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Abstract  
 

Project Code : TRG5280019 

Project Title : Activity and function of antimicrobial peptides from the black tiger shrimp 

Penaeus monodon 

Investigator : Dr. Premruethai Supungul 

National Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Center of Excellence for Molecular 

Biology and Genomics of Shrimp, Department of Biochemistry, Faculty of Science, 

Chulalongkorn University E-mail Address : premruethai.sup@biotec.or.th 

Project Period : 2 years 

This project was to characterize and investigate the functions of lysozymes and penaeidins 

from Penaeus monodon. The c-type (PmLyzc) and the two-catalytic residue ablated i-type 

lysozymes (PmLyzi1 and 2) were identified from the Penaeus monodon. By RT-PCR, PmLyzc 

and PmLyzi2 transcripts were highly expressed in hemocyte and heart, respectively while the 

PmLyzi1 transcript was expressed only in hepatopancreas. The up-regulation of mRNA 

transcription after bacterial challenge was observed only with PmLyzc. Although the 

turbidimetric assay revealed that only recombinant PmLyzc possessed the muramidase activity, 

all of them variably exhibited antimicrobial activity against both Gram-positive and -negative 

bacteria. No synergistic effect was observed among these lysozymes. These results 

demonstrated that the ability of lysozyme to inhibit the growth of bacteria did not depend only 

on the muramidase activity and indicated the multifunction of lysozyme as immune defense and 

digestive enzymes in P. monodon. 

From the Penaeus monodon EST database two isoforms of penaeidins were identified, 

PenmonPEN3 and PenmonPEN5. Both penaeidin transcritps were mainly expressed in the 

hemocyte, and were up-regulated about 1.5 and 1.8 fold, respectively at 24h after WSSV-

challenge. The recombinant proteins of both penaeidins were overproduced in the yeast Pichia 

pastoris. The rPenmonPEN3 and rPenmonPEN5 exhibited antibacterial activity against Gram-

positive bacteria. However, no synergistic effect was observed in these penaeidins. The 

suppression of PenmonPEN5 transcript levels by RNA interference mediated gene silencing led 

to an increase of WSSV copy numbers about 1.9 fold. Moreover, incubation of the P. monodon 

hemocyte primary cell culture with the mixture of WSSV and rPenmonPEN5 inhibited the 

propagation of WSSV only 6.25�M but not at higher concentration of the protein. These results 

suggest a possible role of P. monodon penaeidins in the shrimp’s antibacterial and antiviral 

immunity but its antiviral mechanism requires further investigation. 

Keywords : Penaeus monodon, Antimicrobial peptide, muramidase activity, antiviral immunity 
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�������
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��&*������	�-�	 

E-mail Address : premruethai.sup@biotec.or.th 

�0	0��-����
���:  2 �̀ 

���
������ �������'6�7�-��7&0����%�/-0��"���2��
�-�$�	�� lysozyme /-0	�� penaeidin ��2/	�#�"

�����"
��-��
� Penaeus monodon  ��	��82�%���������/��
�����
	�� c-type lysozyme 

(PmLyzc) /-0 ��
#��{|��*� ��
 i-type lysozyme {62
��� active residues (PmLyzi1 /-0 

PmLyzi2) ����8���	82���"
��-��
��"�	������ RT-PCR 1� PmLyzc /��
��������2�����2�����-8��  

PmLyzi2 /��
��������2�����2�����  ���&0��2 PmLyzi1 /��
�����2 hepatopancreas �1�	
���	�0

���	�  /-0�31�0 PmLyzc ��$�������2�����/��
����1�2�����6����82��������0%�"���"��"
%���,8�� V. 

harveyi  /�"�$��01�^�=�_��
 muramidase �31�0�� PmLyzc ��$����� /%$1��$� �������/���*��
���


���#��{|��*������9	��	��
�������+��
/�������	#�"�����
/������/-0/���-�  �	$�
#����� #�$1�

��������^�=�_�����
 lysozyme ���
��������	��	��
�������+��
/�������	  ����-�����-�


,����"�����$� ���������9�����	��	��
/�������	#�$#�"�6����� muramidase activity  /��
96
��"���2��
 

lysozyme ���������2	��"�
����0��4!����"����/-"� 	�
�$��0���2	��"�
����0��	$�	��
��"
����"�	 

����"�
���� EST ��
��"
��-��
�1� penaeidin ���
�����
#��{|��*� �8� PenmonPEN3 /-0 

PenmonPEN5  ��	���
��
#��{|��*�����/��
����1�2�����6������ 1.5 /-0 1.8 ��$���2 24 ,�2���


�-�
�����0%�"���"��"
%���,8�� WSSV ��82����	�����-�$�������  �-�
����-�%�������/���*���%����


���
��
#��{|��*� 1������9	��	��
�������+��
/�������	/������#�"�� /%$#�$1���������^�=�_���

�	$�
����	�
���+  ��82�'6�7���"���2��
 PenmonPEN5 ��	�,"������ RNAi 1��$� ��"
��29!�	��	��
���

/��
�����
	�� PenmonPEN5 /-"�3���,8�� WSSV �����/��
�����
	�� VP28 �1�2�����6������ 

1.9 ��$���82����	�����-�$�������  ��������� ��82��$� primary cell culture ��
�����-8����� 

�������/���*���%����2������ WSSV 1� �31�0�������/���*���%�� PenmonPEN5 ������"��"� 

6.25 �M ��$�������2�����9	��	��
������� propagation ��
 WSSV ����-�����-�
�"�
%"�,����"����

�$� penaeidin �����������1�#��*��2�
���+�����%"�����%���,8��/�������	/-"� 	�
�$��0���������

���	��	��
���%���,8��#��������"�	  �
������-#����	��	��
#��������	�
%"�
'6�7��1�2��%��%$�#� 

�
��-�� : Penaeus monodon, Antimicrobial peptide, muramidase activity, antiviral immunity 
�

 



1. ����
+��
,�������� 

��"
��������"��$
�����0�4���%�*��
���2��'��	4�1��
#�	 ��	��0��'#�	�-�%��"
�182����

�$
��������$��������4�4�	����0��'  ��2�$������0��'#�	�����!"�
�������-�%��"
/-0�$
�������������

��62
��
�-�%��
/%$�` 1.'. 2533 ��96
�}������  /�"�$�%���-�����$
����0�1�2�����6�� /%$1��$�����-��	
/-0

����$
�����"
��-��
��-��-��"�	-
��82�	 ~  �	$�
#����� 1��$�������-��	
��"
���/����#�����6�� ��	���` 

2548 ������-��	
96
 340,000 %�� /-0������-��	
��"
��-��
��1�	
 32,000 %��  ����%���2�
���"����-�%��"


��-��
�����0��'#�	-�-
 ��82�
�����0���}+������0�����
���%$�
~��2�
���+#�"/�$ ����0�����2����

����,8��#���� /-0/�������	  ����0�����2��������,8��#���� #�"/�$ ���%��/�
��
���/-0��������-8�
 {62


��������,8��#���� white spot syndrome virus /-0 yellow head virus %��-
����  ��82���"
%���������,8��

#������-$�����0�
���"��"
%�	�3�	�1-�� (Wongteerasupaya /-0�&0, 1995a; Wongteerasupaya /-0�&0, 

1995b)  �$������0�����2�������/�������	��21���� #�"/�$ �����8�
/�
 {62
��������,8��/�������	 Vibrio 

species  ��82���"
���������8�
/�
 �01��$� %���	�
�*����	#��"���
�{62
�����6����������2��"
1	�	����"�
����

��  ����������������&%��  %���0�$��  �������%���;�  �����������-�-
 /-0�	�	%�	#���82�	~  {62
�
�

��"�-�-�%�����%�����������-��	
��"
-��"�	-
�����
������� (Ruangpan, 1998)  ��7%����6
�
�	�

���,���0��"����,"����	$�
/1�$�-�	��������7����%$�
~ �,$� chloramphenical, furazolidone, 

oxytetracycline /-0 streptomycin (Gatesoupe, 1989)  �-��
����,"	����,���0�
���"�����}+�����

%��"�
����"
  ��������� 	�
�
���"�,8��/�������	��������8��	� /-0���1����	���8��	��!$�,8�������
��#�" 

(Hameed /-0�&0, 2003; Somjetlerdcharoen, 2002; Graslund /-0�&0, 2002)  �����%��-��
�-$�� �6


�����1����
������	��
�"���&!,�����	��182��,"/�"�}+����2�����6�� �,$� ���1������=����%��������	�,"

������1�{����* (Lo, 1996; Kiatpathomchai /-0�&0, 2004)  ���'6�7�	����2%�����
%$����%���,8��%$�
~

�"�	������ cDNA microarray (Fagutao /-0�&0 2008; Pongsomboon /-0�&0 2011; Wang  /-0�&0 

2006; Wongpanya  /-0�&0 2007) ���'6�7����%����2%�����
%$����%���,8��%$�
~�"�	������ 

Proteomic (Chai /-0�&0 2010; Zhang /-0�&0 2010) ����%"�  ��������� 	�
����	
������"�1�/-0

'6�7�	����2���2	��"�
��������"�
���%"����-,�1 (antimicrobial peptides, AMPs) �����	���0��4!����"����

��
��"
�-�	,��� (Gross /-0�&0 2001; Rojtinnakorn /-0�&0 2002; Tassanakajon /-0�&0 2006) 

��	 '!�	*�,�2	�,�+�31�0��
�"���&!,�����	�/-0�������"
 #�"��	
��96
����"�1�	����"�
���%"����-,�1 



/-0�������#�"�� website ��
��$�	���2 http://pmonodon.biotec.or.th  �����	
�����'6�7��1�#��*

��-$��������"
�-�	,��� 1� �1�#��*%"����-,�1/%$-0,������-�	#��{|��*� /-0�1�#��*/%$-0,�����^�=�_��

���%$�%"���,8����-,�1#�"/%�%$�
������#�  ��
���� ���'6�7����%"����-,�1��-$���� �$��0#�"�"��!-�
���+�182�

1����#��,"�������������� ��/������,"	����,���0  /-0�182���"#�"�"��!-18�������
�0��4!����"����

��
�-$��������6�� ��
���� 
������	����6
����%9���0�
�*�182�'6�7�-��7&0����%���
�1�#��*%"����-,�1 ��8� 

AMP ��2/	�#�"�����"
��-��
�  ������
'6�7�-��7&0������
�
���$����� (synergistic effect) ��	��'�	

����������-�%���%������0��/�������	/-0	��%* /-0�,"������ RNAi 	��	��
���/��
�����
	����"�


���%"����-,�1 �182�'6�7���"���2��
���%"����-,�1��82������%���,8�����%$�
 ~ ��	�
����'6�7�	����"�
���

%"����-,�1��
�-�$� #�"/�$ �-�$� lysozyme /-0 �-�$� penaeidin 

2. �
(7)%��
���!"�������� 

2.1 �182�'6�7�^�=�_�����	���	��
�������+��
/�������	���
/������ /-0/���-� ��
 

�1�#��*%"����-,�1%$�
 ~ ��2�"�1������"
��-��
������
����������"
 ���
/�����2	�/-0/���
�
��

�$����� (synergistic effect) 

