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Abstract 
Fibroin is one of the most studied proteins as biopolymers for medical applications. The most studied 

fibroin is derived from Bombyx mori silkworm. In addition to silkworm, Oecophylla smaragdina ant is another 
insect species that can produce fibroin, however, very few are studied for its potential applications. This work, 
thus, is aimed to clone and produce recombinant fibroin protein of O. smaragdina. Extracted total RNA from ant 
larvae revealed 3 RNA bands; 28S rRNA, 18S rRNAand 5.8S rRNA. After total RNA was amplified in a reverse 
transcription – polymerase chain reaction (RT-PCR) by using the designed primers specific to F4_WA gene 
retrieved from the Genbank database, PCR product of approximately 1,200 bp was obtained. DNA was amplified 
again with the primers containing the restriction enzyme site. Amplified DNA was digested with the restriction 
enzyme and ligated to pET15b plasmid vector, prior to a cloning into Escherichia coli RosettaTM 2(DE3). After 
positive clone was selected, its DNA was sequenced and analyzed. Result showed that its inserted DNA sequence 
was 100% identical to F4_WA gene. After induction and purification steps, single recombinant fibroin F4 protein 
of approximately 47 kDa was obtained.  
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บทคัดย่อ 
 ไฟโบรอินเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีการศึกษาอย่างมากเพื่อใช้เป็นชีวพอลิเมอร์ส าหรับประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ 

โดยไฟโบรอินที่มกีารศึกษามากที่สุดคือไฟโบรอินของไหม (Bombyx mori) นอกจากไหมแล้ว มด Oecophylla smaragdina 
กเ็ป็นแมลงอีกชนิดท่ีสามารถผลิตไฟโบรอินได้ แต่มีการศึกษาเพื่อใช้ประโยชนค่อนข้างน้อย ในงานวิจัยนี้จึงต้องการโคลน
และผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไฟโบรอินของมด O. smaragdina จากการสกัด total RNA จากตัวอ่อนของมด ได้แถบอาร์
เอ็นเอจ านวน 3 แถบ คือ 28S rRNA, 18S rRNA และ 5.8S rRNA เมื่อน าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์
เรสแบบย้อนกลับ (reverse transcription–polymerase chain reaction, RT-PCR) โดยใช้ไพร์เมอร์ที่ออกแบบจากล าดบัยนี  
F4-WA จากฐานข้อมูล Genbank พบว่าได้ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีมีขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส หลังจากเพิ่มจ านวนดีเอ็นเออีก 
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ครั้งโดยใช้ไพร์เมอร์ที่มีต าแหน่งตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ จากนั้นน าผลผลิตพีซีอาร์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะมา
เชื่อมต่อกับพลาสมิดพาหะ (pET15b) เพื่อให้ได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET15b_F4 และน าเข้าแบคทีเรีย Escherichia coli 
RosettaTM 2(DE3) หลังจากการคัดเลือกแบคทีเรียโคลนที่ได้รับพลาสมิด pET15b_F4 ได้วิเคราะห์ล าดับดีเอ็นเอ พบว่ามี
ล าดับดีเอ็นเอเหมือนกับยีน F4_WA มีค่า identity เท่ากับ 100% จากนั้นน ามากระตุ้นการผลิตและแยกบริสุทธิ์รีคอม
บิแนนท์โปรตีน F4 พบว่าสามารถแยกบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์โปรตีน F4 ซึ่งมีขนาดประมาณ 47 กิโลดาลตัน 

ค าส าคัญ:ไฟโบรอินของมด, รีคอมบิแนนท์โปรตีน, โคลนนิง 

บทน า 
ไฟโบรอินเป็นโปรตีนทีมี่การน ามาใช้ประโยชน์เชิงพาณิชย์อย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะอย่างยิ่งไฟโบรอิน

