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ในพืชชั้นสูงเอนไซม์เบตา-กลูโคซิเดสจดัอยู่ในตระกูลไกลโคไซไฮโดรเลส กลุ่มท่ี 1 มี
หน้าท่ีส าคญัหลายอยา่ง รวมไปถึงกระบวนการสร้างลิกนิน จากการวิเคราะห์ phylogenetic ของ
เอนไซมเ์บตา-กลูโคซิเดสในขา้ว พบวา่ Os4BGlu14 Os4BGlu16 และ Os4BGlu18 มีล าดบักรด   
อะมิโนท่ีมีความใกลเ้คียงกบัเอนไซม์ในกลุ่มโมโนลิกนอลเบตา-กลูโคซิเดสมากท่ีสุด จึงน ามาสู่
สมมติฐานว่าเอนไซม์ทั้ง 3 ตวัน้ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสร้างลิกนิน cDNA ของโมโนลิกนอล    
เบตา-กลูโคซิเดส ยนี Os4BGlu14 และ Os4BGlu18 ถูกโคลน ตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบัเบส
นิวคลีโอไทด์ และตดัต่อเขา้ไปในพลาสมิด pET32a จากนั้นพลาสมิดท่ีถูกตดัต่อยีนเหล่าน้ี ถูก
น าเขา้ใน Escherichia coli เพื่อน าไปใชใ้นการผลิตเอนไซมโ์ดยมี thioredoxin และ His6 tags ต่อท่ี
ปลาย N-terminal เน่ืองจากต าแหน่ง acid/base ของ Os4BGlu14 ถูกแทนท่ีดว้ยกรดอะมิโนกลูทามิน 
ซ่ึงกรดอะมิโนน้ีอาจท าให้เอนไซม ์Os4BGlu14 ไม่สามารถท างานไดเ้หมือนเอนไซมเ์บตา-กลูโคซิ
เดสโดยทัว่ไป ดงันั้น การดดัแปลงกรดอะมิโนกลูทามินไปเป็นกลูทาเมทจึงถูกท าข้ึนดว้ยเทคนิค 
QuikChange site-directed mutagenesis อยา่งไรก็ตาม ไม่สามารถตรวจวดัการท างานของเอนไซม ์
Os4BGlu14 ไดท้ั้งในเอนไซมด์ั้งเดิมและเอนไซม์ท่ีถูกดดัแปลงกรดอะมิโน และเน่ืองจากมีปัญหา
ในการโคลน Os4BGlu16 จึงท าการสังเคราะห์ยีนของ Os4BGlu16 ข้ึนเพื่อใชใ้นการผลิตเอนไซม์
ตวัน้ีในยีสต์ เอนไซม ์Os4BGlu16 ท่ีถูกผลิตและปล่อยออกมาจากผนงัเซลล์ของยีสตถู์กน ามาแยก
ให้บริสุทธ์ิดว้ยวิธี immobilized metal affinity chromatography (IMAC) ส่วนเอนไซม ์Os4BGlu18 
ถูกสกดัมาจาก E. coli และน ามาแยกให้บริสุทธ์ิดว้ย anion exchange chromatography hydrophobic 
interaction chromatography และ  IMAC column ตามล าดบั เอนไซม ์Os4BGlu16 และ Os4BGlu18 
สามารถย่อยโมโนลิกนอลกลูโคไซด์สับสเตรท coniferin (ดว้ย kcat/KM, 21.6 mM-1s-1 ส าหรับ
Os4BGlu16 และ 31.9 mM-1s-1 ส าหรับ Os4BGlu18) syringin (ดว้ย kcat/KM, 22.8 mM-1s-1 ส าหรับ 
Os4BGlu16 และ 24.0 mM-1s-1 ส าหรับ Os4BGlu18) และ p-coumarol glucoside (ดว้ยkcat/KM, 6.2 
mM-1s-1 ส าหรับ Os4BGlu16 และ 1.4 mM-1s-1 ส าหรับ Os4BGlu18) ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากกวา่
สับสเตรทตวัอ่ืน 

