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Потребности диагностики заболеваний печени и билиарной системы требуют разработки простого 
неинвазивного теста с высокой чувствительностью и специфичностью. Соединения, меченные изотопом 
углерода, уже имеют широкое применение для диагностики различных заболеваний методами дыхатель-
ных тестов, безопасны и способны достоверно выявлять метаболические нарушения или дефицит спец-
ифических ферментов в органах. В рамках работы разработан способ получения линолевой кислоты, ме-
ченной углеродом-13 и углеродом-14, по степени очистки пригодной для проведения дыхательных тестов 
в целях диагностики заболеваний гепатобилиарной системы.
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Development of diagnosis of liver and biliary system diseases requires a simple non-invasive test with high sen-
sitivity and specificity. Compounds labeled with carbon isotope are already widely used for the diagnosis of various 
diseases with respiratory tests. These are safe and reliable methods for detecting metabolic disorders or deficiency 
of specific enzymes in the organs. The present work describes a method for producing linoleic acid labeled with 
carbon-13 and carbon-14. Purity of the obtained products is suitable for respiratory tests for diagnosing diseases 
of the hepatobiliary system.

Keywords: Grignard reagent, respiratory test, linoleic acid, carbon-13, carbon-14, hepatobiliary system, liver 
diseases.

для обнаружения дефицита ферментов поджелу-
дочной железы [7, 18].

Одним из наиболее перспективных направле-
ний в ядерной медицине является использование 
дыхательных тестов на основе различных фарма-
цевтических препаратов с использованием мече-
ных жирных кислот, в частности линолевой. Это 
соединение играет существенную роль в энерге-
тическом обмене клеток высших организмов и яв-
ляется строительными блоками для липидов не-
скольких классов, таких как нейтральные жиры, 
фосфоглицериды и эфиры холестерина [19].

Линолевая кислота является длиноцепочеч-
ным нерастворимым в воде соединением. В орга-
низме под действием желчи, выделяемой из желч-
ного пузыря в тонком кишечнике, происходит ги-
дролиз жирной кислоты с образованием смешан-
ных мицелл. В случае нарушения работы гепа-
тобилиарной системы, приводящего к нехватке 
желчных солей в желчи, происходит замедление 
всасывания меченых жирных кислот, что может 
быть обнаружено по изотопному составу выделя-
ющегося углекислого газа [19].

Способы химического синтеза 13С- 
и 14С-производных наиболее распространённых 
в пищевых продуктах ненасыщенных жирных кис-
лот: линолевой и линоленовой из наиболее доступ-
ного сырья – изотопно меченного СO2 в литературе 
не описаны. Биологические способы с применени-
ем водорослей и грибов имеют низкий радиохими-
ческий выход, не превышающий 60 % [20]. Осталь-
ная часть изотопа выбрасывается в виде отходов, 
что с учётом большой длительности распада угле-
рода-14 приводит к высокой экологической опасно-
сти схемы синтеза. Кроме того, недостатками из-
вестного из уровня техники биологического спосо-
ба с точки зрения применимости 13С- и 14С-жирных 
кислот в дыхательных тестах является распреде-
ление меченых атомов по всей длине углеродной 
цепи ацила. Между тем, для достижения высокой 
чувствительности, воспроизводимости и безопас-
ности дыхательных тестов оптимальным является 
использование препаратов жирных кислот, имею-

Введение

Численность наблюдаемых пациентов с хро-
ническими заболеваниями печени, приводящими 
к циррозу (вирусные гепатиты B и C, алкогольные 
и токсические гепатиты, первичный склерозирую-
щий холангит и др.), непрерывно растет [1].

Биопсия печени остается золотым стандартом 
оценки состояния органа. Однако инвазивность 
процедуры и связанные с этим риски осложнений 
для пациента не позволяют использовать этот ме-
тод в качестве рутинного [2]. Внедрение в прак-
тику методов неинвазивной диагностики, обла-
дающих высокой достоверностью, простотой вы-
полнения и безопасностью, как для самого паци-
ента, так и обслуживающего персонала [3], позво-
лит оценивать эффективность лечения в динамике, 
наличие функциональных резервов печени [2, 4]. 
Этим функциональные тесты выгодно отличаются 
от эластографии или расчета лабораторных индек-
сов APRI [5] или FORNS [6].

