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บทคดัย่อ 

เอนไซม์ Os4BGlu18 จากขา้วเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มมอโนลิกนอลบีตา-กลูโคซิเดส ท่ีสามารถย่อยสารใน

กลุ่มมอโนลิกนอลกลูโคไซด์ซบัสเตรต ซ่ึงประกอบดว้ย coniferin, syringin, และ p-coumatyl alcohol glucoside ได้

อยา่งมีประสิทธิภาพมากกว่าซบัสเตรตจากธรรมชาติชนิดอ่ืน งานวิจยัน้ีผลิตเอนไซม ์Os4BGlu18 ใน Escherichia 

coli ด้วยการรวมเขา้กับ thioredoxin-His6 tag และทาํให้บริสุทธ์ิด้วยคอลมัน์ immobilized metal affinity 

chromatography (IMAC) มีการตดัปลายแอมิโนของเอนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีมี thioredoxin-His6 tag ออกและทาํให้

บริสุทธ์ิอีกคร้ังดว้ยคอลมัน ์IMAC การตกผลึกเอนไซม ์Os4BGlu18 ดว้ยวธีิ microbatch ประสบความสาํเร็จโดยพบ

ผลึกรูปร่างกลมยาวจาํนวนมาก เม่ือใชส้ารตกผลึกท่ีประกอบดว้ย Tris-HCl 0.1 โมลาร์, pH 8.5 และ polyethylene 

glycol 3350 25% ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 สัปดาห์ ผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 แบบอิสระและ

แบบท่ีรวมอยูก่บั 2-deoxy-2-fluoroglucose (G2F) สามารถเล้ียวเบนรังสีเอก็ซ์ท่ีความยาวคล่ืน 1.0 องัสตรอม และใช้

เคร่ืองตรวจจบั ADSC Quantum 315 CCD ไดด้ว้ยความละเอียด 6.5 และ 7.0 องัสตรอม ตามลาํดบั        การวเิคราะห์ 
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ทางดา้นผลึกศาสตร์ของเอนไซม ์Os4BGlu18 อิสระพบวา่มีดชันีออร์โธรอมบิกสเปซกลุ่ม P212121 และขนาดของ   

ยนิูตเซลลมี์ค่า a เท่ากบั 163.8 องัสตรอม, b เท่ากบั 167.4 องัสตรอม และ c เท่ากบั 240.2 องัสตรอม สาํหรับผลึก

ของเอนไซม์ท่ีรวมอยูก่บั G2F พบวา่มีดชันีเตตร้าโกนลัสเปซกลุ่ม P42212 และขนาดของยนิูตเซลลมี์ค่า a เท่ากบั 

164.5 องัสตรอม, b เท่ากบั 164.5 องัสตรอม และ c เท่ากบั 241.0 องัสตรอม 

 

คาํสําคญั: มอโนลิกนอลบีตา-กลูโคซิเดส, 2-ดีออกซี-2-ฟลูโอโรกลูโคส, การตกผลึกดว้ยวธีิไมโครแบช 

 

Abstract 

Rice Os4BGlu18 was proposed to be a monolignol β-glucosidase and has been shown to hydrolyze the 

monolignol glucoside substrates, coniferin, syringin, and p-coumatyl alcohol glucoside, with higher catalytic 

efficiency than other natural substrates. The Os4BGlu18 protein was produced as a thioredoxin-His6 fusion 

protein in Escherichia coli and purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC). The N-terminal 

thioredoxin-His6 tag was cutoff and the protein was further purified by a second IMAC step. Screening in 

microbatch crystallization showed that Os4BGlu18 could be successfully crystallized to form many crystals with 

rod shape. The rod shaped crystals were grown in a precipitant solution containing 0.1 M Tris-HCl, pH 8.5, and 

25% polyethylene glycol 3350 after 3 weeks of incubation at 15ºC. The crystals of free Os4BGlu18 and its 

complex with 2-deoxy-2-fluoroglucose (G2F) could diffract X-rays at a 1.0 Å wavelength x-ray beam and an 

ADSC Quantum 315 CCD detector with nominal resolutions of 6.5 and 7.0 Å, respectively. The crystallographic 

analysis of free Os4BGlu18 showed that it was indexed to the orthorhombic P212121 space group, and had the unit 

cell parameters: a = 163.8 Å, b = 167.4 Å, c = 240.2 Å. For the G2F complex, it was indexed to the tetragonal 

P42212 space group, and had the unit cell parameters: a = 164.5 Å, b = 164.5 Å, c = 241.0 Å. 

