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 เอนไซมข์า้ว Os9BGlu31  เป็นทรานส์กลูโคซิเดสในตระกูล Glycoside hydrolase family 1 
(GH1) ท่ีมีความสามารถในการยา้ยหมู่นํ้ าตาลกลูโคสให้กบัสารในกลุ่มของกรดฟีโนลิก ฟลาโว
นอยส์ และสารกลุ่มฮอร์โมนพืช เอนไซม์ Os9BGlu31 มีความจาํเพาะเจาะจงต่อฟีโนลิก 1-O-β-
กลูโคสเอสเทอร์ท่ีทาํหนา้ท่ีเป็นตวัให ้(Donor) ไดดี้กวา่ไกลโคไซด ์(Glycoside) นอกจากน้ีกรดฟีโน
ลิกอิสสระของเอสเทอร์น้ียงัทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับ (Acceptor) ท่ีดีอีกดว้ย จากการศึกษาโครงสร้างของ
เอนไซม์โดย homology model พบว่ากรดอะมิโนท่ีอยู่รอบๆ บริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
Os9BGlu31 ตวัน้ีมีส่วนท่ีไม่ชอบนํ้ าอยู่มากจึงไดท้าํการสร้างตวักลายพนัธ์ุ I172T L183Q L241D 
และ W243N  พบว่าตวักลายพนัธ์ุ W243N มีประสิทธิภาพสูงสุด และการกลายพนัธ์ุท่ีตาํแหน่ง 
W243 (A D M N F และ Y) มีอัตราส่วนในการเติมกลูโคสให้กับแนฟทอล และ1-แนฟทาลีน 
อะซิติกแอซิค อย่างนอ้ยสองเท่าในการทาํปฏิกิริยาทรานส์กลูโคซิเลชนัเม่ือเทียบกบั wild type จึง
ทดลองใชเ้คมเฟอรอล  ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยส์ท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลในโมเลกลุอยู ่4 ตวั มาใช้
เป็นสารตั้งตน้ตวัรับกลูโคส พบวา่ตวักลายพนัธ์ุ W243N มีประสิทธิภาพสูงกว่า  wild type เอนไซม ์
ดงันั้นตาํแหน่งจาํเพาะเจาะจงของการเติมหมู่กลูโคสให้กบัเคมเฟอรอล จึงถูกนาํมาเปรียบเทียบกบั 
wild type Os9BGlu31 และตวักลายพนัธ์ุ W243 อ่ืนๆ ผลปรากฎว่า wild type Os9BGlu31 สามารถ
ผลิตเคมเฟอรอล 7-O-กลูโคไซคไ์ดเ้พียงหน่ึงชนิดเท่านั้น ในขณะท่ีตวักลายพนัธ์ุ W243 สามารถ
ผลิตเคมเฟอรอลโมโนกลูโคไซค์ ได้ถึงสามชนิด และเคมเฟอรอลไดกลูโคไซค์ อีกสามชนิด 
การศึกษาตาํแหน่งท่ีมีการเติมนํ้ าตาลกลูโคสใหเ้คมเฟอรอลถูกวิเคราะห์โดยเทคนิคการใชป้ระจุลบ 
tandam mass spectrometry เพื่อแยกชนิดของเคมเฟอรอลโมโนกลูโคไซคท่ี์ตาํแหน่ง  3-O 7-O และ 
4'-O กลูโคไซค ์และเคมเฟอรอลไดกลูโคไซค ์ ท่ีตาํแหน่ง  3-O 7-O และ 4'-O  ไดกลูโคไซค ์ตาม
หลกัความเสถียรของการทาํให้เกิดอณุมูลอิสระหลงัการเสียหมู่กลูโคส ตวักลายพนัธ์ุ Os9BGlu31 
W243 ยงัสามารถใช ้เคมเฟอรอล 3-O-กลูโคไซคเ์ป็นสารตั้งตน้ตวัใหก้ลูโคสไดดี้กว่า นอกจากน้ียงั
สรุปได้ว่า W243F และ W243Y ให้ผลคล้ายกับ wild type จากผลดังกล่าวน้ีพบว่าตัว W243 มี
ความจาํเพาะอยา่งยิง่ต่อสารตั้งตน้และสารผลิตภณัฑข์อง Os9BGlu31  
    เอนไซมท์รานส์กลูโคซิเดส Os9BGlu31 มีบทบาทในเมทาบอลิสมของพืชรวมทั้งในขา้ว
ดว้ย จากการศึกษาดว้ยเคร่ือง Ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-
MS) ในการดูเมทาบอไลทโ์ปรไฟลข์องสารสกดัจากใบธงของขา้ว พบวา่สารสกดัจากใบธงของขา้ว
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ประกอบดว้ย ฟลาโวนอยส์อไกลโคน และไกลโคไซด ์โดยมีการเปรียบเทียบสารสาํคญัระหวา่งขา้ว
ปกติ wild type กบัขา้วท่ียบัย ั้งการแสดงออกของยีน Os9BGlu31 โดยวิธี homologous T-DNA และ 
Tos17/2 ซ่ึงเป็นการทาํให้การแสดงออกของยีน Os9BGlu31 ลดตํ่าลงจนถึงไม่มีการแสดงออกของ
ยนีน้ีอีกเลย เพื่อศึกษาการเพ่ิมข้ึนหรือการลดลงของสารท่ีเกิดจากการขาดเอนไซม ์Os9BGlu31 จาก
การศึกษาพบว่ามีสารหน่ึงชนิดท่ีมีปริมาณเพ่ิมในขา้วท่ีเป็น homologous knockout Os9BGlu31 คือ 
1-O-feruloyl β-D-glucoside (FAG) ซ่ึงเป็นสารตั้ งต้นตัวให้กลูโคสของ Os9BGlu31 ท่ีมีรายงาน
การศึกษาแบบ in vitro มาก่อนแลว้ การศึกษาน้ีพบว่าในใบธงของขา้ว knockout Os9BGlu31 มี 
FAG อยูใ่นปริมาณมากและยงัพบการลดลงของสารท่ีเทียบเป็น Tricin 4'-(guaiacylglyceryl)ether 7-
O-glucoside ท่ีสามารถใชเ้ป็นสารตั้งตน้ตวัให้กลูโคสของ Os9BGlu31 ในการทดลองแบบ in vitro 
คร้ังน้ีดว้ย สารน้ีอาจเป็นสารตั้งตน้หรือผลิตภณัฑท่ี์สาํคญัของขา้ว งานวิจยัน้ีเป็นงานวิจยัช้ินแรกท่ี
ทาํการศึกษาการทาํงานของ Os9BGlu31 ในขา้ว 
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 Rice Os9BGlu31 is a glycoside hydrolase family 1 (GH1) transglucosidase that 

