйте на підкладку. Акуратно не порушивши цілісності препарату підведіть до нерва вилочкові електроди, підключені до клем електростимулятора (рис. 2.5).

Настройте обладнання. Визначте поріг збудливості нерва та м’яза, використовуючи як подразник електричний струм.
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Рисунок 2.5 – Схема досліду визначення збудливості нервово-м’язового препарату при прямому і непрямому подразненні.

Результати досліджень занесіть у таблицю 2.2, зробіть висновки, поясніть результати.

Таблиця 2.2 – Результати досліджень порогу збудливості залежно від частоти, тривалості та амплітуди подразника.

	Показник
	Поріг збудливості нерва
	Поріг збудливості м’яза

	Частота
	1 Гц
	1 Гц

	Тривалість
	0,02 мс
	0,02 мс

	Амплітуда
	35 мВ
	0,05 В


КОНТРОЛЬНІ ПИТАННЯ

1. Методика виготовлення нервово-м’язового препарату жаби.

2. У чому полягає суть першого досліду Гальвані. Поясніть отримані результати.
3. Другий дослід Гальвані, методика його проведення. Поясніть отримані результати.

4. Поясніть механізми, що викликають вторинний тетанус у досліді Матеучі.

5. Поясніть залежність порогу збудження від показників подразника для різних тканин.

Тема 3. Закони подразнення та властивості нервових волокон.

Мета: Дослідити механізми дії подразників на збудливі тканини. 

Теоретичні питання

1. Закон силових відношень (закон градації).

2. Закон «все або нічого».

3. Поріг та корисний час подразнення. Крива сили-часу Геоверга-Вейса-Лапіка. Реобаза та хронаксія.

4. Дія постійного електричного струму на збудливі тканини. Полярний закон подразнення, його докази.

5. Функціональна класифікація нервових волокон, їх структура та властивості.

6. Механізм проведення імпульсу по нервовим волокнам різного типу.

7. Закони та механізми проведення збудження по нервових волокнах.

8. Транспортна система аксона. Механізм активного та пасивного аксонного транспорту. Фізіологічне значення.

9. Вчення М.Є. Введенського про парабіоз.

Матеріали та обладнання: хронаксиметр, електроди до хронаксиметра, чашка Петрі, 5% розчин NaCl, марлеві салфетки – 4, гігроскопічна біла вата, два циліндричних скляних стаканчики об’ємом 100 мл, 25 мл 96% етилового спирту у флаконі, таблиця хронаксиметричних точок, таблиця з кривою Георвега-Вейса-Лапіка, досліджувана людина. Штатив Бунзена із зажимом та лапкою, вилочкові електроди, препарувальний набір інструментів, жаба озерна, розчин Рінгера для холоднокровних у флаконі з піпеткою.

НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Хронаксиметрія у людини.

Обладнання та матеріали. хронаксиметр, електроди до хронаксиметра, чашка Петрі, 5% розчин NaCl, марлеві салфетки – 4, гігроскопічна біла вата, два циліндричних скляних стаканчики об’ємом 100 мл, 25 мл 96% етилового спирту у флаконі, таблиця хронаксиметричних точок, досліджувана людина. 

Хід роботи. Заземлений хронаксиметр включіть для прогрівання. Досліджуваному у сидячому положенні розташуйте руку (без одежі) на столі недалеко від хронаксиметра. Ваткою, змоченою етиловим спиртом, протріть шкіру медіальної поверхні передпліччя та зовнішньої поверхні плеча. Індиферентний електрод (анод) обгорніть марлевою салфеткою, змоченою розчином NaCl (віджатою) та зафіксуйте резиновою стрічкою на плечі. Активний електрод (катод) розташуйте на одній (20) із хронаксиметричних точок згідно схеми (рис 3.1). В режимі постійного електричного струму, поступово підвищуйте напругу від “0” і включаючи та виключаючи його, знайдіть чутливу реобазу. Переключіть хронаксиметр в імпульсний режим з частотою 1/сек (при цьому напруга імпульсу автоматично подвоюється). Виставте показник тривалості електричного імпульсу на “0” шкали. “Подайте” вмикачем імпульси в точку подразнення досліджуваного, поступово збільшуючи їх тривалість аж до початкового відчуття їх дії. Зафіксуйте за шкалою найменшу тривалість імпульсу подвійної реобази яка викликає відчуття. Це і є так звана чутлива хронаксія. В нормі вона буває 0,04 – 0,05 мс. Таким же способом визначте так звану рухливу хронаксію. При цьому критерієм для визначення реобази є не чутливість рецепторів шкіри, а рухова м’язова реакція (згинання пальця). При визначенні рухливої хронаксії реобаза буває більшою та хронаксія дещо тривалішою (~ 0,06 мс) у нормі.
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Рисунок 3.1 – Схема розміщення рухових точок за Ербом.

