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荞麦rBTI-2的表达及其对肿瘤细胞的生长抑制作用
李玉英*　郭　慧　崔晓东　王转花

(山西大学生物技术研究所, 化学生物学与分子工程教育部重点实验室, 太原 030006)

摘要      设计一种适合基因工程开发的无标签重组荞麦胰蛋白酶抑制剂rBTI-2, 并研究其对

肿瘤细胞的生长抑制作用。构建原核表达载体pExSecI-BTI-2, 诱导表达获得可溶性目的蛋白, 经
Resource™ Q纯化后作用于HL-7702、HepG2、EC9706和QBC-939细胞, MTT检测rBTI-2对其生长

的影响, 并与前期获得的几种融合蛋白酶抑制剂进行功能比对。结果表明: 质粒pExSecI-BTI-2构建

成功, SDS-PAGE分析表明分子量约为7.8 kDa。MTT检测表明rBTI-2对几种肿瘤细胞的生长有明

显的抑制作用, 而对正常细胞HL-7702作用很小。几种蛋白酶抑制剂对肿瘤细胞的生长均有不同

程度的影响, 其中rBTI-2对肿瘤细胞的生长抑制作用要大于融合蛋白酶抑制剂rBTI, 这为深入研究

BTI诱导肿瘤细胞凋亡的分子机制及其应用开发提供了重要基础和研究依据。
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蛋白酶抑制剂普遍存在于植物、动物及微生物

体内, 在生命活动过程中起着重要的调控作用。现

研发的蛋白酶抑制剂药物多数来源于人和动物, 如
人尿胰蛋白酶抑制剂(UTI)、抑肽酶等[1], 然而由于

它们分子量大、结构复杂、分离提取难度大等特点, 
在治疗作用方面存在诸多不足之处。相比之下植物

来源的胰蛋白酶抑制剂分子量小、来源丰富、活性

位点和作用机制类似, 对胰蛋白酶、血浆激肽释放

酶、凝血酶、纤溶酶、凝血因子Xa和凝血因子XIIa
等都具有较强的抑制作用, 并且在人体内的很多生

理系统中起关键性的调控作用[2]。研究发现生物体

内的蛋白酶抑制剂还具有潜在的抗肿瘤作用[3], 可
能是一种新的抗肿瘤药物, 近年来备受关注。目前

的研究主要集中在各种豆类、甘薯、南瓜以及荞麦

等, 其中对大豆的研究较为深入, 研究表明低浓度的

大豆Bowman-Birk型胰蛋白酶抑制剂(BBI)在动物体

内对直肠癌、肝癌、口腔上皮癌和肺癌等多种癌症

都有明显的抑制作用[4], 而它的Kunitz型胰蛋白酶抑

制剂(KTI)还能抑制直肠癌细胞的迁移[5], 豇豆中的

BBI能够使乳腺癌细胞的溶酶体膜的通透性发生改

变, 进而诱导其凋亡[6]。这些研究为开发新型抗肿瘤

药物提供了新的方向。

荞麦(Fagopyrum esculentum Moench)作为一种

药食同源的植物, 目前在食品和医药方面有着广泛

的应用。研究表明, 荞麦中的生物类黄酮和胰蛋白酶

抑制剂有抑制癌细胞生长的作用。本实验室此前通

过基因克隆获得荞麦胰蛋白酶抑制剂基因序列, 构
建了重组融合蛋白rBTI (N-端含有标签序列MRGSH-
HHHHHTDP)[7-8], 并通过定点突变将预测的活性位点

氨基酸残基R45进行替换, 获得具有弹性蛋白酶抑制

剂活性的aBTI (R45突变为A45), 具有胰凝乳蛋白酶抑

制剂活性的fBTI (R45突变为F45), 以及完全失去胰蛋

白酶抑制剂活性的R,D-rBTI (R45D46突变为I45V46)。前

期研究表明, rBTI对K562、HL-60等几种肿瘤细胞的

生长有明显的抑制作用并诱导其凋亡[9-15]。为进一

步探讨其诱导肿瘤细胞凋亡的机理及作用靶点, 本
文选用没有6×His标签及其它序列的表达载体pEx-
SecI[16], 构建适合基因工程开发的无标签原核表达质

粒pExSecI-BTI-2, 表达纯化后获得高纯度的rBTI-2, 
作用于肿瘤细胞, 研究其对肿瘤细胞生长的影响, 并
比较rBTI-2与rBTI、aBTI、fBTI和R,D-rBTI几种融合