ที่ได้จากหนอนไหม B. mori ซึ่งมีการน ามาใช้ด้านชีววัสดุทางการแพทย์และเวชส าอาง เช่น ระบบน าส่งยาชีววัสดุ
เพื่อป้องกันการแข็งตัวของเลือด ตัวตรวจวัดทางชีวภาพ เอ็นเทียม ผิวหนังเทียม วัสดุปิดแผลและครีมบ ารุงผิว เป็น
ต้น (Zhang et al., 2009) ทั้งน้ีเน่ืองจากไฟโบรอินมีสมบัติทางกายภาพและชีวภาพที่เหมาะสม คือ มีความแข็งแรง
ทนทาน เหนียว ยืดหยุ่นมีสมบัติเชิงกลที่ดี (Mandal and Kundu, 2009) สามารถเข้ากันได้ดีกับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต
และสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Numata and Kaplan, 2010) 

นอกจากหนอนไหมแล้ว มด O. smaragdina เป็นแมลงอีกชนิดหน่ึงที่สามารถผลิตโปรตีนไฟ 
โบรอินได้ ซึ่งไฟโบรอินของมดเป็นองค์ประกอบหลักของเส้นใยที่ใช้ในการสร้างรัง โดยตัวอ่อนของมด O. 
smaragdina ในระยะสุดท้ายของ instar larvae ผลิตไฟโบรอินใน labial glands (salivary gland หรือ silk gland) 
(Holldobler and Wilson, 1990) ซึ่งมดงานจะใช้กรามบีบตัวอ่อนเพื่อพ่นเส้นใยเชื่อมรอยต่อระหว่างใบไม้ในการ
สร้างรัง (Crozier et al., 2010) แม้ว่าไฟโบรอินของมดจะมีสมบัติบางประการคล้ายกับไฟโบรอินของหนอนไหม 
เช่น ความเหนียว และความยืดหยุ่น แต่เน่ืองจากมีล าดับกรดอะมิโนและโครงสร้างของโปรตีนที่แตกต่างกัน โดย
พบว่ามด O. smaragdina ในประเทศออสเตรเลีย มีรายงานว่ามีไฟโบรอิน4 ชนิด คือ WAF1, WAF2, WAF3 และ 
WAF4 ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโน 391 400 395 และ 443 ตัว ตามล าดับ (Sutherland et al., 2007) ในขณะที่ไฟโบ
รอินของหนอนไหมมี 2 ชนิด คือ heavy chain fibroin และ light chain fibroin ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโน 5,263 
และ 262 ตัวตามล าดับ (Wadbua et al., 2012) ซึ่งความแตกต่างน้ีน่าจะมีผลโดยตรงต่อสมบัติที่แตกต่างกันของ
โปรตีนไฟโบรอินของแมลงทั้งสองชนิด กอปรกับยังมีการศึกษาและใช้ประโยชน์จากไฟโบรอินของมดค่อนข้างต่ า 
ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงต้องการศึกษาการโคลนยีนไฟโบรอินของมด O. smaragdina ในประเทศไทย ตลอดจนผลิตรี
คอมบิแนนท์โปรตีนดังกล่าวจากเซลล์แบคทีเรียเพื่อใช้ในการศึกษาสมบัติของโปรตีน ตลอดจนการน าไปใช้
ประโยชน์ในอนาคต 

วิธีการวิจัย 
การสกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอ่อนของมด 

สกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอ่อนของมด บ่มในสารละลาย tri-reagent (Invitrogen, USA) 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
5 นาที จากน้ันปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 5 นาที และสารละลายชั้นบนมาเติม
คลอโรฟอร์ม 0.2 มิลลิลิตร บ่ม 5 นาที ก่อนปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 15 นาที 
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น าสารละลายชั้นบนมาตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยสารละลายไอโซโพรพานอล 0.5 มิลลิลิตรบ่ม 10 นาที ที่อุณหภูมิ 
4°ซ และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 x g อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 75% เอ
ทานอลและทิ้งให้ตะกอนอาร์เอ็นเอแห้ง จากน้ันละลายตะกอนกลับด้วยน้ ากลั่น วัดความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอที่
สกัดได้ด้วยเครื่อง UV-110 spectrophotometer (MADAPA, China) และตรวจสอบรูปแบบของอาร์เอ็นเอด้วย
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอไฟโบรอิน 

