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In crustacean, ovarian maturation process is controlled by an eyestalk neurohormone, 
gonad-inhibiting hormone (GIH). GIH is presumed to inhibit the synthesis or release/uptake of 
vitellogenin (Vg). Vg is a precursor of yolk protein or vitellin (Vt) that is a key protein in ovarian 
maturation process. Accordingly, shrimp breeding usually employs unilaterally eyestalk-ablation 
technique to reduce the amount of GIH and to induce ovarian maturation. Therefore, the 
detailed studies on GIH are important to help improve the reproduction of economically 
important species such as the black tiger shrimp Penaeus monodon. This project is aimed to 
study biological function of GIH in inhibition of vitellogenin synthesis and to investigate the 
exploitation of GIH antibody to inhibit GIH activity by in vitro bioassay. Finally, the relationship 
of GIH on ovarian maturation stages of female P. monodon broodstock will be determined by 
using anti-Pem-GIH antibody. 
 The recombinant protein of GIH of P. monodon (rPem-GIH) was successfully expressed 
in yeast Pichia pastoris expression system under the control of an alcohol oxidase promoter. 
The amount of total proteins secreted into the induction medium from the optimal expression 
conditions of rPem-GIH was approximately 0.5-1 mg/l. The rPem-GIH was successfully purified 
by one-step of reversed-phased chromatography with Sep-Pak cartridges (C18). Biological 
activity of rPem-GIH was determined in primary ovary cell culture derived from previtellogenic 
P. monodon broodstock. The purified rPem-GIH significantly reduced vitellogenin mRNA level 
about 39% when compared with the non-treated group, which is similar to the effect of partially 
purified eyestalk extract. Our result demonstrated that rPem-GIH expressed in P. pastoris had 
biological activity to inhibit vitellogenin synthesis in primary cell culture of ovary from P. 
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monodon, and thus suggested that the rPem-GIH possesses gonad inhibiting activity as crude 
eyestalk extract.  
 Additionally, the polyclonal antiserum against rPem-GIH (called anti-Pem-GIH antibody) 
showed specificity to react with GIH from the partially purified eyestalk extract and did not cross 
react with structurally-related proteins such as rPem-CHH1 and rPem-MIH1. The anti-Pem-GIH 
antibody at dilution 1:500 was able to neutralize the activity of 28.75 nM rPem-GIH to about 
31.2% by in vitro assay in primary cell culture of ovary, thus implying that anti-Pem-GIH 
antibody may be used as an alternative approach for induction ovarian maturation in female 
broodstock of P. monodon. Moreover, the anti-Pem-GIH antibody was used to study the 
localization of GIH by the immunohistochemistry (IHC) technique in this study. The GIH signal 
was observed only at the sinus gland (storage site) in the optic lobe of female broodstock of P. 
monodon at various stages of ovarian development. Further determination of the level of GIH in 
both the eyestalk and the hemolymph of P. monodon female broodstock at various stages of 
ovarian development will help in understanding the relationship between GIH and ovarian 
maturation. The knowledge from this study should lead to more thoroughly understanding of 
reproduction mechanism in P. monodon that may be applied to induce ovarian maturation 
without eyestalk ablation in the future. 
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 กระบวนการพฒันารงัไข่ของสตัว์จ าพวกครสัเตเชยีนถูกควบคุมด้วยฮอรโ์มนยบัยัง้การพฒันา
ของรงัไข ่(Gonad-inhibiting hormone; GIH) ทีอ่ยูบ่รเิวณก้านตา GIH เกี่ยวขอ้งในกระบวนการควบคุม
ระบบสืบพนัธุ์ โดยท าหน้าที่ยบัยัง้การสร้างโปรตีนไวเทลโลจีนิน  (Vg) ซึ่งเป็นโปรตีนตัง้ต้นของ
องคป์ระกอบหลกัในเซลลไ์ข่ การตดัตาเพื่อก าจดั GIH จงึถูกน ามาใชเ้พื่อเร่งการพฒันาของรงัไข่ แม้ว่า
เทคนิคการตดัก้านตานี้จะส่งผลให้ปรมิาณและคุณภาพของไข่น้อยลงและแม่พนัธุ์กุ้งอ่อนแอในเวลา
ต่อมากต็าม ดงันัน้การศกึษาองคค์วามรูข้อง GIH จงึมคีวามส าคญัทีจ่ะช่วยในการกระตุ้นการพฒันาของ
รงัไขข่องสตัวเ์ศรษฐกจิเช่นกุ้งกุลาด าใหม้ปีระสทิธภิาพมากขึน้ใน การศกึษาวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อ
