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เอนไซมเบตากลูโคซิเดสในตระกูล Glycoside Hydrolase Family 1 (GH1) มีบทบาท
สําคัญในกระบวนการตางๆ ของพืช เชน การสรางสารตอตานแมลงศัตรูพืช การยอยโอลิโกแซคคา
ไรด (oligosaccharide) ซ่ึงเปนสวนประกอบของผนังเซลลพืช การควบคุมไฟโตฮอรโมน 
(phytohormone) และการสรางลิกนิน (lignification) เอนไซม Os3BGlu6 เปนหนึง่ในเอนไซม 34 
ชนิดของเอนไซมเบตากลูโคซิเดสใน GH1 ท่ีตรวจพบในจีโนมของขาว (Oryza sativa L.) และเปน
หนึ่งในแปด ของ phylogenetic clusters ในจีนขาว และ Arabidopsis เอนไซม Os3BGlu6 ถูกนํามา
ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและวิเคราะหหาโครงสรางสามมิติ เอนไซม Os3BGlu6 ถูกผลิตใน E. 
coli Origami (DE3) ในรูปของโปรตีนท่ีมี thioredoxin และ His6 tags อยูท่ีปลายอะมิโน ของโปรตีน 
เอนไซม Os3BGlu6 สามารถยอยสับสเตรท   p-nitrophenyl (pNP) -D-fucoside (kcat/Km = 66.8 
mM-1s-1) pNP--D-glucoside (kcat/Km = 6.2    mM-1s-1) และ pNP--D-galactoside (kcat/Km = 1.6 
mM-1s-1) ไดดี และสามารถยอย alkyl glycosides n-octyl--D-glucoside (kcat/Km = 2.7 mM-1s-1) ได
ดีกวา n-heptyl -D-glucoside (kcat/Km = 0.85 mM-1s-1) นอกจากนีย้ังสามารถยอยไดแซคคาไรดท่ีมี 
-(13)-linked (kcat/Km = 1.7 mM-1s-1) และ -(12)-linked (kcat/Km = 0.96 mM-1s-1)  ไดดกีวา
ไดแซคคาไรดชนิดอ่ืนๆ 

ไดศึกษาโครงสรางสามมิติของเอนไซม Os3BGlu6 อิสระ เอนไซมท่ีรวมอยูกับ 2-deoxy-2-
fluoroglucoside และ n-octyl--D-thioglucopyranoside ซ่ึงเปน non-hydrolyzable analogue ของ n-
octyl--D-glucoside โดยผลึกท้ัง 3 ชนิดสามารถหักเหรังสีเอกซเรยไดความละเอียดถึง 1.83 1.81 
และ 1.80 อังสตรอม ตามลําดับ พบวาบริเวณเรงของเอนไซม มีความยาวจากสวนท่ีลึกท่ีสุดของ
บริเวณเรงถึงบริเวณทางเขาของตําแหนงเรงปฏิกิริยาเทากับ 14 อังสตรอม ซ่ึงส้ันกวาความยาวของ
บริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซม Os3BGlu7 4 อังสตรอม สวนท่ีแคบท่ีสุดของบริเวณเรงปฏิกิริยามี
ความกวาง 5.3 อังสตรอม และมีสวนท่ีกวางท่ีสุดเทากับ 7.6 อังสตรอม พบ Tris 1 โมเลกุลซ่ึงมีโครง
รูปท่ีแตกตางกัน 2 แบบในโครงสรางสามมิติของเอนไซมอิสระ ซ่ึงสอดคลองกับการทํางานของ
โมเลกุลนี้ท่ีสามารถแปนตัวยับยั้งแบบออน ของเอนไซม Os3BGlu6 โครงสรางสามมิติของเอนไซม
กับ 2-deoxy-2-fluoroglucosyl พบวา 2-deoxy-2-fluoroglucosyl อยูในโครงรูปผอนคลายของเกาอ้ี
แบบ 4C1 ซ่ึงเกิดพันธะโควาเลนทกับกรดอะมิโนท่ีทําหนาท่ีเปน nucleophile บริเวณตําแหนงท่ีจับ
กับสับสเตรทดานใน (glycone-binding subsite) คลายกับการเกิดพันธะโควาเลนทเชิงซอนใน
โครงสรางสามมิติของเอนไซม Os3BGlu7 จากขาวกับ 2-deoxy-2-fluoroglucosyl สวนโครงสราง
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สามมิติของเอนไซม Os3BGlu6 กับ n-octyl--D-thioglucopyranoside พบวากรดอะมิโน M251 อยู
บริเวณทางเขาของสับสเตรทเปนอุปสรรคในการจับโอลิโกแซคคาไรดท่ีมีพันธะ -(14) สาย
ยาวแตกลับทําอันตรกิริยากับสวนท่ีไมชอบน้ํา ของ n-octyl--D-thioglucopyranoside ไดซ่ึงสามารถ
บงบอกถึงความชอบของเอนไซม Os3BGlu6 กับโอลิโกแซคคาไรดสายส้ันและไกลโคไซดท่ีมีสวน
ไมชอบน้ํา ดังนั้นความแตกตางของกรดอะมิโนในบริเวณเรงปฏิกิริยานาจะมีสวนทําใหเอนไซมมี
ความจําเพาะตอการยอยสับสเตรทแตกตางกัน ซ่ึงนาจะชวยอธิบายการทํางานของเอนไซม
เบตากลูโคซิเดสจากขาวในเอนไซมตระกูล GH1 เชน Os3BGlu6 
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In plants, glycoside hydrolase family 1 (GH1) -glucosidases are believed to 

