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重组荠麦蛋白酶抑制剂 aBTI 的表达及其对
肝癌 HepG2 细胞增殖的影响

田欣李玉英王转花*

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

摘要 为了深入研究不同类型养麦蛋白酶抑制剂在抑制肿瘤细胞生长及诱导其发生凋亡方

面的作用，本实验在先前得到的重组养麦膜蛋白酶抑制剂 (rBTI)的基础上，运用定点突变技术将rBTI

的活性位点进行替换，构建一种新型蛋白酶抑制剂 aBTI 。 通过在大肠杆菌 M15 [pREP4] 中表达， 获

得以可溶形式存在的 aBTI 目的蛋白 。 经 NF+-NTA 亲和层析及 superdex 75 分子筛层析纯化，目 的

蛋白的纯度达到 95% 以上。 抑制活性测定表明， aBTI 具有专一性的弹性蛋白酶抑制活性，抑制常

数 Kj 为 3.34x 1O-7mol/L. MTT 比色法检测及细胞核形态学观察显示， aBTI 在体外能够显著抑制

HepG2 肿瘤细胞的增殖(IC5o:1.88μmol/L)，并诱导其凋亡，具有较好的抗肿瘤效应 。
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近年来，各种恶性肿瘤和血液病的发病率逐年增

高，由于不同类型的肿瘤在其发生、 发展过程中的

机制不尽相同，所以能够有效预防和治疗的药物极其

有限。有研究表明[ll，体内多种蛋白酶在肿瘤细胞增

殖中起关键性作用，而蛋白酶抑制剂(protease inhi­

bitor, PI)可通过不同的途径与相应的蛋白酶或受体结

合起到抑制肿瘤细胞生长和扩散的作用 。 植物蛋白

酶抑制剂是普遍存在于植物体内的一类低分子量的

多肤或蛋白质[2]。在高等植物中，许多基因家族的 PI

已经得到分离和鉴定，它们在保护生物体不受侵害的

同时，还参与生物体内蛋白酶活性调节、信号受体

的相互作用 以及逆境情况下的应答等生理活动 [3 ] 。

植物中 PI 含量丰富，种类繁多，并且具有多种生物学

功能，使得不同植物来源的凹的结构及其在体内外

的生物学活性受到相关研究者的关注。 体外研究发

现，来自大豆和其他豆类中的 Bowman-Birk型膜蛋白

酶抑制剂能够诱导结肠癌细胞的凋亡，该抑制剂己经

获得美国食品及药物管理局(FDA)的新药研究许可，

并被评定为一种非常适合人群使用的抗癌制剂(4] 。

莽麦(Fagopyrum esculentum Moench)属寥科，莽

麦属， 一年生草本植物。莽麦具有很高的营养和药

、 2 用价值，富含诸如芦丁、微量元素等多种生物活性

} 物质， 是中国传统的药食同源植物，由于其化学和生

物学成份独特， 目前在食品和医药方面有着广泛的应

用 。 Belozersky[呀日 Dunaevsky 等[6] 先后报道了一种

来自莽麦种子中的蛋白酶抑制剂 BWI-l 井对其理化

性质进行了较深入的研究 。 但对这种分子量较小

(约 8.0 kDa)的蛋白酶抑制剂的功能研究较少 。 我们

先前的研究采用基因重组技术获得了一种重组莽麦

膜蛋白酶抑制剂(recombinant buckwheat tryp sin 

inhibitor, rBTI) [7] ，抗肿瘤实验显示， rBTI 在体外能够

抑制 HeLa、 H22 和 EC9706 等肿瘤细胞的增殖， 并诱

导肿瘤细胞凋亡(8 ， 9] 。

rBTI 全长由 79 个氨基酸残基组成，包含一对二

硫键，我们通过同源性比对预测 rBTI 的活性位点位

于第 45 位的 Arg残基。根据氨基酸的极性性质差异，

本研究利用定点突变技术将 rBTI 活性中心的 Arg 残

基替换为 Ala， 经过原核表达系统获得突变型抑制剂

R45A-aBTI ， 并对 aBTI 进行了理化性质分析。 通过

MTT 比色法检测和细胞核形态学观察，初步确定突

变体aBTI具有和野生型rBTI相同的抑制肿瘤细胞生

长，诱导肿瘤细胞凋亡的作用 。 这为探讨同一家族

蛋白酶与相应抑制剂的生物学活性及其实际应用提

供了新内容。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人肝癌细胞 HepG2 由中科院北京动物所惠赠;