น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มาท าปฏิกิริยาถอดรหัสแบบผันกลับที่อุณหภูมิ 50°ซ เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง โดย
ปฏิกิริยาประกอบด้วยอาร์เอ็นเอ 1 ไมโครกรัม Oligo dT 0.5 ไมโครโมลาร์ dNTP 0.5 มิลลิโมลาร์ DTT  50  1X 
buffer และ 200 U reverse transcriptase III จากน้ันน า cDNA ที่ได้จากปฏิกิริยาข้างต้นมาสังเคราะห์ดีเอ็นเอไฟโบ
รอิน ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย cDNA, dNTP 0.2 มิลลิโม
ลาร์, 1x PCR buffer, RBC high fidelity Taq DNA polymerase 2.5 U และไพรเมอร์ชนิดละ 0.2 ไมโครโมลาร์ 
(จ าเพาะต่อ F4_WA; Accession number: EU169221) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วยขั้นตอนที่ 1 เป็นการ pre-
denaturation ที่ 94 °ซ  เวลา 2 นาที  ขั้นตอนที่ 2ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนย่อย คือ การ denaturation ที่ 94°ซ  เวลา 30 
วินาที การ annealing ที่ 52 °ซเวลา 30 วินาที และการ extension ที่ 72 °ซ  เวลา 1.5นาที โดยท าเป็นล าดับเช่นน้ี
จ านวน 30 รอบและขั้นตอนที่ 3 เป็น final extension ที่ 72 °ซ  เวลา 5 นาทีจากน้ันตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยใช้ 
0.8% อะกาโรสเจล  

ในการน าชิ้นดีเอ็นเอไฟโบรอินไปใช้ในการเชื่อมต่อกับพลาสมิดพาหะ ได้ท าการสังเคราะห์     ดีเอ็นเอ
ไฟโบรอินด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ให้ได้ผลผลิตพีซีอาร์ที่ปลายทั้งสองด้านมีต าแหน่งตัดของเอนไซม์ NdeI โดยใช้
สภาวะในการท าพีซีอาร์เช่นเดียวกับข้างต้นแต่ใช้ไพรเมอร์ที่มีต าแหน่งตัดของเอนไซม์ NdeI 
การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

เม่ือได้ชิ้นดีเอ็นเอไฟโบรอินแล้ว น ามาแยกบริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนด้วยสารละลาย 3 โมลาร์ NaOAc 
pH 5.2  และเอทานอล จากน้ันน าไฟโบรอินดีเอ็นเอมาเชื่อมต่อกับพลาสมิดพาหะ T&A cloning vector (RBC, 
Taiwan) โดยใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase และน าเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli DH5α ท าการคัดเลือกโคลนที่ได้รับพ
ลาสมิดรีคอมบิแนนท์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และตรวจสอบล าดับเบส
ของไฟโบรอินด้วยเทคนิคพีซีอาร์  

จากน้ันตัดพลาสมิดรีคอมบิแนนท์ด้วยเอนไซม์ NdeI เพื่อน าชิ้นดีเอ็นเอไฟโบรอินเข้าเชื่อมกับ พลาสมิด
พาหะ pET15b ด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase จากน้ันน าเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli DH5α และคัดเลือกโคลนที่
ได้รับพลาสมิดรีคอมบิแนนท์ pET15b_F4 ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
ตรวจสอบล าดับเบสของไฟโบรอินด้วยเทคนิคพีซีอาร์ จากน้ันน าพลาสมิด       รีคอมบิแนนท์ pET15b_F4 ไป
วิเคราะห์หาล าดับดีเอ็นเอ ก่อนที่จะน าพลาสมิดรีคอมบิแนดังกล่าวเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli RosettaTM 2(DE3) เพื่อ
ท าการศึกษาการกระตุ้นการผลิตโปรตีนจากแบคทีเรียด้วย 1 mM isopropyl-ß-D- 1-thiogalactopyranoside (IPTG) 
และการท าแยกบริสุทธ์ิโปรตีนรีคอมบิแนนท ์
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การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ไฟโบรอิน 
การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ไฟโบรอินจากโคลนแบคทีเรียที่ได้ ท าได้โดยน าแบคทีเรียมาเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB แบบเหลวที่มีแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 °ซ จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.6 จากน้ันเติมสารละลาย IPTG ให้มี
ความเข้มข้นสุทธิ 1 มิลลิโมลาร์ แล้วบ่มต่อที่ 37°ซ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เก็บตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง แล้ว
ละลายตะกอนเซลล์ใน binding buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมไลโซไซม 200 ไมโครลิตร ที่มีความเข้มข้น 0.2 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเติม 1 มิลลิโมลาร์ phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) บ่ม 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ 
จากน้ันท าให้เซลล์แตกโดยการใช้คลื่นความถี่สูง เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 × g เป็นเวลา 30 
นาที เก็บสารละลายส่วนใสไปแยกบริสุทธ์ิโดยใช้คอลัมน์ His GraviTrap (GE Healthcare, UK) น าโปรตีนที่แยก
บริสุทธ์ิมาไดอะไลซ์ในน้ ากลั่นเพื่อก าจัดเกลือของ Imidazole และท าให้โปรตีนมีความเข้มข้นมากขึ้นโดยใช้ 
polyethylene glycol (MW = 6,000 ดาลตัน) จากน้ันน ามาศึกษาลักษณะและรูปแบบของโปรตีนโดยใช้เทคนิค 
SDS-PAGE 
 