 

Keywords: monolignol β-glucosidase, 2-deoxy-2-fluoroglucose, microbatch crystallization 

 

บทนํา 

เอนไซมบี์ตา-กลูโคซิเดสจากพืชจดัอยูใ่นกลุ่มเอนไซมไ์กลโคไซไฮโดรเลส โดยเป็นเอนไซมเ์ร่งปฏิกิริยา

การสลายตัวด้วยนํ้ าท่ีตาํแหน่งบีตา-ไกลโคซิดิกของสารประกอบหมู่แอริลและแอลคิลบีตา-ดี-กลูโคไซด์และ

สารประกอบกลูโคโอลิโกแซ็กคาไรด ์เพ่ือปลดปล่อยโมเลกลุกลูโคสและอะไกลโคนออกมา เอนไซมป์ระเภทน้ีพบ

ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิดไดแ้ก่ อาร์เคีย แบคทีเรีย เห็ดรา พืช และสัตว ์ ในพืชมีการรายงานวา่เอนไซมบี์ตา-กลูโคซิ    

เดสมีหนา้ท่ีสาํคญัหลายอยา่ง  เช่น  การยอ่ยโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์ผนงัเซลลข์องพืช  การปลดปล่อยสารป้องกนัตนเอง 
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ของพืชจากรูปท่ีไม่สามารถทาํงานไดใ้ห้กลายเป็นรูปท่ีสามารถทาํงานได ้การควบคุมสารในกลุ่มฮอร์โมนพืช การ

เกิดปฏิกิริยาการแยกสลายดว้ยนํ้ ากบัสารในกลุ่มแอลคาลอยดแ์อแนบอลิกอินเทอร์มีเดียตกลูโคไซดส์าํหรับการสร้าง

มอโนเทอร์พีนแอลคาลอยดใ์นวิถีเมแทบอลิซึม การปลดปล่อยสารระเหยง่ายภายในเซลลพื์ช รวมถึงการปล่อยสาร

ในกลุ่มมอโนลิกนอลซ่ึงเป็นหน่วยการสร้างลิกนินในพืช (Opassiri et al., 2006; Ketudat Cairns & Esen, 2010)  

ในธรรมชาติสารกลุ่มมอโนลิกนอลกลูโคไซดท่ี์ประกอบดว้ย coniferin, syringin และ p-coumaryl alcohol 

glucoside จดัเป็นสารประกอบสาํหรับการเคล่ือนท่ีหรือสาํหรับการเก็บสะสมไวข้องมอโนลิกนอลเพ่ือใชใ้นการ

สร้างลิกนิน เม่ือพืชตอ้งการสร้างลิกนิน เอนไซมม์อโนลิกนอลบีตา-กลูโคซิเดสท่ีจาํเพาะต่อการปลดปล่อยสารกลุ่ม

มอโนลิกนอลกลูโคไซด์จะเขา้มาตดัเอากลูโคสออกทาํให้ไดม้อโนลิกนอลท่ีสามารถนาํไปสร้างลิกนินไดต้่อไป 

ความจาํเพาะต่อสารตั้งตน้ของเอนไซมม์อโนลิกนอลบีตา-กลูโคซิเดสเคยมีการศึกษาในพืชหลายชนิดเช่น ตน้สน ถัว่

ลูกไก่ อะราบิดอพซิส และขา้ว (Hösel et al.,1978; Dharmawardhana & Ellis, 1998; Escamilla-Treviño et al., 2006; 

Baiya et al., 2014)  จากการเทียบลาํดบัความเหมือนของกรดแอมิโนของเอนไซมบี์ตา-กลูโคซิเดสในขา้วและอะรา

บิดอพซิส พบวา่ Os4BGlu14, Os4BGlu16, และ Os4BGlu18 ในขา้วจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนักบัมอโนลิกนอลบีตา-กลู

โคซิเดส (BGlu45 และ BGlu46) ในอะราบิดอพซิส (Opassiri et al., 2006) เม่ือทาํการศึกษาความจาํเพาะต่อสาร     

ตั้งตน้ของเอนไซม ์Os4BGlu16 และ Os4BGlu18 พบวา่เอนไซมท์ั้งสองสามารถทาํปฏิกิริยาการสลายดว้ยนํ้ ากบัสาร

