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ส จาก เป ล ้าน ้อ ย  C ro to n  ste lla to p iLo su s  O hba . (CLONING AN D  CHARACTERIZATION  

O F TERPENOID  HYD RO XYLASE  GENE FR O M  C ro to n  s te lla to p ilo s u s  O hba) อ.ที่ 
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ไซโทโครม P450 (CYP ห ร ือ  P450) เป ็น โป รต ีน ท ี่ม ีเห ล ็ก เป ็น ส ่วน ป ระก อ บ แ ล ะเบ น ไม โค รโซ  

ม อ ล โป รต ีน เน ื่อ ง จ าก ฝ ิง ต ัวท ี่ข ั้น เม ม เบ รน ช อ ง เอ น โด พ ล าส ม ิค เรต ิค ูล ัม  ใ น ก ร ะ บ ว น ก า ร ซ ีว ส ัง เค ร า ะ ห ์ 

ส ารป ระกอบ ท ุต ิยภ ูม ิในพ ืช  P450 ท ำห น ้าท ี่เป ็น เอนไซ ม ์เร ่งปฏ ิก ิร ิย าไฮดรอกซ ิเลข ั่น โดยท ำงานร ่วมก ับ ไซ  

โทโครม P450 ร ิต ัก เท ส  (c y to ch ro m e  P450 redu c ta se , CPR) ซ ี่งท ำห น ้าท ี่ส ่งผ ่านอ ิเล ็กต รอน ให ้ 

P450 เอ น ไซ ม ์ท ั้งส อ งช น ิด ม ิค วาม เก ี่ย วข ้อ งก ับ ก ระบ วน ก ารข ีวส ัง เค รา ะห ์ส า ร เป ล าโน ท อ ล  ซ ึ่ง เป ็นสาร 

ก ล ุ่ม ไ ด เท อ ร ิป ีน ท ี่เป ็น อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ห ล ัก ใ น เป ล ้า น ้อ ย  โ ด ย ท ี่ใ น ข ั้น ต อ น ส ุด ท ้า ย ข อ ง ก ร ะ บ ว บ ก า รซ ีว  

ส ัง เค รา ะห ์จ ะ เป ็น ก า ร เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า ไฮ ด รอ ก ซ ิเล ซ ั่น ข อ ง เจ อ ราน ิล เจ อ ราน ิอ อ ล เพ ื่อ ให ้ได ้เป ล าโน ท อ ล  ใน  

ก า รศ ึก ษ าน ี้จ ึง ใข ้เป ล ้าน ้อ ย เป ็น พ ืช ต ัวอ ย ่า ง ใน ก ารศ ึก ษ า เก ี่ย วก ับ ย ีน ท ี่ค วบ ค ุม ก ารส ร ้า ง  P450 และ CPR 

ผ ล จ า ก ก า ร โ ค ล น ย ีน  ก า รศ ึก ษ า ล ำ ด ับ ก ร ด อ ะ ม ์โ น  แ ล ะ  ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์โ ด ย ใ ช ้ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ใ น เซ ิง  

ว ิว ัฒ น าก าร พ บย ีน  P450 ใน เป ล ้าน ้อย  คือ C sCYP97 แล ะย ีน ท ี่ม ิค วามส ัม พ ัน ธ ์ก ับ  P450 ค ือ C sCPR  ย ีน 

ทั้ง 2 ชน ิดแสดงออกใน  E. COÜ สายพ ันธ ์ B L2K D E 3 ) ใน พ ล าสม ิด  pET32a ผ ล ก ารต รวจ ส อ บ แ อ ค ต ิว ิต ี้ 

พ บว ่า  C sCYP97  ส าม ารถ ท ำงาน ในป ฏ ิก ิร ิย าท ี่ม ิเอ น ไซ ม ์ C sCPR  อ ย ู่เท ่าน ั้น  โดย C sCYP97  ส าม ารถ  

เป ล ี่ย น เจอ ราน ิล เจอ ราน ิออล ไป เป ็น ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่เค ล ื่อ น ท ี่ใกล ้เค ีย งก ับ เป ล าโน ท อล จากการต รวจส อบ บ น  

แผ ่นโครมาโทกราท ีเ เอนไซม ์ C sC YP97anมารถแสดงค ุณ สมบ ัต ิเฉพ าะของ P450 ค ือ ส ามารถท ำป ฏ ิก ิร ิย า  