收稿日期: 20 10-01 -05 接受日期: 2010-07-09 
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胎牛血清为杭州四季青公司产品; RPMI 1640培养液

为美国 Hyclone产品四甲基偶氮I哇蓝(MTI) 、 HEPES

铀盐及 Elastase 、 Elastin-orcein 均为 Sigma 公司产品;

二甲基亚枫(DMSO)购自北京夏新生物公司; HisTrapTM 

HP亲和层析柱和 superdex 75 10/30 HR分子筛层析

柱购自 Amersham Pharmacia 公司 ; pQE-31-BTI及

E. coli M15 [pREP4]菌株为本室保存;其它试剂均为

国产分析纯 。

1.2 原核表达载体的构建

使用 NCBI 网站中的 BLAST程序将野生型莽麦

膜蛋白酶抑制剂 rBTI 与几种植物来源的蛋白酶抑制

剂的氨基酸序列进行同源性比对[7]，比对结果显示，

rBTI 与丝氨酸蛋白酶抑制剂马铃薯 -1 家族有很高的

同源性 。 通过对己报道的马铃薯 -1 家族蛋白酶抑制

剂家族成员进行分析，我们推测 rBTI 的抑制活性中

心包括Arg45_Asp46 氨基酸残基。 将 rBTI氨基酸序列

中第 45 位 Arg 残基进行替换，突变为 Ala，构建突变

型抑制剂 aBTI 。

设计两对引物(A ) ， A2 和 L ) ， L2)，以含有B刀基因

全序列克隆载体 pQE-31-BTI 为模板，进行 PCR 扩

增。 以 A ) 和 A2 作为引物扩增出约 150 bp 的片段 a，

LJ 和 L2 作为引物扩增出约 100 bp 的片段 b， 再以片

段 a 和片段 b 互为模板， A) 和 L2 为引物，进行第 3 轮

扩增，得到带有突变位点的 。BTI全长基因。表 l 为

扩增过程中所需引物 。 PCR 产物通过 BamHI 和

HindlII 双酶切后克隆至 pQE-31 表达载体中，构建

pQE-31-aBTl重组质粒，并将构建好的质粒进行序列

测定。

1.3 重组蛋白 aBTI 的表达及纯化

将测序正确的 pQE-31-aBTI 重组质粒转化入

E. coli M15 [pREP4]菌株，挑取阳性克隆接种于含

有抗生素(100μg/rnl Amp 、 25μg/rnl Kan)的 LB 培养

基中 3TC ， 180 r/min 恒温震荡培养至 A600=0.6，加入

Table 1 Oligonucleotides used for PCR and site-directed 

mutagenesis 

Primer name Sequence of the primers (5'-3') 

A, A TG GA T CCT CTG CGT CAG TGC TC 
(the BamHI sile is in bold) 

A2 AGG TCT GCA GGC ACC GCG CT 
L , GTG CCT GCA GAC CTC CGA TGT GAC 
L 2 CCA AGC TTT TAT CAC ATA ACA ACA GG 

(the HindIII site is in bold) 

