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Abstract  
Project Code: DBG5380031 
Project Title:  The activation mechanism of the prophenoloxidase system in shrimp by pattern recognition protein 
Investigator: Dr. Piti Amparyup E-mail Address :  piti.amp@biotec.or.th  
Project Period:  31 May 2010 – 30 May 2012 

 
The global shrimp industry still faces various serious disease related problems that are mainly caused by pathogenic 

bacteria and viruses. The understanding of the immune system in shrimp is necessary to provide the means to control and 
minimize the loss of production due to disease outbreaks. Melanization by prophenoloxidase (proPO) system is an important 
innate immune mechanism that plays a critical role in the defense against a wide range of pathogens in invertebrates. The 
activation of the proPO system, by the specific recognition of microorganisms by pattern recognition proteins (PRPs), triggers 
a serine proteinase cascade including a proPO-activating enzyme (PPAE), eventually leading to the cleavage of the inactive 
proPO to the active PO that functions to produce the melanin and toxic reactive intermediates against invading pathogens. 

In this study, we focus on characterizing the role of a lipopolysaccharide and beta-1,3-glucan binding protein 
(PmLGBP) and PmPPAE2 in the proPO system of shrimp Penaeus monodon. Transcript expression analysis revealed that 
PmLGBP and PmPPAE2 transcripts were mainly expressed in hemocytes. Genomic organization analysis revealed that 
PmPPAE1 gene consists of ten exons and nine introns, whilst PmPPAE2 comprises of eight exons interrupted by seven introns. 
The ELISA binding studies indicated that recombinant (r)PmLGBP binds to beta-1,3-glucan and LPS with a dissociation 
constant of 6.86x10-7M and 3.55x10-7M, respectively. Furthermore, rPmLGBP could enhance the phenoloxidase (PO) activity 
of shrimp hemocyte in the presence of LPS or beta-1,3-glucan. Double-stranded RNA-mediated suppression of PmLGBP and 
PmPPAE2 transcript levels resulted in a significant decrease in the PO activity. Knockdown of PmLGBP significantly 
decreased the PmLGBP transcript level but had no effect on the expression of the other immune genes tested. However, 
suppression of proPO expression down-regulated PmLGBP, PmPPAE2 and antimicrobial peptide transcripts. It is concluded 
that the PmPPAE2 is a shrimp PPAE and possibly mediates the activation of PmproPO and PmLGBP function as a pattern 
recognition protein for LPS and beta-1,3-glucan in the shrimp proPO activating system. 
 
Keywords : Shrimp, Penaeus monodon, immune system, phenoloxidase, pattern recognition protein, proteinase 
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บทคัดยอ 
รหัสโครงการ :  DBG5380031 
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อุตสาหกรรมการเล้ียงกุงทั่วโลกยังคงประสบปญหารายแรงตางๆที่เก่ียวของกับการเกิดโรคที่สวนใหญเกิดจากเช้ือ
แบคทีเรียและไวรัสกอโรค ความเขาใจระบบภูมิคุมกันในกุงเปนสิ่งจําเปน เพ่ือใชหาวิธีการควบคุมและลดการสูญเสียของผลผลิต
อันเน่ืองมาจากการระบาดของโรค การสรางเมลานินโดยระบบโพรฟนอลออกซิเดสเปนกลไกที่สําคัญของภูมิคุมกัน ที่มีบทบาท
สําคัญในการปองกันการตอตานเช้ือโรคหลากหลายชนิดในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง การกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดส
เกิดขึ้นไดจากการจดจําอยางจําเพาะตอเช้ือจุลชีพโดย แพทเทินรีคอกนิช่ันโปรตีนทําใหเกิดการกระตุน ซีรีนโพรติเนสแคสเคด 
รวมท้ังโพรฟนอลออกซิเดสแอคติเวติงเอนไซม สงผลใหเกิดการตัดของโพรฟนอลออกซิเดส ใหเปนฟนอลออกซิเดสเพ่ือทํา
หนาที่ในการผลิตเมลานินและสารตัวกลางของปฏิกิริยาที่เปนพิษมีผลตอการตานเช้ือโรคที่บุกรุก 

ในการศึกษาครั้งน้ีเรามุงเนนศึกษาลักษณะบทบาทของโปรตีน PmLGBP และ PmPPAE2 ในระบบโพรฟนอลออกซิ
เดสของกุงกุลาดํา จากการวิเคราะหการแสดงออกของยีนพบวายีน PmLGBP และ PmPPAE2 แสดงออกมากในเม็ดเลือด  เมื่อ
วิเคราะหการจัดเรียงตัวของยีนพบวา PmPPAE1 ประกอบดวย 10 exon และ 9 intron ขณะที่ยีน PmPPAE2 ประกอบดวย 8 exon 
และแทรกโดย 7 intron จากการศึกษาการจับกันโดยเทคนิค ELISA พบวารีคอมบิแนนทโปรตีน PmLGBP สามารถจับกับ beta-
1,3-glucan และ LPS โดยมีคา dissociation constant เทากับ 6.86x10-7 M and 3.55x10-7 M  ตามลําดับ นอกจากน้ัน rPmLGBP 
สามารถเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสของเม็ดเลือดกุงที่มี LPS หรือ beta-1,3-glucan เมื่อยับยั้งการแสดงออกของยีน 
PmLGBP และ PmPPAE2 พบวากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในนํ้าเลือดกุงลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จากการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน PmLGBP พบวายีน PmLGBP ของกุงมีระดับการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญ แตไมมีผลตอระดับการ
แสดงออกของยีนอื่นๆในระบบภูมิคุมกัน อยางไรก็ตามเมื่อยับยั้งการแสดงออกของยีน proPO พบวาการแสดงออกของยีน 
PmLGBP, PmPPAE2 และเพปไทดตานจุลชีพมีการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญ สรุปไดวายีน PmPPAE2 คือ PPAE ในกุง 
และอาจจะเปนตัวกระตุน proPO และยีน PmLGBP ทําหนาที่เปน pattern recognition protein โดยจับ LPS และ beta-1,3-glucan 
และกระตุนระบบ proPO 

 
คําหลัก : กุงกุลาดํา, ระบบภูมิคุมกัน, ฟนอลออกซิเดส, แพทเทิน รีคอกนิช่ัน โปรตีน, โพรติเนส 
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งานวิจัยน้ีไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยประเภท ทุนวิจัยพ้ืนฐานเชิงยุทธศาสตร “การผลิตสัตวนํ้าเศรษฐกิจ” ใน
โครงการวิจัยเรื่อง “กลไกการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงโดย pattern recognition protein” จากสํานักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย (สกว.) ประจําป 2553 ตามสัญญาเลขที่ DBG5380031 ผูวิจัยขอขอบพระคุณมา ณ ที่น้ีดวย 

ผูวิจัยขอขอบคุณ ศ. ดร. อัญชลี ทัศนาขจร หัวหนาศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานอณูชีววิทยาและจีโนมกุง  ภาควิชา
ชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดใหคําแนะนําที่เปนประโยชนตอการทํางานวิจัย 

ผูวิจัยขอขอบคุณนิสิตและนักวิจัย ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่มีสวนชวยใหโครงการ
น้ีสําเร็จลุลวงไปดวยดี 
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Executive summary 
ชื่อโครงการ   กลไกการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงโดย pattern recognition protein 
ชื่อหัวหนาโครงการ   ดร. ปติ อ่ําพายัพ 
  ศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานอณูชีววิทยาและจีโนมกุง 
  ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
ปญหา ท่ีมา และวัตถุประสงคของโครงการ 

ปญหาโรคระบาดจากเช้ือแบคทีเรีย และไวรัส เปนปญหาสําคัญตออุตสาหกรรมการเล้ียงกุง สงผลเสียหายอยางมากตอ
อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงในประเทศไทย การเขาใจกลไกการปองกันโรคของกุงจึงมีความสําคัญตอการหาวิธีการควบคุมและ
ปองกันโรคที่มีประสิทธิภาพ  เพ่ือลดปญหาโรคระบาดในกุง และชวยใหอาชีพการเพาะเล้ียงกุงกุลาดํามีความมั่นคงและยั่งยืน  

การสรางเมลานิน เปนกลไกของระบบภูมิคุมกันที่สําคัญในสิ่งมีชีวิตไมมีกระดูกสันหลัง กลไกน้ี เกิดขึ้นจากการทํางาน
ของระบบโพรฟนอลออกซิเดส (proPO) เมื่อสิ่งมีชีวิตมีการติดเช้ือจากเช้ือโรค ระบบ proPO  จะถูกกระตุน โดยมีโปรตีน Pattern 
Recognition Proteins (PRPs) มาจับกับสวนประกอบของผนังเซลลของจุลชีพ ทําใหเกิดการกระตุนการทํางานของเอนไซมซีรีน
โพรติเนส (clip-SPs) โดยจะถูกกระตุนในลักษณะที่เปนลําดับขั้น และสงผลให clip-SP ตัวสุดทายที่ช่ือวา PPAE ทําหนาที่เปลี่ยน 
proPO ใหเปนฟนอลออกซิเดส (PO) ทําหนาที่เปลี่ยนสารประกอบฟนอลใหเปนควิโนน เปนโมเลกุลที่ทําใหเกิดเมลานินซึ่งเปน
จุดสีนํ้าตาลที่บริเวณที่เกิดบาดแผล หรือรอบ ๆ บริเวณที่มีเช้ือโรคบุกรุกและสามารถฆาเช้ือโรคได อยางไรก็ตามการศึกษากลไก
การการกระตุนระบบ proPO ในกุงยังขาดองคความรู และขาดความเขาใจกลไกการกระตุนของ PRP โดยเช้ือโรค ผานการทํางาน
ของกลุมยีน PPAE เพ่ือกระตุน PO ใหทําหนาที่ในการทําลายเช้ือโรค 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคที่จะคนหาและศึกษาหนาที่ของยีน PmLGBP และ PmPPAE2 ซึ่งเปนยีนที่นาจะเก่ียวของกับ
ระบบ proPO ในกุงกุลาดํา โดยยีน PmLGBP เปนโปรตีน PRP ทําหนาที่จับกับผนังเซลลจุลชีพ และยีน PmPPAE2 คือ clip-SP ที่
ทําหนาที่กระตุน proPO 
ผลการดําเนินงาน 

จากการศึกษาหนาที่ของยีน PmLGBP และ PmPPAE2 ในระบบโพรฟนอลออกซิเดสของกุงกุลาดํา ผูวิจัยไดคนพบ
หนาที่ของโปรตีน PmLGBP ที่ทําหนาที่จับกับผนังเซลลของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบและรา และกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิ
เดส และคนพบหนาที่ของ PmPPAE2 ตอการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดส และความสําคัญตอการตานทานเช้ือแบคทีเรียกอ
โรค Vibrio harveyi ในกุง ทําใหสามารถเขาใจการตานทานตอเช้ือกอโรคในกุง เพ่ือนําไปสูการเพาะเล้ียงกุงตานทานโรคได 

หนาท่ีของ LGBP ในการเปน PRP ในกุง 
งานวิจัยน้ีจึงไดทําการศึกษาสมบัติในการจับกันของ PmLGBP กับเช้ือจุลชีพ และพบวา PmLGBP สามารถจับไดทั้ง 

LPS และ β-1,3-glucan แตไมจับกับ Lysine-type PGN แสดงใหเห็นวาโปรตีน PmLGBP ทําหนาที่เปน PRP สําหรับ LPS และ β-
1,3-glucan  โดยมีคา Kd ของ PmLGBP กับ LPS เทากับ 3.55 ± 1.03 × 10-7 M และ β-1,3-glucan เทากับ 6.86 ± 1.86 × 10-7 M เมื่อ
ศึกษาความสามารถในการกระตุนระบบ proPO ของโปรตีน PmLGBP พบวาการจับกันของโปรตีนกับ LPS หรือ β-1,3-glucan 
สามารถกระตุนระบบ proPO ได นอกจากน้ันจากการศึกษาครั้งน้ีพบวากุงกุลาดําที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP โดย
ใชเทคนิค RNA interference สงผลใหเกิดการลด PO activity อยางมีนัยสําคัญจากขอมูลทั้งหมด สนับสนุนวา PmLGBP ทําหนาที่
เปน PRP ที่จดจํากับ LPS และ β-1,3-glucan และกระตุนระบบ proPO จากการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP พบวาไม
สงผลตอระดับการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุมกันที่ไดตรวจสอบแสดงใหเห็นวาการควบคุมการแสดงออกของยีนเหลาน้ีไม
มีความเก่ียวของกับยีน PmLGBP อยางไรก็ตามพบวาเมื่อลดการแสดงออกของยีน proPO พบวายีน AMP (penaeidin และ crustin-
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like peptide) และยีนในระบบ proPO (PmLGBP และ PmPPAE2) มีการแสดงออกลดลง แสดงใหเห็นวายีน proPO มีความสําคัญ
ทั้งในการควบคุมระบบ proPO และการสังเคราะห AMP ในกุง 

สรุปไดวา จากผลการทดลองทั้งแบบในตัวกุง (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro) ช้ีใหเห็นวา PmLGBP เปน PRP 
ที่เก่ียวของกับระบบ proPO ของกุง และมีสมบัติในการจับกับ LPS และ β-1,3-glucan และสามารถกระตุนระบบ proPOได 

หนาท่ีของ PPAE ในการกระตุนระบบ proPO และความสําคัญตอการทําลายเช้ือกอโรคกุง 
งานวิจัยน้ีไดศึกษาหนาที่ของยีน PmPPAE2 โดยเทคนิค RNA interference เพ่ือยับยั้งการแสดงออกของยีน พบวากุงที่

ฉีดดวย dsRNA ของยีน PmPPAE2 มี PO activity ลดลง 41% แสดงวายีน PmPPAE2 เปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO  เมื่อทํา
การทดสอบความสําคัญของยีน PmPPAE2 ตอความอยูรอดของกุงหลังจากที่ถูกกระตุนดวยเช้ือ V. harveyi 639 พบวากุงที่ถูก
ยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 มีอัตราการตายเพ่ิมสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อตรวจสอบ
จํานวนของเช้ือ V. harveyi ในกุงที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีนพบวากุงกลุมที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 มี
จํานวนเช้ือเพ่ิมขึ้นประมาณ  4  เทา เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมกุงที่ฉีดดวย GFP dsRNA ผลจากการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวายีน 
PmPPAE2 เปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO และระบบน้ีเปนระบบภูมิคุมกันที่สําคัญตอการอยูรอดของกุงที่ติดเช้ือ V. harveyi 
การศึกษาครั้งน้ีไดทําการศึกษาการจัดเรียงตัวของยีนพบวายีน PmPPAE1 ประกอบดวย 10 exon และ 9 intron และ PmPPAE2 
ประกอบดวย 8 exon และ 7 intron และจากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1 และ 
PmPPAE2 ในตัวออนระยะตาง ๆ ของลูกกุง พบวารูปแบบการแสดงออกของยีน PmPPAE1 มีความคลายคลึงกับยีน PmproPO2  
และรูปแบบการแสดงออกของยีน PmPPAE2 มีความคลายคลึงกับยีน PmproPO1  ซึ่งจากผลที่ไดสามารถวิเคราะหไดวา 
PmPPAE1 อาจจะเปนโพรติเนสท่ีทําหนาที่ตัดและกระตุนการทํางานของ PmproPO2  ในขณะที่ PmPPAE2 นาจะเปนโพรติเนส
ที่ทําหนาที่ตัดและกระตุนการทํางานของเอนไซม PmproPO1  ซึ่งขอมูลเหลาน้ีจะสามารถนําไปใชเปนแนวทางในการศึกษา
ความสัมพันธระหวางเอนไซม PPAE และ proPO ในระบบ proPO ของกุงได 

ผลจากการศึกษาครั้งน้ีสรุปไดวา เราทราบหนาที่ของยีน PmPPAE2 วาเปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO และมีบทบาท
สําคัญในระบบภูมิคุมกันของกุงในการตานเช้ือ V. harveyi และ ยังไดทราบการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 และ
แนวทางความสัมพันธระหวาง PPAE ทั้งสองชนิดน้ีกับเอนไซม proPO ทั้งสองชนิดในกุงกุลาดํา 

สรุปกลไกการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงกุลาดํา 
ผลจากงานวิจัยทั้งหมดจากโครงการน้ีสามารถสรุปกลไกการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงกุลาดําเมื่อมีเช้ือ

จุลชีพบุกรุก โปรตีนจดจําในตัวกุง ช่ือ PmLGBP ทําหนาที่จับกับผนังเซลลของจุลชีพ เชน LPS จากแบคทีเรียแกรมลบ หรือ β-
glucan จากเช้ือรา สงผลใหเกิดการกระตุนการทํางานของกลุมยีนโพรติเนสท่ีช่ือวา proPO-activating enzyme (PmPPAE1 และ 
PmPPAE2) ทําหนาที่เปลี่ยน prophenoloxidase (PmproPO1 และ PmproPO2) ใหเปนเอนไซม phenoloxidase (PO) ทําหนาที่
สรางเมลานิน (melanization) ในการฆาเช้ือจุลชีพ 
ประโยชนและผลกระทบจากผลงานที่เกิดขึ้น  

ผลงานตีพิมพเผยแพรในวารสารระดับนานาชาติ 
ผลงานจากงานวิจัย ไดมีการตีพิมพเผยแพรในวารสารระดับนานาชาติแลวจํานวน 2 เรื่อง (เปนวารสารที่มี Impact factor 

มากกวา 5 จํานวน 1 เรื่อง และมากกวา 3 จํานวน 1 เรื่อง) และอยูระหวางการพิจารณา 1 เรื่อง ซึ่งเปน Review article    
รางวัลวิจัย  
ดร. ปติ อ่ําพายัพ ไดรับรางวัล "นักชีวเคมีและชีววิทยาโมเลกุลดาวรุง/รุนเยาว (Young BMB Award) ประจําป พ.ศ. 2554 
จาก สาขาชีวเคมีและชีววิทยาโมเลกุล สมาคมวิทยาศาสตรแหงประเทศไทยในพระบรมราชูปถัมภ 
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รายละเอียดผลการดําเนินงานของโครงการ 
1. บทนํา 

ในการพัฒนาอุตสาหกรรมการเล้ียงกุงใหเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ เพ่ือที่จะสามารถปองกันหรือแกไขปญหาโรค
ระบาดและเพ่ือใหกุงมีสุขภาพดีไดน้ันองคความรูพ้ืนฐานเก่ียวกับระบบภูมิคุมกันของกุงมีความสําคัญอยางมากซึ่งจะทําให
อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงในประเทศไทยมีความม่ันคงและยั่งยืนมากยิ่งขึ้น โรคระบาดจากเช้ือแบคทีเรียและไวรัสเปนปญหา
สําคัญอยางหน่ึงตออุตสาหกรรมการเล้ียงกุง โรคระบาดที่สงผลรายแรงเสียหายมากที่สุดไดแก โรคตัวแดงดวงขาว โรคหัวเหลือง 
และการติดเช้ือแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคเรืองแสงซึ่งเปนโรคที่สรางความเสียหายอยางมากตอกุงที่อยูในระยะเพาะฟก สําหรับการ
แกปญหาที่ใชกันในปจจุบันคือการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ และการใชสารเคมี ดังน้ันจึงจําเปนตองมีการคนหาและศึกษาหนาที่ของ
ยีนที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา เพ่ือชวยใหสามารถเขาใจหนาที่และกลไกการทํางานของยีนตาง ๆ ในระบบ
ภูมิคุมกันที่ตอบสนองตอการติดเช้ือและนําไปสูการหาวิธีการควบคุมและปองกันโรคที่มีประสิทธิภาพ เพ่ือลดปญหาโรคระบาด
ในกุงกุลาดํา และชวยใหอาชีพการเพาะเล้ียงกุงกุลาดํามีความมั่นคงและยั่งยืน 

ระบบภูมิคุมกันในครัสเตเชียนเปนระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะที่มีมาแตกําเนิดเรียกวา innate immunity 
ประกอบดวย humoral และ cellular immune response โดยระบบภูมิคุมกันหลักอยูในสวนของเลือด เชน การกลืนทําลาย การ
หอหุมสิ่งแปลกปลอม การแข็งตัวของเลือด การสรางสารท่ีมีฤทธิ์ตานจุลชีพ และการเกิดขบวนการ melanization โดยการกระตุน
ของระบบ prophenoloxidase activating system (proPO system)(Cerenius et al., 2008) 

ระบบโพรฟนอลออกซิเดส (proPO system) จัดเปนหน่ึงในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะที่มีความสําคัญตอการ
ตานทานการรุกรานจากเช้ือกอโรคในสิ่งมีชีวิตที่ไมมีกระดูกสันหลังโดยมีฟนอลออกซิเดส (PO) เปนเอนไซมหลักของระบบทํา
หนาที่ในการเปลี่ยนสารประกอบฟนอลใหเปนควิโนนซึ่งจะถูกนําไปใชในการสังเคราะหเม็ดสีหรือเมลานิน โดยเม็ดสีที่เกิดขึ้น
จะใชในการลอมรอบและทําลายเช้ือโรคตอไป นอกจากน้ีสารพิษที่เกิดขึ้นในระหวางปฏิกิริยาการสรางเม็ดสีโดยระบบโพร
ฟนอลออกซิเดส ไดแก ควิโนนและอนุมูลอิสระ reactive oxygen species ยังสามารถทําลายเช้ือกอโรคโดยตรงได 
(Sritunyalucksana and Söderhäll, 2000; Cerenius and Söderhäll, 2004; Cerenius et al., 2008; Kanost and Gorman, 2008) 

กลไกการทํางานของระบบโพรฟนอลออกซิเดส (proPO system) เก่ียวของกับการทํางานของยีน 3 กลุมหลัก คือกลุมท่ี 
1 คือ pattern recognition protein เปนโปรตีนที่ทําหนาที่จับกับผนังเซลลของเช้ือโรคและกระตุนการทํางานของโปรตีนกลุมท่ี 2 
คือยีน clip domain serine proteinase (Clip-SP) เปนโพรติเนสท่ีมีการทํางานกระตุนเปนลําดับขั้น โดย Clip-SP ตัวสุดทายมีช่ือ
เรียกวา proPO-activating enzyme (PPAE) ซึ่งจะทําหนาที่กระตุนโปรตีนกลุมที่ 3 คือเอนไซม proPO ที่อยูในรูป inactive form 
ใหเปน PO ทําหนาที่สรางเมลานิน 

1.1 หนาท่ีของกลุมยีน pattern recognition protein ตอกลไกการกระตุนระบบ proPO 
กลไกสําคัญอยางหน่ึงในการกระตุนการสรางเมลานินโดยระบบ proPO คือกลุมของโปรตีน Pattern Recognition 

Proteins (PRPs) ทําหนาที่ในการจับกับสวนประกอบของผนังเซลลของเช้ือโรค เชน lipopolysaccharides (LPS) จากแบคทีเรียแก
รมลบ, peptidoglycans (PG) จากแบคทีเรียแกรมบวก และ -1,3-glucans จากเช้ือรา และสงผลใหเกิดการกระตุนระบบภูมิคุมกัน
ตาง ๆ เชน กระตุนระบบ proPO กระตุน Toll pathway เพ่ือสังเคราะหเพปไทดตานจุลชีพ และกระตุนระบบการแข็งตัวของเลือด
(blood clotting system) (Janeway and Medzhitov, 2002; Iwanaga and Lee, 2005)โดยโปรตีน PRPs ที่พบใน arthropods แบงได
เปน 4 กลุมหลัก คือ (1) โปรตีน -glucan binding proteins (GBPs)  (2) LPS and glucan binding proteins (LGBPs) (3) Gram-
negative binding proteins (GNBPs) และ(4) peptidoglycan-binding proteins (PGBPs) 

สิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียนน้ันถึงแมจะมีรายงานการคนพบยีน GBPs และ LGBP ในกุง crayfish Pacifastacus 
leniusculus (Cereniuset al., 1994; Lee et al., 2000; Romo-Figueroa et al., 2004) และกุงหลายชนิด ตัวอยางเชนการพบยีน 
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GBPs และยีน LGBP ในกุงกุลาดํา (Sritunyalucksana et al., 2002)  กุง Marsupenaeus japonicus (Lin et al., 2008) กุงขาว 
Litopenaeus vannamei (Cheng et al., 2005) กุง Litopenaeus stylirostris และกุงจีน Fenneropenaeus chinensis (Du et al., 2007; 
Liu et al., 2009)  อยางไรก็ตามรายงานสวนใหญเปนการคนพบยีนและศึกษาการตอบสนองของยีน ยกเวนในกุง crayfish ไดมี
การศึกษาหนาที่ของทั้งโปรตีน GBPs และ LGBP และความเก่ียวของกับระบบ proPO โดยพบวา LGBP สามารถจับกับ LPS 
และ -1,3-glucans และกระตุนระบบ proPO สวนในกุงกุลาดํามีเพียงรายงานการคนพบยีน GBPและไมมีรายงานการพบยีน 
PRPs อื่นๆ รวมถึงยังไมมีการศึกษาหนาที่ของโปรตีนกลุมน้ีในกุงทําใหขาดขอมูลองคความรู และขาดความเขาใจกลไกการ
กระตุนของ PRPs โดยเช้ือโรค ผานการทํางานของกลุมยีน Clip-SPs ใน serine proteinase cascade เพื่อกระตุน PO ใหทําหนาที่ใน
การทําลายเช้ือโรค 

1.2 หนาท่ีของกลุมยีน Clip-SPs ตอกลไกการกระตุนระบบ proPO 
การกระตุนการทํางานของกลุมยีน Clip-SPs เปนกลไกที่สําคัญของระบบ proPO โดยกลุมโปรตีนน้ีถูกกระตุนใน

ลักษณะที่เปน cascade โดยมีการเปล่ียนจากรูป inactive ใหเปน active form (Lee et al., 1998a, 1998b) และสงผลให Clip-SPs ตัว
สุดทายที่ช่ือวา PPAE ทําหนาที่กระตุนโปรตีน proPO ใหเกิด PO activity  ยีน Clip-SP ที่พบในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง
ประกอบดวย clip domain ที่ปลายดาน N และ SP domain ที่ปลายดาน C  ในภาวะปกติ Clip-SP จะอยูในรูป zymogen หรือ 
inactive form และถูกเปล่ียนใหอยูในรูป active form โดยเอนไซมโพรติเนส ที่ตัดอยางจําเพาะที่กรดอะมิโน arginine และ lysine 
ระหวาง clip domain และ SP domain  หลังจากที่ถูกตัดแลวบริเวณ clip domain และ SP domain จะยังคงเช่ือมตอกันดวยพันธะ 
disulfide 

มีรายงานการแยกและศึกษายีน Clip-SP ในแมลงหลายชนิด เชน beetle Holotrichia diomphalia (Kwon et al., 2000), 
silkworm Bombyx mori (Satoh et al., 1999), tobacco hornworm Manduca sexta (Yu et al., 2003) และในกลุมครัสเตเชียนคือกุง 
crayfish P. leniusculus (Wang et al., 2001) ยีน Clip-SP สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญ คือ (1) catalytic group เปนกลุมท่ีมี 
proteolytic activity พบใน H. diomphalia PPAF-I, -III, B. mori PPAE และ M. sexta PAP-I และ(2) noncatalytic group เปนกลุมท่ี
ไมมี proteolytic activity เน่ืองจากมีการแทนท่ีกรดอะมิโน serine ดวย glycine ในบริเวณ active site ซึ่งพบไดใน H. diomphalia 
PPAF-II และ M. sexta serine proteinase homolog (SPH)-I, -II (Jiang et al., 2003)  ในแมลง H. diomphalia มีการโคลนและศึกษา
ลักษณะสมบัติของยีน PPAF จํานวน 3 ยีน (PPAF-I, -II และ –III) (Lee et al.,1998a, 1998b; Kwon et al.,2000) และพบวากลไกใน
การกระตุน proPO (I และII) ที่มีขนาด 79 kDa ใหอยูในรูป active PO เปนการทําหนาที่ของยีน PPAF-I โดยตัด proPO ขนาด 79kDa 
ใหมีขนาดเล็กลงเปน 76 kDa และขั้นตอนตอไปโปรตีน PPAF-I และโปรตีน PPAF-II ซึ่งทําหนาที่เปน cofactor จะเปล่ียน proPO 
ขนาด 76 kDa ใหอยูในรูป active PO มีขนาด 66 kDa  ในกระบวนการน้ียีน PPAF-III จะทําหนาที่ตัด PPAF-II อยางจําเพาะท่ี
กรดอะมิโน arginine ภายใน clip domain ในรูป inactive form ใหอยูในรูป active form ซึ่งทําหนาที่เปน cofactor ของ PPAF-I (Lee 
et al., 1998a, 1998b) 

สวนในแมลง M. sextaไดมีรายงานการแยก serine proteinases 25 ชนิดในเม็ดเลือดของ M. sexta larvae และไดมีการศึกษา
หนาที่และความเก่ียวของของ serine proteinase กับระบบ proPO โดยพบวาเมื่อมีการกระตุนดวย -1,3-glucan จะทําให serine 
proteinase HP14 เกิด autoactivate ทําใหสามารถตัด inactive proHP21 ใหเปน active HP21 และมีผลไปกระตุน inactive proPAP-2 
ใหเปน active PAP-2 ซึ่งจะสงผลให active PAP-2 สามารถเปล่ียน inactive proPO ใหเปน active PO โดยทํางานรวมกับ cofactor 
(M. sexta SPH-1 และ SPH-2)ในสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียนน้ันมีเพียงกุง crayfish P. leniusculus ชนิดเดียวที่มีการพบและศึกษา
หนาที่ของยีน PPA โดยพบวาโปรตีนน้ีสามารถกระตุน proPO ใหเปน active PO ไดโดยไมตองอาศัย cofactor PPAF  อยางไรก็ตาม
ยังไมมีรายงานหรือการศึกษาโปรตีน Clip-SP ที่เก่ียวของใน upstream process ของโปรตีน Clip-SP วามีการเกิดการกระตุน serine 
proteinase cascade ไดอยางไร 
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1.3 หนาท่ีของกลุมยีน proPO ตอการตานทานโรค 
ยีน proPO ถูกคนพบครั้งแรกใน crayfish P. leniusculus (Aspán et al., 1995; Aspán and Söderhäll, 1991) และตอมาได

มีรายงานในกลุมของสัตวไมมีกระดูกสันหลังหลายชนิดในครัสเตเซียพบยีน proPO เพียงชนิดเดียว ในขณะที่ในแมลงพบยีน 
proPO พบมากวาหน่ึงชนิด (Cerenius and Söderhäll, 2004) 

การกระตุน prophenoloxidase (proPO) ทําใหเปลี่ยนเปน phenoloxidase (PO) ซึ่งเปน key enzyme ของระบบโพรฟนอล
ออกซิเดส เอนไซม PO ทําหนาที่เปลี่ยนสารประกอบ phenol ใหเปน quinone ซึ่งเปนตัวกลางสําคัญตอกระบวนการสรางเมลานิน
ในบริเวณที่มีเช้ือโรคบุกรุก โดยสารที่เกิดขึ้นในระหวางปฏิกิริยาการสรางเมลานินโดยระบบโพรฟนอลออกซิเดส ไดแก quinone, 
5,6-dihydroxyindole (DHI) และอนุมูลอิสระ reactive oxygen species สามารถทําลายเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราไดโดยตรงได  มี
รายงานในแมลง M. sexta (Zhao et al., 2007; 2011) และใน crayfish (P. leniusculus) (Cerenius et al., 2010) พบวาเมื่อใช L-dopa
ในปฏิกิริยาของฟนอลออกซิเดส, dopamine และ DHI สามารถทําลายเชื้อ แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ เช้ือราและ
ไวรัส  ความสามารถของการทําลายเช้ือของสารตัวกลางที่เกิดขึ้นในระบบโพรฟนอลออกซิเดสน้ันมีระดับความรุนแรงแตกตาง
กันขึ้นอยูกับชนิดของเช้ือ นอกจากน้ันเช้ือที่ใชทดสอบไมใชเช้ือที่กอโรคของสิ่งมีชีวิตชนิดน้ัน  

 
1.4 งานวิจัยระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงกุลาดํา 
จากการคนหา  และศึกษาหนาที่ของยีนที่ เ ก่ียวของกับระบบ  proPO จากฐานขอมูลจีโนมกุง กุลาดํา 

