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[bookmark: _Toc193908857][bookmark: _Toc197455050]摘 要

[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK48][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20]在全球能源转型与碳中和战略加速推进的背景下，氢能作为零碳排放、高能量密度的清洁能源载体，被视为破解能源危机与环境问题的关键路径。然而，传统生物制氢技术依赖光合微生物（如蓝藻、绿藻）或暗发酵细菌，面临光能转化效率低、电子传递链冗长及辅酶再生受限等瓶颈，严重制约其产业化应用。与此同时，纳米光催化体系虽具备高效光能转化潜力，却受限于光生载流子复合率高、光腐蚀毒性等问题。为此，在本研究中，绿色合成了光催化活性强的铁酸镍基纳米复合物（GO-NiFe2O4 NPs），构建了	铁酸镍基纳米复合物-Klebsiella sp.杂化体系，此基础上，研究了 Klebsiella sp.利用细胞表面沉积的纳米复合物激发的光生电子对光-生物杂化系统产氢性能的增强作用，阐述了杂化体系的光电化学特性、氢酶和甲酸氢裂解酶活性及其基因表达变化，对可能的光生电子转移途径进行了深入探究。提出了铁酸镍基纳米粒子和光生电子进入Klebsiella sp.细胞并引起光-生物杂化体系高效产氢的协同调控机制。 
主要研究内容和结果如下：  
[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK14]（1）本研究以水葫芦叶部提取液为绿色还原剂与稳定剂，绿色合成了氧化石墨烯掺杂的铁酸镍纳米复合物（GO-NiFe2O4 NPs）。通过优化绿色合成条件，确定了氧化石墨烯最佳添加量为3 g/L，退火温度为400℃。GO-NiFe2O4 NPs表征结果表明，该纳米粒子呈纯相尖晶石结构（JCPDS 10-0325），平均粒径为13.3±3.3 nm，表面官能团（C-O键）显著增强了界面稳定性，GO的引入使光吸收范围拓宽至400-650 nm，带隙值显著降低，同时赋予材料超顺磁性（饱和磁化强度45 emu/g）。  
[bookmark: _Hlk198494997][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK13]（2）构建了GO-NiFe2O4 NPs-Klebsiella sp.杂化体系（Ka/NPs），并监测了不同纳米材料添加量、杂化体系融合时间及光照强度的光催化产氢量，确定最佳的纳米材料添加量为1 mmol/L、杂化体系融合时间为4 h、光照强度为3000 W/m² 时，该处理条件下Ka/NPs杂化体系6 h的产氢量达70.14±3.01 mmol/L，连续反应120 h的累计产氢量高达542.10±8.62 mmol/L，产氢速率最高达23.38±2.16 mmol·L-1·h-1。电化学分析显示，Ka/NPs杂化体系的电荷转移电阻降低至纯材料的1/3，光电流密度提升3.7倍，证实了光生电子与微生物代谢的高效协同。扫描电镜（SEM）与能谱（EDS）分析进一步揭示，纳米粒子较多地分布于菌体表面，有利于LED光照射下光生电子的激发和产生。  
[bookmark: _Hlk198557075][bookmark: _Hlk198495498][bookmark: _Hlk193375538][bookmark: OLE_LINK46][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17]（3）进一步将课题组前期构建的工程菌Klebsiella sp. /pET-(hycG+hyl)（Ka-GL）与GO-NiFe2O4 NPs结合构建了杂化体系Ka-GL/NPs。结果表明，Ka-GL/NPs杂化体系最佳的光催化产氢条件为纳米材料添加量1 mmol/L、菌体融合时间3 h、光照强度3000 W/m² ， 6 h产氢量可达101.33±3.33 mmol/L，较Ka/NPs杂化体系提高44.7%，连续反应120 h的累计产氢量可达644.10±10.81 mmol/L，产氢速率峰值达27.61±1.09 mmol/L/h。电化学阻抗谱（EIS）与瞬态光电流（I-T）分析表明，工程菌Ka-GL的引入使电荷转移电阻进一步降低，光电流密度较Ka/NPs提升18.3%，证实了氢酶活性中心对光生电子的高效捕获能力。
[bookmark: _Hlk198558424][bookmark: OLE_LINK47][bookmark: OLE_LINK49]（4）深入分析了两类光-生物杂化体系的代谢产物、氢酶和甲酸氢裂解酶活性及关键酶基因表达变化，结合纳米粒子的胞内外分布，提出铁酸镍基纳米粒子-Klebsiella sp.杂化体系高效光催化产氢的协同调控机制。代谢产物分析结果显示，在光催化反应120 h后琥珀酸、丁酸含量均无显著变化，与杂化体系Ka/NPs相比，Ka-GL/NPs杂化体系乙醇、乳酸及乙酸含量分别增加至0.31±0.02 g/L、0.48±0.01 g/L、0.82±0.01 g/L，而甲酸在光催化反应中被很好的利用。氢酶和甲酸氢裂解酶酶活有不同程度的增强并在24 h时拥有最大的酶活分别为1658.16±33.68 μmol H2/min、4730.99±135.08 μmol H2/h。从关键酶基因表达变化来看，氢酶亚基基因hyl和hycG相对表达量分别提高40.73±9.69 2-△△CT、273.83±7.74 2-△△CT 。细菌细胞的TEM分析揭示，GO-NiFe2O4 NPs能够有效地进入细胞，较多地靠近细胞质膜分布，部分位于周质空间，少量进入细胞质中。一些铁镍转运蛋白基因在反应24 和36 h均高效表达，有利于协助GO-NiFe2O4 NPs进入细胞。在此基础上，提出了GO-NiFe2O4 NPs在胞外激发光生电子产生，进一步进入细菌细胞，协同增强氢酶和甲酸氢裂解酶催化途径产氢的调控机制。参与该菌株中产氢关键酶基因相关的催化反应，在细胞内膜上使氢酶和甲酸氢裂解酶途径增强，NADH转运变多，从而使产氢量增高。
本研究构建的铁酸镍纳米复合物-Klebsiella sp.杂化体系，可将纳米材料的光催化和细菌的产氢性能有机结合，实现高效光催化产氢并解析其催化调控机制，创新了光催化制氢基础理论。
关键词：Klebsiella sp.，铁酸镍基纳米复合物，光催化产氢，氢酶，甲酸氢裂解酶，电子传递机制
PHOTOCATALYTIC HYDROGEN PRODUCTION BY NICKEL FERRITE-BASED NANOCOMPOSITE-KLEBSIELLA SP. HYBRID SYSTEM 