กลุ่มมอโนลิกนอลกลูโคไซด์ทั้ง 3 ชนิดไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพยิ่งกวา่สารตั้งตน้จากธรรมชาติชนิดอ่ืน ๆ แสดงให้

เห็นถึงหนา้ท่ีท่ีจาํเพาะของเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดน้ีต่อกระบวนการสร้างลิกนินภายในเซลลพื์ช (Baiya et al., 2014) 

เพ่ือให้เขา้ใจถึงโครงสร้างและหน้าท่ีการทาํงานของเอนไซม์มอโนลิกนอลบีตา-กลูโคซิเดสให้มากข้ึน 

คณะผูว้ิจยัจึงเลือกเอนไซม ์Os4BGlu18 มาทาํการตกผลึกเพ่ือให้เหมาะต่อการศึกษาโครงสร้างโปรตีนดว้ยเทคนิค

ทางผลึกวทิยา 

 

วธีิการทดลอง 

1. การผลติและการแยกเอนไซม์ Os4BGlu18 ให้บริสุทธ์ิ 

 ดีเอ็นเอของเอนไซม ์Os4BGlu18 ขนาด 1,500 กิโลเบสแพร์ ไดม้าจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) 

ของ cDNA จากขา้วหอมดอกมะลิ 105 อาย ุ7 วนั และโคลนเขา้ไปในเวคเตอร์ pET32a(+) โดยดา้นปลายแอมิโนของ

เอนไซมถู์กเช่ือมเขา้กบั thioredoxin-His6 tag ซ่ึงมีตาํแหน่งตดัจาํเพาะสาํหรับเอนไซม ์enterokinase ดงัแสดงในรูปท่ี 

1 จากนั้นดีเอ็นเอสายผสมน้ีถูกยา้ยเขา้ไปในแบคทีเรียชนิด Escherichia coli สายพนัธ์ุ Origami (DE3) ตามการ

รายงานของ Baiya et al. (2014)  
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รูปที ่1. แผนภาพดีเอน็เอสายผสมของเอนไซม ์Os4BGlu18 

 

การชักนําให้เอนไซม์ Os4BGlu18 แสดงออกทําได้โดยเ ล้ียงแบคทีเ รียท่ีมีดี เอ็นเอสายผสม 

pET32a/Os4BGlu18 อยู่ภายในเซลล์ด้วยอาหารชนิด Luria broth (LB) ซ่ึงเติมแอมพิซิลลินความเขม้ขน้ 50 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กานามยัซินความเขม้ขน้ 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเตตราไซคลีนความเขม้ขน้ 12.5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไปในอาหารและเล้ียงเซลลภ์ายในเคร่ืองเขยา่ชนิดควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที จนกระทัง่วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรไดป้ระมาณ 0.6 จึงทาํการเหน่ียวนาํให้

แบคทีเรียสร้างเอนไซม ์Os4BGlu18 ดว้ย isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิโมลาร์ 

ท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจึงทาํการเก็บเซลลแ์บคทีเรียแยกออกจากอาหาร 

LB โดยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที แลว้แช่แข็งไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 คืน ทาํการสลายผนงัเซลลข์องแบคทีเรียเพ่ือใหเ้อนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีถูกสร้างภายในไซโทพลาซึมของ

เซลลแ์บคทีเรียออกมาดว้ยสารสกดับฟัเฟอร์ท่ีประกอบดว้ย Tris-HCl pH 8.0 ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์, lysozyme 

ความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, 1% (v/v) Triton-X 100, phenylmethylsulfonylfluoride ความเขม้ขน้ 1 

มิลลิโมลาร์, Dnase I ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ soy bean trypsin inhibitor ความเขม้ขน้ 0.1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในอตัราส่วน 5 มิลลิลิตรของสารสกดับฟัเฟอร์ต่อ 1 กรัมของเซลลแ์บคทีเรีย หลงัจากนั้นจึง

บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาทีแลว้จึงแยกเอนไซม ์Os4BGlu18 ออกจากเซลลท่ี์แตกน้ีดว้ยการป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  

งานวจิยัในคร้ังน้ีไดป้รับเปล่ียนวิธีการแยกเอนไซม ์Os4BGlu18 ให้บริสุทธ์ิต่างออกไปจากเดิม (Baiya et 

al., 2014) เพ่ือให้ไดเ้อนไซมท่ี์เหมาะสมสาํหรับการตกผลึก ขั้นตอนท่ี 1 นาํเอนไซมท่ี์ไดจ้ากการป่ันแยกออกจาก