(http://pmonodon.biotec.or.th) (Tassanakajon et al., 2006) คณะผูวิจัยไดคนพบยีนที่มีความสําคัญใน serine proteinase cascade 
ในระบบ proPO ประกอบดวยยีน PmPPAE1  (Charoensapsri et al., 2009) ซึ่งเปนยีนในระบบภูมิคุมกันที่มีความสําคัญตอการอยู
รอดของกุงเมื่อกุงติดเช้ือแบคทีเรีย Vibrio harveyi ที่ทําใหเกิดโรคเรืองแสงในกุง และทําการศึกษาหนาที่ของยีน และโปรตีน 
PmMasSPH1 พบวาเปนมีการแสดงออกของยีนมากขึ้นเมื่อกระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi  (Amparyup et al., 2007) และ
โปรตีนมีหนาที่ทางชีวภาพไดหลายอยางเชน hemocyte adhesion, bacterial binding และ antimicrobial activity (Jitvaropas  et al.,  
2009) นอกจากน้ันคณะผูวิจัยไดคนพบยีนของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ชนิดที่ 2 (PmproPO2) ซึ่งยังไมเคยมีรายงานมากอน เมื่อ
ศึกษาหนาที่โดยทํา gene knockdown ดวยเทคนิค RNA interference พบวามีบทบาทสําคัญตอระบบโพรฟนอลออกซิเดส และมี
ผลตอการติดเช้ือแบคทีเรียในกุง (Amparyup et al., 2009)  

จากงานวิจัยที่ไดกลาวขางตน แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาระบบโพรฟนอลออกซิเดสเปนระบบภูมิคุมกันที่สําคัญ 
อยางไรก็ตามการศึกษาวิจัยระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงยังมีไมมากนัก ซึ่งการศึกษาหนาที่ของยีนและโปรตีนในระบบน้ีมี
ความสําคัญตอความเขาใจกลไกการทํางานของยีนและโปรตีนในระบบโพรฟนอลออกซิเดสของกุง เพ่ือนํามาประยุกตใชในการ
เพ่ิมภูมิคุมกันของกุงใหกุงตานทานโรค 

 
2. วัตถุประสงคของโครงการ 

1. คนหายีน pattern recognition protein (PRP) 
2. ศึกษาหนาที่ของยีน PRP โดยใชเทคนิค RNA interference  
3. ศึกษาหนาที่ และสมบัติทางชีวภาพของโปรตีน PRP โดยการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท 

 
 
 
 



11 
 

3. วิธีการทดลองวิจัย 

3.1 การเตรียมตัวอยาง 
นํากุงกุลาดํานํ้าหนักประมาณ 15 – 20g มาปรับสภาพในบอเลี้ยงที่ความเค็ม 20 ppt เปนเวลา 7 วัน ทําการเก็บเม็ดเลือด

จากกุงโดยเก็บเลือดกุงปกติใน anti-coagulant solution (10%(w/v) trisodium citrate dihydrate) แลวปนเก็บเซลลที่ 800 × g  4 °C 
เปนเวลา 10 min  จากน้ันนําตะกอนของเม็ดเลือดแชแข็งในไนโตรเจนเหลวและเก็บตัวอยางไวที่ -80 °C เพ่ือนําไปสกัด RNA ใน
ขั้นตอนตอไป  สําหรับเน้ือเยื่ออื่นๆ ไดแก ตับ, เหงือก, อวัยวะนํ้าเหลือง, ลําไส, และหัวใจ รวมทั้งตัวออนของกุงกุลาดําจาก 4 
ระยะ ไดแก นอเพลียส 3 (N3), โพรโตซูเอีย 2 (Z2), ไมซิส 2 (M2) และโพสลาวา 15 (PL15) ไดทําการเก็บตัวอยางแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลวและ -80 °C ตามลําดับเพ่ือนําไปสกัด RNA ตอไป ในสวนของการทดลองฉีดเช้ือกอโรค ไดทําการฉีดเช้ือV. 
harveyi (106 CFU) ที่เจือจางดวยนํ้าเกลือ (150 mM NaCl) เขาสูกุงกลุมทดลอง และฉีดนํ้าเกลือที่ปริมาตรเดียวกันเขาสูกุงในกลุม
ควบคุม  เก็บเม็ดเลือดจากกุงแตละกลุมที่เวลา 0, 6, 12, 24, 48 และ 72 h ตามลําดับ เพ่ือนําไปสกัด RNA 

3.2 การสกัด total RNA, การสกัด genomic DNA และการสังเคราะห cDNA 
ทําการสกัด total RNA จากเน้ือเยื่อและตัวออนระยะตางๆ ของกุงกุลาดําดวย TRI Reagent® (Molecular Research 

Center)  กําจัด DNA ที่ปนเปอนออกโดยยอยดวยเอนไซม RNase-free DNase I (Promega)  ทําการสกัด mRNA จาก total RNA 
ดวย QuickPrep™ Micro mRNA Purification Kit (GE Healthcare)  หลังจากน้ันสราง first-strand cDNA โดยใช ImProm-II™ 
Reverse Transcriptase System Kit (Promega)  ในสวนของ genomic DNA ไดทําการเตรียม DNA ของกุงกุลาดําจากขาวายนํ้าดวย
วิธี phenol/chloroform วิเคราะหปริมาณและคุณภาพของ DNA ดวย agarose gel electrophoresis และspectrophotometry 
ตามลําดับ 

3.3 การโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น cDNA บางสวนของยีน PmPPAE2 ในกุงกุลาดํา 
ทําการออกแบบ degenerate primer (ตารางที่ 1) จากบริเวณกรดอะมิโนอนุรักษที่พบในโดเมนซีรีนโพรติเนสของยีน 

PPAE ที่มีรายงานในกุง crayfish และแมลงจากฐานขอมูล GenBank  จากน้ันเพ่ิมปริมาณ DNA ดวย PCR โดยใช cDNA ที่เตรียม
ไดจากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําเปน DNA แมแบบ ทําการวิเคราะหผลดวย agarose gel electrophoresis  แลวตัดแถบ DNA ที่มี
ขนาดตรงตามที่ตองการมาทําใหบริสุทธิ์แลวนําไปโคลนเขาสูเวกเตอร pGEM-T Easy (Promega)  ทําการสกัดพลาสมิดดวย 
Plasmid DNA Extraction Kit (Qiagen) แลวนําพลาสมิดไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณอนุรักษ 

3.4 การหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสมบูรณโดยเทคนิค Rapid Amplification of cDNA End (RACE)-PCR 
ทําการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน PmPPAE2 จากลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนที่ไดจากการใช degenerate primer  

จากน้ันทําการเพ่ิมจํานวน cDNA ที่สมบูรณดวย SMART™ RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) โดยใช mRNA ที่เตรียม
ไดจากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําเปนแมแบบในการเตรียม 5´ และ 3´RACE cDNA  ทําปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ
ตอยีน PmPPAE2 ที่ไดออกแบบไว (ตารางที่ 1) ทําการวิเคราะหผลดวย agarose gel electrophoresis  จากน้ันตัดแถบ DNA ที่มี
ขนาดตามที่ตองการมาทําใหบริสุทธิ์ดวย Qiagen DNA Purification Kit (Qiagen) แลวโคลนช้ิน DNA เขาสูเวกเตอร pGEM-T 
Easy (Promega) เพ่ือนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณ 

3.5 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน 
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของแตละยีนโดยใชโปรแกรม GENETYX (GENETYX 

Corporation)  จากน้ันทําการเปรียบเทียบความเหมือนกับยีนที่มีรายงานในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLASTX 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)  ทํานายสวน signal peptide และโดเมนที่มีความสําคัญดวยโปรแกรม SignalP 3.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) และโปรแกรม simple modular architecture research tool (SMART) 
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(http://www.smart.emblheidelberg.de/) ตามลําดับ  ทําการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับของกรดอะมิโนระหวางยีนที่สนใจ
โดยใชโปรแกรม ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) 

3.6 การศึกษาการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 ภายในจีโนมของกุงกุลาดํา 
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดในสวน genomic DNA ของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 โดยทําการเพิ่มปริมาณช้ิน 

genomic DNA ดวย BD Advantage™ Genomic PCR Kit (Clontech)  โดยใชไพรเมอรหลายคูที่ออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทด
ภายใน cDNA ของยีนPmPPAE1 และPmPPAE2 ตามลําดับ (ตารางท่ี 1) ทําการวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวย agarose gel 
electrophoresis แลวตัดแถบ DNA ที่ตองการมาทําใหบริสุทธิ์ โคลนช้ิน DNA เพ่ือนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

3.7 การศึกษาการแสดงออกของยีนในเน้ือเย่ือตางๆ ของกุงกุลาดําดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน PmPPAE2 และPmLGBP ในเน้ือเยื่อตาง ๆ ของกุงกุลาดํา  โดยทําการสกัด total RNA 

จากเน้ือเยื่อ 6 ชนิด ไดแก ตับ, เหงือก, อวัยวะนํ้าเหลือง, ลําไส, หัวใจ และเม็ดเลือดดวย TRI Reagent® (Molecular Research 
Center) แลวนํา total RNA ที่ไดไปสราง first-strand cDNA ดวย ImProm-II™ Reverse Transcriptase System Kit (Promega)  ทํา
การตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแตละยีน (ตารางที่ 1) 
และใชยีน EF-1α เปนยีนควบคุม วิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวย agarose gel electrophoresis 

3.8 การศึกษาการแสดงออกของยีนในตัวออนระยะตางๆ ของกุงกุลาดําดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
สราง first-strand cDNA จาก total RNA ที่สกัดไดจากตัวออนของกุงกุลาดํา 4 ระยะ ไดแกนอเพลียส 3 (N3), โพรโทซู

เอีย 2(Z2), ไมซิส 2 (M2) และโพสลาวา 15 (PL15) จากน้ันทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน PmproPO1, PmproPO2, 
PmPPAE1 และPmPPAE2 ดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแตละชนิด (ตารางที่ 1) และใช
ยีน EF-1α เปนยีนควบคุม  ทําการวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวยagarose gel electrophoresis 

3.9 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนตอการติดเชื้อแบคทีเรีย V. harveyi ดวยเทคนิค Real-time RT-PCR 
ทําการสราง first-strand cDNA จาก total RNA ที่สกัดไดจากกุงปกติและกุงที่ติดเช้ือV. harveyi เพ่ือนํามาใชเปน DNA

แมแบบสําหรับการทํา real-time RT-PCR ดวยเครื่อง iCycler-iQ™ System (Bio-Rad)โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแตละชนิด
ที่ไดออกแบบไว (ตารางที่ 1) และติดตามระดับการแสดงออกของยีนจาก signal ของสี SYBR Green I (Bio-Rad) โดยใชยีน EF-
1 เปนยีนควบคุม จากน้ันทําการวิเคราะหการแสดงออกของยีนในกลุมที่ติดเช้ือแบคทีเรียเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ฉีดดวย
นํ้าเกลือตามวิธีของ Pfaffl(Pfaffl 2001) 

3.10 การสรางและผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน rPmLGBP 
เพ่ิมจํานวนยีน PmLGBP โดยใชเอนไซม Pfu DNA polymerase (Promega) โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ คือ PmLGBPexp-

F/R ซึ่งมีตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม EcoRI และ XhoI อยูทางปลายดาน 5´ ตามลําดับ (ตารางที่ 1) และโคลนเขาสูเวกเตอร 
pET-28b(+) แลวทรานสฟอรมเขาสู E. coli Rosetta (DE3) pLysS (Novagen) เหน่ียวนําใหมีการแสดงออกของโปรตีนดวย IPTG 
เปนเวลา 6 h  ทําการเก็บเซลลโดยนําไปปนที่ 8,000 rpm เปนเวลา 15 min  ละลายตะกอนเซลลดวย 20 mM Tris-HCl pH 8 แลว
ทําใหเซลลแตกดวยเครื่อง ultrasonic oscillator ทําโปรตีน rPmLGBP ใหบริสุทธิ์และ refold ตามวิธีของ Amparyup et al. (2008)  
วัดความเขมขนโปรตีน rPmLGBP ดวย Bradford assay จากน้ันนํารีคอมบิแนนทโปรตีนที่แยกบริสุทธิ์ไปวิเคราะหดวยเทคนิค 
SDS-PAGE และ Western blot analysis โดยใช anti-His-tag monoclonal antibody 

3.11 การศึกษาผลการจับกัน (binding activity) ของโปรตีน rPmLGBP กับ PAMPs 
ทําการยึดติด -glucan (Laminaria digitata; Sigma), LPS (E. coliO127:B8; Sigma) และ soluble Lys-type PGN 

(Staphylococcus aureus; InvivoGen) อยางละ20 μg ลงในแตละ well ของ 96-well microplate ทิ้งใหแหงที่ 37 °C เปนเวลา
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ขามคืน นําไปบมตอที่ 60°C เปนเวลา 1h จากน้ัน block ดวย bovine serum albumin (BSA) ที่ 37 °C เปนเวลา 2 h  แลวลางโปรตีน
ที่ไมถูกจับออกดวย TBS จากน้ันเติมโปรตีน rPmLGBP(0-10 μM) ลงในแตละ well แลวบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 h  หลังจาก
ลางโปรตีนที่ไมถูกจับออกดวย TBS แลวทําการติดตามการจับกันของโปรตีนกับ PAMPs แตละชนิดโดยใชanti-His-tag 
monoclonal antibody(1:10,000) เปน primary antibody และใช alkaline phosphatase-conjugated rabbit-anti-mouse IgG 
(1:10,000) เปน secondary antibody โดยใชp-nitrophenyl phosphate (1 mg/mL in diethanolamine buffer) เปน substrate แลว
ติดตามวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 405 nm โดยใชเครื่อง microplate reader (Molecular Devices) 

3.12 การศึกษาหนาท่ีของ rPmLGBP ในการกระตุนระบบ proPO 
เตรียมเม็ดเลือดกุงกุลาดําโดยการเก็บเลือดกุงใน anti-coagulant solutionทําการปนเก็บเซลลที่ 800 × g  4 °C เปนเวลา 10 

min  ลางตะกอนของเม็ดเลือดดวย cacodylate buffer (CAC) pH 7  บดเซลลเม็ดเลือดในบัฟเฟอรเดียวกัน และนําไปปนที่ 25,000 
× g 4 °C เปนเวลา 25 min  เก็บสารละลาย hemocyte lysate supernatant (HLS) ที่ไดเพ่ือใชศึกษาตอไป 

ทําการศึกษาหนาที่ของโปรตีน rPmLGBP ในการกระตุนระบบ proPO โดยบม HLS (250 μg) กับ LPS (0.1 μg/mL), β-
1,3-glucan (0.1 μg/mL) หรือ PGN (0.1 μg/mL) ในสภาวะที่มีและไมมี rPmLGBP (4 μM) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 minโดย
กลุม negative control ใชนํ้ากล่ันแทน HLS  จากน้ันเติมสับสเตรท L-3,4-dihydroxyphenylalanine(L-dopa) (Fluka) แลวบมตอที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 min  หยุดปฏิกิริยาดวยกรดแอซีติกเขมขน 10% (v/v)  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 nm และ
รายงานผลเปนคา PO activity (PO activity = ΔA490/mg total protein/min) 

3.13 การเตรียม double-stranded RNA (dsRNA) 
ทําการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน PmPPAE2, PmLGBP, PmproPO1 และ PmproPO2 และยีนควบคุม green 

fluorescent protein (GFP) เพ่ือนํามาใชเตรียม DNA แมแบบสําหรับสราง single-stranded RNA (ssRNA) ดวยปฏิกิริยา PCR โดย
ใหไพรเมอรเสนหน่ึงมีสวนของ T7 promoter อยูที่ปลาย 5´ และอีกเสนไมมีสวนของ T7 promoter (ตารางที่ 1) สังเคราะห RNA 
ดวยวิธี in vitro transcription โดยใช T7 RiboMAX™ Express Large Scale RNA Production Systems Kit (Promega)  จากน้ันนํา 
ssRNA สาย sense และ anti-sense ที่ปริมาณเทากันมา anneal กัน  ทําการวิเคราะหคุณภาพและปริมาณของ dsRNA ที่สรางไดดวย 
spectrophotometry และ agarose gel electrophoresis กอนนําไปฉีดเขาสูตัวกุง 

3.14 การยับย้ังการแสดงออกของยีนดวย dsRNA 
ทําการฉีด dsRNA ของยีน PmPPAE2, PmLGBP, PmproPO1 และ PmproPO2 เขาสูกุง ในอัตราสวน 2 μg ตอกุง

นํ้าหนัก 1 g โดยกลุมควบคุมจะฉีดดวย GFP dsRNA และน้ําเกลือ (150 mM NaCl)  เล้ียงกุงเปนเวลา 24h แลวทําการฉีด dsRNA 
หรือนํ้าเกลือที่มี lipopolysaccharide (LPS) และ laminarin (β-1,3-glucan) ผสมอยูซ้ําอีกครั้ง ทําการเล้ียงกุงตอไปอีกเปนเวลา 48 h 

3.15 การตรวจสอบประสิทธิภาพการยับย้ังการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
ทําการเก็บเลือดจากกุงท่ีฉีดดวย dsRNA ของ PmPPAE2, PmLGBP, PmproPO1 และ PmproPO2 และกุงในกลุมควบคุม

ที่ฉีดดวย dsRNA ของ GFP และน้ําเกลือที่เวลา 48h ภายหลังจากการฉีด dsRNA ครั้งที่ 2  มาสกัด total RNA ดวย NucleoSpin® 
RNA II Kit (MACHEREY-NAGEL)  ทําการสราง first-strand cDNA โดยใช ImProm-II™ Reverse Transcriptase System Kit 
(Promega)  ตรวจสอบประสิทธิภาพการลดการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่
จําเพาะตอยีน PmPPAE2 และ PmLGBP ตามลําดับ (ตารางที่ 1) โดยใชยีน EF-1α เปนยีนควบคุม  หลังจากน้ันตรวจสอบ
ความจําเพาะของ dsRNA ในการลดการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR  โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอ
ยีน Clip-SPs (PmPPAE1, PmClipSP1 และ PmClipSP2) และ Clip-SPHs(PmMasSPH1, PmMasSPH2 และPmMasSPH3) (ตาราง
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ที่ 1) ซึ่งพบในกุงกุลาดําเปนตัวตรวจสอบความจําเพาะของ PmPPAE2 dsRNA ในการลดการแสดงออกของยีน PmPPAE2 
จากน้ันวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวย agarose gel electrophoresis 

ตรวจระดับการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุมกันอื่นเมื่อมีการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP หรือ PmproPOs 
โดยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะของยีน antimicrobial peptides (penaeidin: PEN3, crustin: crus-likePm and SWDPm2 
and lysozyme;PmLyzc), ยีนในระบบ proPO (PmproPO1,PmproPO2, PmPPAE1และPmPPAE2 และยีน Toll receptor (ตารางที่ 
1) และใชยีน EF-1α เปนยีนควบคุม 

3.16 การตรวจสอบ phenoloxidase (PO) activity ในกุงท่ีถูกยับย้ังการแสดงออกของยีน 
ทําการเก็บเลือดจากกุงหลังจากฉีด dsRNA ของยีน PmPPAE2 และ PmLGBP และกุงในกลุมควบคุมที่เวลา 48 h  

หลังจากการฉีด dsRNA ครั้งที่ 2 จากน้ันวัดปริมาณความเขมขนของโปรตีนโดยใช Bradford AssayKit (Bio-Rad) และทําการ
ตรวจสอบ PO activity โดยบมโปรตีนในนํ้าเลือดของกุงกับสับสเตรท L-3,4-dihydroxyphenylalanine(L-dopa) (Fluka)ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 min แลวหยุดปฏิกริยาดวยกรดแอซีติกเขมขน 10% (v/v)  ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
490 nm 

3.17 การศึกษาอัตราการตายของกุงท่ีถูกยับย้ังการแสดงออกของยีนภายหลังจากการกระตุนดวยเช้ือ V. harveyi 
ทําการเล้ียงเช้ือV. harveyi 639 ที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 18 h ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSA (Tryptic soy agar)  จากน้ันนํา

เช้ือ 1 โคโลนีมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB (tryptic soy broth) ที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลาขามคืน แลวจึงนําเช้ือแบคทีเรียจํานวน 
40 μL มาเล้ียงตอในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB 8mL ที่อุณหภูมิ 30 °C ทําการวัดปริมาณเช้ือแบคทีเรียโดยวัดคา OD600 และใชเช้ือ
แบคทีเรียจํานวน 2× 105 CFU ฉีดเขาสูกุงเพ่ือตรวจสอบอัตราการตายของกุง โดยไดทําการฉีด dsRNA ของยีน PmPPAE2 เขาสู
ตัวกุงในอัตราสวน dsRNA 2 μg ตอกุงนํ้าหนัก 1 g สําหรับกุงในกลุมควบคุมจะฉีดดวย GFP dsRNA และ 150 mM NaCl  ทําการ
เล้ียงกุงตอไปเปนเวลา 24 h  จากนั้นทําการฉีดซ้ําดวย dsRNA ปริมาณเทาเดิมพรอมกับเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi 639 (2× 105 

CFU)  จดบันทึกอัตราการตายของกุงหลังจากฉีดเช้ือ 3h จนกระทั่งครบ 5 วัน โดยทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ําและใชกุง 9-10 ตัว
ตอกลุมการทดลอง 

3.18 การตรวจสอบจํานวนเชื้อ V. harveyi ในกุงท่ีถูกยับย้ังการแสดงออกของยีน 
ฉีด dsRNA ของยีน PmPPAE2 เขาสูตัวกุงในอัตราสวน dsRNA 2 μg ตอกุงนํ้าหนัก 1 g และกลุมควบคุมฉีดดวย GFP 

dsRNA ทําการเล้ียงกุงตอไปเปนเวลา 24 h แลวจึงทําการฉีดซ้ําดวย dsRNA ปริมาณเทาเดิมพรอมกับเช้ือ V. harveyi 639 (2 × 105 
CFU) หลังจากน้ันเก็บเลือดจากกุงแตละกลุมที่เวลา 6h ภายหลังจากการฉีดเช้ือ แลวนําเลือดไปนับจํานวนเช้ือV. harveyi โดยวิธี 
total plate count โดยทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และใชกุง 3-4 ตัวตอกลุมการทดลอง 



 
 

15 
 

ตารางที่ 1  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาระบบ proPO ในกุงกุลาดํา 
 

Primer Sequence (5’-3’) Primer Sequence (5’-3’) 

Cloning and Recombinant protein expression Lysozyme  

PmLGBP PmLyzc-F 5’ GCGGCAGCGATTATGGCAAG 3’ 

5PmLGBP-F 5’ TTCTTATCCACAGCAGGATG 3’ PmLyzc-R 5’ TTGGAACCACGAGACCAGCACT 3’ 

3PmLGBP-R 5’ TATTACAGTTTAGTGGAAGGATTTA 3’ Toll receptor 

PmLGBPexp-F 5’ CATGCCATGGCAGACATCGTGGAGCCCGA 3’ PmToll-F 5’ GAATGCTTCCTCGGGTCTGC 3’ 

PmLGBPexp-R 5’ GCCTCGAGCTAATGATGATGATGATGATGC PmToll-R 5’ GCTCAGCCATGACGAGATTC 3’ 

 TGCTCGGTGCTCTCCATCT 3’ EF1 α 

Real-time PCR EF1α-F 5’ GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC 3’ 

PmLGBP EF1α-R 5’ CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG 3’ 

PmLGBP-F2 5’ TCGACAACGATATCTGGGA 3’ Gene silencing 

PmLGBP-R2 5’ CCCGCGGCCGTTCATGCCCCAC 3’ PmLGBP 

Semi-quantitative RT-PCR analysis PmLGBPi-F 5’ AGGGCTTCGTAGCGTCGGTC 3’ 

PmproPO1 PmLGBPi-R 5’ CGAAGGAACCTGTATTTGCT 3’ 

PO1RT-F 5’ GGTCTTCCCCTCCCGCTTCG 3’ T7PmLGBPi-F 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGGA 

PO1RT-R 5’ GCCGCAGGTCCTTTGGCAGC 3’  GGGCTTCGTAGCGTCGGTC 3’ 

PmproPO2 T7PmLGBPi-R 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGGC 

PO2RT-F 5’ GCCAAGGGGAACGGGTGATG 3’  GAAGGAACCTGTATTTGCT 3’ 

PO2RT-R 5’ TCCCTCATGGCGGTCGAGGT 3’ PmPPAE2 

PmPPAE1 PmPPAE2i-F 5’ GCGGCGGTCACGCTCCTTGTTC 3’ 

PmPPAE1-F 5’ ATGAAGGGCGTGACGGTGGTTCTATG 3’ PmPPAE2i-R 5’ ACTCTCGGGGGCACGCTTGTTG 3’ 

PmPPAE1-R 5’ CTCTTCTTCAAGCTCACCACTTCTATCT 3’ T7PmPPAE2i-F 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 

PmPPAE2  GCGGCGGTCACGCTCCTTGTTC 3’ 

PPAE2-F 5’ ATGCACTACCGGGTTCCCACGATC 3’ T7PmPPAE2i-R 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 

PPAE2-R 5’ CTAAGGTTTGAGATTCTGCACG 3’  ACTCTCGGGGGCACGCTTGTTG 3’ 

5PPAE2-F 5’ ACGCGGGAGGGAGCAGCTAC 3’ PmPPAE1 

3PPAE2-R 5’ AGATAACTAGATAGGCCTGATTACGA 3’ PPAi-F 5’ CGTCTGCTTCATTGAGGGAGTG 3’ 

PmClipSP1 PPAi-R 5’ GTAGTAGATGGTGCCCCAGCCT 3’ 

PmSP1rt-F 5’ TGAGAGCACAAATAGTGGAGGGGTA 3’ T7PPAi-F 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 

PmSP1rt-R 5’ TGGAGGCAGGCACACAGGCAAC 3’  CGTCTGCTTCATTGAGGGAGTG 3’ 

PmClipSP2 T7PPAi-R 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 

PmSP2rt-F 5’ GGCGTTGGTCTTCACTGCTCTC 3’  GTAGTAGATGGTGCCCCAGCCT 3’ 

PmSP2rt-R 5’ CAGAACTGCCTTCCAAGGATAG 3’ GFP 

PmMasSPH1 GFP-F 5’ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 3’ 

PmSPH1rt-F 5’ TACGTACTCATTGATATCAGGTTTGG 3’ GFP-R 5’ TTACTTGTACAGCTCGTCCA 3’ 

PmSPH1rt-R 5’ GCCTCGTTATCCTTGAATCCAGTGA 3’ GFPT7-F 5’ TAATACGACTCACTATAGGATGGTG 

PmMasSPH2  AGCAAGGGCGAGGA 3’ 

PmSPH2rt-F 5’ CCGTGAACCAGCGATGTCCTTA 3’ GFPT7-R 5’ TAATACGACTCACTATAGGTTACTT 

PmSPH2rt-R 5’ GCCACACTCTCCGCCTGCTCCG 3’  GTACAGCTCGTCCA 3’ 

PmMasSPH3 RACE-PCR 

PmSPH3rt-F 5’ GCTCTTGGTGCTGCCGCTGTTG 3’ PmPPAE2 

PmSPH3rt-R 5’ CACCGTCCACGCACAGGTAATA 3’ PPAE-SP-F 5’ CGATACGTCYTGACSGCSGCNCAYTG 3’ 

Penaeidin PPAE-SP-R 5’ TGCATGTGCGGRCCRCCRGARTCNCC 3’ 

PEN3-F 5’ GGTCTTCCTGGCCTCCTTCG 3’ PPAE2-F1 5’ ATCCGTCTCGGCGAATACGACTTCTCCA 3’ 

PEN3t-R 5’ TTTGCATCACAACAACGTCCTA 3’ PPAE2-F2 5’ CCTGAGCAAGTCGTCCTCCATC 3’ 

Crustin-like peptide PPAE2-R1 5’ GCCCCTCTCTGTATGTCCCCAGCCAATC 3’ 

Crus72-F 5’ CGGCAGGTGTCCACAGATTCG 3’ PPAE2-R2 5’ GAAGGAGCCGACGTTTAAGCCA 3’ 

Crus72-R1 5’ AATTGATGAGTCGAACATGCAGGCCTAT 3’   

Single WAP domain-containg protein   

SWDPm2-F 5’ CGGCATCATCACCACGTGCGAG 3   

SWDPm2-R 5’ TCAGTAACCTTTCCAGGGAGAC 3’   
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4. ผลการทดลอง 

4.1 การศึกษาหนาท่ีของ pattern recognition protein ในระบบโพรฟนอลออกซิเดสของกุง 
โปรตีน lipopolysaccharide and -1,3-glucan binding protein (LGBP) เปนโปรตีนในกลุม pattern recognition protein 

(PRP) ที่สําคัญในระบบ proPO โดยเมื่อมีเช้ือโรคบุกรุก โปรตีน PRP จะทําหนาจับกับจุลชีพที่บุกรุกเขามา เกิดการกระตุนการ
ทํางานของยีนกลุม proteinase ซึ่งสงผลกระตุน phenoloxidase ใหสรางเมลานินในการฆาจุลชีพ  ในกุงกุลาดําไดคนพบยีน LGBP 
ซึ่งมีความคลายกับยีน LGBP ของ crayfish Pacifastacus leniusculus ถึง 76%  อยางไรก็ตาม ยังไมเคยมีการศึกษาหนาที่ของยีน 
LGBP ในกุงกุลาดํามากอน  ในการศึกษาครั้งน้ีไดศึกษาหนาที่และความเก่ียวของกับระบบ proPO ของยีน LGBP ในกุงกุลาดํา 
โดยใหช่ือยีนเปน PmLGBP 

4.1.1 การศึกษาลักษณะสมบัติของยีน PmLGBP 

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน PmLGBP พบวาเมื่อถูกแปลรหัสจะไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 349 ตัว 
(accession number JN415536) มีคามวลโมเลกุลและ isoelectric point (pI) เทากับ 39.8 kDa และ 4.28 ตามลําดับ มีเพปไทด
สัญญานที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 17 ตัวและเมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม SMART พบวาโปรตีน PmLGBP มีสวนอนุรักษของ
โดเมน glycoside hydrolase family 16 ที่ตําแหนง79-290 ซึ่งประกอบดวยสวน polysaccharide binding motif, glucanase 
recognition motif และ beta-glucan recognition motif และมี integrin binding motif (RGD) อยู 2 บริเวณที่ตําแหนง 106 และ 157 
ผลการทํา BLASTX พบวา PmLGBP มีลําดับกรดอะมิโนคลายกับ -GBP ของกุงกุลาดําถึง 99% แสดงใหเห็นวายีน PmLGBP 
นาจะเปนยีนเดียวกันกับที่เคยมีรายงาน อยางไรก็ตามยีน PmLGBP มีความเหมือนของกรดอะมิโนกับยีน LGBPs ในครัสเตเชียน
มากที่สุด โดยมีความหมือน 81-95%  ดังน้ัน PmLGBP คือโปรตีนกลุมเดียวกับยีน LGBP ที่พบในครัสเตเชียน 

4.1.2 การแสดงออกของยีน PmLGBP ในเน้ือเย่ือตางๆ และการแสดงออกของยีนในเม็ดเลือดของกุง

กุลาดําท่ีฉีดเชื้อ V. harveyi 
เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีน PmLGBP ในเน้ือเยื่อตาง ๆ ของกุงปกติ ดวยวิธี semi-quantitative RT-PCR พบวา 

ยีน PmLGBP มีการแสดงออกมากในเม็ดเลือดของกุง (รูปที่ 1A) เมื่อเทียบกับยีนควบคุม EF-1α โดยไมแสดงออกในเน้ือเย่ืออื่น
ของกุง 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน PmLGBP ในเม็ดเลือดของกุงภายหลังการฉีดกระตุนดวยเช้ือ V. harveyi ที่
เวลา 0, 6, 12, 24, 48 และ 72 h ดวยวิธี real-time RT-PCR พบวาที่เวลา 24h ยีน PmLGBP มีอัตราการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นมาก
อยางมีนัยสําคัญ (4.77 เทาเมื่อเทียบกับที่ 0 h) หลังจากติดเช้ือ V. harveyi (รูปที่ 1 B) แสดงวายีน PmLGBP มีความสําคัญตอการ
ตอบสนองตอเช้ือ V. harveyi 