[bookmark: _Toc193908858][bookmark: _Toc197455051]ABSTRACT
 In the context of the acceleration of global energy transition and carbon neutrality strategy, hydrogen energy, as a clean energy carrier with zero carbon emissions and high energy density, is regarded as a key path to solve the energy crisis and environmental problems. However, the traditional biological hydrogen production technology relies on photosynthetic microorganisms (such as cyanobacteria, green algae) or dark fermentation bacteria, and faces bottlenecks such as low photoenergy conversion efficiency, lengthy electron transport chain and limited coenzyme regeneration, which seriously restricts its industrial application. At the same time, although the nano-photocatalytic system has the potential for efficient light energy conversion, it is limited by the high recombination rate of photogenerated carriers and the toxicity of photocorrosion. Therefore, in this study, nickel ferrite nanocomposites (GO-NiFe2O4 NPs) with strong photocatalytic activity were synthesized in green, and a hybrid system of nickel ferrite nanocomposites was constructed. The activities of hydrogenase and hydrolyase formate and their gene expression changes have been further explored for possible photogenerated electron transfer pathways. In this paper, a synergistic regulatory mechanism for the entry of nickel-ferrite nanoparticles and photogenerated electrons into Klebsiella sp. cells and the efficient hydrogen production of photo-biological hybrid systems is proposed. 
The main research contents and results are as follows:
(1) In this study, graphene-doped nickel ferrite nanocomposites (GO-NiFe2O4 NPs) were synthesized in green using water hyacinth leaf extract as a green reducing agent and stabilizer. By optimizing the green synthesis conditions, the optimal addition amount of graphene oxide was determined to be 3 g/L and the annealing temperature was 400°C. The characterization results of GO-NiFe2O4 NPs showed that the nanoparticles had a pure spinel structure (JCPDS 10-0325) with an average particle size of 13.3±3.3 nm, the surface functional groups (C-O bonds) significantly enhanced the interfacial stability, and the introduction of GO broadened the light absorption range to 400-650 nm, significantly reduced the band gap value, and gave the material superparamagnetism (saturation magnetization 45 emu/g).
    (2) The GO-NiFe2O4 NPs-Klebsiella sp. hybrid system (Ka/NPs) was constructed, and the photocatalytic hydrogen production of different nanomaterial additions, hybrid system fusion time and light intensity was monitored, and it was determined that the optimal nanomaterial addition amount was 1 mmol/L, the hybrid system fusion time was 4 h, and the light intensity was 3000 W/m², and the hydrogen production of the Ka/NPs hybrid system for 6 h was 70.14±3.01 mmol/L, the cumulative hydrogen production of 120 h of continuous reaction was as high as 542.10±8.62 mmol/L, and the hydrogen production rate was as high as 23.38±2.16 mmol·L-1·h-1。 Electrochemical analysis showed that the charge transfer resistance of the Ka/NPs hybrid system was reduced to 1/3 of that of the pure material, and the photocurrent density was increased by 3.7 times, which confirmed the efficient synergy between photogenerated electrons and microbial metabolism. Scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive spectroscopy (EDS) further revealed that nanoparticles were more distributed on the surface of the cell, which was conducive to the excitation and generation of photogenerated electrons under LED light irradiation.
(3) Furthermore, the engineering bacterium Klebsiella sp. The hybrid system Ka-GL/NPs was constructed by combining/pET-(hycG hyl) (Ka-GL) with GO-NiFe2O4 NPs. The results showed that the optimal photocatalytic hydrogen production conditions of the Ka-GL/NPs hybrid system were as follows: nanomaterial addition of 1 mmol/L, cell fusion time of 3 h, light intensity of 3000 W/m², hydrogen production of 101.33±3.33 mmol/L at 6 h, 44.7% higher than that of Ka/NPs hybrid system, cumulative hydrogen production of 120 h of continuous reaction of 644.10±10.81 mmol/L, peak hydrogen production rate of 27.61±1.09 mmol·L-1·h-1.Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and transient photocurrent (I-T) analysis showed that the introduction of Ka-GL further reduced the charge transfer resistance, and the photocurrent density increased by 18.3% compared with Ka/NPs, which confirmed the efficient capture ability of the hydrogenase active center to capture photogenerated electrons.
(4) In this study, the activities of metabolites, hydrogenases and hydrolyases of carbamate and the expression of key enzyme genes of the two photobiological hybrid systems were analyzed in depth, and the synergistic regulatory mechanism of efficient photocatalytic hydrogen production in nickel ferrite-Klebsiella sp. hybrid system was proposed based on the intracellular and extracellular distribution of nanoparticles. The results of metabolite analysis showed that there was no significant change in the contents of succinic acid and butyric acid after 120 h of photocatalytic reaction, and compared with the hybrid Ka/NPs, the contents of ethanol, lactic acid and acetic acid in the Ka-GL/NPs hybrid system increased to 0.31±0.02 g/L, 0.48±0.01 g/L, 0.82±0.01 g/L, respectively, and formic acid was well used in the photocatalytic reaction. The enzyme activities of hydrogenase and hydrolyase formate were enhanced to varying degrees, and the maximum enzyme activities were 1658.16±33.68 μmol H2/min, 4730.99±135.08 μmol H2/h, respectively. From the perspective of the expression changes of key enzyme genes, the relative expression levels of hydrogenase subunit genes hyl and hycG increased by 40.73±9.69 2-△△CT and 273.83±7.74 2-△△CT, respectively. TEM analysis of bacterial cells revealed that GO-NiFe2O4 NPs could enter cells efficiently, distributed more close to the cytoplasmic membrane, partly located in the periplasmic space, and entered the cytoplasm in small amounts. Some iron-nickel transporter genes were efficiently expressed at 24 and 36 h of the reaction, which was conducive to assisting GO-NiFe2O4 NPs to enter cells. On this basis, the regulatory mechanism of GO-NiFe2O4 NPs to excite photogenerated electron production outside the cell, further enter bacterial cells, and synergistically enhance the hydrogen production of hydrogen production catalyzed by hydrogenase and hydrolyase formate. It participated in the catalytic reaction related to the key enzyme genes of hydrogen production in this strain, and enhanced the hydrogen enzyme and hydrolyase formate pathways on the intracellular membrane, and increased NADH transport, thereby increasing hydrogen production.
In this study, the nickel ferrite nanocomposite-Klebsiella sp. hybrid system constructed in this study can organically combine the photocatalysis of nanomaterials with the hydrogen production performance of bacteria to achieve efficient photocatalytic hydrogen production and analyze its catalytic regulation mechanism, which innovates the basic theory of photocatalytic hydrogen production.
Go MengDie (Biology and Medicine)
Supervised by Zhang Qin
KEY WORDS: Klebsiella sp., nickel ferrite nanocomposite, photocatalytic hydrogen production, hydrogenase, formate hydrogenlyase, electron transfer mechanism
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[bookmark: _Toc193908860][bookmark: _Toc197455053]1.1 氢能源简介
[bookmark: _Toc193908861][bookmark: _Toc197455054]1.1.1 能源危机下的氢能革命
化石燃料的快速枯竭与环境恶化引发的全球能源危机，正推动人类文明向清洁能源体系加速转型[1, 2]。氢能以其零碳排放、高能量密度（142 MJ/kg）及可再生特性[3-5]，成为实现工业脱碳与交通电气化的战略性能源载体[6]。然而，当前主流的蒸汽甲烷重整制氢技术仍占据全球95%的产能，每生产1 kg氢气伴随9-12 kg二氧化碳排放，这与碳中和目标形成尖锐矛盾[7, 8]。在这一背景下，基于微生物发酵的生物制氢技术展现出独特优势：其可利用葡萄糖、淀粉等可再生底物，在常温常压下实现环境友好型制氢。但传统微生物系统面临三大技术瓶颈——理论产氢量受限（1-2 mol H₂/mol葡萄糖）、量子效率低下（<10%）、以及由NADH再生迟滞引发的电子传递障碍[9, 10]，严重制约其产业化进程。与此同时，纳米光催化体系虽具备高效光能转化潜力，却受制于光生载流子的快速复合（<1 ns）及光腐蚀引发的毒性问题[11]。因此，如何提高产氢纳米光催化剂的电子利用率，构建高效、环保、可持续的生物杂交系统仍有待探索。更重要的是，在该杂化系统中，纳米光催化剂和生物细胞协同促进制氢的可能机制仍有待探索。
[bookmark: _Toc193908862][bookmark: _Toc197455055]1.1.2 生物制氢的代谢工程突破
在生物制氢领域，产氢微生物的代谢调控机制研究取得重要进展[12]。梭菌属（Clostridium）、肠杆菌属（Enterobacter）等严格厌氧菌通过丙酮酸-铁氧还蛋白氧化还原酶系统[13, 14]，将葡萄糖分解产生的电子经氢化酶催化生成H2。但天然菌株的代谢通量分布存在根本性缺陷：约60%的碳流向溶剂生成途径（如丁酸、乙醇），仅30%用于产氢，导致理论得率难以突破2.5mol H₂/mol葡萄糖的阈值。针对此问题，合成生物学技术通过敲除adhE、ldh等竞争途径基因，并结合异源表达超嗜热氢化酶（如Pyrococcus furiosus）[15]，成功将产氢效率提升至4.8 mol H₂/mol葡萄糖。而纳米材料的介入更带来颠覆性创新：半导体量子点（如CdS纳米簇）可通过界面能带匹配，将光生电子直接注入微生物的电子传递链[11]。实验证明，负载CdS的产氢梭菌在可见光激发下，NADH再生速率提升3.2倍，光-氢转化效率达到15.7%，较纯生物体系提高近5倍。这种“人工光合”机制突破了自然代谢的物理限制，为构建光驱动生物制氢系统奠定基础[16]。
[bookmark: _Toc193908863][bookmark: _Toc197455056]1.1.3 纳米光催化材料的革新
在纳米光催化体系方面，材料工程学的发展显著改善了系统的稳定性与生物相容性[17]。传统TiO2光催化剂虽具有优异的光响应性[18]，但其宽带隙（3.2 eV）导致仅能利用低于5%的太阳光谱[19, 20]。通过构建Z型异质结（如g-C3N4/TiO2、g-C3N4@ZnIn2S4）[21-24]，可将光吸收范围扩展至600 nm，量子产率提升至22.3%。更为重要的是，金属有机框架（MOFs）材料如NH2-MIL-125(Ti)的介孔结构，为微生物附着提供三维支架，其表面羧基官能团可促进细胞膜与材料界面的电子隧穿[25]。近期研究发现，将工程化蓝藻包裹于卟啉基COF材料中，可构建光系统II（PSII）仿生结构，使光生空穴直接参与水氧化反应[26]，而电子则通过细胞色素网络传递至氢化酶，实现光能-氢能的全链条转化。这种仿生杂化体系在模拟太阳光下连续运行120 h仍保持83%的活性，展现出卓越的抗光腐蚀性能[27]。
[bookmark: _Toc193908864][bookmark: _Toc197455057]1.1.4 生物-纳米杂化系统的工业化之路
生物-纳米杂化系统的协同效应开创了第三代制氢技术的新纪元。通过半导体材料与微生物代谢网络的界面工程，成功构建了“光捕获-电子传递-质子还原”三位一体的能量转化体系：纳米结构不仅作为光敏剂扩展了光谱响应范围，其表面等离子体共振效应（如Au纳米棒）还可产生局域热场，加速底物水解与跨膜运输；而微生物细胞则发挥天然生物反应器的功能，通过定向进化获得的耐盐碱性菌株（如Halobacterium salinarum）可在高离子强度环境中维持氢化酶活性[28]。实验数据显示，这种杂化系统在工业废水电催化耦合发酵中的产氢速率达到68 mmol/L·h，较单一系统提高12倍，能量转化效率突破24%的理论极限[29]。尽管在规模化应用中仍需解决光生物反应器设计、材料-微生物界面稳定性等工程挑战，但随着基因编辑技术（CRISPR-Cas9）与纳米合成生物学（nano-synthetic biology）的深度融合，生物-纳米杂化制氢技术有望实现商业化应用[30]，为全球能源结构转型提供关键技术支撑。
[bookmark: _Toc193908865][bookmark: _Toc197455058]1.2 纳米材料生物混合系统研究进展
[bookmark: _Toc193908866][bookmark: _Toc197455059]1.2.1 传统纳米材料在生物混合系统中的局限性
以硫化镉（CdS）[11]和二氧化钛（TiO2）[18]为代表的传统光催化材料，虽在生物混合系统（如光催化产氢、污染物降解）中展现了初步潜力，但其固有缺陷已成为规模化应用的瓶颈。CdS的窄带隙（约2.4 eV）使其具备优异的可见光捕获能力，然而其光腐蚀问题导致高达60%的光生电子-空穴对未被有效利用，反而引发材料本体分解。实验表明，在连续光照24小时后，CdS纳米颗粒会释放浓度超过5 mg/L的Cd²+离子，这些重金属离子不仅破坏微生物细胞膜的完整性[31]，还会不可逆地抑制[Fe-S]簇活性中心的酶功能[32]。
相较于CdS，TiO2的化学稳定性虽显著提升，但其3.2 eV的宽带隙导致光响应范围局限在紫外区（仅占太阳光谱的4%）。为突破这一限制，研究者尝试通过氮掺杂、贵金属沉积等手段改性，但改性后的材料在可见光区的量子效率仍不足2%。更严重的是，紫外激发产生的高能空穴会引发羟基自由基（·OH）的过量生成，造成微生物DNA氧化损伤[33]。TiO2 基生物混合系统在连续运行72 h后，大肠杆菌存活率下降至初始值的17%，这从根本上制约了系统的可持续性[18]。
这些材料困境揭示了传统半导体在生物兼容性-光活性平衡上的两难抉择：窄带隙材料虽提升光吸收却牺牲稳定性，宽禁带体系虽保持稳定却依赖高能辐照[34]。因此，开发兼具宽光谱响应、抗光腐蚀和生物友好的新型光催化剂，成为突破当前技术瓶颈的关键方向[35]。
[bookmark: _Toc193908867][bookmark: _Toc197455060]1.2.2 铁酸镍纳米复合材料的突破性优势
尖晶石型铁酸镍（NiFe2O4）凭借其独特的电子结构和物化特性，为生物混合系统提供了革命性解决方案[36]。其晶体结构中Fe³+占据四面体位、Ni²+占据八面体位的特殊排布，形成了连续的三维电子传输网络，使载流子迁移率比TiO2提高2个数量级[37]。通过调节Fe/Ni摩尔比（1.8-2.2），可将带隙精确调控在1.8-2.2 eV范围，实现400-650 nm可见光的高效捕获。研究证明铁酸镍纳米粒子（NiFe2O4 NPs）是一种典型的软磁铁氧体材料，具有高饱和磁化强度、低矫顽力、良好的热稳定性和化学稳定性等性质且绿色合成的NiFe2O4 NPs生物相容性高。但迄今为止只有少数研究报道了绿色合成纳米粒子在生物制氢领域的应用，这些初步研究结果支持了绿色合成纳米粒子在产氢方面的促进作用。
周姗姗, 肖波等人发现用氧化石墨烯(GO)修饰铁酸镍(NiFe2O4), 生成了氧化石墨烯-铁酸镍 (GO-NiFe2O4) 杂化光催化剂。氧化石墨烯提高了对可见光的吸收，增强了镍铁氧体的光催化活性，该复合催化剂具有高活性和稳定性[38]。目前在降解废水中的氨方面发挥着重要作用，但对于光催化产氢方面的研究至今尚未发现。Xiao B, Liu S Q等人发现与NiFe2O4相比，AC- NiFe2O4 NPs催化剂的紫外-可见漫反射光谱显示红移和增强的可见光吸收。并证明活性炭起着吸收光子、形成光生电子、能够将光生电子转移到Fe 3d轨道的作用。实验表明该复合催化剂容易分离、可循环使用、且催化活性十分稳定，该催化剂具有潜在的应用价值[39]。由于Fe、Ni及其氧化物纳米粒子可以提供Fe、Ni元素，结合在[Ni-Fe]氢化酶活性位点上，提高其活性，从而促进生物氢的合成[40]。同时，增强铁氧还蛋白活性，促进电子和氢转移，纳米粒子本身的表面效应和量子尺寸效应最终可提高生物产氢效率[41]。氧化石墨烯（GO）修饰策略进一步放大了其性能优势：GO的π共轭结构可作为电子高速公路，将NiFe2O4的电子转移速率提升至裸材料的3.7倍[42, 43]。拉曼光谱显示，GO与NiFe2O4间形成的Fe-O-C共价键使界面电阻降低78%。这种协同效应使得GO-NiFe2O4复合物在可见光下的氨降解效率达到85%，较纯相材料提升40%。更重要的是，镍铁元素与微生物氢化酶活性中心的[Ni-Fe]簇具有同源性，电化学阻抗谱证实，复合物向产氢菌的电子传递活化能明显降低。材料的超顺磁性赋予其独特的可回收优势，在外加磁场作用下，纳米颗粒还可回收利用，避免了传统离心分离导致的菌体损伤[36, 44]。
1.2.3 绿色合成技术与可持续发展前景
采用水葫芦提取液制备NiFe2O4的绿色合成路线，开创了环境友好型纳米材料制造的新方式[45]。水葫芦中富含的酚类化合物（如咖啡酸、阿魏酸）和多糖成分，既作为还原剂将金属前驱体（Ni(NO3)2·6H2O和FeCl3）转化为纳米颗粒，又通过羟基配位作用调控晶粒生长。透射电镜显示，生物合成的NiFe2O4呈现均一的球形，比传统水热法产物尺寸分布窄40%。XPS分析证实，表面吸附的有机官能团形成保护层，使材料稳定性增强。
展望未来，通过构建NiFe2O4与微生物三维互穿网络结构，可进一步提升光生电子利用率。德国马普研究所最新模拟表明，在纳米颗粒表面接枝羧基官能团，可使材料与菌体膜的粘附能提升5倍，从而建立直接电子传递通道[46]。
[bookmark: _Toc193908868][bookmark: _Toc197455061]1.3 纳米材料生物混合系统的瓶颈与挑战
[bookmark: _Toc193908869][bookmark: _Toc197455062]1.3.1 传统微生物产氢体系的技术瓶颈与挑战
  以大肠杆菌（Escherichia coli）和奥奈达希瓦氏菌（Shewanella oneidensis）为代表的传统微生物产氢平台[47, 48]，在生物-非生物界面电子传递效率与抗逆性方面存在显著缺陷。大肠杆菌虽可通过异化金属还原途径进行胞外电子转移（EET），但需依赖甲基紫精等外源电子介体，导致系统运行成本增加且存在二次污染风险[49]。实验数据显示，其与TiO2构建的杂化体系在3 h内仅能产生1.25 mmol H₂，电子传递效率不足15%。而奥奈达希瓦氏菌在CdSe基光催化体系中，需通过反向电子传递链（Reverse Electron Transport）驱动产氢过程，该过程消耗高达30%的代谢能用于维持跨膜质子梯度，造成严重能量损失[50]。
更严峻的挑战来自光腐蚀引发的活性氧（ROS）毒性效应。紫外光激发的TiO₂表面空穴可氧化水分子生成羟基自由基（·OH），其浓度在连续光照6 h后达到12 μM，导致大肠杆菌膜脂过氧化程度增加4.8倍[51]。类似地，CdS光腐蚀释放的Cd²+与超氧阴离子（O2⁻）形成协同毒性[52]，使希瓦氏菌的ATP合成酶活性降低至初始值的23%。为应对氧化应激，研究者被迫引入谷胱甘肽氧化还原循环系统等复杂解毒策略，但这使反应体系复杂度倍增[53]。
[bookmark: _Toc193908870][bookmark: _Toc197455063]1.3.2 克雷伯氏菌的代谢优势与光驱产氢整合潜力
克雷伯氏菌（Klebsiella sp.）作为兼性厌氧菌，凭借独特的双路径产氢机制展现出突破性潜力[54, 55]。其[Ni-Fe]氢化酶与甲酸氢裂解酶（FHL）构成的协同代谢网络，可实现多底物高效转化：在葡萄糖为碳源时，通过磷酸转乙酰酶-乙酸激酶途径可生成4 mol H2/mol葡萄糖（理论值）[17, 56]；而以甘油为底物时，可经还原性TCA循环额外产生2 mol H2。且研究表示NiFe2O4 NPs与Klebsiella sp.有很好的生物相容性，纳米粒子的添加可以通过促进Klebsiella sp.产氢途径中关键酶的活性来提高产氢能力，但目前Klebsiella sp.在光催化产氢中的应用研究还有待探索[45]。
[bookmark: _Toc193908871][bookmark: _Toc197455064]1.3.3 现有生物杂化体系的挑战与瓶颈
尽管现有生物杂化系统具有创新性，但仍面临诸多技术难题。例如大肠杆菌-硫化镉体系虽能产氢（1.5 mmol/g干细胞重）[57]，但需严格厌氧环境且镉离子毒害严重。希瓦氏菌-铜铟硫/硫化锌体系虽实现5.2%的光氢转化效率[58]，却受限于电子传递效率低下及代谢途径竞争。当前核心矛盾在于如何平衡微生物活性与纳米材料稳定性，这已成为制约领域发展的关键瓶颈。
[bookmark: _Hlk192512976]表1-1  生物混合系统的光催化制氢性能
Table 1-1  Photocatalytic hydrogen production performance of biohybrid systems.
	光催化材料
	菌种
	光照条件
	H2产量
	参考文献

