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摘要：【目的】探究和证实黑曲霉钠钾 ATP 酶(NKA)在硅灰石风化过程中的作用。【方法】以野生型黑

曲霉(WT)为原始菌株构建黑曲霉 Na,K-ATPase α1 基因(NKA α1)高表达菌株 oeNKA。通过测定不同时间

点(0 d、2 d、4 d、6 d) oeNKA 和 WT 生物量、培养液 pH 值和矿物风化释放的 Ca2+浓度，并用 X-ray 

diffraction (XRD)对风化后的矿物残渣进行检测，比较 oeNKA 和 WT 菌株对硅灰石这种硅酸盐矿物的风

化效果。【结果】oeNKA 菌株的 NKA α1 基因相对表达量和酶活分别为 WT 菌株的 103 倍和 1.76 倍。在

持续 6 d 的培养过程中，oeNKA 与 WT 的菌丝体生物量变化趋势相同，在培养第 2 天时 WT 显著高于

oeNKA，随时间差异逐渐缩小并在第 6 天达到最低；培养液 pH 值变化趋势相同，分别下降至 3.64 和

3.87；oeNKA 风化硅灰石时所释放 Ca2+浓度(1011.36±47.78 μg/g)约为 WT (248.30±25.21 μg/g)的 4 倍；

XRD 检测图谱显示菌株 oeNKA 对硅灰石风化作用更明显。【结论】NKA α1 过表达菌株 oeNKA 对硅灰

石的风化能力显著高于 WT 菌株，且黑曲霉的 NKA 与硅灰石的风化有密切关联。 
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硅酸盐矿物(如长石、云母和辉石)是构成地 

壳和地幔的主要矿物，是土壤矿物的重要组成部

分[1]。硅酸盐矿物风化包括物理风化作用、化学风

化作用以及生物风化作用，通常表现为多种因子

的综合效应[2–4]。硅酸盐矿物的风化会伴随碱性离

子的溶出，以及大气 CO2 的固定[1,5–6]。因此，硅

酸盐矿物风化作用对大气 CO2 浓度乃至地表环境

有重要影响[7–8]。微生物能适应地球表面的多种环

境，对地表矿物的风化广泛发生[9-10]，地表岩石和

矿物的微生物风化作用在促进土壤形成和演化、

提高农作物产量、环境废弃物利用以及生物冶金

等都有重要利用价值[11]。然而，硅酸盐矿物的风

化作用进程缓慢，如何加速矿物风化是迫切需要研

究解决的科学问题。目前，微生物风化硅酸盐矿物 
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的研究已有诸多报道[12–15]，但绝大部分都处在细

胞水平上，例如微生物通过分泌酸性物质、多糖

和有机螯合物等促进矿物溶解释放矿质离子，真

菌还能通过其菌丝体的穿插和包裹作用破坏矿物

晶体结构等。但是，很多问题并不能得到很好地

解释，例如，有哪些基因参与了微生物的生长代

谢活动，通过何种途径参与到矿物风化的过程中。

这些问题需要在基因表达与代谢调控水平上来展

开研究解决。目前已有学者开始关注矿物风化过

程中微生物基因表达与代谢调控，尝试从分子水平

解析微生物与矿物相互作用的过程和机理，从而能

利用基因操作方法提高微生物对矿物的风化效率。

例如，微生物的碳酸酐酶参与对碳酸盐矿物和硅酸

盐矿物的风化[16–18]；黑曲霉在风化含钾硅酸盐矿物

的过程中漆酶和半胱氨酸酶等相应基因的表达会提

高[19–20]；风化含钾矿物过程中，烟曲霉的金属离子

结合蛋白(如锌指类蛋白和钙调磷酸酶结合蛋白等)