4.1.3 การศึกษาหนาท่ีของยีน PmLGBP ในกุงกุลาดําดวยเทคนิค RNA interference 
เพ่ือศึกษาหนาที่การทํางานและความเก่ียวของของยีน PmLGBP ตอระบบ proPO  ไดยับยั้งการแสดงออกของยีน 

PmLGBP ดวย RNAi และศึกษาผลกระทบตอแอกทิวิตีของ phenoloxidase (PO) ในเลือดกุง พบวาจากการทดลองฉีด dsRNA 
ของยีน PmLGBP หรือ GFP (กลุมควบคุม) เขาสูตัวกุงในปริมาณ 5 μg dsRNA ตอนํ้าหนักกุง 1 g หลังจาก 24 h ทําการฉีดซ้ําดวย 
dsRNA ปริมาณเทาเดิมพรอมกับกระตุนดวย LPS และ laminarin (β-glucan) เพ่ือใหโปรตีนในระบบ proPO ถูกกระตุน  ทําการ
เล้ียงกุงตออีก 48 h  เก็บเลือดมาสกัด RNA และสราง cDNA  วิเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน ผลจากการตรวจสอบโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนPmLGBP (PmLGBPi-F และPmLGBPi-R) พบวา 
dsRNA ของยีน PmLGBP สามารถลดการแสดงออกของยีน PmLGBP (รูปที่ 2A) ได เมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ฉีดดวย dsRNA 
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GFP หรือ NaCl  เมื่อตรวจสอบโปรตีน PmLGBP โดยการทํา immunoblotting พบวากุงที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 
PmLGBP มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 2 B) 
 

 
รูปท่ี 1 การแสดงออกของยีน PmLGBP (A) การแสดงออกของยีน PmLGBP ในเน้ือเยื่อตางๆ ดวยวิธี semi-quantitative RT-PCR; 
Hemocyte (HC), hepatopancreas (HP), gill (G), lymphoid (L), intestine (I) และheart (HT)โดยใชยีน EF-1α เปน internal control 
(B) การแสดงออกของยีน PmLGBP ในเม็ดเลือดของกุงหลังการฉีดดวยเช้ือ V. harveyi ที่เวลา 0, 6, 12, 24, 48 และ 72 h ดวยวิธี 
real-time RT-PCR 
 

 
 

รูปท่ี  2 การยับยั้งการแสดงออกของยีนและโปรตีน PmLGBP ของกุงกุลาดําดวยวิธี RNAi ทําการตรวจสอบประสิทธิภาพการ
ยับย้ังการแสดงออกของยีน PmLGBP (A) และโปรตีน (B) หลังฉีด dsRNA และวิเคราะหดวย semi-quantitative RT-PCR และ
western blot analysis โดยกุงที่ถูกฉีดดวย dsRNA ของยีน GFP และน้ําเกลือ (SSS) เปนกลุมควบคุม ใชยีน EF-1α เปนยีนควบคุม
สําหรับ RT-PCR และใช β-actin เปนโปรตีนควบคุม 
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4.1.4 การตรวจสอบ phenoloxidase (PO) activity หลังยับย้ังการแสดงออกของยีน PmLGBP 
ผลจากการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP และตรวจสอบ PO activity ของกุงที่ถูก knockdown พบวากุงที่

ฉีดดวยdsRNA ของยีน PmLGBP และกระตุนดวย PAMP (LPS และ β-1,3-glucan) มีคา PO activity ลดลง 39% อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (รูปที่ 3) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ฉีดดวย NaCl  ในขณะที่ PO activity ของกลุมที่ฉีดดวย GFP dsRNA ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกุงที่ฉีดดวย NaCl เมื่อวิเคราะหระดับ PO activity ในกุงปกติที่ไมไดฉีด
กระตุนดวย PAMP (LPS และ β-1,3-glucan) พบวา มีคาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกุงกลุมที่ยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน PmLGBP  ผลจากการทดลองแสดงใหเห็นวา PmLGBP เปนโปรตีน PRP ที่ทํางานในระบบ proPO และถูกกระตุนดวย LPS 
และ β-1,3-glucan 

 
 

รูปท่ี 3 PO activity ในเลือดของกุงกุลาดําที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP ดวยเทคนิค RNAi เก็บเลือดกุงที่ 48 h 
หลังจากฉีด dsRNA (หรือนํ้าเกลือ) ครั้งที่ 2 คาแอกทิวิตีของ PO ในเลือดกุงปกติใชเปนแอกทิวิตีพ้ืนฐานในกุงกลุมที่ไมถูกกระตุน
ดวย PAMP (LPS และ β-1,3-glucan) 
 

4.1.5 การสรางและผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนPmLGBP 

เน่ืองจากยีน PmLGBP เปนยีนที่อยูในกลุมของ pattern recognition protein (PRP) จึงนาจะประกอบดวยสวนที่จับ
กับผนังเซลลจุลชีพ คือ glucanase-like domain ซึ่งคาดวาสามารถจับกับ β-glucan จากผนังเซลลเช้ือราดังน้ันจึงไดทําการผลิต
โปรตีนรีคอมบิแนนท rPmLGBP เพื่อมาศึกษาหนาที่ทางชีวภาพ  ผลจากการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทพบวา มีการแสดงออกอยู
ในสวน inclusion bodies จึงทําใหละลายโดยใช 8 M urea  แยกใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน nickel–NTA และนําไป refold ใน 20mM 
Tris-HCl pH 8  เมื่อนําไปวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 40 kDa ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับ 40.8 kDa ที่
คํานวณไดจากกรดอะมิโน  แสดงใหเห็นวาสามารถผลิตและแยกโปรตีนรีคอมบิแนนทใหบริสุทธิ์ได ซึ่งสามารถนําไปใชศึกษา
หนาที่ทางชีวภาพตอไป 
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4.1.6 การศึกษาการจับกันของโปรตีน PmLGBP กับ PAMP ดวยวิธี ELISA 

ทําการวิเคราะหสมบัติของ PmLGBP ในการเปน PRP โดยศึกษาการจับกันของโปรตีน PmLGBP กับ PAMP 
จํานวน 3 ชนิดคือ LPS, β-1,3-glucan และ Lys-type PGN ดวยวิธี ELISA (รูปที่ 4) พบวาโปรตีน PmLGBP สามารถจับกับ LPS 
และ β-1,3-glucan (laminarin) ได แต PmLGBP ไมสามารถจับกับ Lys-type PGN การจับของโปรตีน PmLGBP กับ LPS และ β-
1,3-glucan เพ่ิมขึ้นตามสัดสวนของ LPS และ β-1,3-glucan ที่เพ่ิมขึ้น (concentration dependent manner)โดยมีคา dissociation 
constant (Kd) ของ PmLGBP กับ LPS และ β-1,3-glucan เทากับ 3.55 ± 1.03 × 10-7 M และ 6.86 ± 1.86 ×10-7 M ตามลําดับ (รูปที่ 
4) สรุปไดวาโปรตีน PmLGBP เปน PRP ที่สามารถจับกับ LPS และ β-1,3-glucan ได 

 

 
 

รูปท่ี 4 การจับของ rPmLGBP กับ -1,3-glucan และ LPSโดยใสปริมาณ rPmLGBP (0 ถึง 10 μM) กับ LPS หรือ -1,3-glucan ที่
ความเขมขนคงที่ และวิเคราะหดวยวิธี ELISA ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  คํานวณไดคา dissociation constant (Kd) สําหรับ LPS (Kd = 
3.55 ± 1.03 × 10-7 M) และ -1,3-glucan (Kd = 6.86 ± 1.86 × 10-7 M) 

 

4.1.7 การศึกษาการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดสในเม็ดเลือดกุงดวยโปรตีน PmLGBP โดยใช
ตัวกระตุน -glucan หรือ LPS และตรวจสอบ PO activity 

จากการทดลองขางตนพบวาโปรตีน PmLGBP สามารถจับกับ -1,3-glucan และ LPS จึงตองการศึกษาความ
เก่ียวของของ -1,3-glucan และ LPS กับยีน PmLGBP ตอการกระตุนระบบ proPO โดยนํา -1,3-glucan หรือ LPS มาบมกับ
โปรตีนในเม็ดเลือด (HLS) ของกุงกุลาดํา และใสโปรตีน PmLGBP แลวตรวจสอบแอกทิวิตีของ PO พบวาเมื่อนําโปรตีน 
PmLGBP และ HLS ของกุงบมกับ -1,3-glucan หรือ LPS แลว สามารถกระตุนแอกทิวิตีของ PO เพ่ิมขึ้น 72% (รูปที่ 5B) และ 
88% (รูปที่ 5C) ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดกระตุน (รูปที่ 5A) 

ในทางตรงกันขามการบมเม็ดเลือดกับ -1,3-glucan หรือ LPS โดยไมใสโปรตีน PmLGBP พบวาแอกทิวิตีของ 
PO เพ่ิมขึ้นเล็กนอย ไมแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P > 0.05)  อยางไรก็ตามเม่ือบมโปรตีน PmLGBP และโปรตีนในเม็ดเลือด 
(HLS) กับ PGN พบวาไมสามารถกระตุน PO activity ได (รูปที่ 5 D) ผลจากการทดลองสรุปไดวาPmLGBP สามารถจับกับ -
1,3-glucan และ LPS ซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลลของเช้ือราและแบคทีเรียแกรมลบ แลวสงผลกระตุนการทํางานของ
ระบบ proPO ในกุง 
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รูปท่ี 5 การกระตุนแอกทิวิตีของ PO โดย -1,3-glucan (laminarin) หรือ LPS เมื่อใสโปรตีน PmLGBP (A) ไมเติมตัวกระตุน 
(HLS + PmLGBP) (B) เติม -1,3-glucan เปนตัวกระตุน (HLS + -glucan + PmLGBP) (C) เติม LPS เปนตัวกระตุน (HLS + 
LPS + PmLGBP (D) เติม PGN เปนตัวกระตุน (HLS + PGN + PmLGBP) วัดคาแอกทิวิตีของ PO ในรูป ΔA490/mg total 
protein/min ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 
 

4.1.8 การศึกษาผลของการยับย้ังการแสดงออกของยีน PmLGBP และ proPO ตอการแสดงออกของยีนท่ี
เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันในกุง 

เน่ืองจากมีรายงานถึงความเก่ียวของของระบบ proPO กับระบบภูมิคุมกันอื่น ๆ เชนมีผลตอการควบคุมการ
แสดงออกของยีน antimicrobial peptide (AMP)  งานวิจัยน้ีจึงไดตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุมกันในกุงที่ยับยั้ง
การแสดงออกของยีน PmLGBP และ PmproPO ซึ่งประกอบดวยยีนในระบบ proPO คือ ยีน PmLGBP, PmproPO1, PmproPO2, 
PmPPAE1, PmPPAE2; ยีน AMP คือ ยีน PEN3, crus-likePm, SWDPm2, lysozyme; และยีน Toll receptor 

เมื่อยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP พบวา ไมมีผลตอระดับการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุมกันที่ได
ทําการศึกษาทั้งหมด (รูปที่ 6)  จากผลแสดงใหเห็นวา PmLGBP ไมเก่ียวของกับการสังเคราะห AMP ในกุง  อยางไรก็ตามเมื่อลด
การแสดงออกของยีน proPO (PmproPO1 และPmproPO2) พบวา ระดับการแสดงออกของยีนในระบบ proPO (PmLGBP และ
PmPPAE2) และยีนในกลุม AMP (PEN3 and crus-likePm) มีการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 6) แสดงใหเห็น
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วายีน proPO ไมเพียงแตควบคุมการแสดงออกของยีนใน proPO cascade แตยังควบคุมการแสดงออกของยีนในกลุม AMP ของกุง
ดวย 

 

 
 
รูปท่ี 6 ผลของการยับยั้งยีน PmLGBP และ PmproPOs ดวยวิธี RNAi ตอการแสดงออกของยีนในกลุม antimicrobial peptide, 
proPO-associated gene และ Toll receptor  ยีนในกลุม antimicrobial peptide: PEN3, Crus-likePm, SWDPm2, lysozyme; ยีนที่
เก่ียวของกับระบบ proPO: PmLGBP, PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1, PmPPAE2; และยีน Toll receptor  ตรวจสอบดวย
เทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอยีนแตละยีน และใชยีน EF-1α เปนยีนควบคุม ทําการ
ทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 

 

4.2 การศึกษาหนาท่ีของยีน PmPPAE2 ใน serine proteinase cascade ของกุง 
Serine proteinase (SP) เปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอการกระตุนระบบ proPO โดยยีน SP ที่พบมี clip domain อยูที่

ปลาย N และ serine proteinase อยูที่ปลาย C  เรียก SP กลุมน้ีวา clip domain serine proteinase ซึ่งสามารถแบงได 2 กลุมหลักคือ 
clip domain serine proteinase (Clip-SP) ซึ่งมีสมบัติ trypsin-like activity และ clip domain serine proteinase homologue (Clip-
SPH) ซึ่งไมมีสมบัติของเอนไซมแตทําหนาที่เปน protein cofactor จากการคนหาและวิเคราะหยีนในกุงไดพบยีน PmPPAE2 ซึ่ง
จัดอยูในกลุม Clip-SP และมีความเหมือนและลักษณะสมบัติคลายกับยีน PPAE ที่มีรายงานถึงความเก่ียวของกับระบบ proPO  
งานวิจัยน้ีจึงไดศึกษาหนาที่ของยีน PmPPAE2 ในกุง 
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4.2.1 การโคลนและศึกษาลักษณะสมบัติของยีนPmPPAE2 
จากการใช degenerate primer ที่ออกแบบจากบริเวณอนุรักษในสวนโดเมนซีรีนโพรติเนสของยีน PPAE ที่มี

รายงานใน arthropod มาเพ่ิมปริมาณ cDNA จากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา ไดยีนPmPPAE2 ซึ่งมีความคลายกับยีน PPAE (MsPAP-
1) ในแมลง Manduca sexta มากที่สุด จึงไดทําการศึกษาลักษณะสมบัติของยีน PmPPAE2 เพ่ิมเติม โดยไดหาลําดับนิวคลีโอไทด
ที่สมบูรณของยีน PmPPAE2 (accession number FJ620685) พบวา mature proteinประกอบดวยกรดอะมิโน 346 ตัว และ signal 
peptide จํานวน 25 ตัว โดย mature protein ประกอบดวยโดเมนที่สําคัญ คือ clip domain ที่ปลาย N และ serine proteinase domain
ที่ปลาย C (รูปที่ 7) เมื่อเปรียบเทียบความเหมือนกับยีนที่มีรายงานใน GenBank พบวา ยีน PmPPAE2 มีความเหมือนกับยีน PPAE 
(MsPAP-1: AAX18636)ของ M. sexta ถึง 51%  แสดงใหเห็นวา ยีน PmPPAE2 อาจมีความสําคัญเก่ียวของกับระบบ proPO ในกุง
กุลาดํา จึงไดนํามาศึกษาความเก่ียวของตอระบบ proPO ดวยเทคนิค RNAi ตอไป 

4.2.2 การศึกษาการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 ภายในจีโนมของกุงกุลาดํา 
ไดศึกษาการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 และPmPPAE2 โดยใชเทคนิค PCR และ genome walking โดย

ออกแบบไพรเมอรหลายคูเพ่ือเพ่ิมจํานวนยีนโดยใชดีเอ็นเอจีโนมเปนแมแบบ  นําแถบดีเอ็นเอที่ไดไปโคลนและหาลําดับนิวคลีโอ
ไทด พบวา สามารถหาบริเวณการจัดเรียงตัวของยีนทั้งสองยีน โดยการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 ประกอบดวย 10 exon และ 9 
intron (รูปที่ 8A) สวนการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE2 ประกอบดวย 8 exon และ 7 intron (รูปที่ 8B) และพบวายีนทั้งสองมี 
boundary sequence ของ exon-intron เปนไปตาม GT/AG rule 

เมื่อวิเคราะหการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 พบ intron 2 ตําแหนงแทรกอยูระหวาง signal peptide กับ Glycine 
rich region ในขณะที่ภายใน Glycine rich และ Proline-rich region มี intron แทรกอยู 2 และ 1 ตําแหนงตามลําดับ และยังพบวา
ภายในบริเวณ clip domain ของยีน PmPPAE1 มี intron แทรกอยู 1 ตําแหนงเหมือนกันกับยีน PmPPAE2  ในขณะที่บริเวณ SP 
domain ของยีน PmPPAE1 มี intron แทรกอยู 3 ตําแหนง สวนยีน PmPPAE2 พบวามี intron แทรกอยู 5 ตําแหนงในบริเวณ SP 
domain และ 1 ตําแหนง แทรกอยูระหวาง signal peptide กับ clip domain นอกจากน้ียังพบวาทั้งสองยีนมีบริเวณของ 
microsatellite region อยูใน intron ในบริเวณ serine proteinase domain โดยยีน PmPPAE1 พบ TG(56)และ CT(34) และยีน 
PmPPAE2 พบ CA(40)แสดงใหเห็นวายีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 มีการจัดเรียงตัวของยีนคลายกัน แตก็พบวามีบางบริเวณของ 
intron ที่มี microsatellite ที่แตกตางกัน 
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PmPPAE2    MHYRVPTISCAAAVTLLVLVTSGGAT----------------------------------------------
MsPAP1     MRNHIVFIVFAVYWTCVFSQ----------------------------------------------------
HdPPAFI    MKQVHFF-ILWFFVLNLYSIKAQAG-----------------------------------------------
DmMP1      MEPHFFFTVLWMLLMGTSSTYAQ-------------------------------------------------
PmPPAE1    MKGVTVVLWVCVVAWAAAAVGD----EQLSRKKREPQQPNFNFGPNGSFRPSNNRPG---FTPAGQSDCTGN
PlPPAE     MKVVVELLVLSLVTWAAVGVGVGVNVTQEEAHSRVKRQFGFNRGRGGNPHRNNAPGHGHGHGGFIPPGHQGG
 
PmPPAE2    -------------------------------------------------------------------RDRRQ
MsPAP1     ------------------------------------------------------------------------
HdPPAFI    ------------------------------------------------------------------------
DmMP1      ---------------------------------------------------------------------EIF
PmPPAE1    RRNSRRCQNRPSGGQALGQGGGVSSAFQQIPWLSQLSRDQQNLLIPNLPKTPSGGAQNRFFLLGTGKPDVPF
PlPPAE     NLHNIGRPGAGRPSAQTLGQGHNLNNQLSWFNDVVSGTNNNEITLKGLPRLPLRQAQNTFFQLGVGQPDVPF
 
                                                                         
 
PmPPAE2    ARC----SAGAPCVLVDSCPPVKALFLSPNAG--DKHRAQQLICGREGRRLKVCCGSSNVT-------PTPR
MsPAP1     -SCTTPQGADSNCISLYECPQLLSAFEQRPLPSPVVNYLRKSQCGFDGYTPRVCCGPLPQQ------ASRPQ
HdPPAFI    --CRTPNGENARCVPINNCKILYDSVLTSDP--EVIRFLRASQCGY-NGQPLVCCGSSAS--------YQPP
DmMP1      GYCRTPDENSGTCINLRECGYLFELLQSEEVTEQDRRFLQASQCGYRNGQVLICCANSRMRNQQPQWGNHPQ
PmPPAE1    QQCVTPRFERGHCRYLQHCIQPEFTN--------NFNVFLRYVCFIEGVYVGVCCPDTFNNN-----NATPP
PlPPAE     QQCRTPKGERGQCRFLQYCILPEFAQ--------NFQAFLQYVCFIQGTYVGACCPTTVNNV-----GVTAP
 
 
PmPPAE2    PIDVTPTSNPGGN-----------GNGQLLPSNCGQTSNLN--KIFGGEATGVGEFPWMAVLGYN--SGSLD
MsPAP1     PTPAPVPTRAPPVNPGGVDPTYDEDSSPAPRNQCGVDMNGD--RIYGGQITDLDEFPWMALLGYLTRTGSTT
HdPPAFI    PTSASIRNRRP-------------ELLPN---DCGYQVEAD--KILNGDDTVPEEFPWTAMIGYKNSSNFEQ
DmMP1      PTQTTKPTKRSGT-----------KLLPMAP-NCG-ENFGD--RVVGGNETTKREFPWMALIEYTKPGNVKG
PmPPAE1    PPPTTPKPTTPRP-----------VTPPSQSRGCGLIAKRPPTRIVGGKDADPQEWPWMAALMRDGA----S
PlPPAE     PPPPPTPAPTPRP-----------TTPKSEANGCGLVAKRPPTRIVGGKPADPREWPWVAALLRQGS----T 
 
 
 
PmPPAE2    WECGGALINDRYVLTAAHCGDPDFLFGS-ILTAIRLGEYDFSKSKDCNS---AADFC-LPPVQDFTPEQVVL
MsPAP1     YQCGGVLINQRYVLTAAHCTIGAVEREVGKLITVRLGEYDTQNSVDCVD-----DVC-ADPPQNIPIEAAYP
HdPPAFI    FACGGSLINNRYIVTAAHCVAGRVLRVVGALNKVRLGEWNTATDPDCYG---AVRVCVPDKPIDLGIEETIQ
DmMP1      HHCGGSLINHRYVLTAAHCVS--AIPSDWELTGVRLGEWDASTNPDCTVGKNGRRDC-NEPYVDYPVEERIP
PmPPAE1    SYCGGVLITDSHILTAAHCVDG----FDRNTITVRLGEYTLD-------------LTDDTGHVDFKVADIRM
PlPPAE     QYCGGVLITNQHVLTAAHCVRG----FDQTTITIRLGEYDFK-------------QTS-TGAQTFGVLKIKE
 
 
PmPPAE2    HPSFNKRAPES-DDIALIRLNRRVQLNAGVHPICLPAAGLNVGSFLNGRDAIVIGWGHTERG-TNTQVLQKV
MsPAP1     HSGYSDNNKNRKDDIALVRLTRRAQYTYYVKPICLA---HNNERLATGNDVFVAGWGKTLSG-KSSPIKLKL
HdPPAFI    HPDYVDGSKDRYHDIALIRLNRQVEFTNYIRPVCLP---QPNEEVQVGQRLTVVGWGRTETG-QYSTIKQKL
DmMP1      HPQYPGNSRDQLNDIALLRLRDEVQYSDFILPVCLPTLASQHNNIFLGRKVVVAGWGRTETN-FTSNIKLKA
PmPPAE1    HRSY--DTTTYVNDIAIIKLQGSTNFNVDIWPVCLP----EGDESYEGRTGTVTGWGTIYYGGPVSSTLQEV
PlPPAE     HEAY--DTTTYVNDIALITLDKSTEFNADIWPICLP----DGDETYVDRQGTVVGWGTIYYGGPVSSVLMEV
 
 
PmPPAE2    SLPFVDLGTCKR--IHAGETLVNEQVCFGGRAG-QDSCNGDSGGPLFLNA-----VPGTILGIVSKGGA-CG
MsPAP1     GMPIFDKSDCASKYRNLGAELTDKQICAGGVFA-KDTCRGDSGGPLMQRR---PEGIWEVVGIVSFGNR-CG
HdPPAFI    AVPVVHAEQCAKTFGAAGVRVRSSQLCAGGEKA-KDSCGGDSGGPLLAER---ANQQFFLEGLVSFGAT-CG
DmMP1      ELDTVPTSECNQRYATQRRTVTTKQMCAGGVEG-VDSCRGDSGGPLLLEDYSNGNSNYYIAGVVSYGPTPCG
PmPPAE1    TVPIWTNKACDD---AYEQNIIDKQLCAGATDGGKDSCQGDSGGPLLLQQ--GSENRWAVVGVVSWGIR-CA
PlPPAE     SIPIWTNADCDA---AYGQDIIDKQLCAGDKAGGKDSCQGDSGGPLMLQQ--GGANRWAVVGVVSWGIR-CA
 
 
PmPPAE2    SPGVPAIYTDVASYRGWIVQNLKP--- 371 
MsPAP1     LDGWPGVYSSVAGYSDWILSTLRSTNV 383 
HdPPAFI    TEGWPGIYTKVGKYRDWIEGNIRP--- 365 
DmMP1      LKGWPGVYTRVEAYLNWIENNVRA--- 390 
PmPPAE1    EPGNPGVYTRVSKYVDWIKNNAV---- 463 
PlPPAE     EAASPGVYTRISKYTDWIRANQ----- 468 

Clip domain 

Serine proteinase domain 

S   S
S   S

S   S

S   S S   S 

S   S S   S 

S

S 

 
 

รูปท่ี 7 การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน PmPPAE2 กับยีน PPAE ใน arthropod อื่น ๆ ไดแก ยีน PAP-1 (MsPAP1: 
AF059728) จาก M. sexta, ยีน PPAF-I (HdPPAFI: AB013088) จาก Holotrichia diomphalia, ยีน MP1 (DmMP1: NM_141193) 
จากแมลงหว่ี Drosophila melanogaster, ยีน PPAE (PlPPAE: AJ007668) จาก crayfish Pacifastacus leniusculus และยีน 
PmPPAE1 (PmPPAE1: FJ595215) จากกุงกุลาดํา ตัวอักษรสีเขมที่ขีดเสนใต คือ สวนของ signal peptide  แถบสีเทา คือ บริเวณท่ี
มีการอนุรักษของกรดอะมิโน  แถบสีชมพู คือ บริเวณที่มีการอนุรักษของ cysteine  เสนโยงสีดําแสดงพันธะdisulfide  ในขณะที่
เสนประสีฟาแสดงพันธะ disulfide ที่พบเฉพาะในยีน PPAE ของแมลงและยีน PmPPAE2  สัญลักษณรูปดาว คือ บริเวณ catalytic 
triad 



 
 

24 
 

 
 
รูปท่ี 8 การจัดเรียงตัวของยีน (A) PmPPAE1 และ (B) PmPPAE2 ภายในจีโนมของกุงกุลาดํา บริเวณ intron แสดงดวยตัวเลขใน
กลองสีเทาพรอมกับมีตัวอักษรระบุขนาดและตําแหนงอยูดานลาง โดยแตละ intron จะขนาบขางดวยสวน exon ซึ่งมีตัวอักษรระบุ
ขนาดและตําแหนงอยูดานลางเชนกัน 

 

4.2.3 การศึกษาการแสดงออกของยีน PmPPAE2 ในกุงกุลาดํา 
เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีน PmPPAE2 ในเน้ือเยื่อตาง ๆ ของกุงกุลาดําปกติดวยเทคนิค semi-quantitative RT-

PCR พบวายีน PmPPAE2 มีการแสดงออกมากในเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา และไมพบการแสดงออกของยีนในเน้ือเยื่อชนิดอื่น ๆ 
ดังแสดงในรูปที่ 9 

 

 
 

รูปท่ี 9 การแสดงออกของยีน PmPPAE2 ในเน้ือเยื่อตาง ๆ ของกุงกุลาดํา เชน Hemocyte (HC), Hepatopancreas (HP), Gill (G), 
Lymphoid organ (L), Intestine (I) และ Heart (HT)ดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใชยีน EF-1α เปน internal control 
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4.2.4 การแสดงออกของยีน PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1 และPmPPAE2 ภายในตัวออนระยะ
ตางๆ ของกุงกุลาดํา 

เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน PmproPO1, PmproPO2,PmPPAE1 และPmPPAE2 ภายในตัวออนระยะตางๆ 
ของกุงกุลาดําดวยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR พบวา mRNA transcript ของยีน PmPPAE1 และPmproPO2 มีรูปแบบการ
แสดงออกคลายคลึงกันกลาวคือมีการแสดงออกในกุงตัวออนทุกระยะ (นอเพลียส (N3), โพรโทซูเอีย (Z2), ไมซิส(M2) และโพ
สลาวา (PL15) (รูปที่ 10A และ D)  อยางไรก็ตาม ยีนPmPPAE1 มีระดับการแสดงออกตํ่ากวายีน PmproPO2 ในตัวออนระยะแรก 
(N3) และระดับการแสดงออกของยีนPmPPAE1 จะเพ่ิมสูงขึ้นเพ่ือกุงมีการเจริญมากขึ้น (รูปที่ 10A)  ในขณะที่ยีน PmproPO2 มี
ระดับการแสดงออกคงท่ีในทุกระยะของการเจริญของลูกกุง (รูปที่ 10D)  นอกจากน้ียังพบวารูปแบบการแสดงออกของยีน 
PmPPAE2 ในตัวออนของกุงมีความคลายคลึงกับยีน PmproPO1 ซึ่งแตกตางจากรูปแบบการแสดงออกของยีนPmPPAE1 และ
PmproPO2 กลาวคือ PmPPAE2 และ PmproPO1 จะไมแสดงออกในกุงระยะ N3 (รูปที่ 10B และ C) และไมพบการแสดงออกของ
ยีน PmPPAE2 ในระยะ Z2 (รูปที่ 10B) อยางไรก็ตามระดับการแสดงออกของยีนPmPPAE2 จะคอย ๆเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อลูกกุงมีการ
เจริญเขาสูระยะ M2 และ PL15 ตามลําดับ (รูปที่ 10B) ในขณะที่ยีนPmproPO1 มีการแสดงออกในระดับตํ่าที่ระยะ Z2 และมีการ
แสดงออกมากในระยะ M2 และ PL15 (รูปที่ 10C)  

 

 
 
รูปท่ี 10 การแสดงออกของยีน (A) PmPPAE1, (B) PmPPAE2, (C) PmproPO1 และ (D) PmproPO2 ในตัวออนระยะตางๆ ของกุง
กุลาดํา ไดแก นอเพลียส 3 (N3), โพรโทซูเอีย 2 (Z2), ไมซิส 2 (M2) และ โพสลาวา 15 (PL15) ตรวจสอบโดยเทคนิค semi-
quantitative RT-PCR โดยใช (E) ยีน EF-1α เปน internal control 

 

4.2.5 การยับย้ังการแสดงออกของยีน PmPPAE2 ดวยเทคนิค RNA interference 
จากการศึกษาลักษณะสมบัติของยีน PmPPAE2 กอนหนาน้ีพบวายีน PmPPAE2 มีความเหมือนกับยีน PAP-1 

(AF059728) ซึ่งเปนยีน PPAE ของแมลง M. sexta (50% similarity) ซึ่งเปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO แมลง  ในการศึกษาครั้ง
น้ี จึงไดศึกษายีน PmPPAE2 ดวยเทคนิค RNA interference (RNAi) เพ่ิมเติม 
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จากการทดลองฉีด dsRNA ของยีน PmPPAE2 หรือ GFP (กลุมควบคุม) เขาสูตัวกุงดวยปริมาณ dsRNA 2 μg ตอ
นํ้าหนักกุง 1 g  หลังจาก 24 h ทําการฉีดซ้ําดวย dsRNA ปริมาณเทาเดิมพรอมกับกระตุนดวย LPS และ laminarin (β-glucan) 
เพ่ือใหโปรตีนในระบบ proPO ถูกกระตุน  ทําการเล้ียงกุงตออีก 48 h  จากน้ันเก็บเลือดมาสกัด RNA และสราง cDNA แลว
วิเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR เพ่ือตรวจการยับยั้งการแสดงออกของยีนซึ่งผลจากการตรวจสอบเมื่อใชไพรเมอรที่จําเพาะพบวา 
dsRNA ของยีน PmPPAE2 สามารถลดการแสดงออกของยีน PmPPAE2 (รูปที่ 11A) ไดเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ฉีดดวย GFP 
dsRNA (รูปที่ 11A) หรือ NaCl (รูปที่ 11A)  นอกจากน้ันยังพบวา dsRNA ของยีน PmPPAE2 สามารถยับยั้งการแสดงออกไดนาน
อยางนอย 5 วันหลังจากการ knockdown 

 
 