蛋白酶抑制剂对肿瘤细胞生长的影响, 为将其开发

为新型抗肿瘤药物提供重要基础。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　主要试剂　　pGEM-T-Easy Vector购自Pro-
mega公司产品; Taq DNA聚合酶购自Sangon公司产
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品; BamH I、Nde I购自Ferments公司产品; LB培养

基、B型小量质粒抽提纯化试剂盒购自博泰公司; 
小量胶回收试剂盒购自博大公司; DMEM培养液购

自美国HyClone公司; 胎牛血清为杭州四季青公司

产品; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)、Na-苯甲酰-DL-精氨

酰-对硝基苯胺盐酸盐(BApNA)购自Sigma公司; 二
甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)购自北京夏新

生物公司; 胰蛋白酶抑制剂多克隆抗体为本实验室

制备; 辣根过氧化物酶HRP标记的山羊抗大鼠IgG为

Amersham公司产品; 其它试剂均为国产分析纯。

1.1.2　细胞株和菌株　　人肝癌细胞HepG2和人正

常肝细胞HL-7702分别由第四军医大学和中国辐射

防护研究院惠赠; 食管癌细胞EC9706和胆管癌细胞

QBC-939分别由中国医学科学院肿瘤医院肿瘤研究

所和山西医科大学惠赠; QIA express pQE-31 vector、
大肠杆菌菌株E.coli BL21(DE3)为本实验室保存, 表
达载体pExSecI由德国明斯特大学Klaus Heckmann
教授惠赠。

1.2  方法

1.2.1　pExSecI-BTI-2原核表达载体的构建　　以质

粒(pQE31-BTI)为模板扩增荞麦胰蛋白酶抑制剂的

编码区域, 上游引物为: 5’-ATC ATA TGC TGC GTC 
AGT GCT CCG GT-3’, 含有一个Nde I酶切位点, 下游

引物为: 5’-ATG GAT CCT TAT CAC ATA ACA ACA 
GGA GTA TC-3’, 含有一个BamH I酶切位点。扩增

条件为: 94 ºC变性4 min, 94 ºC 1 min, 60 ºC退火1 min, 
72 ºC延伸1 min, 30个循环, 最后72 ºC延伸10 min。
1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物, BTI基因大小

约为250 bp。然后将BTI基因片段与pGEM-T Easy
载体连接并转化到E.coli DH5α中。筛选重组质粒

pGEM-T-BTI-2, 鉴定正确后, 将BTI基因和pExSecI原
核表达载体连接, 构建pExSecI-BTI-2表达载体, 并将

质粒转化入E.coli BL21(DE3)中。

1.2.2　rBTI-2蛋白的表达与纯化　　含有质粒

pExSecI-BTI-2的E.coli BL21(DE3)在0.1 mg/mL Kan
的LB培养液中, 37 ºC, 180 r/min恒温震荡培养, 当
D600达到0.5~0.6时, 加入IPTG至终浓度0.5 mmol/L以
诱导融合蛋白表达, 继续培养4 h。收集菌体, 超声破

碎后4 ºC, 12 000 r/min离心30 min, 收集上清, 沉淀用

4 mol/L尿素溶解, 同时以未诱导的菌作为空白对照, 
SDS-PAGE分析。

将收集的上清上样于Resource™ Q在AKTATM 
Explore进行分离。平衡缓冲液为20 mmol/L, pH7.5的
Tris-HCl, 洗脱液为20 mmol/L Tris-HCl, 内含0.5 mol/L 
NaCl, 控制流速2.0 mL/min, 进行梯度洗脱, 收集各洗