เซลลแ์บคทีเรียในขั้นตอนก่อนหนา้น้ีมาแยกให้บริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์ immobilized metal affinity chromatography 

(IMAC) ท่ีชาร์จให้มีประจุดว้ย Co2+ โปรตีนปนเป้ือนท่ีไม่สามารถจบักบั IMAC เรซินได้ถูกชะลา้งออกไปจาก

คอลมัน์ดว้ย imidazole ความเขม้ขน้ 0-10 มิลลิโมลาร์ ในบฟัเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, pH 8.0 ท่ีมีเกลือ NaCl 

อยู ่150 มิลลิโมลาร์ (บฟัเฟอร์ปรับสมดุล) จากนั้นเอนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีจบัอยูก่บั IMAC เรซินถูกชะออกมาดว้ย 

imidazole  ความเขม้ขน้  250 มิลลิโมลาร์        ทาํการตรวจสอบเอนไซม ์Os4BGlu18 ขนาดประมาณ 75 กิโลดาลตนั 
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โดยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) แลว้จึงรวมส่วนของเอนไซม ์

Os4BGlu18 ท่ีตอ้งการเขา้ดว้ยกนัแลว้กาํจดั imidazole ออกไปโดยการกรองดว้ย 30 kDa Amicon® Ultra-15  

centrifugal filters ดว้ยบฟัเฟอร์ปรับสมดุล ขั้นตอนท่ี 2 ตดัส่วนปลายแอมิโน thioredoxin-His6 tag ออกโดยใช้

เอนไซม์ enterokinase ในอตัราส่วน 1 ไมโครกรัม enterokinase ต่อ 1 มิลลิกรัมเอนไซม ์Os4BGlu18 ทาํการบ่ม

เอนไซม ์Os4BGlu18 กบัเอนไซม ์enterokinase ท่ีอุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชัว่โมง เม่ือบ่มเสร็จแลว้จึง

ทาํการแยกเอนไซม์ Os4BGlu18 ออกจาก thioredoxin-His6 tag อีกคร้ังด้วยคอลมัน์ IMAC เน่ืองจากเอนไซม ์

Os4BGlu18 ถูกตดัเอาส่วนท่ีสามารถจับกับ IMAC เรซินออกไปแลว้ทําให้การทําบริสุทธ์ิในคร้ังน้ีเอนไซม ์

Os4BGlu18 ท่ีตอ้งการจะถูกชะออกมาก่อนในขั้นตอนการลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ปรับสมดุลท่ีมี imidazole อยู ่0-5 มิลลิ 

โมลาร์ ทาํการตรวจสอบหาเอนไซม์ Os4BGlu18 ขนาดประมาณ 56 กิโลดาลตนัอีกคร้ังดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 

และทดสอบเพ่ือยืนยนัว่าเอนไซม์ Os4BGlu18 ท่ีไดม้าน้ียงัสามารถทาํหน้าท่ีไดด้ว้ยการทดสอบกบัสารตั้งตน้ p-

nitrophenol β-D-glucopyranoside ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ใน sodium acetate ความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ pH 

5.0 จากนั้นจึงทาํการกาํจดั imidazole ออกไปอีกคร้ังดว้ย 10 kDa Amicon® Ultra-15 centrifugal filters  

 

2. การตกผลกึเอนไซม์ Os4BGlu18 

 ก่อนทาํการตกผลึกเอนไซม ์Os4BGlu18 ไดท้าํการปรับความเขม้ขน้ของโปรตีนให้อยูท่ี่ 3 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรและกาํจดัจุลินทรีย ์ฝุ่ น และเอนไซมบ์างส่วนท่ีอาจตกตะกอน ซ่ึงปนเป้ือนอยูน้ี่ออกไปดว้ยการกรองผ่าน 

Ultrafree-MC filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร จากนั้นจึงเร่ิมตกผลึกดว้ยการใชชุ้ดสารสาํหรับตกผลึกโปรตีนชนิด 

HR2-130 (Hampton Research, CA, USA), HR2-134 (Hampton Research), และ Morpheus™46 (Laboratory of 

Molecular Biology, Cambridge, UK) เทคนิคท่ีใชใ้นการตกผลึกเป็นแบบ Microbatch โดยใชเ้พลทขนาด 96 หลุม 

