
สรุปและวิจารณผลการทดลอง

สกัดแยกเอนไชมีโปรตีเอสจาก B . s u b t i l  i s  T ISTR  25 ดู่งผลิตทั้งเอน'ไชมน'วฑรัล 

และอลดาไลนโปรตีเอสเข ้นเดยวก ับ B . s u b t i l  i s  สายน ฺนธ ุอ ื่น(จโรจนกุลก ิจ.2532) นำมา 

แยกเฉนาะนีวทรัลโปรตีเอสใหับริสุฑธเมื่อไปสืกษาสมบิตชองเอนไชม โดยนำเอนไชมีที่สกัด

แยกจากสายพันรุ T ISTR  25 ( c ru d e  enzyme) มาทำใหับวิสุฑซปีนแรก โดยการ

ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมข้ลเ'ฝตอิ่มตว 0 -4 0  % นบว่ามีเลนไชมีโปรตีเอสตกตะกอนออกมา 

นอยมากเนียง 0 .8%  (ตารางท ี่ 2» และสามารถกำจดโปรตีนอื่นที่ไม ่มีแอดติวิต ีของโปรตีเอส 

ออกไดบางส่วน จิงนำมาตกตะกอนโปรตีนเนิ่มที่ความเขมขน,ของแอมโมเนียมรํ{ลเพัตอิ่มตว

4 0 -7 0  % นบว่ามีเอนไชมีโปรตีเอสตกตะกอนออกมา 58 % และมีความบริสุทสเนิ่มขั้น

2 เท่า ขั้นคอนการตกตะกอนตวยแอมโง!เนียมชลเปตนีไดดดแปลงจากวิธืของ จโรจนกุลกิจ 

(2 532 ) นบว่าดายวิธใหม่นี ได y i e l d  เนิ่มขั้นประมาณ 15% จงนำเอนไชม ีไปแยกให  ั

บวิสุทธเนิ่มขั้นด้วยวิธี คอล้มน'โครมาโตกราพันี

โดยการใข้คลล้มนีแลกเปลี่ยนประจุบวก (ธ ีเล ็ม -เชลล ูโลส ) (รูปที่ 2 ) เนีอแยก

เอนไชมีออกโดยอาด้ยความแตกต่างของประจุในโปรตีนแต่ละชนิด ทำการทดลองเหมือนของ 

จิโรจนีกุลกิจ (2 5 3 2 ) นบว่าสามารกแยกโปรตีนที่ไม,ม ีแอดตีวิต ีของโปรตีเอสออกได้ 50% 

(ธีงเป็นโปรตีน่ที่ไม่ยดจบกับคอลัมน์) หล ้งจากการชะด ้วยเกรเต ียนทของโชเต ียมคลอไรด

พบ'ว่านีวท'รัลโปรตีเอสถูกชะออกมาก่อนด้วย'โชเตียมดลอไรดความเข้มขน 0 .0 4  โมลาร โน  

peak  B ส่วนอลดาไลน์โปรตีเอสถูกชะลอกมาใน p eak  C ที่ความเข้มขน 0 . 07 โมลาร

โชเต ียมคลอไรด แสดงว่า ท่ี pH 6 .5  นีวทรลโปรตีเอสมีประจุสุทธีเป็นบวกนีอยกว่าอลคา 

ไลน ํโปรต ีเอส และเอนไชมีนีวทรัลโปรตีเอสที่แยกได้น ื๊ม ีความบริสุทธเนิ่มขั้น 3 .7  เท่า เมื่อ 

ตฺรวจความบวิส ุทธของเอนไชมีโดยโนลอะไครลาไมด เจล อเลด,โตรโพ ัรธ ีส นบแถบโปรตีน 

2 -3  แถบ (รูปที่ 4 ) นำไปตรวจสอบแอดติวิตีแล้ว นบว่าเฉนาะโปรตีนแถบบน (ตีอแถบที่มี
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ระยะทางจากขอบบนแท่งเจลประมาณ 1 ช ม .) เท่านินที่มีแอคติวิติปีองโปรติเอช (รูปที่ 5 ) 

เมื่อทดชอบชนิดของโปรติเอช โดยใย ัชารย ับยงท ี่จำเนาะ นบว่าเอนไชมีที่นบในแท่งเจลถูก

ยับยงโดยชารติเลตตง O -P h e n a n th ro l in e  และไม่ถูกยับยงโดย PMSF (รูปที่ 6 ) ชีง 

แชดงว่าด้วยคอลัมนิ ช ีเอ ็ม -  เชลลูโลช ชามารถแยกเอนไชมีนิวฑรัลออกจากอัลคาไลนิ

โปรต ิเอชได ้ แต่ยังมีโปรตินอื่นปนอยู่ จงด้องนำไปทำให้บริสุทธ เพ่ิมปีน โดยใยัคอล้มนิ

เจล นิลเตรยัน < เชฝาเด ็กช ี จ ี-?ธ ) ได้ผลการทดลองด้งรูปที่ 3 ชีงแชดงให้เห็นว่าคอล้มนิน 

ชามารถแยกเ อนไชมนิวฑริลโปรติ เ อชออกจากโปรตินชนิดอื่น ช ีงม ีธ!ท ดใพ ู่เกว่าและถูกชะออก 

จากคอล้มนิก่อนเอนไชนิได้ และเมื่อตรวจชอบความบริชุฑสโดย โนลือะไครลาไมด เจล

อ ิเลคโตรโปร ีช ีช  ได้แถบโปรตินเนียงแถบเดียว (รูปที่ 4 ) แชดงว่าเอนไชมที่แยกได้มีความ 

บริชุทสชูง เหมาะที่จะนำไปติกษาชมบัติเฉนาะทางด้านต่างๆของเอนไชมต่อไป

ในการติกษาขนาดโมเลกุลของเอนไชมนิวฑรัลโปรติเอส จาก B . s u b t i l i s  

TISTTR 25 โดยว ิธ ี เจถ นิลเตรยัน และวิธ ีเอสต ิเอช อ ิเลคโตรโปร ิช ีช  ช ีงจะชามารถ

หาขนาดและหน่วยย่อย ( s u b u n i t ) ของเอน'ไชนิได้ด้วย จากผลการทดลองนบว่าวิธี เจล