脱峰, 进行电泳分析。

1.2.3　rBTI-2蛋白的Western blot鉴定　　将纯化后

的rBTI-2蛋白经SDS-PAGE电泳后, 用电转仪将蛋白

转至NC膜上, 以大鼠抗BTI的抗血清作一抗, 用辣根

过氧化物酶(HRP)标记羊抗大鼠IgG为二抗, 进行蛋

白印记杂交, DAB显色, 拍照记录结果。

1.2.4　rBTI-2蛋白表达条件的优化　　方法同实

验1.2.2, 当D600达到0.5~0.6时, 加入IPTG至终浓度  
0.5 mmol/L, 分别在诱导2.5 h、3.0 h、3.5 h、4 h和
4.5 h时收集菌体, 超声破碎, 采用SDS-PAGE分析目

的蛋白的表达量。另外, 加入不同浓度的IPTG, 终
浓度分别为0.3 mmol/L、0.4 mmol/L、0.5 mmol/L、 
0.6 mmol/L和0.7 mmol/L, 诱导3.5 h后收集菌体, 超
声破碎, 采用SDS-PAGE分析目的蛋白的表达量。

1.2.5　rBTI-2抑制活性的测定　　参照Smith等[17]

的方法 , 以BApNA为底物 , 在 4.4 mL的测活体系 
(100 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 含10 mmol/L CaCl2)中
加入20 μL胰蛋白酶(1 mg/mL)和30 μL rBTI-2, 37 ºC
保温10 min, 迅速加入底BApNA(150 mmol/L, 溶剂为

二甲基亚砜), 继续保温10 min, 加入0.5 mL 33%乙酸

终止反应, 利用紫外分光光度计在410 nm波长下测定

吸收值。对照反应体系以相同体积的测活缓冲液代

替抑制剂样品溶液。抑制活性定义为每分钟内使每

毫升反应液的D410降低0. 01为一个抑制活力单位(U)。
抑制比活力(U/mg)为每毫克蛋白所具有的抑制活力。

1.2.6　细胞培养　　人正常肝细胞HL-7702、人肝

癌细胞HepG2、人食管癌细胞EC9706和人胆管癌

细胞QBC-939分别在含有体积分数为10%胎牛血

清, 8 U/mL庆大霉素的DMEM完全培养基, 37 ºC, 5% 
CO2孵育箱中培养, 细胞呈贴壁生长, 2~3天传代一

次, 取对数生长期细胞进行实验。

1.2.7　倒置显微镜观察细胞生长的变化　　人肝

癌细胞HepG2在6孔板中过夜生长, 加入终浓度为 
10 μmol/L的rBTI-2和PBS处理48 h, 置于倒置相差显

微镜下(100×)观察细胞的形态学变化。

1.2.8　rBTI-2抑制肿瘤细胞生长的MTT检测　　取

对数生长期的HL-7702、HepG2、EC9706和QBC-939
细胞, 胰酶消化后, 细胞计数板计数, 按每孔100 μL
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接种于96孔板中, 每孔细胞数量控制在5 000~10 000
个之间, 37 ºC, 5% CO2过夜培养, 加入不同浓度的

rBTI-2纯品, 在最大作用浓度时, 以相同浓度的牛血

清白蛋白BSA作为对照, 作用48 h后每孔加入20 μL 
MTT(5 mg/mL), 继续培养4 h, 弃上清每孔加入150 μL 
DMSO, 振荡10 min, 待完全溶解后, 与酶标免疫测定