基因表达提高[21]，且漆酶的高表达，直接或间接提

高了黑曲霉对矿物的风化作用。然而，涉及微生物

风化矿物的分子调控机制研究仍有待进一步深入。 

Wang 等[2]通过 RT-qPCR 发现黑曲霉在风化含

钾硅酸盐矿物过程中 NKA α1 基因表达量显著上

调，是正常培养环境下(含 K+条件下)的 447.6 倍。

钠钾 ATP 酶(NKA)，即钠钾泵，存在于真核细胞膜

脂质双分子层中，具有离子通道载体和生物酶特

性，将 ATP 释放的能量转化为跨膜电化学势，逆

浓度将 2 个 K+泵入和 3 个 Na+泵出细胞，调节细

胞膜内外离子浓度差和细胞渗透压，维持细胞的

体积和外形。该酶主要由 α 和 β 亚基形成异源二

聚体。其中，α 亚基主要参与 ATP 催化反应，释

放能量促进钠和钾的运输，β 亚基发挥调节作用，

它从内质网运输至质膜，稳定 α 亚基蛋白质构型， 

调节其活性[22–25]。黑曲霉已被证实对多种硅酸盐

矿物都有显著的风化效果[18, 26–28]，但黑曲霉 NKA

对硅酸盐矿物风化的机理研究尚未见报道。 

硅灰石是含钙硅酸盐矿物，自然界产出的硅

灰石一般为针状，呈纤维状或放射状集合体。其

热稳定性及尺寸稳定性良好，耐化学腐蚀，且纯

度高，硬度适中，在中性水中的溶解度极低[29]。

因此硅灰石较为适合代表硅酸盐矿物应用于黑曲

霉风化研究。 

本文通过构建黑曲霉 NKA α1 基因过表达菌

株，用其风化硅灰石，并与野生型菌株作比较，

分析论证黑曲霉 NKA α1 基因是否能增强对硅酸

盐矿物的风化作用，进一步丰富和完善硅酸盐矿

物微生物风化理论，从而为农业生产和工业实践

提供理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌种及矿物材料 

1.1.1  菌种及培养基：黑曲霉菌株，从中国普通

微生物菌种保藏管理中心购买，保藏号 3.3928。

培养黑曲霉产孢采用 YAG 培养基(1 L)：Glucose 

20 g，Yeast extract 5 g，Trace elements 1 mL，(固

体添加 Agar powder 20 g)，加超纯水充分溶解至   

1 L。培养大肠杆菌采用 LB 培养基(1 L)：Tryptone 

10 g，Yeast extract 5 g，NaCl 10 g，加 1 L 超纯水

充分溶解，调整 pH 值至 7.0。筛选含重组质粒的

黑曲霉采用 SMM 培养基(1 L)：Glucose 10 g，

20×Nitrate salts 50 mL，Trace elements 1 mL，

Sorbitol 218.6 g，Yeast extract 1 g (固体添加 Agar 

powder 16 g)，加 1 L 超纯水充分溶解，pH 值调至

6.5。风化所用液体培养基采用查氏培养基(1 L)[30]，

即：Sucrose 30 g，NaNO3 3 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，
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FeSO4·7H2O 0.01 g，KCl 0.5 g，K2HPO4·H2O 1 g。

