
 

 

 

 

 

 

 

 

ทิพยว์รินทร์  ริมล าดวน : การศึกษาสมบติัและโครงสร้างของเอนไซมเ์บตากาแลคโตซิเดส 
จากขา้ว (CHARACTERIZATION AND STRUCTURAL STUDIES OF RICE  
-GALACTOSIDASE  อาจารยท่ี์ปรึกษา : ศาสตราจารย ์ดร.เจมส์ เกตุทตั-คาร์นส์,  
185 หนา้ 
 
เอนไซมเ์บตากาแลคโตซิเดสจากพืชถูกจ าแนกให้อยูใ่นตระกูลของไกลโคไซด์ไฮโดรเลส 

กลุ่มท่ี 35 ซ่ึงเอนไซมน้ี์พบในพืชหลายชนิดและมีส่วนทางดา้นปลายคาร์บอกซิลิคท่ีมีหนา้ท่ีคลา้ย
กบัเลคตินจากหอยเม่นทะเลท่ีท าหนา้ท่ีในการจบักบัน ้ าตาลกาแลคโตสแมว้า่ปัจจุบนับทบาทหนา้ท่ี
ในการจบักบัคาร์โบไฮเดรตของส่วนทางดา้นปลายคาร์บอกซิลิคของเอนไซมก์ลุ่มน้ีไดมี้การศึกษา
ไปบา้งแลว้ แต่เพื่อเขา้ใจบทบาทหนา้ท่ีและโครงสร้างทางดา้นปลายคาร์บอกซิลิคของเอนไซมก์ลุ่ม
น้ีท่ีมาจากขา้ว ดีเอ็นเอคู่สมของยีนเบตากาแลคโตซิเดสส่วนทางดา้นปลายคาร์บอกซิลิค (OsBGal1 
Cter) ถูกเพิ่มจ านวนโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสและท าการโคลนเขา้เวคเตอร์ pET32b(+) 
โปรตีน OsBGal1 Cter ถูกผลิตโดยทั้งแบบไม่ติดฉลาก และแบบติดฉลากไอโซโทป 15N หรือ 13C 
หรือทั้ง 15N และ 13C โปรตีน OsBGal1 Cter มีน ้ าหนกัโมเลกุล 33 กิโลดาลตนั ส่วนของโปรตีน 
ไทโอรีดอกซินและบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนฮิสติดีนเรียงต่อกนัอยู่ท่ีส่วนทางดา้นปลายอะมิโนของ
โปรตีนถูกตดัออกดว้ยเอนไซม์ทรอมบิน โปรตีน OsBGal1 Cter ถูกท าให้บริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์ 
IMAC 2 คร้ัง  และตามดว้ยคอลมัน์เบนซามิดีน จากการตรวจสอบน ้ าหนกัโมเลกุลของ OsBGal1 
Cter โปรตีนท่ีถูกท าให้เสียสภาพ มีน ้ าหนกัประมาณ 13 กิโลดาลตนั และเม่ือตรวจสอบน ้ าหนกั
โมเลกุลแบบธรรมชาติของโปรตีนตวัน้ีเท่ากบั 15 กิโลดาลตนั ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่โปรตีนตวัน้ีเป็น
โมเลกุลเด่ียวในสารละลาย ท าการตรวจหาโครงสร้างหลักของโปรตีนโดยวิธี  3D HNCO 
CBCA(CO)NH และ HNCACB นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ และส่วนของหมู่โซ่ขา้งของ 
OsBGal1 Cter โดยวิธี C(CO)NH และ HCCH-TOCSY นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ โครงสร้าง
ทุติยภูมิของ OsBGal1 Cter ประกอบดว้ยแผน่เบตา 5 แผน่ และเกลียวอลัฟา 1 เกลียว โครงสร้าง
สามมิติของโปรตีนชนิดน้ีคลา้ยกบัโครงสร้างของส่วนของโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีจบักบัคาร์โบไฮเดรต
จากสัตว ์แต่มีความแตกต่างกนัในส่วนของวงลูป โดยท่ีวงลูปเอ และวงลูปซีของโปรตีน OsBGal1 
Cter นั้นมีความยาวกว่าวงลูปของแลโทรฟิลิน-1 จากหนู และส่วนของเลคตินจากปลาแซลมอน 
นอกจากน้ีโครงสร้างของวงลูปเอของ OsBGal1 Cter ไม่สามารถระบุไดแ้น่ชดั ช้ีให้เห็นวา่ส่วนน้ี
เป็นบริเวณท่ีมีความยืดหยุน่สูง ถึงแมว้า่โปรตีน OsBGal1 Cter จะถูกท านายวา่เป็นส่วนของเลคติน
ท่ีสามารถจบักบัน ้ าตาลกาแลคโตส และน ้ าตาลแรมโนสได ้แต่ผลจากการทดสอบการจบักนักบั
น ้ าตาลแรมโนส น ้ าตาลกาแลคโตส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลราฟฟิโนส โดยวิธีเอชเอสคิวซี
นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ พบวา่ โปรตีน OsBGal1 Cter ไม่สามารถจบักบัน ้ าตาลท่ีกล่าวมาได ้
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ส่วนการทดสอบการจบักนัระหว่างโปรตีน OsBGal1 Cter กบัน ้ าตาลจ าพวกโอลิโกแซคคาไรด ์
และโพลิแซคคาไรด์ โดยวิธีคาร์โบไฮเดรตไมโครแอเรย์นั้ นพบว่า โปรตีนน้ีสามารถจับกับ
น ้ าตาลอะราบิโนไตรโอส และน ้ าตาลกาแลคโตไบโอส ในขณะท่ีผลการทดลองจากวิธีเอสทีดี
นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ พบวา่โปรตีน OsBGal1 Cter ไม่สามารถจบักบัน ้าตาลตวัน้ีได ้ 

ในการศึกษาโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์เบตากาแลคโตซิเดสแบบเต็มโมเลกุลนั้น 
เอนไซมต์วัน้ีถูกพฒันาโดยการเปล่ียนรหสัโคดอนของดีเอ็นเอคู่สมให้เหมาะสมต่อการแสดงออก
ของเอนไซม์ตวัน้ีในเช้ือยีสต์ Pichia pastoris การแสดงออกของเอนไซม์ตวัน้ีถูกเหน่ียวน าด้วย 
เมทานอลความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เรียกช่ือใหม่ว่า OsBGal1opt 
เอนไซม์เบตากาแลคโตซิเดสท่ีได้มีขนาดน ้ าหนักโมเลกุล 97 กิโลดาลตัน และมีการเติม
คาร์โบไฮเดรตท่ีต าแหน่งไนโตรเจน 2 ต  าแหน่ง เอนไซมน้ี์ท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอช 4.5 และอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 55 องศาเซลเซียส 
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-GALATOSIDASE/C-TERMINAL DOMAIN/NMR/RICE/CARBOHYDRATE 

BINDING  

 

 Plant β-galactosidases are classified in glycoside hydrolase family 35 (GH 35). 

Many plant BGals have an additional C-terminal domain similar to galactose-binding 

lectin from sea urchin, although its role in carbohydrate-binding has only been 

speculated to date. To understand the function and structure of the C-terminal domain 

from rice β-galactosidase OsBGal1, the cDNA encoding the OsBGal1 C-terminal 

domain (OsBGal1 Cter) was amplified by PCR and cloned into pET32b(+). The 

recombinant OsBGal1 Cter was expressed with and without labeling with 
15

N, 
13

C or 

15
N and 

13
C. The OsBGal1 Cter fusion protein had a denatured molecular weight of 

approximately 33 kDa. The fusion protein was cleaved with thrombin protease to 

remove the N-terminal thioredoxin and His tags. The OsBGal1 Cter protein was 

purified by 2 steps of IMAC and benzamidine column. The free OsBGal1 Cter had a 

denatured molecular weight of approximately 13 kDa and an apparent native 

molecular weight of about 15 kDa, indicating that the free OsBGal1 Cter is a 

monomer in solution. The backbone assignments of OsBGal1 Cter were constructed 

from 3D HNCO, CBCA(CO)NH and HNCACB nuclear magnetic resonance (NMR) 

spectra. Side chain peaks for the OsBGal1 Cter were assigned from C(CO)NH and 

HCCH-TOCSY spectra. NOESY spectra provided constraints for calculation of the 3-
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dimensional structure. The secondary structure of OsBGal1 Cter had 5 -stands and 1 

α-helix. The structure of this domain was similar to carbohydrate binding domains 

from animals, but showed differences in the loops. Loops A and C of OsBGal1 Cter 

are longer than the corresponding loops from mouse latrophilin-1 and the chum 

salmon lectin domain. Loop A of OsBGal1 Cter was not well-defined, suggesting it is 

flexible. Although OsBGal1Cter was predicted to be a galactose/rhamnose-binding 

lectin, titration with rhamnose, galactose, glucose and raffinose showed no binding in 

the HSQC NMR spectra. OsBGal1Cter appeared to bind to α-(1,5)-L-arabinotriose 

and -(1,5)-D-galactobiose, as well as several other oligosaccharides and 

polysaccharides, on a carbohydrate array. The OsBGal1 Cter binding to α-(1,5)-L-

arabinotriose was tested by STD NMR, but no signs of binding were observed.  

To study the whole β-galactosidase structure and function, rice OsBGal1 β-

galactosidase was expressed from a codon-optimized cDNA in Pichia pastoris. Protein 

expression was induced 1% methanol at 20°C to yield the recombinant enzyme, 

designated OsBGal1opt. This enzyme had an apparent molecular mass of 97 kDa and a 

slight smearing of the band to upper molecular weight suggested the protein was 

glycosylated at one or both of the two putative N-glycosylation sites observed in the 

OsBGal1 sequence. The optimum pH for OsBGal1 expressed in this system was found 

to be 4.5 and the optimum temperature was at 55°C.  
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