Таблиця 3.1 – Реобаза та хронаксія м’яза

	Тривалість стимулу, мс
	Напруга (реобаза), В

	300 мс
	 

	200 мс
	 

	100 мс
	 

	Хронаксія =
	Подвоєна реобаза =


Нарисуйте криву: "сила-тривалість". Відмітьте реобазу, корисний час, хронаксію. Яка залежність збудливості від сили та часу дії подразника?
Завдання 2. Вивчення взаємозв’язку сили та тривалості подразнюючого стимулу.

Обладнання та матеріали. хронаксиметр, електроди до хронаксиметра, чашка Петрі, 5% розчин NaCl, 25 мл 96% етилового спирту у флаконі, таблиця хронаксиметричних точок, таблиця з кривою Георвега-Вейса-Лапіка, досліджувана людина. 

Хід роботи. За допомогою хронаксиметра визначте поріг шкіряної чутливості, або подразнюйте рухову точку одного з м’язів передпліччя, викликаючи його мінімальне скорочення при тривалості стимулу 1 мс. Запишіть у протоколі величину порогу у вольтах при тривалості стимулу 1 мс. Зменште тривалість стимулу до 0,5 мс і знову виміряйте поріг сили. Запишіть у протокол і ці дві цифри. Тривалість стимулу зменште ще декілька разів до певної величини (0,2 мс – 0,1 мс) і кожен раз записуйте відповідні цифри часу та порогу подразнення. Після кількох таких вимірювань побудуйте графік залежності між тривалістю дії стимулу (по абсцисі) і його пороговою величиною (по ординаті). 

Таким чином отримайте криву сили-часу Георвега-Вейса-Лапіка. Поясніть отримані дані. Порівняйте зі стандартною таблицею. 

Завдання 3. Дослідження полярного закону подразнення.

Обладнання та матеріали. нервово-м’язовий препарат жаби, електростимулятор, чашка Петрі, 5% розчин NaCl. 

Хід роботи. Підготуйте нервово-м’язовий препарат жаби. Нерв розмістіть на срібних хлорованих електродах, перев’яжіть нерв ниткою поміж електродами так, щоб перервати проведення збудження. Подразнюйте нерв постійним електричним струмом, доводячи напругу до середньої величини скорочення м’язу. У зв’язку з тим, що нерв перев’язаний, дія електричного струму може проявитися скороченням м’язу тільки тоді, коли подразнюючий електрод розміщений ближче до м’яза, тобто між лігатурою та м’язом. Спочатку розташуйте ближче до м’яза катод. Скорочення м’язу відбувається тільки при ввімкнені електричного струму. Розміщують ближче до м’яза анод. М’яз скорочується тільки при вимиканні електричного струму. Зарисуйте схему досліду, зробіть висновки на основі своїх спостережень.

Завдання 4. Подразнення сідничного нерва жаби різними подразниками.

Обладнання та матеріали. нервово-м’язовий препарат жаби, пінцет Гальвані, електростимулятор, кухарська сіль, чашка Петрі, 5% розчин NaCl. 

Хід роботи. Приготуйте нервово-м’язовий препарат і подразнюйте нерв різними подразниками. За допомогою гальванічного елементу (пінцету Гальвані) нанесіть подразнення на нерв. Відмітьте результат до протоколу. За допомогою електростимулятора нанесіть подразнення на цей же нерв. Зафіксуйте результати спостережень до протоколу. Нанесіть подразнення на нерв за допомогою механічного, термічного та хімічного (куховарська сіль) подразників. Відмітьте характер подразника, результат подразнення та зробіть висновок.

