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 เอนไซม BGlu1 ของขาวพบมากในชวงที่ขาวออกดอกและกําลังงอกเมล็ด ทําหนาที่ยอย 
โอลิโกแซคคาไรคซ่ึงเปนสวนประกอบของผนังเซลลพืช เพื่อศึกษาความจําเพาะในการยอย
สับสเตรตโดยเอนไซมเบตากลูโคซิเดสในตระกูล Glycosyl hydrolase 1 (GH1) โดยเฉพาะ
เอนไซมในพืชตอการยอยโอลิโกแซคคาไรด ผลึกโปรตีนสี่ชนิดคือ ผลึกโปรตีนดั้งเดิม ผลึกโปรตีน
ดั้งเดิมกับสารยับยั้ง 2-deoxy-2-fluoroglucoside ผลึกโปรตีนกลายพันธุ E176Q และผลึกโปรตีน
กลายพันธุกับสับสเตรตโอลิโกแซคคาไรด cellopentaose ถูกนํามาวิเคราะหหาโครงสรางสามมิติ
ของเอนไซม โดยผลึกทั้ง 4 ชนิดสามารถหักเหรังสีเอ็กเรยไดความละเอียดถึง 2.20 1.52 1.35 และ 
1.80 อังสตรอม ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบโครงสรางสามมิติกับเอนไซมชนิดอื่นในตระกูล
เดียวกันพบวา โครงสรางโดยรวมเหมือนกันแตแตกตางกันเฉพาะบริเวณโครงสรางภายนอกที่เปน
บริเวณทางเขาของตําแหนงเรงปฏิกริยา ซ่ึงตําแหนงดังกลาวมีความหลากหลายของลําดับกรด       
อะมิโนในเอนไซมตระกูลเดียวกัน แสดงใหเห็นวาบริเวณดังกลาวเกี่ยวของกับการกําหนด
ความจําเพาะตอสับสเตรต จากโครงสรางสามมิติของเอนไซม BGlu1 พบวาบริเวณเรงของเอนไซม
เหมาะสมตอการยอยของโอลิโกแซคคาไรดที่ตอกันดวยพันธะ β-1,4 เนื่องจากมีลักษณะเปนรองลึก
ขนาดยาวที่ใหญบริเวณทางเขาและแคบที่บริเวณดานใน โครงสรางสามมิติของโปรตีนดั้งเดิมกับตัว
ยับยั้ง แสดงใหเห็นภาพการเกิดปฎิกริยา transglycosylation ซ่ึงเกิดไดดีโดยการเรงของเอนไซม 
BGlu1 โดยมีโมเลกุลกลีเซอรอลเขามาทําปฎิกริยาเปนตัวรับกลูโคสที่เกิดจากการเรงปฎิกริยา 
การศึกษาโครงสรางสามมิติของโปรตีนกลายพันธุ E176Q กับสับสเตรต cellopentaose พบการ
เปลี่ยนแปลงที่บริเวณผิวนอกของ loop C ที่ตําแหนงกรดอะมิโน Y341 V342 และ F343 ซ่ึง
พบวากรดอะมิโน Y341 มีหนาที่ในการจับวงแหวนกลูโคสที่ 4 และ 5 ของสับสเตรต  

เนื่องจากเอนไซมเบตากลูโคซิเดส BGlu1ในขาว และ BGQ60 ในบารเลยมีความจําเพาะ
ตอการยอยสับเสรต cellobiose และ cellotriose แตกตางกัน ดังนั้นกรดอะมิโนที่บริเวณตําแหนงที่
ทําหนาที่จับกับสับเสรตดานปลาย (aglycone binding site) ของเอนไซมในขาว จึงถูกเปลี่ยนให
เปนกรดอะมิโนของเอนไซมในบารเลย แมการกลายพันธุที่ตําแหนงกรดอะมิโนเพียงตัวเดียวนั้น ไม
สามารถเปลี่ยนแปลงความจําเพาะตอสับเสรตได แตจากการศึกษาจลศาสตรการเรงปฎิกริยาของ
เอนไซมกลายพันธุพบวา กรดอะมิโน I179 N190 และ N245 จับกับสับสเตรตและเกี่ยวของกับการ
เรงปฎิกริยาของเอนไซม การศึกษาจลศาสตรการเรงของเอนไซมกลายพันธุที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่
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ทําหนาที่ในการเรงปฎิกริยาของเอนไซม BGlu1 (nucleophile และ acid/base residues) สามารถ
ยืนยันไดวากรดอะมิโนทั้งสอง (E386 และ E176) เปนตัวเรงปฎิกริยาของเอนไซม BGlu1 
นอกจากนั้นตัวเรงที่ทําหนาที่ใหและรับโปรตอน (acid/base residue) ยังสามารถกลับมาเรง
ปฎิกริยาไดใหมในสภาวะที่มีโมเลกุลขนาดเล็กที่มีประจุลบเขามาทําหนาที่ในการรับโปรตอนแทน 
และเอนไซมกลายพันธุ E176Q มีความสามารถในการยอยสับสเตรท p-nitrophenol glucoside 
ไดดีกวาเอนไซมกลายพันธุตัวอ่ืนที่เคยรายงานมากอนหนานี้ 
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STRUTURE-FUNCTION/β-GLUCOSIDASE/X-RAY CRYSTALLOGRAPHY/ 

CELLOOLIGOSACCHARIDES/ENZYME-SUBSTRATE INTERACTIONS 

  

Rice BGlu1, a plant β-glucosidase highly expressed in flower and germinating 

shoot, hydrolyzes cell wall-derived oligosaccharides. To understand the basis of 

substrate specificity in glycosyl hydrolase family 1 (GH1) β-glucosidases, especially 

plant enzymes acting on oligosaccharides, crystals were generated and the crystal 

structures of free wild type BGlu1, its covalently bound complex with 2-deoxy-2-

fluoroglucoside, E176Q mutant BGlu1, and E176Q BGlu1 in complex with 

cellopentaose were solved at 2.20, 1.52, 1.35, and 1.80 Å resolution, respectively. The 

structures were similar to previous GH1 β-glucosidases, but showed several 

differences in the loops around the active site, which lead to an open active site with a 

narrow slot at the bottom, compatible with the hydrolysis of long β-1,4-linked 

oligosaccharides. The complex with the 2-fluoroglucoside provides a snap shot of the 

transglycosylation reaction, which is efficiently catalyzed by rice BGlu1, with a 

glycerol from the cryoprotectant playing the role of the incoming acceptor sugar. Two 

alternative conformations were found for the flexible loop C at residues Y341, V342, 

and F343, which are located at the entrance to the active site, in the E176Q mutant 

structure, though Y341 appeared to orient Glc4 and Glc5 of cellopentaose bound in the 

active site of E176Q mutant.  
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As the rice and barley enzymes have different preferences for cellobiose and 

cellotriose, putative aglycone binding residues were mutated to those of barley 

enzyme. Though no single residue appeared to be responsible for these differences, 

I179, N190 and N245 did appear to interact with the substrates and play a role in 

catalysis. Two catalytic residues (E386 and E176) were confirmed by kinetic analysis 

of nucleophile and acid/base mutants. The role of the acid/base catalyst was assessed 

by chemical rescue of the E176Q mutant with addition of anionic nucleophiles, which 

showed that this residue is indeed the catalytic acid/base and this mutant was 

especially active with p-nitrophenol glucoside compared to previously studied 

acid/base mutants. 
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