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บทคัดย่อ 
  

เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสซึÉงเป็นรูปแบบทีÉ active ของโปรฟีนอลออกซิเดส (proPO) เป็น
เอนไซม์หลกัของครัสเตเชียนรวมทั Êงกุ้ งทีÉมีบทบาทสําคญัในการป้องกนัตนเองตอ่การติดเชื Êอก่อโรค ใน
งานวิจยันี Êพบแอคทิวิทีของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (PO) สว่นมากในพลาสมาของฮีโมลิมฟ์ โดยพบส่วน
น้อยในเซลล์ฮีโมไซท์ของกุ้งแชบ๊วย ฮีโมไซยานินเป็นโปรตีนหลกัทั ÊงทีÉมีอยูใ่นฮีโมลิมฟ์หรือทีÉทําบริสทุธิÍ
แล้วไมมี่แอคทิวิทีของเอนไซม์ PO บง่ชี Êวา่เอนไซม์ PO ในฮีโมลิมฟ์ไมไ่ด้มาจากฮีโมไซยานิน นอกจากนี Ê
ได้ทําให้เอนไซม์ PO บริสทุธิÍจากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยโดยการทําอลัตราเซนตริฟิวจ์ ตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซลัเฟต แยกตอ่ด้วยคอลมัน์ Q-Sepharose และการทําโพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรี
ซิสแบบเตรียม พบวา่เอนไซม์ PO บริสทุธิÍมีมวลโมเลกลุ 630 kDa เมืÉอวิเคราะห์โดยโครมาโทกราฟีแบบ
เจลฟิลเทรชนั และมีหนว่ยยอ่ยขนาด 105 kDa ในโพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส 
เอนไซม์ PO บริสทุธิÍมีจลนศาสตร์แบบไฮเพอร์โบลาและมีคา่ KM และ Vmax สําหรับ L-DOPA            

(3,4-dihydroxyphenyl-L-alanine) เป็น 5 mM และ 0.043 A490/min ตามลําดบั และมีความจําเพาะ
ตอ่สบัสเตรท dopamine, catechol และ pyrogallol แตไ่มจํ่าเพาะตอ่ tyrosine เอนไซม์ PO บริสทุธิÍถกู
กระตุ้นได้ด้วยเอนไซม์ทริปซิน ลามินาริน ลิโพโพลีแซคคาไรด์และโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต  

ได้โคลนยีน proPO จากฮีโมไซท์ของกุ้งแชบ๊วยด้วยวิธี  RT-PCR และ 5’ และ 3’ RACE  
พบวา่ cDNA สายเตม็ของยีน proPO ประกอบด้วย 3,245 คูเ่บส มี 1 open reading frame ทีÉยาว 
2,058 คูเ่บส  ซึÉง encode สายเปปไทด์ทีÉมีกรดอะมิโน 661 หนว่ย  โครงสร้างปฐมภมูิของยีน proPO มี 

ตําแหนง่จบั CuP

2+
P 2 ตําแหนง่ ทีÉยดึด้วย histidine 6 หนว่ย มีหนึÉง thiol-ester motif มีสอง               

N-glycosylation site และมีเก้า O-linked glycosylation site  จากการ BLAST พบ cDNA ของยีน 
proPO ของกุ้งแชบ๊วยเหมือนกบัของกุ้งขาวจีน Fenneropenaeus chinensis มากทีÉสดุ (94%) จากการ
ทํา RT-PCR พบยีน proPO มีการแสดงออกมากสดุในเซลล์ฮีโมไซท์ มีน้อยกวา่ในเนื ÊอเยืÉออืÉน ๆ 