can transfer glucose to phenolic acids, flavonoids, and phytohormones. Os9BGlu31 

displays broad specificity, with phenolic 1-O-β-D-glucose esters acting as better 

glucosyl donors than glucosides, whereas the free phenolic acids of these esters are also 

excellent acceptor substrates. Based on homology modeling of this enzyme, we made 

single point mutations of residues surrounding the acceptor binding region of the 

Os9BGlu31 active site, including I172T, L183Q, L241D, and W243N. The most active 

variant produced was W243N, and all variants with mutations at W243 (to A, D, M, N, 

F and Y) had at least a 2-fold higher ratio of naphthol to naphthalene acetic acid 

transglucosylation compared to wild type Os9BGlu31. Kaempferol is a flavanol 

containing 4 hydroxyl groups, on which the Os9BGlu31 W243N mutant activity was 

considerably higher than that of wild type recombinant enzyme.  Therefore, the 

regiospecificity for kaempferol glucosylation was compared between Os9BGlu31 wild 

type and its W243 mutants. The wild type Os9BGlu31 recombinant enzyme produced 

only 7-O-glucoside in significant amounts, while the W243 variants produced up to 3 

kaempferol monoglucosides and 3 diglucosides.  Fragmentation analysis by negative 

ion electrospray ionization tandem mass spectrometry identified the kaempferol mono-

O-glucosides as 3-O, 7-O, and 4'-O glucosides and di-O-glucosides as 3,7-O, 4'7-O, and 

3,4'-O kaempferol diglucosides, based on the expected stability of different radical 

products of glucosyl group loss. The Os9BGlu31 W243 mutants were also better able 
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to use kaempferol 3-O-glucoside as a donor substrate, although the W243F and W243Y 

variants were similar to wild type.  Therefore, the W243 residue was found to be critical 

to the substrate and product specificity of Os9BGlu31. 

 The role of Os9BGlu31 transglucosidase in rice plant metabolism has only been 

speculated to date. We tentatively identified various compounds in rice flag leaf 

extracts, including flavonoid aglycones and glycosides, by ultra performance liquid 

chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS)-based metabolite profiling. Extracts 

of homologous T-DNA and Tos17/2 insertion os9bglu31 knockout lines were compared 

to those of paired homozygous Os9BGlu31 wild type lines to identify compounds that 

accumulated or are decreased in the absence of Os9BGlu31. One compound that 

accumulated in the homozygous knockout lines, was 1-O-feruloyl-β-D-glucoside 

(FAG), which has been reported as a glucosyl donor substrate of Os9BGlu31 in vitro. 

We discovered that FAG is the substrate for Os9BGlu31 in vivo, since FAG is 

accumulated in flag leaves of Os9BGlu31 knockout lines. Certain compounds in the 

rice flag leaf extracts, including one with a mass matching tricin 4'-O-

(guaiacylglyceryl)ether 7-O-glucoside, could also serve as Os9BGlu31 donor substrates 

in an in vitro assay, suggesting they may also be potential substrates or products in the 

plant. This work provides the first experimental evidence for the function of Os9BGlu31 

in planta. 
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