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Введение. Бор-нейтронозахватная терапия (БНЗТ) является перспективной экспериментальной методикой лечения онко-
логических заболеваний. По данным клинических исследований пациентов с глиобластомой и меланомой, леченных БНЗТ 
на ядерных реакторах, отмечены рост медианы выживаемости и улучшение качества жизни. Для получения эпитепловых 
нейтронов ведется разработка новых источников на основе ускорителей заряженных частиц. Один из проектов был реа-
лизован в Институте ядерной физики им. Г.И. Будкера СО РАН, достигнутые параметры пучка позволяют проводить докли-
нические исследования. 
Цель работы – выявление на клеточных линиях глиомы и меланомы зависимости эффективности БНЗТ от концентра-
ции бора при использовании пучка, генерируемого на источнике эпитепловых нейтронов ускорительного типа Инсти-
тута ядерной физики им. Г.И. Будкера СО РАН и оценка перспектив использования этого источника эпитепловых нейтро-
нов для дальнейших клинических исследований. 
Методика. Клеточные линии U251 (глиома) и SK-Mel28 (меланома) опухолей человека инкубировали с добавлением в росто-
вую среду различных концентраций бора, используя препарат борфенилаланин, в течение 24 ч, затем облучали потоком 
нейтронов. Измерение концентрации изотопа бора 10В в опухолевых клетках проводили на атомно-эмиссионном спектро-
метре ICPE-9820 (Shimadzu, Япония). Клоногенный тест использовали для оценки влияния бор-нейтронозахватной тера-
пии на клетки глиомы и меланомы. 
Результаты. Анализ   данных БНЗТ показал, что колониеобразующие свойства облученных клеток глиомы и меланомы 
уменьшались с повышением концентрации бора. Так, по мере накопления бора линией SK-Mel28 увеличивается количество 
погибших клеток после облучения, а концентрация 10В 25 мкг/мл обеспечивает летальную дозу для 100% клеток (LD100). 
Глиальная линия накапливает бор менее интенсивно и гибель 100% клеток происходит при концентрации 10В 50 мкг/мл. В 
образцах, облученных без бора, в сравнении с контролем также наблюдалось снижение выживаемости клеток из-за при-
сутствия быстрых нейтронов и гамма-излучения. 
Заключение. Данные экспериментов in vitro доказывают эффективность действия бор-нейтронозахватной терапии на 
клетки глиомы и меланомы при использовании источника эпитепловых нейтронов ускорительного типа ИЯФ СО РАН и 
борфенилаланина как агента доставки бора с концентрацией 10В 6,25-50 мкг/мл, а также перспективность использования 
данного метода в лечении таких опухолей, как глиома и меланома. 
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Boron neutron capture therapy (BNCT) is a promising experimental method for the treatment of oncological diseases. According 
to results of clinical trials, patients with glioblastoma and melanoma treated with BNCT at nuclear reactors showed an increase in 
median overall survival and an improvement in quality of life. To obtain epithermal neutrons, new sources based on charged par-
ticle accelerators are being developed. One of the projects was implemented at the G.I. Budker Institute of Nuclear Physics, and 
the obtained beam parameters allowed conducting preclinical experiments. 
The aims were to identify the dependence of the effectiveness of BNCT in glioma and melanoma cell lines on boron concentra-
tions using a beam generated at the accelerator based epithermal neutron source in the G.I. Budker Institute of Nuclear Physics 
and to evaluate prospects for using this epithermal neutron source for further clinical research. 
Methods. The U251 glioma cell line and the SK-Mel28 melanoma cell line were incubated with various concentrations of borono-
phenylalanine added to the growth medium for 24 hours and then irradiated with a neutron flux. The 10B accumulation in tumor 
cells was measured with an ICPE-9820 atomic emission spectrometer (Shimadzu, Japan). The effect of BNCT on glioma and mel-
anoma cells was evaluated by the colony forming assay. 
Results. Analysis of the BNCT experimental data showed that the colony-forming capabilities of irradiated glioma and melanoma 
cells decreased in proportion to the increase in boron concentration. Thus, increasing accumulation of boron by SK-Mel 28 cells 
provided a greater number of dead cells with irradiation at a concentration of 10B of 25 µg/ml being a lethal dose for 100% of the 
cells (LD100). The glial cell line accumulated boron less intensively; death of 100% of cells occurred at a 10B concentration of 50 
µg/ml. In samples irradiated without boron, the number of colonies was also decreased compared to the control due to the pres-
ence of fast neutrons and gamma-radiation components. All differences between the control and the experiment were statisti-
cally significant (p <0.05 for all). 
Conclusion. The results of the in vitro experiments demonstrated the effectiveness of BNCT in glioma and melanoma cell lines with 
the use of accelerator based epithermal neutron source in BINP and boronophenylalanine as a boron delivery agent at 10B concen-
trations of 6.25-50 µg/ml. Furthermore, this method proved promising for the treatment of tumors, such as glioma and melanoma.