2.2 �182��������������1�7��
���%����"�
���%"����-,�1%$��{--*��
��2
��,���% 

2.3 �182�'6�7���"���2��
�1�#��*%"����-,�1%$�
 ~ ���
/�����2	�/-0/���
�
���$���������"
  

��		��	��
���/��
�����
	����"�
���%"����-,�1��	�,"������ RNAi /-0�!���%�����
��
��"


�-�
���3���,8��/�������	��8�#���� 

3. ��������'�"� 

3.1 ���-;�<��
�<��
��
(�!"���)3���� lysozyme 

3.1.1 ���-;�<�����
'�""�!"���� lysozyme =�#�>?"#�>�"�)���)��'+�%�(� 

�'�=*�#����� RT-PCR 

��"�
 first-strand cDNA ��� total RNA ��
��8���	82����
 9 ���	�0��
��"
 #�"/�$ ��
8��, 

antennal gland, epipodite, �����, �����-8��, hepatopancreas, eyestalk, lymphoid organ /-0 -
�#�" ��	

�," ImProm-IITM Reverse Transcription System (Promega) /-0�
� cDNA ��2#�"���1�2������&�"�	������ 

PCR ��	�,"#1�����*��2�
��1�0���	�� lysozyme ���
 c-type lysozyme (PmLyzc) /-0 2 #��{|��*���
 i-



type lysozyme (PmLyzi1 /-0 PmLyzi2) ��2#�"���/��#�"  ������0�* PCR product �"�	 agarose gel 

electrophoresis  ��������& PCR product ���������"���
/9� DNA ��2����6��"�	�-"�
 CCD ��	�,"

���/��� Genetools Analysis Software (Syngene)  ��	��	�� �-actin ����	��������  

3.1.2 ���-;�<�����
'�""�!"���� lysozyme =��)���)��'+�������()��'��� 

 V. harveyi 

������'6�7����/��
�����
	������8���	82���
��"
 1� PmLyzc, PmLyzi1 /-0 

PmLyzi2 �����/��
��������2����������-8��, hepatopancreas /-0 ����� %��-
����  ��
�������'6�7�

���/��
�����
	�� lysozyme ����"
��-��
���2%���,8�� V. harveyi �6
�
����'6�7���������	�0��
�-$��  

��	3���,8�� V. harveyi 106 CFU ��"��-"����8����"
�-�$���-�
  �
���������-8�� hepatopancreas /-0����� 

��2��-� 0, 6, 12, 24 /-0 48 ,�2���
�-�
���3���,8����	������-�-0 3 %��  ���-�$�������3�� 0.85% NaCl 

/�� V. harveyi  ���� total RNA /-0�
������"�
 first strand cDNA ��	�," ImProm-II™ Reverse 

Transcriptase System  %���������/��
�����
	�� lysozyme �����	0���
�����	����
� PCR ��2�,"	�� 

�-actin ����	��������  

3.1.3 ���A��(�%�(�����"�������� lysozyme ����+����
)����  

��"�
1-������������/���*��	�����-�,���	�� mature lysozyme ���
���,��� �8� 

PmLyzc,  PmLyzi1 /-0 PmLyzi2 ��"��!$����%��* pET19  ��	��"���%���������/���*��2#�"�� His-tag �	!$��2

�-�	��
�"���0����  ������� �-8������-���2��	�� lysozyme ��	�,"������ colony PCR  ������0�*����

��
 DNA insert ��	 agarose gel electrophoresis  ����1-���������������
�������/���*��-�/-0�
�#�

��-
��������-���#��*  ��82�#�"��-���29!�%"�
/-"��6
	"�	1-������������/���*��2#�"��"��!$�{--* E. coli 

Rosetta  �-�%���%���������/���*��	,���
���"�������/��
�����
	���"�	 IPTG /-0%���������

/��
�����
���%���������/���*�"�	 SDS-PAGE /-0	"���"�	 Coomassie Brilliant Blue  �-�
�������

�6
�
�����-�%���%���������/���*�����&���/-0�
����/	����%���������/���*��"������=�_��	�," Ni-

NTA coloum ,0���%���������/���*������ column �"�	 immidazole ������"��"�%$�
~  �
����%�� 

�������/���* PmLyzc (rPmLyzc) /-0 ���%���������/���* PmLyzi1-2 (rPmLyzi1-2) ��2#�"#� dialyze ���

��
�/-0 STE buffer %��-
����  %����������������=�_�"�	����
� western blot ��2�," antibody %��/������ 

anti-His-tag /-0 antibody %����2��
���� goat-anti-mouse IgG 



3.1.4 ����'
"� muramidase activity 

��	�
�����-��	
�,8�� /�������	 Micrococcus luteus ��"��������"��"���2 OD600 nm 

��$���� 0.5  ��������$����%���������/���* lysozyme ����,8��/�������	 M. luteus ��2 25 °C   ����$����

�!��-8�/�
��2����	���-82� 450 nm ���~ 2 ����������-� 20 ����  ��	��82������	$�	 peptidoglycan 

�����6���0�
���"�$�����!��-8�/�
-�-
   

3.1.5 ����'
"�
��
(����(���#*>?"�����#���������-;�<� synergistic 

effect 

�
����%���������/���* lysozyme ������=�_���
���,�����%������^�=�_�����	��	��


/�������	/������ (M. luteus, Staphylococcus aureus /-0 S. haemolyticus) /-0/�������	/���-� 

(Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. alginolyticus, V. cholera, V. mimicus /-0 

Esherichia coli) �"�	��=� agar diffusion  ��	�
�����-��	
�,8��/�������	�� agar plate ��2���0�-���
�������$

���%��  �
�����$� PmLyzc, PmLyzi1, PmLyzi2 ��2��&�4!�� 30 °C ������-� 18 ,�2���
  /-0�," Lysozyme 

���#�$��� (HEWL) �������%��������  �
��������
����2����������	��	��
�������+��
�,8��  ��������
�

�������� synergistic effect ��	����$����%���������/���*��
��8����,��� �� agar plate ��2���,8��

/�������	  �
��������	����	��-���	��	��
�������+��
/�������	��	����	����	��
����2�����6������
����2

�����������,"���%���������/���*�1�	
,������	� 

3.2 ���-;�<��
�<��
��
(�!"���� penaeidin 

3.2.1 ���-;�<�����
'�""�!"���� penaeidin =�#�>?"#�>�"�)���)��'+�%�(� 

�'�=*�#����� RT-PCR 

��"�
 first-strand cDNA ��� total RNA ��
��8���	82����
 9 ���	�0��
��"
��%� 3 %�� #�"/�$ 

��
8��, antennal gland, epipodite, �����, �����-8��, hepatopancreas, eyestalk, lymphoid organ /-0 

-
�#�" ��	�," ImProm-IITM Reverse Transcription System (Promega) /-0�
� cDNA ��2#�"���1�2������&

�"�	������ PCR ��	�,"#1�����*��2�
��1�0���	�� penaeidin ���
��
#��{|��*� (PenmonPEN3 /-0 

PenmonPEN5) ��2#�"���/��#�"  ������0�* PCR product �"�	 agarose gel electrophoresis  ��������& 



PCR product ���������"���
/9� DNA ��2����6��"�	�-"�
 CCD ��	�,"���/��� Genetools Analysis 

Software (Syngene)  ��	��	�� EF1-� ����	�������� 

3.2.2 ���-;�<�����
'�""�!"���� penaeidin =��)���)��'+�������()��'��� 

WSSV �'�=*�#����� real time - RT-PCR 

/�$
��"
��-��
����4�1��������� 2 �-�$� �-�$�/��3���"�	 WSSV (��%���$�� WSSV ��� 

Lobster hemolymph medium (LHM) 1:8000 {62
�
���"��"
%�	 100% 4�	�� 4 ���)  �-�$�������3���"�	 

LHM �����-8�������"
�-�$�-0 3 %����2��-� 0.25, 12, 24 /-0 48 ,�2���
  ��"�
 First-stand cDNA ��� total 

RNA ��
�����-8����
��"
��	�," ImProm-IITM Reverse Transcription System (Promega) /-0�
� cDNA ��2

#�"���1�2������&�"�	������ real-time RT-PCR ��	�,"���82�
 iCycler-iQTM system (Bio-Rad 

Laboratories, USA) /-0�,",��%������ SYBR Green I dye detection �
������-�
���{�
�  �
�����$�

���/��
�����
	����	����	����	�������/��
�����
	�� EF1-�  /-0����	����	��$����/��
���

��
	�����-�$���2��0%�"��"�	 WSSV ���	�����-�$�������  {62
/��
�"�	�$� 2-��Ct  �$� ��Ct �
������� 

�Ct (�-�$���2��0%�"��"�	 WSSV) - �Ct (�-�$�������) ��������6
�
�����$���
�9�%���	�," one-way 

analysis of variance (one-way ANOVA) 

3.2.3 ���-;�<��������!"� penaeidin =��)�����(�'#*>?" WSSV �'�#����� RNAi 

�
������"�
 double strand RNA ��
	�� PenmonPEN5 (dsPenmonPEN5)  ��	

���/��#1�����* 2 ,�� ��,��/���
�������"�
��"� sense ��"�-�	��
�"�� 5’ ��
#1�����* Forward ��

����
��1�0��
 T7 promoter  �$��,����2 2 ����#1�����*�
�������"�
��"� anti-sense  ��"�-�	��
�"�� 5’ 

��
#1�����* Reverse ������
��1�0��
 T7 promoter  �-�
����
�����1�2������& cDNA �"�	#1�����*���
 

2 ,��/-"�  �
������"�
��	 RNA ��"� sense /-0 anti-sense ��	�," T7 RNA polymerase   purify RNA 

��	���2	�/-0�
� double strand RNA ��	��������"� sense /-0��"� anti-sense ����%���$�� 1:1 �182���"

������������"��!$ 

�������%�����������
��1�0��
 dsPenmonPEN5 ��	�
���"
��-��
�������0��& 3 

���� ��/�$
���� 3 �-�$� �-�$�/��3�� dsPenmonPEN5 ����%���$�� 5 �g %$� ��"
���� 1 g  �-�$���2��
3�� 

polyGC �182������-�$�������  /-0�-�$���2 3 3���"�	 NaCl �182������-�$�������  �-�
������3��������-� 24 



,�2���
 3����"
/%$-0�-�$�{�
���	���-�$���2%"�
3�� double strand RNA ����%���$�� 2.5 �g %$� ��"
���� 1 g  

�-��	
%$���� 24 ,�2���
�6
�����-8�������� total RNA �182��
���%�����������
��1�0��
 

dsPenmonPEN5 ��	�!���/��
�����
	�� PenmonPEN3 /-0	�� PenmonPEN5 {62
�,"���/��
���

��
	�� EF1-� ����	�������� 

�182�'6�7���"���2��
 PenmonPEN5 ��82���"
%���,8�� WSSV �6
/�$
��"
���� 3 ����

������� 3 �-�$� �-�$�/��3�� dsPenmonPEN5 ����%���$�� 5 �g %$� ��"
���� 1 g  �-�$���2��
3�� polyGC 

�182������-�$������� /-0�-�$���2 3 3���"�	 NaCl �182������-�$������� �-��	
%$�#���� 24 ,�2���
 �
����3�� 

double strand RNA ����%���$�� 2.5 �g %$� ��"
���� 1 g 1�"�����3�� WSSV �
���� 100 copy �-��	
%$�

��� 24 ,�2���
�6
�����-8�������� total RNA %���������/��
�����
	�� VP28 {62
����	����"�
���%����2

�����
#���� 	�� PenmonPEN5, PenmonPEN3 /-0 EF1-� �"�	������ RT-PCR ��	�
������-�
{�
�

��
����
�����"
��
�-�$� 

��������� %�������
���� copy ��
 WSSV ��	/�$
��"
������� 2 �-�$� �
����3�� 

double strand RNA 2 ����
���8�������-�
�"�
%"� /-0�����3������
��2 2 �
����3�� WSSV �
���� 100 

copy 1�"����� double strand RNA  ��82��-��	
%$�#���� 24 ,�2���
�6
�����-8����"
������
��
�-�$��182����� 

genomic DNA %�������
���� copy ��
#����%����=���
 Durand /-0Lightner (2000)  ��	����
� real-

time RT-PCR {62
#�"�������������0�*��� ���7������+�4�4�&�*�������%�* /-0���������/%�%$�
��


�9�%���	�," T-test 

3.2.4 ���A��(�%�(�����"�������� penaeidin ����+����
)���� 

��-�,���	�� mature penaeidin3 (PenmonPEN3) /-0	�� mature penaeidin5 

(PenmonPEN5) ��"��!$����%��* pPIC9K {62
��������%��*��2�,"������-�%���%���������/���*���0��	��%* 

�������	"�	��"��!$�{--*	��%* Pichia pastoris km71  ����-8���������/���*��-���2���
���� copy ��
	�� 

penaeidin ���
 2 ��2�����2���  ��	�-8����-���2�6�����������2��	� G418 ��2������"��"��!
  ��������6
�-�%

���%���������/���* PenmonPEN3 (rPenmonPEN3) /-0���%���������/���* PenmonPEN5 

(rPenmonPEN5) ��	�,"��=���-�����,���
���"�������/��
�����
	��  ������
��-��	
	��%*������/-"��
���

%���������%���������/���*�"�	 Tricine-SDS-PAGE �182��������2������-�%�������/���*���%���!
���  



�-8����-���2��"�-����2����182��
�#��-�%���%���������/���*�������&���  �
�������=�_ rPenmonPEN3 /-0 

rPenmonPEN5  ��	�
���
��-��	
	��%*���$����-���* cation-exchange chromatography /-0,0���%�������

��/���*�"�	 NaCl  �
����%���������/���*��2#�"#� dialyze ��� 20 mM phosphate buffer pH 7  �������

��"��"���
���%���������/���*�"�	 spectrophotometer ��2 280 nm  %����������������=�_�"�	 Tricine-

SDS-PAGE 

3.2.5 ����'
"�
��
(����(���#*>?"�����#���!"� �%�(�����"�������� 

penaeidin 

�
� rPenmonPEN3 /-0 rPenmonPEN5 ������=�_��%������^�=�_�����	��	��
/�������	  

M. luteus /-0 Aerococcus viridians �"�	��=� agar diffusion  ��	�-��	
�,8��/�������	�� agar plate ��2���0

�-���
�������$���%��  �
�����	�����%���������/���*��2������"��"�%$�
 ~ -
���-��  ��	�," HEWL 

��8� amplicillin /-0 buffer ����%��������  �
�#��$���2��&�4!�� 37 ºC ������-� 18 ,�2���
�6
����
����2

�����6��������	��	��
�������+��
�,8��  ��������
��������� synergistic effect ��	����$� 

�������/���*���%�����
��
,����� agar plate ��2���,8��/�������	  �
��������	����	��-���	���	��
�������+

��
/�������	 ��	����	����	��
����2�����6�����	�����
����2�����������,"���%���������/���*�1�	
,���

���	� 

3.2.6 ���-;�<�����#%E�$�<!"����"���������%�(�� PenmonPEN5 (3" cell  

#�H'#�>"'�)�� 

�182��������������1�7��
�������/���*���%�� penaeidin %$� cell line ��������-8��

��
��"
  �6
�%��	� cell line ��	�!��-8�������"
/-0�,"�������-8��/��
��2��0����"�	 0.82% sodium 

chloride, 0.55% citric acid, 1.98% glucose /-0 0.88% sodium citrate ����%���$�� 1:1  ��82��}������ cell 

�����-8��/-0��0��	 cell �"�	 L-15 culture medium /-"�  �
� cell �����-8��#���$�� microtiter plate (96-

well plate)  �
�#��$���2 28�C ������-� 24 ,�2���
 �182���" cell �����-8�����018�������
 microtiter plate  

������� �6
�%�� rPenmonPEN5 ������"��"� 6.25, 12.5 /-0 25 �M  �
�#��$���2 28�C ������-� 2 ,�2���
  

-"�
 cell line �"�	 L-15 culture medium  �
�#��$���2 28�C ������-� 2 ,�2���
  ��	�," potassium 

phosphate /���������/���*���%�� /-0�," cell �����-8���1�	
�	$�
���	�����%��������  ��������6
	"�� 



cell �"�	 tryppan blue /-"�����	����	�����*�{��%* cell ��2��,���%  ��	������ cell ��2��,���%���	�����
���� 

cell ���
��� 

3.2.7 ���-;�<������=�����
��
?� propagation !"� WSSV !"� PenmonPEN5 

=� cell line 	��#�H'#�>"'�)�� 

�182��!�-��
 rPenmonPEN5 �����	��	��
������� propagation ��
 WSSV �� cell line 

��������-8����"
 �6
�
�����%��	� cell line %���"� 3.2.6 �-�
����$� cell �����-8����2 28�C �182���" cell ����

�-8�����0�����
 microtiter plate /-"��6
�%�� WSSV �
���� 106 copy ��2������ rPenmonPEN5 ����

��"��"� 6.25, 12.5 /-0 25 �M %��-
����  ��������
�#��$���2 28�C ������-� 2 ,�2���
  �6
-"�
 WSSV /-0 

rPenmonPEN5 ����"�	 L-15 culture medium  /-0�
�#��$���2 28�C ������-� 24 ,�2���
  �6
�
�������� 

cell �����-8���182����� total RNA �"�	 Trizol  ��"�
 first strand cDNA /-0%���������%���,8�� WSSV 

��	�!���/��
�����
	�� VP28 /-0�,"���/��
�����
	�� EF1-� ����	�������� 

4. A�����'�"�  

4.1 ���-;�<��
�<��
��
(�!"���)3���� lysozyme 

lysozyme ��������#{�*1�� hydrolase ��21�#�"��2�#�����2
��,���%%$�
 ~ ���
����%�*��

��0�!�����-�
/-0��%�*#�$����0�!�����-�
  lysozyme ��^�=�_������-�	 �-1,4-glycosidic �0��$�
 N-

acetylglucosamine ��� N-acetylmuramic acid ��
 peptidoglycan {62
�����$����0�����
���
�{-*��


/�������	 (Qasba /-0�&0 1997; Mai /-0 Hu, 2009)  �6
�������-��-�
���+��
�0��4!����"���������

%"�������������
�,8����-,�1 	�����-�$� lysozyme ���-�	,��� �����9/�$
��������-�$���+$~#�" 3 �-�$� 

#�"/�$ chicken-type (c-type), goose-type (g-type) /-0 invertebrate-lysozyme (i-type) (Hikima /-0�&0 

2001)  c-type lysozyme �����-�$���21������2���  1�����2
��,���%�-�	,���������
 #���� /�������	 18, 

/�-
 ��%�*�-8��	�-�� ��%�*�`� �-� /-0��%�*�-��	
-!��"�	�� (Mai /-0 Hu 2009)  g-type lysozyme ��

��	
��1�����%�*�`���
,��� �-� /-0��	 (Ito /-0�&0 1999; Zhao /-0�&0 2007)  �$�� i-type 

lysozyme 1��31�0����%�*#�$����0�!�����-�
��$����� (Ito /-0�&0 1999; Bachali /-0�&0 2007)  ���

���������0�*	����
��"
��-��
��������"��!- EST (http://pmonodon.biotec.or.th) 1� 	�����-�$� lysozyme 

3 ,��� #�"/�$ c-type (PmLyzc), i-type (PmLyzi2)  /-0 destabilase (PmLyzi1)  PmLyzi1 ��8� 



destabilase ���� lysozyme ,��� i-type �������-����� ��0����"�	����0���� 142 %�� ��	�� cysteine 10 

%��  %���"�	 PmLyzc ��2������0���� 158 %�� ��	���� cysteine 8 %��  �$�� PmLyzi2 ��������+$��2���

��0����"�	����0���� 163 %�� ��	�� cysteine 12 %��  ��82�����	����	�-
��������0������
	�� 

lysozyme ���
������ lysozyme ��2����	
�������2
��,���%�82�~ 1� PmLyzc ������0���� glutamic /-0 

aspatic ��2���� active residue ��
 muramidase activity (�!���2 1�.)  /-01� 7 �0����#�"/�$ 

[GRG(K/N)GY(T/S)] �31�0 lysozyme ��2�������"
/����	!$�0��$�
 Cys ��2 6 ��� Cys ��2 7  �&0��2 

PmLyzi1-2 /-0 lysozyme ,��� i-type ��2����� arthropod �,$� /�-
���2 	�
 /-0��"
��`,��*�82�~�0���

����0���� glutamic /-0 aspartic  /%$�01�����0������2���� active residue ���
��
�� i-type lysozyme 

��2����� annelid (#�"��8����� /-0 ���) echinoderm (�-���� /-0 �-�
) /-0 mollusk (��	��
�� /-0 

��	��
��) ��
�!���2 1�.  ��82�������0�*�������1��=*��
 PmLyzc /-0 PmLyzi1-2 ��� lysozyme c-, g- 

/-0 I type ��
��2
��,���%�82�~�"�	 phylogenetic tree ��	�," neighbor-joining /-0�," �-lactabumin ��
��

/-0��!���� outgroups 1� lysozyme /�$
������� 3 �-�$��	$�
,����� �8� c-, g- /-0 i-type  ��	 PmLyzc 

����	!$���-�$� c-type {62
����	!$��� lysozyme ��
��"
���-�82�~ (�!���2 2)  �$�� PmLyzi1-2 ����	!$�� i-type 

��	 PmLyzi1 /-0 lysozyme ��8� destabilase ��2�������"
���-�82�~�	!$������ lysozyme i-type ��2����� 

�0���� glutamic /-0 aspartic �����& active site  �&0��2 PmLyzi2 ����-�$��	!$��� lysozyme i-type ��2��

��� arthropod {62
��� active residue ��2�����& active site (�!���2 2) 

 

 

 

 

 

 



 
��%��� 1 (�) ����	����	�-
��������0������
 PmLyzc �����"
��-��
���� c-type lysozyme ��2����	
����

��%�*#�$����0�!�����-�
 #�"/�$ ��"
������ (FcLyzc; F. chinensis), ��"
���/�{�|�� (LvLyzc; L. Vannamei), 

��"
�����$� (MjLyzc; Marsupenaeus japonicas), �-��"�-�	 (DrLyzc; Danio rerio), ����8���-�
�8� (HcLyzc; 

Hyalophora cecropia) /-0	�
 (AgLyzc; Anopheles gambiae) /-0����%�*����0�!�����-�
 #�"/�$ ��! 

