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Abstract  

 

Project Code :  DBG4980005 

Project Title :  Characterization of a glycine-rich-single whey acidic protein-domain 

(GWAP) antimicrobial peptide from black tiger shrimp (Penaeus 

monodon) 

Investigator :  Dr. Piti Amparyup 

E-mail Address :  piti.amp@biotec.or.th  

Project Period :  20 July 2006 – 19 July 2008 

 

Proteins containing a whey acidic protein (WAP) domain have been found in several 

species of vertebrates and invertebrates and exhibit a variety of functions including proteinase 

inhibitory and antimicrobial activities. The WAP domain comprises of approximately 50 amino 

acids including eight cysteine residues which form a four-disulfide core. In this research, two 

novel genes of crustin-like antimicrobial peptide (Crus-likePm) and single WAP domain (SWD)-

containing proteins were identified from haemocytes of Penaeus monodon. The deduced amino 

acid sequence of a full-length Crus-likePm cDNA consists of 124 amino acid residues of the 

mature peptide and a signal peptide of 17 amino acid residues. The mature peptide of a Crus-

likePm contains a glycine-rich domain at the N-terminus and 12 conserved cysteine residues 

containing a single WAP domain at the C-terminus. For SWD-containing proteins, the deduced 

peptides of the cDNAs representing three isoforms of SWD proteins (SWDPm1, SWDPm2 and 

SWDPm3) revealed that they contain a putative signal peptide of 24 amino acids and encode for a 

mature peptide of 69, 68 and 56 amino acids, respectively, which contain typical characters 

similar to those of the shrimp SWD proteins with a Pro-Arg region and a WAP domain towards 

the C-terminus. Phylogenetic tree obtained indicates that Crus-likePm is closely related to the 

other shrimp crustin proteins, while SWDPm proteins were grouped within the cluster of SWD 

and secretory leukocyte proteinase inhibitor (SLPI) from various shrimp species. Genomic 

organization of genes revealed the presence of two exons and one intron of a Crus-likePm gene 

and three exons interrupted by two introns of a SWDPm2 gene. The 5/- flanking regions of a 

Crus-likePm gene contain multiple putative transcription factor binding sites. Tissue distribution 

analysis by RT-PCR showed that a Crus-likePm and all three SWDPm transcripts were primarily 

found in haemocytes. Transcript expression of a Crus-likePm and SWDPm were differentially 



regulated upon bacterial and viral infections. To characterize the biological functions of Crus-

likePm and SWDPm2 proteins, the mature protein encoding cDNA were cloned and expressed in 

Escherichia coli.  The purified recombinant (r)Crus-likePm and rSWDPm2 showed strong 

antimicrobial activity at low MIC values. In addition, rSWDPm2 exhibits proteinase inhibitory 

activity against subtilisin A and is a competitive inhibitor of subtilisin A with an inhibition 

constant (Ki) of 1.98 nM. The presence of Crus-likePm and SWDPm transcripts in hemocyte and 

its protein functions as an anti-bacteria and anti-proteinase suggested that they are potent immune 

effectors to protect the shrimp from pathogen infection. 

 

Keywords : Penaeus monodon, antimicrobial peptide, WAP domain 
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*�������$��������+% WAP domain !����:���$�
���+��;��%�����	<�:��	�+���$
�����=�

�	�;�	�>���
?
�����=��	�;�	� >��
�;�����$�����+E�!;��%������������+% ���%	�%	<�*�����

���>���
�	�����������������! *�% WAP domain ��������+%�����
�*����
�
 50 �	+ 

>��
�����+
����	��������
�*�H��������"��+� 8 �	+ H�$���
��K����� 4 !	�O���H	��Q��           

:����+��	%��< ���'��!�%��:;
? 2 %��:��
U���V��������������"�H�$���������+% crustin-like 

antimicrobial peptide (Crus-likePm) >�� single WAP domain (SWD)-containing proteins �
V$��"�

���'��;��"��	���+'��*�������$�
�=�
����%�� Crus-likePm !�+?�
������
�*���� mature 

peptide �"��+� 124 �	+ >�� signal peptide �"��+� 17 �	+ *�% mature peptide ���%�� Crus-

likePm ��������+% glycine-rich domain ��$���% N >��  ����+
����	��������
�*�H�������

�"��+� 12 �	+ *�%�+
 WAP domain  ��$���% C  :��?+� SWD-containing proteins !�%�� SWD 

�"��+� 3 %�� (SWDPm1, SWDPm2 and SWDPm3) *�%*�������������+%�����
�*���� 

signal peptide �"��+� 24 �	+ >�� mature peptide �"��+� 69, 68 >�� 56 �	+ ��
�"��	� *�%*����� 

SWD ������������"�
��	��
�'���%�	� SWD :����� H�$���������+% Pro-Arg region  >�� WAP 

domain ��$���% C �����������>X�E=
�����+�+	Y�����!�+?�%�� Crus-likePm 
�'+�
:�������	�%�� 

crustin :����� :��
���$%�� SWDPm �	��%=?E�%:����?
���%�� SWD >��%�� SLPI :�����;��%���� 

������������	����%��	+���%��!�+?�%�� Crus-likePm ��������+% 2 exons >�� 1 intron �?+�%�� 

SWDPm2 ��������+% 3 exons >�� 2 introns ���������������+
������� 5/- flanking region 

���%�� Crus-likePm !� transcription factor binding site ;��%�"�>;�?��
V$���+����>������

���%��:���V<��%V$��?�� Z !�+?�%�� Crus-likePm >��%�� SWDPm 
����>������
��:��
U���V�� 

>��!�+?�%�� Crus-likePm >�� SWDPm 
����'+�'�
���>������>���?���	���<��%=?�	�������

��V<����>�'�����%>���+�	� �����������;�����$�����+E�!���*����� Crus-likePm >�� 

SWDPm2  *�%���*'�� >��>������:� Escherichia coli !�+?���'�
��>����*�������� 



Crus-likePm >�� SWDPm2  
��
�	��:����������������!*�%
�'?� MIC �$"� �������	<���'�


��>����*�������� SWDPm2  
��
�	��:����%	�%	<�*�������� subtilisin A >��
�'?� inhibition 

constant (Ki) ��?��	� 1.98 nM X������������%�� Crus-likePm >�� SWDPm ��$!�+?�
����

>������:��
U���V��>�����
�[�O�:�����?�������V<�>�'�����%>�����%	�%	<�*�������� >���

:;��;U�+?� Crus-likePm >�� SWDPm2  ��\�*
�������$�"�'	]:�����^���	����������������V<�:����� 

 

������� : ���������"�, ����������������!, *��
� WAP  
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����_���” :�*'�����+��	%��V$�� “���������	��
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 �. ��. �	]��� �	������ ;	+;���;�?+%�j��	������
=��++��%�>����*�


����  E�'+�����+�'
� '
�+��%�������  ��{�����
�
;�+��%��	% ��$���:;�'"�>���"���$��\����*%���

�?�����"����+��	% 

X=�+��	%����������>���	�+��	% E�'+�����+�'
� '
�+��%�������  ��{�����
�
;�+��%��	% 

��$
��?+��?+%:;�*'�������<�"���U����?+�����+%�� 
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1. 
�����	%��&���
����#�#��#'	�
�
���
 

1.1 ���������*+���%���'	��,*���%������
��/�� 

���������"� (Penaeus monodon) ��\��	�+��<"���$
�'�
'?��������_��������%����;��$� 

�}];�*�'����� ����+�	� >����V<�>�'�����% ��\��}];��"�'	]�%?��;��$��?������;���
������<%�

���� ����������������! (Antimicrobial peptides) ��\����������%�	<���$
�'+�
�"�'	]�?�����

