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Abstract
To clarify the cytotoxic effects of HMC3 and U87 cells on L-phenylalanine and boron [10B] falen, as well as the retention time of 
boron [10B] falen influenced by L-phenylalanine. Methods: After cell culture, cytotoxicity tests were conducted using L-phenylalanine 
and boron [10B] falen. Concentrations were set according to toxicity thresholds for L-phenylalanine stimulation and boron [10B] 
falen evaluation. Results: The cytotoxic thresholds for HMC3 and U87 cells under boron [10B] falen were 3200ppm and 2600 ppm, 
respectively. Both showed a cytotoxic threshold of 20mM for L-phenylalanine. When cells were first incubated with 2500ppm boron 
[10B] falen followed by 5 mM L-phenylalanine, no significant changes in boron concentration were observed in HMC3 cells, while 
U87 cells showed higher boron concentration without statistical significance. Subsequent L-phenylalanine incubation at different 
concentrations and times revealed significantly increased boron concentration in U87 cells compared to the control group, with 
no significant difference observed in HMC3 cells. Conclusion: After boron [10B] falen incubation and stimulation with certain 
concentrations of L-phenylalanine, U87 cells exhibited higher boron concentration than HMC3 cells.
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摘　要

目的：明确HMC3、U87 L-苯丙氨酸与硼[10B]法仑的细胞毒性及L-苯丙氨酸对硼[10B]法仑滞留时间的影响。方法：细胞培养
后分别进行L-苯丙氨酸与硼[10B]法仑细胞毒性检测。根据毒性阈值，设置一定的浓度进行L-苯丙氨酸刺激、孵育硼[10B]法
仑评估HMC3、U87细胞硼浓度。结果：HMC3、U87硼[10B]法仑细胞毒性阈值分别为3200ppm与2600ppm。其L-苯丙氨酸细
胞毒性阈值均为20mM。HMC3、U87细胞先孵育2500ppm 硼[10B]法仑，后分组进行再孵育5mM L-苯丙氨酸，发现HMC3硼
浓度变化不明显，U87硼浓度较高，但没有统计学差异。后进行不同浓度和时间的L-苯丙氨酸孵育，U87孵育L-苯丙氨酸组
较无苯丙氨酸组硼浓度显著增加，HMC3未见显著差异，且U87硼浓度高于HMC3。结论：U87经硼[10B]法仑孵育及一定浓
度的L-苯丙氨酸刺激后其硼浓度高于HMC3。
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1 引言

硼中子俘获治疗 (BNCT) 是将含有 10B 的亲肿瘤靶向硼

药注入患者体内，硼药选择性地聚集于肿瘤细胞内，再使用

热中子或超热中子从患者体外进行照射，被硼俘获后发生核

反应，从而生成 a 粒子和 7Li 粒子，a 粒子能够释放高线性

能量转移，在生物组织中的射程为 5- 9um，与细胞直径类似，

可有效杀死肿瘤细胞，实现对癌细胞的精准杀伤，同时最大

程度保护周围正常组织 [1][2]。其为当前常规肿瘤治疗手段的

有效补充，也是具发展潜力且正新兴快速发展的代表性先进

放射治疗技术。

1951 年，Sweet 等首次提出 BNCT 概念，并尝试使用

硼硫氢化物（BSH）作为硼携带剂 [3]。这是第一代硼携带剂，

BSH 因含硫基团易于穿透血脑屏障，被用于脑肿瘤治疗。

然而，其肿瘤选择性低且代谢不稳定，导致临床效果有限。
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1967 年，Soloway 团队开发了对硼苯丙氨酸（BPA），利用