นิลเตรยัน เอนไชนิมีขนาด 2 7 ,0 0 0  ดาลดัน เมื่อเทียบจากขนาดของโปรตินมาตรฐาน

และเอนไชมออกจากคอล้มนิด้วยค่า Kavใกล้เค ียงกับโปรตีนมาตรฐาน C h ym o try p s in o g e n  

(2 5 ,0 0 0  ดาลดัน) และ T h e rm o iy s in  ท่ีมีปีนาด 3 4 ,0 0 0  ดาลดัน ^ T i t a n i  และคณะ, 

1972) แต่จากการหานํ้าหนักโมเลกุลของเอนไชมจาก TISTTR 25 ด้วยวิธี เอชติเอช  

โนล ีอะไครลาไมด เจล อ ิเลคโตรโปร ิช ีส นบว่าเอนไชนิมี 1 หน่วยย่อยเท่านน มีขนาด 

3 7 ,0 0 0  ดาลดัน และมีค่า ใกล้เค ียงกับค่าของ T h e rm o iy s in  แต่ต ่างจากค่า ของ

C h ym o try p s in o g e n  อย่างยัดเจน (ร ูป ท ี่แ ) ผลการทดลองนมีธัอล้นนิษฐานว่าการหานํ้าฬแก 

โมเลก ุลโดยว ิธ ี เจลนิลเตรยัน อาจมีบางล้วนในโมเลกุลของเอนไชนิทำป?)กิริยากับโมเลกุล 

ของเด็กชีแฑ'รน ชีงเห็แล้วนประกอบที่ชำคัณูปีองเชปาเด็กชี จงเห็นผลให้เอนไชมออกจาก

คอล้มนิยัา ( r e t a r d e d )  จ ีงได ้ทดลองเพ ิ่มความแรงของประจุในบัปเปอร( i o n i c  s te n g th )  

ที่ใช โดยการเต ิมเกล ือโชเต ิยมคลอไรด ความเข้มปีน 0 .0 5  โมลาร (เห ็นความเข้มข้นใน  

ล้วงที่ทำให้เอนไชนิออกจากคอล้มนิ ช ีเอ ็ม -เชลล ูโลช ) โดยคาดว่าอาจลดปแกิร ิยาระหว่าง



G8

เอนไชมีกับเด็กส่แทรนได้ แค่จากผลการทดลองพบว่าเอนไชมีอังคงออกจากคอถัมนดัวอค่า

K ไกถเค ียงก ับ c h y i i io t , r y p s i nogen A น]นเดน จงได ้ลองเปลี่ยน pH ของบปเปอร

จากpH 6 .5  เรน pH 8 ส ่ง เรน  pH ท ี่เอนไชมีใท ่จะมีประจุล ุทธิเรนลบ จงไม่ควรมีปฏิกรยา 

ระหว่างเอนไชมีก ับเด ็กส่แทรน แต่จากผลการทดลองนบว่า ไม ่ลามารถทาไห ้เอนไชมีออก  

จากดอลัมนเร็วขนใด เม ื่อส ์ารวจรายงานที่ผ ่านมา นบว่า Keay &. w i l d i  (1 9 7 0 ) ได ้

รายงานผลทำนองเคียวก ันไนการหานํ้าหน ักโมเลกุลของเอนไชมีน ัวทรัลโปรด เ อชจาก B.

s u b t i l  i s  NRRL B3411 โดยนบว่าด ้วยวิธ ี เจกกิลเต'รข้น (เชปาเด ็กม ี จี 100 และ

ไน'ไอเจล น -  6 0 ' เอนไชมีมีขนาด 2 6 ,7 0 0  ดาลคัน ส ่งม ีขนาดเล็กกว่า เม ื่อหาโดยวิธ ี

O sm om e try . &. u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  มีงได้ขนาดของเอนไชมีประมาณ 3 8 ,0 0 0

ดาลดัน โดยได้สนนัษฐานว่า เอนไชมีอาจเกิดการย่อยตัวเองใน'ระหว่างการทำ เจล

น ักเฅรข้นได้ เน ื่องจากเอนไชมีอยู่ในสภานธรรมชาติ ‘. n a t iv e )  ส ่งม ีความชามารถเร ่ง

ปฏิกิริยาได้ดี และอยู่ไนความเ ข้มขนชูงอกด้วย ข้อสนนัษรานนัมีการทดลองยนยัน โดยนบว่า 

ขนาดโมเลกุลเอร4ไชมีที่'หา'โดย'วิธ u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  จะลดลงเมื่อไข ้เอนไชมีท ี่ม ี

ความเข้มข้นชูง และรนัท ี่ความเร็วท ี่ทำให้เอนไชมีอยู่ไนชภาน e q u i l i b r i u m  นาน เนอง 

จาก'ในการทดลอง'นื่ไมได้ทดลอง'ไส ชารยับยั้งปฏิกริยา ส ่งจะข ้ายลดการเก ิดการย ่อยฅ ัา เ อง

( a u t o l y s is )  ของเอน'ไชมีได ด ังเข ้นในการทดลองหานื่าใฒภโมเลกุลโดยวิธ ี เอชดีเอช  

โนลอะไดรลาไมด ี เจล อเถดโตรโปรส ่ช 'ร ูปท ี่ 10) ดังนั้นไนการสิกใทน จ ีงคาดว ่า 

ค่านาหนักโมเลกุลของเอนไชมีนวฑรัลโปรตีเอชจาก T1STR 25 ท ี่ได ้จากว ิธ ีถเลคโดรโปร ิข ้ช  

เ รนค่าที่ไกล'เคียงกับเอนไชมีในช.กาน n a t i v e  มาก’ที่ลุดและ! รนค่าท ี่น ่าเข ้อถอกว่าค่าที่ได ้ 

จากการหาโดยวิธ ี เจล กิลเฅรข้น

จากการส ืณทชกาวะท ี่เหมาะชมในภารเร่งปฏ ิก ิร ิยาการย ่อยชลายเคข้นของน ัวทรล  

โปรต ีเอชจาก TISTTR 25 เปรยบเทียบกับ T h e n n o ly s in  และน ัวทรัลโปรดเฮชจาก B. 