play important roles in many processes, such as chemical defense against herbivores, 

hydrolysis of cell wall-derived oligosaccharides, phytohormone regulation, and 

lignification. Os3BGlu6 is one of the 34 GH1 -glucosidases predicted from the rice 

(Oryza sativa L.) genome, and it represents one of the eight phylogenetic clusters 

including both rice and Arabidopsis genes. In this study, Os3BGlu6 was characterized 

for its biochemical properties and its 3D structure was crystallographically determined. 

Os3BGlu6 was expressed in E. coli strain Origami (DE3) as a recombinant fusion 

protein with N-terminal thioredoxin and His6 tags. The purified Os3BGlu6 hydrolyzed 

p-nitrophenyl (pNP) -D-fucoside (kcat/Km=66.8 mM-1s-1), pNP--D-glucoside (kcat/Km 

= 6.2 mM-1s-1), and pNP--D-galactoside (kcat/Km=1.6 mM-1s-1) efficiently. It also 

hydrolyzed the alkyl glycosides n-octyl-β-D-glucoside with greater catalytic efficiency 

(kcat/Km=2.7 mM-1s-1) than n-heptyl β-D-glucoside (kcat/Km=0.85 mM-1s-1). Among the 

oligosaccharides, β-(1→3)-linked (kcat/Km=1.7 mM-1s-1) and β-(1→2)-linked 

(kcat/Km=0.96 mM-1s-1) disaccharides were hydrolyzed most efficiently.  

The three-dimensional structures of native Os3BGlu6, its covalent 

intermediate with 2-deoxy-2-fluoroglucoside, and its complex with the non- 
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hydrolyzable analogue of n-octyl-β-D-glucoside, n-octyl--D-thioglucopyranoside, 

were determined at 1.83 Å, 1.81 Å and 1.80 Å resolution, respectively. The distance 

from the deepest part of the active site slot to the surface entrance is 14 Å, shorter by 4 

Ǻ from that of Os3BGlu7 (18 Ǻ). The narrowest part of aglycone binding site, was 

about 5.3 Å across, while the broadest region is 7.6 Å. One molecule of Tris in two 

possible conformations could be seen in the active site of the native structure, 

consistent with its action as a weak inhibitor for Os3BGlu6. The density for the 2-

deoxy-2-fluoroglucosyl residue in a relaxed 4C1 chair conformation covalently bound 

to the catalytic nucleophile was evident in the glycone-binding subsite and its position 

was similar to that in a 2-deoxy-2-fluoroglucosyl covalent complex of rice Os3BGlu7.   

The residue Met251, located at the entrance to the active site of Os3BGlu6, obstructed 

the binding of longer β-(1→4)-linked oligosaccharides, but interacted with the 

hydrophobic aglycone of n-octyl--D-thioglucopyranoside, contributing to the 

preference of Os3BGlu6 for shorter oligosaccharides and hydrophobic glycosides. 

This observation suggests that small differences contributed by residues in the active 

site are likely to account for differences in substrate specificities, which in turn 

determine the functions of GH1 β-glucosidases in rice, such as Os3BGlu6. 
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