肿瘤细胞对氨基酸的高摄取特性提高靶向性 [4]。

BPA 的肿瘤 / 正常组织硼浓度比显著优于 BSH，成为

第二代硼携带剂的代表 [5]。1990 年代，通过 BPA 改良优化

形式提高水溶性，并采用静脉输注替代口服，增强了药物

稳定性。同时还有许多新型硼携带剂的探索，如含硼卟啉、

纳米载体系统。硼 [10B] 法仑为苯丙氨酸的衍生物，与日本

已上市同类产品化学式相同，但处方工艺和辅料配方已行改

良。为进一步了解脑瘤与正常细胞的差别，本实验拟行脑胶

质母细胞瘤细胞、正常细胞的硼 [10B] 法仑细胞实验，为临

床试验提供参考依据。

材料与方法

细胞系：人源小胶质细胞系 HMC3、人源胶质母细胞

瘤细胞系 U87

试 剂 及 仪 器： 注 射 用 硼 [10B] 法 仑 注 射 液（ 批 号

155191202）、100ug/mL 硼（B） 标 准 溶 液（ 批 号 77591-

6）、Adamas	69% 硝酸（批号 P2202604）、Agilent ICP-MS 

7900、果糖溶液、L- 苯丙氨酸、10%	cck-8 试剂、二氧化碳

培养基、Simplicity	UV 水纯化系统，细胞培养箱、酶标仪、

96 孔板、6 孔板、移液器、细胞计数仪、硼浓度测定仪器等。

实验步骤：

2 L- 苯丙氨酸细胞毒性检测

1）HMC3、U87 细胞培养；

2）按照 1×104cells/ 孔接种于 96 孔板，每孔 200ul 完

全培养基培养至汇合度 70%；

3）加入 100ul 不同浓度 L- 苯丙氨酸（0，0.5，1，2，5，

10，20，50 mM），每个浓度 6 个复孔；

4） 加 药 24h 后，100ul/ 孔 含 10%	cck-8 试 剂 的 完 全

培养基，置于细胞培养箱避光孵育 1h，酶标仪检测波长

450nm 的 OD 值。

3 硼 [10B] 法仑细胞毒性检测

1）HMC3、U87 细胞培养；

2）按照 1×104cells/ 孔接种于 96 孔板，每孔 200ul 完

全培养基培养至汇合度 70%；

3）加入 100ul 不同浓度硼 [10B] 法仑和相应同浓度

果 糖 溶 液 做 对 照（0，600，1000，1600，2000，2600，

3200ppm），每个浓度 6 个复孔；

4） 加 药 24h 后，100ul/ 孔 含 10%	cck-8 试 剂 的 完 全

培养基，置于细胞培养箱避光孵育 1h，酶标仪检测波长

450nm 的 OD 值。

4 L- 苯丙氨酸刺激后肿瘤细胞对硼 [10B] 法
仑在细胞中滞留时间的影响

1）U87、HMC3 细胞培养；

2）按照 1×105cells/ 孔接种于 6 孔板，每孔 2ml 完全

培养基培养至汇合度 70%；

3）硼 [10B] 法仑（2500ppm）孵育 4h 后，再按照下面

实验分组（3 孔 / 组）处理后，收集细胞计数测硼浓度。

a. 对照组：无药空白对照；

b. 实验组 1：硼 [10B] 法仑孵育 4h（4h+0+0）；

c. 实验组 2：硼 [10B] 法仑孵育 4h 后换完全培养基 2h

（4h+0+2h）；

d. 实验组 3：硼 [10B] 法仑孵育 4h 后换 L- 苯丙氨酸

5mM 孵育 1h 后再换完全培养基 1h（4h+1h+1h）；

e. 实验组 4：硼 [10B] 法仑孵育 4h 后换 L- 苯丙氨酸

5mM 孵育 2h（4h+2h+0h）。

5 先孵育硼 [10B] 法仑

1）U87、HMC3 细胞培养；

2）按照 3×105cells/ 孔接种于 6 孔板，完全培养基培

养至汇合度 70%；

3）先分别加 2ml 含硼 [10B] 法仑（2500ppm）的完全培

养基孵育 4h 后，再按照下面实验分组（3 孔 / 组）处理后，

收集细胞计数测硼浓度。

a.4h-0-0：孵育 4h 硼 [10B] 法仑；

b.4h-0-2h：孵育 4h 硼 [10B] 法仑后完全培养基培养

2h；

C.4h-10mM 1h-1h：孵育 4h 硼 [10B] 法仑，再孵育 1h 

10mM  L- 苯丙氨酸，后完全培养基培养 1h；

d.4h-10mM	2h-0： 孵 育 4h 硼 [10B] 法 仑， 再 孵 育 2h 

10mM  L- 苯丙氨酸；

e.4h-20 mM 1h-1h：孵育 4h 硼 [10B] 法仑，再孵育 1h 

20mM  L- 苯丙氨酸，后完全培养基培养 1h；

F.4h-20mM 2h-0：孵育 4h 硼 [10B] 法仑，再孵育 2h 20 

mM  L- 苯丙氨酸。

6 结果

6.1 L- 苯丙氨酸与硼 [10B] 法仑的细胞毒性
细胞存活率低于 70% 即该药物浓度对细胞具有潜在毒

性。HMC3、U87 试验所用 5mM 浓度 L- 苯丙氨酸均对细胞

没有毒性，其 L- 苯丙氨酸最高无毒浓度可达 20mM。在硼

[10B] 法仑浓度达到 3200ppm 时对 HMC3 细胞无毒性，浓度

达到 2600ppm 时对 U87 细胞无毒性，如图 1。   

6.2 L- 苯丙氨酸对硼 [10B] 法仑滞留时间的影响
HMC3、U87 先孵育 2500ppm 硼 [10B] 法仑 4h，后各分

组孵育 5mM L- 苯丙氨酸，并设置不同的孵育时间，再检测

硼浓度。实验发现 HMC3 孵育硼 [10B] 法仑后直接测硼浓度

者其硼浓度最高。HMC3 孵育硼 [10B] 法仑后再行细胞培养

2h 组、孵育硼 [10B] 法仑后再换 1h 5mM L- 苯丙氨酸及细胞

培养 1h 组、孵育硼 [10B] 法仑后再换 2h 5mM L- 苯丙氨酸组

硼浓度均较低，部分数值低于对照组，其数值相差不明显。

U87 孵育硼 [10B] 法仑后直接测硼浓度其硼浓度也处于最高
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值。U87 孵育硼 [10B] 法仑后再行细胞培养 2h 组、孵育硼 [10B]