p o lym y xa  ส่งแชดงผลไใเรูปที่ 12 และ 13 นบว่าเอนไชมีนัวฑรัลโปรดเอชฑงชามชนัด

ชามารถเร ่งปฏ ิก ิร ิยาได ้ด ีท ี่ pH 7 แด,ลักพนะ p a t t e r n  ของ T h e rm o ly s  in  และเอนไชมี 

จาก B .p o ly m y xa  ค ่อนข ้างกว ้างกว ่า(b ro a d  pH ' เอนไชมีจาก T ISTR  25 ส่งคล้ายกับ
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ทผผrfกษาไว้^!โฉททท'ลโป'โค I. อถฑงถองชนิดน I G r i f f  i l l  Sv. F o g a r ty ,  1 9 7 3 ;K e a y , 1969) 

นิว)โรัลโปรด เ อถอ i ๓ } !ผคีกษา ใวนท้า ส่วนใหญ่เ ร'งปเP ริยาการย่อยถลายพันธะ I ปปไทดปีอง

กับถเตรฑเค?นได้คีท ี่ pH เนินกถางเย่น'กัน Iย ่น แวทริลโปรดเอถจาก เห s u b t i 1 i s

'MeConn และคณะ, 1964) และ B . sub t. i  l i s  v a r  runy 1 o s a c c h a r  i t  i  eus  (T s u ru  h. 

Fu ku ino to , I9 6 0 )  ถาหร้บผลการหาอุณหภูมิที่เหมาะถ?!ในการเกิดปฏกิริยาของนิวทรัก

โปรดเทถจาก T ISTR  25 นบว่าไกลเคียงก ับของ T h e r rn o ly s in  คอ ทอญใใกูม 50 

น.ถะ 55 ‘''ช คามถาดบ แ ล ผ ง ว่าน ิ'าฑรัลโ ป รกเอ'ถา•ไก T ISTR  2 5  มิคุณ'ถ?ท]ฅทนต่อดา'ไม 

ร้อนได้‘ Iกถ ัเคยงกับ T h e ro m o ly s in  ด ู่งแตกต่างฺจากเอนไชม ิจาก B. p o lym y xü  ท่ี

ถามารถเร ่งการเก ิดปฏก ิร ิยาได ้ค ีท ี่ อุณหภูมิ 30๐ช ค่าท ี่หาได้จากการทดถองนโกกัเค ียงกับ  

ค่า 37 °ช  ท่ี G r i f f i n  12 F o g a r ty  (1 9 7 3 ) ได้รายงานกัๆหริมเอนไช?!น ิวฑริลโปรดเอถ 

จาก B. p o ly in y x a  นอกจา'กน นบว่านวทรัถโปรดเอถจาก T IRTS  2 5  มิอุฒใภูมิท่ี

เหมาะถม'ในการเร ่ง!0 ก ิร ิยา เหมิอนกับนวทรัลโปรคีเอถจาก lb  s u b t  i l  i s  ถาอพันธุอนๆ 

ที่มิผรายงาใ) คีอ 5 0 "ช  ถา•หริบ B . s u b t  i l  i s  < MeConn และคณะ, 1964 ' และ 52 °ช  

ลำหริบ B. s u b t  i l  i s  v a r  ainy lo s a c c h a r  i t .  ic u s  (T s u ru  9. F u kum o to , 1966) 

ตามลำดับ และในเอนไชมิฑ ั้งถองชนิดนีนบว่าถัามิการเดนแคลเสืยมอะ?เฅต ที่ความเขมขัน

5 .5  X 10_Aโมลาร ่ อุณ)โภูมิท ี่เหมาะถมในการเร่งปฏกริยาจะเปลี่ยนเนิน 5 8 °ช  และมิ

อดรา เ ร ิวไนการ เ ร่งปฏกิริยา )ที่?!ขนประมาณ 20-107. ไ?งคาดว่าเ นิโ)ผลเนองจากความ

! ถกยรที่เนมขนของI.ทนไชมิเมอมิ ( ’a 4'+ อยู่ไนถารละลาย

จ า ก ก า ร เก โ น อ ))ไ ช ? ท ท ฑ ร ิล โ ป ร ด เอ ถ ท ี่)ท ไ ห ับ ร ิถ ท ธ จ า ก  T 1 S T R  2 5  ใ ))อ ม ิค า โ ช ล
trill เอ ร ิ p H  6 . 5  ที่ม ิ 2 ม ิล ล ใ ? !ล า ร ิแ ค ล เ? ย ม ค ล อ ไ ร ด  เก็บที่อ ุณเหภูม ิ 4 แ ล ะ  - 2 0 ° ช  น ม ว ่า  
ถ า ม า ร ถ เก ็บ เอ น ไ ช ม ไ ว ้ง า อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 ° ช  ไ ด ้น า น ก ว ่า ท ี่ - 2 0 ° ช  ร ู่ง แ ถ ด ง ว ่า เอ น ไ ช ม ิไ ม ่) ) ) ‘ต ่อ
ก า ร  f r e e z e  and. th a w  F e d e r 9. S c h u c k  ( 1 9 7 0 )  ร า ย ง า น ว ่า เอ น ไ ช ! ! น ิว ฑ ร ิล -  
โ ป ร ด เอ ถ ท ี่อ ย ู่ใน ร ูป บ ร ิถ ุท ซ จ ะ ถ ูก ุแ ค ีย แ อ ค ต ิว ่ต ห !!ด  เม อ เก ็บ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ - 7 0 ' ’ช  ( ม ิล ! ป ร ิย บ เท ีย บ  
ก ับ อ ล ท า ไ ล น โ ป ร ด เอ ถ  จ า ก ร า ย ง า น ข อ ง จ โ ร จ น ก ุล ก ิจ เ  2 5 3 2  > น บ ว ่า อ ัก ค า ไ ก น ิโ ป ร ค ีเ  อถมิ
ค ว า ม 1 ถ ถ ย ร ม า ก ก ว ่า นิว )า ร ิถ โ ป ร ด เ อ ถ ม าก  โ ด ย 'ถ า ม •ไรก I ก็บเ อ ))ไ ช ?!ใน ฉ ม ิก าโ ช ก ม ป เ ป อ ร ิ
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p li  B . 5  ri arm นามิ - 2 0 e‘ช  เน ิน เว ล า  1 ใ ด อ น โ ด ย ไ น ิส ูก ุ! เส ีย แ อ ค ต ิว ัต เล ย  แ ล ะ ส ูท ]เส ีย  
แ อ ก ต ิว ิต ิเส ีย ง  1 0  % เม อ เก ็๋บ ท  4 ° ช  เน ิน เว ล า  1 เด อ น