เร่ิมจากการเติม 100% Paraffin oil ลงไปในหลุม 10 ไมโครลิตร จากนั้นใส่สารสาํหรับตกผลึก 1 ไมโครลิตร ลงไป

บริเวณกน้หลุม แลว้จึงใส่เอนไซม ์Os4BGlu18 (ความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 2 ไมโครลิตร ลงไปท่ีกน้หลุม

ใหร้วมเป็นหยดเดียวกนักบัสารตกผลึก ปิดฝาเพลทเพ่ือป้องกนัฝุ่ นและเก็บไวใ้นกล่องพลาสติกท่ีมีฟองนํ้ าเปียกช้ืน

อยู่ แลว้จึงนาํไปบ่มไวท่ี้ตูบ่้มอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลึกโปรตีนท่ีจะเกิดข้ึนดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์

แบบสเตอริโอ 

 

3. การเลีย้วเบนรังสีเอก็ซ์และการวเิคราะห์ด้านผลกึศาสตร์ 

 ผลึกท่ีเกิดข้ึนถูกเก่ียวข้ึนมาแช่ในสารป้องกนัการแช่แข็งซ่ึงประกอบดว้ย glycerol 18% (v/v) ในสาร      

ตกผลึกท่ีพบผลึกของเอนไซม์ Os4BGlu18 โดยเพ่ิมความเขม้ขน้จากเดิม 15% ผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 

บางส่วนจะถูกนาํมาแช่กบัสารยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมน้ี์ ไดแ้ก่ 2-deoxy-2-fluoroglucose (G2F) ท่ีความเขม้ขน้ 

1  และ  10  มิลลิโมลาร์  เป็นเวลา  20  นาที      แลว้จึงเก่ียวผลึกไปแช่แขง็ในไนโตรเจนเหลว         ผลึกของเอนไซม ์ 
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Os4BGlu18 และผลึกท่ีแช่ใน G2F ถูกนาํไปทดสอบการเล้ียวเบนของรังสีเอ็กซ์ท่ี National Synchrotron Radiation 

Research Center (NSRRC, Hsinchu, Taiwan) ท่ีมีความยาวคล่ืนในการทดสอบ 1 องัสตรอม ท่ี BL15A beamline 

และตรวจจบัดว้ยเคร่ือง ADSC Quantum 315 CCD detector   ผลึกถูกรักษาความเยน็ไวท่ี้อุณหภูมิ 110 องศา         

เคลวินดว้ยแก๊สไนโตรเจนในระหวา่งท่ีทาํการทดสอบ ชุดขอ้มูลท่ีเก็บไดท้ั้งหมดถูกนาํมาวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 

HKL-2000 package (Otwinowski and Minor, 1997) และ CCP4 suite 

 

ผลการทดลอง 

 การผลิตเอนไซม ์Os4BGlu18 ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ origami (DE3) โดยการเหน่ียวนาํดว้ย IPTG 

0.1 มิลลิโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง สามารถผลิตเอนไซม ์Os4BGlu18 ในปริมาณ 4 

มิลลิกรัม ตามการรายงานของ Baiya et al. (2014) เอนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีผา่นการทาํให้บริสุทธ์ิดว้ย 2 ขั้นตอน ดว้ย

คอลมัน ์IMAC ทาํใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีมีความบริสุทธ์ิมากกวา่ 98% โดยการประเมินจาก SDS-PAGE ตามรูปท่ี 2 และมี

ขนาดประมาณ 56 กิโลดาลตนั  

 

 
 

รูปที ่2. SDS-PAGE ของเอนไซม ์Os4BGlu18 หลงัจากผา่นการทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน ์IMAC ในขั้นตอนท่ี 2 

ช่องท่ี 1 คือโปรตีนมาตรฐาน (หน่วยกิโลดาลตนั) และช่องท่ี 2 คือเอนไซม ์Os4BGlu18 ขนาด 56 กิโลดาลตนั 

 

 การตกผลึกเอนไซม ์Os4BGlu18 โดยใชชุ้ดสารสาํหรับตกผลึกโปรตีน 3 ชนิดคือ HR2-130, HR2-134, 

และ Morpheus™46 พบวา่ ชุดสารสาํหรับตกผลึกโปรตีนชนิด HR2-134 (D11) ซ่ึงประกอบดว้ย Tris pH 8.5 0.1 M 