ผลการวิจัย 
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอไฟโบรอินของมด  

จากการศึกษาการโคลนยีนไฟโบรอินจากมด O. smaragdina โดยในขั้นตอนแรกได้ท าการสกัดอาร์เอ็น
เอจากตัวอ่อนของมดด้วยสาร tri-reagent พบว่าได้แถบอาร์เอ็นเอจ านวน 3 แถบ คือ 28S rRNA, 18S rRNA และ 
5.8S rRNA (รูปที่ 1) 

เม่ือน าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มาท าปฏิกิริยาถอดรหัสแบบผันกลับ เพื่อผลิต cDNA และน า cDNA ที่ได้ไป
ใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอไฟโบรอินด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบให้จ าเพาะ
ต่อยีนไฟโบรอิน F4_WA ผลการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ พบว่าสามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอไฟโบรอินได้ซึ่งมี
ขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส (รูปที2่) 
การสร้างพลาสมิดรีคอมบิแนนท์ 

เม่ือได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอไฟโบรอินแล้ว ท าการเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอไฟโบรอินกับพลาสมิดพาหะ (T&A 
cloning vector) แล้วน าเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli DH5α จากน้ันคัดเลือกแบคทีเรียเป้าหมายบนอาหารแข็งที่มียา
ปฏิชีวนะส าหรับคัดเลือกแบคทีเรียดังกล่าว ผลการคัดเลือกพบว่าแบคทีเรียโคลนมีชิ้นส่วนยีนไฟโบรอิน F4_WA 
(ให้ชื่อพลาสมิดรีคอมบิแนนท์ว่า pTA_F4C3) ต่อมาสับโคลน (subclone) ชิ้นดีเอ็นเอไฟโบรอินเข้าพลาสมิดพาหะ 
pET15b (ได้พลาสมิดรีคอมบิแนนท์ pET-15b_F4) และน าเข้าเซลล์แบคทีเรีย E. coli RosettaTM 2(DE3) เพื่อลด
ปัญหาการผลิตโปรตีนเน่ืองจากการเกิด codon bias ใน E. coli  

ผลการศึกษาพบว่าได้แบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดรีคอมบิแนนท์ pET-15b_F4 เม่ือตรวจสอบล าดับเบส
ของชิ้นดีเอ็นเอ พบว่ามีล าดับเบสที่ถูกต้องและมีทิศทางการเชื่อมกับพลาสมิดพาหะที่ถูกต้อง ดังแสดงในรูปที่ 3 
โดยชิ้นดีเอ็นเอไฟโบรอิน F4_WA มีขนาด 1,305 คู่เบส สามารถแปลรหัสได้ 435 กรดอะมิโน ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบ
กับฐานข้อมูลใน Genbank พบว่ามีล าดับดีเอ็นเอมีค่า identity 100% กับยีน F4_WA  
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การผลิตรีโปรตีนคอมบิแนนท์ไฟโบรอินของมด 
จากน้ันน าแบคทีเรียมาผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ไฟโบรอินโดยการกระตุ้นด้วย IPTG เป็นเวลา 2 