E=
�'��
�	�����?����%�����$�
���+��;��%���� *�%
�'�
�
�	����
��K�?�������������V<���$�������

��V<������!��� *�%�	$+������������������!��\��������������U�
�'+�
%�+��������
�*����%

�+?� 50 ��
�*� >����
��K%	�%	<�;�V�~?���V<�>�'�����%>��
�+� >�'�����%>��
�� ��V<��� *��

*�H	+ >���+�	���� :��	�+��"�!+��������
����'��;� >�������%����$��\�����������������!:�����

;��%���� *�%�}���	�!�����������������!�%=? 3 ���� ��������+% (1) Penaeidins (2) 

Antilipopolysaccharide factors >�� (3) Crustins �%?�����U��
���'��;� >�������;�����$������

�������������!����:;
? Z %	�'�
�'+�
�"�'	]�%?��%�$�*�%���"�:;��������:�K��;�����$����������

���������!>�?�������?����������������!H�$�
�'+�
�"�'	]�?�����E=
�'��
�	�:����������"�  



Whey Acidic Protein (WAP) domain H�$���\�*��
���$
�'+�
�"�'	]�?�����:����

���������V<������! (antimicrobial activity) >��[�O��:����%	�%	<�*������� (proteinase inhibitory 

activity) ��$!�:�����������������!>���	+%	�%	<�*�������;��%���� ������'��;�%��:�

_�����
=���*�
���������"� (http://pmonodon.biotec.or.th) !�%����$
� WAP domain ��$�?���:��%=? 2 

%����������+% glycine-rich-single whey acidic protein-domain (GWAP) antimicrobial peptide 

>�� single whey acidic protein domain (SWD) antimicrobial peptide ������
=�����������
�'+�


�"���\��%?��%�$���$����
����+��	%!	Y���%?���?���V$��:���V$��*�'>������E=
�'��
�	�:����������"� *�%

���+��	%��<�������%�� GWAPPm >�� SWDPm H�$���\�*�������$
� WAP domain ��$��������'�

'+�
�=�������+��	%���*'�������*�
���������"� *�%��������>���������%�� (gene expression) 

;�����	����%��	+���%�� (Genomic organization) >��X�����'�
��>����*����� (Recombinant 

protein) *�%���
=�������+��	%��<���"�:;���
��K����:�����+���� >��;�����$���%����<�?�����

��������E=
���������?�*�'������������"����
��%�$���<�  

1.2 ���03�
����4'	�
�
���
 

1.2.1 ;��"��	���+'��*�������$�
�=�
� (full length cDNA) ���%�� GWAPPm >�� SWDPm 

1.2.2 ��������>���������%��:���V<��%V$��?��Z >�������������?���V<�*�':����������"� 

1.2.3 X�����'�
��>����*����� (Recombinant protein) ��� GWAPPm >�� SWDPm 

1.2.4 ����"�������O�������'�
��>����*����� GWAPPm >�� SWDPm 

1.2.5 �����'�
�
�	�������+E�!�����'�
��>����*�������� GWAPPm >�� SWDPm 

1.3 ��6%��
����#�#��#��/�� 

1.3.1  ��
���� Total RNA +�� mRNA /����7����	��3$��3����� 

�"��	+�%?�����������"���%����
�
 4 ��V������ 25 ��	
 
��"�����=���V�� ��	� total RNA 

*�%:�� TRI REAGENT �"���%����U�����$��������*�%:������H
� RNase-free DNaseI (Promega, 

USA) >��>%� mRNA *�%:�� QuickPrep micro mRNA Purification Kit (Amersham Pharmacia 

Biotech, USA)  

1.3.2  ��
�$#��������#����%
	!��4�%����8
94'	��%# (Full-length cDNA) 
����6% 

RACE-PCR   

�"� mRNA ���
�
 2 μg ��$>%��������
U���V�� 
������ First-stand cDNA *�%:�� 

SMARTTM  RACE cDNA Amplification Kit (BD Bioscience Clontech) �"� cDNA ��$���
��"� 

5/RACE-PCR  *�%:���!��
�����$���>���"��!���	�%��>��*'����<�����U������� pGEMR- T easy 



vector >���"�
� transform ���� E. coli XL 1- Blue *�%+�O� Electrotransformation >���"� 

recombinant clones ��$���
���+����;���<� insert *�%��� digestion ��+% EcoRI >��+��'���;���<� 

insert :� 1% agarose gel electrophoresis ��	�!���
����� recombinant clone ��$���>��+�"���;�

�"��	���+'��*�����  

1.3.3  ����
���4'$	�8�'	��%# 

+��'���;����
=�����"��	���+'��*�������$���*�%:��*��>��
 GENETYX software 

(Software Development Inc.) >��*��>��
 SMART analysis (http://smart.embl-heidelberg.de/) 

����	<��"����
=���$����"�������%����%��	����
=���+'��*�������$
���%���:�O��'��%�� (GenBank) 

*�%:��*��>��
 BLASTX >�� BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) >������%����%�'+�


�;
V������"��	������
�*�*�%:��*��>��
 Clustal W >�������>X�E�!'+�
�	
!	�O�����

+�+	Y����� (phylogenetic tree) 

1.3.4 ��
�
$��
%�	���+##�4<������  

�"����*'����<�%�������=? Expression vector (pET28b) >���"������=?�H��� E. coli ��%!	�O�� 

XL1-BLUE *�%+�O� electroporation '	���V����'�
��>����*'��*�%+�O� colony PCR >��;�����

�����<� DNA insert *�%����	���+% restriction enzyme +��'���;�������� DNA insert *�%+�O� 

agarose gel electrophoresis ��	�!���
������U��������'�
��>����*'�� >���"���;��"��	���

+'��*�����*�%:�� automated DNA sequencer �"���'�
��>����!���
����$�����<
� transformation 

�����=?�H��� E. coli ��%!	�O�� BL21*�%+�O� electroporation   

1.3.5  ��
&���
%�	���+##�4
�
�%#  

�"�������<%���'�
��>����*'��:���;�����<%���V<� LB ��$��
;E=
� 37 oC >���;��$%+�"�:;�

�������>���������%����+% IPTG '+�
���
��� 1mM �?
��V<���$��
;E=
� 37 oC ��\��+�� 6 �	$�*
� 

�}����������H��� >����+�������>���������%��*�%���+��'���;���'�
��>����*�����:� 

SDS-PAGE ��+����>K�*�������+%���%��
��+% Coomassie Brilliant Blue 

1.3.6 ��
+��
�
�%#?�$�
��3�6�@ +������
���4#B���#��
����3�'	�
�
�%# 

>%�*�����:;�������O��*�%:�� Ni-NTA column chromatography >��+��'���;�*�����:� 

SDS-PAGE �"�*�������$>%�������O����;��<"�;�	�*
�����*�%:�� MALDI-TOF MASS 

spectrometry 

 

 



1.3.7 ��
�
�/�	���������
�$�#���B	+���%�
%����<�#634����H (antimicrobial assay)  

�"�*�����������O��
���+����[�O��:����%	�%	<�>�'�����%>��
�+�>��>��
�� ;�'?� 

Minimum inhibition concentration (MIC) '?���$��%���'V��?+�'+�
���
����=�������*�������$%	�
�

�������]�����V<�>��'+�
���
����$"������$�"�:;��������%	�%	<� 100%  

1.3.8 ��
�
�/�	���������
�����B�
�
�%#�#� (proteinase inhibitor)  

�"�*�����������O��
���+����[�O��:����%	�%	<�*���������"��+� 5 ������������+% 

serine proteinases trypsin (bovine pancreas, Sigma), chymotrypsin (type II bovine pancreas, 

Sigma), elastase (porcine pancreas, Pacific Science), proteinaseK (Tritirachium album, Promega) 

