Коротко про методику определения метгемоглобина в крови можно посмотреть в биохимической методичке москвичей (город), гл.7 – я выкладывал ее здесь, на форуме -  http://www.sudmed.ru/index.php?showtopic=6720 пост # 6. В конце методички – список литературы, там – первоначальный источник (№15), откуда методика взята. Есть она и в солидной книге Биохимические методы в клинике (то ли под редакцией того же Кушаковского М.С., то ли с его авторством).
0,1 мл крови смешивали с 3 мл дистиллированной воды, через 3-5 минут – добавляли по 6 мл фосфатного буфера с рН 6,8 и еще через 2-3 минуты доводили дистиллированной водой до 10 мл. Полученный раствор центрифугировали 10 минут при 4500 об./мин. Измеряли оптическую плотность (D1) при 630  нм  на  спектрофотометре…, в кюветах с толщиной рабочего слоя 10 мм,  по отношению к контролю - дистиллированой воде. Затем в кювету с исследуемым раствором добавляли каплю 10% раствора ацетонциангидрина и через 3 минуты вновь снимали показания оптической плотности (D2) при 630 нм. После этого в кювету вносили несколько кристалликов гексацианоферрата (Ш) калия, перемешивали и через 3 минуты измеряли оптическую плотность (D3) раствора при 540 нм. Концентрацию метгемоглобина в крови рассчитывали по формуле: MtHb  = (D1-D2) х 1100 / (D3 х 3,59) (%).
После центрифугирования гемолизата его нужно очень аккуратно переливать в кюветы СФ, лучше прямо у центрифуги, пипеткой, не тряся по дороге в руках. Мы делаем определение в двух параллелях, берем средний результат. Две значащих цифры методика дает вполне уверенно. Для того, чтобы из данной методики «выжать» еще дополнительную информацию о метгемоглобине, можно дополнить ее следующим исследованием. 

В кн.: Материалы научно-практической конференции, посвященной 200-летию систематического преподавания судебной медицины в Московской медицинской академии им. И.М.Сеченова (октябрь 2004 г., г.Москва). – М.,2004, с.73-74
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Бюро  судебно-медицинской экспертизы (нач.  В.М.Туманов) Департамента охраны

здоровья населения Администрации Кемеровской области

Для диагностики отравления метгемоглобинобразующими ядами в судебно-медицинской практике часто встречается необходимость исследовать трупную кровь для установления наличия и концентрации метгемоглобина (MtHb). Одним из наиболее часто используемых на практике способом определения концентрации MtHb в крови является цианидный метод в модификации Кушаковского (1968). Он прост в исполнении, обеспечивает высокую точность, однако не дает (в явном виде) никакой качественной информации о  присутствующем в крови MtHb. Подобный подход противоречит идеологии судебно-химического анализа, в которой количественному определению какого-либо вещества обязательно должно предшествовать и дополнять его качественное доказательство.

Одной из основных качественных характеристик любого вещества, широко используемых в судебной химии,  является его спектр поглощения. MtHb трупной и живой крови в нейтральных растворах обладает характерным спектром поглощения в видимой области (Кушаковский, 1968; Ерышева, 1972; Краснова, Артамонова, 1994; Герасимов, 2001; Герасимов и др., 2002);  полосы поглощения MtHb при 500-505 и 628-630 нм  отсутствуют в спектрах оксигемоглобина и гемоглобина, однако интенсивность их невысока. Учитывая большую нестабильность MtHb и то, что кровь для исследования доставляется в лабораторию, зачастую,  через неделю-две после вскрытия,  даже при явных смертельных отравлениях нитритом натрия концентрация  MtHb в трупной крови может составлять 6-12% (Волчков и др., 2001; собственные данные). При такой концентрации MtHb описанные выше характерные полосы поглощения не проявляются на прямых спектрограммах в виде классических максимумов. В наших наблюдениях, только при содержании MtHb в крови от 18-28% и выше полоса поглощения в области 630 нм начинала проявляться  в виде четкого максимума (причем, иногда смещенного в сторону меньших длин волн); в остальных случаях на спектрограммах отмечались различной степени выраженности «ступеньки». Полоса поглощения в области 500 нм отличалась еще большей «капризностью». Способ идентификации  MtHb путем перевода его во фтор- и цианпроизводные с их собственным характерным спектром поглощения также не срабатывает при  невысокой концентрации MtHb. 

Для  надежного спектрального подтверждения присутствия MtHb в исследуемой крови мы предлагаем дополнить метод Кушаковского спектрофотометрированием растворов крови в фосфатном буфере (рН 6,8) до (1) и после (2) добавления ацетонциангидрина в диапазоне длин волн 450-700 нм, и использовать разностный спектр (D1-D2) в областях 485-515, 600-660 нм. На нем четко проявляются максимумы при 498-500 и 628-631 нм, причем интенсивность второго больше. Получаемые прямые спектры позволяют контролировать правильность выполняемого определения и пригодность крови для него, а разностный спектр достоверно подтверждает присутствие MtHb. Предлагаемое нами дополнение метода, при небольшой затрате времени и без каких-либо дополнительных материальных затрат, позволяет точно получить важную качественную характеристику определяемого соединения – его максимумы поглощения.

Описанный способ был успешно применен в четырех экспертных случаях при отравлениях нитритом натрия (концентрация  MtHb – 8,4; 9,7; 10,4; 28,4%).