Keywords: boron neutron capture therapy; accelerator based epithermal neutron source; boronophenylalanine; cell lines; 
colony forming assay. 
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Введение

Бор-нейтронозахватная терапия (БНЗТ) – это пер-
спективная экспериментальная методика лечения он-
кологических заболеваний [1]. Методика основана на 
эффективном захвате нейтрона ядром изотопа 10В, в 
результате чего в 94% случаев образуются высокоэнер-
гетические α-частица, атомное ядро лития и γ-квант с 
суммарной энергией 2,79 МэВ. В 6 % случаев энергия 
реакции распределяется только между α-частицей и 
атомным ядром лития. Длина пробега частиц состав-
ляет от 5 до 10 мк, разрушение дезоксирибонуклеино-
вой кислоты (ДНК) и органелл происходит преимуще-
ственно в пределах клетки-мишени, не распространя-
ясь на окружающие здоровые ткани мозга [2]. Лежащая 
в основе бор-нейтронозахватной терапии локальная 
ядерная реакция не имеет аналогов по селективности 
воздействия на клеточные структуры.

Глиома и меланома человека представляют собой 
наиболее распространенные злокачественные ново-
образования с низким значением медианы выживае-
мости пациентов. Эти опухоли агрессивны, склонны 
к рецидиву и плохо поддаются лечению по стандарт-
ным протоколам. Применение БНЗТ у таких больных 
продемонстрировало обнадеживающие результаты. 
По данным клинических исследований, осуществлен-
ных проф. Т. Ямомото в Японии на реакторе JRR-4, 
после БНЗТ у пациентов с глиобластомой отмечены 
рост медианы выживаемости и улучшение качества 
жизни [3]. В университете Кобэ этим методом про-
лечено 24 пациента с различными гистологическими 
типами меланом. При этом локальный контроль над 
опухолью достигнут в 60% случаев, а общая 5-летняя 
выживаемость составила 75% при первичных мела-
номах [4]. Подавляющее большинство клинических 
работ по БНЗТ было проведено на ядерных реакто-
рах. Однако их использование влечет за собой высо-
кую стоимость исследования, невозможность про-
ведения работ в общеклинических условиях, а так-
же имеет потенциальную опасность радиационной 

катастрофы. В настоящее время клинические иссле-
дования в области БНЗТ в большинстве стран при-
остановлены. Альтернативным направлением полу-
чения эпитепловых нейтронов с характеристиками, 
позволяющими их использовать в клинике, являет-
ся создание источников на основе ускорителей заря-
женных частиц. Они компактны, допустимо их раз-
мещение на территории лечебных центров, их эксплу-
атация дешевле и безопаснее, а главное – физические 
характеристики генерируемого пучка нейтронов оп-
тимизированы для проведения БНЗТ. Источник эпи-
тепловых нейтронов ускорительного типа сконструи-
рован в Институте ядерной физики им. Г.И. Будкера 
СО РАН (ИЯФ СО РАН) [5]. Достигнутые к настоя-
щему времени параметры пучка позволяют проводить 
доклинические исследования [6]. Вместе с тем работы 
по увеличению тока протонного пучка [7, 8] и обеспе-
чению стабильной генерации эпитепловых нейтронов 
на источнике продолжаются [9, 10].

Цель исследования – выявление зависимости эф-
фективного проведения БНЗТ на клеточных линиях 
глиомы и меланомы от концентрации бора при исполь-
зовании пучка, генерируемого на источнике эпитепло-
вых нейтронов ускорительного типа ИЯФ СО РАН и 
оценка перспектив использования этого источника 
эпитепловых нейтронов для дальнейших клинических 
исследований.

