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 مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل
 66-27 ، صفحه5931 خرداد، 6، شماره هجدهمدوره 

 
همسانه سازی و ساخت وکتور بيانی ژن گلوتامات دکربوکسيلاز باکتری لاکتوباسيلوس 

 پلانتاروم 
 

 2(hDP) ، محمد ربانی2*(PhD) ، ابوالقاسم اسماعیلی1(MSc) بنت الهدی عربپور
 

 
 دانشگاه اصفهاندانشكده علوم و فناوريهاي نوين، گروه زيست فناوري،-5

 شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهانگروه زيست-7

 

 12/12/49 ، پذیرش:11/11/49 ، اصلاح:22/8/49دریافت: 

 
 خلاصه

است که در درمان فشارخون، ديابت، التهاب و افسردگي مي تواندد بكدار رودگ گابدا توسد  گاما آمینو بوتیريک اسید )گابا( يک اسیدآمینه چهار کربنه غیر پروتئیني  سابقه و هدف:

سازي تولید گابا اهمیت داردگ هدد  از ايدن ها سنتز مي شودگ از اينرو همسانه سازي اين آنزيم جهت بهینهگلوتامیک اسید دکربوکسیلاز در بسیاري از موجودات شامل باکتري آنزيم

 استگ PTC1058 لاکتوباسیلوس پلانتارومو ساخت وکتور بیاني حاوي ژن گلوتامات دکربوکسیلاز از باکتري  سازي پژوهش همسانه

بررسي شدگ سپس  5511لاکتوباسیلوس پلانتارومسويه  16s rDNAمطالعه تجربي خصوصیات مورفولوژيک، بیوشیمیايي، ژنتیكيِ و توالي يابي  در يک ها:مواد و روش

DNA ري جدا و با استفاده از ژنومیک اين باکتPCR حامل کلونینگ  ر شدگ سپس اين ژن دریدکربوکسیلاز تكثژن گلوتاماتpJET1.2/Blunt  وارد و در حاملpET32a 

 گبررسي شد PAGE-SDSترانسفورم گرديد و بیان پروتئین با استفاده از  BL21سويه  اشريشیاکليدر  gad-pET32aساب کلون گرديدگ حامل پلاسمید بیاني 

استگ نتیجه توالي  لاکتوباسیلوس پلانتاروممورد بررسي مربوط به سويه  نشان داد که زير سويه16srDNAهاي مورفولوژيک، بیوشیمیايي و ژنتیكيِ توالي يابي بررسي ها:یافته

سازي و بیان آنزيم ، صحت همسانهSDS-PAGEو آنالیز  PCRنيوجود ژن گلوتامات دکربوکسیلاز را نشان دادگ در پايان نتیجه کل PCRيابي قطعه تكثیرشده با استفاده از 

 را  تأيید کردگBL21 در سويه نوترکیب

هاي را نشان دادگ ژن همسانه سازي شده مي تواند در سیستم 5511لاکتوباسیلوس پلانتاروماين مطالعه همسانه سازي موفق ژن گلوتامات دکربوکسیلاز از  گیری: نتیجه

 گ درو هاي غیرقابل بازيافت به کارتر و حتي پسماندهاي ارزانوتي سريع رشد و استفاده از محی  کشتپروکاريوتي و يوکاري

 .همسانه سازی، گاماآمینوبوتیریک اسید، گلوتامات دکربوکسیلاز، لاکتوباسیلوس: های کلیدیواژه
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  ابوالقاسم اسماعیليمسئول مقاله: دکتر  *

   :aesmaeili@sci.ui.ac.irE-mail                                                                                         595- 92397۳35فن: لگ تاصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي آدرس:

 مقدمه 
اختار گاماآمینوبوتیريک اسید )گابا( يک اسیدآمینه چهارکربنه است که در س

دهنده عصبي مهاري در گ گابا به عنوان يک انتقال(5)شود پروتئینها يافت نمي

ي محیطي تعداد زيادي از موجودات هادستگاه اعصاب مرکزي و همچنین در بافت

، (6و1-55)گ گابا عملكردهاي مهمي شامل کاهش فشارخون (7-1)پذيرفته شد 

هاي خود ، بیماري(57)خوابي و افسردگي بخش، درمان بي، آرام(5و55)ادرارآور 

، کاهش التهاب (5۳)مزمن مربوط به مصر  الكل  هايبیماري، درمان (59)ايمني 

، خواص ضد توموري (51)، مهار ديابت (52)هاي ايمني ، محرک سلول(51و56)