ก ับ คาร ์บอนมอนนอกไซ ด ์ แล ้ว เปล ี่ยนค ่าการด ูดกล ืนแสง จาก 413 น าโน เม ต ร เป ็น  426 น าโน เมต ร แอ 

คต ิว ิต ี้ฃอง C sCPR  โด ย ก ารต รวจ ส อ บ  s tead y  sta te  ของ c y to c h ro m e  C และ NADPH  ม ิค ่า  K m cy t 

c , Km N AD PH  และ V m ax  ต ามลำด ับ  ด ังน ี้ 10.32 + 2.11 p M , 44.77 + 6.047 p M  และ 0.099 ± 

0.005 pM  m in-1  ผลการแสดงออกของเอ ็มอาร ิเอ ็น เอของย ีนท ั้ง  2 ขน ิด 'โน'ใบอ ่อน1ชองเปล ้'1น ้อ ย  พ บว ่า  

ม ิก ารแสด งออกท ี่ส ัมพ ัน ธ ์ก ับ ย ีน อ ื่น ๆใน ว ิถ ีส ัง เค ราะห ์เปล าโนท อล  โด ย ย ีน จ ะแ ส ด งอ อ ก ใน อ ัต ราส ่วน ส ูง ใน  

ใบท ี่ม ิป ร ิม าณ สารเปลาโนท อลส ูง  ซ ึ่งอาจ เป ็นไปได ้ท ี่ย ีนอ าจจะม ิส ่วน ในว ิถ ีส ัง เค ราะห ์เปลาโนท อล

ส าข าว ิช า  เท คโนโลย ีซ ิวภ าพ

ป ีก า รศ ึก ษ า  2 5 5 6
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Plant cytochrome P450 (CYP or P450) is a heme-containing enzyme located on the 
membrane of endoplasmic recticulum (ER) as a microsomal type. It plays an important role in 
catalyzing a vast variety if metabolic reactions. P450s are closely associated with the 
cytochrome P450 reductases (CPRs), another group of membrane-bound enzymes required 
for electron transfer to P450s. Among various groups of secondary metabolites, the 
terpenoids, which represent the largest class of characterized natural plant compounds, are 
often substrates for the P450s hydroxylation reactions. Since Croton stellatopilosus Ohba 
(Euphorbiaceae), the Thai medicinal plant producing the acyclic diterpenoid plaunotol, has 
been shown to involve the P450-dependent hydroxylation in the final step of the 
biosynthetic pathway of plaunotol, the plant was used in this study as a model for searching

the involved P450 and CPR genes. Through the steps of gene cloning, characterization, 
sequence analysis, and phylogenetic analysis, one candidate of the P450, namely CsCYP97 
and one of the associated CPR, namely CsCPR were found from the plant. All the three genes 
could be expressed in Escherichia coli (BL2KDE3)) in pET32a. The microsomal fractions of the 
P450 protein CsCYP97 appeared it have their enzyme activity only in the presence of CsCPR. 
The CsCYP97 could catalyze the conversion, presumably hydroxylation, of geranylgeraniol to 
an unknown compound co-chromatographed closely with plaunotol on TLC plate. The 
CsCYP97 was proved to be P450 as characterized by rate limiting state of the carbon 
monoxide, with shifting of the absorbance peak from 413 to 426 nm. For the CsCPR, its activity 

assay at the steady-state for cytochrome c and NADPH was determined to have its kinetic 
values for KmctyC, KmNADPH and Vmax of 10.32±2.11 pM, 44.77±6.047 pM and 0.099±0.005 
pM.min-1, respectively. Real-time PCR analysis of transcripts of CsCYP97 and CsCPR from the 
shoot to leaves in each position indicated that the expression pattern of CsCPR gene is 
correlated to the expression of the genes involved in the biosynthesis of plaunotol. Until the 
current report, the whole genome elucidation of c. stellatopilosus Ohba is not available in 
database. Therefore, the cloning and functional studies of the P450 and CPR enzymes will 
lead to a better understanding of the metabolic control of plaunotol biosynthetic pathway in 
the future.

Field of Study: Biotechnology ct, เ^ท* C n r o t ,  , rQ •'ไะ,,ท่ Lw-- ๖'>îc. c
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