ในการตรวจหาการแสดงออกของยีนโมโนลิกนอลเบตา-กลูโคซิเดสในขา้ว พบวา่ mRNA 
ของ Os4BGlu14 มีการตรวจพบมากท่ีสุดในส่วนของเมล็ด รวง และเกสร ส่วน mRNA ของ 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Os4BGlu16 พบมากท่ีสุดในส่วนของใบจากตน้ขา้วสัปดาห์ท่ี 4 ถึงสัปดาห์ท่ี 10 เอนโดสเปิร์ม และ
เปลือกเมล็ดส่วนนอก และ mRNA ของ Os4BGlu18 ส่วนใหญ่ถูกพบในช่วงแรกของการ
เจริญเติบโตตั้งแต่สัปดาห์แรกถึงสัปดาห์ท่ี 4 และยงัถูกพบในเกสรและเปลือกเมล็ดส่วนนอกอีก
ด้วย ขอ้มูลเหล่าน้ีบ่งบอกถึงการท างานของเอนไซม์โมโนลิกนอลเบตา-กลูโคซิเดสเกิดข้ึนทั้ง
ในช่วงเจริญเติบโตจนถึงช่วงออกผลผลิต การศึกษาปริมาณของสารโมโนลิกนอล โมโนลิกนอลกลู
โคไซด์ และสารท่ีเก่ียวขอ้งในขา้วโดยใช้เคร่ือง UPLC-MS เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณ
เอนไซมแ์ละสับสเตรทท่ีถูกผลิต พบวา่ ปริมาณ sinapyl alcohol ถูกพบในส่วนของรากและกาบใบ
อายุ 10 ถึง 40 วนั ในขณะท่ีรูปกลูโคไซด์คือ syringin เพิ่มข้ึนในช่วงอายุ 2-3 เดือนทั้งในราก ใบ 
กาบใบ และขอ้ปลอ้ง เช่นเดียวกบั p-coumarol glucoside และ coniferin ในส่วนของดอกขา้ว พบวา่
มีปริมาณของ p-coumarol glucoside มากกวา่ syringin sinapic acid coniferin caffeic acid sinapyl 
alcohol coniferyl alcohol และ p-coumaric acid ตามล าดบั จึงสรุปไดว้า่เอนไซมน้ี์จะถูกสร้างข้ึนใน
ระหว่างการสร้างสารโมโนลิกนอลกลูโคไซด์ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กนัทางดา้นกระบวนการชีวเคมี 
และการศึกษาสภาพทางชีววิทยาส าหรับการปล่อยสารโมโนลิกนอลส าหรับกระบวนการสร้าง
ลิกนินยงัคงตอ้งมีการทดสอบกนัต่อไป 
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GLYCOSIDE HYDROLASE/CHARACTERIZATION/RICE/MONOLIGNOL  

β-GLUCOSIDASE/MONOLIGNOL COMPOUNDS 

In higher plants, β-glucosidases belonging to glycoside hydrolase family 1 

(GH1) have been implicated in several fundamental processes, including lignification. 

Phylogenetic analysis of rice (Oryza sativa L.) GH1 β-glucosidases indicated that 

Os4BGlu14, Os4BGlu16, and Os4BGlu18 are closely related to known monolignol β-

glucosidases, leading to the hypothesis that they may release monolignols from their 

inactive glucosides. The cDNAs for Os4BGlu14 and Os4BGlu18 genes were cloned, 

sequenced, and ligated into pET32a, and the resulting recombinant plasmids were 

used to express fusion proteins with N-terminal thioredoxin and His6 tags in 

Escherichia coli. Because the conserved acid/base glutamate position of Os4BGlu14 

is replaced with glutamine residue 191, the cDNA of Os4BGlu14 was mutated to 

glutamate at this position to produce Os4BGlu14 Q191E. However, no activity could 

be detected for proteins expressed from pET32a/Os4BGlu14 and 

pET32a/Os4BGlu14Q191E. Due to difficulty in cloning a functional cDNA for E. 

coli expression, an optimized Os4BGlu16 cDNA was synthesized for expression of 

the protein in Pichia pastoris. The secreted Os4BGlu16 fusion protein was purified 

from induced P. pastoris culture media by immobilized metal affinity 

chromatography (IMAC) to yield a single prominent protein band on SDS-PAGE 

analysis and strong -glucosidase activity. In contrast, active Os4BGlu18 -

glucosidase fusion protein with N-terminal thioredoxin and His6 tags was successfully 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

expressed and extracted from E. coli cells, and was purified by anion exchange 

chromatography, hydrophobic interaction chromatography and IMAC. Os4BGlu16 

and Os4BGlu18 hydrolyzed the monolignol glucosides coniferin (kcat/KM, 21.6 

mM
−1

s
−1

for Os4BGlu16 and 31.9 mM
−1

s
−1 

for Os4BGlu18), syringin (kcat/KM, 22.8 

mM
−1

s
−1 

for Os4BGlu16 and 24.0 mM
−1

s
−1 

for Os4BGlu18), and p-coumarol 

glucoside (kcat/KM, 6.2 mM
−1

s
−1 

for Os4BGlu16 and 1.4 mM
−1

s
−1 

for Os4BGlu18) 

with much higher catalytic efficiencies than other substrates.  

By quantitative RT-PCR, highest Os4BGlu14 mRNA levels were detected in 

seed, panicle and pollen. Os4BGlu16 was detected at highest levels in leaf from 4 to 

10 weeks, endosperm and lemma, while Os4BGlu18 mRNA was most abundant in 

vegetative tissues from 1 week to 4 weeks old and in pollen and lemma. These data 

suggest a role for monolignol β-glucosidases in both vegetative and reproductive rice 

tissues. The relative amounts of monolignols, their glycosides and related compounds 

in rice tissues were analyzed by UPLC-MS to relate the enzyme expression levels to 

levels of putative substrates and products. Sinapyl alcohol was detected in root and 

leaf sheath from 10-40 days, whereas its glucoside, syringin, was dramatically 

increased in 2-3 month-old roots, leaf, leaf sheath, and stem, as were the levels of p-

coumarol glucoside and coniferin. In rice flower extracts, p-coumarol glucoside was 

highest, followed by syringin, sinapic acid, coniferin, caffeic acid, sinapyl alcohol, 

coniferyl alcohol, and p-coumaric acid, respectively. Thus, the enzymes appear to be 

present during the build-up of monolignol glucosides, although the exact biological 

context for the release of the monolignols from these compounds remains to be 

determined. 
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