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Sposób oznaczania mikroelementów w pojedynczych komórkach
krwi

Przedmiotem wynalazku jest sposób oznaczania
mikroelementów w pojedynczej komórce krwi
przez monitorowanie za pomocą aparatu skanin¬
gowego połączonego z mikroisondą elektronową.

Dotychczas stosowane sposoby badań mikroele¬
mentów nie pozwalały na dokładne określenie ich
jakości, rozmieszczania, a szczególnie ilości w po¬
jedynczych komórkach krwi. Możliwe były tylko
analizy pierwiastków w hoimogenatach dużej ilości
komórek. Me pozwalało to na powiązanie szcze¬
gółowych badań morfofizjologiicznych, hematolo¬
gicznych i innych z analizą zawartości pierwiast¬
ków ważnych dla profilaktyki zdrowotnej.

Znane są także sposoby oznaczania pierwiastków
w metalurgii drogą monitorowania pierwiastków
przy pomocy mikrosondy rentgenowskiej sprzężo¬
nej z elektronowym mikroskopem skaningowym.

Celem wynalazku jest sposób oznaczania mikro¬
elementów w pojedynczych komórkach krwi dla
uzyskania możliwości ich porównania w odniesie¬
niu do wzorców chemicznych, przy zastosowaniu
tego używanego w metalurgii urządzenia do ozna¬
czania pierwiastków.

Sposób według wynalazku polega na tym, że po¬
braną na heparynę próbkę krwi rozcieńcza się
dwukrotnie roztworem fizjologicznym, odwirowuje,
przepłukuje się trzykrotnie w płynie Parkera,
a następnie trzykrotnie w płynie Parkera zbuforo-
wanym do pH 7,3 przy użyciu buforu fosforano¬
wego. Następnie oddzielone komórki umieszcza się
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w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego w roz¬
tworze fizjologicznym na 8 godz. w temperaturze
najkorzystniej 4°C, komórki krwi zostają w ten
sposób utrwalone, po czym odwodnienie przepro-

■ wadzą się kolejno w gradiencie roztworów aceto¬
nu o stężeniach 50%, 60%, 70%, 80%, 90%j, 95%,
a następnie trzykrotnie opłukuje się w acetonie
absolutnym przez odwirowanie z szybkością do
2000 obrotów na minutę przez 10 minut i w trze-

10 ciiej zmianie tego acetonu pozostawia się komórki
na 24 godzin. Odwodnione komórki krwi wkrapla
się w roztworze acetonu na metalowe podstawki
wykonane z aluminium lub innego metalu o czy¬
stości 99,999%|, suszy się w suszarce próżniowej,

** a następnie napyla czystym chemicznie węglem
w napylarce próżniowej. Podstawki z napylonymi
preparatami komórek krwi umieszcza się w mi¬
kroskopie skaningowym połączonym z mikrosondą
elektronową, dokonuje się obserwacji na monitorze

ao telewizyjnym, oraz wykonuje się analizy i foto¬
grafie, przy czym parametry używanego prądu
elektrycznego, a szczególnie napięcia przyspieszają¬
cego dobiera się do badanej próbki i pierwiastków
w niej analizowanych tak, aby wiązka elektronów

ta nie przenikała poza badaną komórkę wgłąto meta¬
lowego stolika najkorzystniej napięcie 15 kV i na¬
tężenie prądu próbki 5—10 mA, po czym z liczby
impulsów wzorca i próbki badanej wylicza się za¬
wartość oznaczonego pierwiastka (mikroelementu).

*o Po określeniu liczby impulsów związanych z pro-.
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mieniowaniem rentgenowskim charakterystycznym
dla wybranego pierwiastka, oraz dla badanej ko¬
mórki, następuje wyliczenie ilości tego pierwiastka
w komórce w % wagowych według wzoru:

Cp = K« Nw

N„

N„

Cw — ilość

gdzie:
Kw = współczynnik uwzględniający poprawki ab¬

sorpcyjne,
— liczba impulsów promieniowania Rtg cha¬

rakterystycznego dla analizowanego pier¬
wiastka w komórce krwi,

= liczba impulsów promieniowania Rtg cha¬
rakterystycznego dla analizowanego pier¬
wiastka we wzorcu chemicznymi,

badanego pierwiastka we wzorcu
określona w % wagowym.