The mutate codons are in italics 

- 研究论文·

IPTG 至终浓度为 0. 5 mmol/L 以诱导融合蛋白表达，

继续培养 4 h o 4 'C , 8 000 r/min 离心 10 min 收集菌

体。 用适当体积超声破碎液(10 mmol/L Tris-HCI, pH .. _ 

8.0)重悬，冰浴条件下超声破碎 。 4 'C , 12 000 r/min 

离心 30 min，分离上清液。

重组蛋白 aBTI 的纯化使用 GE 公司中低压液相

层析系统 ÄKTA Purifier 进行 。 将离心后收集的上

清液上样子平衡缓冲液(20 mmol/L Tri s-HCI , 500 

mmol/L NaCI , 10 mmol/L 眯哇， pH 7 .5)充分平衡过的

Ni 2+-NTA 亲和层析柱 。 利用眯 I哇浓度梯度缓冲液

(20 mmol/L Tris-HCI, 500 mmol/L NaCl, 50 mmoνL眯

哇， 100mmol/L咪哇， pH 7 .5 )阶段清洗，除去杂蛋白， 最

后使用洗脱缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl, 500 mmol/L 

NaCI , 300 mmol/L 眯哇， pH 7 . 5)洗脱， 收集洗脱峰。

将分离得到的蛋白溶液上样于 Superdex 75 10/30 HR 

分子筛层析柱中进一步纯化。层析在 20 mmol/L Tris­

HCl, 150 mmol/L NaCI , pH 8.0 的缓冲液中进行。 收

集蛋白洗脱峰，鉴定纯化蛋白的抑制活性 。 所得蛋

白样品通过福林- 酣试剂法测定浓度， 15 % SDS­

PAGE 电泳检测 。

1.4 重组蛋白 aBTI 的抑制活性鉴定

抑制剂对膜蛋白酶的抑制活性通过底物BApNA

例-Benzoyl-L-Arginine p-Nitroanilide)的水解速率测定[闷。

抑制活性定义为:每分钟内使每毫升反应液的 A410 降

低 0. 1 为一个抑制活力单位(U) 。

弹性蛋白酶作用于地衣红弹'性蛋白但lastin-orcein)l ) ) I ，

当底物被降解释放出地衣红染料后，在 590 nm 处有

特征光吸收 。 抑制活性定义为 . 每分钟内使每毫升

反应液的 A590 降低 0.0 1 为一个抑制活力单位(U) 。

1.5 细胞培养

HepG2 细胞在含有体积分数为 10%-15% 热灭

活的胎牛血清， 15 mmol/L HEPES , 8 U/ml庆大霉素的

RPMI 1640 完全培养液中 于 37 'C 、体积分数 5%

CO2 饱和温度孵育箱中培养，细胞呈贴壁状态生长，
2-3 天传代 1 次。

1.6 抑制 HepG2细胞生长的MTT检测

取处于对数生长期的 HepG2细胞和人胚肾上皮

正常细胞 HEK293 ， 经过膜酶消化后，调整细胞浓度 ，气'"

至 lx106/rnl，按照每孔 100μl 细胞液接种于 96 孔板。

37 'C , 5% CO2 过夜培养至细胞完全贴壁后，更换新鲜
的 RPMI1640 完全培养基。将纯化的aBTI 蛋白加入

培养板中， 至终浓度分别为1.1μmol/L 、 2.2μmol/L

和 4.4 μmol/L。每组各设置 5 个复孔。 3TC ， 5% CO2 

 
 

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 
 

    
    

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 
 

 
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

    
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
 

 
 

    
    

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 
 

 
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

    
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
 

 
 

    
    

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 



回欣等: 重组养麦蛋白酶抑制剂 aBTI 的表达及其对肝癌 H巳pG2 细胞增殖的影响 591 

条件下培养 24 h 后 ， 每孔加入 20μ1 MTT (5 mg/ml), 

继续培养 4 h 。 离心后弃去板中培养液及 MTT ， 每

川 孔加入 150μ1 DMSO， 室温低速震荡 5 min 。 待结晶
物完全溶解后， 于酶标免疫测定仪(BIO-RAD MODEL 

550)测定 490 nm 处的吸光值 。 MTT 测定肿瘤细胞

增殖抑制率的计算公式如下:肿瘤细胞的增殖抑制

率(IR%)=( I-实验组平均吸光值 /对照组平均吸光值)

x 100% 。

1.7 HepG2 细胞核的形态学观察

HepG2细胞在 96孔板中经过2.2阳nol/LaBTI处理

24h 后，收集细胞， 用预冷的磷酸缓冲液(20 mmol/L, pH 

7.2)洗涤后重悬于固定液(4% 多聚甲醒)中 。 将细胞

固定 10 min 后， 悬液在 4 'C , 2 000 r/min 离心 10 min, 

收集沉淀， 再次使用磷酸缓冲液洗涤 2 次 。 之后将

细胞悬液滴到载玻片上， 每 100μl细胞悬液(l xl06/ml)