添加 50 mmol/L 的 Maltose 诱导基因过表达，加

1 L 超纯水充分溶解后调整 pH 值为 6.5。 

1.1.2  供试矿物：硅灰石样品由中国科学院地球

化学研究所提供，其化学式为 Ca3Si3O9，呈白色，

XRD 分析该矿物试样，主要为硅灰石。X-ray 

fluorescence (XRF)分析其化学组成：SiO2 50.71%，

CaO 47.61%，MgO 1.20%，TFe2O3 0.36%，P2O5 

0.05%，SrO 0.04%，MnO 0.02%，ZnO 0.01%。硅

灰石矿粉试样研磨过 100–200 目筛，用超纯水和

无水乙醇清洗去除矿物表面吸附的杂质，烘干

备用。 

1.2  黑曲霉 NKA α1 基因过表达菌的构建、筛选和

鉴定 

1.2.1  NKA α1 基因过表达载体构建：过表达载体

为丝状真菌常用表达载体 pAN7-1，其中含有氨苄

青霉素抗性基因和潮霉素抗性基因，分别用作大

肠杆菌和黑曲霉转化菌株的筛选标记。采用葡萄

糖淀粉酶基因(glaA)启动子，为诱导型强启动子，

在有麦芽糖为碳源的培养条件下过量表达[31]。具

体操作如下：(1) 构建含 glaA 启动子的载体：以

黑曲霉基因组为模板，PglaA-F，PglaA-R 为引物

(表 1)，PCR 获得 glaA 基因上游 2000 bp 启动子序

列，然后通过酶切位点 XbaⅠ和 HindⅢ将 glaA 片

段克隆至线性化的 pAN7-1 质粒，获得含 glaA 片

段的线性质粒。(2) 构建含目的基因的重组质粒：

用柱式真菌 Total RNA 抽提纯化试剂盒(Vazyme, 

China) 抽 提 该 菌 在 查 氏 培 养 基 液 中 的 菌 丝 总

RNA，OD 值检测合格后，用 1.5%琼脂糖凝胶电

泳 检 测 总 RNA 的 完 整 性 和 降 解 情 况 ， 再 用

HiScript® Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA 

wiper)试剂盒(Vazyme, China)进行反转录获得黑

曲霉的 cDNA。根据 GenBank (NCBI)黑曲霉 NKA 

α1 基因 cDNA 为模板，设计引物 NKA-F、NKA-R (表

1)，以黑曲霉 cDNA 为模板，PCR 扩增 NKA α1 亚

基基因。最后利用同源重组酶(ClonExpressTM Ⅱ, 

Vazyme，China)连接 NKA α1 亚基基因片段与线性

质粒形成重组质粒 PglaA-NKA。构建好的载体转

入大肠杆菌，在含有氨苄青霉素的 LB 培养基上生

长。挑选正常生长的转化子进行菌落 PCR 和测序

验证，将基因正确连接且没有突变的载体保存作

后续实验。 

1.2.2 转化和筛选：制备野生型黑曲霉原生质体，

参照 PEG-原生质体转化法[32]将 PglaA-NKA 重组

质粒转入原生质体，并在含 100 μg/mL 潮霉素的

SMM 固体培养基上筛选出正常生长的转化子。 

 

表 1.  本实验所用引物序列 

Table 1.  The sequences of primers used in this study 

Name Sequence (5′3′) 

NKA-F ACACCTCAGCACCCAAGCTTATGGACGCGAAGTCAGGCG 

NKA-R CGACGGCCAGTGCCAAGCTTCTACCAAGCAAACCTATCCAACAC 

PglaA-F CCCAAGCTTGGGTGCTGAG'GTGTAATGATGCTGG 

PglaA-R TGGGTGCTGAGGTGTAATGATGCTATGTATCCCTTTCAATTCGG 

QNKA-F CGATTCCACGGATGACAACTAC 

QNKA-R CAGTCCTTTCTTGGGTTCGC 

QGAPDH-F ACAAGGACTGGCGTGGTG 

QGAPDH-R ACCGTTCAGGTCGGAGGAG 
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1.2.3 过表达转化子与 WT 的生理特征比较：(1) 