В этой связи после проведения БНЗТ оценивали 
зависимость выживаемости клеток линий U251 и SK-
Mel28 от накопления в них 10В. Указанные клеточные 
линии глиомы и меланомы человека были выбраны 
потому, что пациенты с одноименными опухолями 
прошли успешное лечение методом БНЗТ на реак-
торах [11–13]. Так, БНЗТ, проведенная на японском 
реакторе JRR-4, увеличила среднюю продолжитель-
ность жизни пациентов до 25,7 мес (18 мес для стан-
дартной терапии), а 2-летняя выживаемость соста-
вила 45,5% [11]. 
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Методика 

В исследовании использовали клеточные линии 
меланомы человека: U251 – глиома (Институт цито-
логии РАН, Санкт-Петербург) и SK-Mel28 – мелано-
ма (ЦКП Центр генетических ресурсов лабораторных 
животных, SPF-виварий, ИЦИГ СО РАН, Новоси-
бирск). Клетки культивировали на среде EMEM 
(Sigma, США) с добавлением 10% фетальной бычьей 
сыворотки (Sigma, США) в СО2-инкубаторе 37 ºС и 5% 
СО2. Клетки пересевали, используя раствор трипсин-
версена 2-3 раза в неделю в соотношении 1:3 –1:5. 

В качестве агента адресной доставки бора исполь-
зовали борфенилаланин (БФА), обогащенный изото-
пом 10В (более 99,5% 10B, Katchem, Чехия). Для приго-
товления раствора борфенилаланина применяли фрук-
тозу в молярном избытке (БФА-Ф) [14]. Концентрация 
раствора изотопа 10В составляла 1,5 мг/мл. Ранее было 
показано, что максимальное накопление бора клетка-
ми происходит через 24 ч с начала инкубации с борфе-
нилаланином [16], поэтому в данном исследовании 
этот период инкубации выбран как оптимальный.

Клеточные линии инкубировали в культуральных 
флаконах (Jet Biofil, Китай, площадь ростовой поверх-
ности 25 см2), по 3 флакона на каждую группу в тече-
ние 24 ч, в логарифмической фазе роста среду заменя-
ли на среду, содержащую 10В. Концентрация 10B в сре-
де составила в различных экспериментальных группах 
50 мкг/мл, 25 мкг/мл, 12,5 мкг/мл, 6,25 мкг/мл. Клет-
ки с препаратом, содержащим 10В, инкубировали в те-
чение 24 ч (контрольные образцы культивировали без 
препарата бора). Затем все группы клеток снимали 
трипсином, центрифугировали и переносили в среде 
без бора в объеме 1,5 мл в полипропиленовые крио-
пробирки [15] для удобства расположения в фантоме. 

Облучение проводили на ускорительном источни-
ке эпитепловых нейтронов в ИЯФ СО РАН [6], обе-
спечивающем поток нейтронов в оптимальном для 
БНЗТ энергетическом диапазоне (от 1 до 30 кэВ [5]) c 
плотностью 3×108 см-2 с-1. Вклад гамма-излучения в по-
глощенную дозу зависит от концентрации бора: от 70% 
при отсутствии бора в клетках до 10% при концентра-
ции 10B 50 мкг/мл. Облучение проводили, как было 
описано ранее [16].

Расчеты показывают, что при токе протонов и при 
концентрации 10В 50 мкг/мл мощность поглощенной до-
зы составляет 9,6 Гр (ОБЭ), при этом вклад дозы продук-
тов реакции 10В(n, α)7Li составляет 85%. При концентра-
ции бора 25 мкг/мл мощность дозы равна 5,7 Гр (ОБЭ) 
(вклад дозы продуктов реакции 10В(n, α)7Li – 70 %), при 
12,5 мкг/мл – 3,7 Гр (ОБЭ) (вклад дозы продуктов реак-
ции 10В(n, α)7Li – 54 %), при 6,25 мкг/мл – 2,7 Гр (ОБЭ) 
(вклад дозы продуктов реакции 10В(n, α)7Li – 36 %).

Коэффициент СБЕ для реакции 10В(n, α)7Li брали 
равным 3,8 для опухолевой ткани и 1,3 для здоровой; 
ОБЭ для нейтронов принимали 3,2, для гамма-излуче-
ния – 1,0 [1]. В расчёте были получены следующие фи-
зические величины мощности поглощенной дозы 
(Гр/с) компонентов излучения (табл. 1).

Клоногенный тест. Концентрацию клеток в облу-
ченной суспензии подсчитывали при помощи камеры 
Горяева и микроскопа Zeiss Primo Vert (Германия). Об-
лученные и контрольные группы клеток высевали по 
200 клеток на лунку 6-луночного культурального план-
шета. При посеве было выполнено по 3 повтора для 
каждой экспериментальной точки, что в итоге соста-
вило по 9 повторов на каждую группу и является до-
статочным для оценки статистической значимости по-
лученных результатов [17].