Диагностика на основе дыхательных тестов 
строится на способности различных органов и си-
стем метаболизировать 13С- и 14С-препараты с об-
разованием 13СO2 [7] или 14СО2 [8], которые распре-
деляются кровеносной системой по всем органам 
и тканям, и, выделяясь через лёгкие, могут быть 
достоверно обнаружены в выдыхаемом воздухе па-
циента с помощью масс-спектрометрии. Таким об-
разом, появляется возможность постановки диа-
гноза на основе анализа фармакокинетических по-
казателей – изменения концентрации 14СО2 в вы-
дыхаемом воздухе во времени, имея информацию 
о путях и скоростях метаболических превращений 
препарата [9]. 

Уже разработаны и внедрены в практику ды-
хательные тесты для оценки функционального со-
стояния печени на основе оценки скорости мета-
болизации 13С-Метацетина [1012], 13С-Галактозы 
и 13С-Аминофеназона [13] (оценивается актив-
ность цитохрома Р450), 13C-фенилаланина [14], 
[15], 13C-кофеина [16, 17], 13Сз- триоктаноина (трой-
ного эфира глицерина и 13С-каприловой кислоты) 
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щих 100 % меченного атома в позиции 1 (карбок-
сильная группа).

В настоящей работе мы представляем способ 
мечения линолевой кислоты углеродом-13 и угле-
родом-14 по положению 1 ацила (альфа), с исполь-
зованием CO2 в качестве источника аномального 
изотопа для последующего использования в диа-
гностике гепатобилиарной системы.

Методика эксперимента

Оборудование

Чистоту полученных промежуточных и ко-
нечных продуктов контролировали тонкослой-
ной хроматографией на силикагеле на пластин-
ках Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия) и sorbfil 
ПТСХ-АФ-В-УФ, в системе этилацетат : гексан 
(1:1), структуру целевого продукта определяли 
спектроскопией ядерного магнитного резонанса 
на приборах моделей AM-300 (Bruker, Германия, 
300 МГц) и DRX-500 (Bruker, Германия, 500 МГц), 
для определения удельной активности меченых 
атомов углерода использовали жидкостный сцин-
тилляционный счетчик DPM 7001 (НТЦ Радэк, 
Россия), оснащенный двумя фотоэлектронными 
умножителями, для определения активности сме-
сей микрокалориметр Кальве Setaram С80 (Фран-
ция), рН растворов определяли потенциометри-
ческим методом - pH-метр модели Sartorius PB-11 
(Германия).

Материалы

1-бром-8,11-гептадекандиен CH3(CH2)3-
(CH2CH=CH)2(CH2)7Br AppliChem (США) со следу-
ющими характеристиками:

Физические свойства:
Молярная масса: 315,332 г/моль
Термические свойства:
Т. плав.: 5 °C
Т. кип.: 229 °C
Химические свойства:
Растворимость в воде: 1,5⋅10−4 M при pH 7,5

Источник стабильного изотопа углерода: без-
водный карбонат бария 13С производства ООО 
«Ростхим», г. Москва со следующими характери-
стиками:

Изотопная чистота – 99,9 %,
Молекулярная масса – 98,3359 г/моль,
Температура плавления – 3550 °C.

Источник радиоактивного изотопа углерода: 
безводный карбонат бария 14С производства АО 

«ИНСТИТУТ РЕАКТОРНЫХ МАТЕРИАЛОВ», 
(АО «ИРМ») г. Заречный Свердловской обл. со сле-
дующими характеристиками:

Изотопная чистота – 99,5 %,
Молярная масса – 99,3359 г/моль
Температура плавления – 3550 °C
Удельная радиоактивность – 2,961 мКи/г.

Использовали осушенные аргон и азот квали-
фикации «высокая чистота» производства М-газ 
(Москва).

Результаты и их обсуждение

Получение линолевой кислоты меченой угле-
родом-13 и углеродом-14 в положении 1 (альфа) 
проводили в две стадии:

(1) получение реактива Гриньяра;
(2) карбоксилирование реактива Гриньяра дву-

окисью углерода-13 и углерода-14.