法仑后再换 1h 5mM L- 苯丙氨酸及细胞培养 1h 组、孵育硼

[10B] 法仑后再换 2h 5mM L- 苯丙氨酸组硼浓度均较低，但

高于对照组。且孵育 L- 苯丙氨酸 2h 组较 1h 组的硼浓度高，

L- 苯丙氨酸孵育 1h 组较无苯丙氨酸孵育组硼浓度高，但没

有统计学差异，如图 2。

b.实验组 1：硼[10B]法仑孵育 4h（4h+0+0）；

c.实验组 2：硼[10B]法仑孵育 4h后换完全培养基 2h（4h+0+2h）；

d.实验组 3：硼[10B]法仑孵育 4h 后换 L-苯丙氨酸 5mM 孵育 1h 后再换完全培养基 1h
（4h+1h+1h）；

e.实验组 4：硼[10B]法仑孵育 4h后换 L-苯丙氨酸 5mM孵育 2h（4h+2h+0h）。

5 先孵育硼[10B]法仑

1）U87、HMC3细胞培养；

2）按照 3×105cells/孔接种于 6孔板，完全培养基培养至汇合度 70%；

3）先分别加 2ml含硼[10B]法仑（2500ppm）的完全培养基孵育 4h后，再按照下面实验分组

（3孔/组）处理后，收集细胞计数测硼浓度。

a.4h-0-0：孵育 4h硼[10B]法仑；

b.4h-0-2h：孵育 4h硼[10B]法仑后完全培养基培养 2h；
C.4h-10mM 1h-1h：孵育 4h 硼[10B]法仑，再孵育 1h 10mM L-苯丙氨酸，后完全培养基培

养 1h；
d.4h-10mM 2h-0：孵育 4h硼[10B]法仑，再孵育 2h 10mM L-苯丙氨酸；

e.4h-20 mM 1h-1h：孵育 4h 硼[10B]法仑，再孵育 1h 20mM L-苯丙氨酸，后完全培养基培

养 1h；
F.4h-20mM 2h-0：孵育 4h硼[10B]法仑，再孵育 2h 20 mM L-苯丙氨酸。

6 结果

6.1 L-苯丙氨酸与硼[10B]法仑的细胞毒性

细胞存活率低于 70%即该药物浓度对细胞具有潜在毒性。HMC3、U87试验所用 5mM
浓度 L-苯丙氨酸均对细胞没有毒性，其 L-苯丙氨酸最高无毒浓度可达 20mM。在硼[10B]法
仑浓度达到 3200ppm 时对 HMC3 细胞无毒性，浓度达到 2600ppm 时对 U87 细胞无毒性，

如图 1。

硼[10B]法仑

果糖

硼[10B]法仑

硼[10B]法仑

果糖

图 1.HMC3、U87 细胞 L- 苯丙氨酸与硼 [10B] 法仑的毒性检测

图 2 HMC3、U87 细胞 L- 苯丙氨酸对硼 [10B] 法仑滞留时间

的影响

各细胞孵育硼 [10B] 法仑后，在安全范围内提高 L- 苯

丙氨酸浓度，设置不同的孵育时间，后进行硼浓度测定。结

果显示，U87 细胞先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育 1h 10mM  

L- 苯丙氨酸再细胞培养 1h 组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵

育 2h 10mM  L- 苯丙氨酸组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵

育 1h 20mM  L- 苯丙氨酸再细胞培养组、先孵育 4h 硼 [10B]

法仑后孵育 2h 20mM  L- 苯丙氨酸组硼浓度数值均较孵育

4h 硼 [10B] 法仑后细胞培养 2h 组高，P<0.05，有统计学差

异。而 HMC3 细胞先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育 1h 10mM  

L- 苯丙氨酸再细胞培养 1h 组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵

育 2h 10mM  L- 苯丙氨酸组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育

1h 20mM  L- 苯丙氨酸再细胞培养组硼浓度数值与孵育 4h 

硼 [10B] 法仑后细胞培养 2h 组比较，P ＞ 0.05，无统计学差

异。但先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育 2h 20mM  L- 苯丙氨酸

组硼浓度数值较孵育 4h 硼 [10B] 法仑后细胞培养 2h 组高，P

＜ 0.05，有统计学差异，如图 3。

图 3 HMC3、U87 细胞不同浓度的 L- 苯丙氨酸对硼 [10B] 法

仑滞留时间的影响

进行 HMC3 与 U87 细胞对比，关于孵育 4h 硼 [10B]
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法仑后细胞培养 2h 组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育 2h 