درمان  (75)، انتشار اسیدهاي آمینه آزاد، بهبود سلامت اعصاب و روان انسان (53)

هاي نورولوژيكي مانند صرع، پارکینسون، شیزوفرني، اسپاسم و آلزايمر ناهنجاري

داردگ بنابراين در پزشكي و حتي در صنايع غذايي مورد توجه زيادي قرار  (75)

)مانند ها اي در طبیعت در میان ريزسازوارهگابا به طور گسترده گ(77)گرفته است 

، گیاهان و حیوانات وجود داردگ آنزيم کاتالیز کننده ها و مخمرها(ها، قارچباکتري

 تولید گابا، گلوتامیک گلوتامات براي - Lبرگشت دکربوکسیلاسیونواکنش غیرقابل

 

گلوتامات  گ(5) استفسفات وابسته به پیرودوکسال اسید دکربوکسیلاز 

 (۳و79و7۳)هاي اسیدلاکتیک يک آنزيم درون سلولي دکربوکسیلاز در باکتري

اختلا  در ساختار اولیه اين گ (71)شود است که در پاسخ به استرس اسیدي القا مي

از جمله اهدا  گ (79)گذارد تواند در توانايي آن در تولید گابا تأثیر بآنزيم مي

(، تهیه و يا دستیابي به gadگلوتامات دکربوکسیلاز ) ژنهمسانه سازي 

کشت ارزانتر، هاي نوترکیبي است که علاوه بر قابلیت استفاده از محی  باکتري

توانايي تولید گاباي بیشتر داشته باشندگ تاکنون طول کامل ژن گلوتامات 

توباسیلوس ، لاکNFRI 7415 (79)دکربوکسیلاز از لاکتوباسیلوس پاراکازيي

و  IFO12005 (3)، لاکتوباسیلوس برويس OPK-3 (76)برويس 

و قطعات اصلي از ژن گلوتامات  (72) 7-01لاکتوکوکوس لاکتیس 

لاکتوباسیلوس دلبروکي زير   PF6لاکتوباسیلوس پاراکازيياز  Bدکربوکسیلاز

و لاکتوباسیلوس  PU1، لاکتوباسیلوس لاکتیسPR1گونه بولگاريكوس 

گ علاوه بر اين ژن (55)اند سازي و تعیین توالي شدههمسانه C48پلانتاروم 
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به طور موفقیت OPK-3 (72)کسیلاز از لاکتوباسیلوس برويس گلوتامات دکربو

ي اشرشیاکلي بیان شدند و همچنین ژن گلوتامات دکربوکسیلاز از آمیزي در باکتر

باسیلوس آمیزي در به طور موفقیت OPK-3باکتري لاکتوباسیلوس برويس 

دهد که گابا در ايران تولید بع داخلي نشان ميگ مطالعه منا(71)بیان شد  سابتیلیس

  شود و عمدتاً وارداتي استگنمي

گاباپنتین، يک ماده درماني آنالوگ گابا استگ اين ماده در ابتدا براي درمان 

 533۳و در سال  استفاده مي شدصرع و همچنین تسكین دردهاي نوروپاتیک 

گ گاباپنتین داراي عوارض (73) به منظور کنترل صرع تأيید شد FDAتوس  

باشد آلودگي ميجانبي متعددي مشتمل بر سرگیجه، خستگي، افزايش وزن، خواب

هاي بالاتر در افراد مسن مشاهده شده استگ بنابراين نبايد که اين عوارض در دوز

با توجه به اهمیتي که گابا در پزشكي،  گ(95) به مدت طولاني مصر  شود

سازي و ساخت  بهداشت و نیز صنايع غذايي دارد هد  از اين پژوهش همسانه

لاکتوباسیلوس وکتور بیاني حاوي ژن گلوتامات دکربوکسیلاز از باکتري 

  استگ PTCC1058پلانتاروم

 
 

