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В «Методических указаниях о количественном определении карбоксигемоглобина и карбоксимиоглобина» (1974) использован принцип определения концентрации карбоксигемоглобина в смеси с восстановленным гемоглобином, спектры поглощения которых значительно отличаются друг от друга. При этом насыщение исследуемой крови окисью углерода производится при каждом определении карбоксигемоглобина, что приводит к большой затрате времени, особенно при серийных определениях. Поэтому мы сочли целесообразным разработать вариант спектрофотометрического определения карбоксигемоглобина в трупной крови, не требующий насыщения крови окисью углерода при каждом определении, и дать статистическую обработку полученных данных.

Согласно предлагаемой методике насыщение крови окисью углерода производится только при определении коэффициентов, в дальнейшем эти коэффициенты используются для расчета концентраций карбоксигемоглобина в трупной крови.

Для вывода формулы расчета брали свежую трупную кровь, не содержащую карбоксигемоглобина, разводили ее 0,1% раствором аммиака в соотношении 0,5:100. Полученный раствор крови должен быть прозрачным. С этой целью раствор крови в случае необходимости фильтровали через стеклянный пористый фильтр под вакуумом. Раствор крови помещали в кювету толщиной 1 см. После добавления 5 мг гидросульфита натрия и тщательного перемешивания содержимого кюветы стеклянной палочкой снимали спектр поглощения восстановленного гемоглобина в интервале от 500 - до 600 нм. Для получения спектра поглощения карбоксигемоглобина через приготовленный раствор крови в течение 1 0 мин пропускали чистую окись углерода, которую получали с помощью реакции между серной и муравьиной кислотой. Затем в раствор добавляли 5 мг гидросульфита натрия и вновь пропускали окись углерода в течение 5 мин. Измерение проводили также в интервале от 500 до 600 нм.

В спектре поглощения восстановленного гемоглобина отмечается один максимум при 555 нм, в спектре поглощения карбоксигемоглобина два максимума: при 540 и 570 нм (рис. 1). Кривые карбоксигемоглобина и восстановленного гемоглобина пересекаются в точках, соответствующих волнам 548, 560 и 577 нм.

Для расчета мы пользовались волной 534 нм (D1), где имеется наибольшая разница в светопоглощении карбоксигемоглобина и восстановленного гемоглобина, и волной 560 нм (D2), где пересекаются кривые поглощения карбоксигемоглобина и восстановленного гемоглобина (изобестическая точка).

Формула расчёта:
D1 - D2*K1
HbCO% = 
* 100, где К, = 0,76; К2 = 0,36

D2*K2

Если соответствующие максимумы светопоглощения и изобестические точки на полученных спектральных кривых будут находиться при указанных выше длинах волн, то расчет содержания карбоксигемоглобина в крови следует производить по предлагаемым нами коэффициентам и длинам волн. Если же на спектральных кривых будет наблюдаться смещение изобестических точек и максимумов поглощения, необходимо выбрать другие длины волн, при которых следует производить на данном спектрофотометре измерения оптической плотности исследуемых растворов. В этих случаях на графике, на котором нанесены кривые спектров поглощения восстановленного гемоглобина и карбоксигемоглобина, необходимо найти длину волны, при которой разница оптических плотностей между этими соединениями будет наибольшей (D1), а также длину волны, соответствующую изобестической точке (D2).

Расчёт коэффициентов К1 и К2:
K1= D1/D2; K2=A-K1; A=D'1/D2

где D1

— оптическая плотность при 534 нм (без насыщения), D'1

— оптическая плотность при

534 нм после насыщения, D2 — оптическая плотность в изобестической точке при 560 нм. Выведенные нами коэффициенты оказались очень близкими по значениям к приведенным в методиках различных авторов. В окончательном виде методика определения концентрации карбоксигемоглобина в трупной крови сводится к следующему: 0,5% прозрачный раствор трупной крови готовят вышеописанным способом. Все измерения оптической плотности производились на спектрофотометре марки СФ-4А. После добавления в кювету с раствором крови 5 мг гидросульфита натрия производят отсчет оптической плотности в интервале от 500 до 600 нм. Для расчета используется оптическая плотность при 534_и 560 нм путем подставления их в ранее выведенную формулу. По этой методике нами было произведено количественное определение карбоксигемоглобина в крови 200 трупов лиц, погибших от смертельных отравлений окисью углерода. При концентрации карбоксигемоглобина в трупной крови более 50_%_полученный спектр поглощения служит и качественной характеристикой (в спектре поглощения наблюдаются два максимума при 540 и 570 нм, а западение — при 555 нм — для данного прибора). Поэтому мы считаем целесообразным снимать спектр абсорбции полностью в интервале длин волн от 500 до 600 нм.