1. Получение реактива Гриньяра

Собирали установку из трёхгорлой колбы 
на 250 мл, в боковые горловины колбы вставля-
ли хорошо действующий обратный холодильник 
с хлоркальциевой трубкой и капельную воронку 
с трубкой, уравнивающей давление во время при-
капывания эфирного раствора. В центральное от-
верстие через масляный затвор вводили мешал-
ку с электрическим приводом. В колбу помеща-
ли 3,0 г магниевой стружки и кристаллик йода. 
Всю установку продували током аргона марки 
ОСЧ в течение 20 минут. Через капельную во-
ронку в колбу вводили 160 мл абсолютного эфи-
ра, включали мешалку и при слабом токе арго-
на прибавляли 315,332 г (12 ммоль) 1-бром-8,11-
гептадекандиена в виде раствора в диэтиловом 
эфире объемом 80 мл. Для начала реакции кол-
бу нагревали на водяной бане до кипения эфира. 
После начала реакции водяную баню выключали 
и процесс перемешивания продолжали до полно-
го растворения магния.

2. Карбоксилирование реактива Гриньяра 
двуокисью углерода-13 и углерода-14

Установка для получения меченых кислот кар-
боксилированием реактивом Гриньяра представля-
ла собой высоковакуумную гребенку, снабженную 
шлифами для присоединения реакционной колбы, 
источника двуокиси углерода и ртутного маноме-
тра, а также трубками для входа и выхода азота. 
Коническая трёхгорлая реакционная колба была 
изготовлена с таким расчётом, чтобы её можно  
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было замораживать, и снабжена магнитной мешал-
кой, позволяющей работать в вакууме при охлаж-
дении. 

Источник двуокиси углерода-13 и углерода-14 
представлял собой круглодонную колбу, содер-
жащую 5,4 ммоль изотопно меченного карбона-
та бария: для изотопа 13С – навеска массой 0,531 г, 
для изотопа 14С – 0,536 г. Колбу соединяли с запол-
ненной концентрированной серной кислотой ка-
пельной воронкой, снабженной приспособлением 
для выравнивания давления. Эту часть установ-
ки соединяли с вакуумной гребенкой через трубку, 
наполненную осушителем.

Для проведения реакции установку откачи-
вали с помощью масляного насоса до давления 
10–4 мм и заполняли сухим азотом. Затем при по-
мощи предварительно промытой и заполненной 
азотом пипетки с поршневой подачей быстро 
вводили в реакционную колбу раствор реакти-
ва Гриньяра, полученный из 6 ммоль 1-бром-8,11-
гептадекандиена. Свободный боковой отвод реак-
ционной колбы закрывали пробкой, колбу охлаж-
дали жидким азотом и откачали систему до давле-
ния 10–4 мм. После этого давали содержимому ре-
акционной колбы оттаять, нагревая его смесью су-
хого льда к и ацетона до 20 °С, снова замораживали 
жидким азотом и опять откачали систему для уда-
ления выделившегося азота.

Карбоксилирование реактива Гриньяра про-
водили при температуре 20 °С, постоянно пере-
мешивая содержимое колбы. Для запуска выде-
ления изотопно меченного СO2 к карбонату бария 

из капельной воронки медленно прибавляли кон-
центрированную серную кислоту, при этом следи-
ли за тем, чтобы давление в приборе не превыша-
ло 500 мм рт.ст. Для полного выделения меченно-
го СO2 в конце реакции осторожно нагревали ре-
акционную колбу с карбонатом бария до оконча-
тельного его растворения. После полного истоще-
ния реактива Гриньяра давление СO2 в приборе со-
гласно показаниям манометра, переставало сни-
жаться. По этому показателю как в случае 13СO2, 
так и в случае 14СO2 реакция полностью заверши-
лась в течение 15 минут.

Затем реакционную колбу с реактивом Гри-
ньяра охлаждали жидким азотом для того, что-
бы в неё перешёл весь оставшийся в системе ме-
ченный СO2, закрыли кран, соединяющий прибор 
с источником меченного СO2, и для полного погло-
щения меченного СO2 реакционную массу переме-
шивали в течение 15 мин при температуре –20 °С. 
После этого установку заполнили азотом и соеди-
нили с атмосферой. Полученный комплекс разла-
гали разбавленной соляной кислотой. Подкислен-
ную смесь экстрагировали эфиром. Эфирный экс-
тракт обработали 100 мМ NaOH и подкислили по-
лученный щелочной раствор до рН 7,0. Выделив-
шуюся кислоту отфильтровали. Осадок собрали, 
промыли водой и перекристаллизовали из ацето-
нитрила при 20 °С (t замерз линолевой кислоты счи-
тали равной 11 °С).