 هاروش مواد و
از گروه  PTCC1058لاکتوباسیلوس پلانتاروم مطالعه تجربي سويه در اين 

از سازمان ملي  TOP10 و  BL21هايمیكروبیولوژي دانشگاه اصفهان و سويه

  هاي علمي و صنعتي ايران، تهیه شدندگپژوهش

در : و تأیید آن PTCC1058لاکتوباسیلوس پلانتارومکشت باکتری 

سويه لاکتوباسیلوس پلانتاروم  gadجداسازي ژن  اين پژوهش به منظور

PTCC1058  کشت در محی MRS (Man, Rogosa and Sharpes) 

ها بیوشیمیايي و جهت تأيید سويه علاوه بر آزمايشکشت داده شدگ )شرکت مرک( 

از آغازگرهاي ژن ( با استفاده PCRمراز )مورفولوژيكي از واکنش زنجیره پلي

16srDNA  با تواليAGGAGGTGATCCACCCGCA 

DG47F  وRW01RAACTGGAGGAAGGTGGGGAT 

ژنومي باکتري استخراج شد   DNAاستفاده شدگ بطور خلاصه ابتدا )تكاپوزيست(

 DNAنانوگرم   15متشكل از  PCR)کیت شرکت سیناژن( و سپس واکنش 

میكرولیتر از هر يک از آغازگرهاي  PCR10x ،1/5میكرولیتر بافر  1/7الگو، 

 Mgcl2 ،1/5میكرو لیتر dNTP ،5میكرو لیتر  5گشت، رفت و بر

و در نهايت افزودن آب مقطر  Taq DNA Polymeraseمیكرولیترآنزيم 

، s ۳1 C -˚3۳ ،s۳1-C˚11سیكل ) 95میكرو لیتر در  71تزريقي تا حجم 

s65-C ˚27 دقیقه در دماي  55( و در پايان انكوباسیون نهايي به مدتC◦ 27 

خالص شده جهت توالي يابي به صورت يک بار  PCRانجام شدگ محصول 

با  ،16srRNAخوانش به شرکت تكاپوزيست ارسال شدگ نتیجه توالي يابي 

 به آدرس NCBI BLAST Search toolدر پايگاه  BLASTn برنامه

http:/www,ncbi.nlm.nih.gov/BLAST بررسي شدگ 

لوتامات آغازگرهاي مربوط به ژن گ: تکثیر ژن گلوتامات دکربوسیلاز

داراي جايگاه برش آنزيمي طراحي   2Oligo افزاردکربوکسیلاز با استفاده از نرم

ATGGCAATGTTATACGGTAAA GGATCCCGCو ساخته شد )