仪(BIO-RAD MODEL 550)测定490 nm处的吸光度值。

细胞存活率=处理组D值/对照组D值×100%。

1.2.9　几种蛋白酶抑制剂抑制HepG2细胞生长的

MTT检测　　方法同1.2.8。供试样品浓度为5 μmol/L
的重组荞麦胰蛋白酶抑制剂rBTI、具有胰凝乳蛋白

酶抑制剂活性的fBTI、具有弹性蛋白酶抑制剂活性

的aBTI、无胰蛋白酶抑制剂活性的R,D-rBTI以及无

标签的胰蛋白酶抑制剂rBTI-2。
细胞生长的抑制率=(1–处理组D值/对照组D

值)×100%。

1.2.10　统计学处理　　所有数据用3次独立实验的

平均值表示, 数据用均值加减标准差(x－ ±SD)表示。

组内采用方差分析, 组间采用t检验。

2   结果
2.1  pExSecI-BTI-2原核表达质粒的构建   

以C1、C2为引物 , 以质粒 (pQE31-BTI)为模板 , 
进行PCR扩增 , 得到大小为250 bp左右的目地基因

BTI(图 1A)。将BTI连到 pExSecI中 , 构建重组质粒

pExSecI-BTI-2, 通过BamH I和Nde I双酶切及PCR鉴

定(图1B), 测序结果显示BTI基因已正确连入pEx-
SecI载体中。

2.2  rBTI-2蛋白的表达与纯化  
按照实验1.2.2方法, 构建重组表达质粒pExSe-

cI-BTI-2, 转化入E.coli BL21(DE3)菌株中进行表达。

表达产物经Resource™ Q纯化后, 15% SDS-PAGE分
析, 同时用未诱导空质粒表达作阴性对照, 结果如图

2A显示, 表达的重组蛋白以可溶的形式存在, rBTI-2
纯度达95%以上, 分子量约为7.8 kDa。
2.3  rBTI-2蛋白的Western blot鉴定

按照实验1.2.3方法, 对纯化的rBTI-2蛋白进行

Western blot鉴定, 结果见图2B, 表明rBTI-2蛋白确实

为胰蛋白酶抑制剂。

2.4  rBTI-2蛋白表达条件的优化   
按照实验1.2.4对rBTI-2蛋白表达进行优化, 表

达产物经15% SDS-PAGE分析, 结果如图3显示, 当
诱导剂IPTG浓度相同时, 诱导3.5 h时, 蛋白表达量

最大, 同时在诱导时间相同的情况下, IPTG终浓度

至0.5 mmol/L蛋白表达量最大, 所以rBTI-2蛋白最佳

表达条件是: IPTG终浓度为0.5 mmol/L, 诱导时间为

3.5 h。
2.5  rBTI-2抑制胰蛋白酶活性的测定

以BApNA为底物测定rBTI-2的抑制胰蛋白酶

活性, 结果显示, rBTI-2具有抑制胰蛋白酶活性, 其
抑制活性为67 U/mg rBTI-2蛋白, 此结果与我们之前

报道的重组融合荞麦胰蛋白酶抑制剂rBTI的抑制活

性相近, 由此可见, rBTI-2蛋白能够明显地抑制胰蛋

白酶的活性, 是一种胰蛋白酶抑制剂。

2.6  倒置显微镜观察细胞生长状态   
在倒置显微镜下观察细胞形态, 对照组(图4A)

细胞呈贴壁状态, 单层生长, 为不规则多边形, 核大

且圆, 核仁明显, 经10 μmol/L的rBTI-2处理48 h后(图
4B), 可见部分细胞皱缩变圆, 细胞间间隙变大, 部分

细胞脱落。

2.7  rBTI-2对肿瘤细胞生长的MTT检测   
利用MTT比色法检测 rBTI-2对几种肿瘤细胞

和人正常肝细胞HL-7702生长的影响 , 结果 (图5–图
7)表明 , rBTI-2对HepG2、EC9706和QBC-939细胞的

增殖抑制效率具有剂量依赖性。在1.25~10 μmol/L
的浓度范围内, rBTI-2能够显著抑制几种肿瘤细胞

的增长, 随着药物浓度的增加, 抑制作用逐渐增强, 
而对正常肝细胞HL-7702的增殖影响很小。当用 

M: DL2 000 DNA Marker; 1: BTI 基因; 2: BamH I和Nde I双酶切pEx-
SecI-BTI-2; 3: BTI的PCR产物。

M: DL2 000 DNA Marker; lane 1: BTI gene; lane 2: pExSecI-BTI-2 di-
gested by BamH I and Nde I; lane 3: PCR products of BTI.