รูปท่ี 11 การแสดงออกของยีน PmPPAE2 (A) ในเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ถูกฉีดดวย PmPPAE2 dsRNA, GFP dsRNA (กลุม
ควบคุม) หรือ NaCl solution(กลุมควบคุม)โดยฉีดกุงขนาดประมาณ 2 g ดวย dsRNA ในอัตราสวน 2 μg ตอกุง 1 g  หลังจาก 24 h 
ฉีดซ้ําดวย dsRNA ปริมาณเทาเดิมพรอมกับกระตุนดวย LPS (20 μg) และ laminarin (20 μg)จากน้ัน 48 h  เก็บเลือดมาตรวจสอบ
ดวย RT-PCR โดยทําการทดลอง 2 ตัวอยางตอแตละกลุม (B, C, D, E, F, G) แสดงระดับการแสดงออกของยีนในกลุม clip 
domain serine proteinase ที่พบในกุงกุลาดํา ไดแก ยีน (B) PmPPAE1, (C) PmClipSP1, (D) PmClipSP2, (E) PmMasSPH1, (F) 
PmMasSPH2 และ (G) PmMasSPH3 โดย(H) แสดงระดับการแสดงออกของยีน EF-1α (internal control) 
 

4.2.6 การตรวจสอบความจําเพาะของการยับย้ังการแสดงออกของยีน PmPPAE2 
เมื่อทําการตรวจสอบผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 ตอการแสดงออกของยีนอื่นๆ ที่มีลําดับนิ

วคลีไทดที่คลายกัน หรือยีนที่มีโครงสรางคลายกัน พบวา dsRNA ของยีน PmPPAE2 ไมมีผลตอการแสดงออกของยีนในกลุม 
clip domain serine proteinase ที่พบในกุงกุลาดําทั้ง 6 ชนิดคือ ยีน PmPPAE1 (FJ595215), PmClipSP1(FJ620688), PmClipSP2 
(FJ620687), PmMasSPH1 (DQ455050), PmMasSPH2 (FJ620686) และ PmMasSPH3 (FJ620689)  แสดงใหเห็นวา dsRNA ที่
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สังเคราะหขึ้นสามารถยับยั้งการแสดงออกของท้ังสามยีนไดอยางมีประสิทธิภาพและมีความจําเพาะ (รูปที่ 11B-G) ซึ่งสามารถ
นํามาศึกษาหนาที่ของยีนในขั้นตอนตอไปได 

4.2.7 การตรวจสอบ PO activity ในเลือดกุงท่ีถูกยับย้ังการแสดงออกของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 
จากการท่ีสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE1 และPmPPAE2 ไดอยางจําเพาะและมีประสิทธิภาพ จึงได

ตรวจสอบ PO activity ของกุงที่ถูก knockdown ยีนทั้งสองชนิดเพ่ือศึกษาความเก่ียวของของยีนเหลาน้ีกับระบบ proPO ของกุง ซึ่ง
พบวา กุงที่ฉีดดวย dsRNA ของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 มีคา PO activity ลดตํ่าลง 37% และ 41% ตามลําดับ (รูปที่ 12) 
ในขณะที่ PO activity ของกลุมที่ฉีดดวย GFP dsRNA ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ฉีดดวย 
NaCl (P< 0.05) สรุปไดวายีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 มีความเก่ียวของกับระบบ proPO ในกุงกุลาดํา 

เมื่อทําการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 พรอมกัน (co-silencing) พบวา สามารถลด PO 
activity ได 41% อยางไรก็ตาม พบวา ผลตอ PO activity จากการยับยั้งการแสดงออกของยีนเด่ียวหรือพรอมกันทั้งคูไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกุงที่ฉีดดวย NaCl (รูปที่ 12) แตก็สามารถสรุปไดวา PmPPAE1 และ PmPPAE2 มีหนาที่ใน
ระบบ proPO ของกุงกุลาดํา 

 

 
 

รูปท่ี 12 PO activity ในเลือดของกุงกุลาดําที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE1, PmPPAE2 หรือพรอมกัน (co-silencing) 
ดวยเทคนิค RNAi โดยฉีดกุงขนาดประมาณ 2 g ดวย dsRNA ในอัตราสวน dsRNA 2 μg ตอกุง 1 g  จากน้ัน 24 h ทําการฉีด 
dsRNA ซ้ําดวยปริมาณเทาเดิมพรอมกับกระตุนดวย LPS (20 μg) และ laminarin (20 μg) หลังจากน้ัน 48 h เก็บเลือดมาตรวจสอบ 
PO activity  ในการทดลองไดแบงกุงออกเปน 5กลุม ๆ ละ 3 ตัวอยาง ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง  กลุมที่ 1 ฉีดดวย PmPPAE1 
dsRNA, กลุมที่ 2 ฉีดดวย PmPPAE2 dsRNA, กลุมที่ 3 ฉีดดวย PmPPAE1 dsRNA พรอมกับ PmPPAE2 dsRNA, กลุมที่ 4 ฉีดดวย 
GFPdsRNA และกลุมที่ 5 ฉีดดวย 150 mM NaCl (control) 

 

 



 
 

28 
 

4.2.8 อัตราการตายของกุงท่ีถูกยับย้ังการแสดงออกของยีน PmPPAE2 
เพ่ือทดสอบความสําคัญของยีน PmPPAE2 ตอความอยูรอดของกุงหลังจากถูกกระตุนดวยเช้ือ V. harveyi 639 ได

ฉีดกุงดวยอัตราสวน 2 μg dsRNA ตอกุงหนัก 1 gโดยไดแบงกุงออกเปนกลุม ๆ ละประมาณ 10 ตัวอยาง และในแตละกลุมการ
ทดลอง ทําการทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง  ผลจากการทดลองพบวา กุงที่ฉีดดวย PmPPAE2 dsRNA มีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นเปน 82.96% 
ภายใน 2 วันหลังการกระตุนดวยเช้ือ (รูปที่ 13) ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกุงกลุมควบคุมที่ฉีดดวย GFP 
dsRNA และ NaCl ซึ่งมีอัตราการตาย 26.67% และ 28.15%ตามลําดับ (รูปที่ 13) ผลการทดลองช้ีใหเห็นวา ยีน PmPPAE2มีความ
เก่ียวของกับการตอตานเช้ือ V. harveyi ในกุงกุลาดํา 
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รูปท่ี 13 อัตราการตายของกุงที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 และกระตุนดวยการฉีดเช้ือ V. harveyi 639 (2 × 105 
CFU) ฉีดกุงขนาดประมาณ 10 g (อัตราสวน 2 μg dsRNA ตอนํ้าหนักกุง 1 g) โดยแบงกุงเปน 3 กลุม ๆ ละ 10 ตัวอยาง และทําการ
ทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง  กลุม 1 () กุงที่ฉีดดวย PmPPAE2 dsRNA  กลุม 2 () กุงที่ฉีดดวย GFP dsRNA (control dsRNA)  กลุม 
3 () กุงที่ฉีดดวย 150 mM NaCl (control) 
 

4.2.9 การตรวจสอบเช้ือ V. harveyi ในกุงกุลาดําท่ีถูกยับย้ังการแสดงออกของยีน PmPPAE2 
เมื่อตรวจสอบเช้ือ V. harveyi ในกุงกุลาดําที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 แลวฉีดกระตุนดวยเช้ือ V. 

harveyi และเก็บเลือดมานับจํานวนเช้ือ V. harveyi โดย plate count method พบวากุงกลุมที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 
PmPPAE2 มีจํานวนเช้ือมากขึ้นประมาณ 4 เทา เมื่อเทียบกับกลุมกุงควบคุมที่ฉีดดวย GFP dsRNA (รูปที่ 14) แสดงใหเห็นวา กุงที่
ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 มีจํานวนเช้ือ V. harveyi มากขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

จากผลการทดลองทั้งหมด สามารถวิเคราะหไดวา ยีน PmPPAE2 เปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO และเก่ียวของ
กับระบบภูมิคุมกันที่มีความสําคัญตอการอยูรอดของกุงที่ติดเช้ือ V. harveyi 639 ซึ่งเปน pathogenic bacteria ในกุงกุลาดํา 
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รูปท่ี 14 จํานวนของเช้ือ V. harveyi 639(CFU/ml) ในเลือดของกุงที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 (PmPPAE2 
dsRNA) ฉีดกุงขนาดประมาณ 3 g (อัตราสวน 2 μg dsRNA ตอนํ้าหนักกุง 1 g)  หลังจาก 24 h ฉีดซ้ําดวย dsRNA ปริมาณเทาเดิม
พรอมกับฉีดกระตุนดวย V. harveyi 639 (2 × 105 CFU)  จากน้ัน 6 h  เก็บเลือดมานับจํานวนเช้ือ V. harveyiโดย plate count 
method โดยทําการทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง  กุงกลุมควบคุมฉีดดวย GFP dsRNA (control dsRNA) 
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5. สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

กลไกการสรางเมลานินโดยการกระตุนการทํางานของระบบโพรฟนอลออกซิเดส เปนระบบภูมิคุมกันที่สําคัญตอการ
ทําลายเช้ือโรค งานวิจัยน้ีไดศึกษาระบบโพรฟนอลออกซิเดสโดยเนนการศึกษากลไกการกระตุนซึ่งจะเปนประโยชนตอการหา
แนวทางการเพ่ิมภูมิคุมกันใหกุงตานโรค  

5.1 หนาท่ีของ LGBP ในการเปน PRP ในกุง 
PRP เปนโมเลกุลสําคัญที่ทําหนาที่ในการจดจําและกระตุนการทํางานของระบบภูมิคุมกันเพ่ือตานทานเช้ือจุลชีพ

โดยเฉพาะอยางยิ่งในการกระตุนระบบ proPO ของสัตวไมมีกระดูกสันหลังหลายชนิด อยางไรก็ตามในกุง ยังไมมีรายงานการพบ 
PRPs ที่ทําหนาที่กระตุนระบบ proPO  งานวิจัยน้ีจึงไดทําการศึกษาสมบัติในการจับกันของ PmLGBP กับเช้ือจุลชีพ และพบวา
PmLGBP สามารถจับไดทั้ง LPS และ β-1,3-glucan แตไมจับกับ Lysine-type PGN แสดงใหเห็นวาโปรตีน PmLGBP อาจทํา
หนาที่เปน PRP สําหรับ LPS และ β-1,3-glucan  และเมื่อทําการวิเคราะหคา Kd ของ PmLGBP กับ LPS (Kd = 3.55 ± 1.03 × 10-7 
M) พบวามีคาตํ่ากวา β-1,3-glucan ประมาณ 2 เทา (Kd = 6.86 ± 1.86 × 10-7 M)  น่ันคือ rPmLGBP สามารถจับกับ LPS ไดดีกวา 
β-1,3-glucan มากถึง 2 เทา ซึ่งคาที่ไดน้ีสอดคลองกับคา Kdของ PRP ที่มีรายงานความเก่ียวของกับการกระตุนระบบ proPO ใน
สิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ไดแก คา Kdของ β-1,3-glucan-recognition protein (GRP) (Kd = 1.5 ×10-6 M สําหรับ Saccharomyces cerevisiae
และ 1.2 × 10-6 M สําหรับE. coli) (Ma and Kanost, 2000) และ microbe-binding protein (MBP) (Kd = 3.77 ± 0.90 × 10-8 M 
สําหรับ LPS) (Wang et al., 2011) ในแมลง M. sexta 

จากการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดกับรายงานวิจัยกอนหนาน้ี พบวาสมบัติในการจับกันของ LGBP ในกุงมีความ
สอดคลองกับ LGBPs ที่มีรายงานในครัสเตเชียนอื่น ๆ เชน โปรตีน LGBP ในกุง crayfish P. leniusculus ที่สามารถจับไดทั้ง LPS 
และ β-1,3-glucans (laminarin และ curdlan) แตไมจับกับ PGN (Lee et al.,2000)  โปรตีน LGBP ในกุง F. chinensis ซึ่งแสดง
สมบัติในการจับกับแบคทีเรียแกรมลบ (Klebsiella pneumoniae)ไดดีกวา E. coli หรือแบคทีเรียแกรมบวก (Micrococcus luteus
และ Bacillus megaterium) และยีสต (Pichia pastoris) (Du et al., 2007) และ LGBP ในหอยแครง Chlamys farreri ที่สามารถจับ
ไดดีกับ LPS และ β-1,3-glucan และจับไดปานกลางกับ PGN (Yang et al., 2010) ซึ่งขอมูลทั้งหมดน้ี ช้ีใหเห็นวา LGBP ทําหนาที่
เปน PRP ในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง และการจับกันของโปรตีนเหลาน้ียังมีความเก่ียวของกับการจดจําเช้ือจุลชีพซึ่งจะไปกระตุน
ระบบภูมิคุมกันตาง ๆ รวมถึงระบบ proPO 

เมื่อศึกษาความสามารถในการกระตุนระบบ proPO ของโปรตีน PmLGBP พบวาการจับกันของโปรตีนกับ LPS หรือ β-
1,3-glucan สามารถกระตุนระบบ proPO ได ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับรายงานในกุง crayfish P. leniusculus ที่พบวาโปรตีน 
PlLGBP สามารถจับไดทั้ง LPS และ β-1,3-glucan และกระตุนระบบ proPO (Lee et al., 2000) จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิ
โนของ PmLGBP ของกุงกุลาดําและ PlLGBP ของกุง crayfish พบวามีโดเมนท่ีมีความอนุรักษที่เช่ือวาตอบสนองตอการจับกับ 
LPS และ β-1,3-glucans  ลําดับกรดอะมิโนสวนน้ีประกอบดวย polysaccharide binding motif, glucanase motif และbeta-glucan 
recognition motif (Lin et al., 2008) นอกจากน้ันจากการศึกษาครั้งน้ีพบวากุงกุลาดําที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP 
สงผลใหเกิดการลด PO activity อยางมีนัยสําคัญ จากขอมูลทั้งหมด สนับสนุนวา PmLGBP ทําหนาที่เปน PRP ที่จดจํากับ LPS 
และ β-1,3-glucan และกระตุนระบบ proPO 

ในแมลงหว่ี Gram-negative binding protein 1 (GNBP1) เปน PRP ที่สําคัญตอการกระตุน Toll ในการตอบสนองตอการ
ติดเช้ือจากแบคทีเรียแกรมบวก เมื่อยับยั้งยีน GNBP1 พบวามีผลทําใหการแสดงออกของยีนเพปไทดตานจุลชีพ Drosomycin มี
การแสดงออกลดลง (Pili-Floury et al., 2004) การศึกษาครั้งน้ีใชเทคนิค RNAi ยับยั้งการแสดงออกของยีน PmLGBP พบวาไม
สงผลตอระดับการแสดงออกของยีน antimicrobial peptide (AMP) ยีนในระบบ proPO system และยีน Toll receptor แสดงให
เห็นวาการควบคุมการแสดงออกของยีนในกลุม AMP ไมมีความเก่ียวของกับยีน PmLGBP อยางไรก็ตามพบวาเมื่อลดการ



 
 

31 
 

แสดงออกของยีน proPO พบวายีน AMP (penaeidin และ crustin-like peptide) และยีนในระบบ proPO (PmLGBP และ 
PmPPAE2) มีการแสดงออกลดลง ซึ่งคลายกับรายงานการศึกษาที่ผานมาซึ่งพบวาเมื่อยับยั้งยีน proPO ในกุง M. japonicus สงผล
ใหการแสดงออกของยีนในกลุม AMP (penaeidin, crustin and lysozyme) ลดลง (Fagutao et al., 2009) แสดงใหเห็นวายีน proPO 
มีความสําคัญทั้งในการควบคุมระบบ proPO และการสังเคราะห AMP ในกุง 

สรุปไดวา จากผลการทดลองทั้งแบบในตัวกุง (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro) ช้ีใหเห็นวา PmLGBP เปน PRP 
ที่เก่ียวของกับระบบ proPO ของกุง และมีสมบัติในการจับกับ LPS และβ-1,3-glucan และสามารถกระตุนระบบ proPOได 

5.2 หนาท่ีของ PmPPAE2 ในการกระตุนระบบ proPO และความสําคัญตอการทําลายเช้ือกอโรคกุง 
Clip-domain serine proteinase มีหนาที่สําคัญในการควบคุมการทํางานของระบบ proPO (Jiang and Kanost, 2000; 

Barillas-Mury, 2007; Jang et al., 2008) อยางไรก็ตามการศึกษาลักษณะสมบัติและหนาที่ในระดับโมเลกุลของยีนในกลุม clip-
domain serine proteinase ตอการกระตุนการทํางานของระบบ proPO และระบบภูมิคุมกันของกุงยังคงมีการศึกษาคอนขางนอย 

งานวิจัยน้ีไดคนพบยีน clip-SP เพ่ิมขึ้นอีก 1 ชนิด คือ ยีน PmPPAE2 โดยยีนมีความคลายกับยีนในกลุม Clip-SP ที่
เก่ียวของกับระบบ proPO ที่พบในแมลง  จากการศึกษาลักษณะสมบัติของยีน PmPPAE2 พบวาประกอบดวย clip domain ที่ปลาย 
N และ serine proteinse domain ที่ปลาย C ซึ่งแสดงใหเห็นวายีน PmPPAE2 อาจมีความสําคัญในระบบโพรฟนอลออกซิเดสของ
กุงกุลาดํา ในการศึกษาครั้งน้ีจึงไดเลือกยีน PmPPAE2 มาศึกษาถึงความเก่ียวของกับระบบ proPO เพ่ิมเติมโดยใชเทคนิค RNAi  

ในงานวิจัยน้ีไดทําไดศึกษาการแสดงออกของยีน  PmPPAE2 ในเน้ือเยื่อตางๆ พบวายีนมีการแสดงออกสูงในเม็ดเลือด 
ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับรายงานกอนหนาน้ีที่มีการศึกษาพบวายีนในกลุม clip-SP และ clip-SPH ของกุงกุลาดํามีการแสดงออก
มากในเม็ดเลือดเมื่อเทียบกับเน้ือเยื่อสวนอื่นๆ (อวัยะนํ้าเหลือง เหงือก และลําไสเล็ก) (Lin et al., 2006; Sriphaijit et al., 2007) 

เปนที่ทราบกันวา ยีนในกลุม clip-SP ทําหนาที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Jiang and Kanost 2000; 
Jang et al., 2008) และบางยีนมีบทบาทสําคัญใน SP cascade ของระบบ proPO  ดังน้ันการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระบบ
ดวยเทคนิค RNA interference จะทําใหเกิดการลดลงของ PO activity หรือเปนการลดความสามารถในกระบวนการการ
สังเคราะหเมลานิน และเมื่อศึกษาหนาที่ของยีน PmPPAE2 โดยใชเทคนิค RNAi พบวา กุงที่ฉีดดวย dsRNA ของยีน PmPPAE2 มี 
PO activity ลดลง 41% ขณะที่กุงที่ฉีดดวย dsRNA ของยีน PmPPAE1 มี PO activity ลดลง 37% ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญจาก
กุงกลุมควบคุมทั้งสองกลุม (GFP dsRNA และ NaCl) จึงสรุปไดวายีน PmPPAE2 เปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO เชนเดียวกับ
ยีน PmPPAE1 และเมื่อทํา co-silencing ดวย PmPPAE1 dsRNA และ PmPPAE2 dsRNA พรอมกันพบวา สามารถลด PO activity 
ไดประมาณ 41% ซึ่งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับการ silencing ยีนเด่ียว ซึ่งแสดงใหเห็นวาทั้ง 
PmPPAE1 และ PmPPAE2 อาจจะเปนยีนที่อยูใน cascade เดียวกันในระบบ proPO ของกุงกุลาดํา สมมติฐานไดวา ยีนทั้งสอง
อาจจะทําหนาที่แบงไดเปน 2 แบบ กลาวคือ แบบ (1) PmPPAE2 (หรือ PmPPAE1) อาจจะเปน proteinase ที่อยู upstream ของ 
PmPPAE1 (หรือ PmPPAE2) และแบบ (2) PmPPAE1 (หรือ PmPPAE2) อาจจะเปน proteinase ที่ทําหนาที่ activate โปรตีน 
PmproPO2 (หรือ PmproPO1) และ PmPPAE2 (หรือ PmPPAE1) อาจจะเปน proteinase ที่ทําหนาที่ activate โปรตีน PmproPO1 
(หรือ PmproPO2) อยางไรก็ตาม ขอมูลที่ไดสามารถสรุปไดวายีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 เปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO  

การศึกษายีน PPAE ในแมลง Maduca sexta พบ PPAE ถึง 3 ชนิด (PAP1, PAP2 และ PAP3) ที่ทําหนาที่เปลี่ยน inactive 
proPO ใหเปน active PO (Jiang et al., 2003a; 2003b) โดยทํางานรวมกับ cofactor (M. sexta SPH-1 และ SPH-2) (Jiang and 
Kanost, 2000) นอกจากน้ันการศึกษายีนในกลุม clip domain serine proteinase เชน ในแมลง Holotrichaia diomphalia พบยีน 
clip domain serine proteinase 3 ยีน (PPAF-I, -II, and –III) (Lee et al., 1998a; 1998b; Kwon et al., 2000) และพบวากลไกในการ
กระตุน proPO (I และII) ใหอยูในรูป active PO จะผานการทําหนาที่ของยีน PPAF-I รวมกับ PPAF-II (ทําหนาที่เปน cofactor) 
โดยในกระบวนการน้ียีน PPAF-III จะทําหนาที่ตัด PPAF-II ใหอยูในรูป active form ซึ่งทําหนาที่เปน cofactor ของ PPAF-I ใน
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สิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเซียนน้ันมีเพียงกุง crayfish P. leniusculus ชนิดเดียวที่มีการพบและศึกษาหนาที่ของยีน PPAE โดยพบวา
โปรตีนน้ีสามารถกระตุน proPO ใหเปน active PO ได (Cerenius and Söderhäll, 2004; Liu et al., 2007) สําหรับงานวิจัยน้ีเราได
คนพบยีน PPAE ในกุงกุลาดําเพ่ิมขึ้นอีก 1 ชนิด ไดแก ยีน PmPPAE2 

เมื่อทําการทดสอบความสําคัญของยีน PmPPAE2 ตอความอยูรอดของกุงหลังจากที่ถูกกระตุนดวยเช้ือV. harveyi 639 
พบวากุงที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 ทําใหกุงมีอัตราการตายเพ่ิมสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม  เมื่อตรวจสอบจํานวนของเช้ือ V. harveyi ในกุงกุลาดําที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmPPAE2 พบวามีจํานวนเช้ือ
มากขึ้นประมาณ 4 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมกุงที่ฉีดดวย GFP dsRNA ผลจากการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวายีน PmPPAE2 
เปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ proPO และระบบน้ีเปนระบบภูมิคุมกันที่สําคัญตอการอยูรอดของกุงที่ติดเช้ือ V. harveyi 639 

การศึกษาครั้งน้ีไดทําการศึกษาการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 เมื่อเปรียบเทียบการจัดเรียงตัวของยีน
ทั้งสองพบวามีความแตกตางกัน โดยการจัดเรียงตัวของยีน PmPPAE1 ประกอบดวย 10 exon และ 9 intron โดยมี intron ตําแหนง
ที่ 1 และ 2 แทรกอยูระหวาง signal peptide กับ Glycine rich region   intron ตําแหนงที่ 3 และ 4 แทรกอยูภายใน Glycine rich 
region  สวน intron ตําแหนงที่ 5 และ 6 พบใน clip domain และ Proline-rich region ตามลําดับ ขณะที่ intron ที่เหลืออีก 3 
ตําแหนงพบวาแทรกอยูที่บริเวณ SP domain ของยีน  สวนยีน PmPPAE2 ประกอบดวย 8 exon และ 7 intron โดยพบ intron 
ตําแหนงแรกแทรกอยูระหวาง signal peptide กับ clip domain  intron ตําแหนงที่ 2 แทรกอยูใน clip domain  และ intron อีก 5 
ตําแหนงที่เหลือแทรกอยูในบริเวณ SP domain  จากรายงานการศึกษาการจัดเรียงตัวของยีน PAP-1 (Zou et al., 2005), PAP-2 
(Wang et al., 2006a) และ PAP-3 (Zou and Jiang, 2005) ในแมลง M. sexta พบวายีน PAP-1 ประกอบดวย 7 exon และ 6 intron 
สวนยีน PAP-2 และ PAP-3 ประกอบดวย 8 exon และ 7 intron  เมื่อวิเคราะหบริเวณ intron ที่ 1 ของยีน PAP-1, PAP-2 และ PAP-
3 ในแมลง M. sexta พบวา มีความยาวประมาณ 3.9, 1.4 และ 12 kb ตามลําดับ โดยบริเวณ intron ที่ 1 จะแทรกอยูระหวาง signal 
peptide และ clip domain  จากการเปรียบเทียบยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 ของกุงกุลาดํากับยีน PAP-1, PAP-2 และ PAP-3 
ของแมลง M. sexta  เราพบวาในบริเวณ clip domain ของยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 มี intron แทรกอยู 1 ตําแหนง เหมือนกับ
ยีน PAP-2 และ PAP-3 ของแมลง M. sexta ที่มี intron แทรกอยู 1 ตําแหนงของทั้งสอง clip domain ในทั้งสองยีน  ในขณะท่ี
บริเวณดังกลาวของยีน PAP-1 ของแมลง M. sextaไมมี intron แทรกอยู  นอกจากน้ัน พบวาบริเวณ serine proteinase domain ของ
ยีน PmPPAE1 และ PmPPAE2 มี intron แทรกอยู 3 และ 5 ตําแหนง ตามลําดับ  สวนยีน PAP-1, PAP-2 และ PAP-3 ในแมลง M. 
sexta มี intron แทรกอยู 4 ตําแหนงในทั้ง 3 ยีน 

จากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1 และ PmPPAE2 ในตัวออนระยะตาง ๆ 
ของลูกกุง ยังพบวารูปแบบการแสดงออกของยีน PmPPAE1 มีความคลายคลึงกับยีน PmproPO2  และรูปแบบการแสดงออกของ
ยีน PmPPAE2 มีความคลายคลึงกับยีน PmproPO1  ซึ่งจากผลที่ไดสามารถวิเคราะหไดวา PmPPAE1 อาจจะเปน proteinase ที่ทํา
หนาที่ตัดและกระตุนการทํางานของ PmproPO2  ในขณะที่ PmPPAE2 นาจะเปน proteinase ที่ทําหนาที่ตัดและกระตุนการทํางาน
ของเอนไซม PmproPO1  ซึ่งขอมูลเหลาน้ีจะสามารถนําไปใชเปนแนวทางในการศึกษาความสัมพันธระหวางเอนไซม PPAE และ 
proPO ในระบบ proPO ของกุงตอไปได 

5.3 สรุปกลไกการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงกุลาดํา 

ผลจากงานวิจัยทั้งหมดจากโครงการน้ีสามารถสรุปกลไกการกระตุนระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงกุลาดําเมื่อมีเช้ือ
จุลชีพบุกรุก โปรตีนจดจําในตัวกุง ช่ือ PmLGBP ทําหนาที่จับกับผนังเซลลของจุลชีพ เชน LPS จากแบคทีเรียแกรมลบ หรือ β-
glucan จากเช้ือรา สงผลใหเกิดการกระตุนการทํางานของกลุมยีนโพรติเนสท่ีช่ือวา proPO-activating enzyme (PmPPAE1 และ 
PmPPAE2) ทําหนาที่เปลี่ยน prophenoloxidase (PmproPO1 และ PmproPO2) ใหเปนเอนไซม phenoloxidase (PO) ทําหนาที่
สรางเมลานิน (melanization) ในการฆาเช้ือจุลชีพ ดังแสดงในรูปที่ 15 
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รูปท่ี 15 กลไกการทํางานของระบบโพรฟนอลออกซิเดสในกุงกุลาดํา PmLGBP (LPS and beta-glucan binding protein; PmPPAE 
(proPO-activating enzyme) และ PmproPO (prophenoloxidase) 
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Background: LGBP is an important pattern recognition protein (PRP).
Results: PmLGBP binds to �-1,3-glucan and LPS and could enhance the phenoloxidase (PO) activity. Knockdown shrimp
showed decreased PO activity.
Conclusion: PmLGBP functions as a PRP for LPS and �-1,3-glucan in the proPO system.
Significance: PmLGBP is a PRP involved in the proPO system, exhibits LPS and �-1,3-glucan binding activity, and can activate
the proPO system.

The prophenoloxidase (proPO) system is activated upon rec-
ognition of pathogens by pattern recognition proteins (PRPs),
including a lipopolysaccharide- and �-1,3-glucan-binding pro-
tein (LGBP). However, shrimp LGBPs that are involved in the
proPO system have yet to be clarified. Here, we focus on charac-
terizing the role of a Penaeus monodon LGBP (PmLGBP) in the
proPO system. We found that PmLGBP transcripts are
expressed primarily in the hemocytes and are increased at 24 h
after pathogenic bacterium Vibrio harveyi challenge. The bind-
ing studies carried out using ELISA indicated that recombinant
(r)PmLGBP binds to �-1,3-glucan and LPS with a dissociation
constant of 6.86 � 10�7 M and 3.55 � 10�7 M, respectively.
Furthermore, we found that rPmLGBP could enhance the phe-
noloxidase (PO) activity of hemocyte suspensions in the pres-
ence of LPS or �-1,3-glucan. Using dsRNA interference-medi-
ated gene silencing assay, we further demonstrated that
knockdown of PmLGBP in shrimp in vivo significantly
decreased the PmLGBP transcript level but had no effect on the
expression of the other immune genes tested, including shrimp
antimicrobial peptides (AMPs).However, suppression of proPO
expression down-regulated PmLGBP, proPO-activating
enzyme (PmPPAE2), and AMPs (penaeidin and crustin). Such
PmLGBP down-regulated shrimp showed significantly de-
creased total PO activity. We conclude that PmLGBP functions

as a pattern recognition protein for LPS and �-1,3-glucan in the
shrimp proPO activating system.

The innate immune system is important to invertebrates (1),
where cellular immune responses, such as phagocytosis, nodule
formation, and encapsulation, are important in arthropods,
whereas the prophenoloxidase (proPO)3 activation system, the
clotting system, and synthesis of antimicrobial peptides are
important humoral defense mechanisms (1–5). These immune
responses are triggered by the specific recognition of microor-
ganisms by host proteins referred to as pattern recognition pro-
teins (PRPs), which are capable of binding to a variety of micro-
bial cell wall components, referred to as pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs). PAMPs include lipopolysaccha-
ride (LPS), lipoteichoic acid, and peptidoglycan (PGN) from
Gram-negative and Gram-positive bacteria and �-1,3-glucan
from fungi (1, 6).
The melanization cascade is initiated by the activation of the

proPO system and plays key roles in the host defense against
microbial infections in invertebrates (5, 7–9). ProPO activation
can be triggered by PAMPs after their recognition by specific
PRPs, leading to activation of a serine proteinase cascade that
results in the activation of proPO-activating enzymes (PPAEs)
(5). Then, the activated PPAE(s) convert the zymogen proPO to
the functionally active phenoloxidase (PO) by specific proteo-
lytic cleavage. Subsequently, PO catalyzes the formation of qui-
none-reactive intermediates for melanin synthesis at the injury
site or around invading microorganisms (10–12).
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Recognition of invasive pathogens by PRPs is an essential
step for the activation of the proPO system. To date, various
types of PRPs in the proPO system have been reported such as
peptidoglycan recognition proteins (2, 13–20), C-type lectins
(21, 22), �-glucan-binding proteins (bGBPs) (23, 24) and LPS-
and �-1,3-glucan binding proteins (LGBPs) (25–27). In crusta-
ceans, the binding of LGBP to LPS or �-1,3-glucan has been
documented to activate the proPO system of the freshwater
crayfish, Pacifastacus leniusculus (27). In shrimp, several
LGBPs have been cloned and characterized, such as in the blue
shrimpPenaeus stylirostris (28), white shrimp Litopenaeus van-
namei (29), Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis (30, 31)
and kuruma shrimp Marsupenaeus japonicus (32). In the
shrimp Penaeus monodon, a PRP was initially identified as a
bGBP, based on its binding activity to �-glucan but not to LPS
(33).
However, shrimp LGBPs that are involved in the proPO

system have yet to be clarified. Previously, two proPOs
(PmproPO1 and PmproPO2) and two PPAEs (PmPPAE1 and
PmPPAE2) genes from P. monodon were functionally charac-
terized and shown to both function in the proPO system and be
important components in the P. monodon shrimp immune sys-
tem (34–36). Therefore, in the present study, the molecular
characterization of a PRP in the shrimp P. monodon proPO
system is described. The transcript expression profiles in vari-
ous tissues and in response to the pathogenic bacterium,Vibrio
harveyi, were examined, as were the binding activity and the
proPO activation of the recombinant (r) protein. The protein
was named PmLGBP and its involvement in the proPO system
was elucidated.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Shrimp and Sample Preparation—Healthy black tiger
shrimp (P. monodon) with an average wet weight of 15 g were
maintained in aerated seawater (20 ppt) for a week prior to the
experiment. To determine the tissue expression pattern of
PmLGBP transcripts, six different tissues (hemocytes, hepato-
pancreas, gill, lymphoid organ, intestine, and heart tissue) from
three shrimp were separately collected as described previously
(34). All samples were then stored at�80 °C until used for RNA
isolation. In the immune challenge experiments, shrimp were
injected with a V. harveyi suspension of 106 colony-forming
units (cfu) in 50 �l of sterile 0.85% (w/v) sodium saline solution
(SSS) into the last abdominal segment of each shrimp. SSS-
injected (same volume) shrimp were used as the control group.
The experimental shrimp were reared in seawater tanks, and
the hemocyte cell pellets (see above) of three individual shrimp
at 0, 6, 12, 24, 48, and 72 h postinjection (hpi) were randomly
collected for RNA extraction.
Total RNA Isolation and cDNA Synthesis—Total RNA was

isolated from each of the various tissues of P. monodon using
the TRI Reagent� (Molecular Research Center) according to
the manufacturer’s protocol. First-strand cDNA synthesis was
carried out based on the ImProm-IITM Reverse Transcriptase
System kit (Promega) according to the manufacturer’s instruc-
tionswith 1.5�g of theDNase I-treated total RNAand 0.5�g of
oligo(dT)15 primer. The cDNAs were stored at �80 °C until
required for RT-PCR analysis.