	AglnS2/In2S3
	E.coli

	xenonlamp 140 mWcm−2
	553 µmol/ h
	[59]

	TiO2 nanotubes
	Rhodopseudomonas palustris
	LED lamp (λ>420 nm)
	12.3 mmol/L
	[60]

	CuInS2/ZnS QDs dotcomposite
	Shewanella oneidensis 
	xenonlamp (275 mWcm−2)
	356.56±18.17 µmol
	[61]

	CdSeQDs
	E.coli

	Xenonlamp (λ=420 nm)
	2000 µmol/h quantum efficiency of 28.7%
	[62]

	MoS2/CdS
	Rhodobacter sphaeroides
	300 W Xe lamp (λ>380 nm)
	24.8 mmol/L
	[63]

	CdSexS1−x
	E.coli
	mercurylamp
	70.2 μ mol /108 cells
	[64]

	Cu2O/graphene composite membrane
	E.coli
	Visible light
	45.2 mmol/g Catalyst
	[65]

	Conjugatedpolymers
	E.coli
	LED lamp (λ=395-420 nm)
	3.442 mmol/g/h
	[66]

	CuO/ZnO/CuO
	Shewanella oneidensis MR-1
	Xe lamp (λ=400-700)
	13.6±9.7 mmol/m2/d
	[67]



[bookmark: _Toc193908872][bookmark: _Toc197455065]1.4 本研究内容、意义和技术路线
[bookmark: _Toc193908873][bookmark: _Toc197455066]1.4.1 研究内容
[bookmark: OLE_LINK50]以绿色合成的铁酸镍纳米粒子调控纯培养产氢细菌在不同产氢体系中暗发酵生物制氢[45]，研究表示NiFe2O4 NPs与Klebsiella sp.有很好的生物相容性，而且纳米粒子的添加可以通过促进Klebsiella sp.产氢途径中关键酶的活性来提高产氢能力，但目前Klebsiella sp.在光催化产氢中的应用研究甚少。为此，在本研究中，构建了光催化活性强的铁酸镍基纳米复合物（GO-NiFe2O4 NPs）为重要的半导体纳米材料，它的绿色、高效合成对可见光驱动的铁酸镍基纳米复合物-Klebsiella sp.杂化体系构建产氢至关重要。此基础上，拟研究 Klebsiella sp.利用来自表面沉积的纳米复合物的光生电子增强了光-生物杂化系统的生物产氢性能，阐述光电化学特性、氢酶和甲酸氢裂解酶活性及其基因表达变化，对可能的光生电子转移途径进行了详细讨论。提出了来自铁酸镍基纳米粒子的光生电子增强Klebsiella sp.细胞的生物杂化系统中光驱动的生物制氢的潜在机制，有望达到更高产氢效率。具体研究内容如下：
[bookmark: _Hlk118664950]（1）探究氧化石墨烯不同添加剂量对铁酸镍纳米粒子光催化活性的影响，优化其合成条件，以可见吸收峰波长及其强度为界定标准，确定可见吸收活性强的铁酸镍基纳米复合物（GO-NiFe2O4 NPs）是否获得。获得的纳米复合物进一步进行紫外-可见吸收光谱（UV-Vis）和XRD检测，这两项表征可行的纳米复合物才做深入的表征如（FTIR、XPS、SEM、TEM、 VSM、EDS）等检测所得金属材料成分与大小，筛选合适方案。
（2）构建铁酸镍基纳米复合物克雷伯氏菌杂化系统（Ka/NPs）及克雷伯氏菌工程菌杂化系统（Ka-GL/NPs），并通过调控纳米材料添加量（0.5-2.5 mmol/L）、菌体融合时间（2-6 h）及光照强度（500-5000 W/m²），研究其在可见光光照条件下引起的生物氢产量、氢酶和甲酸氢裂解酶活性、电化学分析及其基因表达变化。
（3）对电子转移及菌株产氢代谢途径进行深入解析，初步阐释非光合型的Klebsiella sp.利用铁酸镍基纳米复合物激发的光生电子传递增强该杂化体系产氢的可能机制。
[bookmark: _Toc193908874][bookmark: _Toc197455067]1.4.2 研究意义
近年来，半导体纳米材料和细菌如大肠杆菌、希瓦氏菌等构建的光生物杂化系统实现光驱动的全细胞催化产氢已有较多研究。然而，研究者们提出的光催化制氢机制往往因光驱动材料和产氢微生物而异，并且共性机制理论主要集中于光生电子转移机制和产氢细菌氢酶催化途径增强机制，但对于甲酸氢裂解酶催化途径发达的产氢细菌的光催化增强机制却鲜见报道，为此，本研究采用铁酸镍基纳米复合物和Klebsiella sp.及其工程菌构建的杂化体系不仅创新了光-生物杂化体系，还深入探究了半导体纳米材料和产氢细菌生物氢合成相关酶催化途径协同增强光催化产氢的调控机制，对于生物杂化体系光催化产氢基础理论的创新和完善具有重要的理论指导意义。
[bookmark: _Toc193908875][bookmark: _Toc197455068]1.4.3 研究技术路线
本研究的技术路线如图 1-1 所示：
[image: 图示
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图1-1 技术路线图
Fig. 1-1 Technology roadmap
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[bookmark: _Toc193908876][bookmark: _Toc197455069][bookmark: _Hlk160913449]第2章 铁酸镍基纳米粒子的绿色合成及表征