图1　PCR产物和重组质粒pExSecI-BTI-2的琼脂糖凝胶电

泳分析

Fig.1　Analysis of the PCR products and the recombinant 
plasmid pExSecI-BTI-2 by agarose gel
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M: 低分子质量标准蛋白; 1,2: 未诱导pExSecI-BTI-2上清与沉淀; 3,4: 诱导的pExSecI-BTI-2上清与沉淀; 5: 纯化的rBTI-2; 6-8: rBTI-2的Western 
blot分析。

M: protein molecular weight marker; lane 1 and 2: supernatant and sediment of pExSecI-BTI-2 none induced; lane 3 and 4: supernatant of and sediment 
pExSecI-BTI-2 induced; lane 5: purified  rBTI-2; lane 6-8: Western blot analysis of rBTI-2.

图2　rBTI-2的电泳分析(15% SDS-PAGE)和Western blot分析

Fig.2　Electrophoretic (15% SDS-PAGE) and Western blot analysis of rBTI-2

A: 1-10: 诱导pExSecI-BTI-2 2.5 h、3 h、3.5 h、4 h和4.5 h的上清与沉淀; B: 1-10: 诱导剂浓度分别为 0.3 mmol/L、0.4 mmol/L、0.5 mmol/L、 
0.6 mmol/L和0.7 mmol/L时, 诱导pExSecI-BTI-2的上清与沉淀。

A: lane 1-10: supernatant and sediment of pExSecI-BTI-2 to induce 2.5 h, 3 h, 3.5 h, 4 h and 4.5 h, respectively; B: lane 1-10: supernatant and sediment 
of pExSecI-BTI-2 in 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 and 0.7 mmol/L inducer, respectively.

图3　不同诱导时间和不同诱导剂浓度的SDS-PAGE电泳分析

Fig.3　SDS-PAGE electrophoretic analysis of different induction time and inducer concentrations

HepG2细胞分别用PBS(A)和10 μmol/L的rBTI-2(B)作用48 h。
HepG2 cells in control group induced with PBS(A) or in treated group induced with 10 μmol/L rBTI-2(B) for 48 h.

图4　rBTI-2作用于HepG2细胞倒置显微镜的观察(100×)
Fig.4　Inverted phase contrast micrographs of HepG2 treated with rBTI-2 (100×)
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10 μmol/L rBTI-2作用细胞48 h后, 对HL-7702细胞的

增殖抑制率仅为(8.2±0.62)%, 而对HepG2、 EC9706
和QBC-939细胞增殖抑制率分别为(48.4±2.11)%、

(49.2±1.42)%和(61.6±1.84)%, 可见, 在相同作用浓度

和时间下, rBTI-2对QBC-939肿瘤细胞的生长抑制效

果较强。同时, 用牛血清白蛋白作为对照, 可以看出, 
rBTI-2对HepG2细胞的生长确实有明显抑制作用, 

作用48 h后, 抑制率约为50%。

2.8  几种不同蛋白酶抑制剂对HepG2细胞生长的

MTT检测  
图8为几种不同的蛋白酶抑制剂对HepG2细胞

生长的作用, 样品浓度为5 μmol/L, 作用时间分别为

不同浓度的rBTI-2作用细胞48 h, 酶标免疫测定仪(Bio-Rad model 
550)测定490 nm处吸光度值, rBTI-2以剂量依赖的方式抑制HepG2细
胞的生长, *P<0.05。
Cells were incubated with various concentrations of rBTI-2 for 48 h. 
The color intensity was measured using a microtiter plate reader (Bio-
Rad model 550) at 490 nm, rBTI-2 inhibited the survival of HepG2 cells 
in a dose-depeddent manner, *P<0.05.