中加入 5μ1 DAPI 染液(2 μg/ml) 。 染色 10 min 后 ， 在

荧光显微镜(Olympus BX51 )下观察细胞核的形态学

变化[ 1 2 ) 。

1.8 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(王 :t SD)表示 。 组内采用方差分析，

组间采用 t 检验 。

2 结果

2.1 表达载体的构建及鉴定

以 pQE-31-BTI 为模板， 利用表 l 中的引物， PCR

扩增出约 250 bp 的基因片段， 图 1 结果显示扩增产

物与预期大小相符 。 将 PCR 产物连接到 pGEM-T 载

体上进行测序，测序结果表明，通过 3 轮 PCR 成功将

rBTI基因中第 45 位 Arg 残基突变为 Ala， 得到了含有

突变位点的 aBTI 全长基因 。

2.2 重组蛋白 aBTI 的表达与纯化

按照1.3 方法，构建重组表达载体 pQE-31-aBTI

并转化入 E. coli M15 [pREP4] 菌株中进行表达。 表

达产物经过亲和层析和分子筛层析纯化后显示单一

峰(图 2A) o SDS-PAGE 结果显示， 与未连接目的片

段的 pQE-31 质粒阴性对照(图 2B，泳道 1) 相比有明

严 显的蛋白表达条带(图 2B，泳道 2、泳道 3)，且分子

质量与预期大小一致，约为 9. 3 kDa 。 目的蛋白 以可

溶形式存在，纯度达到 95% 以上 。

2.3 抑制活性分析

为了确定表达产物aBTI是否具有蛋白酶抑制活

性， 按照 1.4 抑制活性分析方法， 分别测定了 aBTI 对

500bp 

250bp 

100bp 

Fig.l Analysis of the PCR product 
Lane 1: DNA marker DL2 000; Lane 2: aBTl gene. 

膜蛋白酶和弹性蛋白酶的抑制作用 。 结果显示，与

野生型养麦膜蛋白酶抑制剂 rBTI 相 比， 经过基因突

变得到的 aBTI 对膜蛋白酶的抑制活性基本丧失，而

在弹性蛋白酶的抑制活性实验中， aBTI却显示出很高

的弹性蛋白酶抑制活性。 图 3 为 aBTI 对弹性蛋白酶

的抑制作用曲线。 采用 Dixonplot作图法，计算出 aBTI

对弹性蛋白酶的抑制常数 K; 为 3 .34xl0-7mollL(图 4) 。

2.4 重组蛋白 aBTI 抑制 HepG2 细胞生长的 MTT

检测

利用 MTT 比色法检测 aBTI 在体外对 HepG2 肿

瘤细胞增殖的抑制作用 。 结果表明( 图 日， aB TI 对

HepG2 细胞的抑制效率具有剂量依赖性。 在 1. 1 -4.4

μmolι 的浓度范围内， aBTI 能够显著抑制 HepG2 细

胞的增长， 随着药物浓度的增加，抑制作用逐渐增强，

而对正常细胞 HEK293 的增殖影响很小 。 当 aBTI 的

浓度为 4.4 μmol/L ， 体外诱导 HepG2 细胞 24 h 后，抑

制率达到 81 . 1 % 。 经过计算， 在 24 h 作用时间下，

aBTI 抑制 HepG2 细胞增殖 50% 的药物浓度(IC5o)为
l.88 阳nol/L。

图 6 为不同浓度的突变型抑制剂 aBTI和野生型

抑制剂 rBTI 对 HepG2 细胞的作用， 样品浓度分别为

1.1 μmol/L、 2 .2μmol/L 和 4.4 μmol/L， 作用时间 24h。

结果显示，各样品浓度下 aBTI和 rBTI对 HepG2 细胞

的增殖都有明显的抑制作用 。 在样品浓度较低时，

rBTI 的抑制作用略高于 aBTI ， 而当样品浓度为 4.4
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Fig.2 Purification and SDS-PAGE analysis of aBT! 