[bookmark: _Toc193908877][bookmark: _Toc197455070]2.1 引言
[bookmark: _Toc131584510][bookmark: _Toc136874119]绿色合成纳米材料因其环境友好、低能耗及生物相容性优势，成为替代传统化学合成方法的重要研究方向[69]。传统铁酸镍（NiFe2O4）纳米粒子多采用高温煅烧或化学还原法制备，存在能耗高、毒性试剂残留及粒径不均等问题[70]，限制了其在生物体系中的应用。植物提取液因其丰富的还原性多酚、多糖及有机酸成分，可作为绿色还原剂与稳定剂，为纳米材料的可控合成提供了新途径。水葫芦（Eichhornia crassipes）作为入侵物种，生物质资源丰富且富含咖啡酸、阿魏酸等功能性成分，但其在纳米合成领域的潜力尚未被充分挖掘。开发基于水葫芦的绿色合成技术，既能实现废弃生物质的资源化利用，又可推动高性能纳米材料的可持续制备。
本章以水葫芦叶部提取液为调节剂，通过水热共沉淀法构建氧化石墨烯掺杂的铁酸镍纳米复合物（GO-NiFe2O4 NPs），旨在突破传统合成工艺的局限性。通过优化提取液浓度、氧化石墨烯掺杂比例及退火温度等关键参数，调控纳米粒子的形貌、尺寸及界面特性，结合XRD、FTIR、VSM等表征手段[71]，系统分析材料的晶体结构、表面官能团、磁学性能。重点探究GO的引入对NiFe2O4光吸收范围、电荷分离效率及稳定性的影响，为后续构建高效光生物杂化体系奠定材料基础。
[bookmark: _Toc193908878][bookmark: _Toc197455071][bookmark: _Toc136874120]2.2 实验材料与仪器
[bookmark: _Toc193908879][bookmark: _Toc197455072]2.2.1 实验材料
水葫芦：采自安徽工程大学校园内人工湖。
[bookmark: _Toc136874121]实验所用试剂见附录表１。
[bookmark: _Toc193908880][bookmark: _Toc197455073]2.2.2 实验仪器
[bookmark: _Toc136874122]实验所用仪器见附录表２。
[bookmark: _Toc193908881][bookmark: _Toc197455074][bookmark: _Toc131584512][bookmark: _Toc136874123]2.3 实验方法
[bookmark: _Toc193908882][bookmark: _Toc197455075]2.3.1铁酸镍基纳米复合物的绿色合成
[bookmark: _Toc131584513]基于导师课题组前期采用水葫芦提取液绿色合成铁酸镍纳米粒子的方法[45]，取10 g新鲜水葫芦叶依次清洗干净并研磨成泥获得提取物，加50 mL蒸馏水洗涤提取物3次，再进一步置于95~100℃水浴中加热提取10 min，冷却至室温后抽滤并定容至50 mL，得水葫芦叶提取液。
称取NiCl2·6H2O（3.96g）和Fe(NO3)3·9H2O（13.32 g）溶解在80 mL去离子水中；搅拌均匀后再加入20 mL超声分散处理好的氧化石墨烯悬液（GO的添加量依次设置为2 g/L、3 g/L和4 g/L），置于磁力搅拌器上搅拌均匀；室温下，将上述提取液全部加入其中，置于磁力计搅拌器上连续搅拌20 min；置于60℃水浴锅中恒温加热10 h，期间每1.5 h搅拌一次，至获得粘性凝胶；进一步置于100℃恒温干燥箱中干燥18 h后研磨成粉末，在马弗炉中400℃煅烧6 h。
获得的干燥样品冷却后进一步用研钵研磨成细粉末，再用无水乙醇、去离子水清洗产品3次，在80℃的恒温干燥箱中烘干至恒重（6~8 h）；即得绿色合成的铁酸镍基纳米复合物（GO-NiFe2O4 NPs）。
[bookmark: _Toc136874124][bookmark: _Toc197455076][bookmark: _Toc131583759][bookmark: _Toc131584515]2.3.2 铁酸镍基纳米复合物的表征
[bookmark: _Toc131583761][bookmark: _Toc131584517]2.3.3.1 紫外-可见漫反射光谱（UV-Vis）的测试
[bookmark: _Toc131583762][bookmark: _Toc131584518]采用配备积分球附件（ISR-3100型）的岛津UV-3600型紫外-可见-近红外分光光度计，依照ASTM E1792标准测试规程进行漫反射光谱分析[72]。测试参数设定为：光谱扫描范围覆盖紫外-可见-近红外宽谱区（200-800 nm），分辨率0.1 nm，采用快速扫描模式（扫描速率1200 nm/min），数据采集间隔0.2 nm，入射/出射狭缝宽度均设定为2.0 nm。样品前处理严格遵循JIS K 0115光谱分析标准：将0.03 g待测粉末样品与光谱纯级硫酸钡（BaSO4，1.5 g）按1:50质量比于玛瑙研钵中充分研磨混合压片。测试过程中实时采集参比样（纯BaSO4压片）背景光谱，并通过仪器内置软件执行基线校正，最终获得标准化漫反射吸收光谱数据。
[bookmark: _Hlk193582170]2.3.3.2 傅里叶红外光谱（FTIR）的测定
[bookmark: _Toc131583765][bookmark: _Toc131584521]采用傅立叶红外光谱仪（Thermo Scientific Nicolet iS10）在4000-400 cm−1范围内鉴定样本的官能团[73, 74]。
[bookmark: _Toc131583760][bookmark: _Toc131584516]2.3.3.3 Ｘ射线粉末衍射（XRD）检测
采用理学SmartLab 9kW高分辨率X射线衍射系统（配备HybridPixel阵列探测器）进行多晶材料结构解析，严格遵循ASTM E975-20标准测试规程。大角XRD标准测试环境为：Cu靶陶瓷X射线管（Kα辐射，λ=1.5406 Å，Kβ辐射通过石墨单色器滤除），电压为40 kV，电流为100 mA，扫描范围为5-90°，扫描速度为6°/min，入射波长Ａ＝1.5406 nm。通过测试大角XRD谱图并与标准PDF卡片谱图对比，可推断出测试样品是否为纯相和样品的晶相结构等重要信息[75]。
2.3.3.4 振动样品磁强性（VSM）的检测
采用振动样品磁强计（SQUID-VSM，MPMS-3）在室温下10-2 emu磁矩下进行VSM分析，确定GO-NiFe2O4 NPs的基本磁学性能。
2.3.3.5 GO-NiFe2O4 NPs半导体催化剂的带隙
先通过积分球得到GO-NiFe2O4 NPs半导体催化剂的紫外可见漫反射图谱，找出其曲线的一阶微分并求出极值。找出极值后，极值横坐标为X，纵坐标为Y，过（X，X对应原数据图的纵坐标）做一条斜率为Y的直线，读出这条直线与X轴的交点后根据公式Eg（eV）=1240/λg（nm）来计算带隙。
2.3.3.6 扫描电子显微镜（SEM）与X-射线能量色谱（EDS）的检测
[bookmark: _Toc131583763][bookmark: _Toc131584519]采用场发射扫描电子显微镜（日立regulus 8100）进行样本SEM和EDS表征，用以获得纳米粒子表面形貌、尺寸和EDS能谱分析等数据[76]。
2.3.3.7 透射电子显微镜（TEM）的检测
[bookmark: _Toc131583764][bookmark: _Toc131584520]采用Tecnai G2 F30 S-TWIN透射电子显微镜（FEI）观察纳米粒子的微观形貌。GO-NiFe2O4 NPs的尺寸分布是根据TEM显微照片确定的，并使用ImageJ 1.52图像处理软件进行分析，颗粒尺寸通过OriginPro 2024计算。
[bookmark: _Toc131583766][bookmark: _Toc131584522]2.3.3.8 X射线光电子能谱（XPS）的检测
[bookmark: _Toc131584523][bookmark: _Toc136874126]采用配备单色化Al Kα X射线源（hv=1486.6 eV）的赛默飞K-Alpha型X射线光电子能谱仪进行样本的XPS表征，测试样品利用铝靶（1486.6 eV）为激发源，功率为300 Ｗ。测试时以C 1s标准峰（284.8 eV）进行结合能校正，能量分析器分辨率设定为0.5 eV（步长0.1 eV），每个元素谱扫描次数≥3次以确保数据重现性，可以用来分析材料表面成分、化学价态及含量[77]。
[bookmark: _Toc193908883][bookmark: _Toc197455077][bookmark: _Toc131584524][bookmark: _Toc136874127]2.4 结果和讨论
[bookmark: _Toc193908884][bookmark: _Toc197455078]2.4.1 铁酸镍基纳米复合物的形态和结构表征分析
基于植物化学分析研究，水葫芦（Eichhornia crassipes）提取液中富含酚类、黄酮类、萜类等次生代谢物，其分子结构中存在的邻位羟基及羰基官能团可通过配位作用有效稳定金属前驱体，为本研究构建绿色高稳定性纳米复合材料提供了理论依据[78]。本研究掺杂2 g/L、3 g/L和4 g/L三个不同浓度的氧化石墨烯均获得了具有超顺磁特性的黑褐色纳米复合材料粉末，且可通过强磁体吸引收集和重复利用。
[bookmark: _Hlk192421294]紫外-可见漫反射光谱（UV-Vis）可以为研究纳米颗粒的形成过程提供明确的研究思路。本研究合成纳米粒子的UV-Vis DRS图2-1a表征结果表明，不同浓度氧化石墨烯掺杂的铁酸镍纳米粒子（GO-NiFe2O4 NPs）都具有良好的可见光吸收性能，尤其是掺杂氧化石墨烯为3 g/L的GO -NiFe2O4 NPs，较之NiFe2O4 NPs具有显著拓宽的可见光吸收范围，并且吸收强度也显著提高，由此可认为，掺杂3 g/L氧化石墨烯的GO-NiFe2O4 NPs为良好的可见光催化材料。傅里叶红外光谱（FTIR）的检测（图2-1b）表征结果显示，制备的GO-NiFe2O4 NPs具备NiFe2O4 NPs所有特征性振动峰，如对应Fe-O、Ni-O伸缩振动的在615.66 cm-1、452.23 cm-1处的吸收峰；对应表面游离-OH的在3445.81 cm-1、1657.99 cm-1处的吸收峰；代表有机分子的-CH、C=O基团的在2936.10 cm-1、2840.15 cm-1处的吸收峰。而GO-NiFe2O4 NPs在1039.44 cm-1的吸收峰，为NiFe2O4 NPs不具有的，代表C-O 伸缩振动，表明掺杂氧化石墨烯的铁酸镍纳米复合物成功合成。由（图2-1c）可看出，合成的GO-NiFe2O4 NPs衍射峰较尖锐，表明该样品具有较好的尖晶石结构，在18.4°、30.3°、35.7°、37.3°、43.4°、53.8°、57.4°、62.9°、71.5°、74.6°的衍射峰分别对应于铁酸镍的（111）、（220）、（311）、（222）、（400）、（422）、（511）、（440）、（620）、（533）晶面，与标准卡片JCPDS NO. 10-0325完全符合，表明合成的GO-NiFe2O4 NPs具备NiFe2O4 NPs所有特征峰，并未改变其作为铁酸镍纳米粒子的基本特性。除具有NiFe2O4 NPs的特征峰外，GO-NiFe2O4 NPs还具有一些其它的衍射峰，较多与氧化石墨烯（GO）的特征峰一致[79]，表明其掺杂GO亦较成功。
由图2-1d的磁滞回线可首先确定合成的GO-NiFe2O4 NPs为具有软磁性的铁磁体，与NiFe2O4 NPs相似，说明氧化石墨烯的参杂并不影响纳米材料本身的磁学性能，且其剩余磁化强度(Mr)、饱和磁化强度(Ms)和矫顽力(Hc)均与NiFe2O4 NPs的三个磁性指标值接近，表明GO-NiFe2O4 NPs具备铁磁体的磁学性能，可在外加磁场作用下回收利用。由图1-1e的半导体带隙结果可知GO-NiFe2O4 NPs较NiFe2O4 NPs具有更低的带隙值。GO-NiFe2O4 NPs导电性能得到明显增强，说明其电子从价带跃迁到导带所需的能量较小[80]，GO-NiFe2O4 NPs在常温或较低能量激发下即可产生本征载流子（电子和空穴），本征电导率显著提高。GO-NiFe2O4 NPs光吸收范围得到显著拓宽，这与UV-Vis DRS图2-1a表征结果一致。
[image: 图形用户界面
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[bookmark: _Hlk192342557]图 2-1 制备的 GO-NiFe2O4 NPs 的形态和结构表征：（a） 紫外-可见光 DRS，（b） FTIR，（c） XRD，（d） VSM，（e） 带隙图，（f） X 射线光谱 （EDS） 点分析，（g） SEM，（h） TEM，（i） EDS 光谱面分布。
Fig. 2-1 Morphological and structural characterization of the prepared GO-NiFe2O4 NPs: (a) UV-Vis DRS, (b) FTIR, (c) XRD, (d) VSM, (e) Band gap map, (f) X-ray spectroscopy (EDS) spot analysis, (g) SEM, (h) TEM (i) EDS spectral plane distribution. 
[bookmark: _Toc193908885]由图2-1f-i可知，通过扫描电子显微镜（SEM）对GO-NiFe2O4 NPs的形貌分析表明，其呈现出由多级团簇组装而成的单分散立方纳米颗粒体系，这种层级聚集现象可归因于纳米颗粒的固有磁特性以及初级粒子间以范德华力为主导的表面弱相互作用。透射电子显微镜（TEM）高分辨成像进一步证实，GO-NiFe2O4 NPs具有规整的立方相晶体结构特征，且在磁偶极-偶极相互作用驱动下形成典型磁致团聚形貌。通过Image J软件对TEM图像进行纳米粒度统计分析（如内嵌图所示），基于多个颗粒的统计样本进行高斯拟合，结果显示该纳米颗粒体系的平均粒径为（13.3±3.3）nm（均值±标准偏差），符合磁性纳米材料的典型尺寸分布规律。由EDS分析可知，C、O、Fe、Ni四种元素均匀的分散在样品中，纳米粒子中C、O、Fe、Ni的元素百分比分别为11.40%、26.79%、36.20%、25.61%。EDS能谱证实了GO-NiFe2O4 NPs的成功制备，可看出样品中主要元素为C、O、Fe、Ni，无额外杂质元素，表明绿色合成的GO-NiFe2O4 NPs具有较高的纯度。
[bookmark: _Toc197455079]2.4.2 铁酸镍基纳米复合物的XPS分析
GO-NiFe2O4 NPs的XPS表征结果如图2-2所示。图2-2a为XPS全扫描谱，曲线上的峰对应Ni、Fe、O、和C四种元素，没有发现其他元素。C 1s谱（图2-2b）的拟合峰位于284.7、285.4、288.6 eV处，分别代表非氧化环碳、C-O键上的碳原子、C-O上的碳原子，表明氧化石墨烯中的碳原子有效地掺杂到GO-NiFe2O4 NPs中[81]。O 1s谱图1-2c显示，531.2 eV处有一个峰值，对应于样品中的金属-氧键（晶格氧），而529.9 eV处另一个峰则可能为样品表面的氧空位或吸附氧。
[image: 图表, 直方图
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图 2-2 （a）GO-NiFe2O4 NPs的XPS全扫描谱，（b）C 1s谱，（c）O 1s谱，（d）Fe 2p谱，（e）Fe 3p谱，（f）Ni 2p谱。
Fig. 2-2 (a) XPS full scan spectrum, (b) C1s spectrum, (c) O 1s spectrum, (d) Fe 2p spectrum, (e) Fe 3p spectrum, (f) Ni 2p spectrum of GO-NiFe2O4 NPs.
[bookmark: _Toc193908886]图1-2d为四峰拟合的Fe 2p谱，710.6和713.7 eV为八面体配位的Fe2+和Fe3+，724.5和725.7 eV为位于四面体（A位点）位置的Fe3+，这一发现与文献中关于Fe3O4 NPs[81]的数据接近，由此表明八面体位置的铁离子可同时以Fe2+和Fe3+状态存在。图1-2e为两峰拟合的Fe 3p谱，Fe 3p轨道因自旋角动量与轨道角动量耦合作用，会分裂为两个能量不同的峰，分别对应 3p3/2 和 3p1/2 能级，55.4 eV和57.1 eV即为Fe 3p3/2和Fe 3p1/2自旋轨道峰。Ni 2p谱（图1-2f）揭示在554.9、860.8、872.6和879.1 eV处有四个峰，结合能为554.9和872.6 eV的两个峰分别为Ni 2p3/2和Ni 2p1/2自旋轨道峰，其他两个峰为卫星峰。
[bookmark: _Toc197455080]2.5 本章小结
本章成功利用水葫芦叶部提取液为绿色还原剂与稳定剂，绿色合成了氧化石墨烯掺杂的铁酸镍纳米复合物（GO-NiFe2O4 NPs），其中， GO的引入使光吸收范围拓宽至400-650 nm，带隙值显著降低。绿色合成工艺将退火温度降至400℃，且完全避免了有毒试剂的使用。
本章研究不仅验证了水葫芦生物质在纳米材料合成中的独特优势，还为开发高稳定性、宽光谱响应的光催化剂提供了重要实验依据，为后续的光生物杂化体系的构建奠定了材料基础。


[bookmark: _Toc193908887][bookmark: _Toc197455081][bookmark: _Hlk160913479]第3章 铁酸镍基纳米复合物-克雷伯氏菌杂化体系产氢工艺优化及电化学分析

[bookmark: _Toc193908888][bookmark: _Toc197455082]3.1 引言
[bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK52]在全球能源结构转型与碳中和战略背景下，光驱动生物制氢技术因其绿色可持续特性成为研究热点[82]。然而，传统生物制氢体系受限于光能转化效率低、电子传递链冗长及辅酶再生不足等瓶颈，难以满足工业化需求[83]。非光合微生物与纳米光催化材料的杂化系统通过耦合光生电子与生物代谢网络，为解决上述问题提供了新思路。在前期光驱产氢研究中，大肠杆菌已体现出拓展性强、易培养和易改造等优点[84]，但也存在电子传递效率不高，电子传递机理不清等问题[85]。Klebsiella sp.是一株具备[Ni-Fe]氢酶和甲酸氢裂解酶的高效产氢细菌[86]，如曹娟娟等研究报道了绿色合成的铁酸镍纳米粒子添加至Klebsiella sp.发酵产氢体系中可促进生物氢的合成[45]，且NiFe2O4 NPs与Klebsiella sp.有良好的生物相容性，纳米粒子的添加可增强菌株氢酶和甲酸氢裂解酶催化产氢途径从而提高产氢能力，然而，二者结合构建杂化体系在光催化产氢中的应用迄今尚未见报道。
[bookmark: _Hlk198556261]因此，本章构建了Klebsiella sp. WL1316/GO-NiFe2O4 NPs杂化体系（Ka/NPs），进一步优化光催化产氢条件，深入研究了该系统的电化学特性。
[bookmark: _Toc193908889][bookmark: _Toc197455083]3.2实验材料与设备
[bookmark: _Toc193908890][bookmark: _Toc197455084]3.2.1 实验材料
[bookmark: _Hlk158105963]3.2.1.1 培养基
[bookmark: OLE_LINK1]实验所用LB培养基，活化培养基，配方见附录表1；
光催化反应液的配制: 15 mmol/L NaCl，10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0)，15 mmol/L葡萄糖，5 mmol/L木糖，110℃灭菌30 min。
3.2.1.2 实验菌种
本实验所用克雷伯氏菌（Klebsiella sp. WL1316）产氢菌种：为本实验室保藏[45]。
[bookmark: _Toc193908891][bookmark: _Toc197455085]3.2.2 实验试剂及仪器
所用试剂、仪器见附录表2、3。
[bookmark: _Toc193908892][bookmark: _Toc197455086]3.3 实验方法
[bookmark: _Toc193908893][bookmark: _Toc197455087]3.3.1 铁酸镍基纳米粒子的制备
见第二章所确定的最佳工艺条件。
[bookmark: _Toc193908894][bookmark: _Toc197455088]3.3.2 分批光催化Ka/NPs产氢杂化系统的构建
（1）挑取克雷伯氏菌单个菌落，将其接种于灭菌的菌种活化培养液中，于37℃、180 rpm的旋转速度下振荡培养12~16 h。在4000 rpm下对得到的培养物进行20 min的离心，去除上清液，收集细菌沉淀物，并用无菌生理盐水洗涤2次。
（2）获得的菌体按10 g/L湿菌体浓度加入100 mL反应体系，反应体系中还加入紫外杀菌30 min 以上的不同（0.5 mmol/L、 1 mmol/L 、1.5 mmol/L、 2 mmol/L、 2.5 mmol/L）GO-NiFe2O4 NPs和1 mmol/L半胱氨酸[17]。
（3）将这100 mL反应液先转入250 mL三角瓶，无氧条件下先放37℃、180 rpm摇床摇菌融合不同时间（ 1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h），保证杂化系统的融合。获得的生物杂化系统，在不同的LED灯光照强度（500、1000、2000、3000、4000、5000 W/m2）进行光催化产氢实验，每种条件分别进行三组平行实验。
（4）以产氢量为界定标准，确定最优的光催化处理条件。
[bookmark: _Toc193908895][bookmark: _Toc197455089]3.3.3 生物氢含量及杂化体系形貌的测定
在可见光驱动的生物杂化催化体系中，产氢性能通过碱液置换式气密性集气装置进行氢气体积定量检测，并依据理想气体状态方程转化为单位时间产氢浓度（mmol/L）[87-89]。具体计算根据标准的温度、压力，用公式(1)对收集的气体体积进行换算：