图5　rBTI-2对HepG2和HL-7702细胞生长的作用

Fig.5　Effects of rBTI-2 treatment on the growth of HepG2 
and HL-7702 cells

细胞经10 μmol/L rBTI-2和BSA作用48 h。酶标免疫测定仪(Bio-Rad 
model 550)测定490 nm处吸光度值, rBTI-2能明显抑制HepG2细胞的

生长, 而BSA对HepG2的增值没有抑制作用, *P<0.05。
Cells were incubated with 10 μmol/L rBTI-2 and BSA for 48 h. The 
color intensity was measured using a microtiter plate reader (Bio-Rad 
model 550) at 490 nm, rBTI-2 specifically inhibited the survival of 
HepG2 cells, while the BSA hardly had any inhibition on proliferation 
of HepG2, *P<0.05.

图6　rBTI-2和BSA对HepG2细胞生长的作用

Fig.6　Effects of rBTI-2 and BSA treatment on the growth 
of HepG2 cells

不同浓度的rBTI-2作用不同细胞48 h。酶标免疫测定仪(Bio-Rad 
model 550)测定490 nm处吸光度值, rBTI-2能明显抑制QBC-939、
EC9706和HepG2细胞的生长, 而对人正常肝细胞HL-7702的毒副作

用较小, *P<0.05。
Different cells were incubated with various concentrations of rBTI-2 for 
48 h. The color intensity was measured using a microtiter plate reader 
(Bio-Rad model 550) at 490 nm, rBTI-2 specifically inhibited the sur-
vival of QBC-939、EC9706 and HepG2 cells, while it has showed less 
toxicity against HL-7702 cell, *P<0.05.

图7　rBTI-2对QBC-939、EC9706、HepG2和HL-7702生长

的作用

Fig.7　Effects of rBTI-2 treatment on the growth of QBC-
939、EC9706、HepG2 and HL-7702

5 μmol/L的rBTI、aBTI、fBTI、R,D-BTI和rBTI-2作用HepG2细胞24 h
和48 h, 酶标免疫测定仪(Bio-Rad model 550)测定490 nm处吸光度值, 
*P<0.05, **P<0.01。
HepG2 cells were incubated with rBTI、aBTI、fBTI、R,D-BTI and 
rBTI-2 for 24 h and 48 h. Concentration of inhibitors is 5 μmol/L. The 
color intensity was measured using a microtiter plate reader (Bio-Rad 
model 550) at 490 nm, *P<0.05, **P<0.01.

图8　不同蛋白酶抑制剂对HepG2细胞生长的作用

Fig.8　Effects of different protease inhibitors on treatment 
on the growth of HepG2 cells
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24 h和48 h。结果显示, rBTI-2、rBTI、aBTI、fBTI
和R,D-rBTI几种蛋白酶抑制剂对HepG2的增殖都有

不同程度的影响, 作用48 h后的抑制率明显高于作

用24 h, 呈现一定的时间依赖效应。其中作用24 h后, 
fBTI、R,D-rBTI 和rBTI-2抑制率要高于rBTI和aBTI, 
48 h后的作用效果一致, 并且rBTI-2的抑制率要高于

重组胰蛋白酶抑制剂rBTI, 可见在相同的摩尔浓度

下, 同为胰蛋白酶抑制剂的rBTI-2的作用较为明显。

3   讨论
胰蛋白酶抑制剂在人体内的很多生理系统中起

关键性的调控作用, 是维持体内环境稳定的重要因

素近年来, 作为潜在的新型抗癌药物, 受到越来越多

研究者的青睐。Kennedy等[18-19]研究证实低浓度的

Bowman-Birk型抑制剂在动物体内对直肠癌、肝癌、

口腔上皮癌和肺癌等多种癌症都有明显的抑制作用。

大豆KTI能极大的减少肿瘤负担, 减少卵巢癌腹膜弥

散型转移模型中腹水的形成[20-21]。我们前期获得的

带6个His标签的重组融合荞麦胰蛋白酶抑制剂rBTI, 
体外研究发现, 能够显著抑制HL-60细胞(人急性髓细

胞性白血病细胞株)、HepG2细胞(人肝癌细胞株)及
IM-9细胞(人多发性骨髓瘤细胞株)等肿瘤细胞的增

殖并诱导其凋亡, 对正常细胞无副作用[12-15]。为此, 
本研究选用表达载体pExSecI, 它的基因型是: kanr, 
MCS, T7启动子, M13复制区, 含有BamH I、Nde I酶
切位点, 无任何标签序列, 构建了适合基因工程开发