A: aBTI was purified by Superdex 75 10/30 HR column chromatography. The column was eluted at a flow rate of 0.5 ml/ntin with 20 mmollL 

Tris-HC I (pH 8.0) contained 150 mmollL NaC I. The protein concentration was estimated from the absorbance at 280 nm. The inhibitory 

activ ity was determined as described in Materials and Methods; B: electrophoretic analysis (1 5% SDS-PAGE) of aBTI. The gel was stained 

with Coomassie blue dye. Three micrograms of protein were loaded in each lane. Lane 1, molecular markers; Lane 2, celllysate of E. coli MI51 

pQE-3 1; Lane 3, cell Iysate of E. coli M151 pQE-31-aBTI ; Lane 4, purif ied aBTI after Superdex 75 column chromatography. 
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F ig.3 The inhibitory activities of aBT! on elastase 
Elastase (50 mmollL) was incubated with various amounts of aBTI 
at 37 oc for 4 h. The residual amidolytic activity of elastase was 

determined 

μmol/L 时， 两种抑制剂对 HepG2 细胞的抑制率均达

到 80% 以上。

2.5 HepG2 细胞核的形态学观察

HepG2 细胞经 2.2 μmollL aBTI 处理 24 h 后，使

用 DAPI 染液染色，荧光显微镜下观察。 从图 7 中可

见细胞核的形态发生了明显变化，出现了凋亡信号， 与

对照组(图 7A)相比，细胞核的染色质高度凝聚、边

缘化(图 7B-a)，部分细胞核出现碎裂，形状变得不规

则，伴有凋亡小体(图 7B-b)。该结果表明，在设定的

浓度和作用时间下， aBTI 能明显诱导 HepG2 肿瘤细

胞发生凋亡。

，-、

-<. 
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Fig.5 E tTects of aBTI treatment on the growth of HepG2 

and HEK293 cells 

Cell s were incubated with various concentrations of aBTI for 24 h 

The color in tensity was measured usi ng a mi crotiter pl ate reader 

(Bio-Rad model 550) at 490 nm. Values are presented as mean s土SD

of five determinati o n s. 平P<0.05.

2.2 
Concentratio l1 (mmoIlL) 

1. 1 

16 

Fig.4 Kinetic analysis of elastase inhibition b y aBTI 

Dixon plot fo r the determination of the inhibition constant (K ;) of 

aBTI aga inst e las tase. The reci proca ls of ve loc ity were plotted 

again st the inhibitor concentrat ion, and the Ki value was obtained 

from the intercepts of two lines at two concentrat ions of substrate 
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Fig.6 E tTects of aBTI and rBTI treatment on the growth of 

HepG2 cells with ditTerent concentrations 

Cells were incubated wi th various concentrations of inhibitors for 24 h. 

Values are presented as means:!:SD of five determinations. *P<0.05 . 
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Concentration (mmoI/L) 

1. 1 

讨论

本研究运用定点突变技术成功构建了 pQE-31-

aBTI原核表达载体，并在 E. coli M15 [pREP4]中实现

融合表达，表达产物以可溶形式存在 。 通过亲和层

析和分子筛层析纯化 ， aBTI 的纯度达到 95% 以上 。

d 抑制活性实验显示经过对 rBTI 活性中心氨基酸突

变得到的 aBTI 具有了新的蛋白酶抑制活性，即弹性

蛋白酶抑制活性，与膜蛋白酶抑制剂相同，弹性蛋白

酶抑制剂亦属于丝氨酸蛋白酶抑制剂家族。膜蛋白

酶与弹性蛋白酶有着进化上同源的催化中心，都存在

相同的催化三联体， 因而催化机理非常相似。 尽管

3 

• III 飞

' .. 二 111
唱昌

' ' 
h • ... 

lIIlII!IDI lIIDIII'Il • 
Fig.7 The morphological features of nucleolis of HepG2 cells 