(MmLyzc; Mus musculus) /-0#�$ (GgLyzc; Gallus gallus ) (�) ����	����	�-
��������0������
 

PmLyzi1 /-0 PmLyzi2 �����"
��-��
���� i-type lysozyme ��2����	
������%�*#�$����0�!�����-�
 #�"/�$ ��"


���/�{�|�� (LvLyzi; L. Vannamei, LsLyzi; L. setiferus), ��	��
�� (TjLyzi; Tapes japonica),  ��	

��
�� (CvLyzi; Crassostrea virginica), �-���� (ArLyzi; Asterias rubens), ��"��8����� (EaLyzi; Eisenia 

Andrei), /�-
���2 (DmLyzi; Drosophila melanogaster), 	�
 (AgLyzi1-2; Anopheles gambiae), �"�
 

(SzLyzi; Sitophilus zeamais), �-�
�0�- (SjLyzi; Stichopus japonicas ) /-0��� (HmLyzi; Hirudo 

medicinalis)  ����0���� glutamic /-0 aspartic {62
���� catalytic residue /��
�"�	/9����
�/-0��� 

�0���� cysteine /��
�"�	/9������   * /��
96
����0������2���8�����   (.) /-0 (:) /��
96
����0������2

�	!$���-�$����	���� 



 

��%��� 2 Phylogenetic tree  /��
�������1��=*��
 lysozyme ,��� c-, g- /-0 i-type ��	�� �-lactabumin 

��
��/-0��!���� outgroups  ��	-
��������0������
 lysozyme %$�
~#�"����� GenBank  Pm, P. 

monodon; Fc, F. chinensis; Lv, L. vannamei; Mj, M. japonicas; Ls, L. sertiferus; Ag, Anopheles 

gambiae; Hc, Hyalophora cecropia; Gg, Gallus gallus; Dr, Danio rerio; Tj, Tapes japonica; Cv, 

Crassostrea virginica; Ar, Asterias rubens; Sj, Stichopus japonicas; Hm, Hirudo medicinalis; Ea, 

Eisenia andrei; Dm, Drosophila melanogaster; Sz, Sitophilus zeamais; Ca, Cygnus atratus; Sc, 

Struthio camelus; Mm, Mus musculus; Hs, Homo sapiens. 

 

 

 

 



4.1.1 ���-;�<�����
'�""�!"���� lysozyme =�#�>?"#�>�"�)���)��'+�%�(� 

�'�=*�#����� RT-PCR 

%���������/��
�����
	�� PmLyzc, PmLyzi1 /-0 PmLyzi2 �����8���	82����
 9 

���	�0��
��"
 #�"/�$ ��
8��, antennal gland, epipodite, �����, �����-8��, hepatopancreas, eyestalk, 

lymphoid organ /-0 -
�#�" �"�	������ RT-PCR  1� PmLyzc /-0  PmLyzi2 �����/��
������-�	

���	�0  ��	 PmLyzc �����/��
��������2����������-8��  PmLyzi2 /��
��������2����������  ���&0��2 

PmLyzi1 /��
����31�0�� hepatopancreas ��
/��
���!���2 3 

 

��%��� 3 ���/��
�����
	�� lysozyme ���
���#��{|��*� PmLyzc, PmLyzi1 /-0 PmLyzi2 ����8���	82�

%$�
 ~ ��
��"
��-��
��"�	������ RT-PCR ��	�,"	�� �-actin ����	�������� 

4.1.2 ���-;�<�����
'�""�!"���� lysozyme =��)���)��'+�������()��'��� 

 V. harveyi 

�-�
���1����/��
�����
	�� lysozyme #��{|��*�%$�
~�����/��
�������8���	82�

��"
��2/%�%$�
���  �6
'6�7����/��
�����
	�� lysozyme �-�
��"
#�"��������0%�"��"�	�,8�� V. harveyi ��

�����-8��, %�� /-0 ����� ��	�,"������ RT-PCR  {62
1����/��
�����
	�� PmLyzc �����/��
���

�1�2�����6���	$�
����	�
���+�������-8����
��"
��2%���,8�� V. harveyi ��82�����	����	�����-�$���������23��

�"�	 NaCl (�!���2 4)  ���&0��2#�$1������-�2	�/�-
���/��
����	$�
����	�
���+��
	�� PmLyzi1 /-0 

PmLyzi 2 ��%��/-0������-�
��"
#�"��������0%�"��"�	 V. harveyi %��-
���� (�!���2 4) 



 

 

��%��� 4 ���/��
�����
	�� PmLyzc, PmLyzi1 /-0 PmLyzi2 �������-8�� %�� /-0�����%��-
���� 

�-�
�����"
��-��
�9!���0%�"��"�	�,8�� V. harveyi �"�	����
� RT-PCR ��	�,"���/��
�����
	�� �-actin 

����	�������� 

4.1.3 ���A��(�%�(�����"�������� lysozyme ����+����
)����  

�������	�
	�
�
����
������������ lysozyme �����"
��-��
�  �6
��-�	�� lysozyme ���


���#��{|��*���"��!$����%��* pET19  /-"��
����	"�	��"��!$ E. coli Rosetta  �
����,���
���"�������

/��
�����
�������/���*���%���"�	 IPTG  �-�
��������
�������=�_�"�	 Ni-NTA column  %������ 

�������/���*���%����2#�"�"�	 SDS-PAGE  1��������/���*���%�� PmLyzc, PmLyzi1 /-0 PmLyzi2 ��

������0��& 16, 15 /-0 17 kDa %��-
���� ��
�!���2 5 

4.1.4 ����'
"��muramidase activity 

muramidase activity ����^�=�_�����	$�	 peptidoglycan ��2�����$����0�����
���


�{--*��
/�������	/������  1� muramidase activity �� lysozyme ��	��2�#�  ��82�#�"�������/���*

���%�� lysozyme ���
���#��{|��*�/-"� �6
'6�7� muramidase activity ��
 lysozyme ����"
��-��
�  ��	

�$����%���������/���* lysozyme ����,8��/�������	 M. luteus ��2 25 °C  /-"�����$�����!��-8�/�
��2����

	���-82� 450 nm ���~ 2 ����������-� 20 ����  1� �31�0 PmLyzc ��$�������2�����-�-
��
�$����

�!��-8�/�
  {62
����������	$�	 peptidoglycan ��
 M. luteus  ,����"�����$� �31�0 PmLyzc ��$�������2��

^�=�_ muramidase  ��
�!���2 6  {62
�$��0������������2 PmLyzi1 /-0 2 ���8����� i-type lysozyme ��21�



�����%*%�0�!- arthropod �,$� /�-
���2, 	�
 /-0��"
 ��2#�$������0���� Glu /-0 Asp ��2���� catalytic residue 

��2�����& active site �6
�
���"#�$�� muramidase activity 

 

 
 

��%��� 5 ����-�%�������/���*���%�� PmLzyc (A), PmLyzi1 (B) /-0 PmLyzi2 (C) �� E. coli Rosetta  (-) 

/��
�������/���*1-�������2#�$#�"������,���
���"�-�%�������/���*���%��  (+) /��
�������/���* 

1-�������2#�"������,���
���"�-�%�������/���*���%���"�	 IPTG  /-0 (P) /��
�������/���*���%��

������=�_ 

4.1.5 ����'
"�
��
(����(���#*>?"�����#���������-;�<� synergistic 

effect 

�����^�=�_���	��	��
�������+��
�,8��/�������	���
/������/-0/���-��"�	������ 

agar diffusion ��	�$����%���������/��* lysozyme ������"��"� 10 �g ���-����
 plate ��2���,8��

/�������	 /-"��
�#��$���%!"�-��	
�,8��������-� 16 ,�2���
  1� lysozyme ���
���#��{|��*������9	��	��


�������+��
/�������	#�"���
/������/-0/���-� ��		��	��
 V. harveyi /-0 V. parahemolyticus /-0 V. 

alginolyticus {62
����/�������	/���-���2�$��������"
 /-0 V. cholera ��2�$��������#�"��  ��
/��
�-���

	��	��
���!���2 7  /-0 1� rPmLyzc ����0���=�4�1�����2��������	��	��
�������+��
/�������	 



 

��%��� 6 ��������^�=�_ muramidase ��
 rPmLyzc, rPmLyzi1 /-0 rPmLyzi2 ��	����$��������/���*

���%������,8�� Micrococcus luteus /-0����$�����!��-8�/�
��2����	���-82� 450 ������%� ���~ 2 ����

������-� 20 ���� ��	�," lysozyme ���#�$��� (HEWL) �������%�������� 

 

��%��� 7 ^�=�_��
���%���������/���* PmLyzc, PmLyzi1 /-0 PmLyzi2 �����	��	��
�������+��


/�������	/������/-0/��-� ��	�,"������ agar diffusion /��
��"��$�'!�	*�-�
��
�
������

�{��%���%� ��	�� lysozyme ���#�$��� (HEWL) ����	�������� 



��82�'6�7�^�=�_�$�� (synergistic) ��
 lysozyme �����	��	��
�������+��
/�������	 ��	

����$����%���������/���* lysozyme ��
 ��8����#��{|��*����-����
 plate ��2���,8��/�������	  #�$1�

��������^�=�_��
�������/���*���
����	$�
����	�
���+  ��	1��
����������$�������82�����	����	�����


����2����������%���������/���* lysozyme �1�	
%�����	� 

4.2 ���-;�<��
�<��
��
(�!"���)3���� penaeidin 

penaeidin �����1�#��*%"����-,�1{62
1��31�0����"
%�0�!- Penaeid  ��^�=�_�����	��	��


�������+��
��-,�1#�"�����	���
/�������	/������/-0�,8����  1�����
/������"
���/�{�|�� 

(Litopenaeus vannamei) (Destoumieux /-0�&0 1997)  penaeidin ��0����"�	 2 �$����+$~�8�  

proline-rich domain (PRD) �	!$��
�-�	�"���0���� /-0 cysteine-rich domain (CRD) �	!$��
�-�	�"��

���*���{�- (Destoumieux /-0�&0 1997; Destoumieux /-0�&0 2000)  Gueguen /-0�&0 (2006) #�"

����
�/�� penaeidin ��21������"
���-%$�
~ #�"���� 5 #��{|��*� /-0/��
�	!$�� PenBase (A�'$��'! 

