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Исследован процесс маркировки эритроцитов 99mTc in vitro с использованием хлорида олова (II) и гипохлорита 
натрия. Определены оптимальные концентрации используемых реагентов и времена инкубации. Достигнута 
эффективность маркировки 95 %, которая снижается в течение суток до 87 %. Впервые была предложена 
методика приготовление рабочего раствора хлорида олова путем растворения соли в  6%-ном  растворе ли-
монной кислоты 
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The erythrocytes 99mTc labeling in vitro process with stannous chloride (II) and sodium hypochlorite using was studied. 
Optimal concentrations of the using reagents and the incubation periods were determined. Labeling efficiency of  95 % 
which decreases within a day to 87 % was reached. The preparation technique of stannous chloride work solution by 
means of salt dissolution in 6 % citric acid solution was suggested. 

 
Обозначение и аббревиатуры 

КТ – (рентгеновская) компьютерная томография; 
МРТ – магнитно-резонансная томография; 
РХЧ – радиохимическая чистота; 
ТСХ – тонкослойная хроматография; 
РФП – радиофармацевтический препарат; 
ДТПА - диэтилентриаминпентауксусная кислота. 

Введение 

В настоящее время, наряду с распространен-
ными способами диагностики, такими как компью-
терная (КТ) и магнитно-резонансная томография 
(МРТ), все чаще применяются радионуклидные ме-
тоды. При данных исследованиях радионуклид в 
соответствующей химической форме вводится па-
циенту, а распределение радиоактивности в теле 
определяется наружным детектором излучения 
[1, 2]. В РФП диагностического назначения радио-
нуклид является информационным носителем, излу-
чение которого, проникающее за пределы организ-
ма, регистрируется внешними датчиками. К таким 
препаратам относятся и меченые изотопом кровя-
ные тельца – эритроциты. 

Меченые эритроциты используется в качестве 
диагностического РФП при поиске скрытых желу-
дочных и кишечных кровотечений, визуализации 
селезенки, определении жизнеспособности миокар-
да, обнаружении гемангиом различной локализации 
[3-5]. 

На сегодняшней день  существует 3 основных 
способа маркировки эритроцитов радиоактивными 
изотопами: in vivo, in vitro и комбинированный ме-
тод  in vivo/in vitro. 

Методика in vivo [6] позволяет проводить 
маркировку эритроцитов непосредственно в орга-
низме пациента. Для этого за 30-40 мин до введения 
пертехнетата технеция, пациенту вводят раствор 
хлорида олова (II). Так как не существует РФП, в 
состав которого входит только хлорид олова, то 
обычно выбирается препарат с самым большим его 
содержанием, чаще всего комплекс с пирофосфатом 
или ДТПА. После попадания в кровь, ионы олова 
проникают через клеточную мембрану внутрь эрит-
роцитов и (после введения раствора пертехнетата) 

участвуют в восстановлении технеция. Недостаток 
данной методики заключается в том, что не все ио-
ны олова проникают через мембрану эритроцитов, и 
оставшаяся в плазме крови часть олова преждевре-
менно восстанавливает пертехнетат. Восстановлен-
ный вне эритроцитов технеций может образовывать 
связи с комплексообразователями (пирофосфат, 
ДТПА) и с различными компонентами крови. В ко-
нечном итоге может измениться биораспределение 
препарата, что приводит к ошибочным результатам 
исследования. 

Методики in vitro лишены такого недостатка. 
Не проникшее через мембрану эритроцита олово 
удаляется либо центрифугированием, либо окисле-
нием [7]. В качестве окислителя используется рас-
твор гипохлорита натрия. Стоит отметить, что нали-
чие стадий центрифугирования и особенно удаления 
супернатанта, повышает риск загрязнения биомате-
риала и нарушения его стерильности. 

Метод in vivo/in vitro сочетает обе вышепере-
численные методики. Инкубация олова с эритроци-
тами происходит внутри организма. Затем, перед 
добавлением пертехнетата отбирается проба крови 
(около 20 мл), очищается от свободного, находяще-
гося в плазме олова, и дальнейшая маркировка про-
исходит in vitro. 

На сегодняшний день в России нет препарата, 
позволяющего производить маркировку эритроци-
тов 99mTc с эффективностью выше 90 %. Сущест-
вующая  методика in vivo с пирофосфатом натрия 
позволяет добиться эффективности маркировки не 
выше 70-75 %. 

Целью работы являлась разработка нового 
клинически удобного метода введения радиоактив-
ной метки в аутоиммунные эритроциты человека  in 
vitro для применения в диагностике различных за-
болеваний, в том числе отработки методики выявле-
ния и дифференциации различных форм эндомет-
риоза, а так же разработка композиции для создания 
лиофилизированного набора к генератору Tc-99m. 