ชั่วโมง พบว่าไม่มีแถบของโปรตีนที่เข้มขึ้นภายหลังการกระตุ้นด้วย  IPTG เม่ือเปรียบเทียบแถบโปรตีนของ
แบคทีเรียก่อนถูกกระตุ้นด้วย IPTG แต่เม่ือน ามาแยกบริสุทธ์ิโดยการผ่านคอลัมน์ His GraviTrap พบว่าสามารถ
แยกบริสุทธ์ิโปรตีนรีคอมบิแนนท์ไฟโบรอินจากแบคทีเรียได้ ซึ่งมีขนาดเท่ากับ 47 กิโลดาลตัน (รูปที ่4) 

 

อภิปรายผล 
จากการโคลนยีนไฟโบรอินจากมด O. smaragdina ตลอดจนผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนดังกล่าวจาก

เซลล์แบคทีเรีย พบว่าสามารถโคลนยีนไฟโบรอิน F4 ได้ โดยเม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนไฟโบรอินไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน Genbank พบว่าไฟโบรอิน F4 จากมด O. smaragdina ในประเทศไทย มีล าดับนิวคลี
โอไทด์เหมือนกับยีน F4_WA ของมด O. smaragdina ในประเทศออสเตรเลีย โดยมีค่า identity เท่ากับ 100% 
ชี้ให้เห็นว่ายีนไฟโบรอินดังกล่าวมีความอนุรักษ์สูงแม้ว่าจะมาจากมด O. smaragdina ต่างทวีป ทั้งน้ี Sutherland 
และคณะ (Sutherland et al., 2007) ได้รายงานถึงยีนไฟโบรอินถึง 4 ชนิด ได้แก่ F1_WA F2_WA F3_WA และ 
F4_WA ของมด O. smaragdina ในประเทศออสเตรเลีย ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโน 391, 400, 395 และ 443 ตัว 
ตามล าดับ ซึ่งโครงงานวิจัยน้ีก าลังโคลนยีนอีก 3 ชนิดเพื่อเปรียบเทียบข้อมูลกับมด O. smaragdina ในประเทศ
ออสเตรเลีย  

ส าหรับโครงสร้างโปรตีนไฟโบรอิน F4 จากมด O. smaragdina ในประเทศไทยเม่ือน าไปท านาย
โครงสร้างโปรตีนโดยใช้โปรแกรม MARCOIL (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/marcoil/results/ 2904094) ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานของ Sutherland และคณะ ที่พบว่าโครงสร้างของโปรตีนไฟโบรอินส่วนใหญ่เป็นแบบ coiled 
coil และพบล าดับกรดอะมิโนที่ซ้ ากันเจ็ดตัว คือ [(abcdefg)n] โดยต าแหน่ง a และ d แทนล าดับกรดอะมิโนที่ไม่
ชอบน้ า ส่วนต าแหน่งอื่นๆ แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่ชอบน้ า 

เม่ือน าโปรตีนรีคอมบิแนนท์ที่ได้ไปท านายค่า pI ของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม Compute pI/Mw 
(http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool) พบว่าไฟโบรอินของมด O. smaragdina มีค่า pI เท่ากับ 6.27 
ผลการวิจัยนี้จะท าให้สามารถผลิตไฟโบรอินได้ในปริมาณสูงเพียงพอส าหรับการน าโปรตีนไปศึกษาสมบัติ และใช้
ประโยชน์ต่อไปในอนาคต 
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รูปที่ 1. ตัวอ่อนของมด O. smaragdina และอาร์เอน็เอทีส่กัดได้ 
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รูปที่ 2. ดีเอ็นเอไฟโบรอิน F4 ที่สังเคราะห์จากปฏิกิริยา RT-PCR ซึ่งได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 คูเ่บส 

 

รูปที่ 3. ล าดับเบสของไฟโบรอิน F4 และล าดบักรดอะมิโนทีแ่ปลรหัสได้ 
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รูปที่ 4. ลักษณะของโปรตีนที่แบคทีเรียผลิตได้ทั้งก่อนและหลังการกระตุ้นด้วย IPTG (0 และ 2 ชั่วโมง ตามล าดับ) และรี
คอมบิแนนท์โปรตีนที่ผ่านการแยกบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ His GraviTrap 

 

 

 

 