สิกษาผลของสารเคมต่างชนิJ«เต่อแอคติวัสีของ I อนไชม โดยใรสารเคมแต่ถะชนิดที่

ความเขมปีน 1 มิถกไมถาร อินสิวเบฅกับเอนไชมิ 15 นาที ท่ี 4 5 °ช  แล้ววัดแอคติวสีของ 

1 ทนไชมิ ผลการทดลองนนว่าสาร Io d o a e e ta m id e , p - e h lo r o m e r c u r ib e n z o a te  และ 

N’-F t .h y lm a le im id e  สิงเนินสารเคสีชนิดที่ใทป]}กรยากับ หมู่ชถ'ไสควัล ‘ -S10 ของกรด 

อะมิใใ*ใม่ทีผลอบยงนอคติวกของเ อนไชมิ แส่ดง'ว่า เ ถใ!ไชมินิาทรัถ'ไปรติเอสวาก T IS TR  25 

นไม่สีกรคอะมโนสิสเ ตอนที่บรเ 'วกน ร ่งอองเ โ!!!ไ.ชมิ Il vit; I กนไชมิไม่ถูกยันยงด้วยสาร PMSF

แ•สดง'ว่าไม่มิกรดกะ มิ,ใ ใ!I ช ร ! ! ‘ ใ}!!ส่าใ!ส่าค’ก)ท่ี in  เ ว»ใ»เร ไ ข องเอนไชมิควยเสินกัน แท่I อ!!ไชมิ 

ถูกกับยั้'ง'โคยส่ารคเถดคง EDTA และ P h e n a n t.h ro l lu e  ส ิงแสดงว ่า I อนไชมิมิโถใน:! ปน

ต่วนประกอบสำค:ไ!ที่แร I ว!:'I ร ่ง ํป ีองI อใ!ไชมิ สิ ใแบไนนิาทรถโปรติเอสชนิดอินเ ะ/ใเกใ! เ ะ/ใ!

วากการสิกษาของ Yasunobu และคล'ะ » 1 9 6 0 > นบว่าเอนไชมิน ิวทรัถโปรต ิเอสจาก

B .รน}3 t . i l i s  ถูกยับยั้งปฏิกรยาไป 507= เมอเต ิมสาร EDTA , P h e n a n th r o l in e  ,

n ü .h iz o n e  , C y a n id e  หรอ Sod ium  d ie t . l iy ld i t .h io c a r b a r n n te  ทีความเอ'มปีน.

2 .2  X 1 0 "°  , 5 .0  X 1 0 -e , 4 .5  X îc f*  , 1 .8  X 10_a และ 2 .5  X 10~ : ’

โ 5Jถารตามลำดับ

ใ 'น ก าร ส ิก บ ''าผ ถ ข อ งไ อ อ อ น 'โ ก ห ะ ช น ิด ต ่างๆ ต ่อ แ  อ ค ต ิว ัต ิท อ ง  เ อใ!ไชม ิ โ ด ย ก า ร อ ใ !
ค - น บด 1 ผ ิลส ิโม ลาร ข อ ง ไ อ อ อ น โ ถ ห « ก ับ เอ น ไ ช ม ิ ที่อ ุณหภูมิ 4 5 ๐ช  15  น าท ี แ ล ้ว
ว ัด แ อ ค ต ิว ัต ท ี่เห ล ือ  ‘ ต า ร า ง ท ี่ 4 )  จ า ก ผ ล ท ี่ไ ด ้ค าด ว ่าก าร ท ี่ไ อ อ อ ใ * โ ถ ใ ใ ะ  C a ++  แ ก ะ  Mg++  
ท ่า'’If i แ ฮ ค ต ิว ัต ิข อ ง เอ า * ไ ช ม ิเน ี่ม 'ป ีน เล ็ก น ิอ ย ' ‘ 5 -1 4 7 ->  อ า จ เน อ ง จ า ก  Mg++ เน ิน ไ อ อ อ น  
โ ล น « ธ า ต ุใ พ ู่เด ีย ว ก ับ  C a ++ ท ี่ไ ด ม ิก า ร ส ิก ษ า ไ ว ‘'ถ า ว ่า  ม ก า ร จ ับ ก ับ เอ ใ * ไ ช ม ิน ิา ท ร ัถ โ ป ร ต ิเอ ส  
แ ถ ว ส ิว ย ย ค โ ค ร ง ร -ป ข อ ง เ อใ!ไชม ิ ' c o n f o r m a t i o n  ' ใ ห ้เใ ใ ม า ะ ส ม ก ับ ก า ร เร ่ง ป ฏ ก ร ย า ข อ ง  
I อใ*ไชมิ ด ัง น า * อ า จ ส ีก า ร แ ถ ก เป ล ย !* ป ร ะ จ ุร ะ ใ ใ ว ่า ง  Mg+ + ก ับ  C a + + ท า ใ น ย ัด ,จ ับ ก ับ เอ ใ !ไ ช »
ไ.ดัดขา* แ ล ะ ก า ร ท ี่แ  อ ด ท ว ัต ิเน ม  เ น อ ง  เ ถ ก น อ ย  อ า จ  เ นิใ! เ ใ !ร าะ  ( : a + + อ ย ู่ไ ,ใ*ต่วน,ไม เ ถกล
ค าน น อ ก ท ี่ e x p o s e  ก ับ ส า ร ล ะ ก า ย อ ย ู่แ ถ ว  C a + + ป ร ิม าก » ม าก ท ี่เต ิม ล ง ไ ป  จ ง 'ไ ม ่อ า จ ส ิก า ท ใ ห ้
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ใ !» ก า ร ท ด ล อ ง น บ ว ่า ถ ้า ไ JH  cm ('.T ï( 'l2 ก ง ไ ใ เไ น บ ัฟ ่เป อ ร ท  l if  ! ม อ เต ิม  Z n + + n ท ัน เข ้า 'ไ ป 'ให ม ่
I โ)ทไ'ส !ไม ่ส า ม า ร ถ ม 1. เอ ค ค า ท ก ล ับ ค น 'ไ ค 'ไ ม ่ไ ด ้แสตงผ ก ก า ร ท ด ก ก ง 1 ต ังน ั้น  C a + + น ่าจะ:ม ีส ่วน  
ส ่า ย ไ ! เก า ร ร ัก ษ า '‘โ ค ร ง ร ูป จ อ ง  Iท น ไ ช ร !จ า ก ร า ย 'ท น Îเก ง  M cC o n n  แกะ:ค'แะ: I น ) ร า  ) โ]'นตัน 
ค ว าม ส ่าค ัท ุ!ป ิอ ง  2 ท ++  แกน C a ++  น บ ว ่า ก า ว ค ง  Z n ++  ท ฉ ก จ า ก โ ท เก ก ก โ ป ร ด เอ ส จ า ก
n . s u h t i  1 i s  v a r . am y  l o s a c c h a . r i t . i O H S  คาโเ 1 x 1 0  *>! J-IOTA ก า !!น อ 'น ไ ส ม
'■ ทุแ! ส ่ย เ(อ ด ต ัว ค ไ !]เก อ 'บ !เม ค  ก า ร  r e a c t i v a t e  เอ น ใ .ส ม ีโ ก ย ก า ร เต ิม  1 0  7‘ฯ 
ท ก ง ก า ร I ด ม  EDTA ทาไ.ท’เ อi 'ไสน น ».เท ดดาดกก ัน คน I vîr.t'3 โ:“ ส แ ด ่ท า เด ก  8 \ ฯ 0 ~ " ‘('ท  + +
ไ น ส ่า ง ค ัน  คอ 2 น าท  แด ้า  r e a c t i v a t e  ด ้ว ย  Z n + + ที่ 3 0  น า ! !ห ล ัง ก า ร  t r e a t  ด ้ว ย
EDTA จ ะ ;ส า ม า ร ถ ส ่ว ย ไ !น อ น ไ ส ม ีม ีแ ฮ ค ต ิว ิฅ ก ล ับ ค น ไ ด ้เก ัอ บ  1 0 0  เป อ ร เส น ค