1. Экспериментальная часть 
1.1. Приборы 

2. Генератор 99Mo/99mTc тип КСУ-3 
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3. Дозкалибратор «РИС-А1», (НТЦ «Ампли-
туда) 

4. Mini-Scan radio-TLC Strip Scanner  (Bioscan) 
5. Центрифуга медицинская СМ-6м (ELMI 

LTD Латвия) 
1.2 Основные реактивы 

1. Хлорид олова (II), SnCl2·2Н2O 
2. Гипохлорит натрия, NaOCl, водный раствор, 

3,25 % 
3. Лимонная кислота 

1.3  Материалы 
Хроматографические пластины, Art 5553 (MERCK) 
 
1.4. Методика проведения маркировки 

Для приготовления раствора хлорида олова 
использовали 6%-ный водный раствор лимонной 
кислоты. Данный выбор обусловлен тем, что ли-
монная кислота одновременно используется для 
защиты олова от гидролиза и является антикоагу-
лятном. Для приготовления раствора хлорида олова 
в мерную колбу вместимостью 100 мл вносили 
0,03 г двуводного хлорида олова (II) и растворяли в 
75 мл 6%-ного раствора лимонной кислоты. Для 
нейтрализации кислоты до рН 5,5-6  использовали 
0,5 моль/л раствор карбоната натрия. 

Рабочий раствор гипохлорита натрия приго-
тавливали из более концентрированного раствора 
3,25 % разбавлением изотоническим раствором хло-
рида натрия. 

Для маркировки эритроцитов в стерильную 
пробирку вместимостью 20 мл через стерилизаци-
онный фильтр 0,22 мкм вносили раствор хлорида 
олова и 5-6 мл свежей цельной крови пациента. 
Тщательно перемешивали и инкубировали в течение 
15 мин. Затем через стерилизационный фильтр вно-
сили необходимое количество гипохлорита натрия в 
виде водного раствора, тщательно перемешивали и 
оставляли на 5 мин. Через 5 мин вносили 20-25 мКи 
пертехнетата натрия. 

Рис. 1 - Схема маркировки эритроцитов 
 

Общее время маркировки составляет около 
40 мин, что сопоставимо со временем маркировки 
аналогичными методиками in vivo и in vitro. Для 
оценки эффективности маркировки 1 мл меченой 
крови помещали в центрифужную пробирку и цен-
трифугировали (150 g) в течение 15 мин. Затем из-
меряли активности плазмы, эритроцитов и вычисля-
ли эффективность метки по формуле: 

, 

где Аплазмы  –  активность плазмы, Аэритроцитов - актив-
ность пробирки с эритроцитами. 

Результаты и обсуждение 

Предварительно определили оптимальное для 
восстановления пертехнетата количество хлорида 
олова. Для этого была исследована зависимость 
РХЧ от количества хлорида олова в пробе. В данном 
эксперименте стадия окисления хлорида олова была 
опущена. 

 

 
Рис. 2 - Зависимость РХЧ от количества SnCl2 

 

Для определения концентрации гипохлорита 
натрия, необходимой для окисления внеклеточного 
олова,  использовались растворы с количеством  
хлорида олова в пробе 126 мкг и 151 мкг. Количест-
во гипохлорита натрия варьировалось от 0,12 мг до 
1,08 мг с шагом 0,12 мг. В результате избыток гипо-
хлорита натрия варьировался от 2,4 до 21 раза для 
количества олова 126 мкг, и от 2,28 до 20 раз для 
количества 151 мкг. Результаты представлены в таб-
лице 1 и на рисунке 3. 
 

 
 

Рис. 3 - Зависимость РХЧ от количества гипо-
хлорита натрия 

 
Из зависимости, представленной на рис. 3, 

следует, что для окисления олова необходимо более  
0,72 мг гипохлорита натрия. Такой вывод можно 
сделать основываясь на том, что при полном окис-
лении олова РХЧ препарата снижается до нуля, в 
связи с тем, что Tc-99m не восстанавливается.  
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Таблица 1 - Определение необходимой концен-
трации гипохлорита натрия 

№ 
m(SnCl2), 

мкг (мкмоль) 
m(NaClO, 

мг 
ν(NaClO) 
мкмоль 

РХЧ 

1 126 (0,663) 0,12 1,62 98 
2 0,24 3,24 95 
3 0,48 6,48 72 
4 0,6 8,1 46 
5 0,72 9,7 7 
6 0,84 11,3 5 
7 0,96 12,9 3 
8 1,08 14,6 1 
9 151,2 (0,795) 0,12 1,62 95 

10 0,24 3,24 91 
11 0,48 6,48 60 
12 0,6 8,1 40 
13 0,72 9,7 7 
14 0,84 11,3 6 
15 0,96 12,9 4 
16 1,08 14,6 3 

 
Так как РХЧ резко уменьшается с увеличени-

ем количества гипохлорита от 0,6 мг до 0,72 мг, то 
было бы целесообразно тщательно исследовать за-
висимость в данном интервале. Так как водные рас-
творы гипохлорита натрия разлагаются под воздей-
ствием света, то было решено оставить минималь-
ное количество гипохлорита натрия 0,72 мкг. Зави-
симость РХЧ от количества гипохлорита натрия 
приблизительно одинакова для обеих проб (126 мкг 
и 151 мкг SnCl2). Поэтому для дальнейших экспери-
ментов было решено оставить количество олова в 
пробе 126 мкг. 