F-PLANre وTCAGTGTGTGAATCCGTATTTCTT GAATTCCCG

PLANre-R واکنش ژن گلوتامات دکربوسیلاز(گ جهت تكثیر ،PCR  همانند آنچه

از الكتروفورز بر  PCRگ جهت آشكارسازي نتايج انجام شدقبلا توضیح داده شد، 

و سپس مشاهده با دستگاه ژل داک صورت گرفتگ در نهايت  %5روي ژل آگارز 

خالص شده جهت توالي يابي به  ، قطعهPCRسازي محصول پس از خالص

قطعه استخراج و  صورت دو بار خوانش به شرکت تكاپوزيست تهران ارسال شدگ

 CloneJET™ PCR Cloningاستفاده از کیت کلونینگ )خالص شده با 

Kit به وکتور )pJET1.2/Blunt  فرمنتاز( يا(T/A  انتهاي وکتور، داراي

انجام تكثیر قطعه موجود در وکتور  و مطابق پروتوکل هاي رايجمتصل شدگ صا  

نوترکیب، باکتري اشرشیاکلي سويه  pJET1.2براي ترانسفورماسیون ناقل گرفتگ 

TOP10 سازي مورد استفاده قرار گرفتگبعنوان میزبان همسانه 

استخراج : گلوتامات دکربوسیلاز در پلاسمید بیانیساب کلونینگ ژن 

 pJET1.2و  (+)pET-32aهاي داراي پلاسمید باکترياز پلاسمید 

gad(+)  هاي محدودالاثر آنزيم گانجام شدBamHI فرمنتاز( و(EcoRI 

 استفاده شدندگ ناقل  بیاني نوترکیب دو آنزيمي  هضم )فرمنتاز( جداگانه جهت

)+32a(gad-pETبیاني باکتري  در سويهBL21  از قبل مستعد شده، با روش

بیوتیک دار، از چند کلوني به شوک حرارتي وارد شد و پس از رشد در محی  آنتي

 انجام شدگ  PCRطور تصادفي کلني 

-SDSفاده از آنالیز بررسی بیان ژن گلوتامات دکِربوکسیلاز با است

PAGE :دکِربوکسیلاز با افزودن بیان ژن گلوتاماتIPTG 1/5 در مولار میلي

-آنتي LBمحی  کشت داده شده در نوترکیب در  BL21کلني از سويه  يک

 استفاده شدگ SDS-PAGEآنالیز انجام و از  دار بیوتیک

 
 

 یافته ها
مقايسه با جدول استاندارد هاي مورفولوژيک، بیوشیمیايي پس از نتايج بررسي

ها نشان داده ، دادهhttp://www.bergeys.org/outlines.htmlبرگي )

(، bp 925باند  A5)شكل 16sRNAنشده است( و آزمايش ژنتیكي توالي يابي 

پس از بلاست و بررسي آن نشان داد سويه مورد بررسي باسیل گرم مثبت و 

ژنومي  DNAکیفیت و کمیت  استگ لاکتواسیلوس پلانتارومکاتالاز منفي 

ژن سینا DNAبا کیت استخراج  لاکتواسیلوس پلانتارومباکتري شده ازاستخراج

میكروگرم 1/5639اسپكتروفتومتر بررسي شد که غلظت  با استفاده از الكتروفورز و

شده به دست براي نمونه استخراج 17/5برابر  715/765لیتر و نسبت جذببر میلي

وفورز نیز کیفیت بالاي آن را مشخص کردگ نتايج واکنش زنجیره آمد و نتیجه الكتر

شده نشان با آغازگرهاي طراحي استخراجي ژنوم بر روي (PCRاي پلي مراز )

با  gad( که نشان دهنده وجود ژن B5است )شكل bp 5۳55دهنده يک باند 

شود الحاق ژن مشاهده مي D5 و C5 طول کامل استگ همانگونه که در شكل

gad ر دT/A سازي در سويه کلونینگ کتور کلونینگ و همسانه وTOP10  با

سازي و بررسي نتايج توالي استخراج پلاسمید، خالص موفقیت انجام شده استگ

هاي يابي قطعه، تأيید کرد که قطعه خالص شده مربوط به يكي از زير سويه

 ه نوترکیبپلاسمید هم از سوي PCRلاکتوباسیلوس پلانتاروم استگ نتايج کلني 

TOP10 بیاني و هم از سويه BL21  وجود ژنgad تائید کرد  را

سازي و بیان آنزيم ، صحت همسانهSDS-Pageهاي (گ بررسيA7وB7)شكل

( هرچند براي تائید نهائي C7و  D 7را در سويه بیاني نوترکیب نشان داد )شكل

  گها لازم استآزمايش آزمايش وسترن بلات و يا ساير
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 و همكاران بنت الهدي عربپور؛ گگگهمسانه سازي و ساخت وکتور بیاني ژن گلوتامات 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

. RW01Rو  DG47F هایبا آغازگر PTCC 1058باکتریلاکتوباسیلوسپلانتاروم ژنوم PCR نتیجه bp071: باندی در حدود 2. ستونDNA Ladder 1kb:1(: ستونA) .1شکل 

(Bنتایج حاصل از ژل :)آگارز برایDNA  باکتریلاکتوباسیلوسپلانتارم استخراجی  PTCC 1058با آغازگرهای PLANreF  وPLANreR 1 :1. ستونkb DNA Ladder 2ستون :

حاصل از کلنی PCR(: نتایج کلنی Dسیلین. )حاوی آمپیLB  کرده بر روی پلیتوکتور رشد T/A(gad+)نوترکیب حاوی  top10های (: باکتریC) .: کنترل منفی0ژنوم استخراج شده 

 PCRکلنی  :0.ستون GADبا استفاده از پرایمر های  PCR: کلنی2ستون .DNALeader 1kb :1ستون. pJET1.2وکتورِ و GADتصادفی با استفاده از پرایمر های اختصاصی ژن