Завдання 5. Дослідження закону фізіологічної безперервності нерву.

Обладнання та матеріали. нервово-м’язовий препарат жаби, електростимулятор, новокаїн або хлороформ,  чашка Петрі, 5% розчин NaCl. 

Хід роботи. Приготуйте нервово-м’язовий препарат. Нанесіть подразнення на сідничний нерв електричним струмом, переконавшись у наявності збудження в різних його ділянках. На середину нерва накладіть ватний тампон, змочений новокаїном (ефіром, хлороформом). Через кожні 5-10 с подразнюйте нерв вище наркотизованої ділянки. Визначте, через який час м’яз перестає скорочуватися. Заберіть тампон, промийте нерв розчином Рінгера та повторіть подразнення. Визначте час відновлення провідності нерва.

На приготованому нервово-м’язовому препараті перев’яжіть сідничний нерв ниткою (накладіть лігатуру) посередині між м’язом і частиною хребта, з якої виходять нервові корінці. Нанесіть подразнення електричним струмом на ділянки між лігатурою та хребтом. Спостерігайте за реакцією у відповідь. Зніміть лігатуру та повторіть дослід.

Результати спостережень занесіть до протоколу.

Завдання 6. Ізольоване проведення збудження по нерву.
Обладнання та матеріали. нервово-м’язовий препарат жаби, електростимулятор, чашка Петрі, 5% розчин NaCl. 

Хід роботи. Приготуйте препарат задніх кінцівок жаби. Гілочки спинномозкових нервів, що виходять із хребта, перев’яжіть і переріжте нервові корінці вище місця перев’язки.

Підвісьте препарат на штативі. За допомогою гальванічного пінцету (або іншого збудника) подразнюйте кожну гілочку окремо, піднімаючи та відводячи її за нитку. Спостерігайте різні рухові ефекти відповідної кінцівки.

Спостереження запишіть до протоколу. Зробіть висновки.

Завдання 7. Двобічне проведення збудження по нерву. 

Обладнання та матеріали. нервово-м’язовий препарат жаби, електростимулятор, чашка Петрі, 5% розчин NaCl. 

Хід роботи. Приготуйте препарат задньої кінцівки жаби. Можна використати препарат, що залишився після виконання попередньої роботи.

Обережно відпрепаруйте сідничний нерв від оточуючих тканин у нижній третині стегна, не пошкодивши нервові гілочки, що відходять до м’язів. Підніміть сідничний нерв (можна за допомогою підведення під нього нитки) і переріжте під ним стегнову кістку та м’язи, щоб розділені частини з’єднувалися тільки за допомогою сідничного нерву.

Подразнюйте електричним струмом через вилочкові електроди відпрепаровану ділянку нерву. Спостерігайте за реакцією ізольованих частин препарату.

Зарисуйте схему досліду та механізм розповсюдження збудження. Зробіть висновки.

КОНТРОЛЬНІ ПИТАННЯ

1. Методика проведення хронаксиметрії та її практичне значення.

2. Поясніть чому підпорогові подразники не здатні викликати виникнення потенціалу дії.
3. Обґрунтуйте особливості впливу подразників однакової інтенсивності з різною інтенсивністю наростання амплітуди. 

4. Чому для виникнення ПД більш короткі подразники повинні мати підвищену амплітуду?

5. Яким дослідом та як доказується двобічне проведення збудження

6. Як можна довести необхідність фізіологічної цілісності нерву? Чим вона відрізняється від анатомічної цілісності?

Тема 4. Фізіологічні властивості м’язової тканин та нервово-м’язових синапсів.

Мета: Вивчити фізіологічні особливості посмугованої, гладенької мускулатури та міоневральних синапсів. 

Теоретичні питання

1. Філогенез м’язової системи. Нем’язові форми рухової активності.

2. Будова та функції посмугованої мускулатури. 

3. Молекулярний механізм м'язового скорочення.

4. Енергетика м’язового скорочення та розслаблення. 

5. Сила та витривалість м’язів.

6. Тетанус, його види. Оптимум і песимум частоти подразнення.

7. Сумація скорочень, види сумацій. Умови для виникнення сумації.

8. Фізіологічні властивості гладенької мускулатури.