Клетки культивировали в СО2-инкубаторе при 37 ºС,  
в течение 9–10 сут в зависимости от линии. При под-
счете учитывали только те колонии, которые содержа-
ли более 50 клеток [17]. Колонии фиксировали 10% 
формалином (Panreac AppliChem, Германия) и окра-
шивали кристаллическим фиолетовым 1% (Sigma, 
США), затем подсчитывали их количество. Долю вы-
живших клеток в экспериментальных точках рассчи-
тывали с учетом выживаемости в контроле. 

Определение накопления бора. Клетки линий U251 и 
SK-Mel28 инкубировали вышеописанным способом: 
опытные группы с борфенилаланином, контрольные  
без добавления препарата. Затем клетки отмывали от 
препарата при помощи трипсин-версена и проводили 
подсчет их количества в каждом образце. Подготовку 
проб осуществляли методом мокрого озоления при по-
мощи концентрированной азотной кислоты. Погло-
щение бора клетками измеряли на атомно-эмиссион-
ном спектрометре ICPE-9820 (Shimadzu, Япония).

Таблица 1

 Вклад в дозу различных компонентов нейтронного пучка

Тепловые нейтроны, Гр/с Быстрые нейтроны, Гр/с Продукты реакции 10В(n, α)7Li (Гр/с) при 1 ppm 10В Гамма-излучение, Гр/с

4,5·10-5 5,57·10-5 2,18·10-5 5,5·10-4
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Статистическую обработку данных проводили c 
помощью программного обеспечения Microsoft Excel 
2010 и однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA). Данные представлены как среднее арифме-
тическое и стандартное отклонение. Используемый 
уровень значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение

В эксперименте было проведено облучение нейтро-
нами в присутствии 10В с концентрациями 0–50 мкг/мл  
2 опухолевых клеточных линий человека: глиомы U251 
и меланомы SK-Mel28. Данные клоногенного анали-
за позволили оценить влияние нейтронного потока на 
эти линии клеток как в присутствии изотопа 10В, так и 
без него. 

На рис. 1 представлены данные изменения выжи-
ваемости клеток U251 (а) и SK-Mel28 (б) после воздей-
ствия нейтронов в зависимости от концентрации 10В. 
Видно, что увеличение концентрации борфенилала-
нина с последующим облучением клеток пучком ней-
тронов приводит к уменьшению их выживаемости. Это 
может быть связано с увеличением количества атомов 
бора в клетках, а, следовательно, с увеличением коли-
чества нейтронозахватных событий, в результате ко-
торых образуются α-частицы и атомные ядра лития с 
высокой ЛПЭ (линейной передачей энергии). 

При облучении клеток U251 (рис. 1, а) и SK-Mel28 
(рис. 1, б), инкубированных с бором с концентрацией 
10В 6,25 мкг/мл, доля выживших клеток уменьшилась 
в 10 раз. При взаимодействии клеток глиомы, содер-
жащих 25 мкг/мл бора с пучком нейтронов, доля вы-
живших клеток U251 составляет лишь 1,5 %, то есть 
происходит уменьшение количества колоний в 67 раз 
в сравнении с контролем без облучения. Клетки мела-

номы, инкубированные с борфенилаланином с кон-
центрацией 10В 25 мкг/мл, не образовали ни одной ко-
лонии. Выживаемость клеток в образцах без препара-
та борфенилаланина, которые были также облучены, 
составила 44 % для линии меланомы и 40% для глио-
мы. Уменьшение выживаемости клеток без бора свя-
зано с полученной ими дозы следующих компонент 
ионизирующего излучения, неизбежно присутствую-
щих в терапевтическом пучке нейтронов: гамма-излу-
чения, испускаемого из мишени в результате взаимо-
действия протонов с литием, гамма-излучения, испу-
скаемого при поглощении тепловых нейтронов 
атомными ядрами водорода, протонов отдачи, возни-
кающих в результате поглощения тепловых нейтронов 
атомными ядрами азота, и протонов отдачи, возника-
ющих в процессе упругого рассеяния быстрых нейтро-
нов, преимущественно на атомных ядрах водорода. По-
хожие результаты получили ученые на реакторе XAPR: 
доля выживших клеток глиальных линий составила ме-
нее 0,01% после бор-нейтронозахватной терапии с бор-
фенилаланином при поглощенной дозе 4-8 Гр (ОБЭ) 
[18]. На ядерном реакторе RA-3 в Аргентине была про-
ведена БНЗТ на 2 линиях меланомы и оценена выжи-
ваемость клеток при помощи клоногенного теста. При 
поглощенной дозе 8 Гр (ОБЭ) и концентрации 10В 10 
мкг/мл фракция выживших клеток составила менее 
1% [12]. 