Cloning of PmLGBP—Gene-specific primers were designed
from nucleotide sequence of PmLGBP (accession number
JN415536) to amplify the complete coding region by RT-PCR.
PCR amplification of PmLGBP from the cDNA of hemocyte
was carried out using the primer pair 5PmLGBP-F and 3PmL-
GBP-R for PmLGBP (Table 1) with PfuDNA polymerase (Pro-
mega). The purified PCR products were cloned and direct
sequenced in both directions to obtain the complete coding
sequence.
PmLGBP Transcript Expression Analysis—The expression

profile of PmLGBP transcripts in different shrimp tissues
was performed by semiquantitative RT-PCR using the gene-
specific primers PmLGBPi-F/-R (Table 1). A partial fragment
(149 bp) of the elongation factor 1� (EF1�) genewas also ampli-
fied using the EF1�-F/-R primers (Table 1) to serve as an inter-
nal reference control for normalization. The amplification
reaction and PCR temperature profiles were determined as
described previously (37). The amplified products were then
separated by agarose gel electrophoresis.
PmLGBP Transcript Expression Patterns in Response to V.

harveyi Challenge—Real-timeRT-PCRwas performed using an
iCycler-iQTM system (Bio-Rad) with SYBR Green I dye detec-
tion (Bio-Rad). The PCR and thermal profile were then per-
formed as described previously (38) using thePmLGBP-specific
primers, PmLGBP-F2 and PmLGBP-R2 (Table 1) to amplify a
product of 200 bp. The EF1� was also amplified as an internal
reference control. All real-time PCR analysis was performed in
triplicate per sample. Dissociation curve analysis of the ampli-
fication products was performed at the end of each PCR to
confirm that only one PCRproduct was amplified and detected.
The Ct values of amplicons from V. harveyi-infected shrimp
samples at each time point were normalized to those from the
SSS-injected control shrimp using the mathematical model of
Pfaffl (39) to determine the relative expression ratio.
Construction and Expression of Recombinant (r)PmLGBP

Protein—A gene fragment encoding the mature peptide of
PmLGBP was amplified using Pfu DNA polymerase with the
specific primers PmLGBPexp-F/-R that contain 5�-flanking
EcoRI andXhoI restriction enzyme sites, respectively (Table 1).
The purified PCR product was digested with EcoRI and XhoI,
ligated into the EcoRI/XhoI sites of the pET28b(�) expression
vector (Novagen), and transformed into competent Escherichia
coli JM109. The positive clones were confirmed by nucleotide
sequencing. The selected recombinant plasmid (pET28b-PmL-
GBP) was transformed into E. coli Rosetta (DE3)-pLysS cells
(Novagen) for recombinant protein expression and then
induced with 1mM isopropyl 1-thio-�-D-galactopyranoside. At
6 h after induction, cells were harvested by centrifugation at
8,000 rpm for 15 min. The pellets were resuspended in 20 mM

Tris-HCl (pH8.0) anddisrupted by anultrasonic oscillator. The
rPmLGBP protein was purified and refolded as described pre-
viously (40). The rPmLGBP protein preparation was evaluated
for purity through SDS-PAGE. The concentration of the rPm-
LGBP protein was quantified by the Bradford assay. For West-
ern blot analysis, the rPmLGBP protein sample was resolved on
a SDS-polyacrylamide gel as above and then electroblotted onto
a PVDF membrane (Amersham Biosciences). The membrane
was blocked by incubation in Tris buffer solution (TBS: 137mM
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NaCl, 3 mM KCl, 25 mM Tris-HCl (pH 7.6)) containing 0.05%
(v/v) Tween 20 (TBST) and 5% BSA and then probed with a
1:10,000 dilution of the mouse anti-His tag monoclonal anti-
body (GenScript) in TBS, washed twice in TBST, and probed in
a 1:10,000 dilution of the alkaline phosphatase-conjugated rab-
bit anti-mouse IgG (Sigma) secondary antibody in TBS. The
alkaline phosphatase antibody-protein band complex was
detected by incubation in bromo-4-chloro-3-indolyl phos-
phate/nitro blue tetrazolium as the chromogenic substrate.
Binding Assay of rPmLGBP—The PAMPs binding assay was

performed according to Yu et al. (22) with some modification.
Briefly, 20 �g of LPS from E. coliO127:B8 (Sigma, L4130), lam-
inarin (�-1,3-glucan, L9634) from Laminaria digitata (Sigma)
and soluble Lys-type PGN from Staphylococcus aureus (Invivo-
Gen) in 100 �l of TBS were used to coat each well of a 96-well
microtiter plate (Costar) and air-dried overnight at 37 °C. The

plate was incubated at 60 °C for 1 h to fix the ligands, and the
wells were then blocked with 200 �l of 1 mg/ml BSA in TBS at
37 °C for 2 h. After washing (see below), 100 �l of rPmLGBP
(0–10 �M in TBS) was added to each well and incubated for 3 h
at room temperature. After washing (see below), the bound
protein was detected immunochemically. First, 100 �l of a
1:10,000 dilution of the mouse anti-His tag monoclonal anti-
body in TBS was added and incubated at 37 °C for 3 h, washed,
and then incubated for 3 h with 100 �l of alkaline phosphatase-
conjugated rabbit anti-mouse IgG (diluted 10,000-fold in TBS)
as the second antibody. After each stage above the wells were
washed four times with TBST (TBS with 0.1% (v/v) Tween 20)
for 15 min and once with 0.5 mM MgCl2/10 mM diethano-
lamine. Finally, after the last wash, 50�l of p-nitrophenyl phos-
phate (1.0 mg/ml in the diethanolamine buffer) was added to
each well and incubated at room temperature for 30 min. The

TABLE 1
Nucleotide sequences of the primers used

Primer Sequence (5�– 3�) GenBank accession number

Cloning and recombinant protein expression
LGBP
5PmLGBP-F 5�-TTCTTATCCACAGCAGGATG-3� JN415536
3PmLGBP-R 5�-TATTACAGTTTAGTGGAAGGATTTA-3� JN415536
PmLGBPexp-F 5�-CATGCCATGGCAGACATCGTGGAGCCCGA-3� JN415536
PmLGBPexp-R 5�-GCCTCGAGCTAATGATGATGATGATGATGC JN415536

TGCTCGGTGCTCTCCATCT-3�

Real-time PCR and semiquantitative RT-PCR analysis
LGBP
PmLGBP-F2 5�-TCGACAACGATATCTGGGA-3� JN415536
PmLGBP-R2 5�-CCCGCGGCCGTTCATGCCCCAC-3� JN415536

Prophenoloxidase
PO1RT-F 5�-GGTCTTCCCCTCCCGCTTCG-3� AF099741
PO1RT-R 5�-GCCGCAGGTCCTTTGGCAGC-3� AF099741
PO2RT-F 5�-GCCAAGGGGAACGGGTGATG-3� FJ025814
PO2RT-R 5�-TCCCTCATGGCGGTCGAGGT-3� FJ025814

Prophenoloxidase-activating enzyme
PmPPAE1-F 5�-ATGAAGGGCGTGACGGTGGTTCTATG-3� FJ595215
PmPPAE1-R 5�-CTCTTCTTCAAGCTCACCACTTCTATCT-3� FJ595215
PPAE2-F 5�-ATGCACTACCGGGTTCCCACGATC-3� FJ620685
PPAE2-R 5�-CTAAGGTTTGAGATTCTGCACG-3� FJ620685

Penaeidin
PEN3-F 5�-GGTCTTCCTGGCCTCCTTCG-3� FJ686016
PEN3t-R 5�-TTTGCATCACAACAACGTCCTA-3� FJ686016

Crustin-like peptide
Crus72-F 5�-CGGCAGGTGTCCACAGATTCG-3� EF654658
Crus72-R1 5�-AATTGATGAGTCGAACATGCAGGCCTAT-3� EF654658

Single WAP domain-containing protein
SWDPm2-F 5�-CGGCATCATCACCACGTGCGAG-3� EU623980
SWDPm2-R 5�-TCAGTAACCTTTCCAGGGAGAC-3� EU623980

Lysozyme
PmLyzc-F 5�-GCGGCAGCGATTATGGCAAG-3� GQ478702
PmLyzc-R 5�-TTGGAACCACGAGACCAGCACT-3� GQ478702

Toll receptor
PmToll-F 5�-GAATGCTTCCTCGGGTCTGC-3� EF117252
PmToll-R 5�-GCTCAGCCATGACGAGATTC-3� EF117252

EF1�
EF1�-F 5�-GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC-3�
EF1�-R 5�-CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG-3�

Gene silencing
LGBP
PmLGBPi-F 5�-AGGGCTTCGTAGCGTCGGTC-3� JN415536
PmLGBPi-R 5�-CGAAGGAACCTGTATTTGCT-3� JN415536
T7PmLGBPi-F 5�-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGA JN415536

GGGCTTCGTAGCGTCGGTC-3�
T7PmLGBPi-R 5�-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGC JN415536

GAAGGAACCTGTATTTGCT-3�
GFP
GFP-F 5�-ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3� U55761
GFP-R 5�-TTACTTGTACAGCTCGTCCA-3� U55761
GFPT7-F 5�-TAATACGACTCACTATAGGATGGTG U55761

AGCAAGGGCGAGGA-3�
GFPT7-R 5�-TAATACGACTCACTATAGGTTACTT U55761

GTACAGCTCGTCCA-3�
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reaction was stopped by the addition of 0.4 M NaOH (100 �l),
and the absorbance was measured with an ELISA reader at 405
nm. Wells with 0 �M rPmLGBP protein (100 �l of TBS) were
used as the negative control (blank). The apparent dissociation
constant (Kd) values were calculated using Prism 5.00 software
(GraphPad software) with a one-site binding model and non-
linear regression analysis, asA�Amax[L]/(Kd � [L]), whereA is
the absorbance at 405 nm and [L] is the concentration of the
rPmLGBP protein.
ProPO Activation Assay of the rPmLGBP Protein—To inves-

tigate the potential involvement of PmLGBP in the shrimp
proPO system, the PO activity was determined by measuring
the oxidation of L-DOPA to dopachromes as described (34).
HLS was prepared as described (35). For the PO activation
assay, HLS (250 �g) was added to a LPS (0.1 �g/ml), �-1,3-
glucan (laminarin) (0.1 �g/ml), or PGN (0.1 �g/ml) solution
with or without rPmLGBP protein (4 �M), and then incubated
at room temperature for 30 min. Subsequently L-DOPA (3
mg/ml) was added to each reaction and incubated at room tem-
perature for 30 min. The absorbance at 490 nm was then mea-
sured using a spectrophotometer.
In Vivo Gene Silencing and Semiquantitative RT-PCR

Analysis—Double-stranded RNAs (dsRNAs) were generated
and purified as described previously (34) using the T7 Ribo-
MAXTM Express Large Scale RNA Production Systems (Pro-
mega) with the PmLGBP gene-specific primers T7PmLGBPi-
F/-R and PmLGBPi-F/-R (Table 1). For dsRNA-mediated gene
silencing, the dsRNAs solution of PmLGBP (5�g/g shrimp, wet
body weight) in 25 �l of SSS was intramuscularly injected into
P. monodon shrimp (�3 g, fresh weight). For a sequence-inde-
pendent dsRNA control, shrimp were injected with GFP
dsRNA at the same concentration, whereas shrimp in the han-
dling control group were injected with 25 �l of SSS only. At 24
hpi, a second repeat injection of dsRNA (5�g/g) or SSS into the
shrimp was repeated but together with 20 �g of LPS (E. coli
0111:B4 (Sigma) and laminarin (�-1,3-glucan (Sigma)). Shrimp
were reared for a further 48 h after the second dsRNA injection
prior to RT-PCR analysis.
To determine the efficiency of the PmLGBP gene knock-

down, the total RNA extraction from the hemocytes of the
knockdown and control group shrimp was extracted and
reverse transcribed into cDNA.The efficiency ofPmLGBPgene
silencing was then analyzed by semiquantitative RT-PCR using
the gene-specific PmLGBPi-F/-R primer pair (Table 1). All
PCRs and amplification steps were performed (see above),
including the use of the EF1� fragment as an internal control
for cDNA template normalization. The PmLGBP protein level
of knockdown shrimp was estimated by performing immuno-
blotting analysis with a crayfish LGBP antibody (27) (kindly
provided by Prof. K. Söderhäll and Dr. K. Sritunyalucksana).
Hemolymph PO Activity of PmLGBP Knockdown Shrimp—

To investigate the involvement of PmLGBP in the shrimp
proPO system, hemolymph collected from the PmLGBP
knockdown and the two control group shrimp (GFP dsRNA
and SSS-injected) at 48 h after the second dsRNA or SSS injec-
tion was analyzed for its PO activity levels using L-DOPA as the
substrate, as reported previously (34). The hemolymph PO
activitywas defined in terms of�A490/mg total protein/min. All

experiments were performed in triplicate. Statistical analysis
was performed using the one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Duncan’s test.
Effect of PmLGBP Gene Silencing on Expression of Other

Immune Genes—The effect of the dsRNA-mediated PmLGBP
gene silencing on the transcript expression level of other
immune genes was checked by RT-PCR amplification with
gene specific primers for the P. monodon shrimp antimicrobial
peptides (penaeidin, PEN3 [FJ686016]; crustin-like peptide,
Crus-likePm [EF654658]; single WAP domain-containing
protein, SWDPm2 [EU623980]; and lysozyme, PmLyzc
[GQ478702]); the shrimp proPO-associated genes (PmproPO1
[AF099741], PmproPO2 [FJ025814], PmPPAE1 [FJ595215],
and PmPPAE2 [FJ620685]); and the Toll receptor (EF117252)
(Table 1). Amplification of the EF1� fragment served as the
internal control for cDNA template normalization.

RESULTS

Sequence Characterization of PmLGBP cDNA—The ORF of
PmLGBP, comprising a putative signal peptide of 17 amino acid
residues and a mature peptide of 349 amino acid residues
(accession number JN415536), themature peptide having a cal-
culated molecular mass and isoelectric point (pI) of 39.8 kDa
and 4.28, respectively. Protein sequence characterization of
PmLGBPby the SMARTprogram revealed a conserved domain
that could be classified as glycoside hydrolase family 16 at
amino acid positions 79–290. This comprised a polysaccharide
binding, glucanase, and �-glucan recognition motifs. In addi-
tion, two integrin recognition motifs (RGD) at positions 106
and 157 and two putative N-glycosylation sites (NRS; NLS) at
positions 66 and 318, respectively, were also found. The
BLASTX results showed that PmLGBP significantly matched
with the bGBP cDNA from P. monodon (AF368168; 99% amino
acid sequence identity), suggesting that PmLGBP is the same
gene as that reported previously (33). However, PmLGBP dis-
plays the highest amino acid sequence similarity to the crusta-
cean LGBPs (81–95% identities). Moreover, amino acid
sequence comparison of PmLGBP with kuruma shrimp M.
japonicus LGBP (32) indicated that PmLGBP contained the
conserved motifs for a potential polysaccharide binding, gluca-
nase, and �-glucan recognition motifs, and so PmLGBP likely
belongs to the family of crustacean LGBPs.
PmLGBP Transcript Is Expressed in Hemocytes and Up-reg-

ulated in Response to Gram-negative Bacterium V. harveyi—
Based on the semiquantitative RT-PCR results, using the EF1�
transcript as an internal control for normalizing the total RNA
samples, the PmLGBP mRNA transcript is specifically
expressed in shrimp hemocytes, with no detectable transcript
expression in the other five shrimp tissues tested (Fig. 1A).
SYBR Green-based real-time PCR was carried out to analyze
the temporal expression after V. harveyi infection in hemo-
cytes. After systemic V. harveyi infection, the mRNA expres-
sion of PmLGBP decreased slightly (0.33- and 0.34-fold) below
the control level at 6 and 12 hpi, respectively, but at 24 hpi it
dramatically increased to 4.77-fold higher than that at 0 hpi,
before returning back to normal expression levels at 48 and 72
hpi (Fig. 1B). Thus,PmLGBP is expressed in the hemocytes (Fig.
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1A), and its expression level in that tissue is transiently signifi-
cantly up-regulated after V. harveyi infection (Fig. 1B).
Expression and Enrichment of rPmLGBP—The mature rPm-

LGBP protein was successfully expressed in E. coli cells. The
rPmLGBP protein, after enrichment and refolding, appeared as
a single band with an estimated molecular mass of �40 kDa
after SDS-PAGE resolution (data not shown).Western blotting
with the anti-His antibody revealed a single band of the same
apparent size (data not shown). Thus, the rPmLGBP was likely
to have been enriched to apparent homogeneity.
PmLGBP Binds to Both LPS and �-1,3-Glucan (Laminarin),

but Not Peptidoglycan—To determine whether PmLGBP pos-
sesses the properties of a PRP, the binding activity of the puri-
fying rPmLGBP protein with three different types of PAMPs,
namely LPS, �-1,3-glucan, and Lys-type PGN, was performed
by ELISA. As shown in Fig. 2, the rPmLGBP bound to LPS and
�-1,3-glucan (laminarin) directly in a concentration-depen-
dent manner and with a saturable process. However, the rPm-
LGBP did not exhibit any detectable binding activity to the
Lys-type PGN (data not shown). The apparent dissociation
constant (Kd) of the rPmLGBP to LPS and �-1,3-glucan, cal-
culated from the saturation curve fitting according to the
one-site bindingmodel, was 3.55� 1.03� 10�7 M and 6.86�
1.86 � 10�7 M, respectively (Fig. 2). These data support that
rPmLGBP is a PRP that can bind specifically to both LPS and
�-1,3-glucan.
PmLGBP Enhanced Phenoloxidase Activity after �-1,3-Glu-

can or LPSBinding inVitro—Tounderstand themechanisms of
PAMPbinding andproPOactivation, incubation ofHLS,which
contains zymogen proteins involved in the proPO system, with
rPmLGBP together with PAMP was investigated. In the pres-

ence of either laminarin (a �-1,3-glucan) or LPS, but not in the
present of PGN (Fig. 3D) or in their absence, rPmLGBP signif-
icantly enhanced the PO activity of HLS by 72% (Fig. 3B) and
88% (Fig. 3C), respectively, compared with the control groups
(nonactivated HLS; Fig. 3A). On the other hand, incubation of
HLS with either laminarin or LPS in the absence of rPmLGBP
showed only a numerically slightly higher PO activity than the
control group, which was not statistically significant (p	 0.05).
Effect of in Vivo Gene Silencing of PmLGBP and PmproPO on

Expression of Shrimp Immune Genes—To investigate the
involvement of PmLGBP in the shrimp proPO system, dsRNA-
mediated gene knockdown of PmLGBP transcripts was per-
formed. The semiquantitative RT-PCR analysis showed that
thePmLGBP transcript level was specifically decreased inPmL-
GBP-silenced shrimp, whereas injection of theGFP dsRNAhad
no significant effect on the transcript levels of PmLGBP com-
pared with the SSS-injected control shrimp (Fig. 4A). Immuno-
blotting results suggested PmLGBP dsRNA also could suppress
PmLGBP at the protein level (Fig. 4B).
To examine the effect, if any, of PmLGBP transcript expres-

sion disruption on the expression of other immune genes,
cDNA samples that exhibited a PmLGBP gene silencing were
analyzed further by RT-PCR for the transcript expression levels
of the other genes. Silencing of the PmLGBP gene had no sig-
nificant effect on the transcript expression levels of any of the

FIGURE 1. PmLGBP transcript is expressed in the hemocyte and increased
post V. harveyi infection. A, tissue distribution analyses of PmLGBP tran-
scripts by semiquantitative RT-PCR in the hemocytes (HC), hepatopancreas
(HP), gills (G), lymphoid organs (L), intestines (I), and heart (HT). Gel images
shown are representative of those seen from two independent replication
samples and PCRs. B, relative expression of PmLGBP transcripts in the hemo-
cytes of V. harveyi-injected shrimp as evaluated by SYBR Green real-time PCR
at the indicated times. Relative expression levels of mRNA were calculated
according to Pfaffl (39), using EF1� as the internal reference gene. The aver-
age relative expressions are representative of three independent repeats � 1
S.D. (error bars).

FIGURE 2. Binding of the rPmLGBP protein to the two microbial cell wall
components, LPS and laminarin (�-1,3-glucan). Data show the quantita-
tive binding of rPmLGBP (0 –10 �M) to immobilized LPS or �-1,3-glucan, as
determined by ELISA. Data are shown as the mean � 1 S.D. (error bars) of three
individual experiments. The data were curve-fitted using a single-site binding
model with R2 � 0.94 for LPS (Kd � 3.55 � 1.03 � 10�7

M) and R2 � 0.94 for
�-1,3-glucan (Kd � 6.86 � 1.86 � 10�7

M).
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other tested P. monodon shrimp genes from the proPO system
(PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1, and PmPPAE2), antimi-
crobial peptides (PEN3,Crus-likePm, SWDPm2, and lysozyme)
or the Toll receptor (Fig. 5).

Furthermore, we performed the gene silencing of proPO
genes (PmproPO1 and PmproPO2) (34) and also examined the
effect of gene silencing on the gene expression levels of immune
genes. We found that the knockdown of proPO genes signifi-
cantly decreased the transcription of two genes in proPO sys-
tem (PmLGBP and PmPPAE2) and two antimicrobial peptides
(PEN3 and Crus-likePm) (Fig. 5). This result suggests that the
proPOs not only contributes to control the expression of genes
in proPO cascade but also AMPs in shrimp.
Double Strand RNAi-mediated Knockdown of PmLGBP

Transcript Resulted in Reduction of Hemolymph Phenoloxidase
Activity—Todetermine the importanceof any role ofPmLGBP in
the shrimpproPO system, the hemolymph fromPmLGBPknock-
down shrimp was subjected to a PO activity assay. A significant
reduction in the PO activity to 53% of that of the control (PAMP-
stimulated shrimp) was observed in the PmLGBP knockdown
shrimp, whereas no significant change in the PO activity (101%)
was observed in the GFP dsRNA injected shrimp (Fig. 6). The
results of basal PO activity in normal (PAMP-unstimulated)
shrimp clearly showed no significant difference of PO activities of

FIGURE 3. Enhancement of PO activity by laminarin or LPS in the presence of rPmLGBP. The proPO activation of shrimp HLS by rPmLGBP alone (A) or after
preincubation in vitro with �-1,3-glucan (laminarin) (B), LPS (C), or PGN (D). PO activity was defined as �A490/mg of total protein per min. The data are shown as
the mean � 1 S.D. (error bars) and are derived from three independently replicated experiments. Means with a different lowercase letter (above each bar) are
significantly different at the p 
 0.05 level.

FIGURE 4. RNAi-mediated suppression of PmLGBP resulted in a reduction
of PmLGBP transcript and protein levels of P. monodon. The efficiency of
dsRNA-mediated gene silencing of PmLGBP transcripts (A) and proteins (B)
after the dsRNA injection was examined using semiquantitative RT-PCR and
Western blot analysis. Shrimp injected with GFP dsRNA in SSS or with SSS
alone served as controls. EF1� was used as the internal reference gene for
RT-PCR whereas �-actin was used as a loading control for Western blot anal-
ysis. In the shown gel, the lanes for each condition represent the results from
individual shrimp.
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both normal shrimp and PmLGBP knockdown shrimp (Fig. 6).
Thus, PmLGBP is a PRP member that functions in the shrimp
proPO system.

DISCUSSION

The proPO system is an important component of the
immune reaction in the host defense against microbial or par-
asitic infections in many arthropods (5, 8, 9). The first process
of the proPO system is to detect the PAMPs, such as LPS, lipo-
teichoic acid, �-1,3-glucan and PGN molecules of the patho-
gens. LGBP is an important PRP in crustaceans. In crayfish,
LGBP has been demonstrated to be a required PRP for the acti-
vation of the proPO system (27). However, the role of shrimp
LGBPs in the proPO activating system is still somewhat elusive
and poorly elucidated.
In the black tiger shrimp, P. monodon, the first LGBP gene

(previously named bGBP) was reported to be constitutively
expressed in the hemocyte and to exhibit binding to �-1,3-glu-
can but not to LPS (33). In this study, we report on the further
functional characterization of the LGBP from P. monodon
(PmLGBP). After analysis, we found that the high nucleotide
and deduced amino acid sequence identity (99%) of PmLGBP
and the previously reported bGBP from P. monodon (33) sug-
gest that they are allelic variants of the same gene.
In crustaceans, hemocytes play an important role in the

immune response against pathogens. Several defense mole-
cules in the shrimp proPO system are synthesized in hemo-

FIGURE 6. RNAi-mediated silencing of PmLGBP gene significantly
decreased the hemolymph PO activity in shrimp. Hemolymph was col-
lected at 48 h after the second dsRNA (or SSS) injection. The PO activity of
normal shrimp hemolymph was used as the basal activity in PAMP-unstimu-
lated shrimp. The total hemolymph PO activity was defined as �A490/mg of
total protein per min. The data are shown as the mean � 1 S.D. (error bars) and
are derived from three independently replicated experiments. Significant dif-
ference compared with control is indicated by an asterisk (p 
 0.05).

FIGURE 5. Effect of RNAi-mediated suppression of PmLGBP and PmproPOs on gene expression of the shrimp antimicrobial peptides, proPO-associ-
ated gene, and Toll receptor after. The effect of gene knockdown on the expression level of P. monodon shrimp antimicrobial peptide transcripts (PEN3,
Crus-likePm, SWDPm2, and lysozyme), genes involved in the proPO system (PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1, and PmPPAE2), and the Toll receptor were
evaluated by semiquantitative RT-PCR using the gene-specific primers for each gene (Table 1). EF1� served as the internal reference gene to normalize the
amount of cDNA template. The average relative expressions are representative of three independent repeats �1 S.D. (error bars). Significant difference
compared with control is indicated by an asterisk (p 
 0.05).
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cytes, including the proPOgenes (34) and PPAEs (35, 36). In the
present study, semiquantitative RT-PCR analysis revealed that
PmLGBP transcripts were only detected in hemocytes, consis-
tent with that reported previously for bGBP in P. monodon (a
likely allelic variant of PmLGBP) (33). In other crustacean spe-
cies, where the tissue distribution of LGBP has been investi-
gated, LGBP transcripts are expressedmainly in the hemocytes
of crayfish (27) and shrimp (29–32). Moreover, in shrimp F.
chinensis both LGBP mRNA and protein were reported to be
synthesized mainly in the granular hemocytes and located on
the hemocyte surface, respectively (30).
In the present study, the response of PmLGBP expression to

systemic infection with the Gram-negative bacteria V. harveyi
was investigated. The expression of PmLGBP mRNA did not
significantly change at 6–12 hpi, butwas increased significantly
(4.77-fold) at 24 hpi and then dropped to near the initial level at
48–72 hpi. Similarly, the P. monodon LGBP (bGBP) showed no
change in transcriptional levels within 12 h after heat-killed V.
harveyi and curdlan (a �-1,3-glucan) injection (33). Moreover,
in M. japonicus, LGBP mRNA was up-regulated in hemocytes
at 12–48 h after LPS challenge (32). In contrast, in L. vannamei,
LGBP transcript levels were significantly up-regulated in
hemocytes at 3 and 6 hpi and then returned to the original level
at 12–24 hpi with live Vibrio alginolyticus (29). In F. chinensis,
FcLGBP was significantly up-regulated at 6 hpi but returned to
the original level at 12–24 hpi with a mixture of heat-killed V.
anguillarum and S. aureus (31). The differences in LGBP tran-
script expression could be due to variations between the
response to live and dead pathogen cells or to different micro-
organisms and so cell wall components, in addition to differ-
ences between host species or strains.
PRP receptors are essential molecules that have an ability to

recognize and initiate the host defense mechanism, especially
in the activation of the proPO cascade in many invertebrate
species. However, in shrimp, no PRPs that activate the proPO
system have been described. LPS and PGN are the major cell
wall components of Gram-negative and Gram-positive bacte-
ria, respectively, whereas �-1,3-glucan is amajor component of
fungal cell walls. In crustaceans, including shrimp and crayfish,
the activation of the proPO system can be triggered upon rec-
ognition of LPS, PGN, and �-1,3-glucans (27, 41). To investi-
gate the binding activity of PmLGBP to these microbial elici-
tors, we examined the binding activity of rPmLGBP to LPS,
PGN, and �-1,3-glucan and found a high affinity binding to
both LPS and �-1,3-glucan, but not to the L-lysine-type PGN.
Thus, PmLGBP may only serve as a PRP receptor for LPS and
�-1,3-glucan. According to the assumption of a single-site
binding model, the apparent Kd value of rPmLGBP for LPS
(Kd � 3.55� 1.03� 10�7 M) is approximately 2-fold lower than
that of �-1,3-glucan (Kd � 6.86 � 1.86 � 10�7 M), and so the
binding of rPmLGBP to LPS is �2-fold tighter than to �-1,3-
glucan. These binding constants are in broad agreement with
the Kd values obtained from other known PRPs that have pre-
viously been reported to be involved in the activation of the
proPO system, including theKd values obtained from theMan-
duca sexta �-1,3-glucan-recognition protein (Kd � 1.5 � 10�6

M for Saccharomyces cerevisiae and 1.2� 10�6 M forE. coli) (42)

and M. sexta microbe-binding protein (Kd � 3.77 � 0.90 �
10�8 M for LPS) (43).