เมื่อสิกษาการแทนท Z n++ด้วยไดวาเถนที่ไอออนสนดสน โดยการดง Z n++ออก 

จากเอน'ไสทด้วยการอนคิวเมตลับ 1 mM EDTA แก ้วเต ิมไดวาเกนทไอออนส!ไดด ่างๆ(ดาราง 

ท 7) นบว่าเม ื่อเต ิม 1 mM Co++ , Mn++ แถน Zn + + ทาไ!นอนไสมื่มแอคติวิดกลับคนมา 

ไน’บาง!!ระ:มาแ! 2 0 -3 0  (ปอรเสนก ไน amt;ท (ไย++ , F e+ +แกะ:Mg++ส่วยไห!!อคติวิดกลับคนมา 

ได้นอยกว่า คอ อยู่,ในส่'วง 8 -1 0  ! ปอร เสนด การที่ Zn + + ,M n++ แกะ: Co ' + สามารถ 

r e a c t i v a t e d  เฮนไสรได้มากกว่าไอออนสนคอน อาจเท ี่นเนราะเท ี่นไอออนของธาต ุ

ทรานสิส่น ท ี่สามารถเกดบันสะ;โคออดเนดโควาเลนที่ก ันโมเกกุกอองเอนไสมได้เส ่นเด ียวก ับ  

Zn++ แคะ:อาจจับกับโมเกกุลปีองเอนไสรได้ด ีกว่า Fe++ ที่เที่น'โกหะ:ท'รานสิส่นเส่นกัน

ตังนั้นเมื่อมีการดง Zn + * ออกจาก,โม!.ลกุกเอนไสมีแก้วเติมไอออน 3 สนดนกงไปแทน

จง)ไาให ัม ีแอคติว ิด ีกล ัปก!ได ้โทกก'ท ่เม ื่อเต ิม ไอออนโกหะ:ก'ากน โดยเฉนาะ: Ca+ ไ ท ! Mg44 

ที่ ';Iป์นไอออนโกหะ:กสุ่มIดียากันแกะ:ไ.!]ไส่ประ:I.กบ!!'ร''เนติปีแน แกะ:การที่แอกฅวิดีไม่สามารถ

กลับคนกง 1007 น ่า!.ก ัดจากการท ี่ไส ่ EDTA ImM สงมีกัง 6 โมกอกวิวาเกนที่ ที่จะ:สามารถ 

กงไอออนโกหนออกจาก'โมเกกุกปีองเกนไส.มี แด่]]การเต ิมไอออนโกหะ:กงไป 1 in.M ท่ีมี 

I บ.ๆ  J 2 โมก"อคาาาเก!!ท ี่กงไป!!!!!เทโก!น:ท ี่ก ูกคง ผกการทกกองที่ได้จากการสิกษาน่ดกายกบ 

การทดกองปีอง T s u i‘น แกะ:คญะ: '1 0 0 0 ' ที่ง'บกกองไ.'นน่าทรกโปรติเอสจาก

I ’a c i ไ ]น ร . s u b t i l i s  v a r .  a in y lo s a c c h a r  i t  i โดยนบว่าเมีกเอนไสมีกุกตับตัง



+ +ผวย EDTA อาจถูก r e a c t i v a t e d  ได ้บ ้าง โดย Zn
\ \ i ++ แต่จะไม่สามารถถูก r e a c t i v a t e d  ได ้โดย Ca++ ,