检测高表达转化子和 WT 菌株的 NKA α1 基因表达

量：分别接等量(108 个/mL)高表达 NKA α1 基因转

化子和 WT 菌株孢子悬液到含麦芽糖查氏培养基

中，28 °C、150 r/min 摇床培养 2 d，收集菌丝体，

去除水分后迅速投入液氮冻存，提 RNA 并反转录

为 cDNA，以 GAPDH 为内参基因(引物见表 1)，

利用 RT-qPCR 检测其基因表达量，以 WT 菌株的

该基因表达量为 1，比较各过表达转化子相对 WT

的基因表达量的增加情况。(2) 检测高表达转化子

和 WT 菌株的 NKA 酶活：同时称取 0.1 g 新鲜干

菌丝到匀浆管，加入 0.9 mL PBS 缓冲液(浓度为

10 mmol/L，pH 值 7.4)，用细胞破碎仪破碎，4 °C、

10000 r/min 离心 20 min，收集 0.5 mL 上清液，利

用 NKA 酶联免疫试剂盒(Mbbiology，China)测定

NKA 酶活水平。取 NKA α1 基因表达量和酶活性

均相对较高的菌株，PCR 和测序验证基因序列的

正确转入，将此转化子记作 oeNKA，作后续风化

实验。(3) 菌落表型对比：分别接等量 oeNKA 和

WT 的孢子悬液至固体平板，28 °C 培养 2 d，观

察菌落表型，以确定 NKA α1 基因的高表达对菌落

表型的影响。 

1.3  黑曲霉与硅灰石风化 

1.3.1  培养条件：取 oeNKA 和 WT 菌种分别在

YAG 固体平板上划线扩培，28 °C 培养 3 d，用无

菌去离子水使孢子悬浮，12000 r/min 离心 1 min

弃上清。以上方法清洗孢子 3 遍。计数调整两种

孢子悬液浓度使其达到一致：血球计数板计数 3

次，调整孢子悬液浓度为 1×108 个/mL；平板计数

法对两种孢子悬液计数。在 250 mL 的三角瓶中添

加含 1 g 硅灰石矿物的液体查氏培养基 100 mL，

115 °C 灭菌 20 min。分别接入 1 mL oeNKA 和 WT

孢子悬液，对照不接菌。实验组和对照组分别作

3 个平行。28 °C 150 r/min 摇床培养，在培养 0、2 、

4、6 d 分别取样作后续检测分析。 

1.3.2  培养液中黑曲霉与硅灰石相互作用及分

析：(1) pH 值的测定：利用 pH 计测定培养不同时

间培养液的 pH 值。(2) 生物量测定：用布氏漏斗

抽滤，收集菌丝体 70 °C 烘干至恒重，称重，质量

记为 A1，用 HNO3 和 H2O2 消解菌丝，8000 r/min

离心 10 min 收集余下矿物，利用烘箱 70 °C 烘干

至恒重，称重保存，其质量记为 A2，菌丝体干重

A=A1–A2。(3) 上清液和菌丝内不同离子浓度的测

定：培养液 8000 r/min 离心 20 min，收集上清液；

收集菌丝球，利用烘箱 70 °C 烘干至恒重，充分研

磨，利用 100 mL 1 mol/L EDTA-CH3COONH4 溶液

超声振荡 30 min，8000 r/min 离心 20 min，取上   

清[33]。利用火焰原子吸收仪(AA-6300C，Shimadzu)

检测上清液和菌丝球内的 Ca2+浓度，分别记为 B1

和 B2，培养体系中 Ca2+浓度 B=B1+B2。(4) 原矿

和 风 化 后 矿 物 的 XRD (BTX-526, Olympus, 

America)分析：用超纯水清洗硅灰石矿物残渣 3

次，去除矿物表面可溶性杂质，65 °C 烘干，过 100

目筛后用于 XRD 分析。 

2  结果和讨论 

2.1  黑曲霉 NKA α1 基因过表达菌株的特征 

高表达转化子的 NKA α1 基因相对表达量和

酶活检测结果如图 1 所示，筛选所得 8 个转化子

中 NKA α1 基因表达量与酶活和 WT 相比均有不同

程度的提高。其中，NKA2、NKA6、NKA8 转化

子中 NKA α1 基因表达量分别为 WT 菌株的 71、

103、131 倍(图 1-A)。NKA2、NKA6、NKA8 转

化子中的 NKA 酶活分别是 WT 菌株的 1.36、1.76、 
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图 1.  NKA α1 基因过表达转化子的特征 

Figure 1.  Overexpression transformants characters of NKA α1. A: Relative expression of NKA α1; B: Enzyme 
activity; C: Colonial morphology. Data represent the mean±standard deviation (SD) of three independent 
experiments. 
 

1.42 倍，其中 NKA6 过表达转化株 NKA 酶活性均

高于 WT 和其他过表达转化子的酶活(图 1-B)，因

此 选 取 NKA6 转 化 子 作 后 续 风 化 实 验 ， 记 作

oeNKA。oeNKA 和 WT 在固体平板上的菌落形态

相似(图 1-C)，说明 NKA α1 基因高表达不影响菌

落形态。 

2.2  硅灰石风化过程中黑曲霉生物量的变化 

如图 2 所示，黑曲霉在风化硅灰石 6 d 过程中，

生物量不断增高，在 0–4 d 菌丝生长迅速，4–6 d

逐渐变缓到最后保持不变或略有下降。两个菌株

WT 和 oeNKA 风化硅灰石时的生物量在不同时期

有一定差异。测得 oeNKA 和 WT 在 2 d 的菌丝体

质量分别为(0.38±0.02) g 和(0.87±0.01) g，oeNKA

的菌丝体生物质量显著低于 WT，说明此时 oeNKA

的菌丝体对硅灰石的生物风化作用小于 WT。随着

时间推移两组的菌丝体生物量差异逐渐缩小，风化

6 d 后，oeNKA 的菌丝体生物量(1.79±0.10) g 与

WT (1.83±0.08) g 相比差异值达到最低。因此，在

风化硅灰石的过程中，NKA α1 基因的高表达对 

 

 
 

图 2.  硅灰石风化过程中生物量变化 

Figure 2.  Biomass changes during wollastonite 
weathering process. Data represent the mean±standard 
deviation (SD) of three independent experiments. 
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黑曲霉菌丝体在含硅灰石的查氏培养基中的生长