>�� subtilisin A (Bacillus licheniformis, Sigma) ��$'+�
���
��� final concentrations ��\� 5, 3, 3.9, 

10 >��10 nM ��
�"��	� >��:��H	������ N-benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide (��$'+�
���
��� 

146.8 >�� 293.6 mM) �"�;�	�*�������� trypsin and subtilisin A ��
�"��	� H	������ N-

succinyl-Ala-Ala-Pro-Phep-nitroanilide (��$'+�
���
��� 147.3 mM) �"�;�	�*�������� 

chymotrypsin >�� proteinaseK >��H	������ N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (��$'+�


���
��� 443.1 mM) �"�;�	�*�������� elastase *�%:��'+�
���
����?�� Z ���*����� (final 

concentrations 0, 2, 4, 8.1, 16.3, 32.5, 65 >�� 130 nM) 
��?
�?+
�	���\��+�� 15 ���� ��$ 30 oC 

>��;%���&����%���+% 50% (v/v) acetic acid +	����
�
��� p-nitroaniline ��$K=������?�%��+% 

spectrophotometer ��$ 405 nm 

1.3.9 �M�����
/���
%�����'	��%#?# genomic DNA '	��3$��3����� 

1.3.9.1  ��
�����%�	7#�	'	��3$��3����� 

����%
����U������������"�����?+���+?�%�<"� *�%+�O� Phenol-Chloroform proteinase K 

method +��'���;����
�
>��'�
E�!�������U�����+%��'��' spectrophotometry >�� agarose gel 

electophoresis  

1.3.9.2 �
$�� GenomeWalker library '	��3$��3����� 

����%
;����
�� GenomeWalker ������������"�*�%:�� BD GenomeWalker Universal kit 

(BD Bioscience Clontech) �"� genomic DNA 
��	���+%����H
��	��"��!�� DraI, EcoRV, PvuII 

;�V� StuI *�%>%��	�>�?��;����
��>���"�
���V$�
�?��	� adaptor *�%:�� T4 DNA ligase ��U� 

GenomeWalker library �	<� 4 �+���$ –20 oC �!V$�:��:����������?��� 

 

 



1.3.9.3 +���%#
��?�$���#�� PCR  

 ���>���!��
�������"��	���+'��*��������%�� GWAP cDNA �������+
 5/ UTR >��  

3/ UTR �!V$��"�
�:���!�$
���
�
���%��:� genomic DNA ������������"� +��'���;� PCR product 

*'����<�%����$��:�>��+��'���;�;��"��	���+'��*���������*�%:�� DNA sequencer   

1.3.10 �
�/�	���
+���		�'	��%# 

 1.3.10.1 ���#�� Semi-quantitative RT-PCR  

����� First-stand cDNA *�%:�� ImProm-IITM Reverse Transcription System (Promega) 

>���"� cDNA ��$���
��!�$
���
�
��+%��'��' PCR *�%:���!��
�����$������>���+� +��'���;� 

PCR products :� 1.4% agarose gel electrophoresis +	����
�
 PCR product ���'+�
���
���

>K� DNA ��$�	������+%����� CCD *�%:��*��>��
 Genetools Analysis Software (Syngene) '?�

���>������+	���\� relative expression ���%��	�%�� EF1-� ��$��	�'?� (normalized) :;���\� 100 

'"��+
�	%�"�'	]����������$%�>���'?����>���������%����+% One Way Analysis of Varience 

(ANOVA) >�� post hoc test (Duncan’s new multiple range test) 

 1.3.10.1 ���#�� real-time PCR 

 ����� First-stand cDNA *�%:�� ImProm-IITM Reverse Transcription System 

(Promega) >���"� cDNA ��$���
��!�$
���
�
��+%��'��' real-time RT-PCR *�%:���'�V$�� iCycler-

iQTM system (Bio-Rad Laboratories, USA) >��:�������+���� SYBR Green I dye detection  



�#�B	����#��/�� 

&���
���	� 

1. ��
����
���4����9�������'	��%# GWAPPm +�� SWDPm 

Whey Acidic Protein (WAP) domain H�$���\�*��
���$
�'+�
�"�'	]�?�����:�������������V<������! 

(antimicrobial activity) >��[�O��:����%	�%	<�*������� (proteinase inhibitor activity) ��$!�:���������������

��!>���	+%	�%	<�*�������;��%���� ��?� human secretory leukocyte proteinase inhibitor (SLPI) >�� mouse 

SWAM  ������'��;�%��:�_�����
=���*�
���������"� (http://pmonodon.biotec.or.th) !�%�� Glycine-rich-

single whey acidic protein-domain (GWAP) antimicrobial peptide cDNA (accession no. BI784446) >�� %�� 

Single whey acidic protein domain (SWD) �%?�����U��
��������������<�����*�%:�� Phylogenetic tree 

!�+?�%�� GWAP 
�'+�
'���%�	�%�� crustin ��$!�:������	��	<��!V$�
�:;��	���:����+��	%��<�������$%��V$�%�� 

GWAP ��\� Crustin-like antimicrobial peptide (Crus-likePm)  

�
V$��"����'��;��"��	���+'��*�������$�
�=�
����%�� Crus-likePm *�%:����'��' RACE-PCR !�+?�

%�� Crus-likePm 
�'+�
%�+�	<�;
� 541 bp ��������+%����+
 5/-untranslated region (UTR) %�+ 38 bp, 

����+
 open reading frame (ORF) %�+ 426 bp ��
��KK���;	���\������
�*��"��+� 141 �	+ >������+
 

3/-UTR %�+ 61 bp !� putative polyadenylation signal sequence (AATAAA) �%=? 1 �"�>;�?� �
V$�+��'���;�

����+
 signal peptide *�%:��*��>��
 SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) !�+?�
� signal 

peptide %�+ 17 �	+ >��������;� N-glycosylation sites (NXT >�� NXS) !�+?�
� putative N-glycosylation 

site �%=? 1 �"�>;�?� ��$�����
�*��"�>;�?���$ 128 (NDT) H�$�>���+?�%�� GWAPPm ��\����*'*����� �
V$�

'"��+
 molecular mass ��� mature proteins (124 amino acid) !�+?�
� molecular mass 12.48 kDa >��'?� pI 

7.8 (�=���$ 1)  

  

8��%� 1   �"��	���+'��*������
�=�
�>���"��	������
�*����%�� Crus-likePm :� hemocyte ������������"� 

�	+�	������"����
 >���������:��>��� putative signal peptide, start codon, stop codon >�� putative poly (A) 

signal sequence  

 



������'��;�%�� SWD :�_�����
=���*�
���������"� !�%����$
�'+�
�;
V���	�%�� SWD �"��+� 50 

*'�� ��
��K>�?������\� 3 ��*HQ���
 ��������+% SWDPm1 (17 *'��), SWDPm2 (32 *'��) >�� 

SWDPm3 (1 *'��) �
V$��"�������%����%�'+�
�;
V���	�%����$
���%����+�:� GenBank database !�+?�
�

'+�
�;
V���	�%�� SWD (AY464465) ������������"� ��$'+�
�;
V�� 96%, 86% >�� 46% ��
�"��	�  

�
V$�+��'���;��"��	���+'��*�������$�
�=�
����%�� SWDPm1 (EU623979), SWDPm2 (EU623980) 

>�� SWDPm3 (EU623981) !�+?�
�'+�
%�+ 416, 472 >�� 438 bp ��������+% ORF %�+ 279 bp , 282  bp 

>�� 240 bp ��
��KK���;	���\������
�*��"��+� 92, 93 >�� 80 �����
�*� ��
�"��	� �
V$�+��'���;�

����+
 signal peptide *�%:��*��>��
 SignalP !�+?�
� signal peptide %�+ 24 �����
�*� �
V$�'"��+
 

molecular mass !�+?�
����� 7.29, 7.39 >�� 6.23 kDa >��'?� pI 8.07, 8.29 >�� 8.28 ��
�"��	� (����� 1) 

 

��
�� 1 Characteristics ���%�� SWDPm1, SWDPm2 >�� SWDPm3 ������������"� 

Characteristics SWDPm1 SWDPm2 SWDPm3 

Accession no. EU623979 EU623980 EU623981 

Full-length sequence 416 bp 427 bp 438 bp 

ORF 279 bp 282 bp 240 bp 

Signal sequence 24 aa 24 aa 24 aa 

Mature protein 68 aa 69 aa 56 aa 

Molecular weight 7.29 kDa 7.38 kDa 6.23 kDa 

Isoelectric point (pI)  8.07 8.29 8.28 

 

2. ��
����
���4 function domains '	��%# Crus-likePm +�� SWDPm 

������+��'���;�*��
����*�����*�%:��*��>��
 SMART analysis (http://smart.embl-

heidelberg.de/) !�+?�%�� Crus-likePm >�� SWDPm 
� whey acidic protein (WAP) domain ��$���%����

���% C :��
���$���%�������% N  ���*����� Crus-likePm >�� SWDPm 
� Glycine-rich region >�� P-R-

P region ��
�"��	�  

�%?�����U��
�
V$�+��'���;�*����� Crus-likePm *�%:��*��>��
 BLASTX !�+?�%�� Crus-likePm 

��������+% cysteine �	<�;
� 12 �"�>;�?� *�% cysteine 8 �"�>;�?�������%��\�  WAP domain H�$�
�'+�


'���%�	�%�� crustin antimicrobial peptide ��$!�:�����;��%���� >��%�� carcinin antimicrobial peptide ��$!�

:��= >�?�%?�����U��
!�+?���%�;?����������
�*� cysteine �"�>;�?���$ 4 >�� 5 ��� Crus-likePm >�� 

Crustin '?�������?���	�
��  (�=���$ 2) �������	<�!�+?����%���� N-terminus ��� *����� Crus-likePm >�� 



Crustin  
�����+
 Glycine-rich region ��?����%+�	�>�?�"��+�H<"���� glycine �?���	� ���X�>���:;��;U�+?�%�� 

Crus-likePm ��\�%�� crustin ����:;
?��$!�:����������"� 

 


8��%� 2 >��� Multiple alignments ��� 12 cysteins ��$!�:�%�� Crus-likePm �	�%�� crustin (Penaeus 

monodon; CrusPm1: Litopenaeus vannamei CrusLv1: Litopenaeus setiferus; CrusLs2:  Marsupenaeus 

japonicus; CrusMj2: Fenneropenaeus chinensis; Crus-likeFc1: Homarus americanus; CrusHa: H. 

gammarus; CrusHg >�� Pacifastacus leniusculus; CrusPl2 >�� carcinin (Carcinus maenas;CarCm) >�� 

putative antimicrobial protein (Panulirus argus; PET15Pa)  

 

�
V$�+��'���;�%�� SWDPm ��$!��	<� 3 %�� !�+?�
� cysteine �	<�;
� 8 �"�>;�?� H�$��%=?:�����+
��� 

WAP domain (�=���$ 3) *�% WAP domain ��\�*��
���$!�:�����������������!
�'+�
�"�'	]�?�����:����

�������;�V��"���%��V<������!;��%���� :��
���$���% N ���%�� SWDPm1 >�� SWDPm2 
�����+
��� 

Proline-rich region >�?�
?!�:�%�� SWDPm3  

�
V$��"��������%����%�'+�
�;
V��!�+?�%�� SWDPm1 
�'+�
�;
V���	�%�� SWD ������������"� P. 

monodon (AY464465) ��$�'%
���%����+� K�� 96% 
��!�%� 3 �����
�*� ��� SWDPm1 ��$
�'+�
>���?�� *�%

����$%���� S3 ��\� N, R35 ��\� Q >�� N79 ��\� R ���X�>���:;��;U�+?�%�� SWDPm1 ��\�%�����%+�	�%�� 

SWD ��$�'%
���%����+� *�%��$��\� allelic form ���%�� SWDPm1 �������>�?���	+ :��
���$%�� SWDPm2 

>�� SWDPm3 
�'+�
�;
V���	�%�� SWDPm1 �!�%�>'? 86% >�� 45% ��
�"��	� >���+?�%�� SWDPm2 >�� 

SWDPm3 ��\�%�� SWD:;
?��$!�:����������"� 



SWDPm (AY464465)   MVNIKAVLIVCVLVAAVAVSPADAVPTRHSRPRPQPKPRPGTCPDTSDIF 50 
SWDPm1(EU623979)   MVSIKAVLIVCVLVAAVAVSPADAVPTRHSRPRPRPKPRPGTCPDTSDIF 50 
SWDFc (EF216349)   MVNIKEVLIVSVLVAAVAVSPADAVPTRHARPRPQPRPRPGTCPDTSDIV 50 
SWDPm (Chen [22])  MVNIKAVLIVCVLVAAVAVSPADAVPTRHSKPRPQPLPRPGTCPDTSGIV 50 
SWDPm2(EU623980)   MVSIKAVLIVCVLVAAVAVSPADAVPTRHSKPRPQPLPRPGTCPDTSGII 50 
SWDLv (AY465833)   MVSVKEVLVVLVLVAAVAVSPADAVPTRHSRPRPQPRPRPGTCPDTSDVI 50 
SWDMj (AU176270)   MVSIKELLIVAVLVAAVAVPPANASPRRFD--------RPGTCPNTDGII 42 
SWDPm3(EU623981)   MVSLKEVLILSVLVVAMVVSPADAVPTGLE--------KPGRCRRPEEYH 42 

               Predicted scissile peptide bond 
           

SWDPm (AY464465)   SICVVTERNCFSDSECGPGQKCCPIGCGRECLAVVPPYGSGR- 92  
SWDPm1(EU623979)   SICVVTERNCFSDSECGPGQKCCPIGCGNECLAVVPPYGSGR- 92  
SWDFc (EF216349)   SICVVTERNCFSDGECGAGQKCCPIGCGRECLAVGSPYGK--- 90  
SWDPm (Chen [22])  TTCEVTERNCLSDSQCGPGEKCCSRGCGRECLAVVPPYGSGR- 92  
SWDPm2(EU623980)   TTCEVTERNCFSDSQCGPGQKCCPLGCGRECLAVGPPYGKGRW 93  
SWDLv (AY465833)   GPCVITERNCLSDSQCAPGQKCCPIGCGRECLAVGPPYGNGRR 93  
SWDMj (AU176270)   GICVITEANCSLDAECGPRQKCCPYGCGRECLTVVPPYKGGRW 85  
SWDPm3(EU623981)   SICPLRAISCNDDSRCSNGYKCCLVGCGKRCMPVAIWT----- 80  

 

8��%� 3 >��� alignments ��� WAP domain (8 cysteins) ���%�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >�� 

SWDPm3) ��$��������������'�	<���< �	�%�� SWD ��$�'%
���%����+���������+% SWD ������������"� Penaeus 

monodon (SWDPm; AY464465 >�� Chen et al., 2005), ������+ Litopenaeus vannamei (SWDLv; 

AY465833), ���� kuruma Marsupenaeus japonicus (SWDMj; AU176270), ������� Fenneropenaeus chinensis 

(SWDFc) 

 

3. �������<�#64�������X#���
 

����������� Phylogenetic tree �������+
��� WAP domain ���%�� Crus-likePm >�� SWDPm 

(SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) ������������"� �	�*�������$
� WAP domain H�$���������+%%�� 