Przykład. Przykład dotyczy badania zawar¬
tości żelaza w komórce krwi. Pobrano 2 ml krwi
żytnej "do strzykawki zawierającej 200 jednostek
heparyny i rozcieńczono dwukrotnie roztworem
fizjologicznym. Po każdorazowej zmianie płynu, ko^
morki krwi odwirowano z szybkością 2000 obro¬
tów na minutę przez 10 minut. Komórki krwi
przepłukano trzykrotnie płynem Parkera, a następ¬
nie trzykrotnie płynięto Parkera zbuforowanego do
pH 7,3 za pomocą buforu fosforanowego. Następnie
zawiesinę tych komórek wkroplono do 2,5% roz¬
tworu aldehydu glutarowego w plynlie fizjologicz¬
nym i pozostawiono przez 8 godzin w temperaturze
4°C. Zostały one w ten sposób utrwalone. Odwod¬
nienie komórek przeprowadzono przez zmianę roz¬
tworów acetonu o rosnących stężeniach 50%, 60%,
70%, 80%, 90%j, 95%. Następnie trzykrotnie opłu¬
kano komórki krwi w roztworze acetonu absolut¬
nego i pozostawiono je w trzelciej zmianie tego
acetonu przez 24 godziny w temperaturze 4°C.
Odwodnione komórki wkroplono w roiztworze ace¬
tonu na metalowe podstawki wykonane z alumi-
num o czystości 99,99%. Tak przygotowane próbka
suszono w suszarce próżniowej, a następnie napy¬
lano w napylarce próżniowej czystym chemicznie
węglem. Następnie podstawki z komórkami krwi
wprowadzono do mikroskopu skaningowego połą¬
czonego z mikrosondą elektronową i zapisywano
liczbę impulsów promieniowania rentgenowskiego
charakterystyczną dla danego pierwiastka stwier¬
dzoną w okresie 40 sekund podczas analizy bada¬
nej komórki.

Jako wzorzec przyjęto określoną liczbę impulsów
promieniowania rentgenowskiego charałcterystycz-
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nego dla tego samego pierwiastka. Dla badanego
pierwiastka w komórce krwi stwierdzono średnio
162 impulsy promieniowania Rtg charakterystycz¬
nego dla żelaza.

Natomiast dla wzorca zawierającego 100% żelaza
stwierdzono 152216 impulsów w tym samym czasie.
Stąd też:

162
C_ = ■ 0,11% wag.p 15221,6-100%

Obliczono też, że zawartość żelaza w analizowa¬
nej komórce krwi wynosi 0,11% wagowych.

Prowadzone badania według sposobu przyjętego
według wynalazku pozwolą na wskazanie zawar¬
tości pierwiastków w badanej komórce krwi.

Zastrzeżenie patentowe

Sposób oznaczania mikroelementów w komórkach
krwi, znamienny tym, że pobraną najkorzystniej
na heparynę próbkę krwi rozcieńcza się dwukrot¬
nie roztworem fizjologicznym, przy czym przy
zmianie płynu komórki krwi odwirowuje się, a od¬
wirowane komórki przepłukuje się trzykrotnie pły¬
nem Parkera a następnie trzykrotnie płynem Par¬
kera zbuforowanym do pH 7,3 przy użyciu buforu
fosforanowego, następnie zawiesinę tych komórek
wkrapla się w roztworze fizjologicznym do 2,5%
roztworu aldehydu glutaroiwego i pozostawia w
nim najkorzystniej przez 8 godzin w temperaturze
4°C, po czym odwadnia się komórki w roztworze
acetonu przez zmianę acetonu o (rosnących stę¬
żeniach 50%, 60%, 70%}, 80%, 90%, 951%, następnie
opłukuje się je w roztworze acetonu absolutnego
przez odwirowanie najkorzystniej z szybkością do
2000 obrotów na 10 minut i pozostawia w trzeciej
zmianie tego acetonu najkorzystniej przez 24 go¬
dziny, po czym odwodnione komórki wkrapla się
w roztworze ocetonu na metalowe podstawki o czy¬
stości metalu 99^,999%, sulszy się w suszarce próż¬
niowej i napyla czyistym węglem w napylarce próż¬
niowej i po umieszczeniu podstawki z komórkami
w mikroskopie skaningowym połączonym z mikro-
sondą elektronową wykonuje się analizy i foto¬
grafie przy określonych parametrach prądu ele¬
ktrycznego, a szczególnie napięcia dobieranego do
badanej próbki tak, aby wiązka elektronów nie
przenikała poza komórkę najkorzystniej przy na¬
pięciu .przyspieszającyni 15 kV i natężeniu prądu
próbki 5ł—tJO mA, po czym w oparciu o liczbę im¬
pulsów wzorca i próbki badanej wylicza się za¬
wartość oznaczonego .pierwiastka.
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