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Glycoside hydrolase family 3 (GH3) enzymes play important roles in several 

fundamental biological processes.  Higher plant GH3 enzyme amino acid sequences 

generate a phylogenetic tree with two distinct groups.  One group contains the β- D-

glucan glucohydrolases-like enzymes, while the second group contains β-D-xylosidase-

like enzymes. Within the glucohydrolase-like branch of rice GH3 proteins, the one most 

similar to barley Exo1 exoglucanase was designated OsExo1.  A cDNA optimized for 

expression of this protein in yeast was synthesized and cloned into the pPICZαBNH8 

expression vector. The recombinant protein was extracted and purified by immobilized 

metal affinity chromatography (IMAC). Similarly, the cDNA for the rice GH3 β-

exoglucanse- like gene most similar to barley Exo2, was cloned and used to express 

recombinant enzyme, designated OsExo2.  This protein was expressed in Escherichia 

coli strain Origami B(DE3)  as a fusion protein with N- terminal thioredoxin and His6 

tags from the pET32a expression vector.  The recombinant protein was extracted                   

and purified by IMAC, phenyl sepharose chromatography and gel filtration 

chromatography. Both rice GH3 enzymes could hydrolyze the polysaccharides 

laminarin, barley (1,3;1,4)-β-D-glucan, and lichenan and the synthetic glycosides pNP-

β-D-glucopyranoside and pNP-β-D-xyloside. Moreover, OsExo2 hydrolyzed pNP-β-
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 เอนไซมไ์กลโคไซดไ์ฮโดรเลสกลุ่มทีÉ 3 มีหนา้ทีÉสาํคญัหลายอยา่งในกระบวนการทางชีวภาพ

ขัÊนพืÊนฐาน ซึÉ งในพืชชัÊนสูงสามารถวิเคราะห์วิวฒันาการชาติพนัธุ์ของเอนไซม์ออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม 

โดยกลุ่มแรกประกอบดว้ยเอนไซม์ทีÉมีคุณสมบติัของเอนไซม์เบตา้กลูแคนกลูโคไฮโดรเลส และ

กลุ่ม 2 ประกอบดว้ยเอนไซม์ทีÉมีคุณสมบติัของเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส ยีนของเอนไซม์ไกลโค

ไซด์ไฮโดรเลสกลุ่มทีÉ 3 ของขา้วทีÉมีความคลา้ยคลึงกบัเอนไซม์เบตา้เอกโซกลูคาเนสของบาร์เลย ์

(HvExo1) เรียกว่า OsExo1 ไดถู้กสังเคราะห์ขึÊนในพลาสมิด pPICZαBNH8  เพืÉอใช้ในการผลิต

เอนไซม์ตวัดงักล่าวในยีสต์ เมืÉอเอนไซม์ OsExo1 ถูกผลิตออกมาแลว้ เอนไซม์จะถูกปล่อยออกมา

จากเซลล์ยีสตม์ายงัอาหารเลีÊยงเชืÊอ แลว้ถูกนาํมาแยกให้บริสุทธิÍ ดว้ยวิธี immobilized metal affinity 

chromatography (IMAC) เอนไซม์ทีÉไดศ้ึกษาอีกตวัหนึÉ งเรียกว่า OsExo2 โดย cDNA ของเอนไซม์

ดงักล่าวไดถู้กโคลน และตดัต่อเขา้ไปในพลาสมิด pET32a/DEST จากนัÊนพลาสมิดดงักล่าวไดถู้ก

นาํเขา้ไปใน Escherichia coli เพืÉอนาํไปใชใ้นการผลิตเอนไซมโ์ดยมี thioredoxin และ His6 tags ต่อ

ทีÉปลาย N-terminal ของเอนไซม์ เอนไซม์ OsExo2 ทีÉผลิตออกมาถูกนํามาทาํให้บริสุทธิÍ ด้วยวิธี 

IMAC ตามด้วย phenyl sepharose และ gel filtration ตามลําดับ จากการศึกษาพบว่าทัÊ งเอนไซม์ 

OsExo1 และ OsExo2 สามารถยอ่ยสับสเตรทไดแ้ก่ ลามินาริน บาร์เล่ย-์เบตา้-ดี-กลูแคน และลิชิแนน 

รวมถึงสามารถย่อยกลูโคไซด์สับสเตรทได้แก่  pNP-glucoside และ pNP-xyloside  เฉพาะใน

เอนไซม์ OsExo2 ทีÉสามารถย่อยสับสเตรท pNP-fucoside pNP-galactoside และ pNP-arabinoside 

รวมทัÊง เอนไซม ์OsExo2 ยงัสามารถยอ่ยเชลลูโลส ไดเ้ร็วกว่าโอลิโกแซคคาไรดส์ับสเตรทตวัอืÉน ๆ   

(kcat/KM, 25.0 mM-1s-1) แมว้่าค่าความสามารถย่อยเชลลูโลส (kcat/KM 20.5 mM-1s-1) และลามินาริน

ไตรโอส (kcat/KM 21.0 mM-1s-1) จะมีค่าใกล้เคียงกนั การทดสอบการย่อยสับสเตรทของเอนไซม์ 

OsExo1 พบว่าคล้ายกับการย่อยสับสเตรทของเอนไซม์ OsExo2 จากผลการทดลองและจาก             

 



 