10mM  L- 苯丙氨酸组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育 2h 

20mM  L- 苯丙氨酸组 U87 与 HMC3 硼浓度对比，U87 数

值高于 HMC3，但 P ＞ 0.05，无统计学差异。只孵育 4h 硼

[10B] 法仑组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育 1h 10mM  L- 苯

丙氨酸再细胞培养 1h 组、先孵育 4h 硼 [10B] 法仑后孵育 1h 

20mM  L- 苯丙氨酸再细胞培养组 U87 均较 HMC3 硼浓度高，

P ＜ 0.001，有统计学差异。

7 结语

本研究首先研究 L- 苯丙氨酸与硼 [10B] 法仑的细胞毒性，

设定不同浓度，初步试验获得 HMC3、U87 细胞 L- 苯丙氨

酸毒性阈值为 20mM，HMC3 细胞硼 [10B] 法仑毒性阈值为

3200ppm，U87 细胞硼 [10B] 法仑毒性阈值为 2600ppm。这与

先前的一些研究成果相呼应，在 Yin	J 等 [6] 的研究表明，特

定的氨基酸在一定浓度范围内对细胞的生长和代谢无明显负

面影响，本研究进一步验证了这一观点。但对于含硼制剂，

不同细胞系对其耐受浓度的差异也在研究中有所体现，这可

能与细胞的代谢能力、膜通透性等因素有关 [7]。

关于 L- 苯丙氨酸对硼 [10B] 法仑滞留时间的影响，该

试验主要采用安全剂量范围内的固定小剂量 5mM L- 苯丙氨

酸和大剂量 2500ppm 硼 [10B] 法仑孵育进行实验的探索孵育

的时间、细胞培养的价值。结果发现 HMC3 细胞硼浓度变

化不明显，U87 细胞硼 [10B] 法仑含量较高，且 L- 苯丙氨酸

孵育时间长其硼浓度有获益趋势，但没有统计学差异。这可

能暗示着不同细胞系对 L- 苯丙氨酸和硼 [10B] 法仑的相互作

用机制存在差异。有研究指出，细胞内的转运蛋白和代谢酶

的表达水平在不同细胞系中有所不同，这可能导致对硼 [10B]

法仑的摄取和滞留情况不同 [8]。

考虑到实验中 L- 苯丙氨酸孵育时间长其硼浓度有获益

表现，我们在允许范围内提高 L- 苯丙氨酸浓度及孵育时间。

发现 U87、HMC3 孵育硼 [10B] 法仑后直接测硼浓度者其硼

浓度最高。但人体体内含有复杂的内环境，有丰富的糖类、

氨基酸、电解质。故采用模拟体内状态，进行孵育硼 [10B]

法仑后，设置不同浓度和孵育时间的 L- 苯丙氨酸，测定硼

浓度数值结果显示，相较于无苯丙氨酸孵育组，U87 L- 苯

丙氨酸孵育组的硼浓度显著增加（P	<	0.05），而 HMC3 细

胞无显著差异。这一结果表明，U87 细胞可能对 L- 苯丙氨

酸的刺激更为敏感，其内部的代谢途径可能更容易受到 L-

苯丙氨酸的调节，从而影响硼 [10B] 法仑的滞留时间。相关

文献 [9] 也提到，癌细胞在代谢上具有一定的特殊性，可能

更容易受到外界因素的影响，本研究中 U87 细胞的这一表

现与此观点相符。

后将 HMC3 与 U87 细胞对比，细胞培养无苯丙氨酸孵

育组 U87 与 HMC3 的硼浓度无显著差异，但经 L- 苯丙氨酸

孵育后，U87 硼浓度显著高于 HMC3，部分有统计学差异。

这一结果为癌症的诊断和治疗提供了潜在的思路。有研究表

明，利用癌细胞与正常细胞在代谢和物质摄取上的差异，可

以开发出更具针对性的诊断和治疗方法 [10]。本研究中 L- 苯

丙氨酸孵育后癌细胞硼浓度的显著增加，可能为基于硼中子

俘获疗法等癌症治疗手段提供了新的靶点和策略。

8 讨论

本研究探讨了 L - 苯丙氨酸与硼 [10B] 法仑的细胞毒性

以及 L- 苯丙氨酸对硼 [10B] 法仑滞留时间的影响，揭示了肿

瘤细胞与正常细胞的差异。未来的研究可以进一步深入探究

细胞对药物响应差异的分子机制，以及如何更好地利用这些

特性来开发更有效的癌症治疗方法。
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