9. Особливості іннервації посмугованих та гладеньких м’язів. Поняття нейромоторної одиниці.

10. Будова та функції міоневрального синапсу.

НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Спостереження та реєстрація одиночного м’язового скорочення.

Матеріали та обладнання: жаба озерна, марлеві серветки, інструменти для препарування, дощечка для препарування, чашка Петрі, гальванічний пінцет, електростимулятор, електричні дроти, кімограф, вертикальний міограф, пір’я, туш, 0,6% розчин хлориду натрію, закопчений барабан кімографа.

Хід роботи. Попередньо підготуйте барабан кімографа (рис. 4.1). Для цього необхідно закоптити сам барабан, який знімається шляхом відкручування фіксаторів зверху та знизу барабана. При коптінні барабана зверніть увагу на рівномірність нанесення сажі на його поверхню, але так, щоб не було великої кількості сажі.
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Рисунок 4.1 – Загальний вигляд кімографа

Приготуйте препарат литкового м’яза жаби без нерва. Закріпіть препарат у міографі (рис. 4.2). Рамку із закопченим склом відсуньте праворуч і закріпіть гачком. Перо міографа повинне торкатися закопченої пластинки. Ключ від джерела струму та контакт фаль-апарата замкнути. Тримаючи рукою рамку, розімкніть контакт фаль-апарата: м’яз скорочується. На закопченому склі викреслюється вертикальна лінія, яка і показуватиме момент подразнення м’яза. Знову замкніть контакт фаль-апарата, потім підніміть гачок. Рамка приходить в рух, м’яз скорочується і перо міографа на закопченому склі пише розгорнуту криву поодинокого м’язового скорочення.
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Рисунок 4.2 – Прилад для реєстрації м’язового скорочення: 1 – м’яз, 2 – нерв з електродами, 3 – електростимулятор, 4 – барабан кімографа, що обертається, 5 – пищик. 

Відсуньте міограф і запишіть час. Для цього рамку з пластинкою відсуньте праворуч і закріпіть гачком. До лівого краю пластинки на 0,5 см нижче зробленого запису встановіть перо, прикріплене до нижньої ніжки камертона. Приведіть камертон у коливання; при цьому перо викреслює вертикальну лінію і вона повинна співпадати з вертикальною відміткою на кривій м’язового скорочення (рис. 4.3). Підніміть гачок, приводячи в рух рамку. Під кривою поодинокого скорочення камертон записує синусоїду, кожен зубець якої дорівнює 0,01 с.
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Рисунок 4.3 – Крива одиночного м’язового скорочення: 1 – момент замикання контактів, 2 – латентний період, 3 – фаза укорочення, 4 – фаза розслаблення

Завдання 2. Запис тетанічного скорочення скелетного м’язу. Оптимум і песимум частоти та сили подразнення при тетанусі.

Матеріали та обладнання: жаба озерна, марлеві серветки, інструменти для препарування, дощечка для препарування, чашка Петрі, гальванічний пінцет, електростимулятор, електричні дроти, кімограф, вертикальний міограф, пір’я, туш, 0,6% розчин хлориду натрію, закопчений барабан кімографа.

Хід роботи. Нерв препарату покладіть на електроди від стимулятора. Встановіть частоту подразнення 1 Гц, тривалість імпульсу 1 мс і знайдіть поріг збудливості (плавним обертанням ручки амплітуди) на поодинокі імпульси. Зробіть силу струму дещо більше порогової, увімкніть обертання барабану кімографа та запишіть поодинокі м’язові скорочення. Потім збільште частоту подразнення: переключіть ручку "частота" на одне ділення кожного разу, роблячи запис. Перед збільшенням частоти стимулятор необхідно кожного разу вимикати. Запишіть зубчастий і гладенький тетануси. Знайдіть оптимальну частоту стимуляції, на яку м’яз відповідає гладеньким тетанусом найбільшої висоти – оптимум (приблизно 40-50 Гц). Запишіть оптимум протягом 4-5 с, а потім різко збільште частоту стимулів до 100 і більше Гц і запишіть песимум частоти. Через 5 с, зменште частоту стимуляції до оптимального рівня та знову запишіть тетанус (він має бути оптимальним, рис. 4.4).
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Рисунок 4.4 – Приклад запису м’язових скорочень при дії подразника з певною частотою при одночасній реєстрації м’язового скорочення (А) і частоти дії подразника (Б): 1 – поодиноке м’язове скорочення; 2 – сумація двох скорочень; 3, 4 – формування зубчастого тетанусу; 5, 6 – формування гладенького тетанусу; 7, 9 – оптимум; 8 – песимум

Завдання 3. Визначення сили та витривалості м’язів за допомогою динамометра.

