
1 
 

บทคดัย่อ 

 

รหสัโครงการ: MRG6180151 

ช่ือโครงการ: วศิวกรรมเอนไซมล์ูซเิฟอเรสจากแบคทเีรยีเพือ่การประยุกตใ์ชเ้ป็นตวัชีว้ดัทางชวีภาพ 

ช่ือนักวิจยั: ผศ. ดร.รชันก ตนิิกุล 

E-mail address: ruchanok.tin@mahidol.ac.th 

ระยะเวลาโครงการ: 2 ปี 

เอนไซมล์ูซเิฟอเรสจากแบคทเีรยี (Lux) เร่งปฏกิริยิาเรอืงแสงโดยใชส้ารรดีวิซฟ์ลาวนิ แอลดไีฮล ์ และ

ออกซเิจนเป็นสบัสเตรท โดยเอนไซม ์Lux ประกอบไปดว้ยสายพอลเิปปไทดท์ีต่่างกนั 2 สาย เรยีกว่าสาย 

α และ β ทีแ่สดงออกจากยนี luxA และ luxB ตามลําดบั จากการทีเ่อนไซม ์Lux เร่งปฏกิริยิาเรอืงแสง 

จงึทําใหส้ามารถประยุกตใ์หเ้ป็นเอนไซมช์ีว้ดัไดห้ลากหลาย ในงานวจิยัน้ีไดใ้ชเ้ทคนิควศิวกรรมเอนไซม์

ในการสรา้งเอนไซมฟิ์วชัน่ Lux ทีม่ขีนาดเลก็ลง ซึง่จะเหมาะสมกบัการใชเ้ป็นเอนไซมช์ีว้ดัทีด่กีว่า การ

ทดลองสามารถสรา้งเอนไซม ์ Lux ทีม่ขีนาดเลก็ลงขนาดต่างๆ โดยการตดัโปรตนีทางดา้น N-terminus 

ออก คอื Lux535, Lux555 และ Lux595 อย่างไรกต็าม จากการทดสอบการแสดงออกพบว่า เอนไซม ์

Lux555 และ Lux595 ไม่สามารถแสดงออกในรปู soluble ได ้ในขณะที ่Lux535 สามารแสดงออกแต่ไม่

สามารถเร่งปฏกิริยิาการเรอืงแสงได ้ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่า สว่น N-terminus ของเอนไซมเ์ป็นสว่นสําคญัใน

การทํางานของเอนไซม ์ จากการศกึษากลไกการทํางานทีเ่กีย่วขอ้งกบั protonation status ของสาร

ตวักลาง C4a-(hydro)peroxyflavin โดยใช ้ transient kinetics และการศกึษาผลของ pH พบว่า สาร

ตวักลาง C4a-(hydro)peroxyflavin ทีถู่กสรา้งขึน้ในปฏกิริยิาของ Lux ตวัแรกคอื C4a-hydroperoxyflavin 

ทีม่คี่า λmax เท่ากบั 385 nm ก่อนจะเปลีย่นเป็น C4a-peroxyflavin ทีม่คี่า λmax เท่ากบั 375 nm ซึง่การ

เปลีย่น protonation status เป็น deprotonated form (C4a-peroxyflavin) จะสามารถทาํใหส้ารตวักลาง

ปฏกิริยิาต่อกบัแอลดไีฮดแ์ละเร่งปฏกิริยิาการเปล่งแสงได ้ นอกจากน้ีจากการศกึษาบทบาทของกรดอะมิ

โนฮสีตดินีตําแหน่งที ่44 และ 45 พบว่า กรดอะมโินฮสีตดินีตําแหน่งที ่44 มบีทบาทสาํคญัในการเปลีย่น 

protonation status ของสารตวักลาง C4a-(hydro)peroxyflavin ในปฏกิริยิาของ Lux โดยเอนไซม์

ดดัแปลงทีม่กีารเปลีย่นกรดอะมโินฮสีตดินีตําแหน่งที ่ 44 ไปเป็นกรดอะมโินอะลานิน สามารถสรา้งสาร

ตวักลาง C4a-(hydro)peroxyflavin ไดเ้ท่านัน้ ซึง่สารตวักลางน้ีไม่สามารถเขา้ทาํปฏกิริยิากบัแอลดไีฮล ์

จงึทําใหเ้อนไซมด์ดัแปลงน้ีไม่สามารถเร่งปฏกิริยิาใหแ้สงได ้ ในขณะทีก่รดอะมโินฮสีตดินีตําแหน่งที ่ 45 

มบีทบาทสําคญัในการจบักนัของเอนไซมแ์ละรดีวิซฟ์ลาวนิสบัสเตรท การคน้พบน้ีนับเป็นครัง้แรกที่

สามารถอธบิายกลไกการควบคุม ptotonation status ของสารตวักลางในปฏกิริยิาเอนไซม ์Lux ได ้
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Abstract: Bacterial luciferase (Lux) catalyzes light emitting reaction by using reduced FMN, long 

chain aldehyde and oxygen as substrates. Lux is a heterodimeric enzyme composed of α- and 

β-subunits which are encoded by adjacent luxA and luxB genes. Lux has long been attractive to 

be used in bioreporter applications. In this research study, the enzyme engineering was applied 

for acquiring more desired version of fusion Lux enzyme. The truncated fusion Lux was 

constructed by trimming C-terminus part of β-subunit to obtain the smaller size of Lux that has 

ability to catalyze light reaction. Three truncated Luxs of Lux535, Lux555 and Lux595 were 

successfully constructed and expressed in E. coli. The result showed that among truncated 

constructs, only the constructed Lux535 was able to express as soluble enzyme. However, 

Lux535 could not proceed light reaction. This suggests that the β-subunit portion of enzyme 

structure is very crucial for enzyme folding and active conformation of α-subunit. The transient 

kinetics, pH-variation, and site-directed mutagenesis were employed to probe the protonation 

state of the flavin C4a-(hydro)peroxide in bacterial luciferase. The first observed intermediate, 

with a λmax of 385 nm, transformed to an intermediate with a λmax of 375 nm concomitantly with 

emission of light. Spectra of the first observed intermediate were pH dependent, with a λmax of 

385 nm at pH < 8.5 and 375 at pH > 9, correlating with a pKa of 7.7 – 8.1. These data are 

consistent with the first observed flavin C4a-intermediate at pH < 8.5 being the protonated flavin 

C4a-hydroperoxide, which loses a proton to become an active flavin C4a-peroxide. Stopped-flow 

studies of His44Ala, His44Asp, and His44Asn variants showed only a single intermediate with a 

λmax of 385 nm at all pH values, and none of these variants generate light. These data indicate 

that His44 variants only form a flavin C4a-hydroperoxide, but not an active flavin C4a-peroxide, 

indicating a role for His44 in deprotonating the flavin C4a-hydroperoxide. We also investigated 

the function of the adjacent His45; stopped-flow data and molecular dynamics simulations identify 

the role of this residue in binding reduced FMN.  
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