และ PEG 3350 25% (w/v) สามารถตกผลึกเอนไซม ์Os4BGlu18 ในรูปร่างกลมยาวขนาดต่าง ๆ ไดโ้ดยใชเ้วลาใน

การบ่ม 3 อาทิตย ์ดงัแสดงในรูปท่ี 3 
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รูปที ่3. ผลึกรูปร่างกลมยาวตามลูกศรของเอนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีพบในสารตกผลึกโปรตีน 

ชนิด HR2-134 (D11) ภาพถ่ายมุมกวา้ง (A) และภาพถ่ายมุมแคบ (B) 

 

ผลึกเอนไซม ์Os4BGlu18 ถูกนาํไปวเิคราะห์การเล้ียวเบนดว้ยรังสีเอก็ซ์ ขอ้มูลท่ีเก็บมาไดจ้ากการเล้ียวเบน

รังสีเอก็ซ์ของผลึกเอนไซม ์Os4BGlu18 และผลึกเอนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีแช่ใน G2F ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ถูก

นาํมาวิเคราะห์ดงัแสดงในตารางท่ี 1 แต่ผลึกเอนไซม์ Os4BGlu18 ท่ีแช่ใน G2F ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ไม่

สามารถเล้ียวเบนรังสีเอก็ซ์ได ้หลงัจากวเิคราะห์ขอ้มูลแลว้ปรากฏวา่ผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 สามารถเล้ียวเบน

รังสีเอ็กซ์ได้ท่ีความละเอียด 6.5 องัสตรอม จัดอยู่ในกลุ่มดัชนีออร์โธรอมบิกสเปซ P212121 ด้วยยูนิตเซลล์

พารามิเตอร์ดงัน้ี a เท่ากบั 163.8 องัสตรอม, b เท่ากบั 167.4 องัสตรอม และ c เท่ากบั 240.2 องัสตรอม ส่วนผลึกของ

โปรตีน Os4BGlu18 ท่ีแช่ใน G2F ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ สามารถเล้ียวเบนรังสีเอ็กซ์ไดท่ี้ความละเอียด 7.0 

องัสตรอม อยู่ในกลุ่มดัชนีเตตร้าโกนัลสเปซ P42212 และยูนิตเซลล์พารามิเตอร์มีขนาดดังน้ี a เท่ากับ 164.5 

องัสตรอม, b เท่ากบั 164.5 องัสตรอม และ c เท่ากบั 241.0 องัสตรอม 

 

ตารางที ่1. ขอ้มูลการวเิคราะห์การเล้ียวเบนรังสีเอ็กซ์ของผลึกโปรตีน Os4BGlu18 และผลึกโปรตีน Os4BGlu18 ท่ี

ถูกแช่ใน G2F 
 

 Os4BGlu18 Os4BGlu18 ท่ีแช่ใน G2F 

ความละเอยีด (องัสตรอม) 

ระบบกลุ่มสเปซ 

ขนาดของยูนิตเซลล์ 

(องัสตรอม) 

6.5 

P212121 

a = 163.8 

b = 167.4 

c = 240.2 

α = 90.0 

β = 90.0 

γ = 90.0 

7.0 

P42212 

a = 164.5 

b = 164.5 

c = 241.0 

α = 90.0 

β = 90.0 

γ = 90.0 
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วจิารณ์และสรุปผลการทดลอง 

 เอนไซม ์Os4BGlu18 ถูกโคลนข้ึนมาโดยรวมเอาส่วนปลายแอมิโนเช่ือมเขา้กบั thioredoxin-His6 tag เพ่ือ

ความสะดวกในการทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์ IMAC อยา่งไรก็ตามส่วนปลายแอมิโนน้ีอาจรบกวนการตกผลึกของ

โปรตีนได ้ทาํใหต้อ้งมีการตดัเอาส่วนปลายน้ีออกโดยใชเ้อนไซม ์enterokinase ซ่ึงวธีิน้ีไดรั้บผลสาํเร็จอยา่งดีสาํหรับ

เอนไซมบี์ตา-กลูโคซิเดสในไอโซไซมอ่ื์น ๆ จากขา้ว เช่น Os3BGlu6, Os3BGlu7, และ Os7BGlu26 (Chuenchor et 

al., 2008; Seshadri et al., 2009; Tankrathok et al., 2013) จากผลการผลิตและทาํใหเ้อนไซม ์Os4BGlu18 บริสุทธ์ิ