ศกึษาหน้าทีข่อง GIH โดยอาศยัโปรตนีลูกผสมทีผ่ลติได้จากยสีต์มาท าการทดสอบหน้าที่ในการยบัยัง้
การแสดงออกของไวเทลโลจนีินในระดบั mRNA ในเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่ และท าการศกึษาขอ้มูล
เบือ้งต้นเกี่ยวกบัแอนตบิอดีท้ีจ่ าเพาะต่อฮอรโ์มน GIH แลว้น าแอนตบิอดีต่้อ GIH ไปทดสอบผลในการ
กระตุน้การแสดงออกของไวเทลโลจนีินในระดบั mRNA ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ นอกจากนัน้จะใชแ้อน
ตบิอดีต่้อ GIH ในการตรวจสอบต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH จากเนื้อเยื่อที่มกีารสรา้ง GIH ในกุ้งกุลาด า
แม่พนัธุ์ที่มรีะยะการพฒันารงัไข่ต่างๆ โดยใช้เทคนิคอมิมูโนพยาธวิทิยา เพื่อศกึษาความสมัพนัธ์ของ 
GIH ต่อการพฒันารงัไขข่องแมพ่นัธุกุ์ง้ในช่วงระยะต่างๆ   

ในการศกึษาหน้าทีข่องโปรตนีลูกผสม GIH ในกุ้งกุลาด า ไดผ้ลติโปรตนีลูกผสมของ GIH ของ
กุ้งกุลาด า (rPem-GIH) ในยสีต์ P. pastoris (Pichia expression system) ซึง่เป็นระบบทีเ่หมาะสมใน
การผลติฮอรโ์มนลูกผสมของ eukaryotes โปรตนีลูกผสมของ GIH ที่ผลติได้จะมกีารมว้นพบัที่ถูกต้อง
และอยู่ในรปูทีส่ามารถท าหน้าทีไ่ด ้ ทีม่ขีนาดประมาณ 9 kDa โดยมกีารแสดงออกไดด้ทีีสุ่ดเมื่อกระตุ้น
ดว้ย methanol ทีค่วามเขม้ขน้ 3% (v/v) เป็นเวลา 2 วนั ทีอุ่ณหภูม ิ30 ºC โดยสามารถผลติโปรตนีที่
หลัง่ออกนอกยสีตเ์ซลลไ์ดใ้นปรมิาณ 0.5-1 มลิลกิรมั จากเซลลเ์จา้บา้นทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ 1 ลติร 
จากนัน้จงึท าการแยกบรสิุทธ์ด้วยหลกัการ Reverse-phase chromatography โดยวธิ ีSolid Phase 
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Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ทีม่ ี packing เป็น C18 จากนัน้น าโปรตนีลูกผสมของ GIH 
บรสิุทธิไ์ปท าการตรวจสอบหน้าทีใ่นการยบัยัง้การสรา้งไวเทลโลจนีิน (Vg) ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ของ
กุง้กุลาด าแมพ่นัธุ ์พบว่า โปรตนีลกูผสมของ GIH บรสิุทธิท์ีค่วามเขม้ขน้ 57.5 nM สามารถลดระดบัการ
แสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ได้อย่างมนีัยยะส าคญัทางสถติ ิประมาณ 38.6% เมื่อ
เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ปกตทิี่ใช้เป็นกลุ่มควบคุม ซึ่งใหผ้ลเช่นเดยีวกบั GIH ที่ได้จากสาร
สกดัจากก้านตา การศกึษานี้แสดงใหเ้หน็ว่า ฮอรโ์มนลูกผสม GIH ทีไ่ดจ้ากการแสดงออกจากยสีต์  P. 
pastoris สามารถยบัยัง้การสรา้ง Vg โปรตนีในเซลลป์ฐมภูมจิากรงัไข่ ซึง่บ่งชีว้่าโปรตนีลูกผสม GIH มี
หน้าที่เป็นฮอร์โมนยบัยัง้การพัฒนาของรงัไข่ เช่นเดียวกับสารสกัดที่ได้จากก้านตา ในการศึกษา
ความสามารถของแอนตบิอดีต่้อฮอรโ์มน GIH ในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มนลูกผสม GIH ไดเ้ริม่
จากการทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดี้ต่อฮอร์โมน GIH พบว่า แอนติบอดี้ต่อฮอร์โมน GIH มี
ความจ าเพาะต่อโปรตนีลูกผสม GIH และไม่สามารถจบักบัโปรตนีลูกผสม CHH และ MIH ทีม่ลีกัษณะ
โครงสรา้งคลา้ยคลงึกนั นอกจากนี้ยงัพบว่าแอนตบิอดีต่้อ GIH มคีวามจ าเพาะต่อฮอรโ์มน GIH ในก้าน
ตากุ้งกุลาด า การศึกษาเบื้องต้นพบว่าแอนติบอดี้ต่อ GIH ที่ความเข้มข้น 1:500 สามารถจบัอย่าง
จ าเพาะกบัฮอรโ์มน GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 28.75 nM ส่งผลให้สามารถยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มน
ลกูผสม GIH ไดป้ระมาณ 31.2% เมือ่เทยีบกบักลุ่มทีไ่ม่มแีอนตบิอดีต่้อ GIH จงึมคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะใช้
แอนตบิอดีต่้อ GIH ในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มน GIH และน าไปสู่การพฒันารงัไข่ในกุ้งกุลาด าแม่
พนัธุ์ นอกจากนี้ได้ตรวจหา GIH ในเนื้อเยื่อก้านตาของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด าที่มกีารพฒันารงัไข่ในระยะ
ต่างๆโดยเทคนคิอมิมโูนพยาธวิทิยา และพบว่าสามารถตรวจพบต าแหน่งของ GIH บรเิวณ sinus gland 
ใน optic lobe ของแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด า ซึง่เป็นแหล่งสะสมฮอรโ์มน GIH  

ในอนาคต จงึควรมกีารศกึษาปรมิาณฮอรโ์มน GIH ในกระแสเลอืดและที่สะสมที่บรเิวณ sinus 
gland ใน optic lobe ในระยะต่างๆของการพฒันารงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ์ เพื่อที่จะเข้าใจ
ความสมัพนัธร์ะหว่างฮอรโ์มน GIH ต่อการพฒันารงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ ์จะช่วยน าไปสู่ความเขา้ใจ
เกีย่วกบัระบบสบืพนัธุข์องกุง้กุลาด า และน าขอ้มลูทีไ่ดไ้ปบรูณาการสู่การประยุกต์แอนตบิอดีต่้อ GIH ใน
การกระตุน้การพฒันารงัไขข่องแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด า โดยไมต่อ้งตดัตากุง้ 
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