���"���"�����#*>�"����������(�&�37��(�"� penaeidin #��{|��*� 1 ���� variation ��
 penaeidin #�

�{|��*� 2  /-0/��
����0������2���� signature ��
/%$-0#��{|��*� ��
�!���2 8  ���` 2007 Kang /-0

�&0 #�"��	
�����1� penaeidin5 �����"
������ (Fenneropenaeus chinensis)  �������"��!- 

Expressed Sequence Tag database ��
��"
��-��
� (A�'$��'! ���"���"�����#*>�"����������(�&�3

7��(�"� penaeidin 2 #��{|��*� #�"/�$ penaeidin3 (PenmonPEN3; accession no. ACQ66008 /-0 

FJ686018) /-0 penaeidin5 (PenmonPEN5; accession no. ACQ66006 /-0 ACQ66007)  ��82�������0�*

-
��������0������� penaeidin #��{|��*��82�~��2����	
���� PenBase 1�����0������2�
��1�0���

penaeidin3 /-0 penaeidin5 �8� Asp43 /-0 Ser18 %��-
����(Gueguen /-0�&0 2006; Kang /-0�&0 

2007; Tassanakajon /-0�&0 2010)  

PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 ��0����"�	����0���� 74 /-0 79 �0���� 

%��-
����  ��82�����	����	� PenmonPEN3 ��� PenmonPEN5 1����������8�� 57%  �&0��2 

PenmonPEN5 ���8����� penaeidin5 ��� F. chinensis 72%  ��82�������0�*-
��������0������
 

PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 ��� penaeidin3 /-0 penaeidin5 ��
 F. chinensis 1� penaeidin3 ��

����/%�%$�
��
��"
���
��
���-�����$��� penaeidin5 (�!���2 9)  �	$�
#���%�� penaeidin ���
��
 



#��{|��*�	�
�
/��
��"���������&������7*���
 signal peptide /-0 PRD ��2�-�	�"���0���� /-0 CRD ��2

�-�	���*���{�-  {62
�0���� Cys ������7*�
���� 6 %��  

 
��%��� 8 /��
����0���� 8 %
�/��$
��2�
��1�0���/%$-0#��{|��*���
 penaeidin ��	�0������2��/9��
�

/��
����0������2���31�0#��{|��*�������$����� (Gueguen /-0�&0 2006; Kang /-0�&0 2007; 

Tassanakajon /-0�&0 2010) 

 

��%��� 9 ����	����	�-
�����0������
 penaeidin3 /-0 penaeidin5 ��
��"
��-��
� (P. monodon) /-0��"


������ (F. chinensis) /��
�����&������7* peptide sequence (�����"��%") /-0 proline-rich domain 

(PRD) ��
�-�	�"���0���� /-0 cysteine-rich domain (CRD) ��
�-�	�"�����*���{�-  conserved 

Cys 6 %��/��
�"�	 �  �$������0������2���� signature ��
/%$-0#��{|��*�/��
�"�	/9������  /-0

����0������2�
��1�0��� penaeidin3 /-0 penaeidin5 /��
�"�	/9����
� 

4.2.1 ���-;�<�����
'�""�!"���� penaeidin =�#�>?"#�>�"�)���)��'+�%�(� 

�'�=*�#����� RT-PCR 

'6�7����/��
�����
	�� penaeidin ���
 PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 �"�	

������ RT-PCR ����8���	82���
��"
���4�1�� 3 %�� 9 ���	�0 �8� ��
8��, antennal gland, epipodite, �����, 

�����-8��, hepatopancreas, eyestalk, lymphoid organ /-0 -
�#�"  1� penaeidin ���
��
#��{|��*�

/��
�������
���	�0  ��	���
��
#��{|��*�/��
��������2����������-8�� (�!���2 10) %���"�	 -
�#�" 

/-0 ����� �$����2 epipodite 1����/��
����31�0 PenmonPEN3 ��$����� 



 

��%��� 10 ���%������/��
�����
	�� penaeidin �"�	������ RT-PCR �����"
��-��
���%� 3 %�� �� 9 

���	�0 #�"/�$ �����-8�� (HC), eyestalk (EY), epipodite (EP), ��
8�� (G), ����� (H), lymphoid organ (L), 

-
�#�" (I), hepatopancreas (Hpa) /-0 antennal gland (AN) ��	�,"	�� EF1� ����	�������� 

4.2.2 ���-;�<�����
'�""�!"���� penaeidin =��)���)��'+�������()��'��� 

WSSV �'�=*�#����� real time RT-PCR 

�182�'6�7����%�����
��
	�� PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 �-�
�����"
��-��
�9!���0%�"���"

%���,8�� WSSV �6
�����-8����"
����-�$���23���,8�� WSSV /-0�-�$���������23���"�	 NaCl ��2��-�%$�
~/-"�

����	����	����/��
�����
	�����
��
#��{|��*� ��	�����/��
�����
	�� EF1� ����	��������  

�-�
���������0�*���/��
����"�	 real time RT-PCR /-0������0�*�-����/%�%$�
��
�9�%��"�	 One-

Way ANOVA /-"�  1����/��
�����
���
��
#��{|��*�-�-
�	$�
�������%��
/%$��-� 0.25 ,�2���
 (15 

����) �-�
�����0%�"��"�	 WSSV  �	$�
#���%�� ��82���-��$��#� 24 ,�2���
 ���/��
�����
	�� 

PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 �1�2��6���	$�
����	�
���+��82����	�����-�$������� ��0��& 1.5 /-0 

1.8 ��$�%��-
���� /-0�-��-�-
�	$�
��������	$�
����	�
���+��82����	�����-�$������� ��2��-� 48 ,�2���
 

(�!���2 11) 



 

��%��� 11 ���'6�7����/��
�����
	�� PenmonPEN3 /-0	�� PenmonPEN5 ����"
��29!���0%�"���"%���,8�� 

WSSV ��2��-� 0.25, 12, 24 /-0 48 ,�2���
 �-�
�����0%�"��"�	�,8�� WSSV ��	����
� real time RT-PCR 

����	����	�����-�$���"
��������23���"�	 NaCl  ��	���	����/��
�����
	�� penaeidin ��� 	�� EF-1� 
/-"��6
����	����	�������/��
�����
	���-�$�������  ��	��"���/��
�����
�-�$���������$���� 1   

* /��
����/%�%$�
�	$�
����	�
���+ (p<0.05)  �
������-�
{�
� 3 ����
 

4.2.3 ���-;�<��������!"����"���������%�(�� penaeidin =��)�����(�'#*>?" 

WSSV '���#����� RNAi 

�
����'6�7���"���2��
	�� penaeidin %$����%���,8�� WSSV ����"
��-��
��"�	������ 

RNAi ��	��"�
 dsPenmonPEN3 /-0 dsPenmomPEN5  �-�
�����-�
��������"��"������3�� double 

strand RNA /-"��6
�-8��3�� dsPenmonPEN3 /-0 dsPenmomPEN5 5 �g %$���"
���� 1 g ����"
�-�$�

��-�
 3 %�� /-0�," poly GC /-0 NaCl �����-�$�������  ������� 24 ,�2���
3��{�
��"�	 double strand 

RNA  2.5 �g %$���"
���� 1 g �-��	
%$���� 24 ,�2���
�6
�����-8���182�%���������/��
�����
	�� 

penaeidin ��	�,"������ RT-PCR  {62
1� dsPenonPEN3 #�$�����9	��	��
���/��
�����
	�� 

PenmonPEN3 #�"��� /-0	�
���--����/��
�����
	�� PenmonPEN5  �$�����3�� dsPenmonPEN5 

�����9	��	��
���/��
�����
	�� PenmonPEN5 #�"��  ��82����	�����-�$����������
 2 ��
�!���2 12  �182��!

�����
��1�0��
 dsPenmonPEN5 �����	��	��
���/��
�����
	�� �6
%������/��
�����
	�� 



PenmonPEN3 1����3�� dsPenmonPEN5 �$
�--����/��
�����
	�� PenmonPEN3 �-���"�	��82�

���	������"
�-�$������� (�!���2 12)     

�

��%��� 12 ���	��	��
���/��
�����
	�� PenmonPEN5 �������-8����"
��-��
� �-�
���3�� NaCl, poly GC 

/-0 dsPenmonPNE5 ��
���  �-�
����-��	
%$�������-� 24 ,�2���
  �6
%���������/��
�����
	�� 

PenmonPEN5 /-0 PenmonPEN3  ��	��	�� EF-1� ����	�������� (�
������-�
{�
���
����
�����"
��


�-�$� �!�/��
�-��
��"
 1 �-�$�) 

��82� dsPenmonPEN5 �������
��1�0�����	��	��
���/��
�����
	��  �6
�
����'6�7�

��"���2��
	�� PenmonPEN5 ����"
��2%���,8�� WSSV  ��	�
����3�� dsPenmonPEN5 ��
����
  ��	�����

3������
��2��
�
����3���,8�� WSSV �
���� 100 coppy #�1�"��������3�� double strand RNA  ��	����"


�-�$���23�� polyGC /-0 NaCl �����-�$�������  �-�
3�� WSSV ������-� 24 ,�2���
  ���������-8������ total 

RNA �182�%������%���,8�� WSSV ��	�!���/��
�����
	�� VP28 {62
����	����"�
���%����2�����
#���� 

�"�	����
� RT-PCR  /-0������0�*�-���/��
�����
	�� VP28 ���	�������/��
�����
	�� EF-1� 

/-0�," One Way ANOVA �182�������0�*�-��
�9�%�  1� ��"
�-�$���29!�	��	��
���/��
�����
	�� 

PenmonPEN5 �����/��
�����
	�� VP28 ����6����82����	�����-�$������� ��	�����/��
�����
	�� 

EF1-�  ����	�������� (�!���2 13 �-�) 

�182�%�������
���� copy ��
 WSSV �-�
������	��	��
���/��
�����
	�� 

PenmonPNE5 /-"���0%�"���"��"
%���,8�� WSSV  �6
�
����3�� dsPenmonPEN5 ��
����
/-03�� WSSV 

�
���� 100 copy  �-�
������� 24 ,�2���
�
�������������-8���182����� genomic DNA ������0�*�
���� 

copy ��
#������� genomic DNA �"�	������ real time RT-PCR  1� ��"
�-�$���29!�	��	��
���/��
���



��
	�� PenmonPEN5 �����/��
�����
	�� VP28 �1�2�����6�� 1.9 ��$� ��82����	������"
�-�$���������23��

�"�	 polyGC  �8��1�2��6����� 7.8�104 copy ���-�$������� ���� 1.5�105 copy (�!���2 14) 

 

�. 

 

�. 