In contrast, P. monodon LGBP (as bGBP) was reported to
bind to �-1,3-glucan only and not LPS when using a pulldown
assay (33). However, it is unclear whether this apparent differ-
ent LPS binding activity is due to the different experimental
assay systems used. In comparison, the results presented here
correlate well with the binding data of the LGBPs from other
crustacean species. In the crayfish P. leniusculus, a purified
LGBP protein exhibited binding activity to both LPS and �-1,3-
glucans (laminarin and curdlan) but could not bind to PGN
(27). InF. chinensis, rLGBP exhibited a stronger binding activity
toGram-negative bacteria (Klebsiella pneumoniae) than that of
E. coli, or Gram-positive bacteria (Micrococcus luteus and
Bacillus megaterium) and yeast (Pichia pastoris) (30). In the
scallop Chlamys farreri, rLGBP exhibited a strong binding to
LPS and �-1,3-glucan and a moderate binding to PGN and also
showed an agglutination activity toward the Gram-negative
bacteria E. coli, the Gram-positive bacteria B. subtilis, and
the fungus P. pastoris (44). Significantly, all of these data indi-
cate that LGBP functions as a PRP in invertebrates and that the
binding of these proteins is involved in the recognition of invad-
ing microorganisms to activate the host immune defense and
the proPO-activating system.
To confirm that rPmLGBP could activate PO activity, the

rPmLGBP protein was incubated with either LPS or �-1,3-glu-
can, where it was found to trigger the PO activity in HLS (cell-
free hemolymph) in the presence of LPS or �-1,3-glucan. In
accord, the LGBP protein from the crayfish P. leniusculus was
reported to bind to both LPS and�-1,3-glucan and activates the
proPO system (27). Sequence alignment of the shrimp PmL-
GBP and the crayfish PlLGBP indicated that the amino acid
sequence of the domains that are believed to be responsible for
LPS and �-1,3-glucan binding are highly conserved. These
regions are composed of the polysaccharide bindingmotif, glu-
canase motif, and �-glucan recognition motif (32). Recently,
two serine proteinase homologues (PlSPH1 and PlSPH2) and
PlLGBP from P. leniusculus have been reported to be involved
in the PGN-induced proPO activation, and that PlSPH1 may
act as a PGN-binding protein and PlSPH2 and PlLGBP proba-
bly function as cofactors in a PGN-binding complex (41). In the
insectM. sexta, immulectin-2 specifically binds with LPS and is
involved in stimulating the proPO activation system (45).
Moreover, a �-1,3-glucan recognition protein and a �-1,3-glu-
can recognition protein-2 ofM. sextawere found to bind and to
aggregate the bacterial and fungal cell wall components and to
stimulate the proPO pathway (42, 46). In addition, microbe-
binding protein, a �-1,3-glucanase-related protein from M.
sexta, specifically binds to lipoteichoic acid, LPS, and a diamin-
opimelic acid-type PGN from E. coli and B. subtilis, and this
binding is involved in triggering the insect proPO system (43).
Consistent with this is that in this study reported here in P.
monodon, the knockdown of PmLGBP transcript levels signifi-
cantly decreased the enzymatic PO activity. Overall, our data
support that PmLGBP functions as a PRP that can recognize
LPS and �-1,3-glucan and activate the proPO system.

InDrosophila, theGram-negative-bindingprotein1 (GNBP1), a
PRP, is required for Toll activation in response to Gram-posi-
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tive bacterial infection. Silencing of GNBP1 reduces the induc-
tion of Drosomycin, an antifungal peptide, after Gram-positive
bacteria infection but not after fungal infection (47). In the
shrimp L. vannamei, knockdown of the Toll-like receptor did
not significantly alter the transcript expression levels of a crus-
tin antimicrobial peptide (48). In this study, RNAi treatment
significantly repressed the mRNA expression of PmLGBP, but
this had no apparent affect on the expression level of any of the
immune defense genes (antimicrobial peptides, proPO system,
and Toll receptor) tested in this study. These results suggest
that the expression of these antimicrobial peptides is indepen-
dent of PmLGBP signaling pathway or that these are redundant
and that the expression of these genes is compensated through
alternative signaling pathways of PRPs. Surprisingly, mRNA
expressions of some genes in proPO cascade, and antimicrobial
peptides were significantly decreased in proPO gene-silenced
shrimp,which is consistentwith the previous report (49), which
demonstrated that silencing of kuruma shrimpproPO results in
down-regulation of AMP transcripts (penaeidin, crustin, and
lysozyme). The down-regulated expression of these genes in
proPO-silenced shrimp illustrated that proPO are not only
involved in expression of genes in proPO cascade but also in
antimicrobial peptide.
In conclusion, our in vitro and in vivo results clearly demon-

strate for the first time that PmLGBP is a PRP involved in the
shrimp proPO system, exhibits LPS and �-1,3-glucan binding
activity, and can activate the proPO system.
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nzyme and its role in PO activation

alaiporn Charoensapsri a, Piti Amparyupa,b, Ikuo Hironoc, Takashi Aokic, Anchalee Tassanakajona,∗

Center of Excellence for Molecular Biology and Genomics of Shrimp, Department of Biochemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University,
54 Phayathai Road, Bangkok 10330, Thailand
National Center for Genetic Engineering and Biotechnology (BIOTEC), National Science and Technology Development Agency (NSTDA),
13 Paholyothin Road, Klong1, Klong Luang, Pathumthani 12120, Thailand
Laboratory of Genome Science, Tokyo University of Marine Science and Technology, Konan 4-5-7, Minato-ku 108-8477, Japan

r t i c l e i n f o

rticle history:
eceived 3 August 2010
eceived in revised form 2 September 2010
ccepted 2 September 2010
vailable online 20 September 2010

eywords:
hrimp
enaeus monodon
rophenoloxidase activating enzyme
lip-domain serine proteinase

a b s t r a c t

The prophenoloxidase (proPO) activating system plays an important role in the defense against microbial
invasion in invertebrates. In the present study, we report a second proPO-activating enzyme (designated
PmPPAE2) from the hemocytes of the black tiger shrimp, Penaeus monodon. PmPPAE2 contained the
structural features of the clip domain serine proteinase family and exhibited 51% amino acid sequence
similarity to the insect Manduca sexta PAP-1. Amino acid sequence alignment with the available arthropod
PPAE sequences demonstrated that PmPPAE2 is a new class of crustacean PPAE. Transcript expres-
sion analysis revealed that PmPPAE2 transcripts were mainly expressed in hemocytes. Double-stranded
RNA-mediated suppression of PmPPAE2 transcript levels resulted in a significant decrease in the total
hemolymph PO activity (41%) and also increased the shrimp’s susceptibility to Vibrio harveyi infection.
Genomic organization analysis revealed that PmPPAE1 and PmPPAE2 are encoded by different genomic
roPO system loci. The PmPPAE1 gene consists of ten exons and nine introns, whilst PmPPAE2 comprises of eight exons
interrupted by seven introns. Analysis of the larval developmental stage expression of the four key genes
in the shrimp proPO system (PmPPAE1, PmPPAE2, PmproPO1 and PmproPO2) revealed that PmPPAE1 and
PmproPO2 transcripts were expressed in all larval stages (nauplius, protozoea, mysis and post-larvae),
whilst PmPPAE2 and PmproPO1 transcripts were mainly presented in the late larval developmental stages
(mysis and post-larvae). These results suggest that the PmPPAE2 functions as a shrimp PPAE and possibly

f Pmp
mediates the activation o

. Introduction

The innate immune system, which is the first line of the
ost defense against microbial infections in many invertebrates,
ainly consists of several defense mechanisms, such as phago-

ytosis, nodule formation, encapsulation, antimicrobial peptides,
he clotting system and melanization by the activation of the
rophenoloxidase (proPO) activating system (Jiravanichpaisal et
l., 2006; Loker et al., 2004). The proPO activating system is
onsidered to be an important innate defense mechanism in inver-
ebrate immunity. Recognition of the certain microbial cell surface

olecules, such as peptidoglycans or lipopolysaccharides from bac-

eria and �-1,3-glucans from fungi, triggers the proPO activation
o form and deposit melanin at the infection site or around the
nvading microorganisms (Cerenius and Söderhäll, 2004; Kanost
nd Gorman, 2008; Labbé and Little, 2009; Rao et al., 2010;

∗ Corresponding author. Tel.: +66 2 218 5439; fax: +66 2 218 5414.
E-mail address: anchalee.k@chula.ac.th (A. Tassanakajon).

145-305X/$ – see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
oi:10.1016/j.dci.2010.09.002
roPO1.
© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Sritunyalucksana and Söderhäll, 2000). Phenoloxidase (PO), a key
enzyme in the melanization cascade, is usually synthesized and
released into the hemolymph as the inactive zymogen prophe-
noloxidase (proPO). It is activated by the proteolytic cleavage into
the active PO, which then PO catalyzes the initial step of the melanin
biosynthesis pathway by hydroxylation of monophenols into o-
diphenols and further oxidation o-diphenols into o-quinones,
which can nonspecifically cross-link neighboring molecules to form
the insoluble melanin (Cerenius and Söderhäll, 2004; Nappi and
Christensen, 2005; Zhao et al., 2007). The highly toxic quinone sub-
stances and other reactive oxygen intermediates generated during
the proPO activation could also directly kill and clear the invad-
ing microorganisms (Cerenius et al., 2010; Nappi and Christensen,
2005; Zhao et al., 2007).

The proteolytic cleavage of the inactive proPO into the active

PO is a regulated event and is mediated by the limited proteoly-
sis of a clip-domain serine proteinase (clip-SP) cascade of which
the terminal clip-SP that carries out the proteolysis of the proPO
precursor is the proPO-activating enzyme (PPAE) (Charoensapsri
et al., 2009; Gupta et al., 2005; Jiang et al., 1998, 2003a,b; Jiang and

dx.doi.org/10.1016/j.dci.2010.09.002
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0145305X
http://www.elsevier.com/locate/dci
mailto:anchalee.k@chula.ac.th
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1 d Comparative Immunology 35 (2011) 115–124

K
2
r
C
p
c
a
e

i
H
t
(
2
S
J
e
m
(

o
(
t
(
P
p
t
g
t
o
(
s

2

2

w
t
e
a
c
s
c
d
l
T
s
l
2
A
s

2

P
U
p
R
s
s
i
p
s

Table 1
Nucleotide sequences of the primers used.

Primer Sequence (5′–3′) GenBank
accession
number

RT-PCR and RACE-PCR
PPAE-SP-F 5′-CGATACGTCYTGACSGCSGCNCAYTG-3′ –
PPAE-SP-R 5′-TGCATGTGCGGRCCRCCRGARTCNCC-3′ –
PPAE2-F1 5′-ATCCGTCTCGGCGAATACGACTTCTCCA-3′ FJ620685
PPAE2-F2 5′-CCTGAGCAAGTCGTCCTCCATC-3′ FJ620685
PPAE2-R1 5′-GCCCCTCTCTGTATGTCCCCAGCCAATC-3′ FJ620685
PPAE2-R2 5′-GAAGGAGCCGACGTTTAAGCCA-3′ FJ620685
RT-PCR and PCR
5PPAE2-F 5′-ACGCGGGAGGGAGCAGCTAC-3′ FJ620685
3PPAE2-R 5′-AGATAACTAGATAGGCCTGATTACGA-3′ FJ620685
PPAE2-F 5′-ATGCACTACCGGGTTCCCACGATC-3′ FJ620685
PPAE2-R 5′-CTAAGGTTTGAGATTCTGCACG-3′ FJ620685
PmPPAE1-F 5′-ATGAAGGGCGTGACGGTGGTTCTATG-3′ FJ595215
PmPPAE1-R 5′-CTCTTCTTCAAGCTCACCACTTCTATCT-3′ FJ595215
PmSP1rt-F 5′-TGAGAGCACAAATAGTGGAGGGGTA-3′ FJ620688
PmSP1rt-R 5′-TGGAGGCAGGCACACAGGCAAC-3′ FJ620688
PmSP2rt-F 5′-GGCGTTGGTCTTCACTGCTCTC-3′ FJ620687
PmSP2rt-R 5′-CAGAACTGCCTTCCAAGGATAG-3′ FJ620687
PmSPH1rt-F 5′-TACGTACTCATTGATATCAGGTTTGG-3′ DQ455050
PmSPH1rt-R 5′-GCCTCGTTATCCTTGAATCCAGTGA-3′ DQ455050
PmSPH2rt-F 5′-CCGTGAACCAGCGATGTCCTTA-3′ FJ620686
PmSPH2rt-R 5′-GCCACACTCTCCGCCTGCTCCG-3′ FJ620686
PmSPH3rt-F 5′-GCTCTTGGTGCTGCCGCTGTTG-3′ FJ62068
PmSPH3rt-R 5′-CACCGTCCACGCACAGGTAATA-3′ FJ62068
PO1RT-F 5′-GGTCTTCCCCTCCCGCTTCG-3′ AF099741
PO1RT-R 5′-GCCGCAGGTCCTTTGGCAGC-3′ AF099741
PO2RT-F 5′-GCCAAGGGGAACGGGTGATG-3′ FJ025814
PO2RT-R 5′-TCCCTCATGGCGGTCGAGGT-3′ FJ025814
EF1�-F 5′-GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC-3′ –
EF1�-R 5′-CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG-3′ –
RNAi
PmPPAE2i-F 5′-GCGGCGGTCACGCTCCTTGTTC-3′ FJ620685
PmPPAE2i-R 5′-ACTCTCGGGGGCACGCTTGTTG-3′ FJ620685
T7PmPPAE2i-F 5′-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCGG

CGGTCACGCTCCTTGTTC-3′
FJ620685

T7PmPPAE2i-R 5′-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGACTCT
CGGGGGCACGCTTGTTG-3′

FJ620685

PPAi-F 5′-CGTCTGCTTCATTGAGGGAGTG-3′ FJ595215
PPAi-R 5′-GTAGTAGATGGTGCCCCAGCCT-3′ FJ595215
T7PPAi-F 5′-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCGTCT

GCTTCATTGAGGGAGTG-3′
FJ595215

T7PPAi-R 5′-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGTAGT
AGATGGTGCCCCAGCCT-3′

FJ595215

GFP-F 5′-ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3′ U55761
GFP-R 5′-TTACTTGTACAGCTCGTCCA-3′ U55761
GFPT7-F 5′-TAATACGACTCACTATAGGATGGTGAGCA

AGGGCGAGGA-3′
U55761
16 W. Charoensapsri et al. / Developmental an

anost, 2000; Lee et al., 1998a,b; Satoh et al., 1999; Wang et al.,
001). PPAEs are members of clip-SP family since they contain a
egulatory clip domain at the N-terminus followed by a catalytic
-terminal trypsin-like domain (Piao et al., 2005). All PPAEs are
roduced and maintained as a zymogen and become proteolyti-
ally active in the presence of elicitors, such as microbial products
nd additional protein components of the proPO system (Cerenius
t al., 2008; Cerenius and Söderhäll, 2004).

Several PPAE genes have been identified and characterized
n many arthropod species, including the insects Bombyx mori,
olotrichia diomphalia and Manduca sexta, the crayfish Pacifas-

acus leniusculus and the black tiger shrimp Penaeus monodon
Charoensapsri et al., 2009; Gupta et al., 2005; Jiang et al., 1998,
003a,b; Kim et al., 2002; Kwon et al., 2000; Lee et al., 1998a,b;
atoh et al., 1999; Tang et al., 2006; Wang et al., 2001; Wang and
iang, 2004; Yu et al., 2003). Two or more PPAE genes are known to
xist in many insect species (Cerenius and Söderhäll, 2004), but in
ost crustacean species, only a single PPAE gene has been reported

Charoensapsri et al., 2009; Wang et al., 2001).
Previously, a PPAE cDNA was cloned from the shrimp, P. mon-

don, and functional characterization suggested that this gene
PmPPAE1) functions in the shrimp proPO system and is likely
o be an important component in the shrimp immune defense
Charoensapsri et al., 2009). In this study, a novel PPAE, designated
mPPAE2, was discovered. The involvement of PmPPAE2 in the
roPO system activation and shrimp immune response was inves-
igated by using dsRNA-mediated gene silencing. The two PmPPAE
enes were further characterized for their exon–intron organiza-
ion to establish their genetic relatedness. The expression profile
f the two PPAEs (PmPPAE1 and PmPPAE2) and the two proPOs
PmproPO1 and PmproPO2) during different larval developmental
tages was also elucidated and compared.

. Materials and methods

.1. Animal and sample preparation

Healthy black tiger shrimps, P. monodon, of about 20 g weight
ere purchased from a local shrimp farm in Thailand and main-

ained in aerated seawater (20 ppt) for at least 7 days prior to the
xperiment. Shrimps were carefully dissected on ice and the hep-
topancreas, gill, lymphoid organ, intestine and heart tissues were
ollected separately and the same tissues were pooled from three
hrimps for subsequent total RNA extraction. The hemolymph was
ollected in an anticoagulant solution of 10% (w/v) trisodium citrate
ihydrate (pH 4.6). Hemocytes were isolated from the freshly col-

ected hemolymph by centrifugation at 800 × g for 10 min at 4 ◦C.
o determine the gene expression in the different developmental
tages, three individual shrimp larvae from each of four different
arval developmental stages, that is the nauplius 3 (N3), protozoea

(Z2), mysis 2 (M2) and post-larvae 15 (PL15), were collected.
ll samples were snap-frozen in liquid nitrogen immediately and
tored at −80 ◦C until used for RNA isolation.

.2. Total RNA isolation and genomic DNA extraction

Total RNA samples were isolated from the various tissues of
. monodon using the TRI REAGENT® (Molecular Research Center,
SA) according to the manufacturer’s protocol. Remnants of any
otentially contaminating genomic DNA were eliminated by RQ1
Nase-free DNase I (Promega, USA) treatment. First-strand cDNA

yntheses were performed using the ImProm-IITM Reverse Tran-
criptase System kit (Promega, USA) according to the supplier’s
nstructions with 1.5 �g of total RNA and 0.5 �g of oligo(dT)15
rimer. Genomic DNA was extracted from the pleopod of individual
hrimp using a standard phenol/chloroform method.
GFPT7-R 5′-TAATACGACTCACTATAGGTTACTTGTACA
GCTCGTCCA-3′

U55761

2.3. cDNA cloning and nucleotide sequencing of PmPPAE2

Total RNA and cDNA were prepared from the hemocytes of
healthy shrimps as described above. The resulting hemocyte cDNA
was used as a template for the PCR amplification of a PmPPAE2
gene fragment using a pair of degenerate primers (PPAE-SP-F/-
R) (Table 1), designed from the conserved amino acid sequence
of the other known arthropod PPAE genes. The PCR amplifica-
tion reaction and DNA fragment cloning were carried as described
(Charoensapsri et al., 2009). Plasmid DNA was then prepared and
commercially sequenced on both strands to obtain the consensus
sequence (Macrogen Inc., Korea).
2.4. Rapid amplification of cDNA ends (RACEs)-PCR

RACE-PCR was performed to obtain the full-length cDNA
sequence of PmPPAE2. Gene specific primers (PPAE2-F1/-R1 and
PPAE2-F2/-R2 for first and second amplifications, respectively)
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Table 1) were designed according to the obtained PmPPAE2 frag-
ent sequence (Section 2.3). The 3′ and 5′ RACE analysis was carried

ut using the SMARTTM RACE cDNA amplification kit (Clontech,
SA) following the manufacturer’s instructions and the PCR ampli-
cation was carried out as previously described (Amparyup et al.,
007). The PCR products were gel purified, cloned, and sequenced
as Section 2.3). The obtained cDNA sequence was used to design
he gene specific primers (5PPAE2-F/3PPAE2-R) (Table 1) for ampli-
cation of the complete full-length PmPPAE2 cDNA sequence using
fu DNA polymerase (Promega, USA). The PCR conditions consisted
f an initial denaturation step at 94 ◦C for 3 min followed by 25
ycles at 94 ◦C for 1 min, 55 ◦C for 1 min and 72 ◦C for 3 min. The final
xtension step was performed at 72 ◦C for 10 min. The generated
NA fragments were purified, cloned and commercially sequenced

as Section 2.3).

.5. Sequence analysis

The cDNA and deduced amino acid sequence of PmPPAE2 were
nalyzed by the GENETYX 7.0 program (GENETYX corporation) and
he BLAST algorithm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). The
utative signal peptide cleavage site and the structural protein
omains were predicted by SignalP 3.0 server (http://www.cbs.dtu.
k/services/SignalP/) and simple modular architecture research
ool (SMART) the program (http://smart.embl-heidelberg.de/),
espectively. Multiple amino acid sequence alignment was car-
ied out using the ClustalW2 program (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
lustalw2/).

.6. Genomic organization

The genomic DNA sequence of PmPPAE1 and PmPPAE2 genes
ere obtained by amplification of P. monodon genomic DNA using

he set of oligonucleotide primers (PmPPAE1-F/-R and PPAE2-F/-R
or the PmPPAE1 and PmPPAE2 gene, respectively) designed from
he PmPPAE1 (accession no. FJ595215) and PmPPAE2 (accession no.
J620685) cDNA sequences of each gene (Table 1). The PCR ampli-
cations were performed with the BD AdvantageTM Genomic PCR
it (Clontech, USA). The PCR products were gel purified and the
xpected DNA fragments were cloned and sequenced (as Section
.3).

.7. Tissue specific expression

The mRNA expression profile of PmPPAE2 in different shrimp
issues was performed by semi-quantitative RT-PCR. Total RNA
xtracted from the hemocytes, hepatopancreas, gills, lymphoid
rgans, intestines and hearts of P. monodon was converted to
DNA and then used as a template (Section 2.2) for PCR ampli-
cation of the PmPPAE2 gene transcript using the gene specific
rimers PmPPAE2i-F/-R (Table 1). A partial fragment of the elonga-
ion factor 1-� (EF1-�) gene was amplified via primers EF1�-F/-R
Table 1) and served as an internal control for normalization. One

icrolitre of the first-strand cDNA synthesized from 1.5 �g of
otal RNA was used as the PCR template in a 25 �l reaction vol-
me containing 1× Taq buffer with (NH4)2SO4, 1.5 mM MgCl2,
00 �M of each dNTP, 0.2 �M of each gene specific primer and
unit of Taq DNA polymerase (Fermentas, USA). The cycling con-
ition consists of 94 ◦C for 1 min followed by 25 cycles of 94 ◦C

or 30 s, 55 ◦C for 30 s and 72 ◦C for 30 s, plus an additional final
xtension at 72 ◦C for 5 min. All amplified products were sepa-
ated by electrophoresis through a 1.5% (w/v) agarose-TBE gel
nd visualized by UV-transillumination after ethidium bromide
taining.
parative Immunology 35 (2011) 115–124 117

2.8. Analysis of gene expression at different larval developmental
stages

The mRNA expression of PmPPAE1, PmPPAE2, PmproPO1
(AF099741) and PmproPO2 (FJ025814) in four different shrimp
larval developmental stages, that is the nauplius 3 (N3), proto-
zoea 2 (Z2), mysis 2 (M2) and post-larvae 15 (PL15) stages, were
analyzed by semi-quantitative RT-PCR. Total RNA from various
stages of whole shrimp was isolated using the TRI REAGENT®

(Molecular Research Center, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The transcript-specific primer sets for PmPPAE1 (PPAi-
F/-R), PmPPAE2 (PmPPAE2i-F/-R), PmproPO1 (PO1RT-F/-R) and
PmproPO2 (PO2RT-F/-R) (Table 1) were used to amplify the mRNA
transcript in each larval stage, with the EF1-� gene being used as an
internal control. One microlitre of the first-strand cDNA was used as
a template in the second stage PCR in a 25 �l reaction volume con-
taining 1× Taq buffer, 1.5 mM MgCl2, 100 �M of each dNTP, 0.2 �M
of each gene specific primer and 1 unit of Taq DNA polymerase (Fer-
mentas, USA). The PCR amplification and resolution/visualization of
the PCR amplicons was performed as described in Section 2.7.

2.9. Preparation of double-stranded RNAs (dsRNAs) and in vivo
gene silencing

Double-stranded RNAs (dsRNAs) were generated and purified
as described previously (Amparyup et al., 2009) using gene specific
primers (T7PPAi-F/-R, T7PmPPAE2i-F/-R, and GFPT7-F/-R) (Table 1).
For dsRNA-mediated gene down-regulation (silencing), approxi-
mately 5 �g of PmPPAE1 or PmPPAE2 dsRNA dissolved in 25 �l of
saline solution (150 mM NaCl) was intramuscularly injected into P.
monodon shrimps (∼2 g, fresh weight), whilst shrimps injected with
an equal volume of saline solution containing 5 �g of GFP dsRNA
served as a sequence independent dsRNA control, and shrimps
injected with saline solution only as a handling negative control.
After 24 h, shrimps were injected again with 25 �l of saline solu-
tion containing 5 �g of each dsRNA, 20 �g of lipopolysaccharide
(LPS) from E. coli 0111:B4 (Sigma) and 20 �g of laminarin (�-1,3-
glucan chain with some �-1,6-linked glucose units) (Sigma) and
reared for 48 h after the second dsRNA injection prior to further
analysis (Sections 2.10 and 2.11 below).

2.10. Semi-quantitative RT-PCR analysis of the silenced shrimps

Semi-quantitative RT-PCR analysis was performed to determine
the efficiency and specificity of gene knockdown. Hemolymph
samples were collected individually from the dsRNA-mediated
knockdown shrimps at 48 h after the second dsRNA injection.
Total RNA was extracted and reverse transcribed into cDNA.
The efficiency of PmPPAE2 gene silencing was checked by semi-
quantitative RT-PCR analysis using the gene specific primer pair
PmPPAE2i-F/-R (Table 1). The specificity of the gene knockdown
was checked by the individual amplification with the set of gene
specific primers for the other shrimp clip-SPs (PmPPAE1, PmClipSP1
and PmClipSP2) (Table 1) and other shrimp clip-SPHs (PmMasSPH1,
PmMasSPH2 and PmMasSPH3) (Table 1). Amplification of shrimp
EF1-� fragment was served as the internal control for cDNA tem-
plate normalization. All PCR reactions and amplification steps were
performed as described above.

2.11. Hemolymph PO activity assay
To investigate the involvement of PmPPAE2 in the shrimp
proPO system, hemolymph collected from the silenced and con-
trol shrimps at 48 h after the second dsRNA injection (Section
2.10) were assayed for hemolymph PO activity using l-3,4-
dihydroxyphenylalanine (l-dopa) as a substrate, according to

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/
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mparyup et al. (2009). The hemolymph PO activity was defined
s �A490/mg total protein/min. All experiments were performed
n triplicate. Statistical analysis was performed using the one-way
nalysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s test.

.12. Cumulative mortality assay of the dsRNA silenced shrimps
fter systemic V. harveyi infection

To examine the role of PmPPAE2 on shrimp survival after bacte-
ial challenge, shrimps (∼3 g, fresh weight) were intramuscularly
njected with 25 �l of saline solution containing 8 �g of PmPPAE2
sRNA. Shrimps injected with 8 �g of GFP dsRNA in saline, or sterile
aline solution only were maintained as control groups. Twenty-
our hours after injection, shrimps were injected again with the
espective dsRNA, or control saline only, mixed with the highly
athogenic V. harveyi 639 (2 × 105 colony forming units (CFUs)) and
he cumulative mortality was recorded daily for 5 days post infec-
ion. The experiment was done in triplicate and statistical analysis
as performed using the one-way ANOVA followed by Duncan’s

est.

.13. Total hemolymph viable bacterial levels in PmPPAE2 dsRNA
ilenced shrimps

To test the involvement of the PmPPAE2 in the bacterial clear-
nce mechanism, hemolymph samples collected individually from
hrimps at 6 h post V. harveyi 639 challenge (Section 2.12 above)
ere collected and serially diluted into sterilized phosphate buffer

aline (PBS, pH 7.4). Each dilution of the hemolymph was then dot-
ed onto the LB-agar plate (10 �l/dot) and further incubated at 30 ◦C
vernight followed by counting of V. harveyi CFUs. All experimen-
al tests were conducted in triplicate and statistical analysis was
nalyzed by one-way ANOVA followed by Duncan’s test.

. Results

.1. Cloning and characterization of PmPPAE2

By using a degenerate primer pair whose design was based
n the conserved cDNA sequences of the PPAEs reported in sev-
ral arthropods, a 500 bp DNA fragment of a new putative PPAE
PmPPAE2), which exhibited sequence similarity to the arthropod
PAEs, was obtained from the hemocytes of the black tiger shrimp,
. monodon. The full-length cDNA sequence of the PmPPAE2 (Gen-
ank accession no. FJ620685) was then identified using 5′ and
′ RACE and found to consist of 1557 bp containing a deduced
pen reading frame (ORF) of 1116 bp, flanked by a 29 bp of 5′-
ntranslated region (UTR) and 412 bp of 3′-UTR (not shown). The
educed 1116 ORF of P. monodon PmPPAE2 encoded a predicted
rotein of 371 amino acid residues with a putative signal peptide
f 25 amino acid residues (Fig. 1). The deduced mature peptide of
mPPAE2 consisted of 346 amino acid residues with a calculated
olecular mass and an estimated isoelectric point (pI) of 36.52 kDa

nd 7.49, respectively. The predicted protein domain of PmPPAE2,
s identified by the SMART program, consists of an N-terminal
lip domain and a C-terminal serine proteinase domain. A puta-
ive N-glycosylation site, NVT (aa. position 84), was also found in
he N-terminal region of the polypeptide chain suggesting that it is

ay be a glycoprotein.
Database searching using the BlastP algorithm revealed that this

. monodon PmPPAE2 displays the highest amino acid sequence

imilarity (51%) to the M. sexta PAP-1 (AAX18636), and that the
verall sequence is rather different from the few available crus-
acean PPAEs which contain two addition domains (glycine-rich
nd proline-rich regions) in the N-terminus (Charoensapsri et al.,
009; Wang et al., 2001). Multiple amino acid sequence alignment
parative Immunology 35 (2011) 115–124

of the PmPPAE2 with the other arthropod PPAEs revealed that
PmPPAE2 has the common structural features of the clip domain
serine proteinase (clip-SP) family with the highly conserved six cys-
teine residues in the amino-terminal disulfide knotted clip domain,
the three conserved His-Asp-Ser catalytic triad sequences (H165,
D227 and S323) located at the C-terminal trypsin-like serine pro-
teinase domain, with a linking sequence connected between the
two domains (Fig. 1). Whilst PmPPAE2 has a broad similar domain
structure to that reported in the PPAE’s from many insect and crus-
tacean species, due to the higher similarity of the PmPPAE2 amino
acid sequence to the insect PPAEs than to that of the few currently
available crustacean PPAEs, we classified this PmPPAE2 as a new
crustacean PPAE.

3.2. Genomic organization

The genomic organization of the PmPPAE1 and PmPPAE2 genes
was investigated by a PCR approach with amplification of the
genomic DNA. The typical intron–exon splice sites (GT-AG rule)
were found at the exon/intron boundaries. A comparison between
the genomic and cDNA sequences revealed that the gene struc-
ture of PmPPAE1 and PmPPAE2 are completely different (Fig. 2).
The genomic DNA sequence of the PmPPAE1 gene (HQ008365) con-
sisted of ten exons interrupted by nine introns (Fig. 2A), whereas
that of the PmPPAE2 gene (HQ008366) is composed of eight exons
and seven introns (Fig. 2B).

In the PmPPAE1 gene, the 54 bp of the first exon encodes the
signal peptide-coding region. The remaining 40 bp of exon 1 and all
of exon 2 (24 bp) encodes for the mature peptide located between
the signal peptide and the glycine-rich region. Exons 3–4 and the 5′

end of exon 5 encode the glycine-rich region, whilst the remaining
portion of exon 5 and the 5′ of exon 6 code for a complete clip
domain. The rest of exon 6 and the 5′ coding region of exon 7 encode
for the proline-rich region. The remaining portion of exon 7, all of
exons 8 and 9 and the 5′ coding region of exon 10 encode the SP
catalytic domain (Fig. 2A).

In the PmPPAE2 gene, exon 1 encodes the signal peptide cod-
ing region and the partially mature peptide. Exon 2 and the first
nine nucleotides of exon 3 code for the clip domain. The rest of the
nucleotides of exon 3 encompass the linker region as well as the
first 22 amino acid residues of the serine proteinase domain. Exons
4–7 encode for the catalytic serine proteinase domain. The rest of
the serine proteinase domain is encoded by exon 8 (Fig. 2B).

The ORF of PmPPAE1 and PmPPAE2 are 99% predicted amino acid
sequence identical to the PmPPAE1 and PmPPAE2 cDNAs isolated
from the hemocytes of shrimp P. monodon. The eight nucleotide
base changes were found in the ORF of the PmPPAE1, which resulted
in four amino acid changes within the mature polypeptide chain
(R27G, T162A, L290F and T293A). In the PmPPAE2 gene, three
nucleotide differences and twelve nucleotide insertions were found
within the ORF and four amino acid changes (N142K, S143A, T276 to
R280 and N277 to D281) and four amino acid insertions (P144 GSS147)
occurred in the mature protein. All of these sequence variations
may be due to the allelic differences between each experimental
shrimp.