Crustin, Carcinin >�� Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) ��$!�:��	�+��"�!+� crustacean ��$
�

��%����+�  

���X�!�+?���
��K>�?����?
���%����$
� WAP domain :� crustacean �����\� 3 ���?
:;]?'V� ���?
 1: 

Crustin ���?
 2: SWD >�����?
 3: SLPI (�=���$ 4) *�%:����?
��$ 1: Crustin ��
��K>�?������\� 3 ���?
%?�%

��������+% [1] Crustins ������ (CrusPm1, CrusPm2, CrusPm3, CrusPm4, CrusLv1, CrusLvI, CrusLs1, 

CrusLs2, CrusLs3, CrusMj1 >�� CrusFc), [2] Crustin-like peptide ������� (Crus-likePm Crus-likeFc) >�� 

[3] Crustins (>�� Carcinin) ��� �= (CarCm), crayfish (CrusPl1, CrusPl2) >�� lobster (CrusHa, CrusHg, 

PET15Pa) ���X�>���:;��;U�+?�%�� Crus-likePm ������������"� 
�'+�
:�������	�%�� Crustin-like protein ��$

!�:�������� Fenneropenaeus chinensis >�?�%?�����U��
�	<����%���U
�'+�
>���?�����%�� crustin ��$!�:����� 

>��%�� carcinin ��$!�:��=�%?���	���� H�$��	<� crustin >�� carcinin ��\� antimicrobial peptide ��$!�:� 

crustacean  



:��
���$:����?
���%�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) ���X���� Phylogenetic 

tree !�+?�%�� SWDPm1 >�� SWDPm2 �	��%=?:����?
��� SWD ������������?�� Z >��SWDPm3 �	��%=?:�

���?
��� SLPI  *�% SWDPm1 
�'+�
�	
!	�O�:���������+�+	Y������	�%�� SWDPm ��$�'%
���%����?��;���

��< ���X�>���:;��;U�+?��	<� SWDPm2 >��SWDPm3 ��\�%�� SWD ����:;
?��$!�:����������"� 

 

8��%� 4 >��� Phylogenetic tree ���%�� Crus-likePm >�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) 

������������"� �	�*�������$
� WAP domain :���$�
���+�����?
 crustacean ��������+%%�� SWD ������������"� 

P. monodon (SWDPm1-3, EU623979, EU623980 and EU623981, respectively; SWDPm, AY464465; 

SWDPm; Chen [22]), ������+ L. vannamei (SWDLv, AY465833), ������� F. chinensis (SWDFc, XP623150) 

>������ M. japonicus (SWDMj, XP623150); %�� Crustin ������������"� P. monodon (Crus-likePm, EF654658; 

CrusPm1, CF415873; CrusPm2, BI018072; CrusPm3, BI018073; CrusPm4, CF415873), ���� M. japonicus 

(CrusMj1, AB121740), ������+ L. vannamei (CrusLv1, AF430071; CrusLvI, AY488492), ���� L. setiferus 

(CrusLs1, AF430077; CrusLs2, AF430078; CrusLs3, AF430079), ������� F. chinensis (Crus-likeFc1, 

DQ097703; CrusFc, AY871268), �= C. maenas (CarCm, AJ237947), ����
	��� H. americanus (CrusHa, 

CN853187), ����
	��� H. gammarus (CrusHg, CAH10349), �����<"��V� crayfish Pacifastacus leniusculus 

(CrusPl1, EF523612; CrusPl2, EF523613; CrusPl3, EF523614), ����
	��� Panulirus argus (PET15Pa, 

AAQ15293); >��%��Secretory leukocyte protease inhibitors (SLPIs) ������� M. japonicus (SLPIMj, 

ABW88999), ������+ L. vannamei (SLPILv; [Jimenez-Vega et al., 2007]) >�����������"� P. monodon 

(SLPIPm, BI784457). 



 

4. �
�/�	���
+���		�'	��%#?#�#�B	����	����H �$�����#�� RT-PCR 

 ��������+�������>���������%�� Crus-likePm >�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >��

SWDPm3) ������������"� :��
U���V�� (Heamocyte ; HC), �	�>���	��?�� (Hepatopancreas; HP), �;�V�� 

(Gill; G), �+	%+��<"��;�V�� (Lymphoid organ ;L), �"���� (Intestine; I) >��;	+:� (Heart; HT) ������������"�*�%

:����'��' Semi-quantitative RT-PCR >��:�� EF1� ��\� internal control (�=���$ 5) X�!�+?�%�� Crus-likePm 

%��
����>������
��:��
U���V�� >��
����>����������:��;�V�� >���"���� >�?�
?!����>������:�

��V<��%V$� �	�>���	��?�� �+	%+��<"��;�V�� >���"����  :��?+����%�� SWDPm �	<� 3 %�� X�!�+?� %�� 

SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3 
����>������
��:��
U���V�� >��%�� SWDPm2 
����>������

��U����%:� �	�>���	��?�� >�� �;�V�� X������������'�	<���<>���:;��;U�+?� %�� Crus-likePm >�� SWDPm 

(SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) ������������"���\�%����$
�������������
U���V�� 

 

8��%� 5 ���>���������%�� Crus-likePm (A) >�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) (B) ���

���������"�:��
U���V�� (Heamocyte ; HC), �	�>���	��?�� (Hepatopancreas; HP), �;�V�� (Gill; G), �+	%+�

�<"��;�V�� (Lymphoid organ ;L), �"���� (Intestine; I) >��;	+:� (Heart; HT ;�V� H) ������������"�*�%:��

��'��' Semi-quantitative RT-PCR %�� EF-1� :����\� housekeeping gene control  
 

 

 

 

 

 



5.  �
�/�	��	��#	�'	��%#����/���
��3$#�$�����B	

� 

5.1 ��
+���		�'	��%# Crus-likePm �$�����#�� real-time RT-PCR  

��������+�������>���������%�� Crus-likePm :��
U���V��������������"���$���������+%��V<� 

Vibrio harveyi ��$�+�� 0, 6, 12, 24, 48 >�� 72 �	$+*
� X�������+��'���;�!�+?�%�� Crus-likePm 
����

>������������$ 6 �	$+*
� >�����$

����>������
����<���$ 12 �	$+*
� >��>�������!�$
��<��%?��
�

�	%�"�'	] (p < 0.05) :��	$�*
���$ 24 ;�	�������������+%��V<� >�����$

����>�����������=?�E�+�������$ 48-

72 �	$+*
� (�=���$ 6) ���X���<:;��;U�+?�%�� Crus-likePm �?�����\�%����$���$%+�����	�����E=
�'��
�	��������

�����"�*�%K=��������;�	���������V<� Vibrio harveyi 

 

 


8��%� 6 >������	�������>���������%�� Crus-likePm :��
U���V����������"���$���������+%��V<� Vibrio 

harveyi ��$�+�� 0, 6, 12, 24, 48 >�� 72 �	$+*
� ��+%��'��' real-time PCR 

 

5.2 ��
+���		�'	��%# SWDPm �$�����#�� Semi-quantitative RT-PCR 

��������+�������>���������%�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) :��
U���V��

������������"���$���������+%��V<�>�'�����%>��
�+� Staphylococcus aureus >����V<��+�	� White spot 

syndrome virus (WSSV) ��$�+�� 0, 6, 24, >��48 �	$+*
� (�=���$ 7) X�������+��'���;�!�+?�%�� SWDPm1 
�

���>������
����<���$ 6 �	$+*
�;�	������������+%��V<�>�'�����%>��
�+� S. aureus :��
���$%�� SWDPm2 