Co+ + , Fe+ 4 , Mn++ และ 

Mg++ หรือ Cu++ ในม่วง

ความเข้ม m ill องไอออน 10 A โมลาร ิ

ในการกิกษาจลนสาสดริใ]องการย่อยสลายสืบสเครฑ โดยเ รมจากสับสเตรกเ อสเทอรื

P.TEE น บ ว ่า เอ ! เไ ช ม ์น ิว ฑ ร ัล โ ป ร ด เอ ส จ า ก  T I S T R  2 5  ไ ม 'ส า ม า ร ถ เร ่ง ป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร ย ่อ ย
ส ล า ย พ ัน ธ ะ เอ ส เท อ ร ิไ ด ้เม ่น เส ีอ า ก ับ เอ น ไ ช ม  T h e r m o  l y s  i l l  แ ล ะ จ า ก ร า ย ง า น ใ ! อ ง น ิว ก ร ัล  
โ ป ร ด เ  อ ส ช พ เอ ใ*ๆ ท ี่ม ผ ู้ส ีก ใท ไว  ย ัง 'ไม ่น บ ,ว ่า ม ีน ,ว;แร ัล 'โป,รสี เอ ส ช 1น ิด 'ใ ต ก ส า ม า ร ถ  เร ิง ป ฏ ิก ิร ิย า
ท •ไรย ่อ ยส ล ายพ ัใ เส ะ  1 อสเ ก อ ร ิไ ด ้ I M aI.รน}เทr a ,  1 : '7(1 > ;นงส ม ป ด น ิเ น ิน ข ัฮ แ ด ก ต ่าง ส ัด  I จน
■ เก ก ้ล ค า ใ ล น ํใ .ป ร ต ่I ,1สส ัวน I.Ï ค ุ! ก ิ"ม ร า ย ง า น ว า" ม เอ ส : ก ก 1 ร ส แ อ ค ต ่ว ด ค ่ฝ ื'ส ว ม 'เว ‘า ไ ส โ ,.ารไล ส ั 

' น ิฬ ะ เ  ก ส เ ก อ ‘น ิใด ด ้วย  1 จ ้โ ร จ พ ุ่ล กิจ 2 5 2 2 , W a rd  น )น :,: 1
! ม;!กิทบ■ ว('เวรย่อยสับ'สI ด ร ก ก เ บ ้น โป รดน.1นส ร'รน นาด แ บ ว ่า I  ก น ไ ช 'ก ่น ว ก ร ล -

'โ ป ร ด เอ ส จ า ก  IL  รน}:)}. j ไ i s  TISTTR 2 5  ม ค ว า ม 'น ิา เน า ะ ต ่อ ส ืบ ส เต ร ท ธ ร ร ม ช า ด  เค ป ีน , 
ก ิ'โ ม โ ก ล บ น พ ล ะ  เอ โ ช ค ก ล  ต ่า ง จ า ก !อ น 'ไ ช ม  T h e r m o l y s i n  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ไ ด ้ค ่า ค ง ท
ก า ง จ ล น ์ส า ส ต ร ิ (K > ต ่อ ส ับ ส เด ร ท ก ็ง ส า ม ช พ ิเม า ก ก ว ่า ข อ ง  T h e r i n o l y s i n  ( ต า ร า ง ก  ร)m

แ ส ด ง ว ่า เอ น ไ ช ม ่ T l i e n n o l y s i n  ม ค ว า ม ส ว ม าร ก ใ น ก าร จ บ ร ะ ห ว ่า ง เอ น ไ ช น ิท า น -ส ับ ส เต ร ท
t a f f i n i t y  I ไ :น า ก ว ่า ! ; :น ไ 'ช ม จ า ก  TTJÎTR  2 5  ต ่ว น ก า ร ว ด ค ว า ม เร า ส ง ส ุ011 .น ก า ร เร ง

แ ฏ ิก ร ย าด ด 'น น ธ ะ 1ใ11เโ.Iไ1.-!!น ส ับสน วร ุก  ไ ด ผ ล ว า เอ น ไ ช ม ่น ''เท ร ส ใ .ป ร ค เอ ส จ า ก  1 โ ÜTR 2 o
ม ค ว า ม เร ็ว ส ง ส ด  <V I [น ก • เร เร ่ง ป ก ท ว ่ย า ไ ด ้ก ่ก ว ่า  T h e r i n o l y s i n  โน•ส ับสเฅรทท ัง-y '-1 X *เ|
: ชนิด ผล ส ร ุป จ า ก โ!ท ''!ก ด ภ อ ง !เก ส ด ง  ใใไเ เ1น"'! "1 เอน่!โ I. ÏÜJ ใว่ว ก ร ิ’ล โ!}รด  เ อส จ 'ไก !ช ร น } '} .! l i s

TISTTR 2 5 ส ก::"| 'เก 1 ริ Mป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร  ri อย:'1'ไ ' i :'เไป วด 'นได้ก ว ้า ง  ÎÎ ว า ง ห ล า ย ช !โฅ ได้แก่

ก ิ'พ โกลนน าไ ง เน ิน f  u n it i 0)13ไ p r o t o i น กล ’ "ilîl.'i <ไ‘โ .•กิบ !! เล ก ด  นิ''•ไท!:แทะ':1 (โน,โปรด'น

ชน าด II >11 มโ ค ร ง ส ร ิ1'"ริ'ฯ! . 1 j }จ'.'!รกม 1([น:' t .e |'ทท ry  ร}. ท1( ป.นr e  ' ป ร ุะ:กอกน,''โ! 1 ห น ่วย

''โน';: ร ิ'!งค ัว ก ันแบ'นานฺะ - i j ?I 1}.!- l . r t i ln -d ra ] ' V -ะ!":บเ<■:น ิน 1นิน s to r a g e  p r o t e in  กิ

■ ' ได้ช ูใเกง ระ บ'บน่านเ; ม'โ, ;ว งสริ’ ทแนบคดย ก!! I I (ทุ' ! i. ! i Î r \ s i. n x - tu  re  • 1 นิ'แ โ'แร่ต่น.ช Î เด
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ก้อนกลม ( g lo b u la r  p r o t e in )  ส่วนเอโชคอลนั้น คือ คอลลาเจน (โ?งเป็น 

s t r u c t u r a l  p r o t e in  ที่สำคัญ) ที่ม ีการเติมหมู่เอโชเบื่อส่วยในการคิดตามปฏิก ิริยาได้ 

ง่ายขั้น เป็น,โปรตีนที่มี'โครงสร้างแบบตคิยภูมิ และมีลักษณะเป็นโปรตีนเลันใย ( f ib r o u s

p r o t e in )

ในการสิกษานิ ไดทดลองใส่เปปไทดลังเครา«หเป็นลับสเตรทของเอนไชมีดวอ

ทั้งน ิเบ ื่อหาความจำเนาะของเอแไชมีน ิวทริลโปรตีเอสในการย่อยพนสะเปปไทด เมื่อใส่

ลับสเตรทลังเครา«หที่ม ีปลายด้านคาริบอนิลเป็น P - N i t r o a n i l i d e  แลัวติดตามการเกิด