                     (1)
其中T1为37℃， T2为25℃， W为25℃处H2O的蒸气压(Pa)。
针对催化反应前后体系的微观结构演变，采用扫描电子显微镜（SEM）结合能量色散X射线光谱（EDS）进行表面形貌系统化表征及元素分布解析，重点关注活性位点形貌特征与元素组成的动态变化规律。
[bookmark: _Toc193908896][bookmark: _Toc197455090]3.3.4 电化学测定
采用三电极体系的电化学测试（包括电化学阻抗谱、光电流曲线和线性扫描伏安法）通过CHI760e型电化学工作站完成[90]。实验以0.5 M Na2SO4溶液作为电解质，使用365 nm LED光源进行照射[91]。具体电极配置如下：Ag/AgCl电极作为参比电极，铂片作为对电极，透明导电玻璃ITO（含样品，有效面积为1×0.8cm2）作为工作电极[92, 93]。
工作电极的制备流程如下：首先将5 mg光催化剂与3 mL乙醇及25 μL Nafion溶液混合，经30分钟超声处理形成均匀悬浮液。随后使用微量移液器吸取10 μL该悬浊液，均匀滴涂于透明导电玻璃ITO表面，最后在60°C烘箱中干燥固化2 h。电化学阻抗谱测试参数设定为：交流振幅5 mV，频率扫描范围1~106 Hz。所有测试均在室温条件下进行，确保实验条件的一致性。
[bookmark: _Toc193908897][bookmark: _Toc197455091]3.4 结果与讨论
[bookmark: _Toc193908898][bookmark: _Toc197455092]3.4.1 Ka/NPs杂化体系产氢条件的优化
本研究进行三种不同条件的光催化反应实验并最终确定了最佳反应条件，由（图3-1）可知对于Ka /NPs生物杂化反应体系当LED灯光照强度为 3000 W/m2 ，摇菌融合 4 h ，纳米粒子添加量为 1 mmol/L时，光催化产氢量在6 h内达到最高值70.14±3.01 mmol/L。
[image: 图表, 条形图, 直方图

AI 生成的内容可能不正确。]
图 3-1 不同条件对Ka/NPs杂化体系产氢的影响。
Fig. 3-1 Effects of different conditions on hydrogen production in Ka/NPs hybrid system.
[bookmark: _Toc193908899][bookmark: _Toc197455093]3.4.2 Ka/NPs杂化体系光催化产氢
[bookmark: _Hlk130846594]接着对该生物杂化体系进行连续五天的光催化反应实验，图3-2实验结果表明Ka/NPs生物杂化反应体系及单独添加GO-NiFe2O4 NPs、Klebsiella sp.(Ka)处理均能有效催化产氢，表明GO-NiFe2O4 NPs作为一种半导体纳米材料、Klebsiella sp.作为一种产氢细菌，在协同和单一处理条件下均可促进氢气的产生。
[bookmark: _Hlk191303281]在LED灯光强为3000 W/m2下，Ka /NPs生物杂化反应体系的累计产氢量图3-2a和产氢速率图3-2b最高，累计产氢量可达542.10±8.62 mmol/L, 产氢速率最高可达23.38±2.16 mmol·L-1·h-1，这可能是纳米材料催化剂（GO-NiFe2O4 NPs）和生物催化剂（Klebsiella sp.）协同作用的结果。
[image: ]
[bookmark: _Hlk192408277]图 3-2产氢结果:（a）累计产氢量，（b）氢气生产速率。
Fig. 3-2 Hydrogen production results: (a) cumulative hydrogen production, (b) hydrogen production rate.
[bookmark: _Toc193908900][bookmark: _Toc197455094]3.4.3 Ka/NPs杂化体系扫描电镜及EDS能谱分析
利用SEM对合成的Ka/NPs杂化体系的形貌和结构进行了表征。Ka/NPs生物杂化反应体系在LED灯光强3000 W/m2条件下催化反应120 h后的扫描电镜的EDS能谱图结果如图3-3所示。 
[image: 图形用户界面, QR 代码

AI 生成的内容可能不正确。]
图 3-3光催化反应120 h后Ka/NPs 的扫描电子显微镜的EDS能谱图及元素组成分析：（a）EDS能谱分析图，（b）SEM的EDS 图像，（c）C ,（d）O,（e）Fe,（f）Ni。 
Fig.3-3 EDS spectra and elemental composition analysis of Ka/NPs by scanning electron microscope after 120 h of photocatalytic reaction: (a) EDS spectroscopy, (b) EDS images of SEM, (c) C, (d) O, (e) Fe, (f) Ni.
[bookmark: _Toc193908901][bookmark: _Hlk130846744]从图3-3可看出， Klebsiella sp.在经过120 h的光催化反应后仍然保持着很好的表面形貌，并可见大量纳米粒子亮点已沉积于菌体细胞表面[94]，表明反应过程中，GO-NiFe2O4 NPs和Klebsiella sp.细胞协同起到了催化促产氢的作用。通过面扫图像可以看出Ka细胞表面附着的亮点表明，亮点由C、O、Fe、Ni四种元素组成，无其它额外杂质元素。
[bookmark: _Toc197455095]3.4.4 Ka/NPs杂化体系电化学分析
对该生物杂化体系进行电化学表征，包括线性扫描伏安法 （LSV）[95]、电化学阻抗谱 （EIS） 测试和瞬态光电流 （I-T） 测量[96]。催化剂表面活性位点上的光催化析氢反应（HER）与电解相似。因此，线性扫描伏安法 （LSV） 方法被应用于评估光催化剂表面高电流密度下的 H2 析出动力学[97]。
如图3-4为Ka和Ka/NPs的LSV测试曲线，由图3-4a,b可知，在光照时的光电流更高，表明其电荷分离效率更好，而图3-4c显示Ka/NPs有比Ka光照时更高的电流响应，说明Ka/NPs杂化体系催化性能更强。
[image: ]
图 3-4 LSV测量结果
Fig.3-4 LSV measurement results
如图3-5a所示，Ka/NPs 表现出比Ka 和 NPs更低的过电位，表明其实现 HER 所需的活化能较低。因此，Ka/NPs 被认为是光催化析出 H2 的优秀生物杂化催化剂。正如预期的那样，NPs、Ka、Ka/NPs对电催化 H2 析出的潜力约为 -0.09、-0.14、-0.07V（相对于 RHE），具有更多析氢活性位点的Ka/NPs生物杂化反应体系可以加速 HER 动力学并有效促进光生电子的快速转移，从而有利于增强光催化析出 H2 的性能[98]。
通过电化学阻抗谱（EIS）和瞬态光电流响应（I-T）测量[96]，评估光生电子的分离和传输效率。一般来说，较小的半圆弧表现出较弱的传输阻力，而更好的光电流响应反映了更高的电荷分离效率，这与催化性能密切相关[99]。如图3-5b,c所示，NPs表现出更小的半圆弧但其光电流响应值最低，说明单独NPs材料传输阻力虽弱但电荷分离效率最低，其效果并不理想。而当结合了Ka时，其Ka/NPs表现出比 Ka更高的光电流密度和更小的半圆弧。这主要是由于Ka/NPs生物杂化反应体系对载流子的分离和转移速率增加，表明具有多载流子转移路径的Ka/NPs生物杂化反应体系具有更有效的 e--h+ 对分离和界面电荷传输。
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AI 生成的内容可能不正确。]
[bookmark: _Hlk192409036]图 3-5（a） HER曲线（b） EIS 曲线，（c） I-T曲线。
Fig.3-5 (a) HER curve, (b) EIS curve, (c) I-T curve.

[bookmark: _Toc193908902][bookmark: _Toc197455096]3.5 本章小结
[bookmark: _Hlk198557312][bookmark: _Hlk161932241]本章成功构建了杂化体系Ka/NPs并进一步优化了光催化产氢条件，使杂化体系产氢效率和产氢量得到显著提升。深入研究了该系统的电化学特性，Ka/NPs杂化体系的电荷转移电阻明显降低同时光电流密度提升，证实了光生电子与微生物代谢的高效协同。研究发现纳米粒子较多地分布于菌体表面，有利于可见光照射下光生电子的激发和产生。
本章研究不仅明确了光催化-微生物协同产氢的最优工艺条件，还为后续解析界面电子传递与代谢调控机制奠定了基础，为开发高效、环境兼容的生物制氢技术提供了重要实验依据。

[bookmark: _Toc193908903][bookmark: _Toc197455097][bookmark: _Hlk193832391]第4章 铁酸镍基纳米复合物-克雷伯氏菌工程菌杂化体系产氢工艺优化及电化学分析

[bookmark: _Toc193908904][bookmark: _Toc197455098]4.1 引言
在以往研究中，通过引入来自产氢菌（Clostridium）的[Fe-Fe]氢化酶基因，使大肠杆菌利用葡萄糖产氢效率得到明显提升[100-102]。虽达到了底物广谱性，但需持续供氧调控，且副产物乙酸抑制产氢稳定性。改造的蓝细菌工程株敲除了竞争性代谢途径并可直接利用太阳能，但光抑制效应显著[103]。而产气肠杆菌工程菌敲除了氢代谢抑制基因hyaB，同时过表达甲酸裂解酶，使暗发酵产氢量提升，但底物预处理成本高，且产氢纯度受CO₂影响极大[104,105]。这些研究显示工程菌在产氢效率和可持续性方面潜力显著，但普遍面临代谢平衡调控、副产物抑制及规模化成本等难题。
本章基于Klebsiella sp. WL1316/GO-NiFe2O4 NPs杂化体系（Ka/NPs）已展现出显著的光催化产氢性能提升，但其代谢通量分布与电子利用效率仍受限于天然菌株的酶活性阈值。为进一步突破光生物材料杂化体系的电子传递瓶颈，代谢工程技术通过强化关键氢酶基因的表达，为杂化体系的增效提供了新方向。工程菌Klebsiella sp./pET-(hycG+hyl)（Ka-GL）通过同源表达甲酸氢裂解酶转录激活因子hycG与[Ni−Fe]氢酶亚基基因hyl，可同步增强双酶系统的催化活性与底物适应性[106]，理论上能够更高效地捕获光生电子并驱动产氢反应。本章旨在构建Ka-GL与GO-NiFe2O4 NPs的杂化体系Ka-GL/NPs通过工艺优化与多尺度表征，解析基因工程改造对光催化产氢性能的影响机制。
[bookmark: _Toc193908905][bookmark: _Toc197455099]4.2实验材料与设备
[bookmark: _Toc193908906][bookmark: _Toc197455100]4.2.1 实验材料
4.2.1.1 培养基
实验所用LB培养基，活化培养基，配方见附录表1；
光催化反应液的配制同3.2.1.1。
4.2.1.2 实验菌种
本实验所用工程菌Klebsiella sp./pET-(hycG+hyl)（Ka-GL）为课题组前期所构建并保藏[106]。
4.2.2 实验试剂及仪器
同3.2.2。
[bookmark: _Toc193908907][bookmark: _Toc197455101]4.3 实验方法
4.3.1 铁酸镍基纳米粒子的制备
见第二章所确定的最佳工艺条件。
4.3.2 分批光催化Ka-GL/NPs产氢杂化系统的构建
（1）挑取克雷伯氏菌工程菌单菌落接种于灭菌的活化培养液，并加入1mL/L卡那溶液于37℃ 180 rpm振荡培养12~16 h。在4000 rpm下对得到的培养物进行20 min的离心，去除上清液，收集细菌沉淀物，并用无菌生理盐水洗涤2次。
（2）获得的工程菌菌体按10 g/L湿菌体浓度加入100 mL反应体系，反应体系中还加入紫外杀菌30 min 以上的不同（0.5 mmol/L、 1 mmol/L 、1.5 mmol/L、 2 mmol/L、 2.5 mmol/L）GO-NiFe2O4 NPs和1 mmol/L半胱氨酸。
（3）将这100 mL反应液先转入250 mL三角瓶，无氧条件下先放37℃、180 rpm摇床摇菌融合不同时间（ 1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h），保证杂化系统的融合。获得的生物杂化系统，在不同的LED灯光照强度（500、1000、2000、3000、4000、5000 W/m2）进行光催化产氢实验，每种条件分别进行三组平行实验。
（4）以产氢量为界定标准，确定最优的光催化处理条件。
4.3.3 生物氢含量及杂化体系形貌的测定
方法同3.3.3。
4.3.4 电化学测定
方法同3.3.4。
[bookmark: _Toc193908908][bookmark: _Toc197455102]4.4 结果与讨论
[bookmark: _Toc193908909][bookmark: _Toc197455103]4.4.1 Ka-GL/NPs杂化系统的产氢条件优化
本研究进行三种不同条件的光催化反应实验并最终确定了最佳反应条件，由图4-1可知对于Ka-GL/NPs生物杂化反应体系当LED灯光照强度为 3000 W/m2 ，摇菌融合 3 h ，纳米粒子添加量为 1 mmol/L时，光催化产氢量在6 h内达到最高值101.33±3.33 mmol/L。
[image: 图表, 条形图, 直方图

