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ข้าว  (Oryza  sativa  L.) โดยเฉพาะข้าวสีสามารถสังเคราะห์และประกอบด้วยสารประกอบ 
ฟีนอลิกเป็นจ านวนมาก เช่น แอนโธไซยานินและฟลาโวนอยด์อ่ืนๆ ที่อาจมีประโยชน์ทางโภชนาการ 
ฟีนอลิกไกลโคไซด์อย่างง่ายบางครั้งถูกอะซิเลต ตัวอย่างเช่น บนกลูโคสที่หมู่ 6-hydroxyl ของไซ
ยานินบางชนิดเพ่ือสร้างสารประกอบที่ซับซ้อนขึ้น เช่น เม็ดสี  ในพืช ยีนของตระกูลหนึ่งซึ่งถอดรหัส
เป็นเอ็นไซม์ที่เกี่ยวกับ acylation คือ ซีรีนคาร์บอกซีเพปทิเดส-ไลค์ อะซิลทรานสเฟอเรส (serine 
carboxypeptidase-like acyltransferase, SCPL-AT) SCPL-AT สามารถถ่ายโอน acyl moieties 
จาก 1-O-β-D-glucose esters ไปยังสารตั้งต้นตัวรับ ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิก ในช่วงสองทศวรรษ
ที่ผ่านมา SCPL-AT บางตัวได้มีการศึกษาลักษณะเฉพาะใน Arabidopsis thaliana, Avena 
strigose (A. strigose), Brassica napus, Delphinium grandiflorum (D. grandiflorum) และอ่ืน 
ๆ อกีมากมาย แตย่ีน SCPL-AT ในขา้วยังไมเ่คยมกีารอธิบายอย่างชัดเจน ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจยัพยายาม
ตอบค าถามว่ายีนใดบ้างที่ถอดรหัสเป็น SCPL-AT ของข้าว และเพ่ือทดสอบว่าเอ็นไซม์สามารถ
ดัดแปลงสารประกอบฟีนอลิกในหลอดทดลองได้หรือไม่  
 ผู้วิจัยท าการวิเคราะห์ทาง in silico เพ่ือเลือกยีนที่อาจจะถอดรหัสเป็น SCPL-AT ของข้าว 
จากการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการพบ SCPL ของข้าวที่น่าสนใจสองชนิดคือ OsSCPL2a และ 
OsSCPL7 มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับ SCPL-AT ที่รู้จักจาก A. strigosa (SCPL1) และ D. 
grandiflorum (DgSCPL2) ซึ่งอยู่ใน clade 1A ของตระกูลซีรีนคาร์บอกซีเพปทิเดส (SCP) รวมทั้ง 
SCPL-AT ที่มีการศึกษาลักษณะเฉพาะก่อนหน้านี้ ผู้วิจัยได้ท าการแสดงออกของโปรตีน OsSCPL ด้วย
ระบบการแสดงออกในยีสต์และแบคทีเรีย โดยใช้ Pichia pastoris (P. pastoris) และ Escherichia 
coli (E. coli) ตามล าดับ โปรตีนถูกแยกให้บริสุทธิ์โดยวิธี immobilized affinity chromatography 
(IMAC) ที่จับกับ Ni2+ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยเจล SDS-PAGE และตรวจสอบลักษณะเฉพาะโดย
โครมาโตกราฟีแบบของเหลวและ tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) โปรตีนขนาด 75 
kDa จากการเพาะเลี้ยง P. pastoris เพ่ือเหนี่ยวน าให้แสดงออกของ OsSCPL7 ถูกระบุว่าเป็น
แอลกอฮอล์ออกซิเดส 1 (AOX1) ซึ่งเป็นโปรตีน peroxisomal ที่มักจะไม่ถูกปล่อยสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ 
เอ็นไซม์ AOX1 สามารถจับกับเรซิน IMAC ได้ ซึ่งน าไปสู่การท าให้บริสุทธิ์แทน OsSCPL7 พบว่า 
AOX1 สามารถเปลี่ยน cyanidin-3-O-glucoside (Cy3G) ไปเป็นสารประกอบที่ไม่สามารถดูดกลืน
แสงในช่วง 520 นาโนเมตร แต่ดูดกลืนแสงได้ค่อนข้างดีที่ 360 นาโนเมตร โดยวิธีโครมาโตกราฟี
ของเหลวประสิทธิภาพสูงพิเศษ (UHPLC)  



 



ISTIFTAKHUN  NIKMAH : INVESTIGATION OF RICE SERINE 
CARBOXYPEPTIDASE-LIKE (SCPL) PROTEINS. THESIS ADVISOR : PROF. 
JAMES R. KETUDAT-CAIRNS, Ph.D. 88 PP. 

 

Keyword: Phenolic Compounds/ Serine Carboxypeptidase-Like Protein/ 
Acyltransferase/ Hydrolysis 
 

Rice (Oryza sativa L.), especially colored rice, synthesizes and contains a large 
group of phenolic compounds, such as anthocyanins and other flavonoids, that have 
shown nutritional benefits. The simple phenolic glycosides are sometimes acylated, to 
form more complex compounds, such as pigments. In plants, one family of genes 
encoding enzymes responsible for such acylation are known as serine 
carboxypeptidase-like acyltransferase (SCPL-AT), which are able to transfer acyl 
moieties from a 1-O-β-D-glucose esters to acceptor substrates, including phenolic 
compounds. Over the last two decades, some SCPL-ATs have been characterized in 
Arabidopsis thaliana, Avena strigosa, Brassica napus, Delphinium grandiflorum, and 
many others. As yet, the SCPL-AT genes in rice have not been clearly described. Here, 
we sought to test genes encoding rice SCPL-AT to see whether the encoded enzymes 
modify the phenolic compounds in vitro. 

In silico analysis revealed that two putative rice SCPLs, OsSCPL2a and OsSCPL7, 
are closely related to the known SCPL-AT from A. strigosa (SCPL1) and D. grandiflorum 
(DgSCPL2). First, OsSCPL proteins were expressed in Pichia pastoris. The proteins were 
purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC) resin bound to Ni2+, 
excised from SDS-PAGE gels, and identified by liquid chromatography and tandem mass 
spectrometry (LC/MS/MS). A 75 kDa protein from culture of P. pastoris induced to 
express OsSCPL7 was identified as alcohol oxidase 1 (AOX1), a peroxisomal protein 
that is not usually released to the medium. The AOX1 protein was found to convert 
cyanidin-3-O-glucoside (Cy3G) to compounds that no longer exhibit absorbance in the 
520 nm range, but absorb relatively strongly at 360 nm, as detected in ultra-high-
performance liquid chromatography (UHPLC). 

On the other hand, the expression and purification of SCPL protein in E. coli 
yielding a small amount of OsSCPL2a soluble protein after purification by Co+-IMAC 
resin and detected on LC/MS/MS analysis. After testing the semi-purified OsSCPL2a 
protein in transglycosylation in reactions monitored by UHPLC, we found that 
OsSCPL2a appeared to act as a hydrolase enzyme and specifically release 7-O-linked 
glucose from flavonoids, instead of as an acyltransferase that acylates those flavonoid 
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