 

��%��� 13 ���	��	��
���/��
�����
	�� PenmonPEN5  �"�	 dsPenmonPEN5 ����"
  �$
�-��"���

/��
�����
	�� VP28 -�-
��82����	������"
�-�$���������23���"�	 polyGC /-0 NaCl {62
%���������

/��
�����
	�� VP28 �"�	 RT-PCR ��2�,"���/��
�����
	�� EF-1� ����	�������� (�)  ������0�*�-

���/��
�����
	�� VP28 ���	�������/��
�����
	�� EF-1� /-0�," One Way ANOVA �182�������0�*

�-��
�9�%� (�) (�
������-�
{�
���
����
�����"
��
�-�$� �!�/��
�-��
��"
 1 �-�$�) 



 

��%��� 14 ���%�������
���� copy ��
	�� VP28  �"�	 real time RT-PCR  �-�
�����"
9!�	��	��
���

/��
�����
	�� PenmonPEN5  �"�	 dsPenmonPEN5 /-0��0%�"���"%���,8�� WSSV  ��	����"
�-�$���23��

�"�	 polyGC /-0 NaCl �����-�$�������  /-0�,"���/��
�����
	�� EF-1� ����	�������� (�
����

��-�
{�
���
����
�����"
��
�-�$� �!�/��
�-��
��"
 1 �-�$�) 

4.2.4 ���A��(�%�(�����"�������� penaeidin ����+����
)���� 

�182�'6�7��-��
�������/���*���%�� penaeidin %$����%���,8�� WSSV �� cell line ��


�����-8����"
  �6
�-�%�������/���*���%����
���
��
#��{|��*�  ��	��-�	�����!�&*��
  PenmonPEN3 

/-0 PenmonPEN5 ��"�������%��* pPIC9K /-0	"�	��"��!$�{--*	��%* Pichia pastoris km71 ����-8����-���2

��" coppy ��
	�� PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 ������  ��������-�%���%���������/���*��	�," 

methanol ����%��,���
�  ����������-��	
�,8���������182�%���������/��
�����
�������/���*���%��

�"�	 SDS-PAGE 1� rPenmonPEN3 /-0 rPenmonPEN5  ��������0��& 7 kDa   /-0/��
������

��2����������2 3 (�!���2 15) 



 

��%��� 15 ����-�%�������/���*���%�� PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 ��	�,"�0��	��%* Pichia 

pastoris km71  �-�
���,���
���"�������/��
�����
�������/���*���%���"�	 Methanol /-"�  �
������

�-��	
�,8����%���������/��
�����
�������/���*���%����/%$-0���������-� 4 ��� (1d-4d)  ��	�," 

SDS-PAGE 1��������/���*���%�����
��
��������0��& 7 kDa /-0/��
��������2����������2 3   

M /��
������
���%����%���� 

4.2.5 ����'
"�
��
(����(���#*>?"�����#���!"��%�(�����"�������� 

penaeidin 

�182�	8�	���$� rPenmonPEN3 /-0 rPenmonPEN5 ��2#�"�� activity �182��
�#�'6�7�%$��� 

cell �����-8�� ��
������82�#�"���%���������/���* PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 /-"��6
�
���������

^�=�_�����	��	��
�������+��
/�������	 Micrcoccus luteus /-0 Aerococcus viridians  1�  

rPenmonPEN3 /-0 rPenmonPEN5 ��2������"��"� 60 �g �
���"�������	��	��
�������+��
/�������	����

�
������ 2.5 /-0 1.9 {.�. �� plate M. luteus /-0�����
������ 2.0 /-0 1.3 {.�. �� plate  A. 

viridans %��-
����  ��82�'6�7�^�=�_�$�� (synergistic) �����	��	��
�������+��
/�������	 ��	����$�

���%���������/���* PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 ���-����
 plate ��2���,8��/�������	  #�$1����

�����^�=�_��
�������/���*���
��
#��{|��*�  ��	1��
��������#�$��-�2	�/�-
�	$�
����	�
���+��82�

����	����	�����
����2����������%���������/���* penaeidin �1�	
%�����	�  

 



4.2.6 ���-;�<�����#%E�$�<!"� rPenmonPEN5 (3" cell  #�H'#�>"'�)�� 

�182�'6�7��-��
 rPenmonPEN5 %$����%���,8�� WSSV �� cell �����-8��  �6
�
� 

rPenmonPEN5 ��������182��!�$������&��2�,"����1�7%$� cell �����-8����8�#�$  ��	�%��	� cell �����-8��

��
��"
�� microtiter plate �-�
����-��	
 cell �����-8���� L-15 culture medium ��2 28 �C �182���" cell %��

���18����
 plate /-"� �6
�
� rPenmonPEN5 ���$���� cell ������-� 2 ,�2���
  �6
-"�
����"�	 L-15 

culture medium  �-�
����-��	
 cell ������-� 24 ,�2���
  �6
	"�� tryppan blue �182�����	����	�����*�{��%*

��
 cell ��2��,���%����-�$���������2�," buffer /���������/���*���%��  ����-�����-�
1��$� �����-8����2

�$���� rPenmonPEN5 ��2������"��"� 6.25, 12.5 /-0 25 �M ������*�{��%* cell ��,���%#�$/%�%$�
�	$�
��

��	�
���+����-�$���������2�," buffer (�!���2 16)  ,����"�����$� rPenmonPEN5 #�$����������1�7%$� cell ����

�-8����
��"
 

 

��%��� 16 ����������������1�7��
 rPenmonPEN5 %$� cell  �����-8����"
 ��	�$� rPenmonPEN5 ����

��"��"� 6.25, 12.5 /-0 25 �M ��������-8����"
������-� 2 ,�2���
 /-0�-��	
 cell %$�������-� 24 ,�2���
 �6


	"�� cell �"�	 tryppan blue �182�����	����	�����*�{��%* cell ��,���%����-�$���������2�," buffer /�� 

rPenmonPEN5 

 



4.2.7 ���-;�<�A�!"� rPenmonPEN5 (3"����
��
?� propagation !"� WSSV 

=� cell #�H'#�>"'!"��)���)��'+� 

'6�7��-��
 rPenmonPEN5 %$����	��	��
 propagation ��
 WSSV �� cell �����-8��

��
��"
��-��
�  ��	����,8�� WSSV �
���� 106 copy ��� rPenmonPEN5 ������"��"� 6.25, 12.5 /-0 25 

�M  /-"��$���� cell �����-8����2�%��	�#�"�� microtiter plate �-�
�$�������-� 2 ,�2���
�6
-"�
��� /-0�
�#�

�$��� L-15 culture medium �-�
����-��	
 cell ������-� 24 ,�2���
��2 28 �C �6
���� cell  ���� total RNA 

�182�%���������/��
�����
	�� VP28 ��	�,"������ RT-PCR ��2�," EF-1� ����	��������  �-���

%������1��31�0 rPenmonPEN5 ������"��"� 6.25 �M ��$�������2���--����/��
�����
	�� VP28 

��82����	�����-�$���������
/��
���!���2 17 

 

 

��%��� 17 ���'6�7��-��
 rPenmonPEN5 %$����	��	��
���%���,8�� WSSV �� cell  �����-8����"
��-��
�  

��	�$� �,8�� WSSV ��� rPenmonPEN5 ������"��"� 6.25, 12.5 /-0 25 �M ��������-8����"
������-� 2 

,�2���
 �-�
���-"�
 cell /-0�-��	
 cell %$�������-� 24 ,�2���
 �6
���� cell ���� total RNA �182�%������

���/��
�����
	�� VP28 �"�	 RT-PCR /-0�,"���/��
�����
	�� EF-1� ����	��������  {62
1�

�31�0 rPenmonPEN5 ������"��"� 6.25 �M ��$�������2�����9-����/��
�����
	�� VP28 #�" 

5. 
�)%�����	����A������	
� 

���
�������������'6�7��1�#��*%"����-,�1 ��8� AMP ��2/	�#�"�����"
��-��
�  ��	

�
����'6�7�-��7&0����%� /-0��"���2��
�1�#��*%"����-,�1�-�$� lysozyme /-0 penaeidin  ������
'6�7�

-��7&0������
�
���$����� (synergistic effect) ��
�1�#��*%"����-,�1���
��
�-�$� 



lysozyme 1�����2
��,���%�-�	,���  �����1�#��*%"����-,�1��2�
���+���0��4!����"����

/��#�$�
��1�0 (innate immunity)  ��	�-�	 peptidoglycan {62
�����$����0�����
���
�{-*��
/�������	 

(Qasba /-0�&0 1997; Mai /-0 Hu, 2009)  ����	
�����1�/-0'6�7� lysozyme �-�	,������
 c-, g- 

/-0 i-type lysozyme  �����'6�7�����
��� #�"�
����'6�7� c-type lysozyme (PmLyzc) /-0 ��
#��{|��*� 

��
 i-type lysozyme (PmLyzi1 /-0 PmLyzi2) ��2/	�#�"����"�
���� cDNA ��
��"
��-��
�  {62
1��$� 

PmLyzc ���8����� c-type lysozyme ��2�#���2��0����"�	 8 conserved Cys /-0�� 2 catalytic residue 

#�"/�$ Glu /-0 Asp  ���&0��2 PmLyzi-1 ��8� destabilase /-0 PmLyzi-2 {62
������	
�����1�����
/��

����"
 ��0����"�	 conserved Cys 10 /-0 12 ����0����%��-
���� ���8����2����	
���� i-type 

lysozyme �82�~  /-0���8����� i-type lysozyme ��21���1�� arthropod �8�#�$1�����0���� Glu /-0 

Asp ��2�����& catalytic site �
���"1� muramidase activity �31�0�� PmLyzc ��$�����  �	$�
#���%�� ��82�

�����^�=�_�����	��	��
�������+��
/�������	 1����
���#��{|��*�	��	��
�������+��
/�������	 M. 

luteus /-0 Vibro ��`{��*%$�
~#�"��  /-0 PmLyzc ��^�=�_�����	��	��
#�"����2���  {62
����-"�
��� Ibrahim 

/-0�&0 (2001) #�"'6�7������& catalytic site ��
 c-type lysozyme ��	�
������-�2	�����0���������&

����
���" c-type lysozyme #�$�� muramidase activity /%$	�
�
��^�=�_�����	��	��
�������+��
/�������	  

Gandhe /-0�&0 (2007) 1� c-type lysozyme ������8���-�
�8���2�������0���� Glu /-0 Asp ��2�����& 

active site {62
1��$�	�
��^�=�_�����	��	��
�������+��
/�������	 /��
��"�����$� ^�=�_�����	��	��
�������+

��
/�������	#�$#�"�6����������& catalytic site ��2������0���� Glu /-0 Asp   

��82�'6�7����%�����
��
	�� lysozyme �-�
�����"
9!���0%�"���"%���,8�� V. harveyi 1� 

PmLyzc �����/��
�����
	���1�2�����6��  /%$#�$1������-�2	�/�-
���/��
����� PmLyzi1 /-0 

PmLyzi2  ���8����� i-type lysozyme ��
	�
 (Anopheles gambiae) ��2#�$�������-�2	�/�-
���/��
���

��82�9!���0%�"��"�	/�������	 (Paskewitz /-0�&0 2008)  ���������	�
#�$1���������^�=�_�����	��	��
���

����+��
/�������	��
 lysozyme ���
���   PmLyzc ���8�� c-type lysozyme ��21�����"
 Litopenaeus 

vannamei, L. stylirostris /-0 Fenneropenaeus chinensis ��21�/��
������-�	���	�0  /%$1�

/��
��������2�����2�����-8�� (Bu /-0�&0 2008; de Lorgeril /-0�&0 2005; Burge /-0�&0 2007)  {62


�����-8���������	�0�-����
�0��4!����"��������"
  ���%�����
%$��,8�� V. harveyi /-0���1����������

�-8�� ,����"�����$� PmLyzc �$��0�������-��-�
���+���0��4!����"������
��"
  PmLyzi1 1����-�	���	�0



��	�31�0������� /%$#�$1�����
8�� lymphoid organ /-0-
�#�"  ���&0��2 PmLyzi2 1��31�0��%��

��$�����    ��/�-
���2 (fruit fly) 1� lysozyme �� hepatopancreas {62
1��$��
�
�����2	�����0��	$�	 

(digestive system) (Dobson /-0�&0 1984)   ��
���� PmLyzi2 {62
#�$%�����
%$����%���,8�� V. harveyi 

/-0/��
����31�0�� hepatopancreas �$��0����"���2���2	��"�
����0��	$�	��
��"
  �	$�
#����� �
�����

��"���2��
 PmLyzi1 	�
%"�
������'6�7�%$�#� 

Penaeidin �����1�#��*��21��31�0����"
  �}������ penaeidin ����"
���-%$�
~ /�$
���

#�"���� 5 #��{|��*� {62
/��
�	!$�� PenBase (A�'$��'! ���"���"�����#*>�"����������(�&�37��(�"�

��	 penaeidin1 ���� variation ��
 penaeidin2  �����	
�����'6�7� penaeidin ����"
���-%$�
~1� 

penaeidin3 �������-�	�-�	�����2���  ��	�31�0�����& Pro-rich 1��������-���-�	�����2���  �$�� 

penaeidin5 1��31�0����"
������ (F. chinensis) /-0��"
��-��
� (P. monodon) ��$�����  ��82�����	����	� 

penaeidin3 /-0 penaeidin5 ����"
���
��
���- 1� penaeidin3 /-0 penaeidin5 ��
��"
��-��
�������

�-"�	��������$�����"
������ (Tassanakajon /-0�&0 2010)  /-01�����0���� Ser ��2%
�/��$
 35 /-0 

Lys/Asp ��2%
�/��$
 43 �����9/	� penaeidin ���
��
#��{|��*�#�"  ��������� Lys/Asp ��2%
�/��$
 43 

	�
�����9/	� penaeidin5 ����"
������/-0��"
��-��
�#�"����"�	  ��82��!���/��
�����
	�� 

PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 ����"
��-��
���%� 1����
��
#��{|��*�/��
��������2�����2�����-8�� 

%���"�	-
�#�" /-0�����  ����-"�
��� penaeidin2 (Destoumieux /-0�&0 2000) penaeidin3  (Ho /-0

�&0 2004) /-0 anti-lipopolysaccharide factor (ALFPm3) (Somboonwiwat /-0�&0 2005) ��21�������

�-8��{62
�������	�0�-����
�0��4!����"����  ��82�'6�7�^�=�_�����	��	��
�������+��
/�������	��
�����

��/���*���%�� penaeidin ���
��
#��{|��*� 1� ���
��
#��{|��*������9	��	��
�������+��
 M. luteus 

/-0 A. viridians #�"��  /%$#�$����������^�=�_��������	��	��
�������+��
/�������	�	$�
����	�
���+    ��	 

PenmonPEN3 �����9	��	��
#�"����$� PenmonPEN5  ��82����	���� penaeidin #��{|��*��82�~ 1� 

penaeidin5 ���
�����"
������/-0��"
��-��
���^�=�_�����	��	��
�������+��
/�������	#�"�"�	��$� penaeidin 

#��{|��*� 2, 3 /-0 4 (Destoumieux /-0�&0 1999; Cuthbertson /-0�&0 2004; Li /-0�&0 2005 ; 

Kang /-0�&0 2007) 

��82�'6�7����%�����
��
	�� penaeidin ����"
��-��
���2%���,8�� WSSV 1��$������

/��
�����
	�� PenmonPEN3 /-0 PenmonPEN5 -�-
�	$�
��������-�
������3���,8����2��-� 15 ���� 



/-0 12 ,�2���
 ��������6
�1�2��6���	$�
����	�
���+��2��-� 24 ,�2���
���� 1.5 /-0 1.8 %��-
������82����	����

�-�$���������23���"�	 LHM buffer  �	$�
#��������/��
�����
	�� penaeidin ���
��
#��{|��*�-�-


�	$�
��������	$�
����	�
���+��2��-� 48 ,�2���
�-�
3�� WSSV   ��82������%���,8����1�� crustacean ����

�-8���0�������-82����2#���2�����&��2�����%���,8�� (Martin /-0�&0 1998)   �����-8���09!���0%�"���"�-$�	

���%$�
~������
���%"����-,�1��	���/%���
�����-8�� (Bachere /-0�&0 2004)  ��
��2 Destoumieux 

/-0�&0 (2000) #�"��0%�"���"
�"�	/�������	/-0%���������/��
�����

	�� penaeidin2 1������

/��
���-�-
  �	$�
#�������82�%�����������&���%�� penaeidin2 ����
��-8��1��$�������6��{62
�$��0����

������/%���
�����-8��   ��������� Dong /-0�&0 (2005) #�"'6�7����/��
�����
 penaeidin ����"


������1��$��-�
9!���0%�"��"�	 WSSV /-"��0�����/��
�����
	������/�� “U” ����-��  /-0 

Pongsomboon /-0�&0 (2010) �
����'6�7��!�/�����/��
�����
	������"
��-��
��-�
9!���0%�"��"�	

�,8�� WSSV ��	�,"������ microarray 1����/��
�����
	�� penaeidin -�-
��,$�
�"�	��
�����-�
  

{62
���-�-
��
	���	$�
��������-�
����1�2��6������0������������2�,8�� WSSV #�	��	��
���/��
�����


	��{62
%"�
'6�7��-#����%$�#� (Dong /-0�&0 2005) 

���'6�7���"���2��
	�� PenmonPEN5 ��	�,"������ RNAi 1��$� ��82��
����	��	��
���

/��
�����
	�� PenmonPEN5 /-0��0%�"���"��"
%���,8�� WSSV /-0%��%�����/��
�����
	�� VP28 

{62
����	����"�
���%����2�����
 WSSV 1��$���"
�����/��
�����
	�� VP28 �1�2�����6���	$�
����	�
���+ 

��82����	�����-�$���������23���"�	 NaCl /-0 polyGC  �����������82�%�������
���� copy ��
 WSSV 

1���"
�-�$���2	��	��
���/��
�����
	�� PenmonPEN5 ���
���� copy ��
 WSSV �1�2�����6�� 1.9 ��$�

��82����	�����-�$�������  �	$�
#����� ��82���������������9�����	��	��
 propagation ��
�,8�� WSSV 

��
 rPenmonPEN5 1��$����	��	��
 propagation #�$#�"�1�2�����6��%��������"��"���
�������/���*

���%��  1�����������	��	��
 propagation ��
�,8�� WSSV �������-8����2�$���� rPenmonPEN5 ����

��"��"� 6.25 �M ��$�����  �}������ ����	
��������
������%���,8�� WSSV ����"
��	 antimicrobial peptide 

#�"/�$ anti-lipopolysaccharide factor (ALF) (Tharntada /-0�&0 2009)   ���&0��2�����'6�7�^�=�_��
 

penaeidin %$� herpes simplex virus type 1 ��
�� ��	 Carriel-Gomes /-0�&0 (2007)  /��
��"�����$� 

penaeidin �����1�#��*��2�
���+���0��4!����"������
��"
  ����������"���2�����%$�%"�����%���,8��

/�������	/-"�  	�
�$��0����"���2���2	��"�
������%"�����%���,8��#��������"
����"�	 



  

#"�
��"���"�� 

Bachali, S., Jager, M., Hassanin, A., Schoentgen, F., Jolles, P., Fiala-Medioni, A., Deutsch, J.S. 

(2002) Phylogenetic analysis of invertebrate lysozymes and the evolution of lysozyme function. 

J Mol Evol. 54: 652-664. 

Bachere, E., Gueguen, Y., Gonzalez, M., de Lorgeril, J., Garnier, J., Romestand, B. (2004). Insights 

into the antimicrobial defense of marine invertebrates: the penaeid shrimps and the oyster 

Crassostrea gigas. Immunol Rev. 198: 149-168. 

Bu, X., Du, X., Zhou, W., Zhao, X., Wang, J. (2008). Molecular cloning, recombinant expression and 

characterization of lysozyme from Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis. Chinese J 

Biotechnol. 24: 723-732. 

Burge, E.J., Madigan, D.J., Burnett, L.E., Burnett, K.G. (2007). Lysozyme gene expression by 

hemocytes of Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, after injection with Vibrio. Fish 

Shellfish Immunol. 22: 327-339. 

Carriel-Gomes, M.C., Kratz, J.M., Barracco, M.A., Bachere, E., Barardi, C.R.M., Simoes, C.M.O. 

(2007). In vitro antivirol activity of antimicrobial peptides against herpes simplex virus 1, 

adenovirus, and rotavirus. Mem Inst Oswaldo Cruz. 102: 469-472. 

Chai, Y.M., Yu, S.S, Zhao, X.F., Zhu, Q., Wang, J.X. (2010). Comparative proteomic profiles of the 

hepatopancreas in Fenneropenaeus chinensis response to white spot syndrome virus. Fish 

Shellfish Immunol. 29: 480-486. 

Cuthbertson, B.J., Bullesbach, E.E., Fievet,  J., Bachere, E., Gross, P.S. (2004). A new class 

(penaeidin class 4) of antimicrobial peptides from the Atlantic white shrimp (Litopenaeus 

sertiferus) exhibits target specificity and an independent proline-rich-domain function. Biochem 

J. 381: 79-86. 



de Lorgeril, J., Saulnier, D., Janech, M.G., Gueguen, Y., Bachere, E. (2005). Identification of genes 

that are differentially expressed in hemocytes of the Pacific blue shrimp (Litopenaeus 

stylirostris) surviving an infection with Vibrio penaeicida. Physiol Genomics. 21: 174-183. 

Destoumieux, D., Bulet, P., Loew, D., van Dorsselaer, A., Rodriguez, J., and Bachére, E. (1997). 

Penaeidins, a new family of antimicrobial peptides isolated from the shrimp Penaeus vannamei 

(Decapoda). J Biol Chem. 272: 28398–28406. 

Destoumieux, D., Bulet, P., Strub, J.M., Van Dorsselaer, A., Bachere, E. (1999). Recombinant 

expression and range of activity of penaeidins, antimicrobial peptides from penaeid shrimp. Eur 

J Biochem. 266: 335-346. 

Destoumieux, D., Muñoz, M., Bulet, P., and Bachére, E. (2000). Penaeidins, a family of antimicrobial 

peptides from penaeid shrimp (Crustacea, Decapoda). Cell Mol Life Sci. 57: 1260–71. 

Dobson, D.E., Prager, E.M., Wilson, A.C. (1984). Stomach lysozomes of ruminants. I. Distribution 

and catalytic properties. J Biol Chem. 259: 11607-11616. 

Dong, B., Liu, F.S., Xiang, J.H., Li, F.H., Gao, H.W. (2005). Expression profiles of penaeidin from 

Fenneropenaeus chinensis in response to WSSV and vibrio infection by real time PCR. Acta 

Oceanoligica Sinica. 24: 131-140. 

Fagutao, F.F., Yasuike, M., Caipang, C.M., Kondo, H., Hirono, I., Takahashi, Y., Aoki, T. (2008). 

Gene Expression Profile of Hemocytes of Kuruma Shrimp, Marsupenaeus japonicus Following 

Peptidoglycan Stimulation. Mar Biotechnol. 10: 731–740. 

Gandhe, A.S., Janardhan, G., Nagaraju, J. (2007).  Immune upregulation of novel antibacterial 

proteins from silkmoths (Lepidoptera) that resemble lysozymes but lack muramidase activity. 

Insect Biochem Mol Biol. 37: 655-666. 

Gatesoupe, FJ. (1989). The effect of bacterial additives on the production rate and dietary value of 

rotifers as food for Japanese flounder, Paralichthys olivaceus. Aquaculture. 83:39-44. 

Graslund, S., Karlsson, K. and Wongtavatchai., J (2002) Responsible use of antibiotics in shrimp 

farming. Aquaculture Asia Magazine. 7:17. 