 با استفاده ازپرایمر های وکتور.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

وکتور حاوی ژن گلوتامات  T : به ترتیب هضم تک آنزیمی ناقل9و 0وکتور حاوی ژن گلوتامات دکِربوکسیلاز. ستون T: ناقل2. ستونDNA leader 1kb: 1و1(: ستونA) .2شکل 

 2، هضم 0ستون  .(+)pET-32a، ناقل بیانی 2. ستونDNA Leader 1kb،1(: ستونB) .وکتور حاوی ژن Tآنزیمی ناقل  2: هضم 5. ستون  BamHIو EcoRI دکِربوکسیلاز با  

pET-آنزیمی،  2، هضم 5ستون  .حاوی ژن گلوتامات دکِربوکسیلاز 32a(+-pET(، ناقل بیانی 9ستون  .BamHIو   EcoR1های با آنزیم 32a(+)-pETآنزیمی ناقل بیانی 

)+32a(gad  با آنزیم هایEcoRI  وBamHI( .C):  تأیید حضور قطعه در ناقل بیانی، نتایج کلنیPCRهایاز کلنی)+pet32a(gad کرده بر روی پلیت رشدLB سیلینحاوی آمپی .

 DNA . 5 کنترل منفی. ستون9نوترکیبِ حاوی ژن گلوتامات دکِربوکسیلاز. ستون +PET32-(a)با ناقلِ  ترانسفورم شده BL21کلنی متفاوت  0از  PCRنتایج کلنی 1،2،0ستون 

Ladder1kb (D نتیجه آنالیز :) .SDS-Pageشده در سویه نوترکیبآنزیم بیان ،2ستون نشانگر پروتئین. ،1ستونBL21. عدم بیان آنزیم در سویه غیر نوترکیب ،0ستون BL21. 

 

 نتیجه گیریبحث و 
مهمترين يافته اين تحقیق همسانه سازي ژن گلوتامات دکربوکسیلاز از 

براي نخستین استگ در اين پروژه  PTC1058باکتري لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

دکِربوکسیلاز از سوش لاکتوباسیلوس پلانتاروم گلوتامات کدکنندهِ آنزيم ژنبار 

PTCC1058 و سازي شد و وکتور بیاني آن ساخته ، همسانه، توالي يابيشناسايي 

 

دست آمده توانايي رشد و تولید خوبي داشت بیان آن بررسي شدگ سويه نوترکیب به

، 5335در سال باشدگ در صنعت غذا و داروسازي بسیار کارآمد مياستفاده براي و 

GAD  ژن 5332گ در سال (95)جداسازي شد  55انساني از کروموزوم ،

آن  هايجداسازي، و ويژگي برويس لاکتوباسیلوسدکِربوکسیلاز از گلوتامات
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جداسازي،  لاکتوکوکوس لاکتیسژن از اين 5333گ در سال (7۳)بررسي شد 

مربوط به باکتري  gadژن  7556گ در سال (72)يابي شد سازي و تواليهمسانه

سازي شد ، همسانهpLipدر شاتل وکتور بنام   OPK-3لاکتوباسیلوس برويس

شده در سويه نوترکیب به مراتب بالاتر از فعالیت آن در که فعالیت آنزيم بیان

هاي بعد از جداسازي تعدادي باکتري 7552گ در سال (71) بود باسیلوس سوبتیلیس

ها جداسازي شد از اين سويه gadاسیدلاکتیک از پنیر ايتالیايي ناحیه مرکزي ژن 

سازي شده و جداسازي، همسانهBH2 لاکتوباسیلوس برويس از  gadگ ژن (55)