>��SWDPm3 �
?
��������$%�>���  

�
V$����������+%��V<� WSSV !�+?�%�� SWDPm1 >�� SWDPm2  
����>������
����<���$ 6 �	$+*
�

;�	������������+%��V<� >���	<���
%�� (SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3)  
����>������������$ 24 

�	$+*
�  ���X���<:;��;U�+?�%�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) �?�����\�%����$���$%+�����	�

����E=
�'��
�	�������������"� 



 
A
 

 
 
B


8��%� 7 >������	�������>���������%�� SWDPm (SWDPm1, SWDPm2 >��SWDPm3) :��
U���V��

��������"���$���������+%��V<�>�'�����% Staphylococcus aureus (A) >���+�	� WSSV (B) ��$�+�� 0, 6, 24 >�� 

48 �	$+*
� ��+%��'��' semi-quantitative RT-PCR 

 

6.  ��
�M�����
/���
%�����'	��%# Crus-likePm +�� SWDPm2 ?#�3$��3�����  

6.1 ��
�M�����
/���
%�����'	��%# Crus-likePm  

������'��;� genomic organization ���%�� Crus-likePm *�%���>���!��
�����$����+
���%���� 

5/ >�� 3/ ���%���!V$��!�$
�"��+�%�� Crus-likePm *�%:������U������������"���\�����U���>
?>�� !�>K�����U���

�������
�
 720 bp �
V$��"���*'��>��;��"��	���+'��*�����!�+?�%�� Crus-likePm 
����� 716 bp 

��������+%������ 2 exon >�� 1 intron *�%��$ intron >����%=?��;+?�� 5/-UTR >�� start codon >��!�+?�

%�� Crus-likePm 
� boundary sequence ��� exon/intron ��
 GT/AG rule :��?+�������'��;�����+
*��

*
��������%�� Crus-likePm :����������"� *�%��������;����
�� GenomeWalking �"��+� 4 ;����
��

��������+% ;����
������U�����$�	���+% DraI, EcoRV, PvuII >�� StuI  ;�	�����"� PCR !�>K�����U���

���
�
 800 bp :�;����
�� DraI ����	<��"���*'��>��;��"��	���+'��*�����!�+?���\��?+����*��*




��������%�� Crus-likePm >���
V$�+��'���;���+'��*�����!�+?�%�� Crus-likePm 
� transcription factor binding 

site ��$!�:� immune genes ��?� TATA box, GATA binding factor-binding sites, STAT5-binding sites, 

C/EBP�-binding site, NF- kappaB-binding site, AP1-binding sites, >��CCAAT box (�=���$ 8) ���X�>���

:;��;U�+?�%�� Crus-likePm �?�����\�%����$�"�'	]���$%+�����	�����E=
�'��
�	�������������"� 

 

 
 

 


8��%� 8 >��� genomic organization >������+
 upstream region >�� putative transcription factor binding 

sites ���%�� Crus-likePm �?+���� exon >�����+%�	+;��>���������'+�
����	+�	����	+!�
!�:;]? >��

�?+� intron >�����+%�	+�	����	+!�
!���U� 

 

 



6.2 ��
�M�����
/���
%�����'	��%# SWDPm2 ?#�3$��3����� 

 ������'��;� genomic organization ���%�� SWDPm2  ������������"�*�%:����'��' PCR >���"�

>K�����U�����$���
�*'��>��;��"��	���+'��*����� X�������+��'���;�!�+?�%��
�'+�
%�+ 1811 bp 

��������+% 3 exon >�� 2 intron >��!�+?��	<� 3 %��
� boundary sequence ��� exon/intron ��
 GT/AG rule 

(�=���$ 9) 
 

 
 


8��%� 9  >��� genomic organization ���%�� SWDPm2 �?+���� exon >�����+%�	+�	����	+!�
!�:;]? >��

�?+� intron >�����+%�	+�	����	+!�
!���U�>���������'+�
 
 

 

 

 

 



7.  ��
�
$��
%�	���+##�4
�
�%# Crus-likePm +�� SWDPm 

 ��������������>�����������'�
��>����*����� Crus-likePm >�� SWDPm2 *�%:�� pET28b 

expression vector �
V$��;��$%+�"�:;�
����>���������%��*�%:�� 1 mM IPTG >����U��H�����$����	<�>�?

�?+��+�� 1- 4 �	$+*
� >��+��'���;���'�
��>����*�����:� 15% SDS-PAGE X�!�+?�%�� Crus-likePm (�=���$ 

10) >�� SWDPm2 (�=���$ 11) ��
��KK=��;��$%+�"�:;�
����X�����'�
��>����*�����
����$�����$�+�� 4 

�	$+*
� >��
������<"�;�	�*
��������
�
 13 kDa >�� 8 kDa ��
�"��	� H�$�
���������	���$'���+����

�"��	������
�*� 
 

 

8��%� 10 ���>�����������'�
��>����*����� Crus-likePm ��$K=��;��$%+�"���+% 1mM IPTG �	<�>�?�?+��+�� 

1-4 �	$+*
� �=���>�����'�
��>����*����� Crus-likePm 

 
 


8��%� 11 ���>�����������'�
��>����*����� SWDPm2 ��$K=��;��$%+�"���+% 1mM IPTG �	<�>�?�?+��+�� 1-

4 �	$+*
� �=���>�����'�
��>����*����� SWDPm2  

 



8. ��
+���
��3�6�@'	�
%�	���+##�4
�
�%# Crus-likePm +�� SWDPm2 

������>%��?+���� soluble fraction >�� insoluble fraction ;�	��������"�:;��H���>�� X�!�+?���

'�
��>����*����� Crus-likePm >�� SWDPm2 �%=?:��=� inclusion bodies >��������>%�������O��*�%:�� 

Ni-NTA column chromatography >��+��'���;�>K�*�������+% SDS-PAGE !���'�
��>����*����� Crus-

likePm >�� SWDPm2 ��$�������
�
 13 kDa (�=���$ 12A ) >�� 8 kDa (�=���$ 13A ) >���
V$��"���'�


��>����*�������$>%�������O��
�+��'���;���+% MALDI-TOF MASS Spectrometry �!V$�;��<"�;�	�*
����� 

(MW) �����'�
��>����*����� ���X�!�+?���'�
��>����*�������$���
��<"�;�	�*
�������?��	� 12.866 kDa 

(�=���$ 12B) >�� 8.397 kDa  ��
�"��	� (�=���$ 13B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 


8��%� 12  >�����'�
��>��*����� Crus-likePm ��$>%�������O����+% Ni-NTA column chromatography  >��

+��'���;�*�������+% SDS-PAGE (A) >���<"�;�	�*
����������'�
��>��*������
V$�+��'���;���+% MALDI-

TOF MASS Spectrometry (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) (B)



 

 
 


8��%� 13  >�����'�
��>����*����� SWDPm2 ��$>%�������O����+% Ni-NTA column chromatography >��

+��'���;�*�������+% SDS-PAGE  (A) >���<"�;�	�*
�������'�
��>����*������
V$�+��'���;���+% MALDI-

TOF MASS Spectrometry (B) 
 

9. ��
���	���������
�$�#/3��%<'	�
%�	���+##�4
�
�%# Crus-likePm +�� SWDPm2 

 ��������+���� antimicrobial activity �����'�
��>����������� Crus-likePm >�� SWDPm2 ��$

>%�������O�� >��X?����� refolding >��+�	���V<� gram-positive bacteria >�� gram-negative-bacteria !�+?���

'�
��>����������� Crus-likePm ��
��K%	�%	<��������]����*���� gram-positive bacteria (Aerococcus 

viridans, Staphylococcus aureu , Staphylococcus hemolyticus, Bacillus megaterium >�� Micrococcus luteus) 

>�� gram-negative bacteria (Vibrio harveyi, Escherichia coli 363 >�� Klebsiella pneumoniae) *�%
�'?� MIC 