ปฏิกิร ิยาโดยวัดการดูดกลืนเสงที่ความยาวคอื่น 405 นาโนเมตร นบว่าดายวสีนสามารถ

ติดตามการดูดกลืนเสงได้เฉนา«คู่เอนไชมีจาก T ISTR  25 กับลับสเตรท S u c c -A la -A la -  

P ro -L e u  pNA และ S u c c -A la -A la -P ro -P h e  pNA แสดงว่าเอนไชมีจาก T ISTR  25 

มีความจำเนราะต่อลับสเตรท 2 ชนิดนั้มากกว่าลับสเตรทชนิดอื่น จงเกิดปฏิก ิร ิยาได  ้

อย่างรวด เ ร็ว และ เบ ื่อเพ ิ่มส ่วงเ วลาในการอินคิว เบด แล ้วว ิเคราะหไฮโดรไถเสฑท ี่ได ้

ด้วยวิสี TLC นบว่าเอนไชมีจาก T ISTR  25 สามารถไฮโดรไถส ์ล ับสเตรท S u c c -A la -  

A la -P ro -L e u  pNA ฑตำแหน่งระหว่าง P ro -L e u  หริอ Leu-pNA  แต่เอนไชมี T h e rm o ly s in  

สามารถไฮโดรไลม ีเฉนา«ที่ตำแหน่ง P ro -L e u  เท่านั้น และในทำใเองเคืยวกันสำหริบ

ลับสเตรท S u c e -A1a -A la -P ro -P h e  pNA ส ่งเอนไชมีจาก TISTTR 25 สามารถตด

เฉนาะตำแหน่งระหว่าง Phe กับ pMA สำหรับลับสเตรทชนิดอื่นที่เอใเไชมีสามารถตด

ที่ตำแห!เงที่ต่อกับ pNA แต่ไม่สามารถติดตามจลนคาสตริเอนไชมีภายในเวลา 5 นาท

แสดงว่า เอนไชมีอาจมีความจำ เนาะต่อลับสเตรทชนิดนั้นน้อยกว่าลับสเตรท S u c c -A la -A la -  

P ro -L e u  pNA และ S u c c -A la -A la -P ro -P h e  pNA จงเกิดปฏิก ิร ิยาได ้ส ่ากว่า นอก 

จากนิยังสรุปได้ว่าเอใเไชมีตดลับสเตรฑที่เป็น t r i p e p t i d e  หริอ t e t r a p e p t id e  เท่านั้น 

แต่ไร)'สามารถไฮโดรไลสํลับสเตรทที่ม ีขนาดเล็ก เส่น ม ีกรดอ«ม ิโนเน ียงต ัวเด ียวได ้ ส่งน่า

จะเกิดจากลับสเตรฑมีขใเาดเถ็กไม,สามารถ-จับกับที่บริเวณยดจับกับลับสเตรท(b in d in g  ร i t e ) 

ของเอนไชมี และนอกจากแในลับสเตรทชนิดปลายอะมิโนอิสระ ได้ผลการทดลองทำใเอง

เดียวกัน คือ นบว่าเอนไชมีจาก TISTTR 25 และ T h e rm o ly s in  สามารถเกิดปฏิกิริยา



ท ด ก ัน ช เต ''ท ไ ด ้ โก ล I.*fเย ', 'n i l  VicJ ตนi เก า [เนานโ!ะ:'Ùไ.''น บ องก ัน ชเฅรฑ ท มกร(‘ไอรม ไ'แช น าด 1 'ท ่ณ ู่
' .b u lk y  am in o  a c i d 1 เช่น นนิ ิลอรล า นิน ลิว''.ปน หรือ อ า ร จ ํน ิน จง ฺชร ุ'ปโด้ว ่า ไม ่ว ่า
ป ล า ย อรมโนชองเปปไทดจรเใไเอ ิชระหรือไม ่ ไม ่ม ผี ล ต่อชมบัติการเ îhtôfบชเฅรท แต่ชนาตชอง 

เ ปปไฑ ฒ เล ะชนิดของกรดอรมีในในเปปไทดมีความส ์า ค ทผาก ผ ล การทดลองที่ไดันเหมอนกับที่ 

ม ีผ ัรายงานไว ้ว ่า นิวฑร ัล โ ป รตเอชจ า ก  lb  s u b t i l  i s  คล้ายกับ T h e rm o ly s in

กอ มีความจาเนารต่อ'กันอ'ร I ป ป ไทดที่ฅาแใณ่งป ล า ย ด ้า น อรมโนชองนากไฮโดรโ ป นิค เ มีน

ลิวนิน แลร นิน ิล อรล า นิน ( M aLsuba ra  แ ล รน'น1' ,  I9 60  ; M a ts u b a ra , 1.966 ;

โ•จ'» 1 e r, 1967 ; M o r ih a r a ,  1967) 1*อกจาทน'นาโเก.'ไรนิกน•าชอง Fee le r '1 9 6 7 ' ใน  

นิ".ททัลโปรต่เอชจาก B . s u b t i l  i s  ย ังนบว่าอ ัคราการไฮโดรไลส ์จรเนมป ีนถ ้าม ี A la ,S e r ,  

T h r  หรือ H is  ที่ตำแหน่งปลาย C จับกับปลาย N ของ Leu และจากรายงานชอง 

M o r ih a ra  แลรค*นะ (1 9 6 8 )ท ี่ได ้ส ืกษาความจำเนาะของน่าทรัลโปรดีเอชจากจุลมีนหลายชนิด 

เม ีทใล ้ก ับชเตรฑเปปไทดกัง1ครารห Z -G ly -X -X H z นบว่าเฮนไชมีน ิวฑรัลโปรฅเอชจร

กด.ใ!ฏกรืยา'ได้!เท ถ้า X คอ ลิวมีน แกะเกดป^าร ิ ยาได ้นางกา X คล นินิลอรลานิใ*

ท่อ ไท เ."'มี'น. และ.'จ;: 1 ก.'!ib jl ท ยาได ้เน ิย ง1 ลิ'กน;":ถ้า V คอ ไกลมีน 11 ชริน วาลิน

... ใ.ชลิว'มี'น ไไ!'''»«าเ1 หรอ ท''ป 1(ไ!'ปน นอกจา'ทนํยิงใ‘น iาก ัๆไม ีก ัแชเครณป่น Î■ ไ-'Y- Le น—Nil.