Для изучения процесса маркировки мечению 
подвергались как цельная кровь, так и очищенные 
эритроциты. Мечение проводилось при двух раз-
личных температурах. Температура 370С использо-
валась для изучения процесса при температуре 
внутренней среды организма. Данные представлены 
на рис. 4,5. 

 

 

Рис. 4 - Зависимость эффективности маркировки 
цельной крови от количества NaClO 

 
Из представленной зависимости можно сде-

лать вывод, что с повышением температуры эффек-
тивность маркировки увеличивается 1-2 %. С рос-
том концентрации гипохлорита натрия эффектив-
ность также увеличивается на 2-3 %. 

При маркировке очищенных эритроцитов (рису-
нок 4) средняя эффективность маркировки состави-
ла 96 %, зависимость от температуры аналогична 
зависимости для цельной крови. 

 

 
Рис.  5 - Зависимость эффективности маркировки 
очищенных эритроцитов от количества NaClO 

 
Эффективность маркировки во всех 

4 экспериментах была более 95 %, что вполне доста-
точно для проведения качественных радионуклид-
ных исследований. Для достижения более высокой 
эффективности приходилось либо проводить марки-
ровку при повышенной температуре, либо маркиро-
вать очищенные эритроциты, что увеличивает риск 
загрязнения биоматериала. В конечном итоге было 
решено проводить маркировку цельной крови при 
комнатной температуре, так как увеличение марки-
ровки на 1-2 % не сопоставимо с существующим 
риском загрязнения крови при инкубации или очи-
стке. 

Для оптимизации разработанной методики 
проводилось изучение эффективности маркировки в 
зависимости от количества от объема маркируемой 
крови, от используемой активности, от времени вы-
держивания с оловом и пертехнетатом. 

В итоге времена инкубации крови с различ-
ными растворами составили: 

 15 мин – время инкубации с раствором 
SnCl2; 

 5 мин – время инкубации с раствором NaC-
lO; 

 15 мин – время инкубации с раствором 
NaTcO4. 

Общее время, необходимое для проведения 
эксперимента составляет 40 мин. 

Радиоактивная метка в эритроцитах должна 
сохраняться определенное время, а именно – 6 ч. В 
течение этого времени проводятся исследования, и в 
случае необходимости отсроченные исследования. В 
течение 6 ч эффективность маркировки должна со-
храняться на уровне 90 %, чтобы исключить влия-
ние на сцинтиграфическую картину высвободив-
шихся из эритроцитов соединений технеция. 

Для оценки устойчивости маркировки, ме-
ченную кровь оставляли при температуре 37°С на 
1 сут. Для оценки эффективности маркировки кровь 
отбирали на анализ каждый час в течении 6 ч и за-
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тем через 10, 15, 20 и 24 ч. Данные представлены в 
таблице 2. 

Таблица 2 - Устойчивость маркировки в течение 
суток 

Время, ч РХЧ,% 
Эффективность 
маркировки, % 

1 98 96 
2 98 95 
3 97 95 
4 97 95 
5 97 94 
6 96 94 

10 96 93 
15 97 91 
20 96 90 
24 95 87 

 
На протяжении первых 6 ч РХЧ сохраняется 

на уровне 96-98 %, а эффективность маркировки 
94 % и более. В дальнейшем в течение суток РХЧ 
уменьшается до 95 %, а эффективность маркировки 
снижается до 87 %. 

По результатам работы можно сделать сле-
дующие выводы: разработана методика маркировки 
аутоиммунных эритроцитов человека радиоактив-
ным изотопом Tс-99m с эффективностью более 
90 % и РХЧ более 95 %, с устойчивостью метки в 
течение всего периода полураспада технеция-99m 
(6 ч). Из чего следует, что данная методика позволя-
ет проводить отсроченные радионуклидные иссле-
дования без повторного введения РФП, что снижает 
дозовую нагрузку на пациента; используемый в ра-
боте метод маркировки с окислением свободного 

олова существенно снижает риск загрязнения био-
материала, что позволяет проводить процедуру ме-
чения непосредственно в клинике с применением 
доступного оборудования; применение 4 % лимон-
ной кислоты в качестве комплексообразователя для 
защиты олова от гидролиза, позволяет отказаться от 
антикоагулянта, следовательно, после забора крови 
можно сразу приступать в процедуре маркировки, 
минуя стадию смешивания биоматериала с антикоа-
гулятном, что также снижает риск загрязнения и 
сложность выполнения процедуры. 
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