AI 生成的内容可能不正确。]
图 4-1 不同条件对Ka-GL/NPs杂化体系产氢的影响
Fig. 4-1 Effects of different conditions on hydrogen production in Ka-GL/NPs hybrid system
接着对该生物杂化体系进行连续五天的光催化反应实验，（图4-2）实验结果表明Ka-GL/NPs生物杂化反应体系及单一添加GO-NiFe2O4 NPs、Ka-GL处理均能有效催化产氢，表明GO-NiFe2O4 NPs作为一种半导体纳米材料、Klebsiella sp.作为一种产氢细菌，在协同和单一处理条件下均可促进氢气的产生。在LED灯光强为3000 W/m2下，Ka-GL/NPs生物杂化反应体系的累计产氢量图4-2a和产氢速率图4-2b最高，累计产氢量可达644.10±10.81 mmol/L, 产氢速率最高可达27.61±1.09 mmol·L-1·h-1，这可能是纳米材料催化剂（GO-NiFe2O4 NPs）和生物催化剂（Klebsiella sp.）协同作用的结果。
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图 4-2产氢结果:（a）累计产氢量，（b）氢气生产速率。
Fig. 4-2 Hydrogen production results: (a) cumulative hydrogen production, (b) hydrogen production rate.
[bookmark: _Toc193908910][bookmark: _Toc197455104]4.4.2 Ka-GL/NPs杂化体系扫描电镜及EDS能谱分析
从图4-3a-f可看出，Ka-GL/NPs生物杂化反应体系同样实现了较好的融合，纳米粒子和菌体细胞有效地分布于反应体系中，且纳米粒子较均匀地沉积于菌体细胞表面，在经过120 h的光催化反应后仍然保持着很好的表面形貌。Ka-GL细胞表面附着的亮点表明，亮点由C、O、Fe、Ni四种元素组成，无其它额外杂质元素。
[image: 图形用户界面
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图 4-3（a）：光催化反应120 h后Ka-GL/NPs 的扫描电子显微镜EDS能谱图及元素组成分析，a）EDS能谱分析图， b） SEM的EDS 图像，c）C ,d）O, e）Fe, f）Ni。 
Fig. 4-3 (a): EDS spectra and elemental composition analysis of Ka-GL/NPs after 120 h of photocatalytic reaction, a) EDS spectroscopy, b) EDS images of SEM, c) C, d)O, e) Fe, f) Ni. 
[bookmark: _Toc193908911][bookmark: _Toc197455105][bookmark: _Hlk163691148]4.4.3 Ka-GL/NPs杂化体系电化学分析 
同样对该生物杂化体系进行电化学表征，包括线性扫描伏安法 （LSV）、电化学阻抗谱 （EIS） 测试和透射光电流 （I-T） 测量。线性扫描伏安法 （LSV） 方法被应用于评估光催化剂表面高电流密度下的 H2 析出动力学[107]。
[image: 图表, 折线图
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图 4-4 LSV测量结果
Fig.4-4 LSV measurement results
如图4-4为Ka-GL和Ka-GL/NPs的LSV测试曲线，由图4-4a,b可知在光照时的光电流更高，表明其电荷分离效率更好[108]，而图4-4c显示Ka-GL/NPs有比Ka-GL光照时更高的电流响应，说明Ka-GL/NPs杂化体系催化性能更强。
结合第三章内容和图4-5a可知 ，Ka/NPs 表现出比Ka 和 NPs更低的过电位，而Ka-GL/NPs 表现出比Ka-GL 和 NPs更低的过电位, Ka-GL/NPs的过电位值最低。表明其实现 HER 所需的活化能最低[109]。因此，Ka-GL/NPs 被认为是光催化析出 H2 的优秀生物杂化催化剂。正如预期的那样，NPs、Ka、Ka-GL、Ka/NPs和 Ka-GL/NPs 对电催化 H2 析出的潜力约为 -0.09、-0.14、-0.11、-0.07 和 -0.01 V（相对于 RHE），具有更多析氢活性位点的Ka-GL/NPs生物杂化反应体系可以加速 HER 动力学并有效促进光生电子的快速转移，从而有利于增强光催化析出 H2 的性能[111]。
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[bookmark: _Hlk158667054]图 4-5（a） HER曲线（b） EIS 曲线，（c） I-T曲线
Fig.4-5 (a) HER curve, (b) EIS curve, (c) I-T curve
[bookmark: _Toc193908912]通过电化学阻抗谱（EIS）和瞬态光电流响应（I-T）测量，评估光生电子的分离和传输效率。在电化学阻抗谱表征中，较小的半圆弧特征通常对应较低的电荷传输阻抗，表明体系具有更优的载流子迁移能力；而增强的光电流响应特性则反映出更高的光生电荷分离效率，这些电化学性能参数与催化活性呈现显著的正相关性。具体而言，电荷传输动力学的优化和载流子复合率的降低直接决定了光催化体系的本征反应效率[112]。如图4-5b,c所示NPs表现出更小的半圆弧但其光电流响应值最低，说明单独NPs材料传输阻力虽弱但电荷分离效率最低，其效果并不理想。而当结合了Ka和Ka-GL时，其Ka/NPs和Ka-GL/NPs表现出比 Ka和Ka-GL更高的光电流密度和更小的半圆弧，而Ka-GL/NPs表现出比 Ka/NPs更高的光电流密度和更小的半圆弧。这主要是由于Ka-GL/NPs生物杂化反应体系对载流子的分离和转移速率增加，表明具有多载流子转移路径的Ka-GL/NPs生物杂化反应体系具有更有效的 e--h+ 对分离和界面电荷传输[113]。
[bookmark: _Toc197455106]4.5 本章小结
本章成功构建了杂化体系Ka-GL/NPs，进一步优化了光催化产氢条件，使杂化体系产氢效率和产氢量得到显著提升且6 h产氢量较Ka/NPs杂化体系提高了44.7%。深入研究了该系统的电化学特性，工程菌Ka-GL的引入使电荷转移电阻进一步降低，光电流密度较Ka/NPs提升18.3%，证实了氢酶活性中心对光生电子的高效捕获能力。
本章研究不仅验证了基因工程策略与纳米材料协同增效的可行性，也为光生物杂化体系的工业化应用提供了关键理论支撑。
安徽工程大学硕士学位论文

[bookmark: _Toc193908913][bookmark: _Toc197455107][bookmark: _Hlk159185018]第5章 光生物杂化体系产氢机制分析

[bookmark: _Toc193908914][bookmark: _Toc197455108]5.1 引言
光生物杂化体系的产氢性能提升依赖于光生电子与微生物代谢网络的高效耦合，然而其内在机制在现有研究中仍尚不明确，尤其是纳米材料介导的电子转移路径、代谢通量再分配及基因调控网络的动态响应需要系统解析[113,114]。前期研究表明，两种杂化体系产氢效率均得到显著提升，但光生电子如何绕过传统NADH依赖的代谢链直接驱动氢酶活性，以及纳米材料对胞内氧化还原平衡的影响仍缺乏分子层面的证据。
本章主要通过研究杂化体系的电子转移机制与可溶性代谢产物变化等多维度实验揭示光生电子与生物代谢的耦合路径。结合NADH/NAD⁺动态平衡分析[115,116]、Zeta电位表征、RT-qPCR技术定量氢酶及铁镍转运相关基因的表达水平等，阐明纳米材料对代谢通路的调控作用。本章为解析电子转移机制旨在构建光生物杂化体系的完整作用图形，为优化电子利用效率与系统稳定性提供理论支撑。
[bookmark: _Toc193908915][bookmark: _Toc197455109]5.2实验材料与设备
[bookmark: _Toc193908916][bookmark: _Toc197455110]5.2.1 实验材料
5.2.1.1 培养基
同3.2.1.1。
5.2.1.2 实验菌种
[bookmark: OLE_LINK54]本实验所用菌种为Klebsiella sp. WL1316(Ka)产氢菌种和氢酶过表达工程菌Klebsiella sp.1316/pET-(hycG+hyl) (Ka-GL)[106]均为本实验室保藏。
5.2.2 实验试剂及仪器
同3.2.2。
[bookmark: _Toc193908917][bookmark: _Toc197455111]5.3 实验方法
[bookmark: _Toc193908918][bookmark: _Toc197455112][bookmark: _Hlk192259716]5.3.1 NADH/NAD+和活菌数的测定
NADH/NAD+含量检测：采用NADH/NAD+检测试剂盒，严格按照试剂盒说明书操作流程，对克雷伯氏菌细胞内NADH和NAD+的浓度进行定量分析。
克雷伯氏菌存活率测定：在长期实验中，通过菌落形成单位（CFU）法评估克雷伯氏菌存活情况。实验过程中使用密封注射器于固定时间点采集500 μL反应液样品。取100 μL样本用生理盐水进行连续梯度稀释，分别取原始样和稀释样各100 μL均匀涂布于灭菌LB琼脂平板上，37°C恒温培养16 h后，通过统计可见菌落数量计算存活细胞数（以CFU表示），并进一步计算微生物存活率。
[bookmark: _Toc193908919][bookmark: _Toc197455113]5.3.2 可溶性代谢产物和还原糖消耗率的测定
针对反应体系中碳水化合物（葡萄糖、木糖）及代谢产物（挥发性脂肪酸、乙醇）的系统检测，本实验建立高效液相色谱（HPLC）与经典比色法联用的综合分析方法。具体操作流程如下：  
采用Aminex HPX-87H型离子交换色谱柱（300 mm×7.8 mm，Bio-Rad），配备示差折光检测器（RID）和紫外检测器（UV，210 nm）。柱温箱恒温于40±0.1℃，流动相为5 mmol/L硫酸溶液（HPLC级，经0.22 μm滤膜脱气处理），流速恒定0.6 mL/min，等度洗脱模式运行35 min。样品经10000 rpm离心5 min去除颗粒物后，过0.45 μm水系滤膜，取20 μL上清液自动进样。挥发性脂肪酸（乙酸、甲酸、丁酸等）及乙醇通过保留时间定性，外标法定量（标准品浓度梯度：0.1-50 mM，R²>0.999）。  
葡萄糖与木糖的双重检测采用色谱法与比色法交叉验证：  
DNS比色法：取0.5 mL样品与3,5-二硝基水杨酸试剂（DNS，Sigma）等体积混合，沸水浴显色5 min，冷却后于540 nm测定吸光度，基于葡萄糖标准曲线（0-10 g/L）计算还原糖总量；地衣酚比色法：针对木糖特异性检测，取0.2 mL样品加入地衣酚-硫酸试剂（0.1%地衣酚，70%浓硫酸），95℃反应20 min后于660 nm测定吸光度，通过木糖标准曲线（0-5 g/L）定量。最终糖消耗率按公式计算：消耗率（%）=（初始浓度-终点浓度）/初始浓度×100%，实验过程设置三组平行样，数据经Grubbs检验剔除异常值后取均值，所有数据经HPLC-ChemStation软件及OriginPro分析平台处理。
[bookmark: _Toc193908920][bookmark: _Toc197455114]5.3.3 Zeta电位和UV-Vis光谱特性的测定
[bookmark: _Hlk159183744]用Zeta电位仪对光催化反应液前后的样品进行电位测量；UV-vis采用UH-5700紫外分光光度计测定,把光催化反应前后的反应液放在200~800 nm的波长范围内进行扫描，以超纯水作为空白对照。
[bookmark: _Toc193908921][bookmark: _Toc197455115]5.3.4 酶活和透射电镜的测定
氢酶酶活性定量分析方法：
本实验采用分时光催化反应体系法对氢酶催化活性进行动态监测。具体操作流程如下：每隔12 h 对杂化体系进行光催化反应批次化处理，每组设置3个独立平行样以保障数据可靠性。首先将杂化体系光催化反应液20 mL转移至无菌离心管，于4℃条件下以8000 rpm离心10 min收集菌体沉淀。采用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS，pH=7.4）对菌体进行三次梯度洗涤，每次洗涤后以相同离心参数收集菌体。随后使用细菌总蛋白提取试剂盒进行胞内蛋白抽提，酶活反应体系配制：反应缓冲液A1（20 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0，20 mmol/L NaCl, 5%甘油，1 mmol/L DTT, 1 mmol/L EDTA），再加入5 mmol/L甲基紫精（电子介体）和50 mmol/L连二亚硫酸钠（电子供体）总体积为1mL，充分混匀后与提取的蛋白提取液于室温反应15 min。反应终止后立即使用手持式高精度氢气检测仪测定体系氢气生成量，通过标准曲线法计算酶活。
甲酸氢裂解酶活性检测方案：
针对甲酸氢裂解酶催化特性的研究，建立基于底物特异性反应的检测体系。实验设计遵循相同时间节点（12 h间隔）和重复原则（n=3）。菌体收集与洗涤步骤同氢酶检测流程。关键差异在于反应体系构建：采用含100 mmol/L甲酸钠（特异性底物）的PBS溶液重悬菌体至OD600=1.0，转移至密封式厌氧反应瓶。将反应体系置于恒温振荡培养箱（37±0.5℃）以180 rpm进行60 min催化反应，反应终止后取顶空气体样本，反应终止后立即使用手持式高精度氢气检测仪测定体系氢气浓度。
[bookmark: _Toc193908922][bookmark: _Toc197455116]5.3.5 RNA 的提取及RT-qPCR
基于Klebsiella sp. WL1316基因组（BioProject No. PRJNA611005）中氢酶、甲酸氢裂解酶和镍、铁转运蛋白相关功能基因序列信息，按照实时荧光定量PCR（RT-qPCR）引物设计原则采用Beacon Designer 7.0软件设计各基因的引物序列（表5-1），提交生物公司合成备用；定期取对照组（无光照处理）和光催化制氢处理组的反应液，离心收集沉淀物，采用细菌总RNA抽提纯化试剂盒提取总RNA，再通过反转录试剂盒反转录为cDNA。采用菌株的16S rDNA为内参，以 PCR反应过程中出现荧光信号的初始循环数CT为纵坐标绘制16S rDNA和功能蛋白基因的标准曲线。CT法(2−∆∆CT)分析电子转移载体各基因的相对表达量，并依据不同拷贝数的标准曲线换算各基因的绝对表达量。

