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Os9BGlu31 เป็นเอนไซม์ในข้าวกลุ่มไกลโคไซด์ไฮโดรเลส 1 (GH1) ซึ่งท้าหน้าที่หลักในการเร่ง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และ Os9BGlu31 ยังเกี่ยวข้องกับกระบวนการทรานส์ไกลโคซิเลชันในการถ่ายโอน
หมู่น ้าตาลไกลโคซิลเพื่อสังเคราะห์สารประกอบไกลโคซิเลตโดยเป็นปฏิกิริยาขั นตอนเดียวและผลิตภัณฑ์มี
ความเสถียรมากขึ น ละลายน ้าได้ มีความสามารถในการ ถูกดูดซึมสูง และมีฤทธ์ิทางชีวภาพสูง ดังนั น 
สารประกอบไกลโคซิเลตอาจสามารถน้ามาใช้เป็นสารออกฤทธ์ิในทางการแพทย์  รวมทั งฤทธ์ิในการต้าน
มะเร็ง  อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานถึงฤทธ์ิของสารประกอบไกลโคซิเลต เช่น สารประกอบกรดฟีโนลิก กลู
โคซิลเอสเทอร์ต่อการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อน ้าดี 

ในการศึกษานี เอนไซม์ Os9BGlu31 ถูกใช้ในกระบวนการสังเคราะห์สารประกอบกรดฟีโนลิก       
กลูโคซิลเอสเทอร์ 8 ชนิด จากกรดฟีโนลิกอิสระ จากนั นสารที่สังเคราะห์ได้ถูกประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพ
และศึกษากลไกที่เกี่ยวข้องในการยับยั งการเจริญของเซลล์มะเรง็ท่อน ้าดี เอนไซม์ Os9BGlu31 ดั งเดิมและ
กลายพันธ์ุถูกผลิตโดยแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธ์ุ Origami B(DE3) แล้วท้าให้บริสุทธ์ิโดยใช้
คอลัมน์ IMAC จากนั นผลิตภัณฑ์จากกระบวนการทรานไกลโคซิเลชันของเอนไซม์ Os9BGlu31 และ
เอนไซม์กลายพันธ์ุถูกตรวจวัดโดยโครมาโตกราฟีเชิงวิเคราะห์แล้วท้าให้บริสุทธ์ิโดยใช้คอลัมน์เซฟาเดกซ์-
แอลเอช20 โดยโครงสร้างของสารประกอบถูกวิเคราะห์โดยวิธีเอ็นเอ็มอาร์สเปกโทรสโกป ีและผลิตภัณฑ์
จากกระบวนการทรานไกลโคซิเลชันถูกวัดความสามารถเบื องต้นในการต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยับยั งการ
เจริญในเซลล์มะเร็งท่อน ้าดี แล้วทดสอบความสามารถในการยับยั งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งท่ อ
น ้าดีด้วยวิธีการตรวจวูลฮีลลิง เพื่อหาสารประกอบกรดฟีโนลิกกลูโคซิลเอสเทอร์ที่มีฤทธ์ิสูงที่สุดมาศึกษา
กลไกในการยับยั งเซลล์มะเรง็ทอ่น ้าดีโดยการวิเคราะหก์ารเปลีย่นแปลงวัฏจักรของเซลล์ การตายของเซลล์
แบบอะพอพโตซิส และวัดการแสดงออกในระดับเอ็มอาร์เอนเอของยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกดังกล่าว  

จากการทดลองพบว่า Os9BGlu31 กลายพันธ์ุสามารถสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์จากกระบวนการ  
ทรานไกลโคซิเลชันได้หลากหลายกว่าเอนไซม์ดั งเดิมผ่านการถ่ายโอนหมู่กลูโคซิลไปยังต้าแหน่งของหมู่ 
ไฮดรอกซิลหรือหมู่คาร์บอกซิล โดยผลิตภัณฑ์หลักมาจากการจับของหมู่ไกลโคซิลที่ต้าแหน่งของหมู่       
คาร์บอกซิลของกรดฟโีนลิก เอนไซม์ Os9BGlu31 กลายพันธ์ุที่ต้าแหน่งกรดอะมิโน W243N และ W243L 
มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ในกระบวนการทรานไกลโคซิเลชันต่อการเกิดผลิตภัณฑ์ที่สูงกว่าเอนไซม์ดั งเดิม
ซึ่งผลิตภัณฑ์หลักที่พบคือ สารประกอบกรดฟีโนลิกกลูโคซิลเอสเทอร์ โดยเฉพาะสารประกอบ  กรดแกล
ลิคกลูโคซิลเอสเทอร์ (เบต้ากลูโคแกลลิน) ที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระค่า IC50 เท่ากับ 3.6 ± 0.1 µg/mL 
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Rice Os9BGlu31 is one of enzyme in glycoside hydrolase family 1 (GH1), an 
enzyme family that mostly catalyze hydrolysis reactions. In addition to weak hydrolysis 
activity, Os9BGlu31 has transglycosylation activity that can transfer a glycosyl moiety 
to other aglycone moiety to form glycosylated compounds through a retaining 
mechanism. In the transglycosylation reaction, the glycosylated compounds can be 
produced in a one-step reaction and the products often are more stable, soluble, 
bioavailable and has enhanced bioactivity. Therefore, the glycosylated compounds are 
promising functional compounds for human health purposes, including as anti-cancer 
agents. However, the effect of glycosylated compounds, such as phenolic acid glucosyl 
esters in cholangiocarcinoma cells has not been reported yet. 

In this study, Os9BGlu31 was used to synthesize eight phenolic acid glucosyl 
esters, and their biological activities were evaluated in cholangiocarcinoma cells. The 
possible molecular mechanism of inhibition of cholangiocarcinoma cells by phenolic 
acid glucosyl ester was then investigated. Os9BGlu31 and its mutant variants were 
expressed in Escherichia coli strain Origami B(DE3), then purified by an IMAC column 
for further enzymatic reaction. The transglucosylation products were detected by 
analytical chromatography, produced, purified by Sephadex-LH20 resin column 
chromatography, and their structures were verified by NMR spectroscopy. Furthermore, 
the activity of transglucosylation products were evaluated, screened for anti-
proliferative activity, then followed by a wound healing assay to assess anti-migration 
activity of selected-phenolic acid glucosyl ester. The possible molecular mechanism 
of inhibition of cholangiocarcinoma cells was investigated by cell cycle analysis, cell 
apoptosis analysis, and measured the mRNA expression level of related genes.  

Os9BGlu31 wild type produced single transglucosylation product, whereas 
Os9BGlu31 mutants tend to produce multiple transglucosylation products, which can 
transfer a glucosyl moiety to a hydroxyl group or carboxyl group of certain compounds. 

 



 