�%=?��;+?�� 0.312-20 �M (�������$ 2) 

 :��
���$��'�
��>����������� SWDPm2 ��
��K%	�%	<��������]����*���� gram-positive bacteria 

(Aerococcus viridans, Staphylococcus aureu, Staphylococcus hemolyticus, Bacillus megaterium >�� 

Micrococcus luteus*�%
�'?� MIC �%=?��;+?�� 1.56-50 �M (�������$ 2) 

 

 

 

 

 



��
���%� 2 >��� antimicrobial activity �����'�
��>����*����� Crus-likePm >�� SWDPm2 

'?� Minimum inhibition concentration (MIC) 'V�'?���$��%����?+�'+�
���
����=�������*�������$%	�
����

����]�����V<�>��'+�
���
����$"������$�"�:;��������%	�%	<� 100%  

 

MIC value (�M) Microorganism 

Crus-likePm SWDPm2 

Gram (+) bacteria   

Aerococcus viridans 0.312-0.625 0.3125-6.25 

Staphylococcus aureus 5-10 25-50 

Staphylococcus hemolyticus 2.5-5 >50 

Bacillus megterium 1.25-2.5 12.5-25 

Micrococcus luteus 2.5-5 1.56-3.125 

Gram (-) bacteria   

Salmonella thyphimurium NAa NAb 

Escherichia coli 363 2.5-5 NAb 

Klebsiella pneumoniae 10-20 NAb 

Erwinia carotovora NAa NAb 

Enterobacter cloacae NAa NAb 

Vibrio harveyi 2.5-5 NAb 

NAa: Not active at 80 �M 

NAb: Not active at 50 �M 

 

10. ��
���	���������
�����B�
�
�%#�#�'	�
�
�%# Crus-likePm +�� SWDPm2 

�����������'�
�
�	����� Proteinase inhibitor activity ���*����� Crus-likePm >�� SWDPm2 

�	� proteinase �"��+� 4 ���� ��������+% trypsin, chymotrypsin, elastase, proteinase K >�� subtilisin A X�

��V<�����!�+?�*����� Crus-likePm �
?
�'�
�
�	��:����%	�%	<� proteinase �	<� 5 ���� �
V$�:�����
�
��� Crus-

likePm 
��K�� 10 ��?��?����
�
 proteinase :��
���$*����� SWDPm2 �
?
�'�
�
�	��:����%	�%	<� 

proteinase 3 ���� (trypsin, chymotrypsin >�� elastase) �
V$�:�����
�
��� SWDPm2 
��K�� 10 ��?��?�

���
�
 proteinase �%?�����U��
!�+?� SWDPm2 
�'�
�
�	��:����%	�%	<� proteinase K >�� subtilisin A (�=� 

14A) 

 



9. ��
����#���� inhibition constant '	�
�
�%# SWDPm2 ��	
�
�%#�#� Subtilisin 

������;�'?� Equilibrium dissociation constant Ki �"�;�	�������� interaction ��� subtilisin A (Proteinase) 

�	�*����� SWDPm2 (Proteinase inhibitor) *�%����!�$
���
�
��� substrate �?� equilibrium mixture 

��;+?�� Proteinase >�� inhibitor >���"����+	��	�����������?�%��� reaction product ���X��������� 

Lineweaver–Burk plots >����	��=���$ 14B X�������;�'?� KM >��'?� Vmax !�+?�
�'?���?��	� 0.15x10-3M 

>�� 0.85 nmole/min ��
�"��	�  >���
V$��"���� replotting '?� apparent KM’s  �?�'?�'+�
���
�������	+%	�%	<� 

(inhibitor concentrations) !�+?�*�����SWDPm2 (Proteinase inhibitor) 
�'?� Ki ��\� 1.98x10-9M  

 

 
 


8��%� 14  (A) >��� inhibitory activity �����'�
��>����*����� rSWDPm2 �?�*�������� subtilisin A >�� 

serine proteinases ��� 3 ���� (trypsin, chymotrypsin >�� elastase) ��$'+�
���
����?�� Z (B) >��� 

Lineweaver–Burk plot ���*�������� subtilisin A activity ��$'+�
���
����?�� Z ��� rSWDPm2 (0, 8.125, 

16.25 >�� 32.5 nM)   



�
3�+����/�
94&���
���	� 

������'��;�>��������	��
��
�	�����%�����?
��$
� WAP domain ��������+% 

Crustin-like antimicrobial peptide (Crus-likePm) >�� %�� Single whey acidic protein domain 

antimicrobial peptide (SWDPm) �
V$��"����;��"��	���+'��*������
�=�
����%�� Crus-likePm 

*�%��'��' RACE-PCR !�%��
�'+�
%�+�	<�;
� 541 bp >��
��<"�;�	�*
�������� mature 

protein ���� 12.49 kDa �
V$�+��'���;��	��
��
�	�����%��!�+?� Crus-likePm ��������+% 

Glycine-rich domain ��$���% N  >�� 12 conserved cysteines ��$�+
 WAP domain ��$���% C H�$�
�

'+�
'���%�	�%�� Crustins �%?�����U��
X�����������%����%�'+�
�;
V��>���������������

>X�E=
�����+�+	Y����� (phylogenetic tree) !�+?�%�� Crus-likePm ��\�%�� Crustins :;
?��$!�:����� 

�
V$��"����'��;�%�� SWDPm ���_�����
=����������"�!�%�� SWDPm �"��+� 3 isoforms 

(SWDPm1,  SWDPm2 >�� SWDPm3) *�%
� ORF ��$�
�=�
� 279, 282 >�� 240 bp >��
��<"�;�	�

*
�������� mature protein ���� 7.29, 7.38 >�� 6.23 kDa ������+��'���;�*��
����%��!�+?� 

SWDPm1 >��SWDPm2 
� Pro-Arg-Pro domain ��$���% N >�� SWDPm1,  SWDPm2 >�� 

SWDPm3 
� WAP domain ��$���% C �
V$��"���������>X�E=
�����+�+	Y�����!�+?�%�� SWDPm1 

>��SWDPm2  
�'+�
:�������	�%�� SWD ��$!�:����� >�� SWDPm3 
�'+�
:�������	� SLPI ���

X�>���:;��;U�+?�%�� SWDPm2 >�� SWDPm3 ��\�%�� SWD ����:;
?��$!�:����� 

�����%�������������� Smith >��'
� 2008 ����	�%�� crustin �����\� 3 ���?
 'V� (1) 

Type I crustin !����:��= (Crab) ����
	��� (Lobster) >�� ���� Crayfish *�%*�������������+% 

cysteine-rich region (4 cysteines) >�� WAP domain (8 cysteines) ��$���% C-terminus;  (2) Type 

II crustin !����:����� Shrimp >�� ���� Crayfish *�%*�������������+% Glycine-rich region ��$

���% N-terminus  >�� Cysteine-rich region (4 cysteines) >�� WAP domain (8 cysteines) ��$���% 

C-terminus  >�� (3) Type III crustin  (;�V� SWD) !����:����� Shrimp *�%*�������������+% 

Proline-rich region ��$���% N-terminus  >�� WAP domain (8 cysteines) ��$���% C-terminus  

X������������'�	<���<>���:;��;U�+?�%��:����?
��� Type II crustin (crustin :����� �+
 

Crus-likePm) >�� Type III crustin (SWD) ��������+%%����$��\� subtype ���>�?������ *�%>�?