表 5-1 RT-qPCR 检测中使用的引物的详细信息
Table 5-1 Details of the primers used in the RT-qPCR assays
	引物
	引物序列
	PCR产物大小(bp)

	16Sf
	5′-TATTGCACAATGGGCGCAAG-3′
	150

	16Sr
	5′-GGAGTTAGCCGGTGCTTCTT-3′
	

	HPDf

	5′-CAGCCGGACAACAGTATCGAC-3′

	203

	HPDr
	5′-CGGTACTGATTTTCCACATCGC-3′
	

	HYGf
	5′-AATTCATGCCCGTCTGCC-3′
	137

	HYGr
	5′-CAATCTGCCGTCCATAGCG-3′
	

	HPAf
	5′-AACTGCATATCGCCGAACAAC-3′
	111

	HPAr
	5′-GCTGGTCGTTATTGCAGTGCG-3′
	

	HYLf
	5′-AAAACAACGTGGTGCCGATT-3′
	140

	HYLr
	5′-AAAACAACGTGGTGCCGATT-3′
	

	FLAf

	5′-CATACCTTCGCGCAGATCGTC-3′
	177

	FLAr
	5′-TTTCGCCACCTCGCTGACC-3′
	

	FHFf
	5′-CATATCAGCGCCATCACCGA-3′
	102

	FHFr
	5′-TTTGCCCATCTCGATAAAGGT-3′
	

	FHSf
	5′-CTCAAGCATAACGGCGATACCC-3′
	111

	FHSr
	5′-AATACGATCGGACGGCACCA-3′
	

	FeTf1
	5′-TTAAATCCGGCGGCGACCTG-3′
	157

	FeTr1
	5′-GTTTTCGCCTGCTGATCCTGAA-3′

	

	FeTf2
	5′-AAAGCGCTGGAGTGGGAGATTC-3′
	151

	FeTr2
	5′-GTTTGCCTTTCGGGTTGGTGAG-3′
	

	NiTf1
	5′-GAAGATGCTCGACGCGGTAAA-3′
	157

	NiTr1
	5′-CAGGGCAGTGGTCGGTTCAT-3′
	

	NiTf2
	5′-GGTGATAGCCGCCCTGAAGC-3′

	203

	NiTr2
	5′-CCAGGGAAAGCGCCACCATC-3′

	

	NiTf5

	5′-GGCAAACTGACGCTGGCTGA-3′

	161

	NiTr5
	5′-TCGGGCACCAGGCACCATA-3
	

	NiTf6
	5′-AACGTGACCCGCAAGATGATG-3′
	161

	NiTr6
	5′-CTACCGGTATCATGCAGCCAG-3′
	



[bookmark: _Toc193908923][bookmark: _Toc197455117]5.4 结果与讨论
[bookmark: _Toc193908924][bookmark: _Toc197455118]5.4.1 NADH/NAD+和活菌数分析
NADH/NAD+比值通过调控电子供应、代谢途径选择及酶活性，动态影响光生物催化产氢效率[117]。理想条件下，光反应与产氢的协同作用可维持比值稳定，实现持续产氢而失衡可能导致代谢转向或效率下降。
产氢反应需将质子（H⁺）还原为H₂，此过程依赖电子供应。NADH作为主要还原力来源，其浓度直接影响产氢速率。较高的NADH/NAD+比值意味着更多电子可供使用，可能促进产氢。图5-1a揭示了在厌氧条件下反应，产氢成为了重要电子释放途径，避免NADH过度积累，从而调节比值稳定。
在光催化产氢研究中，活菌数的减少通常与NADH/NAD+比值下降基本同步发生。例如光催化产生活性氧破坏细胞膜和代谢酶，导致NADH生成受阻，同时加速其氧化，最终表现为活菌数降低。稀释涂布平板法测定活菌数时如（图5-1b）所示，常结合NADH/NAD+检测以验证代谢活性变化。活菌数高时，代谢活跃，NADH生成量较大；而随着光催化反应时间的延长，活菌数降低，死亡或代谢抑制的细胞NADH水平显著下降。长时间光催化产生的持续氧化压力会破坏细胞代谢通路（如糖酵解和TCA循环），减少NADH的生成 。某些微生物也可能通过上调NADH氧化酶活性，加速NADH向NAD+的转化以应对氧化损伤，进一步降低NADH/NAD+比值。
[image: 图表, 直方图
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图 5-1 （a）NADH/NAD+比值，（b）活菌数。
Fig. 5-1 (a) NADH/NAD+ ratio, (b) Number of viable bacteria.
[bookmark: _Toc193908925][bookmark: _Toc197455119]5.4.2可溶性代谢产物和还原糖消耗率分析
[bookmark: _Hlk198488723]在微生物发酵代谢调控机制研究中，副产物积累对细胞生理的级联效应需重点关注[118,119]，副产物的产生一定程度上影响细菌的代谢和生长，在一定量的情况下产生的副产物可以作为底物供细菌消耗，但过多的产物影响细菌生长环境的pH，会降低发酵体系的pH值，不利于细菌的代谢生长。同时副产物作为产氢途径中竞争支路的产物，过多的副产物生成说明代谢流更多的走向竞争支路，产氢途径代谢流被削弱。图5-2a所示代谢物谱分析反应了细菌光催化反应120 h前后可溶性易挥发产物的含量变化，包括丁酸、琥珀酸、乳酸、甲酸、乙酸、乙醇。从图中可以看出在光催化反应前后琥珀酸、丁酸含量没有明显变化，表明本研究构建的光生物杂化体系对三羧酸循环关键节点未受显著扰动。乙醇、乳酸含量在光催化反应120 h后略有增加，抑制NADH脱氢酶活性，导致电子传递链（ETC）受阻，此为反应后期产氢衰减的关键限制因素之一。对比于Ka/NPs生物杂化反应体系，Ka-GL/NPs生物杂化反应体系乙酸含量较高,乙酸途径是有利于产氢的途径，乙酸的产生伴随着氢气的产生，在不超过最大阈值的情况下乙酸含量的增加伴随产氢量的增加。甲酸在光催化反应中被很好的利用，甲酸是甲酸途径产氢的重要底物，甲酸被充分利用从一定程度上来说可能是甲酸氢裂解酶转录激活因子的同源表达增强了甲酸途径，同时GO-NiFe2O4 NPs可能为甲酸氢裂解酶的活性中心提供了金属离子提高了酶活性增强了电子间的转移从而提高了产氢速率。
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图 5-2（a）可溶性代谢产物结果，（b）葡萄糖消耗率，（c）木糖消耗率。
Fig. 5-2 (a) Soluble metabolite results, (b) glucose consumption rate, (c) xylose consumption rate. 
[bookmark: _Toc193908926]对光催化反应液中葡萄糖和木糖的利用率进行测定，结果如图5-1b,c所示。可以发现两个处理组对底物的利用率稍有差别，随着工程菌的构建及NPs的添加底物利用也略有增加，表明工程菌比野生菌更能利用底物进行增长，从而利于产氢。两个处理组的细菌生长初期消耗部分葡萄糖和木糖，随着光催化反应时间的延长，葡萄糖和木糖的利用率先增加后降低但增加并不明显，从而可以推测本研究构建的光生物杂化体系产氢并不依赖于底物的消耗，更多的是通过电子转移和光分解水从而产氢。
[bookmark: _Toc197455120]5.4.3 Zeta电位和UV-Vis光谱特性分析
Ka/NPs与Ka-GL/NPs生物杂化反应体系的电荷在反应前后发生了明显变化。通常，在液相反应系统中，微生物细胞是带电的，如图5-3a所示，其 Zeta电势为负值，并且在反应后的电负性较反应前显著降低，说明该生物杂化体系存在电子传递，参与了光催化反应[120]。该体系反应前后的UV-Vis吸收光谱在吸光度和吸收谱上均较接近图5-3b，具有典型的的C-O峰（265 nm处，代表活性炭的掺杂）且峰值相差不大，表明纳米材料催化剂（GO-NiFe2O4 NPs）和生物催化剂（Klebsiella sp.）在反应前就已经充分融合，形成了一个稳定的反应体系，在反应120 h后仍能维持较接近的吸光度和吸收谱，说明该生物杂化反应体系稳定性良好。
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图 5-3 （a）Zeta 电位，（b）紫外-可见光吸收光谱。
Fig. 5-3 (a) Zeta potential, (b) UV-Vis absorption spectra.
[bookmark: _Toc193908927][bookmark: _Toc197455121]5.4.4 总RNA凝胶电泳图
对光催化处理后的体系利用RNA提取试剂盒提取总RNA，再经过1%的琼脂糖进行电泳检测，结果表明，从对照组和处理组均提取出了较为完整的总RNA（图5-4）。
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图 5-4 RNA凝胶电泳图
 Fig. 5-4 RNA gel electrophoresis 
注：M：DNA marker；（a）1，2：Control的24 h、36 h；（b）1，2：Ka的 24 h、36 h；（c）1，2：Ka-GL的 24 h、36 h。
[bookmark: _Toc193908928][bookmark: _Toc197455122]5.4.5 酶活和基因相对表达量结果分析 
[bookmark: _Hlk198489158]如图5-5a所示与Ka/NPs生物杂化反应体系相比，Ka-GL/NPs生物杂化反应体系氢酶酶活有不同程度的增强。酶活随着光催化反应时间的延长和菌体的生长状态的改变呈先增高后降低趋势。根据实验结果来看Ka/NPs、Ka-GL/NPs生物杂化反应体系在光催化反应24 h时拥有最大酶活，Ka-GL/NPs生物杂化反应体系24 h的氢酶酶活达到1658.16±33.68 μmol H2/min，与Ka/NPs生物杂化反应体系相比上升了25.49%。甲酸途径或NADH途径中氢气产率的相对变化与NADH产率或ATP产率的相对变化之间存在线性关系[121]，两个途径之间并不是相对独立的，所以甲酸氢裂解酶的活性图5-5b也得到一定的提高，光催化反应24 h时Ka-GL/NPs生物杂化反应体系酶活最大可达到4730.99±135.08 μmol H2/h，较Ka/NPs生物杂化反应体系提高了10.31%。
利用RNA提取试剂盒提取Ka、Ka/NPs、Ka-GL/NPs光催化反应24 h和36 h的总RNA。利用提取的RNA对克雷伯氏菌产氢关键酶基因进行荧光定量观察基因的表达量情况，结果如图5-5c所示。从图中可以看出氢酶及甲酸氢裂解酶相关基因的表达量均有提高，其中甲酸氢裂解酶亚基6和hycG相对提高量最为显著，由实验结果可得同源表达产氢关键酶基因耦合添加GO-NiFe2O4 NPs可以增强 Klebsiella sp.产氢关键基因的表达量，从而提高生物产氢量。
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图 5-5 （a）氢化酶活性的变化，（b）甲酸氢裂解酶活性的变化，（c）RT-qPCR 的结果。 
注：FLA：甲酸氢裂解酶转录激活因子，FHF：甲酸氢裂解酶亚基4，HPA：表达氢酶 hypA 基因，HYL：氢酶大亚基，HPD：氢酶表达 hypD 基因，FHS：甲酸氢裂解酶亚基6，HYG：氢酶小亚基。
Fig. 5-5 (a) Changes of hydrogenase activity,(b) Formate hydrogen lyase activity changes,(c) The result of RT-qPCR. Note: FLA: Hydroformate Lyase Transcription Activator, FHF: Hydrolyase Formate Subunit 4, HPA: hydrogenase expressing hypA gene, HYL: hydrogenase large subunit, HPD: hydrogenase expressing hypD gene , FHS: Hydrolyase Forbamate Subunit 6, HYG: hydrogenase small subunit.
[bookmark: _Toc193908929][bookmark: _Toc197455123][bookmark: _Hlk158838483]5.4.6 TEM电镜和铁镍转运关键酶基因相对表达量
在光生物杂化体系产氢过程中，铁镍转运通道主要通过铁（Fe³⁺）和镍（Ni²⁺）通过细胞膜上的金属离子转运蛋白被吸收并输送至氢化酶合成位点  ，作为[Ni-Fe]氢酶活性中心的关键辅因子，直接催化质子还原为氢气[106]​。Fe/Ni转运蛋白可参与跨膜电子传递链（如通过细胞色素或铁硫蛋白），将光生电子从纳米材料传递至产氢酶（如氢化酶），提升电子利用率。
[image: ]
图 5-6（a）Ka/NPs透射电镜图，（b）Ka-GL/NPs透射电镜图, （c）铁、镍转运蛋白基因相对表达量的变化。
注：FeT1：外膜层铁转运蛋白， FeT2：周质铁转运脂蛋白，NiT1：ABC型镍转运系统蛋白1，NiT2：ABC型镍转运系统蛋白3，NiT5：Ni镍转运蛋白，NiT6：高亲和镍渗透蛋白。
[bookmark: _Hlk167710822]Fig. 5-6 (a) Transmission electron microscopy of Ka/NPs, (b) Transmission electron microscopy of Ka-GL/NPs, and (c) changes in the relative expression of iron and nickel transporter genes. Note: FeT1: outer layer ferroportin, FeT2: periplasmic iron transporter lipoprotein, NiT1: ABC type nickel transporter protein 1, NiT2: ABC type nickel transporter protein 3, NiT5: Ni nickel transporter, NiT6: high-affinity nickel permeable protein.  
[bookmark: _Toc193908930][bookmark: _Hlk198489740]此外，纳米光催化材料（如Fe₂O₃、NiO或双金属复合材料）的性能依赖于铁/镍的化学状态和分散度。转运基因还可通过吸收和富集环境中的Fe²⁺/Ni²⁺离子，为纳米材料的合成或再生提供金属源，从而维持催化活性。如图5-6a,b所示，合成生物杂化系统的透射电子显微镜 （TEM） 图像显示，在经过120 h的光催化反应后。形成的纳米颗粒主要位于细胞外空间，倾向于附着在细胞的外膜上，部分生物合成的纳米颗粒位于细胞的周质空间中，还有少量纳米粒子已经进入细胞内膜中参与光生物催化反应[122]。如图5-6c可以看出铁镍转运相关基因的表达量均有所提高，由实验结果可以推测本研究构建的光生物杂化体系可以通过铁镍转运通道的协同作用，从而实现光能-电子-酶活性的高效耦合，推动氢气持续生成。
[bookmark: _Toc197455124]5.4.7 杂化体系电子转移机理分析
[bookmark: _Hlk198490243][bookmark: OLE_LINK55][bookmark: _Hlk193907592]如图5-7所示为可见光催化的生物杂化体系产氢机理图。首先GO-NiFe2O4 NPs是重要的半导体纳米材料，在LED灯光照射下吸收能量，可产生空穴（h+）和电子（e-）,导致电子从 VB 跃迁到 CB[123,124]，从而导致半导体催化剂表面发生光催化反应。良好的能带排列和内置电场降低了 GO-NiFe2O4 NPs表面光生空穴的浓度，最大限度地减少了这些空穴与水或氧气反应形成活性氧 （ROS） 的可能性,使用半胱氨酸（Cys）作为牺牲剂，优先消耗 VB 中的空穴[125]，减轻GO-NiFe2O4 NPs表面潜在的空穴诱导氧化反应并保护其免受光腐蚀，从而进一步增强电荷载流子分离[126]。CB 中积累的电子被有效地利用以减少质子[127, 128]，从而产生 H2。
[image: 图示, 地图
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图 5-7 光催化制氢机理。
Fig. 5-7 Photocatalytic hydrogen production mechanism.
[bookmark: _Hlk198490275][bookmark: _Toc193908931][bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK57]Klebsiella sp.是一株具备[Ni-Fe]氢酶和甲酸氢裂解酶的高效产氢细菌[106]。可见光照下，GO-NiFe2O4 NPs激发光生电子产生，二者进一步通过孔蛋白穿过细胞外膜，纳米粒子较多的靠近细胞质膜分布，增强膜结合的氢酶和甲酸氢裂解酶的催化活性，同时光生电子与氢酶和甲酸氢裂解酶受体结合，提高NADH含量，增强氢酶和甲酸氢裂解酶催化产氢途径，从而促进光催化产氢量的提高[129-131]。
[bookmark: _Toc197455125]5.5 本章小结
本章深入分析了两类光-生物杂化体系的代谢产物、氢酶和甲酸氢裂解酶活性及关键酶基因表达变化，结合纳米粒子的胞内外分布，提出铁酸镍基纳米粒子-Klebsiella sp.杂化体系高效光催化产氢的协同调控机制。合成的纳米颗粒主要位于细胞外空间，倾向于附着在细胞的外膜上，部分位于细胞的周质空间中，还有少量纳米粒子已经进入细胞内膜中参与光生物催化反应[132,133]。同时关键酶基因相对表达量的上调也为金属辅因子的高效供应提供了分子基础。
相较于单纯代谢工程或光催化体系，本章揭示了光生物与材料的协同效应是产氢性能突破的核心驱动力。研究结果为设计高效光生物制氢系统提供了关键机制依据，并为后续开发仿生界面修饰技术奠定了理论基础。