3.3. Tissue distribution analysis of PmPPAE2

Semi-quantitative RT-PCR was employed to determine the
expression level of PmPPAE2 mRNA transcripts in different tis-
sues of shrimps. The EF1-� gene was amplified as an internal

control for normalizing the total RNA samples (Fig. 3A). The rel-
ative band intensities from the RT-PCR result indicated that the
mRNA transcript of PmPPAE2 was expressed at a moderate to low
level in the shrimp hemocytes, whilst no signal was detected in
the other shrimp tissues tested (hepatopancreas, gills, lymphoid
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Fig. 1. Multiple sequence alignment of the predicted amino acid sequences of the black tiger shrimp P. monodon PmPPAE2 (FJ620685) with other insect and crustacean PPAEs.
Insects; M. sexta proPO-activating proteinase 1 (MsPAP1: AF059728), H. diomphalia proPO-activating factor I (HdPPAFI: AB013088), and D. melanogaster Melanization protease
1 (DmMP1: NM141193); shrimp P. monodon proPO-activating enzyme 1 (PmPPAE1: FJ595215); and crayfish P. leniusculus proPO-activating enzyme (PlPPAE: AJ007668). The
alignment was conducted using the ClustalW2 program. The conserved cysteine residues are shown in pink highlights. Identical amino acid residues are shaded grey, whilst
those conserved amongst three or more species are shaded dark grey. The signal peptides are indicates by underlined bold font. The disulfide linkages are shown in black
lines, whereas the disulfide linkage that found only in insect PPAE and shrimp P. monodon PmPPAE2 is a blue line. The catalytic triads (His, Asp and Ser) at the active sites are
indicated by red stars. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. Genomic organization of the P. monodon PmPPAE1 (HQ008365) (A) and PmPPAE
peptide, clip-domain and serine proteinase domain, respectively. Numbered dark grey b
listed below each region, except some of the large introns 1 and 2 in PmPPAE1 are not sho
referred to the web version of this article.)

Fig. 3. Tissue distribution and developmental expression profile of PmPPAE1,
PmPPAE2, PmproPO1 and PmproPO2 mRNA in P. monodon. (A) Tissue distribu-
tion analyses by semi-quantitative RT-PCR in the hemocytes, hepatopancreas, gills,
lymphoid organs, intestines and heart. (B) Developmental expression profile by
semi-quantitative RT-PCR analysis from the four shrimp larval stages; nauplius 3
(N3), protozoea 2 (Z2), mysis 2 (M2) and post-larvae 15 (PL15). The elongation fac-
tor 1-� (EF1-�) transcripts were used as a control housekeeping gene to standardize
the amount of cDNA template in each RT-PCR reaction in all of these analyzes.
2 (HQ008366) (B) genes. Red, orange and green boxed regions indicate the signal
oxes denote the introns. The size and position of both the exons and introns are
wn. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is

organs, intestines and hearts), suggesting a potential hemocyte tis-
sue specific expression (Fig. 3A).

3.4. Gene expression during larval development

In order to understand the regulation of several gene transcripts
involved in the shrimp P. monodon proPO system, the mRNA level
of PmPPAE1, PmPPAE2, PmproPO1 and PmproPO2 during the four
larval developmental stages of P. monodon was analyzed by semi-
quantitative RT-PCR. Total RNA was extracted from the larval stages
of nauplius 3 (N3), protozoea 2 (Z2), mysis 2 (M2) and post-larvae
15 (PL15) and reverse transcribed into cDNAs. The RT-PCR result
indicated that the mRNA expression of PmPPAE1 and PmproPO2
have a broadly similar expression pattern, in that they are detected
at all four developmental stages of P. monodon larvae, although
the expression levels of PmPPAE1 tend to be low in N3 and high
in the other three later developmental stages whilst PmproPO2
remains the same medium expression level in all four developmen-
tal stages (Fig. 3B). In comparison, the transcripts of PmproPO1,
which is a major proPO transcript, were not found at detectable
levels in the N3 developmental stage and only at low levels in
the Z2 stage, before being strongly expressed in the M2 and PL15

larval stages (Fig. 3B). The expression of PmPPAE2 also showed
a broadly similar transcript expression pattern to the PmproPO1
in that its mRNA transcript was not found at the early N3 larval
stage, but differed slightly in that the transcripts were also not
present at the Z2 stage and at medium and expression levels at
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Fig. 4. Specific and effective gene silencing of the PmPPAE2 transcripts in the
hemocytes of P. monodon. The efficiency of dsRNA-mediated gene knockdown of
PmPPAE2 gene was examined by using semi-quantitative RT-PCR analysis. Shrimps
injected with GFP dsRNA or saline solution served as controls. The effect of
PmPPAE2 dsRNA on other clip-SP (PmPPAE1, PmClipSP1 and PmClipSP2) and clip-
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Fig. 5. Total hemolymph PO activity of the PmPPAE silenced shrimps. Hemolymph
was collected from the single dsRNA knockdown (PmPPAE1 or PmPPAE2) and the
double knockdown (PmPPAE1 and PmPPAE2) shrimps at 48 h after the second
dsRNA injection. Shrimps injected with GFP dsRNA or saline solution were used
PH (PmMasSPH1, PmMasSPH2 and PmMasSPH3) transcripts was further elucidated
y semi-quantitative RT-PCR using the gene-specific primers for each gene (Table 1).
F1-� served as the internal reference gene to normalize the amount of cDNA tem-
late. Each lane (1 and 2) represents the cDNA from each of two individual shrimps.

he later M2 and PL15 larval developmental stages, respectively
Fig. 3B).

.5. In vivo gene silencing

To investigate the potential role of the PmPPAE1 and PmPPAE2
ene products in the shrimp immune defense, gene silencing of
mPPAE2, or co-silencing of both PmPPAE1 and PmPPAE2, was
erformed by the dsRNA injection and the efficiency of the gene
nockdown was determined by semi-quantitative RT-PCR analysis.
he results revealed that the PmPPAE2 transcript level was sig-
ificantly decreased in the PmPPAE2 dsRNA knockdown shrimps,
hereas injection of GFP dsRNA had no effect on the PmPPAE2
RNA transcript level when compared to the saline injected con-

rol shrimps (Fig. 4). The specificity of gene knockdown by PmPPAE2
sRNA was eluded from the RT-PCR analysis of the other known
lip-SP and clip-SPH genes, which demonstrated that PmPPAE2
sRNA injection did not suppress the transcript levels of any of the
ther clip-SPs (PmPPAE1, PmClipSP1 and PmClipSP2) or clip-SPHs
PmMasSPH1, PmMasSPH2 and PmMasSPH3) genes (Fig. 4). In addi-
ion, the specificity and efficiency of gene knockdown by PmPPAE1
sRNA was carried out as described previously (Charoensapsri et al.,
009), and found to also be effective and specific (data not shown
ut see Charoensapsri et al. (2009)).

.6. Hemolymph PO activity assay
To investigate the involvement of the PmPPAE1 and PmPPAE2
ene products in the shrimp proPO system, hemolymph was col-
ected from the dsRNA knockdown shrimps at 48 h after the second
sRNA injection, and then subjected to a hemolymph PO activ-

ty assay using l-dopa as the substrate. A significant decrease
as control groups. The total hemolymph PO activity was defined as �A490/mg total
protein/min. The data are shown as the mean ± standard deviation (error bars) and
are derived from three independently replicated experiments. Means with different
lower case letters (above each bar) are significantly different at the p < 0.05 level.

in total hemolymph PO activity was observed in the PmPPAE1
and PmPPAE2 knockdown shrimps (∼37% and 41%, respectively),
whilst dsRNA-mediated co-silencing of PmPPAE1 and PmPPAE2
together resulted in a non significantly different 41% reduction of
hemolymph PO activity as compared to the control group injected
with GFP dsRNA or saline solution (Fig. 5). Thus, both PmPPAE1 and
PmPPAE2 are likely to be members of the proPO activation cascade
and they might function in the same branched-pathway for the
activation of the shrimp proPO system.

3.7. Cumulative mortality assay and bacterial count in the
silenced shrimps

To elucidated the important role of PmPPAE2 in the shrimp
immune defense against V. harveyi infection, 2 × 105 CFUs of the
highly pathogenic V. harveyi 639 isolate were intramuscularly
injected in to the PmPPAE2 dsRNA knockdown shrimps at 24 h after
the first dsRNA injection, and the mortality was recorded for 5 days
post infection. A 77 and 83% cumulative mortality was observed
in the PmPPAE2 dsRNA-mediated knockdown shrimps within day
1 and 2 post infection, respectively, and remaining at 83% there-
after, which was some three-fold greater than that seen in the GFP
dsRNA (26%) or saline (28%) injected controls (Fig. 6A). In addition,
a 4.4-fold increased number of viable bacterial CFUs were observed
in the shrimp hemolymph from the PmPPAE2 knockdown shrimps
compared to that for the control shrimps injected with GFP dsRNA
(Fig. 6B). Thus, PmPPAE2 is involved in the shrimp proPO system
and has an essential function in protecting shrimps from V. harveyi
(bacterial) infection.

4. Discussion

Melanization through the activation of the proPO activating
system is believed to be an important immune reaction in the
host defense against microbial or parasitic infections in many
arthropods (Cerenius et al., 2008; Cerenius and Söderhäll, 2004;
Kanost and Gorman, 2008; Labbé and Little, 2009; Rao et al.,

2010; Sritunyalucksana and Söderhäll, 2000). Biochemical studies
in insects have demonstrated that several members of the clip-
domain serine proteinases (clip-SPs) are essential in the regulation
of the proPO activating cascade (Barillas-Mury, 2007; Jang et al.,
2008; Jiang and Kanost, 2000). However, knowledge on the activa-
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Fig. 6. The cumulative mortality (A) and the number of viable bacterial (CFUs) in the
hemolymph (B) of PmPPAE2 silenced shrimps after systemic Vibrio harveyi infection.
Shrimps were challenged with V. harveyi 639 (2 × 105 CFUs) following the second
injection of PmPPAE2 dsRNA. Control shrimps were injected with GFP dsRNA or
saline solution only. (A) The cumulative mortality was recorded twice each day
until 5 days post infection. Percent mortality in each group (9–10 shrimps/group) is
presented as the mean ± standard deviation (error bars) and are derived from tripli-
cate independent experiments. (B) The bacterial colony forming units (CFUs) in the
knockdown shrimp hemolymph were determined at 6 h after V. harveyi infection by
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stages. This finding is similar to the expression of the PmproPO1
modified total plate count method and are shown as the mean ± standard devia-
ion (error bars), derived from three independent experiments. Means with different
ower case letters (above each bar) are significantly different at the p < 0.05 level.

ion and transcriptional regulation of the clip-SPs involved in the
hrimp proPO activating system is still elusive and not yet well
lucidated.

Previously, two clip-SP genes (PmPPAE1 and PmClipSP1) from
he hemocytes of the shrimp, P. monodon, have been cloned and
unctionally characterized (Amparyup et al., 2010; Charoensapsri
t al., 2009). Using a reverse genetics approach, it was suggested
hat the PmPPAE1 is a member of the shrimp proPO activation sys-
em (Charoensapsri et al., 2009), whereas PmClipSP1 is not required
or the shrimp proPO cascade but still plays a potential role in the
ntibacterial defense in the shrimp immune response (Amparyup
t al., 2010).

In order to better understand the proPO activation pathway
f P. monodon, we have attempted to identify clip-SPs that may
unction as PPAEs in the shrimp proPO system by initially using
CR amplification based upon degenerate primers designed from
he conserved sequence of the known (reported in the GenBank
atabase) arthropod PPAEs. Interestingly, as a result, the novel clip-

P, designated as PmPPAE2, from the hemocytes of P. monodon was
ound. PmPPAE2 contains the structural features of the clip-SP fam-
ly with a single clip domain at its amino terminus and a proteinase
omain with a conserved catalytic triad (H165, D227 and S323) at
parative Immunology 35 (2011) 115–124

the carboxyl terminus. Amino acid sequence analysis revealed that
PmPPAE2 is more closely related to the insect PPAEs than that of
the (few) other known crustacean PPAEs with a 51% amino acid
sequence similarity to the lepidopteran insect tobacco hornworm
M. sexta PAP-1, a terminal proPO-activating enzyme (PPAE) that
functions on cleaving and activating the proPO precursors in the
presence of clip-domain serine proteinase homologues (clip-SPHs)
(Jiang et al., 1998). Based on these observations, we suggest that
PmPPAE2 is a new member of the clip-SP family that possibly func-
tions as a PPAE in the shrimp proPO activation pathway.

The genomic organization of several of the clip-SPs that func-
tion as PPAEs has been reported in insect species. In M. sexta, the
genomic structures of the proPO-activating proteinases (PAP)-1,
PAP-2 and PAP-3 have been evaluated (Wang et al., 2006; Zou
et al., 2005; Zou and Jiang, 2005). The genomic sequence of PAP-
1 contains nearly 13,000 nucleotides with seven exons (Zou et
al., 2005), whilst PAP-2 and PAP-3 are composed of eight exons
flanked by the entire intron sequence (Wang et al., 2006; Zou and
Jiang, 2005). However, there is currently no information about the
exon–intron organization of the PPAE genes reported in the crus-
taceans. Therefore, the genomic organization of both PmPPAE1 and
PmPPAE2 in the black tiger shrimp, P. monodon, was evaluated and
compared in this study. Comparison between the genomic DNA
and cDNA sequences revealed that the structure of the PmPPAE1
and PmPPAE2 genes are totally different. PmPPAE1 is comprised
of ten exons disturbed by nine introns, whereas PmPPAE2 con-
tained only eight exons. Analysis of the genomic structure revealed
that the clip domain of the PmPPAE1 and PmPPAE2 genes are
encoded by two exons, whereas the compositions of exons in their
proteinase domain are different. In the dipteran insect Drosophila
melanogaster, the clip domain of the predicted PPAE genes, SP25 is
encoded by two exons, whereas SP4, SP7 and SP10 are encoded by
a single exon, as is the M. sexta PAP-1 gene (De Gregorio et al., 2001;
Zou et al., 2005).

The tissue distribution of PmPPAE1 transcripts in P. monodon
has been reported to be restricted to only within the hemocytes
(Charoensapsri et al., 2009), as also seen in this present study where
PmPPAE2 transcripts were only detected in shrimp hemocytes. This
result is also in accord with the observation that in the crayfish, P.
leniusculus, PPAE transcripts are only detected in the hemocytes
(Wang et al., 2001).

Furthermore, the expression of PmPPAE2 transcripts was not
detected in the early stages of P. monodon larval development (N3
and Z2), but was detected at increasing levels in the later devel-
opmental stages (M2 and PL15). This contrasts to the expression
of PmPPAE1 transcripts that were present in all four larval devel-
opmental stages examined, albeit at low levels in the N3 larvae. In
the crayfish, P. leniusculus, proPO and PPAE transcripts were absent
and detected at a low level, respectively, during the middle phase
of crayfish embryo development (Zhang et al., 2010).

Previously, PmproPO1 and PmproPO2 from the hemocytes of
P. monodon, were functionally characterized and found to both
play an important role in the shrimp proPO system and immune
defenses (Amparyup et al., 2009). However, the expression pro-
file of PmproPO2 during larval development was not clear. Here,
in this study we report the expression profile of PmproPO1 and
PmproPO2 gene transcripts during four different stages of P. mon-
odon larval development. For PmproPO1, its transcripts were found
at very low to not detectable levels during the N3 developmental
stage and gradually increased in level as the shrimp larval develop-
ment progressed to low at the Z2 stage and high in the M2 and PL15
transcript previously reported in P. monodon with extremely low
levels from the N4 stage increasing with later developmental stages
(Jiravanichpaisal et al., 2007). In contrast, the mRNA expression of
PmproPO2 was not significantly different at fairly high levels dur-
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ng all four larval developmental stages examined. Thus, it is likely
hat the major proPO gene that functioned during the early stages of
arval development is the PmproPO2 gene, whereas the PmproPO1
eems to be the essential component in the later developmental
tages. The differential gene expression profile between the two
PAE and two proPO transcripts could suggest that PmPPAE1 is
ikely to function as the (protease) activator of PmproPO2 during
he early stage of larval development, whist PmPPAE2 might act as
he activating protease of the PmproPO1 in the later stages of the
. monodon larval development.

Double stranded RNA (dsRNA)-mediated RNA interference is an
fficient technique for investigating the function of genes and here
as applied to evaluate the two P. monodon clip-SPs (PmPPAE1 and

mPPAE2) that are implicated in the proPO pathway. In a simi-
ar manner, the RNAi approach in the dipteran insects Anopheles
ambiae and D. melanogaster established the function of the three
nopheles clip-SPs, CLIPB4, CLIPB8 and CLIPB14, to be involved in

he proPO pathway (Paskewitz et al., 2006; Volz et al., 2005; Volz
t al., 2006), and the two drosophilid clip-SPs, MP1 and MP2/sp7,
o be required for proPO activation (Castillejo-López and Häcker,
005; Tang et al., 2006). Likewise, the function of the two clip-
P genes from P. monodon (PmPPAE1 and PmClipSP1) was shown
sing dsRNA-mediated gene silencing to be different with PmPPAE1
eing a proteinase that participates in the shrimp proPO system and
lso plays an important role in the shrimp immunity (Charoensapsri
t al., 2009), whilst PmClipSP1 is not involved in proPO activa-
ion, but still plays a role in the shrimp defense against bacterial
nvasions (Amparyup et al., 2010). In this study, we report the
unctional characterization of the novel PPAE (PmPPAE2) using in
ivo dsRNA-mediated gene knockdown of PmPPAE2 transcript lev-
ls, which significantly decreased the total hemolymph PO activity,
uggesting that PmPPAE2 is a proteinase that is required for shrimp
roPO activation. Furthermore, the cumulative mortality and bac-
erial number in PmPPAE2 knockdown shrimps after systemic
hallenge with the highly pathogenic bacterium, V. harveyi, were
oth significantly increased when compared to the control shrimps.
hese observations are similar to those previously reported in the
mPPAE1 knockdown P. monodon shrimps (Charoensapsri et al.,
009). We therefore suggest that PmPPAE2 is required to acti-
ate the proPO pathway and also plays an important role in the
hrimp’s immune defense against V. harveyi infection. To further
nderstand the relationship between the two PPAE genes, we
ownregulated the expression of both PmPPAE1 and PmPPAE2, via
sRNA injection, and monitored the effect on the total hemolymph
O activity. Although the total hemolymph PO activity of the dou-
le knockdown shrimps was significantly decreased compared to
he control shrimps, it was not significantly different from that
bserved in either the PmPPAE1 or PmPPAE2 single knockdown
hrimps.

Previously, the co-silencing of two proPO genes (PmproPO1 and
mproPO2) in P. monodon resulted in a more significant reduction in
he total PO activity (88%) than when either gene alone was knocked
own, suggesting that the two proPOs might cooperatively function

n the proPO activating system (Amparyup et al., 2009). The data for
mPPAE1 and PmPPAE2 knockdown shrimps reported here might
uggest that both of these PPAE genes function in activating the
roPO cascade in the same pathway. However, whether PmPPAE1
nd PmPPAE2 are functional and actually involved in direct acti-
ation of PmproPO1 and/or PmproPO2 remains to be resolved by
urther investigation.

In conclusion, we identified a novel clip-SP, named PmPPAE2,

rom the black tiger shrimp, P. monodon, and suggest its func-
ional role in the activation of the shrimp proPO system as well
s an important role in the shrimp immune defense against V.
arveyi infection. However, further biochemical and genetic char-
cterization is essential for a better understanding of the role of
parative Immunology 35 (2011) 115–124 123

this system in shrimp immunity. In addition, our data also pro-
vides the information of the genomic organization of both PmPPAE1
and PmPPAE2 genes and a brief outline of the expression of the
PmPPAE1, PmPPAE2, PmproPO1 and PmproPO2 genes during sev-
eral larval developmental stages of the shrimp P. monodon.
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Abstract 

The global shrimp industry still faces various serious disease related problems that are mainly caused 
by pathogenic bacteria and viruses. Understanding the host defense mechanisms is likely to be beneficial in 
designing and implementing effective strategies to solve the current and future pathogen-related problems. 
Melanization, which is performed by phenoloxidase (PO) and controlled by the prophenoloxidase (proPO) 
activation cascade, plays an important role in the invertebrate immune system in allowing a rapid response to 
pathogen infection. The activation of the proPO system, by the specific recognition of microorganisms by 
pattern recognition proteins (PRPs), triggers a serine proteinase cascade, eventually leading to the cleavage of 
the inactive proPO to the active PO that functions to produce the melanin and toxic reactive intermediates 
against invading pathogens. This review highlights the recent discoveries of the critical roles of the proPO 
system in the shrimp immune responses against major pathogens, and emphasizes the functional 
characterizations of four major groups of genes and proteins in the proPO cascade in penaeid shrimp, that is the 
PRPs, serine proteinases, proPO and inhibitors. 
 
1. Introduction 

Successful mass monoculture shrimp production, with its inherent high shrimp density rearing and 
relatively low genetic diversity, requires the use of effective disease prevention strategies, for which a good 
understanding of the basic immune functions is invaluable. 

Invertebrates survive microbial infections in the absence of any pre-existing highly evolved adaptive 
immunity. Instead they initially rely on a fixed non-specific immune mechanism to prevent pathogen entry and 
spread that involves structural barriers to prevent pathogen entry, such as a hard cuticle, tegumental glands, 
branchial podocytes, epithelial immunity, autonomy and regeneration of appendages and rapid would healing to 
prevent loss of hemolymph and seal the would. However, should their mechanisms fail they mount an 
immediate multiple innate immune response to efficiently defend themselves against the onset of pathogens [1]. 
The mechanism of the innate immune system in response to the inevitably encounter pathogens requires the 
recognition of the evolutionarily conserved microbe-specific molecules, known as pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs) by a set of well defined receptors referred to as pattern- or pathogen-recognition 
receptors (PRPs) [1–4]. Recognition of the unique patterns of PAMPs eventually results in the widespread 
innate immune activation, including via the release of soluble molecules and the circulating hemocyte mediated 
humoral and cellular components [2,5]. 

The mobile non-specific immune system has two principal components, the humoral and cellular 
systems, which are both activated upon immune challenge and work together. The cellular component involves 
those mediated by hemocytes and the humoral components involve the cell free components of the hemolymph. 
However, note that as stated already they are not independent of each other but rather are interactive and 
interdependent and so function synergistically to protect the shrimp and eliminate foreign particles and 
pathogens.  

Amongst the diverse array of the humoral immune responses (e.g. clotting cascade, anti-oxidant 
defense enzymes like superoxide dismutase, peroxidase, catalase and nitric oxide synthase, defensive enzymes 
like lysozyme, acid phosphatase and alkaline phosphates, reactive oxygen and nitrogen intermediates and 
antimicrobial peptides), one of the most effective immune mechanisms of invertebrates against intruder 
materials is the cellular melanotic encapsulation. The complex melanization cascade requires the combination of 
circulating hemocytes and several associated proteins of the prophenoloxidase (proPO)-activating system, and is 
one of the more potent humoral constituents in many invertebrates that is responsible for wound healing and 
parasite entrapment as well as for microbe killing [6–11].  

The proPO activating system serves an important role as a non-self recognition system that participates 
in the innate immune responses through interaction with the cellular responses via hemocyte attraction and 
inducing phagocytosis, melanization, cytoxic reactant production, directed cell adhesion, particle encapsulation, 
and the formation of nodules and capsules. 
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Melanin biosynthesis requires multiple steps, both enzymatic and non-enzymatic (spontaneous) 
reactions. The enzymatic reaction is catalyzed by the key enzyme phenoloxidase (PO) and this step is 
considered as the rate limiting step of melanin formation. During the proPO system activation, the subsequent 
reactive intermediates, such as quinone-like substances, reactive oxygen (ROI) or nitrogen (RNI) intermediates, 
which possess cytotoxic activity towards microorganisms, are produced and restrain the invasion of microbial 
pathogens into the host body cavity and assist in wound healing [8–9,12–14]. However, whilst any reductions in 
the activity of the proPO system might lead to the failure of phagocytosis, it is obvious that excess or prolonged 
levels (i.e. inappropriate levels) of these cytotoxic substances can also lead to host tissue damage and cell death 
[10]. Accordingly, it is not surprising that the activation of the melanization reaction is strictly regulated and 
takes place precisely at the site of injury or infection. 

Activation of the proPO system is controlled by a multistep pathway. The recognition of microbial 
PAMPs (elicitors) by PRPs leads to the activation of a series (cascade) of serine proteinases (SPs) and 
eventually culminates in the proteolytic cleavage of the proPO zymogen to the active PO enzyme. The proPO 
cascade is triggered upon recognition of the microbial-derived PAMPs, including lipopolysaccharide (LPS) 
from Gram-negative bacteria, peptidoglycan (PGN) from Gram-positive bacteria and β-1,3-glucans from fungi. 
Activation of the SP cascade by the PAMPs-PRP interactions, with the final activation of PO, results in the 
production of the polymeric melanin and its deposition precisely at the site of infections or around the surface of 
foreign microorganisms (Fig. 1) [7]. 

Over the past decade, the proPO system has been fairly well studied and as a result its importance in 
invertebrate immune system has been confirmed. The biochemical pathway and several associated proteins 
involved in the proPO system activation are now relatively well characterized in many insects and to some 
extent in crustacean species. This review summarizes the current understanding of the molecular mechanisms 
and the regulation of the proPO system in penaeid shrimp (Decapoda: Penaeidae), emphasizing the important 
roles and discussing the current knowledge on the shrimp proPO system in response to the pathogenic 
microorganisms, including differences compared to the better known systems in insects. 
2. Pattern recognition proteins (PRPs) in shrimp proPO system 

Recognition of PAMPs, such as PGN, LPS and β-1,3-glucans by PRPs is an essential step for the 
activation of the proPO cascade. Several groups of invertebrate PRPs that bind to PAMPs and activate the 
proPO system have been reported [2,9,15–17], and these include the peptidoglycan recognition proteins 
(PGRPs) [15,18–22], Gram-negative binding proteins (GNBPs) [9,17,23], β-glucan binding proteins (βGBPs) 
[24–27], LPS and β-1,3-glucan binding proteins (LGBPs) [23,28,29] and C-type lectins [30,31]. In shrimp, little 
is known about the PRPs involved in the proPO cascade. Nevertheless, a few PRPs in shrimp that are involved 
in the activation of the proPO system or melanization have been reported (Table 1) [32–34], and are outlined 
below. 

2.1. β-glucan binding proteins (βGBPs and βGBP-HDLs) 
The first group of βGBPs in crustaceans was characterized in the crayfish, Pacifastacus leniusculus 

(Decapoda: Astacoidea) [35]. The crayfish βGBP transcript is synthesized in the hepatopancreas where the 
encoded protein is released into the plasma and, after binding to β-1,3-glucan, enhances the activation of the 
proPO system and induces hemocyte degranulation and opsonization [24,35–38]. A group of similar proteins 
(named βGBP-HDL) to the crayfish βGBP were isolated from the shrimp Litopenaeus vannamei and 
Fenneropenaeus chinensis [39–43], and have an approximately 70% amino acid sequence similarity to the 
crayfish βGBP. The βGBP/ βGBP-HDL family contains two glucanase-like motifs that have a high sequence 
similarity to the catalytic regions of microbial β-glucanases, but they lack glucanase activity and have the 
integrin recognition motif (RGD or RGE) as a putative cell adhesion site. Members of the βGBP/ βGBP-HDL 
family have been isolated and cloned from four penaeid shrimp species; Penaeus californiensis [32,39], 
Litopenaeus stylirostris [40], L. vannamei [39–42] and F. chinensis [43]. 

The βGBP-HDL of L. vannamei is expressed in the hepatopancreas, muscle, pleopods and gills, but not 
in the hemocytes [42]. Likewise, the βGBP-HDL of F. chinensis is expressed in the intestine, hepatopancreas, 
muscle and gill tissues, but it is also expressed in the hemocytes, and its expression profile is modified after 
white spot syndrome virus (WSSV) infection [43]. Although the mRNA transcripts of shrimp βGBP-HDL have 
been detected in several shrimp tissues, as mentioned above, the βGBP-HDL protein was only found to be 
present in the plasma [39,40]. In P. californiensis, purified βGBP protein can trigger PO activity in the presence 
of β-1,3-glucan and so this βGBP-HDL may be a shrimp PRP for the recognition of β-1,3-glucans in the proPO 
activation pathway [32]. 

2.2. LPS and β-1,3-glucan binding proteins (LGBPs) 
LGBPs, initially isolated from the freshwater crayfish, P. leniusculus, show a significant homology 

with the insect GNBPs. In the crayfish, the binding of LGBP to LPS or β-1,3-glucan has been documented to 
activate the proPO system [29]. In penaeid shrimp, several LGBPs have been cloned and characterized, such as 
in P. stylirostris [44], L. vannamei [45], F. chinensis [46,47], Marsupenaeus japonicus [48] and Penaeus 
monodon [34,49]. Most of the characterized LGBP mature proteins have an average molecular mass of 39.8 – 

2 
 



40.2 kDa and contain a conserved domain of the glycoside hydrolase family 16 that is comprised of a 
polysaccharide binding, glucanase and β-glucan recognition motifs and two RGD motifs [34,48]. LGBP mRNA 
is mainly expressed in shrimp hemocytes and it appears to be an immune responsive gene since its transcript 
expression levels are up-regulated in the early-mid infection phase response to WSSV or Gram-negative 
bacteria or their associated LPS [34,44,45,47,48] and down-regulated in response to late infection with Vibrio 
anguillarium [46]. However, in P. monodon the only LGBP found so far (PmLGBP) acts as a PRP of the proPO 
cascade [34].  

2.3. C-type lectins 
C-type lectins are carbohydrate binding proteins that play essential roles in various biological processes 

across a wide range of vertebrates and invertebrates [50]. A link between lectin and the proPO system was first 
reported in the blattarid insect (cockroach) Blaberus discoidalis [51], where purified serum lectins were found to 
activate proPO in the cockroach hemolymph and to enhance the laminarin-stimulated proPO system activation. 
In the lepidopteran insect Manduca sexta (tobacco hornworm), two C-type lectins named immulectins-1 (IML-
1) and IML-2 have been characterized as PRPs that are required for the proPO activation in the insect’s 
hemolymph [52,53]. 

In crustaceans, the connection between C-type lectins and activation of the proPO system has recently 
been demonstrated in crayfish [54,55]. The C-type lectin PcLec2 from the red swamp crayfish, Procambarus 
clarkii, was characterized as a PRP that participated in the proPO activation [54], whilst in the freshwater 
crayfish, P. leniusculus, the C-type lectin (mannose-binding lectin; Pl-MBL), which was found to be 
synthesized in granular cells and exocytosed upon infection, functions as a regulator of the proPO system under 
high Ca2+ concentration in the crayfish hemocyte lysate supernatant [55]. In penaeid shrimp, several C-type 
lectins have been identified and biochemically characterized (reviewed in [56]), but the potential functions of C-
type lectins in activation of the shrimp proPO system remain poorly understood. Nevertheless, a connection 
between C-type lectins and proPO was recently reported for the C-type lectin from the shrimp L. vannamei 
(LvCTLD) that was found to enhance the PO activity in the shrimp’s hemolymph [33]. However, the molecular 
mechanism of shrimp proPO activation remains to be further elucidated. 
3. Clip domain serine proteinase cascade and the proPO activating enzyme (PPAE) in the shrimp proPO 
activation 

The activation of the proPO cascade requires the proteolytic steps of SPs. SPs constitute one of the 
families of proteolytic enzymes and are involved in mediating several physiological processes by the proteolytic 
cleavage of specific proteins. SPs are characterized by the presence of three catalytic residues (H, D and S) that 
form a catalytic triad. Clip domain SPs (Clip-SPs) belong to the SP family and have been implicated in the 
proPO activation cascade [57]. 

All Clip-SPs are synthesized as inactive zymogens consisting of an N-terminal clip domain and a C-
terminal catalytic SP domain. The characteristic of clip domain, usually composed of between 37 – 55 amino 
acid residues, is interlinked by three strictly conserved disulfide bonds and is connected to the SP domain by a 
disulfide linkage after proteolytic activation [57]. Clip-SPs can be classified into catalytic SPs and non-catalytic 
SPs. The catalytic Clip-SPs, a group of proteolytic enzymes, and the non-catalytic SPs, referred to as Clip-SP 
homologues (Clip-SPHs), which are similar in amino acid sequence to SPs but the serine residue in the active 
catalytic triads is replaced by glycine. Clip-SPHs do not exhibit any proteolytic activity and are involved instead 
in protein interactions [57,58]. 