的无标签重组表达质粒pExSecI-BTI-2, 并在 E.coli 
BL21(DE3)中稳定表达, 表达产物以可溶形式存在。

纯化后得到高纯度的rBTI-2, 这为它的大规模生产

提供了理论和实践基础。

在抑制肿瘤细胞生长实验中, 我们证实了rBTI-2
对HepG2、EC9706和QBC-939细胞的生长有明显

的抑制作用, 并且呈现剂量依赖关系, 但对正常肝

细胞HL-7702影响很小 , 10 μmol/L rBTI-2作用48 h
后, 对这几种肿瘤细胞的抑制率分别为(48.4±2.11)%、

(49.2±1.42)%和(61.6±1.84)%, 表明rBTI-2具有广谱的

抗肿瘤效果, 并且对QBC-939细胞作用较强。另外, 
rBTI-2作用HepG2细胞48 h后, 倒置相差显微镜可以

观察到细胞的形态发生了明显的变化, 细胞皱缩、变

圆, 部分细胞脱落。这些事件中, rBTI-2可能直接或

间接参与修改细胞周期调节蛋白的表达, 或者直接对

表达产物进行修改, 从而导致细胞生长抑制。它是如

何进入细胞, 直接的作用靶点是什么, 这些还需要从

分子机理上进行深入的研究。

实验还发现, 与先前获得的几种蛋白酶抑制剂

相比, 无标签的rBTI-2确实具有抑制肿瘤细胞生长

的作用, 并且作用效果比rBTI要强。相同摩尔浓度

时, 由于rBTI-2不含融合蛋白, 作用时或许更容易和

相应的受体结合, 发挥其作用, 所以rBTI-2抑制率也

相应较大。几种蛋白酶抑制剂都能抑制肿瘤细胞的

生长, 说明它们的抗肿瘤作用与其活性位点可能没

有关系, 也可能是它们的作用受体不同, 导致对肿瘤

细胞生长的影响不同, 或许与它们的某些片段有关

系, 或许是几个关键氨基酸发挥着重要作用, 这需要

在结构和功能上进一步去证实。

总之, 本研究表明rBTI-2可以作为一种潜在的

抗肿瘤药物, 用于多种癌症的预防和治疗, 这为新型

抗肿瘤药物的开发提供了新的方向。
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Expression of rBTI-2 of Buckwheat and Its Inhibit Proliferation Activity on 
Tumor Cells

Li Yuying*, Guo Hui, Cui Xiaodong, Wang Zhuanhua
(Key Laboratory for Chemical Biology and Molecular Engineering of Ministry of Education, Institute of Biotechnology, 

Shanxi University, Taiyuan 030006, China)

Abstract        To design a recombinant buckwheat trypsin inhibitor(rBTI-2) without label that suitable for 
developing genetic engineering and examine the effects of its inhibit proliferation activity on tumor cells, the 
pExSecI-BTI-2 was constructed. Soluble protein could acquired through inducing by IPTG. After purified through 
Resource™ Q column, the possible effects of rBTI-2 on the proliferation of  HL-7702, HepG2, EC9706 and QBC-
939 cell lines were investigated by MTT assays and compared the effect of several protease inhibitors on tumor 
cells. The results indicated that pExSecI-BTI-2 had been constructed. After purified and analyzed by SDS-PAGE, 
the approximate molecular weight was 7.8 kDa. MTT assays indicated that rBTI-2 could specifically inhibit the 
growth of HepG2, EC9706 and QBC-939, while it had showed less toxicity against HL-7702 cells. Several protease 
inhibitors could inhibit the proliferation of tumor cells on different level. Comparing with fusion protease inhibitors 
(rBTI), the inhibit proliferation activity on tumor cells of rBTI-2 was slightly strong. It provides important 
foundation and evidence for the molecule mechanism of apoptosis and application of rBTI-2.

Key  words        protease inhibitor; cell proliferation; MTT assay
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