Gross, P.S., Bartlett, T.C., Browdy, C.L., Chapman, R.W., Warr, G.W. (2001). Immune gene 

discovery by expressed sequence tag analysis of hemocytes and hepatopancreas in the Pacific 

White Shrimp, Litopenaeus vannamei, and the Atlantic White Shrimp, L. setiferus. Dev Comp 

Immunol. 25(7): 565–577. 

Gueguen, Y., Garnier, J., Robert, L., Lefranc, M.P., Mougenot, I., de Lorgeril, J., Janech, M., Gross, 

P.S., Warr, G.W., Cuthbertson, B., Barracco, M.A., Bulet, P., Aumelas, A., Yang, Y., Bo, D., 

Xiang, J.,  Tassanakajon, A., Piquemal, D., Bachére, E. (2006). PenBase, the shrimp 

antimicrobial peptide penaeidin database: sequence-based classification and recommended 

nomenclature. Dev Comp Immunol. 30: 283–288. 

Hameed, ASS., Rahaman, KH., Alagan, A. and Yoganandhan, K. (2003). Antibiotic resistance in 

bacterial isolated from hatchery-reared larvae and post-larvae of Macrobrachium rosenbergii. 

Aquaculture. 217:39-48. 

Hikima, J., Minagawa, S., Hirono, I., Aoki, T. (2001). Molecular cloning, expression and evolution of 

the Japanese flounder goose-type lysozyme gene, and the lytic activity of its recombinant 

protein. Biochim Biophys Acta. 1520: 35-44. 

Ho ,S.H., Chao, Y.C., Tsao, H.W., Sakai, M., Chou, H.N., Song, Y.L. (2004). Molecular cloning and 

recombinant expression of tiger shrimp Penaeus monodon penaeidin. Fish Pathol. 39: 15-23. 

Kang, C.J., Xue, J.F., Liu, N., Zhao, X.F., Wang, J.X. (2007). Characterization and expression of a 

new subfamily member of penaeidin antimicrobial peptides (penaeidin 5) from Fenneropenaeus 

chinensis. Mol Immunol. 44: 1546–1554. 

Kiatpathomchai, W., Jitrapakdee, S., Panyim, S. and Boonsaeng, V. (2004). RT-PCR detection of 

yellow head virus (YHV) infection in Penaeus monodon using dried haemolymph spots. J Virol 

Methods 119: 1-5. 

Ibrahim, H.R., Matsuzaki, T., Aoki, T. (2001). Genetic evidence that antibacterial activity of lysozyme 

is independent of its catalytic function. FEBS Lett. 506: 27-32. 



Ito, Y., Yoshikawa, A., Hotani, T., Fukuda, S., Sugimura, K., Imoto, T. (1999). Amino acid sequences 

of lysozymes newly purified from invertebrates imply wide distribution of a novel class in the 

lysozyme family. Eur J Biochem. 259: 456-461. 

Li, L.,  Wanga, J.X., Zhao, X.F., Kang, C.J., Liu, N., Xiang, J.H., Li, F.H., Sueda, S., Kondo, H. 

(2005). High level expression, puriWcation, and characterization of the shrimp antimicrobial 

peptide, Ch-penaeidin, in Pichia pastoris. Protein Exp Purif. 39: 144-151. 

Lo, Y. M. (1996). Application of PCR for fetal cell detection. Early Hum Dev 47 Suppl: S73-7. 

Mai WJ, Hu CQ. (2002). Molecular cloning, characterization, expression and antibacterial analysis of 

a lysozyme homologue from Fenneropenaeus merguiensis. Mol Biol Rep. 36: 1587-1595. 

Martin, G.G., Kay, J., Poole, D., Poole, C. (1998). In vitro nodule formation in the ridgeback prawn, 

Sycionia ingentis, and the American lobster, Homarus americanus. J Invert Pathol. 17: 155-168. 

Rojtinnakorn, J., Hirono, I., Itami, T., Takahashi, Y., Aoki, T. (2002). Gene expression in haemocytes 

of kuruma prawn, Penaeus japonicus, in response to infection with WSSV by EST approach. 

Fish Shellfish Immunol. 13(1): 69–83. 

Qasba, P.K., Kumar, S. (1997). Molecular divergence of lysozymes and alpha-lactalbumin. Crit Rev 

Biochem Mol Biol. 32: 255-306. 

Ruangpan, L., (1998).  Luminous bacteria associated with shrimp mortality. In: Advances in shrimp 

biotechnology.  Flegel, T.W. (ed).  Bangkok: National Center for Genetic Engineering and 

Biotechnology. 

Paskewitz, S.M., Li, B., Kajla, M.K. (2008). Cloning and molecular characterization of two 

invertebrate-type lysozymes from Anopheles gambiae. Insect Mol Biol. 17: 217-225. 

Pongsomboon, S., Tang, S., Boonda, S., Aoki, T., Hirono, I., Tassanakajon, A. (2011). A cDNA 

microarray approach for analyzing transcriptional changes in Penaeus monodon after infection 

by pathogens. Fish Shellfish Immunol. 30: 439-446. 

Somboonwiwat, K., Marcos, M., Tassanakajon, A., Klinbunga, S., Aumelas, A., Romestand, B., 

Gueguen, Y., Boze, H., Moulin, G., Bachere, E. (2005). Recombinant expression and anti-



microbial activity of anti-lipopolysaccharide factor (ALF) from the black tiger shrimp Penaeus 

monodon. Dev Comp Immunol. 29: 841-851. 

Somjetlerdcharoen, A. (2002). Chloramphenicol concerns in shrimp culture. Aquaculture Asia. 7:51-

54. 

Supungul, P., Klinbunga, S., Pichyangkura, R., Jitrapakdee, S., Hirono, I., Aoki, T. and 

Tassanakajon, A. (2002). Identification of immune-related genes in hemocytes of the black tiger 

shrimp (Penaeus monodon). Mar Biotechnol. 4:487-494. 

Tassanakajon, A., Amparyup, P., Somboonwiwat, K., Supungul, P. (2010). Cationic Antimicrobial 

Peptides in Penaeid Shrimp. Mar Biotechnol. 12: 487–505. 

Tassanakajon, A., Klinbunga, S., Paunglarp, N., Rimphanitchayakit, V., Udomkit, A., Jitrapakdee, S., 

Sritunyalucksana, K., Phongdara, A., Pongsomboon, S., Supungul, P., Tang, S., Kuphanumart, 

K., Pichyangkura, R., Lursinsap, C. (2006). Penaeus monodon gene discovery project: the 

generation of an EST collection and establishment of a database. Gene. 384: 104-12. 

Tharntada, S., Ponprateep, S., Somboonwiwat, K., Liu, H., Soderhall, I., Soderhall, K., 

Tassanakajon, A. (2009). Role of anti-lipopolysaccharide factor from the black tiger shrimp, 

Penaeus monodon, in protection from white spot syndrome virus infection. J Gen Virol. 90: 1491-

1498. 

Wang, B., Li, F., Dong, B., Zhang, X., Zhang, C., Xiang, J. (2006). Discovery of the genes in 

response to white spot syndrome virus (WSSV) infection in Fenneropenaeus chinensis through 

cDNA microarray. Mar Biotechnol. (NY) 8: 491-500. 

Wongpanya, R., Aoki, T., Hirono, I., Yasuik, M., Tassanakajon, A. (2007). Analysis of gene 

expression in haemocytes of shrimp Penaeus monodon challenged with white spot syndrome 

virus by cDNA microarray. Sc. Asia. 33: 165-174. 

Wongteerasapaya, C., Sriuraiwatana, S., Vickers, J. E.,  Akarajamorn, A.,  Boonsaeng, V., Panyim,  

S., Tassanakajon, A., Withyachumnarnkul, B. Flegel, T. W.  (1995b).  Yellow-head virus of 

Penaeus monodon  is an RNA virus. Dis aquat. Org. 22: 45-60. 



Wongteerasapaya, C., Vickers, J. E., Sriuraiwatana, S., Nash, G. L., Akarajamorn, A.,  Boonsaeng, 

V., Panyim,  S., Tassanakajon, A., Withyachumnarnkul, B. Flegel, T. W.  (1995a).  A non-

occluded, systemic baculovirus that occur in cells of ectodermal and mesodermal origin and 

causes high mortality in the black tiger prawn, Penaeus monodon, Dis Aquat Org. 21: 69-77. 

Zhang, J., Li, F., Jiang, H., Yu, Y., Liu, C., Li, S., Wang, B., Xiang, J. (2010). Proteomic analysis of 

differentially expressed proteins in lymphoid organ of Fenneropenaeus chinensis response to 

Vibrio anguillarum stimulation. Fish Shellfish Immunol. 29: 186-194. 

Zhao, J., Song, L., Li, C., Zou, H., Ni, D., Wang, W., Xu, W. (2007). Molecular cloning of an 

invertebrate goose-type lysozyme gene from Chlamys farreri, and lytic activity of the 

recombinant protein. Mol Immunol. 44: 1198-1208. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

������/�����	�-� 3 

Output 	�����������	
����&'��
��)�	�� 
��. 

1. �-
��%�1��1*����������,��������,�%�  

Supungul, P., Rimphanitchayakit, V., Aoki, T., Hirono, I., Tassanakajon, A. Molecular 

characterization and expression analysis of a c-type and two novel muramidase-

deficient i-type lysozymes from Penaeus monodon. Fish Shellfish Immunol. 2010. 28: 

490-498. 

Woramongkolchai, N., Supungul, P., Tassanakajon, A. The possible role of penaeidin5 

from the black tiger shrimp, Penaeus monodon, in protection against viral infection. Dev 

Comp Immunol. 2011. 35: 530-536. 

2. ����
��-
������	#��,"��0�	,�* 

- �,�
1�&�,	* (������
�#��-�%/��	/�$���"������	#�" ��8�������
�#���0	��%*�,"��	4��

=�����/����-��2�#�) 

- �,�
��	��	 (������
������	��	��

������	/������%�������$/��-�2	�/�-
�0���	�

�"���
�����8���=��
�
��) 

- �,�
��=��&0 (�����8��$�	�����$���8�/��"�
��0/������������
��"�
) 

- �,�
��,���� (�����1����������	�������/��"�
�������	���$) 

3. �82�~ (�,$� ���
�8� ��������=���%�) 

- �����-
��4������%��* 

Supungul, P., Rimphanitchayakit, V., ., Hirono, I., Aoki, T., Tassanakajon, A. Molecular 

cloning, expression and characterization of c-type and i-type lysozymes in Penaeus 

monodon. In Proc. ABIC 2009. Apricultural Biotechnology International Conference. 

Bangkok, Thailand.  22-25 September 2009. 



Woramongkolchai, N., Supungul, P., Tassanakajon, A. (2009). Expression and 

characterization of penaeidin 5 antimicrobial peptides from the black tiger shrimp 

Penaeus monodon. The 35th Congress on Science and Technology of Thailand, 15-17 

Oct, 2009, Chonburi, Thailand. 

- �����-
��4�����	�	 

Woramongkolchai, N., Supungul, P., Tassanakajon A. Gene expression analysis and 

anti-WSSV property of penaeidin5 from the black tiger shrimp, Penaeus monodon. 15th 

Biological Sciences Graduate Congress, 15-17 December 2010, University of Malaya, 

Kuala Lumpur, Malaysia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 