ดว้ยคอลมัน ์IMAC 2 ขั้นตอน ทาํใหส้ามารถผลิตเอนไซมไ์ดป้ริมาณมากพอสาํหรับการตกผลึก เน่ืองจากการศึกษา

โครงสร้างของเอนไซมโ์ดยเทคนิคผลึกวิทยา จาํเป็นตอ้งใชเ้อนไซมใ์นปริมาณท่ีสูง จึงจะทาํให้เอนไซมก์ลายเป็น

ผลึกได ้แตกต่างจากการศึกษาหนา้ท่ีของเอนไซมโ์ดยการตรวจหาความจาํเพาะของเอนไซมต์่อสารตั้งตน้ดว้ยการวดั

อตัราเร็วของปฏิกิริยา ซ่ึงคุณสมบติัในการเป็นตวัเร่งท่ีมีประสิทธิภาพสูงของเอนไซม ์จึงไม่จาํเป็นตอ้งใชเ้อนไซม์

ในปริมาณมากก็สามารถตรวจหาอตัราเร็วของปฏิกิริยาได ้และดว้ยความบริสุทธ์ิของเอนไซมท่ี์มากถึง 98% จากการ

ประเมินดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  จึงทาํให้การตกผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 ประสบผลสาํเร็จ นอกจากน้ีชุด    

ตกผลึกโปรตีนท่ีนาํมาใชมี้ความหลากหลายของสารท่ีใชใ้นการตกผลึก ช่วยให้ผูว้ิจยัคน้พบสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีทาํ

ใหโ้ปรตีนตกผลึกไดใ้นเวลาอนัสั้น โดยพบผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 หลงัจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 3 อาทิตย ์ในสารตกผลึกท่ีประกอบดว้ย Tris pH 8.5 0.1 M และ PEG 3350 25% (w/v) และเพ่ือป้องกนัการ

ละลายของผลึกในอุณหภูมิท่ีสูงกว่า 15 องศาเซลเซียสในระหว่างการเล้ียวเบนดว้ยรังสีเอ็กซ์ ผลึกของเอนไซม ์

Os4BGlu18 จะแช่แข็งไวท่ี้อุณหภูมิ 110  องศาเคลวินดว้ยแก๊สไนโตรเจนและมี glycerol 18% ซ่ึงเป็นสารป้องกนั

การแช่แขง็ของผลึกเอนไซม ์ผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีทาํการแช่ใน G2F สามารถใชค้วามเขม้ขน้ไดสู้งถึง 10 

มิลลิโมลาร์โดยไม่ทาํให้ผลึกเกิดความเสียหาย ในขณะท่ีผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 ท่ีทาํการแช่ใน G2F ความ

เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีตํ่ากว่า ส่งผลต่อความสามารถในการจบัของเอนไซม์กบัสารยบัย ั้งได้

ลดลง ทาํใหห้ลงัจากวเิคราะห์แลว้ไม่พบ G2F ในบริเวณเร่งของเอนไซม ์ผลึกของเอนไซม ์Os4BGlu18 แบบอิสระ

และท่ีแช่ใน G2F ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ สามารถเล้ียวเบนรังสีเอ็กซ์ไดท่ี้ความละเอียด 6.5 และ 7.0 องัสตรอม

ตามลาํดบั Os4BGlu18 แบบอิสระจดัอยูใ่นกลุ่มดชันีออร์โธรอมบิกสเปซ P212121 ส่วน Os4BGlu18 ท่ีแช่ใน G2F 

จดัอยูใ่นกลุ่มดชันีเตตร้าโกนลัสเปซ P42212 แสดงให้เห็นถึงหนา้ท่ีของเอนไซม ์Os4BGlu18 วา่มีการเปล่ียนแปลง

รูปร่างให้เหมาะสมพอดีกบัสารตั้งตน้ขณะทาํปฏิกิริยา ซ่ึงสนบัสนุนทฤษฎีเหน่ียวนาํให้พอดีของการเกิดปฏิกิริยา

ระหวา่งเอนไซมก์บัสารตั้งตน้ ดงันั้นวิธีการผลิตโดยทาํให้เอนไซม ์Os4BGlu18 บริสุทธ์ิและสารตกผลึกท่ีกล่าวมา

ขา้งตน้เป็นวธีิการท่ีเหมาะสม ซ่ึงทาํใหเ้อนไซมส์ามารถตกผลึกและเล้ียวเบนรังสีเอก็ซ์ได ้
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