لاکتوباسیلوس از  gad، ژن 7552گ در سال (97)هاي آن بررسي شد ويژگي

 گ (76)هاي آن بررسي شد جداسازي شده و ويژگي OPK3 برويس

گلوتامات  و تعیین خصوصیات آنزيم gadسازي ژن همسانه 7551در سال 

گ در (99)انجام شد  NFRI7415 لاکتوباسیلوس پاراکازئيدکربوکسیلاز باکتري 

 یلوسلاکتوباسباکتري  gadسازي و بررسي توالي ژن  همسانه 7551سال 

از استرپتوکوکوس  GAD، 7553گ در سال (3) انجام شد IFO12005 برويس

 gadگ ژن (55)د سازي شده و بیان آن بررسي شهمسانه Y2 ترموفیلوس

نیز  (9۳و91)کازئي  (3)هاي لاکتوباسیلوس دلبروکي و روتري همچنین از باکتري

 پلانتاروم لاکتوباسیلوسژن از  اين در يک مورد نیزهمسانه سازي شده استگ 

(ATCC1497) لاکتوباسیلوس( -جداشده و در شاتل وکتور بیاني )اکلاي 

(PTRKH2)سازي و محصول، همسانه(PTRKH2GAD) در ،

 سلاکتوباسیلو، بیان و مشاهده شد که B2-16ساکئي لاکتوباسیلوس

گ (96)برابر افزايش تولید گابا را نشان داد  ۳7/5-91/5نوترکیب  B2-16ساکئي

آنزيم و تعیین  سازياستخراج و خالصاين آنزيم مي تواند در اختیار محققین جهت 

شده براي و استفاده از تكنیک آنزيم تثبیتسازي بیان آنزيم خصوصیات آن و بهینه

براي تولید آن در مقیاس بالا در صنعت قرار گیرد، تبديل مستقیم گلوتامات به گابا 

اند از: هايي است که عبارتاستفاده از آنزيم نسبت به سلول کامل داراي مزيت زيرا

هاي آنزيمي که مانع از تولید محصولات جانبي ودن واکنشاختصاصي ب -5

هاي محیطي تجزيه بوده و بنابراين آلودگيها قابلآنزيم -7گرددگ ناخواسته مي

خنثي،  pHتوانند در شرايطي از قبیل ها ميآنزيم -9کنندگ کمتري را ايجاد مي

عث ذخیره انرژي دماي پايین و فشار اتمسفري نرمال فعالیت کنند و بنابراين با

مطالعه در  .ها در مقیاس صنعتي بسیار حائز اهمیت استگردند، که اين قابلیتمي

 5511 حاضر همسانه سازي ژن گلوتامات دکربوکسیلاز از لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 براي اولین بار انجام شدگ

 
 

 تقدیر و تشکر
حمايت مالي  جهت فناوري دانشگاه اصفهانتحقیقات و معاونت  بدينوسیله از

  تقدير و تشكر مي گرددگ، از اين تحقیق
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Gamma-aminobutyric acid (GABA) is a four-carbon non-protein amino acid 

used in the treatment of hypertension, diabetes, inflammation, and depression. GABA is synthesized by glutamic acid 

decarboxylase (GAD) enzyme in many organisms, including bacteria. Therefore, cloning of this enzyme is essential to 

the optimization of GABA production. This study aimed to clone and construct the expression vector of GAD gene 

from Lactobacillus plantarum PTCC 1058 bacterium. 

METHODS: In this experimental study, we investigated the morphological, biochemical, genetic and 16s rDNA 

sequencing of L. plantarum PTCC 1058 strain. Genomic DNA of the bacterium was isolated and amplified using the 

GAD gene via polymerase chain reaction (PCR). Afterwards, the gene was inserted into the pJET1.2/blunt cloning 

vector and subcloned in vector pET32a. Plasmid pET32a-gad expression vector was transformed in Escherichia coli 

BL21 strain, and protein expression was assessed using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE). 

FINDINGS: Morphological, biochemical and genetic analyses of 16s rDNA sequencing indicated that the studied 

substrain was of the L. plantarum strain. In addition, results of nucleotide sequencing of the fragmented segment via 

PCR showed the presence of GAD gene. Results of colony PCR and SDS-PAGE analysis confirmed the accuracy of 

the cloning and gene expression of the recombinant Escherichia coli BL21 strain. 

CONCLUSION: According to the results of this study, cloning of GAD gene from L. plantarum PTCC 1058 was 

successful. These cloned genes could grow rapidly in prokaryotic and eukaryotic systems and be used in cost-effective 

culture media and even non-recyclable waste. 

KEY WORDS: Cloning, Gamma-aminobutyric acid, Glutamate acid decarboxylase, Lactobacillus plantarum. 
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