有一定的抑制作用，并且作用强度随着时间推移

慢慢减小。NKA α1 基因的高表达在代谢调控方面

对菌丝生物量影响的研究有待进一步深入。 

2.3  硅灰石风化过程中培养液的 pH 值 

oeNKA 与 WT 菌株风化硅灰石在不同时间的

培养液 pH 值变化情况如图 3 所示。含硅灰石的培

养液在高温灭菌过后的 pH 值为 7.81。可能是因为

前期的高温灭菌导致硅灰石少量溶解释放碱性离

子，造成 pH 值上升。由图 3 可知，黑曲霉在含硅

灰石矿物的查氏培养基内生长，两组 pH 值的变化

趋势相同，pH 值在 0–2 d 迅速降低，且 WT 降低

趋势较 oeNKA 更显著，2 d 时 oeNKA 培养液 pH

值高于 WT 培养液，可能此时 oeNKA 菌丝体生物

量较低，释放的酸性物质量较少所致；2–4 d，WT

变化趋于平稳，oeNKA 降低幅度变缓；4–6 d，

oeNKA 和 WT 的 pH 值变化量分别为 0.25 和 0.02，

差异值较低，体系逐渐稳定，说明 NKA α1 基因的 

 

 
 

图 3.  硅灰石风化过程中培养液的 pH 值变化 

Figure 3.  pH changes in culture medium during 
wollastonite weathering process. Data represent the 
mean±standard deviation (SD) of three independent 
experiments. 

高表达对黑曲霉的产酸情况影响不大。oeNKA 和

WT 在前期生长过程中分泌大量酸性物质如草酸、

柠檬酸、琥珀酸等，降低培养环境 pH 值[34]。 

2.4  硅灰石风化过程中培养体系中的 Ca2+浓度 

如图 4 所示，oeNKA 和 WT 在含硅灰石的查氏

培养基中生长 6 d，随时间推移风化所释放的 Ca2+

浓度有不同程度提高(图 4)，而 pH 值迅速降低是造

成生物风化释放大量矿质离子的重要因素。oeNKA

菌株风化硅灰石释放的 Ca2+浓度普遍高于 WT 菌

株，且随着试验的进行，浓度差异越来越明显。第

2 天测得 oeNKA 和 WT 风化硅灰石释放 Ca2+总浓

度分别为 404.28±57.10 μg/g 和 379.96±13.45 μg/g，

没有显著差异。结合图 2 可发现，2 d 时 oeNKA 的

菌丝体生物量显著低于 WT，说明 oeNKA 对硅灰石

的生物风化作用更明显。第 4 天和第 6 天 oeNKA

风化硅灰石释放的 Ca2+浓度均显著高于 WT，到第

6 天时 oeNKA 风化硅灰石释放的 Ca2+总浓度是

1011.36±47.78 μg/g，约为 WT (248.30±25.21 μg/g) 

 

 

 
图 4.  硅灰石风化过程中体系中 Ca2+浓度变化 

Figure 4.  Changes of Ca2+ concentration during 
wollastonite weathering process. Data represent the 
mean±standard deviation (SD) of three independent 
experiments. 
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的 4.07 倍。oeNKA 在生物量相同或更低，pH 值相

同的情况下，风化硅灰石释放更多的 Ca2+。这说明

NKA α1 基因的高表达显著提高了对硅灰石的风化

能力，并且不是通过物理风化增强和产酸量增加的

方式提高的。NKA α1 基因的高表达可能直接导致风

化能力的提高，或者间接影响其他的某种代谢通路，

造成黑曲霉对硅灰石的更强的风化作用。 

在风化硅灰石的过程中，随着培养时间推移，

WT 培养体系中 Ca2+浓度逐渐下降。可能是由于培养

体系中 Ca2+沉淀形成少量的次生矿物结晶，而

oeNKA 培养体系中 Ca2+浓度依然不断上升，这可能

是 Ca2+释放速率大于次生矿物的形成速率。黑曲霉作

用含钙矿物形成次生矿物草酸钙的研究已有报道[35]。

因此，基因工程菌诱导成矿的研究有待进一步深入。 

2.5  XRD 检测硅灰石风化后成分 

用 XRD 分 析 原 始 矿 物 (original) 及 经 过

oeNKA 和 WT 风化 6 d 后的矿物残渣成分后，发

现原矿中主要成分为硅灰石(PCPDF 号 75-1396)，

纯度高且衍射峰强度大(图 5)。经 oeNKA 和 WT

风化后的矿物仍为硅灰石，矿物组成没有明显变

化，但风化后硅灰石残渣的主要衍射峰的强度相

对 original 均降低，峰强度大小为 original>WT> 

oeNKA，其中，oeNKA 组的衍射峰中部分峰冠几

乎消失，说明 oeNKA 和 WT 对硅灰石均有一定的

风化作用，且 oeNKA 相较于 WT 更强。 

硅灰石经 WT 和 oeNKA 风化后几乎没有新的

峰出现，可能是由于黑曲霉与矿物相互作用产生

的新矿物比例较低，或者为无定型矿物，不能被

XRD 检测到，并且黑曲霉在查氏培养基生长过程

中产生酸性物质(图 3)，新产生的矿物被溶液中

H+攻击而大量消耗又转化为矿质离子。 

在风化过程中，NKA α1 基因的高表达虽然在 

 
 