Совместно с нами сравнительная статистическая обработка производилась экспертами-химиками Ленинградского городского бюро судебно-медицинской экспертизы З.М. Бессараб и Г. И. Батаевым. Расчеты велись по формуле:

(D2534 - D1534   ) *100                D2534 – D1534
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Для оценки воспроизводимости и точности использовали коэффициент вариации VN при N = 20 в соответствии с рекомендациями Р. И. Алексеева и Ю. И. Коровина (1972). Так как К2 зависит от К1 то статистическая обработка производилась с К1.

Были получены следующие метрологические характеристики по предлагаемой методике: средний из 20 проб крови K1 = 0,765, среднее квадратичное отклонение — 0,0197, коэффициент вариации — 2,577%, погрешность — 0,009. Ошибки подчинялись нормальному распределению Гаусса и проверялись на пригодность по общепринятому правилу — менее 3 средних квадратичных отклонений. По методу, изложенному в названных выше методических указаниях, средний из 20 проб крови К = 0,351, среднее квадратичное отклонение — 0,0246, коэффициент вариации — 7,08%, погрешность — 0,011.

Наиболее точно воспроизводятся коэффициенты по предлагаемой методике с коэффициентом вариации 2,5% против 7% по методическим указаниям.

Мы брали кровь, не содержащую окись углерода, и насыщали ее окисью углерода в течение 1 ч, затем пробы крови разводились в соотношении 1:1 и 1:2. Количественное определение карбоксигемоглобина производилось с использованием выведенных коэффициентов по предлагаемой методике. Были получены следующие результаты: кровь, насыщенная окисью углерода, — Х38 = 79,99%, коэффициент вариации - 7,8%; кровь в разведении 1:1 — Х2о = 41,92%, коэффициент вариации 6,5%; кровь в разведении 1:2 — Х2о = 32,74%, коэффициент вариации 7,4%.

Средний коэффициент вариации 7,2% относительно линеен в исследованном интервале концентраций. По методике Т. Н. Гладышевской, средний коэффициент вариации по трем концентрациям был равен 8,9%.

                                                                                      V *X
Получив данные по коэффициентам вариации, исходя из формулы Е = ------------
                                                                                    50 V√n
задаваясь двумя параллельными пробами, вероятностью 0,95, а также ориентируясь на концентрацию 40% карбоксигемоглобина в крови, можно рассчитать погрешность, которая составит не менее 4-5%.

Одновременно мы поставили задачу сравнить полученные нами величины концентрации карбоксигемоглобина в трупной крови с величинами концентраций карбоксигемоглобина, полученными по методике, описанной в методических указаниях. Для этого было произведено количественное определение карбоксигемоглобина в крови 200 трупов лиц, погибших от смертельных отравлений окисью углерода. В большинстве случаев результаты количественных определений совпали, наибольшее же отклонение составило ±5%.

Выводы:

1.
Разработан вариант спектрофотометрического определения карбоксигемоглобина в
трупной крови, не требующий насыщения крови окисью углерода при каждом определении, что
значительно сокращает время исследования и приводит к экономии реактивов.

Насыщение крови окисью углерода производится только при выводе коэффициентов расчета.

2. Для получения прозрачных растворов трупной крови (особенно гнилостно-измененной) нами предложен 0,1% раствор аммиака.

3. Методика, рекомендованная «Методическими указаниями о количественном определении карбоксигемоглобина и карбоксимиоглобина», не имеет преимуществ по точности и воспроизводимости с предлагаемым вариантом спектрофотометрического определения.

4. Обе методики не позволяют определять количественное содержание карбоксигемоглобина с пстрешностыо меньше 5%.

SPECTROPHOTOMETRICAL DETERMINATION OF CARBOXYHEMOGLOBINE

L. P. Bukina, L. I. Ushakova A variant of spectrophotometrical determination of COHb concentrations in cadaveric blood is suggested. Blood saturation with CO for every determination may be dispensed. An addition of 0.1 p. c. solution of NH3 for obtaining of transparent blood solutions is recommended.
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