Матеріали та обладнання: динамометри ручний і становий, секундомір, калькулятор.

Хід роботи. За допомогою ручного пружинного динамометра визначте силу м’язів-згиначів лівої та правої кисті. Для цього, тримаючи динамометр на витягнутій руці (рука лежить на столі), стисніть його пальцями без ривків з усією силою (рис 4.5). Зробіть повторні вимірювання та запишіть до таблиці 4.1. 
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Рисунок 4.5 – Вимірювання сили м’язів-згиначів долоні та пальців ручним динамометром

Таблиця 4.1 – Таблиця для реєстрації досліджень динамометричних вимірювань м’язів кисті та спини.

	№ з/п
	Досліджуваний
	Вік
	Стать
	Сила м'язів-згиначів правої кисті, кг
	Сила м'язів-згиначів лівої кисті, кг
	Сила м'язів-розгиначів спини, кг
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Для вимірювання сили м’язів-розгиначів тулуба використовують становий динамометр, який складається з металевого овального кільця, що виконує роль пружини, шкали (з стрілкою (в центрі кільця), рукоятки для рук ( площадки для ніг, з’єднаних ланцюгом ( гачком (з центральним кільцем. 

Досліджуваний повинен стати ногами на площадку динамометра (, тримаючись за рукоятку, встановлену на рівні колін (рис. 4.6), тягнути її догори (ноги повинні бути прямими). При виконанні цього завдання потрібно поступово підвищувати потужність навантаження на м’язи спини з метою попередження травми.
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Рисунок 4.6 – Становий динамометр і вимірювання станової сили за його допомогою.
Запишіть показання шкали приладу при вимірювання сили м’язів кисті та спини до таблиці 4.1. Розрахуйте середні значення показників для досліджуваних різної статі або вікових груп. Зробіть висновки.

Завдання 4. Визначення витривалості м’язів кисті.

Матеріали та обладнання: динамометри ручний, секундомір, калькулятор.

Хід роботи. Досліджуваний у положенні “стоячи” відводить витягнуту руку з динамометром вбік п(д прямим кутом до тулуба. Вільна рука опущена ( розслаблена. За сигналом експериментатора необхідно двічі виконати максимальне зусилля на динамометрі. Силу м'язів оцінюють за кращим результатом. Потім досліджуваний виконує 10-кратн( зусилля з частотою 1 раз за 5 с. Результати записують ( визначають рівень працездатності м'язів за формулою 4.1:
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	(4.1). 


де Р – рівень працездатності; f1, f2, f3 ( т.д. – показники динамометра при окремих м'язових зусиллях;  n – кількість спроб.

Показник зниження працездатності м'язів визначають за формулою 4.2:
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	(4.2). 


де S – показник зниження працездатності м'язів; f1 – величина початкового зусилля; fmin – мінімальна величина зусилля; fmax – максимальна величина зусилля.

Оформити протокол. Визначити силу, рівень працездатності м'язів та показник зниження працездатності м(язів за результатами 10-кратних зусиль. Нарисувати графік, який виявить характер зниження працездатності м'язів: на вісі абсцис відкласти порядкові номери зусиль, на вісі ординат – показники динамометра при кожному зусиллі. Порівняти результати визначення витривалості сили та витривалості м'язів у обстежених. Зробити висновок. 

КОНТРОЛЬНІ  ПИТАННЯ

1. Порівняйте особливості біоелектричної активності посмугованих та гладеньких м’язів.

2. Методика визначення сили та витривалості скелетних м’язів. 

3. Поясніть що таке сила м’язового скорочення та вкажіть фактори, які на неї впливають.
4. Поняття м’язової витривалості. Фактори, які впливають на витривалість м’язів.

5. Схарактеризуйте вікові та статеві особливості сили та витривалості м’язів.
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