图 5.  风化后硅灰石残渣和原矿的 XRD 检测图谱 

Figure 5. The detection and analysis of wollastonite 
and residue after weathering by XRD. The arrow 
express that the peak intensity has obviously decreased 
or disappeared in the figure. 
 

一定程度上提高了黑曲霉风化硅灰石的效果，释

放更多矿质离子(图 4，5)，但相对于 WT，整体风

化效果没有得到很大提高。这也与连宾等[3-4]指出

微生物风化硅酸盐矿物有多种因素综合作用相符

合，单独提高一个生物酶基因对整个风化机制的

影响可能较小，导致风化效果没有显著提高。因此，

探索发现微生物风化新途径，以及研究多种途径

在硅酸盐矿物风化中的相互协调作用十分必要。 

3  结论 

本研究构建了黑曲霉 NKA α1 基因高表达菌

株 oeNKA，其 NKA α1 基因表达量和酶活相较于

WT 均有显著提高。在相同的培养条件下，oeNKA

与 WT 的菌丝体生物量和 pH 值变化趋势相同。其

中 2 d 的 oeNKA 的菌丝体生物量显著小于 WT，

可能导致 oeNKA 产酸量减少，pH 值相对较高。

在 2–6 d 菌丝体生物量差异逐渐缩小，培养体系中

pH 值也趋于稳定。比较 oeNKA 和 WT 风化硅灰
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石的作用效果，oeNKA 风化硅灰石相比 WT 均释

放出更多的矿质离子。XRD 图谱显示硅灰石经过

oeNKA 和 WT 风化后其矿物成分不变，但衍射峰

强度下降，其中 oeNKA 对硅灰石的风化能力更

强。本文研究结果为进一步研究真菌与硅酸盐矿

物的相互作用分子机理提供了新的资料。 
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Overexpression of Na, K-ATPase gene enhanced the weathering 
ability of Aspergillus niger to wollastonite 

Jingjing Sun#, Chengfeng Yu#, Ziyu Fu, Bin Lian* 
Jiangsu Key Laboratory for Microbes and Functional Genomics, Jiangsu Engineering and Technology Research Center for 
Microbiology, College of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] To investigate and confirm the role of Na, K-ATPase (NKA) of Aspergillus niger in the 
weathering process of wollastonite, a silicate mineral. [Methods] Wild type Aspergillus niger was used as the original 
strain to construct high Na, K-ATPase α1 (NKA α1) gene-expressing strain oeNKA. We determined the biomass of 
oeNKA and the wild strain, pH of the culture medium and Ca2+ concentration released from wollastonite at different 
cultivation time (0, 2, 4 and 6 d). Besides, we also analyzed the mineralogy of the wollastonite residue by X-ray 
diffraction (XRD) to compare the weathering effect of oeNKA and the wild strain on wollastonite. [Results] The 
relative expression of NKA α1 and enzyme activity of oeNKA strain was 103 and 1.76 times higher than those of the 
wild strain, respectively. The biomass and pH of oeNKA had the same variation tendency as the wild strain during the 
6-day cultivation. The biomass difference between the wild strain and oeNKA decreased significantly on the 2nd day, 
and then was gradually narrowed down over time and reached the lowest on the 6th day. Furthermore, the 
concentration of Ca2+ (1011.36±47.78 μg/g) released from wollastonite was about 4 times as that from the wild strain 
(248.30±25.21 μg/g). Moreover, the XRD pattern also showed that oeNKA exhibited intense effect on wollastonite 
weathering. [Conclusion] The weathering ability of oeNKA to wollastonite was significantly higher than that of the 
wild strain, and Na, K-ATPase in Aspergillus niger was actively involved in wollastonite weathering. 

Keywords: Aspergillus niger, Na, K-ATPase, wollastonite, weathering 
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