HepG2 cells were centri fuged and washed with PBS , fixed with 4% paraformaldehyde and stained with DAPI for 10 min , detec ted apoptosis 

by f1 uorescence microscopy. By contrast, dense and thin crown of nuclear coloration, typical of chromation condensation, could be observed 

in the aBTI-treated cell s at 24 h. A: control group (20 mmol/L PBS, pH7.2, 24 h); B: treatment group (2.2 μmollL aBTI, 24 h). 
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如此，它们的底物专一性完全不同， 膜蛋白酶专一水

解 Lys 和 Arg 的竣基参与形成的肤键;弹性蛋白酶对

小分子的氨基酸是专一的 。 rBTI 第 45 位 Arg 残基突

变为 Ala残基后， 由于 Ala 的 f~~链R基很小， 易于与弹

性蛋白酶的催化中心结合， 从而达到对弹性蛋白酶的

抑制作用 。

在抑制肿瘤细胞生长实验中， 我们证实了所获得

的重组蛋白质 aBTI对人肝癌 HepG2细胞具有显著的

增殖抑制效应， 并且存在剂量依赖性， 而对正常细胞

基本无影响。当 aBTI 的浓度为 4.4 μmol/L 时，体外

作用 HepG2 细胞 24 h 后， 抑制率达到 8 1.1%，与野生

型蛋白酶抑制剂 rBTI 的抑制作用相近。 考察和鉴定

细胞凋亡诱导处理前后细胞形态与超微结构特征的

变化，是判断细胞是否凋亡的一个重要指标[ 1 2] 。 本

文细胞核形态学观察结果显示， 经过 aBTI 处理后，大

多数 HepG2 细胞处于细胞凋亡的中后期，核膜裂解，

染色质分割， 并伴随有凋亡小体出现。该结果初步

证明了 aBTI具有体外诱导 HepG2肿瘤细胞凋亡的生

物学效应 。 蛋白酶抑制剂诱导肿瘤细胞凋亡的机理

研究己在本实验室开展， 初步研究表明[l 31 ， 莽麦膜蛋

白酶抑制剂诱导细胞凋亡的机制与 caspase-3 依赖性

凋亡调节信号通路有关， 而并未涉及 Fas/Fas 配体途

径 。 更为深入的实验正在进展之中 。

目前，国 内外有关弹性蛋白酶抑制剂的报道主要

集中在对肺部疾病的治疗[l4] ， 关于它在肿瘤发生发展中

的作用研究尚少。 本研究对我们先前获得的重组莽麦

膜蛋白酶抑制剂进行了分子改造， 构建了重组突变蛋白

aBTI，并初步研究了其对肝癌细胞HepG2的增殖抑制

作用，发现来自莽麦中的重组弹性蛋白酶抑制剂aBTI

具有较明显的抑制肿瘤细胞生长作用 。 aBTI 对其它

实体瘤细胞的作用及敏感性等内容有待深入研究 。
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Expression of Buckwheat Protease Inhibitor (aBTI) and Its Antitumor 

Efficacy against Human Hepatoma (HepG2) Cells 

Xin Tian, Yu-Ying Li, Zhuan-Hua Wang* 
(Key Laboratory for Chemical Biology and Molecular Engineering of Ministry of Education, lnstitute of Biotechnology, Shanxi 

University, Taiyuαn 030006, China) 

Abstract Previous studies have shown that recombinant buckwheat trypsin inhibitor (rBTI) possesses 

potent antitumor activity in in vitro models. In this study, a mutant (R45A-aBTI) of rBTI was generated through 

site-directed mutagenesis. aBTI was expressed in a soluble state in E.coli. M15 [pREP4] and purified by affinity 

chromatography and gel filtration chromatography. The purity of the aBTI reached above 95 %. Activity analysis 

indicated that aBTI had a specific inhibitory activity toward elastase, its inhibition constant (K;) value was 3.34 x 10.7 

mol/L. MTT assay demonstrated that rBTI could inhibit the growth of HepG2 tumor cells in a dose-dependent 

manner (IC5o: 1. 88μmol/L). Additionally, nuclear staining showed that aBTI could induce the apoptosis of HepG2 

cells. Our results suggested that aBTI displayed more marked antitumor efficacy in in vitro and might be a novel 

candidate for cancer treatment. 

Key words buckwheat; protease inhibitor; site-directed mutagenesis; expression; antitumor 
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