Измерение концентрации бора in vitro выявило раз-
личное накопление борфенилаланина каждой клеточ-
ной линией (рис. 2). Поглощение 10В клетками линии 
U251, инкубированными с препаратом борфенилала-
нин с концентрацией 10В 6,25 мкг/мл в течение 24 ч, со-
ставило 0,438 мкг/107 клеток, а линии SK-Mel28 – 0,155 
мкг/107 клеток. При инкубации с борфенилаланином c 

Рис. 1. Выживаемость клеток U251 (а) и SK-Mel28 (б) после воздействия нейтронов в зависимости от концентрации 10В (* значимое отличие от 
контроля).
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концентрацией 10В 25 мкг/мл накопление 10В клетками 
U251 составило 0,895 мкг/107 клеток, а для SK-Mel28 – 
1,309 мкг/107 клеток. Эти данные свидетельствуют о луч-
шем поглощении и накоплении борфенилаланина клет-
ками меланомы, чем клетками глиомы. Другие иссле-
дователи также оценивали накопление бора линиями 
меланомы, которые инкубировали с борфенилалани-
ном в концентрации 10В 50 мкг/мл. Концентрация 10В 
составила 1,19–1,09 мкг/107 клеток [14].

В исследовании Ёшида и соавторов, проведенном 
на клеточных линиях крысиной глиомы и мышиной 
саркомы, накопление бора через 24 ч после начала ин-
кубации с борфенилаланином в концентрации 10В 60 
мкг/мл составило 2,5 мкг/107 клеток для глиальной ли-
нии и 1,5 – для линии мышиной саркомы [19].

Таким образом, обе линии клеток, U251 и SK-
Mel28 отвечают на БНЗТ снижением колониеобразу-
ющей способности, в особенности линия меланомы, 
которая накапливает бор в большей концентрации. Эти 
данные позволяют сделать вывод о том, что увеличе-
ние накопления 10В клетками с последующим облуче-
нием нейтронами приводит к снижению выживаемо-
сти клеточных культур, подвергнутых БНЗТ, с увели-
чением количества накапливаемого 10В, т. е. отчетливо 
проявляется зависимость доза–эффект.

Ранее была доказана безопасность борфенилала-
нина in vitro при использовании в концентрациях, 
представленных в настоящей работе. О.Ю. Волкова и 
соавторы показали, что добавление борфенилаланина 
в ростовую среду в концентрации 100 ppm 10В не вли-
яет на эффективность колониеобразования клеток гли-

альных линий [15]. Это подтверждает, что полученный 
эффект вызван именно взаимодействием нейтронов с 
ядрами 10В, а не с токсическим действием препарата.

Заключение

Бор-нейтронозахватная терапия является перспек-
тивным методом лечения пациентов с агрессивными, 
рецидивирующими опухолями. Несмотря на положи-
тельный результат, в настоящее время БНЗТ пациен-
тов официально не проводится ни на реакторах, ни на 
разрабатываемых ускорителях. В России данный вид 
терапии ранее на практике не применялся. Сегодня 
появилась возможность проводить доклинические ис-
пытания для подтверждения эффективности и безо-
пасности БНЗТ в присутствии конкретного пучка эпи-
тепловых нейтронов, полученного на источнике уско-
рительного типа в ИЯФ СО РАН.

Учитывая уникальность ускорителя и дефицит 
прямой экспериментальной информации о характе-
ре и свойствах биологических эффектов генерируе-
мого пучка, ценными данными в исследовании яви-
лись показатели снижения колониеобразования в об-
лученном контроле клеток, не содержащих 10В. 
Наличие различий в выживаемости клеток, облучен-
ных без бора и с бором, доказывает присутствие в 
спектре пучка составляющей тепловых нейтронов, 
достаточной для получения объективных свидетельств 
биологических эффектов бор-нейтронозахватных со-
бытий. Нарастание цитотоксических эффектов облу-
чения с увеличением содержания внутриклеточного 
бора при облучении на ускорителе практически де-
монстрирует не только классические биологические 
эффекты бор-нейтронозахватных событий реакции 
10B (n, α)7Li, их концентрационную зависимость, но 
и возможность дифференцированного подхода в экс-
периментах in vitro в отношении подбора и измене-
ния поглощенных доз. При этом выявленные разли-
чия в накоплении бора клетками опухолей различных 
гистологических типов требуют при разработке реко-
мендательных протоколов как учета дозозависимой 
специфики накопления 10В, так и проведения допол-
нительных экспериментов in vivo.
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