�� subtype �����
�;�����$�"�'	]�����+E�!��$>���?���	� 

������'��;�����	����%��	+���%�� Crus-likePm >�� SWDPm2 !�+?�%�� Crus-likePm 

��������+% 2 exon >�� 1 intron >��%�� SWDPm2 ������fh;p 3 exon >�� 2 intron >���
V$�

�"����'��;�����+
'+�'�
���%�� Crus-likePm !�*��*
�����>�� putative transcription factor 

��$�"�'	]��?� NF- kappaB-binding sites, STAT5-binding sites >�� C/EBP-binding sites �
V$��"����



����%����%�*'�����������	����%��	+��� Crus-likePm (Type II crustin) >�� SWDPm2 (Type III 

crustin) �	�%��:����?
 Crustin (Type I crustin) :��=���� Scylla paramamosain !�+?�

��������+% 4 exon >�� 3 intron (Imjongjirak et al., 2008) H�$�>���:;��;U�+?�%�� Crustin >�?�� 

type 
��	��
�����	����%��	+���%����$>���?���	�>�����
����'+�'�
����"������$>���?���	� 

�����������>���������%��:���V<��%V$��?��Z !�%�� Crus-likePm >�� SWDPm 

(SWDPm1,  SWDPm2 >�� SWDPm3) 
����>������
��:��
U���V�� X��������������<

���'�����	����>���������%�� CrustinPm1 ������������"� P. monodon (Supungul et al., 2004) 

>��%�� Crustin-like protein ��� ������� F. chainensis (Zhang et al., 2007) >��%�� SWD �������

��+ Litopenaeus vannamei (Jimenez-Vega et al., 2004) H�$�!�+?�
����>������:��
U���V�� ���

X�>���+?��
U���V�������\�>;�?������ mRNA ���%�� Crus-likePm >�� SWDPm  :��
U���V��

�����$�
���+���"�!+�����>��'�	����H�%� !�+?�����\�>;�?������>����U�*�����>��%����$���$%+����

�	�����E=
�'��
�	� (Bachère, 2000)  

�����+����;������%�� Crus-likePm >�� SWDPm (SWDPm1,  SWDPm2 >�� 

SWDPm3) �?�������������������������E=
�'��
�	�������������"�*�%��������+%��V<�>�'�����%

>����V<��+�	� X�������:����'��' real-time PCR ��+����>���������%�� Crus-likePm :��
U�

��V�����������$���������+%��V<���\����>�'�����%>��
����$�?�*�':����������"� Vibrio harveyi 

!�+?�
����>���������%��
����<���$ 24  �	$+*
�;�	����������+%��V<�*�' ���X�>���+?�%�� Crus-

likePm ��\� inducible gene ��$��
��K���������������V<�*�' �	��
�������������<'���%�	�

%�� penaeidin 5 ���������� F. chinensis ;�	�������������+%��V<� (Kang et al., 2007) �%?�����U��


�����%��������������>���������%�� crustin-I ���������+ L. vannamei (Vargas-Albores et 

al., 2004) >�� crustin-like peptides �������
	��� Homarus gammarus (Hauton et al., 2006) ��$

���������+%��V<�>�'�����%>��
�� Listonella anguillarum !�+?�%��
����>���������� >��
�

���>������
����<�;�	����������+%��V<�>�'�����%>��
�+� Aerococcus viridans var. homari 

:��
���$���� crayfish Pacifastacus leniusculus !�+?�%�� CrustinPl1 >�� CrustinPl3 
����

>������
����<�:��
U���V��;�	����������+%��V<�>�'�����%>��
�� >�?%�� crustinPl2 
����

>�������
?����$%�>���������	����� (Jiravanichpaisal et al., 2007) 

 �
V$��"������+�������>������������?
%�� SWDPm (SWDPm1,  SWDPm2 >�� 

SWDPm3) *�%������������+%��V<�>�'�����%>��
�+� Staphylococcus aureus >����V<��+�	� 

WSSV ��$�?�*�':����� ��+%��'��' semi-quantitative RT-PCR X�!�+?�%�� SWDPm1 
����

>������������$ 6 �	$+*
�;�	����������+%��V<�>�'�����%>��
�+� S. aureus :��
���$%�� 

SWDPm2 >�� SWDPm3 �
?
��������$%�>��� �����%��������������>���������%�� SWD 



���������+ L. vannamei *�%������������+%��V<�>�'�����%>��
�� Vibrio alginolyticus !�+?�%��
�

���>�������!�$
��<���$ 3-6  �	$+*
�;�	����������+%��V<� (Jimenez-Vega et al., 2004) 

X������������'�	<���< >�������%��������������>���������%��:����?
 Crustin 

>�� SWD �?�������������+%��V<�;��%���� �������+?����>���������%��:����?
��<�?����

������������V<�>�'�����% 
�'+�
>���?���	��
?
��=�>����$'���$ ��<��%=?�	�%��:�>�?����$�
���+����$

�����
�;�����$���^���?���������V<���$�"�:;�����*�'>���?���	� *�%>�?��%�� Crustin ���
�;�����$

�����+E�!��$>���?���	�:�����E=
�'��
�	������$�
���+��!+�'�	�>��H�%� 

������������������������%�� SWDPm �?�������������+%��V<��+�	� WSSV !�+?�

%�� SWDPm1 >�� SWDPm2 
����>������
����<���$ 6 �	$+*
� >��
����>�����������	<� 3 

%����$ 24 �	$+*
� >�������=?�E�+�������$ 48 �	$+*
�  ���X�>���+?�%�� SWDPm1 >�� SWDPm2 

��\�%����$�"�'	]�?������������?���V<��+�	� WSSV ���>��������<
�'+�
'���%�	���%���

�����������>���������%�� SLPI-like protein (;�V� double-WAP domain) �������]�$���� 

kuruma Marsupenaeus japonicus ��$!�+?�
����>���������%��
����<�;�	�������������+%��V<�

�+�	� WSSV (Chen et al., 2008) ���X���
��K�������+?�'+�
>���?��������>�������?����

������������V<�*�' >���:;��;U�+?�>�?��%�� SWDPm 
�'+�
�"�'	]�?�����^���	���������V<���$

>���?���	� 

�
V$��"����������
�	�������+E�!���*����� Crus-likePm >�� SWDPm2 (��\�%�� 

SWDPm ��$!�
����$��� �"��+� 32 EST ��� 50 EST) *�%��������*�������'�
��>���� >��

�"�
�������
�	�������+E�!'V��
�	��������������! (antimicrobial activity) >�� �
�	�����

%	�%	<�*�������� (proteinase inhibitor) X������������!�+?� *����� Crus-likePm ��
��K

%	�%	<��������]����*�����	<�>�'�����%>��
�+�>��>��
�� :��
���$*����� SWDPm2 

��
��K%	�%	<��������]����*����>�'�����%>��
�+� ���X�>���:;��;U�+?�%�� Crus-likePm >�� 

SWDPm2 ��\�����������������!��$�"�'	]��$���$%+�����	�����E=
�'��
�	�������������"�  

 �����%������������
�	��������������!���*����� Crustin (;�V� Carcinin) ��$>%�

������O������= Carcinus maenas !�+?���
��K%	�%	<��������]���
*������V<�>�'�����%>��
�+���� 

(Relf et al., 1999) �?�
� Imjongjirak (2008) ��������*�������'�
��>���� CrusSp ����=���� 

Scylla paramamosain !�+?���
��K%	�%	<��������]���
*������V<�>�'�����%>��
�+���� 

(Imjongjirak et al., 2008) �?+��������� Crustin :�����!�+?�*�������'�
��>���� crustinPm1 

������������"� 
�'+�
��
��K%	�%	<��������]����*������!����V<�>�'�����%>��
�+� (Supungul et 

al., 2008) :��
���$*�������'�
��>���� Crustin-like Fc ���������� Fenneropenaeus chinensis 

��
��K%	�%	<��������]����*������V<�>�'�����%>��
�+�������+?���V<�>�'�����%>��
�� (Zhang et 