เพืÉอศกึษาการตอบสนองของยีน proPO ตอ่การเหนีÉยวนําด้วยเชื Êอก่อโรค ได้ฉีดกุ้งแชบ๊วยด้วย 
Vibrio harveyi พบวา่แอคทิวิทีของเอนไซม์ PO ในฮีโมลิมฟ์เพิÉมขึ ÊนทีÉ 6 ชัÉวโมง เมืÉอเทียบกบัคา่ทีÉชัÉวโมง 
0 และเพิÉมขึ Êนอยา่งตอ่เนืÉองจนเพิÉมสงูสดุทีÉ 24 ชัÉวโมง หลงัการฉีด จากนั Êนมีคา่ลดลง ในทํานองเดียวกนั
พบการแสดงออกของ proPO mRNA ในฮีโมไซท์เพิÉมขึ Êน จนมีคา่สงูสดุทีÉชัÉวโมง 18 หลงัการฉีด ในขณะทีÉ
ทั Êงแอคทิวิทีของเอนไซม์ PO และการแสดงออกของยีน proPO ของกุ้งชดุควบคมุทีÉฉีดด้วยนํ Êาเกลือมีคา่
ไมเ่ปลีÉยนแปลงทีÉเวลาตา่ง ๆ นอกจากนี Ê แอคทิวิทีของเอนไซม์ PO ในฮีโมลิมฟ์และการแสดงออกของยีน 
proPO ของกุ้งแชบ๊วยทีÉฉีดด้วย white spot syndrome virus (WSSV) ก็มีรูปแบบคล้ายการฉีด           
V. harveyi กลา่วคือคา่ทั ÊงสองเพิÉมขึ Êนและมีคา่สงูสดุทีÉชัÉวโมง 12 หลงัการฉีด จากนั Êนมีคา่ลดลง ซึÉงเป็น
ทํานองเดียวกบักุ้งขาวทีÉถกูฉีดด้วย WSSV พบการแสดงออกของยีน proPO เพิÉมขึ Êนอยา่งตอ่เนืÉองจน
เพิÉมสงูสดุ ทีÉ 18 ชัÉวโมง หลงัการฉีด จากนั Êนลดลง ผลการทดลองเหลา่นี Êบง่ชี Êวา่โปรฟีนอลออกซิเดสถกู 
กระตุ้นได้และอาจเกีÉยวข้องในระบบภมูิคุ้มกนัของกุ้งตอบสนองตอ่การติดเชื Êอก่อโรคแบคทีเรียหรือไวรัส 
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Abstract 

 

Phenoloxidase, an active form of prophenoloxidase (proPO), is a key enzyme of 

crustaceans including shrimps that plays important role in defense mechanism against 

pathogenic infection. In this study, majority of phenoloxidase activity was detected in the 

plasma fraction of hemolymph whereas minority was found in the hemocytes of banana 

shrimp Fenneropenaeus merguiensis.  Hemocyanin that was found mainly in the hemolymph 

or purified form, possessed no phenoloxidase activity. These results suggest that 

phenoloxidase present in the hemolymph is not derived from hemocyanin. Otherwise, 

phenoloxidase from the hemolymph of banana shrimps was successfully purified by 

ultracentrifugation, ammonium sulphate precipitation, chromatography on Q-Sepharose 

column, and subsequently by preparative polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). 

Purified enzyme had a molecular mass of 630 kDa determined by gel filtration 

chromatography and 105 kDa analyzed by SDS-PAGE. It had hyperbolic kinetics with KM and 

Vmax for L-DOPA (3,4-dihydroxyphenyl-L-alanine) values of 5 mM and 0.043 A490/min, 

respectively. It also showed substrate specificity to dopamine, catechol and pyrogallol but 

not tyrosine. Purified enzyme could be activated by trypsin, laminarin, lipopolysaccharide 

and SDS.   

Prophenoloxidase (proPO) gene was cloned from the hemocytes of F. merguiensis 

by means of reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and 5’ and 3’ rapid 
amplification of cDNA ends (RACE). The full-length cDNA of proPO gene consists of 3,245 bp 

with one 2,058 bp open reading frame, encoding 661 amino acids. Its deduced amino acid 

sequence contains two Cu 

2+
  binding sites stabilized by six histidine residues, one thiol-ester 

motif, two N-glycosylation sites and nine O-linked glycosylation sites. By BLAST analysis, F. 

merguiensis proPO cDNA showed closely identity to that of Fenneropenaeus chinensis 

(94%). RT-PCR analysis revealed that proPO transcript was expressed mainly in hemocytes 

and less in other tissues.  

To study the responses of proPO gene to pathogenic challenge, F. merguiensis 

shrimps were injected with Vibro harveyi or white spot syndrome virus (WSSV). After 

challenging by V. harveyi injection, phenoloxidase activities in the hemolymph were 

continuously increased from hour 0 to hour 6 and reached the highest at hour 24 of post-

injection and then declined. In similar pattern, the mRNA expression of proPO gene in the 
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hemocytes increased and reached the maximum at 18 h post-injection. In contrast, no 

significant differences of either phenoloxidase activities or proPO mRNA expression were 

detected in the controls which were injected with 0.85% NaCl in parallel. Moreover, the 

similar patterns of phenoloxidase activities in the hemolymph and proPO mRNA expression in 

the hemocytes were detected in shrimps injected with WSSV. They were increased from hour 

0 to hour 6 and reached the highest at hour 12 of post-injection and subsequently decreased. 

In similarly, the expression of proPO gene was up-regulated after Litopenaeus vannamei was 

injected by WSSV. Its mRNA expression was continuously increased from hour 0 to hour 6 

and reached the peak at hour 18 of post-challenge. These results indicate that proPO is 

inducible and may be involved in a shrimp immune response to pathogenic bacteria or virus. 

 
 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