Масса полученной 13С-линолевой кислоты со-
ставила 1459 мг (5,184 ммоль). Итоговый химический 
выход реакции по 1-бром-8,11-гептадекандиену со-

Рис. Спектр 1H-ЯМР 14С-линолевой кислоты
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ставил 86,4 %, по 13СO2 – 96,0 %. Температура за-
мерзания продукта составила 11,0 °С.

Масса полученной 14С-линолевой кисло-
ты составила 1480 мг (5,243 ммоль). Итого-
вый химический выход реакции по 1-бром-8,11-
гептадекандиену составил 87,39 %, по 13СO2 – 
97,1 %. Удельную активность 14С-линолевой кисло-
ты определяли на сцинтилляционном спектроме-
тре: она составила 1 ± 0,02 мКи/г. Таким образом, 
общий радиохимический выход составил 96,0 %. 
Препарат имел температуру замерзания 10,7 °С.

Анализ полученных образцов 13С- 
и 14С-линолевых кислот с помощью высокоэффек-
тивной хроматографии позволил обнаружить при-
меси кетонов и спиртов, которые в сумме не пре-
вышали 1,8 % сухой массы готового продукта.

Спектр ЯМР 14С-линолевой кислоты по 1H по-
казал полное соответствие структуры синтезиро-
ванного вещества линолевой кислоте (Рисунок).

Выводы

В рамках работы теоретически разработан 
и апробирован новый высокоэффективный способ 
получения линолевой кислоты, меченной изотопа-
ми углерода-13 и углерода-14. Вещества предназна-
чены для проведения дыхательных тестов с масс-
спектрометрической или радиологической детек-
цией меченного углекислого газа в выдыхаемом 
воздухе в целях диагностики заболеваний печени. 
Значимый результат работы состоит в ускорении 
процесса получения целевых продуктов, сокраще-
нии потерь меченного углекислого газа, в повы-
шении его суммарного химического и радиацион-
ного выхода по сравнению с прототипом. Суще-
ственным результатом является также исключение 
распределения изотопно-меченных атомов по всей 
длине углеродной цепи ацила: при использова-
нии разработанного метода включение происходит 
только в положении 1.

Упрощение и удешевление процесса получе-
ния целевых продуктов обеспечено уменьшением 
длительности реакции за счёт подбора оптималь-
ных соотношений реагентов и использования те-
ста на окончание реакции карбоксилирования ре-
актива Гриньяра с помощью измерения давления 
углекислого газа в системе. Способ обеспечива-
ет существенное повышение радиационного и хи-
мического выхода продукта по источнику изото-
па по сравнению с известными способами [7, 12, 
20]. Включение меченного изотопа в целевой про-
дукт приближается к количественному, в резуль-
тате практически полностью исключается выброс 
радиоактивных отходов во внешнюю среду. С учё-
том затратности и сложности утилизации радиоак-

тивных отходов с длительным периодом полурас-
пада это играет существенную роль с точки зрения 
экономической эффективности способа.

Полученные в ходе работы образцы 
13С-линолевой и 14C-линолевой кислот по своей чи-
стоте и количеству пригодны для проведения до-
клинических испытаний острой, субхронической, 
хронической и других типов токсичности в соот-
ветствии с требованиями «Руководства по прове-
дению доклинических исследований лекарствен-
ных средств» под ред. А.Н. Миронова и соавт. 
(2012 г). После подтверждения безопасности, сое-
динения, изготавливаемые предлагаемым спосо-
бом, могут быть рекомендованы для испытаний 
в клинических условиях в качестве диагностиче-
ских дыхательных тестов в целях диагностики за-
болеваний гепатобилиарной системы.

Работа выполнена в рамках тематики Государ-
ственного Задания № 0112-2019-0001 «Геномные 
исследования и генетический полиморфизм клет-
ки, организма и популяции» (руководитель Н.К. Ян-
ковский).
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