!น ิไรืยา'จะเกดฅที่ช ฺดทา ร' ค:'.) ไ.ท'โ"'มีใ-, ช่■ ไห'',น!.โนไ:ïfîj ■)’ !( 1 B - 'มีน] )t. i ] is  แล:.. P  1' •

T V i- n n o p ro te o ly t  i l -น'. แก-.'. Y คอ อะล"',น่'อ ชไห '1111อานไ'ช'มจาก โ1. .จ»’ !•นบilin sa .

Y นอ นินิลทะ:กาม ีน หร ื.'' 'น !ร ล น  " ะมี,.';มี';''•นมี'.1ฯ 0 '!? ทา'ไคIลย มี.!แชนงว่า

น ิ' ■ ' 'ห ู! น ิ! อ ! ■ 'เม ':: ม ี'โ ! ! ' ' , ' . ' ,■ น ' ' ' ' 'ะ  ;. 1 ะ :น ิเล ิ' ย ไโ!อ;;ช'น ' i ปปใทนได ้
แ ล ะ จ า ก ฑ ั้ง ห ม ่ด น แ ช ด ง ใ ห ้เห ็น ว ่า  ท ี่บ ร ิ.เ ว»ใน ร ่ง ข อ ง  เ อ 'น ไ ช ม ีม ีง ม ีก า ร น ิก ษ า ไ ว ัว ่า ม ีล ก พ น ร เห ็น
ร่' อ ง ล ิก  น ่าจ รม ีก ล ุ่ม อ ร ม ีโ ใ เช น ิด ไ ฮ ไ .ด ร 'โป บ ิค  จ ง ท ''ใ ห ้ช า ม  า  รถ จ ับ ก ับ ก ับ ช  เ ต รท ช น ิด ไ ฮ โ ด  ร
โ ป แ ค แ ล ้ว เก ด ก า ร เร ัง ป ฏ ก ร ย า ก ่า ร ย ่อ ย น ัน ธ ร เ  ป ป ไท ด ไล ้
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สรุปผลการทดลอง

1. นำสารละลายเอนไชมีที่สกัดจาก B . s u b t i l  i s  T ISTR  25 มาทำใหบริสุฑส 

นบว่าสามารถทำใVท่อนไชมีมีความบริสุฑธเนิ่มขน 4 .6  เท่า

2 . เอ1เไชมีนิวทวัลโปรคีเอสที่แยกได้เนิ่นโนมีเปปไฑด้สายเดยว และมีนาหนก

โมเลกุลประมาณ 3 8 ,0 0 0  ดาลคัน ชี่'งใกลเคียงกับ T h e rm o ly s in  ที่มิปีนาด

3 4 ,000ดาลคัน

3 . นาทรัลโปรคีเอสุจากร . s u b i i l  i s  T ISTR  25 มื pH ท ี่เหมาะสมในการเร ่ง 

ปฏิกิริยาการย่อยสลายเดมีนที่ pH 7 แต่เอนไชม จาก B .p o lym y xa  และ T h e rm o ly s in  

มี pH ที่เหมาะสมที่ม่วง pH 6 -8

4 . อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายเคมีนของนิวทรํลโปรคีเอส 

จาก B . s u b t i l  i s  T ISTR  25 คีท 50~ช เปรียบเฑยบกับเอนไชมี T h e rm o ly s in  

และเอนไชมีจาก B. p o lym y xa  ชี่งมีอุณหภูมิที่เหมาะสม คีอ 55 และ 30°ช  ตามลำคับ

5 . นิวฑรัลโปรคีเอสุจาก T ISTR  25 ไม่สามารถเร่งปฏิกิร ิยาการย่อยสลายนแสะ 

เอสเฑอริเม ่นเค ียวก ับ T h e rm o ly s in

6 . เอนไชมีน ิวทรัลโปรคีเอสุจาก B . s u b t i l  i s  T ISTR  25 เมือเก็บที่อุ!'พ เภูมิ 4 °ช  

ในนัฝเปอริ pH 6 .5  เน ิ่นเวลา 15 วัน หรือเมื่อนาบที่อุกท'เภูมิ -2 0 °ช . 1 วัน เอนไชมจี ะ  
สูท)เมียแอคติวัคีประมาณ 40%

7 . เมื่อคักมาทางด้านจลนศาสดริ นบว่าเอนไชมีใไวฑรัลโปรคีเอสุจาก ธ . s u b t i l  i s

T ISTR  25 มิค่าแอ!!มิ)นคีต่อกับสเตรท C a se in  , H em og lo b in  และ A z o c o l l  ตั๋ากว่า 

ค่าของ T h e rm o ly s in  และเอนไชมีจาก T ISTR  25 ม ิความเร ็วส ูงส ุดในการเร ่ง

ปฏิก ิร ิยาการไฮโดรไลส์ก ับสเตรทฑง 3 ชนิด ได ้ค ีกว ่า T h e rm o ly s in

8 . Zn++ที่ความเขมขน ImM ยับยงแอคติกิคีปีองเอนไชมีนิวฑรัลโปรคีเอสได้ประมาณ 

50 เปอริเชนต ในขณะที่ 10 mM EDTA และ lOmM O -P h e n a n th ro l in e  ยับยงได้ 100%

9 . เอนไชมีน ิวทรัลโปรติเอสจาก T ISTR  25 มิ Zn++1 .5  อะตอมต่อโมเลกุลเอนไชมี



นา. การแทนที่ Z n++?ïล ูกด ้งออกจากโมIลกุลเอแไชมด้วย Co+ + ,Mn++และ Zn++

ทาโนI อนไชมมีแอฅฅวดกกับคนมามากที่ชุด ส่วน Ca+ 1, F e 1+และ Mgf +ทา'ไน้แอดêาวดกลับสืน 

บางเลกแอย

11. เอนไชมนวทรัลโปร?ๆเอฬจาก TisrrR 25 มีความจาเนาะฅ่อปลายด้าน N ของ 

กรดวะมโนฑมปีนาดใใฟ เส่น ลว!!น, ไ?นิลอะลา?พ และ ยารจนิน เส่นเด้ยวกับ

The rm o l y s i n
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