The terminal Clip-SPs of the proteolytic cascades of the proPO system that converts the proPOs to POs 
is termed the proPO-activating enzyme (PPAE) [57–71]. PPAEs have been characterized from several insects 
and crustaceans, including, within insects, Bombyx mori [59], M. sexta [57, 60–63], Holotrichia diomphalia 
[64–66] and Tenebrio molitor [67], and, within crustaceans, the crayfish P. leniusculus [68] and the shrimp P. 
monodon [69,70] and L. vannamei [71]. 

The penaeid shrimp PPAE was first cloned from P. monodon and named PmPPAE1 [69]. 
Subsequently, a second PPAE (PmPPAE2) [70] and several clip-SPs have been identified and cloned from a 
variety of shrimp species, including P. monodon [72], F. chinensis [73], Fenneropenaeus indicus [74] and L. 
vannamei [71]. However, so far only three of these clip-SPs, two from P. monodon (PmPPAE1 and PmPPAE2) 
[69,70] and one from L. vannamei (LvPPAE1) [71], have been reported to be involved in the proPO system 
(Table 1). 

Both PmPPAE transcripts (PmPPAE1 and PmPPAE2) are mainly expressed in shrimp hemocytes 
[69,70]. PmPPAE1 appears to be an immune-responsive gene since its transcript expression level is up-
regulated after V. harveyi infection. Immunoblotting analysis of the hemocyte and plasma using a polyclonal 
antibody against the SP domain of PmPPAE1 indicates that the protein is localized in hemocytes [69]. In the 
shrimp L. vannamei, LvPPAE1 mRNA levels were down-regulated in hemocytes and up-regulated in the gill 
after challenge with V. harveyi [71]. In contrast, in the crayfish P. leniusculus the PPAE1 transcript levels were 
not affected following Aeromonas hydrophila infection [75]. In insects, the M. sexta PPAE (PAP-1) is 
constitutively expressed at high levels in the integument and less abundantly in the fat body of naive larvae. 
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However, the transcript expression levels of PAP-1 and the two other PPAE transcripts (PAP-2 and PAP-3) are 
up-regulated following bacterial infection [60–62]. The differences in the expression levels of PPAEs among 
species can be explained as being due to the differences in the pathogenicity or virulence of the microorganisms 
in each species. 

Arthropod clip-SPHs have been shown to be involved in various biological functions including 
immunity [57,69,70]. Clip-SPH proteins, which lack SP enzymatic activity, are regulators in the proPO system. 
In insects, the proPO-activating factor (PPAF)-II of the beetle, H. diomphalia, is a clip-SPH and functions as a 
protein cofactor for PPAF-I [76], whilst SPH1 and SPH2 of the lepidopteran M. sexta (tobacco hornworm) serve 
as protein cofactors for the two PPAEs (PAP-2 and PAP-3) in the proPO activation [60–62]. In crustaceans, two 
SPHs (PlSPH1 and PlSPH2) from the crayfish P. leniusculus have been reported to be involved in the PGN-
induced proPO activation and probably function as protein cofactors in the PGN-binding complex with LGBP 
[77]. 

In the shrimp P. monodon, the two known clip-SPHs (PmMasSPH1 and PmMasSPH2) have a high 
amino acid sequence similarity (74% and 69%) to the crayfish PlSPH2 and PlSPH1, respectively [78, 
Amparyup et al., unpublished data]. PmMasSPH1 is a multifunctional immune molecule that contains extensive 
glycine-rich repeats (LGQGGG) and a clip domain at the N terminus and C-terminal SP domain. PmMasSPH1 
transcript levels are induced in response to infection with the shrimp pathogenic bacterium V. harveyi [78]. The 
N-terminal region of PmMasSPH1 exhibits in vitro antibacterial activity against Gram-positive bacteria, the SP-
like domain mediates the hemocyte adhesion and displays bacterial binding activity to V. harveyi and the LPS of 
Escherichia coli [79]. In accord, PmMasSPH1 displays an in vivo opsonic activity against V. harveyi. In 
addition, P. monodon SPH516, an isoform of PmMasSPH1, specifically interacts with the metal ion-binding 
(MIB) domain of the yellow head virus (YHV), suggesting that it might play an important role in viral responses 
[80]. Moreover, dsRNA interference studies revealed significant decreases in the hemolymph PO activity of 
PmMasSPH1 and PmMasSPH2 knockdown shrimp, suggesting that both SPHs are involved in the shrimp 
proPO system (Amparyup et al., unpublished data). In two other shrimp (M. japonicus and F. chinensis), at least 
three clip-SPHs genes have been identified [73,81,82], yet none of these clip-SPHs have so far been implicated 
in the proPO system. However, data from molecular studies have revealed significant changes in the gene 
expression levels of these clip-SPH transcripts following microbial infection, suggesting that they may be 
involved in shrimp immunity and in the proPO system upon infection. Regardless, further studies are still 
required to elucidate the function of these proteins in the proPO system. 
4. Prophenoloxidase (proPO): a key enzyme in the proPO system 

PO, a crucial component of the arthropod proPO system and the key enzyme in the synthesis of 
melanin, is a bifunctional copper containing enzyme that belongs to the type 3 copper protein family and 
possesses both tyrosinase/monophenolase (EC 1.14.18.1) and catecholase/diphenoloase (EC 1.10.3.1) activities 
that in turn convert a variety of monophenols and o-diphenols into o-quinone that ultimately act as precursors 
for melanin production [7,8]. Biochemical investigation in insects and some crustaceans indicated that PO is 
generally synthesized and maintained as the enzymatically inactive precursor proPO, with an approximate 
molecular mass of about 70-80 kDa, and is coordinated with two atoms of copper [6,10]. Activation of proPO is 
triggered by microbial elicitors (PAMPs), including LPS, PGN and β-1,3-glucan, and results in the limited 
proteolytic cleavage at the N-terminal by the specific PPAE proteinases [6,7,10]. Significantly, POs also share a 
homologous sequence with the oxygen carrier proteins (hemocyanins), and so it is not surprising that some PO-
like activity was detected from hemocyanin under certain conditions [83–85]. 

Initially, the sequences of arthropod proPO genes were reported from four arthropods, comprised of 
three insect species, the two lepidopterans M. sexta and B. mori plus the dipteran Drosophila melanogaster, and 
one crustacean, the freshwater crayfish P. leniusculus [86–89]. However, various arthropod proPO sequences 
have subsequently been reported from an array of insect and crustacean species. In insects, the number of the 
proPO genes found in each species varies widely, ranging from ten and nine in the mosquitoes Aedes aegypti 
and Anopheles gambiae, respectively, to three in the fruit fly D. melanogaster, two in the beetle H. diomphalia, 
the silkworm B. mori and the tobacco hornworm M. sexta, down to only a single proPO gene in the honeybee 
Apis mellifera (reviewed in [9–11]). 

In shrimp, biochemical investigations of various aspects of proPO have been performed so far in six 
different shrimp species [90–99]. The first penaeid proPO was successfully purified from the hemocytes of P. 
californiensis in 1999 [90]. Thereafter, a number of proPO genes have been identified and cloned from various 
shrimp species, including one proPO gene in Penaeus semisulcatus [Genbank accession no: AF521949], two 
proPO genes in each of P. monodon [91,92], M. japonicus [93,94], L. vannamei [95–98] and F. chinensis [99] 
(Table 1). 

In the insect species for which good genomic or other suitable genome coverage data are available, the 
presence of different proPO genes have been reported, as exemplified above. However, it has been suggested the 
proPO genes of the malaria vector A. gambiae are differentially expressed in different developmental stages, 
whilst some of them are induced after blood feeding [100–102]. Note that after blood feeding the insect is 
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potentially exposed to host animal-blood borne pathogens. In the shrimp P. monodon, it has been found that the 
two different proPO genes, PmproPO1 and PmproPO2, were differentially expressed in different stages of larval 
development with PmproPO2 and PmproPO1 potentially being the major proPO gene in the early and late 
developmental stages, respectively [70,103]. 

Shrimp proPOs have been shown to be localized only in the hemocytes [95,98]. Accordingly, all the 
penaeid shrimp proPO mRNA transcripts, except for one from M. japonicus [94], are reported to be expressed 
exclusively in hemocytes [91,92,99]. This is in accord with previous studies in other crustaceans which have 
demonstrated that the enzymes of the proPO system are synthesized in hemocytes, localized in the granules of 
semigranular and granular hemocytes and released into the hemolymph by degranulation upon infection 
(reviewed in [9]). Nonetheless, a proPO gene identified from the plasma of the kuruma shrimp, M. japonicus, 
was recently reported to be mainly synthesized in the hepatopancreas and displayed a PO activity in the 
crustacean plasma [94]. 

All currently known shrimp proPOs exhibit the typical characteristic of arthropod proPOs, including 
having two functional copper-binding sites (copper binding sites A and B), a proteolytic activation site, and no 
hydrophobic signal peptide. As with other members of the type-3 copper protein family, shrimp proPOs contain 
a canonical type 3 bi-nuclear active site with six structurally conserved histidine residues within the two 
annotated copper-binding sites (A and B). Almost all currently available sequences of shrimp proPOs have been 
shown to belong to the penaeid shrimp proPO clade of the crustacean proPOs group, which contains the two 
sub-distinct groups of proPO1 and proPO2 [92]. The exception, however, is the novel proPO-like protein 
(proPOb) identified from M. japonicus hemolymph, which differed from the previously reported crustacean’s 
proPO due to their cDNA and deduced amino acid sequences showed low sequence identity (approximately 
30%) with the previously reported proPO sequences (proPO1 and proPO2) of penaeid shrimp [94]. 
5. Negative regulation of the proPO cascade 

Melanization, induced by activation of the proPO system, is essential for the immune defense. 
However, the melanin reaction is tightly controlled at multiple levels, including by inhibition of the SP cascade 
by proteinase inhibitors, the PO activity by PO inhibitors, and the melanin reaction products by melanization-
inhibiting protein (MIP). This tight control is required since excess melanin reaction products (highly reactive 
and toxic quinone intermediates) can cause damage and death to the host cells. Unfortunately, studies on the 
inhibitors that negatively regulate the proPO system or melanization in penaeid shrimp are not yet available. 
Rather, only the nucleotide sequence and transcript expression profiles of serpins [104,105] and MIP [106] 
homologues have been reported to date. 

Various proteinase inhibitors, including members of the serpin and pacifastin superfamily, have been 
functionally characterized as negative regulators of the proPO activation cascade by inhibiting the SPs in 
different insect and crustacean species [9]. Serpin is a class of proteinase inhibitors that act as suicide-like 
substrates by binding covalently to their specific target proteinases. In insects, serpins from D. melanogaster 
(Serpin-5, -27A, -28D and -77Ba) [107–111], A. gambiae (SRPN2) [112,113], M. sexta (Serpin-1J, -3, -4, -5 
and -6) [16,62,114–116] and T. molitor (SPN48) [117] have been identified as negative regulators of the 
melanization cascade. However, in crustaceans, so far only one SP inhibitor, pacifastin, from the crayfish P. 
leniusculus has been reported to be a specific inhibitor for PlPPAE1. This crayfish pacifastin has a molecular 
mass of 155 kDa and contains a light chain with nine likely proteinase inhibitor domains of the pacifastin family 
and a heavy chain containing three transferrin lobes [118]. In shrimp, only a few serpins have been reported, but 
their expression profiles suggest that they are likely to be involved in the shrimp immune response against 
bacterial and viral infections [104,105]. However, the function of these genes in the proPO system has not been 
investigated. 

MIP was originally identified in the coleopteran insect T. molitor, and was found to decrease the 
melanization reaction by inhibiting the melanin synthesis from quinone compounds, but not to affect the PO 
activity [119]. In crustaceans, the MIP homologue from the crayfish, P. leniusculus (PlMIP) has an amino acid 
sequence similarity (approximately 55%) to ficolin, a lectin protein and shares an amino acid sequence 
similarity with the aspartic acid rich motif of the T. molitor MIP. The PlMIP functions in preventing the 
melanin-forming reactions from quinone and also the PPAE activity [120]. In shrimp, a homologue of MIP has 
been identified in P. monodon with an 80% amino acid sequence similarity to the crayfish PlMIP [106]. 
However, the function of the shrimp PmMIP has not been experimentally verified. 

In the absence of any information on these inhibitors, the understanding of the molecular mechanisms 
by which inhibitors control the melanization cascades in penaeid shrimp remains incomplete. 
6. POs are important in shrimp immunity 

The importance of the proPO activation system/melanization in the host’s defense against pathogen 
infections in shrimp and other crustaceans has been investigated recently using in vivo gene silencing. Although 
in some insects it has been reported that the proPO system is not essential for defense against microbial 
infections [121,122], in crayfish the suppression of the proPO gene using RNAi mediated gene knockdown of 
the P. leniusculus proPO gene suggested a potentially important role of proPO in crayfish immunity [75]. 
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Likewise, in penaeid shrimp the proPO system was found to be essential for the shrimp’s defense against 
pathogenic microorganisms as follows. In F. chinensis, proPO transcripts were up-regulated in response to V. 
anguillarum infection [99], whilst in L. vannamei, the expression levels of proPO1 and proPO2 were both 
down-regulated after WSSV infection [97,98] or following V. alginolyticus challenge as well as after ecdysone 
treatment [123]. In P. monodon, in which the significant role of proPOs was first clarified, dsRNA-mediated 
gene knockdown of the proPO system component (two proPO and two PPAE transcripts) significantly reduced 
the total PO activity in the shrimp hemolymph as well as enhancing the susceptibility of the shrimp to infection 
with a pathogenic isolate of V. harveyi [69,70,92]. In M. japonicus, dsRNA-mediated gene knockdown of the 
proPO gene resulted in a reduction in the hemocyte count, an increase in the bacterial load in the hemolymph 
even in the absence of a bacterial or viral challenge, and in an acute increase in the shrimp mortality [124]. In L. 
vannamei, PPAE gene (as LvPPAE1) knockdown reduces the survival of shrimp after V. harveyi infection, 
supporting an important role for shrimp PPAE in the defense against bacterial invasion [71]. Overall, these in 
vivo molecular investigations suggest that the proPO system is critical for the defense against pathogenic 
infections, especially in both P. monodon and M. japonicus, as well as in penaeid shrimp in general 
[69,70,92,124]. 

Significantly, silencing of proPO genes through dsRNA interference affected the expression levels of 
other immune gene transcripts in both penaeid shrimp examined [34,124]. Down-regulation of the M. japonicus 
proPO gene led to a reduced expression level of the antimicrobial peptide (AMP) genes, including lysozyme, 
crustin and penaeidin [124], whereas down-regulation of the two proPO dsRNA of P. monodon significantly 
decreased the transcription levels of two genes in the proPO system (PmLGBP and PmPPAE2), and two other 
AMP genes (PEN3 and Crus-likePm) [34]. Obviously, the proPO system is somehow interrelated with other 
branches of the crustacean immune system, and there are several reports in the literature on insect immunity that 
suggest a correlation between the activation of the proPO system and AMP synthesis. In the insects M. sexta and 
T. molitor, it has been reported that some SPs in the proPO pathway have the ability to initiate the expression of 
AMPs via the Toll signaling pathway [125,126]. However, this important insight into the regulation of the 
proPO system and the molecular cross-talk between AMP production and the proPO system has not been 
evaluated let alone confirmed in shrimp immunity and so awaits further studies. 
7. The proPO system in P. monodon 

The shrimp proPO system has been investigated for more than 12 years. However, the immune cascade 
leading to activation of inactive proPO to active PO in arthropods is still largely undescribed in penaeid shrimp, 
with most available data being available instead from insect species. In this part, we review the research on the 
proPO system of the shrimp P. monodon. Using EST database searching (the complete annotated genome 
sequence of a penaeid shrimp is not yet available) and PCR-based approaches, 10 full-length cDNAs of two 
proPOs, four SPs, three SPHs and one PRP have been identified in P. monodon. The molecular characteristics of 
these genes are shown in Table 2 and Fig. 2. RNAi-mediated gene silencing has been used to test the function of 
eight of these candidate genes in the proPO system in P. monodon, from which the knockdown in expression 
levels of seven of these genes (PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1, PmPPAE2, PmMasSPH1, PmMasSPH2 and 
PmLGBP) significantly decreased the hemolymph PO activity, supporting that these proteins function in the 
proPO system of this shrimp [34,69,70,92, Amparyup et al., unpublished data]. In contrast, the knockdown of 
PmClipSP1, which has a 57% amino acid sequence similarity to the A. gambiae serine protease 14D, did not 
alter the hemolymph PO activity, but resulted in an increased number of bacteria in the hemolymph and in the 
mortality rate of shrimp infected with V. harveyi [72]. As to the remaining two uncharacterized proteins 
(PmClipSP2 and PmMasSPH3), based on analysis of their amino acid sequences for homology, they may 
function in the proPO cascade. These are discussed with respect to their functional categories below. 

7.1. The PRP of P. monodon 
The P. monodon LGBP (PmLGBP) was recently reported to act as a PRP, binding to LPS or β-1,3-

glucan and activating the proPO system [34]. This protein was initially identified as a βGBP in P. monodon, 
based on its binding activity to β-1,3-glucan but not to LPS [49]. However, recent investigations have identified 
a PmLGBP that binds bacterial LPS and β-1,3-glucan with a dissociation constant of 6.86 × 10-7 M and 3.55 × 
10-7 M, respectively, and activates the proPO system in the presence of LPS or β-1,3-glucan [34]. Gene 
silencing of PmLGBP resulted in a significant decrease in the total PO activity, but no significant effect on the 
transcript expression levels of genes in the proPO system (PmproPO1, PmproPO2, PmPPAE1 and PmPPAE2), 
AMPs (PEN3, Crus-likePm, SWDPm2 and lysozyme) or the Toll receptor. These results suggest that the 
expression of shrimp AMPs is independent of PmLGBP signaling pathway [34]. 

7.2. PPAEs of P. monodon 
The role of PPAE in the proPO or melanization cascade is well documented in insects. Within penaeid 

shrimp and P. monodon, PmPPAE1 and PmPPAE2 were the first candidate genes to be tested for their role in 
the proPO system. PmPPAE1 is more closely related to the crustacean PPAE (a crayfish PPAE), and is 
comprised of a long glycine-rich region, a clip domain, a short proline-rich region at the N-terminus and a C-
terminal SP domain [69]. In contrast, PmPPAE2 is very similar to that of insect PPAEs and contains only an N-
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terminal clip domain and a C-terminal SP domain [70]. The characterization of their genomic organization also 
supports that PmPPAE1 and PmPPAE2 are structurally different. The PmPPAE1 gene displays a ten-exon/nine-
intron structure, whereas PmPPAE2 consists of eight exons and seven introns, supporting that the two 
PmPPAEs are encoded from different genes and that they do not arise as a result of alternative exon splicing 
[70]. 

PPAE and SPH have been found to be important for the proPO system in shrimp. Gene knockdown of 
PmPPAE1 and PmPPAE2 showed a significant reduction (37% and 41%, respectively) in the PO activity, 
whereas co-silencing of both PPAEs together resulted in no further significant reduction (41%) in the 
hemolymph PO activity. This implies that both PmPPAE1 and PmPPAE2 are, at least in part, members of the 
proPO activation cascade and play a role in the same branched-proPO pathway. Moreover, the two SPHs, 
PmMasSPH1 and PmMasSPH2 were characterized in P. monodon by gene silencing and the results indicate that 
the hemolymph PO activity of PmMasSPH1 and PmMasSPH2 knockdown shrimp were significantly decreased 
after injection of their corresponded dsRNAs,  supporting that both SPHs are likely to be involved in the shrimp 
proPO system (Amparyup et al., unpublished data). Although it is not yet clear whether these SPHs function as 
a protein cofactor of PPAEs, we suspect that they may act as cofactors in the proPO cascade. 

7.3. ProPOs of P. monodon and their relationship to the PPAEs 
The two proPO isoforms so far identified in P. monodon, PmproPO1 and PmproPO2, are mainly 

expressed in hemocytes. PmproPO1 and PmproPO2 have similar predicted molecular masses of 78.7 kDa and 
79.2 kDa, respectively, and do not contain a signal peptide. PmproPO1 shows an amino acid sequence identity 
and similarity with PmproPO2 of 67% and 81%, respectively. Although PO has long been considered as a key 
enzyme in the proPO system, direct evidence showing the exact roles of PO in shrimp immunity is not available. 
Within P. monodon, the suppression of PmproPO1, PmproPO2 or both gene transcript levels by dsRNA-
mediated RNAi was shown to efficiently and specifically reduce the endogenous expression of their respective 
transcripts, and to significantly decrease the PO activity by 75%, 73% and 88%, respectively, when using L-
dopa as substrates [92]. This in vivo assay clearly shows that both PmproPOs are key enzymes contributing to 
the PO activity and are also essential components of the biochemical pathway required for the proPO system in 
the P. monodon hemolymph. The meaning of the slight synergy observed in the double-knock down is 
unresolved between two overlapping or convergent pathways from that of just an enhanced efficiency of two 
parallel (redundant) or tissue specific components in the same pathway. 

The relationship of shrimp PPAE and proPO gene expressions in the larval developmental stages has 
been investigated [70]. PmPPAE1 and PmproPO2 transcripts were expressed in all larval stages (nauplius, 
protozoea, mysis and post-larvae), whereas PmPPAE2 and PmproPO1 transcripts were mainly expressed in the 
late larval developmental stages (mysis and post-larvae). This differential gene expression profile suggests that 
PmPPAE1 is likely to function as the proteinase activator of PmproPO2 during the early larval developmental 
stage, whilst PmPPAE2 might act as the activating proteinase of the PmproPO1 in the later stages of the larval 
development [70]. However, confirmation that PmPPAEs directly cleaves PmproPOs (or not) is yet to be 
established. 

7.4. Model of the P. monodon proPO cascade 
In this review, we propose a model of the proPO activation cascade in P. monodon, based on the data 

derived from gene knockdown and biochemical experiments. This model is shown schematically in Fig. 3. 
Initially, PmLGBP acts a functional PRP for LPS and β-1,3-glucan detection and so plays a role in the 
recognition of microbes and the activation of the proPO system. This PRP-PAMP complex then probably 
activates the clip-SP cascades that can convert the inactive shrimp PPAEs (PmPPAE1 and PmPPAE2) to active 
PPAEs. Stimulation of PmPPAE1 and PmPPAE2 leads to the activation of the respective PmproPO2 and 
PmproPO1 (to PO1 and PO2), resulting in the production of melanin and reactive oxygen compounds. 
Interestingly, specific down-regulation of these two proPOs significantly decreased the gene expression levels 
of the two AMPs (PEN3 and Crus-likePm) and two genes in the proPO system (PmLGBP and PmPPAE2), 
supporting a likely cross-talk between the proPO system and AMP gene synthesis in P. monodon. 
8. Conclusions 

Melanization is an important mechanism in the immune system of shrimp as with other arthropods. In 
recent years, an increasing number of functional-characterized genes (PRPs, Clip-SPs and proPOs) in the proPO 
system, somewhat comparable to those in insects or other invertebrate species, have been described from 
penaeid shrimp. By binding to specific pathogen molecules (PAMPs), the PRPs (i.e. LGBP, GBP and/or C-type 
lectin) detect pathogen infections and subsequently activate Clip-SPs, PPAE and proPOs to finally activate PO 
and generate the melanin and their reaction products (reactive oxygen compounds) that entrap and / or are toxic 
to pathogens. This review highlights the rational that the proPO system is an important immune system for 
fighting against pathogens in penaeid shrimp. However, there is little research on the mechanism of the proPO 
system in shrimp. The study of the genes and proteins involved in this system should be further investigated to 
unveil the mechanism of shrimp proPO system. 
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Figure 1. Schematic outline of the principle components in the prophenoloxidase (proPO)-activating 
system in arthropods. During microbial infection, non-self molecules that act as PAMPs (LPS, PGN and β-1,3-
glucan) are recognized by the appropriate pattern recognition proteins (PRPs) (peptidoglycan binding protein 
(PGBP), LPS and β-1,3-glucan binding protein (LGBP) and β-1,3-glucan binding protein (βGBP)). This event 
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triggers the activation cascade of several serine proteinase (SPs), leading to a final clip-domain serine proteinase 
(clip-SP) designated as a proPO-activating enzyme (PPAE). Subsequently, the inactive proPO zymogen is 
converted to active phenoloxidase (PO), by PPAE to produce the quinones, which can crosslink neighboring 
molecules to form melanin around invading microorganisms. 
 

 
 
 
Figure 2. Schematic illustration of the primary structure of the genes in the proPO system of the penaeid 
shrimp P. monodon. LGBP: PmLGBP (Genbank accession no. JN415536). PPAEs: PmPPAE1 (FJ595215) and 
PmPPAE2 (FJ620685). proPOs: PmproPO1 (AF099741) and PmproPO2 (FJ025814). 
 
 
 

 
 
Figure 3. A proposed mechanism for the activation of the proPO cascade in the penaeid shrimp P. 
monodon. PmLGBP is a pattern recognition protein (PRP); PmPPAE1 and PmPPAE2 are prophenoloxidase 
activating enzymes (PPAEs); PmMasSPH1 and PmMasSPH2 are clip domain serine proteinase homologues 
(Clip-SPHs) and PmproPO1 and PmproPO2 are prophenoloxidases (proPOs). 
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Table 1. Genes in proPO system of penaeid shrimp. 
 

Gene name Scientific Name 
Accession 
Number 

Full-length 
cDNA (bp) 

Coded amino 
acid 

Signal 
peptide 

Mature protein 
(amino acids/ MW) 

Reference source 

Pattern Recognition Proteins (PRPs) 

βGBP-HDL L. vannamei AY249858 6379 1454 - 1454 aa / 164.0 kDa [42] 
  F. chinensis GU461662 6443 2021 - 2021 aa / 227.5 kDa [43] 
LGBP P. monodon JN415536  1140 366 17 349 aa / 39.9 kDa [34] 
    AF368168 1297 366 17 349 aa / 39.9 kDa [49] 
  L. vannamei AY723297 1203 367 17 350 aa / 39.9 kDa [96] 
 F. chinensis AY871267 1277 366 17 349 aa / 39.9 kDa Liu et al. (Unpublished) 
  DQ091256 1253 366 17 349 aa / 39.8 kDa Du et al. (Unpublished) 
 L. stylirostris AF473579 1352 376 27 349 aa / 39.9 kDa [44] 
 M. japonicus AB162766 1098 366 17 349 aa / 39.8 kDa Aoki et al. (Unpublished) 
   EU267001 1293 354 23 331 aa / 40.2 kDa [48] 
C-type lectin containing 
domain protein 

L. vannamei JF834160 1353 311 16 295 aa / 32.8 kDa [33] 

Clip-domain Serine Proteinases (Clip-SPs) 

PPAE1 P. monodon FJ595215 1529 463 18 445 aa / 48.7 kDa [69] 
 L. vannamei  1557 462 18 444 aa / 48.5 kDa [71] 
PPAE2 P. monodon FJ620685 1578 371 25 346 aa / 36.5 kDa [70] 

Clip-domain Serine Proteinase Homologues (Clip-SPHs) 

MasSPH1 P. monodon DQ455050 1958 523 19 504 aa / 51.6 kDa [78] 
    DQ916148 1530 509 19 490 aa / 50.5 kDa [80] 
  DQ403191 1949 516 19 497 aa / 51.0 kDa [80] 

MasSPH2 P. monodon FJ620686 1672 387 20 367 aa / 39.4 kDa [69] 
   EF128030 1740 386 19 367 aa / 39.4 kDa Sriphaijit and Senapin (Unpublished) 

Prophenoloxidases (proPOs) 

proPO1 P. monodon AF099741 3002 688 - 688 aa/78.7 kDa [91] 
  AF521948 2061 686 - 686 aa/78.5 kDa Ye at al. (Unpublished) 
 F. chinensis EU015060 2061 686 - 686 aa/78.2 kDa [99] 
  AB374531 3023 686 - 686 aa/78.1 kDa Bae et al. (Unpublished) 
 P. semisulcatus AF521949 2055 684 - 684 aa/78.0 kDa Ye et al. (Unpublished) 



 L. vannamei EU284136 2471 686 - 686 aa / 78.1 kDa Lai et al. (Unpublished) 
  EF115296 3232 686 - 686 aa / 78.1 kDa [97] 
  AY723296 2061 686 - 686 aa / 78.1 kDa [96] 
 M. japonicus AB065371 2046 681 - 681 aa / 78.1 kDa [93] 
  AB073223 3047 688 - 688 aa / 80.0 kDa Rojtinnakorn et al. (Unpublished) 
proPO2 P. monodon FJ025814 2536 689 - 689 aa / 79.2 kDa [92] 
  EU853256 2531 690 - 690 aa / 79.4 kDa Ma and Chan (Unpublished) 
 L. vannamei EU373096 2504 691 - 691 aa / 78.8 kDa [95] 
  EF565469 2514 691 - 691 aa / 78.8 kDa [98] 
 F. chinensis FJ594415 2312 687 - 687 aa / 78.8 kDa Sun et al. (Unpublished) 
proPOb M. japonicus AB617654 2453 708 18 690 aa / 79.1 kDa [94]

 



Table 2. Molecular characteristics of the genes and their predicted protein products in the proPO system of the penaeid shrimp P. monodon. 

Gene name 
CDS / 
ORF 

Closest gene (% amino 
acid similarity) 

Putative N-glycosylation sites Conserved domains Biological functions/ Reference sources 

Pattern Recognition Protein (PRP)     

PmLGBP 1101 bp/ 
366 aa 

P. monodon βGBP (99%) NRS(66) and NLS(318) Polysaccharide binding motif, 
glucanase and β-glucan recognition 
motifs and integrin recognition 
motifs (RGD) 

Pattern recognition protein for LPS and β-1,3-glucan in 
the shrimp proPO system / [34] 

Clip-domain Serine Proteinases (Clip-SPs)     

PmPPAE1 1392 bp/ 
463 aa 

P. leniusculus PPAE 
(70%) 

NGS(42) and NAT(192) Clip-domain and serine proteinase 
domain 

PPAE in the shrimp proPO system that possibly 
mediates the activation of PmproPO2 and important in 
shrimp immunity / [69] 

PmPPAE2 1116 bp/ 
371 aa 

M. sexta PAP-1 (51%) NVT(84) Clip-domain and serine proteinase 
domain 

PPAE in the shrimp proPO system that possibly 
mediates the activation of PmproPO1 and important in 
shrimp immunity / [70] 

PmClipSP1 1101 bp/ 
366 aa 

A. gambiae Serine 
protease 14D (57%) 

NFS(219) and NKS(228) Clip-domain and serine proteinase 
domain 

Not required for shrimp proPO cascade but still plays a 
potential role in the antibacterial defense mechanism in 
shrimp immune response / [72] 

PmClipSP2 1107 bp/ 
369 aa 

D. melanogaster 
melanization protease-1 
(52%) 

NPT(25), NTS(156), NGS(159) and 
NRT (184) 

Clip-domain and serine proteinase 
domain 

Not determined / (Amparyup et al., unpublished data) 

Clip-domain Serine Proteinase Homologues (Clip-SPHs)   

PmMasSPH1 1572 bp/ 
523 aa 

P. leniusculus SP-like 2a 
(74%) 

NDT(28) and NDT (203) Clip-domain and serine proteinase-
like domain 

Multifunctional immune molecule and function in the 
shrimp proPO system / [78,80] (Amparyup et al., 
unpublished data) 

PmMasSPH2 1164 bp/ 
387 aa 

P. leniusculus SP-like 
protein-1 (68%) 

Not found Clip-domain and serine proteinase-
like domain 

Function in shrimp proPO system / (Amparyup et al., 
unpublished data) 

PmMasSPH3 1164 bp/ 
387 aa 

P. monodon MasSPH1 
(57%) 

NTT(12), NET(85), NCS(113), 
NTT(126) and NVT(246) 

Clip-domain and serine proteinase-
like domain 

Not determined / (Amparyup et al., unpublished data) 

Prophenoloxidases (proPOs)      

PmproPO1 2067 bp/ 
688 aa 

P. monodon proPO1 
(100%) 

NET(117), NQT(170), NTS(571) 
and NTT(662) 

Copper-binding sites A and B Major component of proPO system and important in 
shrimp immunity / [92] 

PmproPO2 2070 bp/ 
689 aa 

P. monodon proPO1 
(81%) 

NET(119), NET(172), NNS(275), 
NIS(357) and NLS(432) 

Copper-binding sites A and B Major component of proPO system and important in 
shrimp immunity / [92] 
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