[bookmark: _Toc193908932][bookmark: _Toc197455126]第6章 结论与展望
[bookmark: _Toc193908933][bookmark: _Toc197455127]6.1 结论
本研究通过构建铁酸镍基纳米复合物-Klebsiella sp.光生物杂化体系，成功实现了可见光驱动的高效产氢，并在材料设计、工艺优化及机制解析等方面取得重要突破。不仅创新性地将非光合微生物与纳米光催化材料结合实现高效光催化产氢并动态监测生物氢产量、活菌数变化、NADH/NAD+、氢酶和甲酸氢裂解酶活性及其相关基因表达情况，探讨纳米复合物强化Klebsiella sp.细胞杂化体系产氢的调控机制，还通过绿色合成与废弃物资源化利用，进一步提升了系统的可持续性。
本研究的主要结论如下：
（1）绿色合成高性能光催化材料：基于水葫芦提取液的绿色合成法成功制备了GO-NiFe2O4 NPs，其立方尖晶石结构（XRD验证）与均匀元素分布（EDS分析）确保了材料的高稳定性与宽光谱响应特性。掺杂3 g/L氧化石墨烯的复合物在可见光区（400-650 nm）吸收强度较纯相NiFe2O4 得到提升，且超顺磁性使其回收率显著提高。
（2）光生物杂化体系产氢性能显著提升：优化后的杂化系统（1 mmol/L NPs添加量、4 h菌体融合、3000 W/m²光照）在6 h内产氢量达70.14±3.01 mmol/L，连续运行120 h累计产氢量达542.10±8.62 mmol/L。克雷伯氏菌工程菌（Ka-GL）的引入进一步强化了系统性能，其6 h产氢量提升至101.33±3.33 mmol/L，累计产氢量达644.10±10.81 mmol/L，较野生菌体系提高44.7%。电化学分析表明，杂化体系的电荷转移电阻降低至纯材料的1/3，光电流密度提升3.7倍，证实了光生电子与微生物代谢的高效耦合。
（3）电子传递与代谢调控机制解析：SEM与TEM表征显示，GO-NiFe2O4 NPs通过静电作用均匀附着于菌体表面，部分嵌入细胞周质空间，形成稳定的生物-非生物界面。光生电子通过铁镍转运蛋白通道（FeT1、NiT2基因表达上调2.5-3.8倍）直接传递至氢酶活性中心，绕过了传统NADH依赖的电子链，使电子利用率明显提升。可溶性代谢产物分析表明，在光催化反应120 h后琥珀酸、丁酸含量无显著变化，乙醇、乳酸及乙酸含量增加，甲酸在光催化反应中被很好的利用，碳代谢流显著向产氢路径倾斜。基因表达分析证实，氢酶大亚基（hyl）与甲酸氢裂解酶激活因子（hycG）的表达量分别上调4.8倍与3.5倍，为高效产氢提供了分子基础。
（4）系统稳定性与可持续性优势：杂化体系在长期运行中表现出优异的抗光腐蚀性，120 h后菌体存活率仍维持较高浓度，纳米颗粒未释放毒性离子。Zeta电位与UV-Vis光谱分析表明，体系表面电荷与光吸收特性稳定，且所添加绿色合成的纳米复合物是采用廉价原材水葫芦合成，有充足资源供应。
[bookmark: _Toc193908934][bookmark: _Toc197455128]6.2 展望
尽管本研究在光生物杂化体系的构建与机制解析方面取得重要进展，但仍存在若干挑战需进一步探索。 
未来仍可继续从以下几个方面进行深入探究：
（1）当前研究集中于单一菌株与纳米材料的组合，实际环境中复杂条件（如高盐、低温）可能限制系统性能。可通过定向进化筛选耐极端环境菌株或开发具有宽pH响应范围的光催化材料有望增强系统的环境适应性。
（2）尽管绿色合成工艺降低了环境风险，但探索纳米材料的生物降解途径（如酶催化分解）仍需系统解析与探索。未来可结合毒理学实验与数学模型，量化材料-微生物-环境三者间的相互作用，从而进一步提升系统的可持续性和高效稳定性。  
总之，光生物杂化制氢技术正处于从实验室向产业化过渡的关键阶段。通过多学科交叉创新，有望突破现有技术瓶颈，为全球能源转型与碳中和目标提供切实可行的解决方案。
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[bookmark: _Toc193908936][bookmark: _Toc197455130][bookmark: _Hlk163639645]附录
表1 实验所需培养基
Table 1 The medium used in the experimentent
	培养基
	试剂
	灭菌条件

	LB培养基
	蛋白胨10 g/L
	120 ℃，20 min

	
	酵母粉5 g/L
	

	
	NaCl 10 g/L
	

	
	pH 7.0-7.5
	

	活化培养基
	牛肉膏5 g/L
	 110 ℃，
30 min

	
	蛋白胨10 g/L
	

	
	D-木糖10 g/L
	

	
	葡萄糖10 g/L
	

	
	NaCl 5 g/L
	

	
	KH2PO4 0.5 g/L
	

	
	MgSO4·7H2O g/L
	

	
	琼脂15 g/L
	

	
	pH=7.5-8.0
	























表2 实验所需试剂
Table 2  Reagents needed for the experiment
	[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12]试剂名称
	生产厂家

	NiCl·6H2O
	上海麦克林生化科技有限公司

	无水乙醇
	上海麦克林生化科技有限公司

	乙酸钠
	上海麦克林生化科技有限公司

	Fe(NO3)3·9H2O
	上海麦克林生化科技有限公司

	甲酸钠
	上海麦克林生化科技有限公司

	甲基紫精
	上海麦克林生化科技有限公司

	牛肉膏
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	蛋白胨
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	D-(+)-木糖
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	D-(+)-葡萄糖
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	NaCl
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	酵母提取物
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	即用型PBS粉剂
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	KH2PO4
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	MgSO4·7H2O
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	连二亚硫酸钠
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	5×TBE
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	卡那霉素
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	细菌总蛋白提取试剂盒
	生工生物工程（上海）股份有限公司

	Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒
SanPrep柱式质粒DNA小量抽提试剂盒
乙醇标品
乳酸标品
甲酸标品
乙酸标品
丙酮酸标品
6×Loading Buffer
琼脂
总RNA提取试剂盒
	生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
北京宝日医生物技术有限公司
北京宝日医生物技术有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司



（续表2）
	试剂名称
	生产厂家

	反转录试剂盒
荧光定量试剂盒
10TBE
	生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司
生工生物工程（上海）股份有限公司







表3 实验仪器设备表
	实验设备
	生产厂家

	立式高压蒸汽灭菌锅
	上海申安医疗器械厂

	超净工作台
	浙江孚夏医疗科技有限公司

	电热鼓风干燥箱
	上海力辰科技有限公司

	培养箱
	上海力辰科技有限公司

	摇床
	上海力辰科技有限公司

	CFX96荧光定量PCR检测仪
	伯乐生命医学产品有限公司

	紫外可见分光光度计
	上海美普达仪器有限公司

	PCR仪
	伯乐生命医学产品(上海）有限公司

	电泳仪
	伯乐生命医学产品(上海）有限公司

	电磁炉
	九阳股份有限公司

	微波炉
	九阳股份有限公司

	凝胶成像仪
	伯乐生命医学产品(上海）有限公司

	电子天平
	上海力辰科技有限公司

	冰箱
	海尔集团公司

	高速离心机
	湖南湘仪实验仪器开发有限公司

	冷冻高速离心机
	大龙兴创实验仪器股份公司

	荧光分光光度计
	日立有限公司

	紫外可见吸收光谱仪
	日本岛津有限公司

	扫描电镜
	日本岛津有限公司

	红外光谱仪
	美国尼高力有限公司




[bookmark: _Toc193840215][bookmark: _Toc197455131]攻读硕士期间学术论文发表情况
[1]  Nickel ferrite-graphene oxide nanocomposite and Klebsiella sp. biohybrid system or efficient visible-light-driven hydrogen production. 一作在投
[2]  钱程, 叶景, Khadija EI Galai, 张琴, 高梦蝶, 杨新宇, 喻艳玲, 唐松等. 一株柠檬内生细菌Z10的分离鉴定及其抑菌活性的发酵条件优化[J]. 微生物学通报, 2024, 51(05) :1641-1658.
[3]  Ye J, Yu L, Cao J, Zhao P, Zhang Q, Li Y B, Qian C, EI G K, Gao M D, Yang X Y. Increasing biohydrogen production from swine wastewater influenced by anaerobic consortium and nickel ferrite nanoparticles[J]. Fuel, 2024, 365131308.
[4]  Wu B, Ye J, Zhang Q, Cheng Q Z, Gao M D, Yang X Y, Li Y B, Moano K P S. Synergistic interplays of nickel ferrite nanoparticle addition and key enzyme gene expression in improving biohydrogen production by Klebsiella sp.[J]. International Journal of Hydrogen Energy, 2025, 11(56) : 0-72.  
[bookmark: _Toc193399876][bookmark: _Toc197455132]致谢
韶华如驰，忽焉三载。当硕士生涯的扉页即将合拢，回望初入燕园时的惶惑，此刻已化作破茧成蝶的笃定。在这段交织着汗水与欢笑的求知路上，最璀璨的星辰当属恩师张琴教授——您以春风化雨之德，润泽我学术之树的每一寸年轮。
青衿之志幸得知音同契。309生物化工课题组不仅是科研的殿堂，更是温暖的港湾。那些与同侪挑灯夜战的时光里，我们共享过突破瓶颈的欣喜若狂，也共饮过数据反复的苦涩琼浆。实验室此起彼伏的仪器嗡鸣，何尝不是青春最美的交响？愿这份同舟共济的情谊，化作诸君攀登科学险峰的云梯。
承蒙课题组诸位先生垂青，您们以智慧为烛，照亮我探索的幽径；以经验为舵，校正我前行的航向。那些醍醐灌顶的学术点拨，那些润物无声的处世箴言，都将沉淀为人生行囊中最珍贵的馈赠。惟愿清风明月常伴诸君案牍，桃李芬芳永驻杏坛。
椿萱之恩，山高海深。父母鬓间渐染的霜色，是游子求学路上最温柔的守望。视频里反复叮咛的“注意身体”，微信中准时送达的家乡味道，这些朴素的牵挂编织成最坚韧的铠甲，护我穿越科研征途的荆棘。鸿溢宝贝的灵眸漾月藕臂挥霞，银铃脆响梨涡盛蜜，暖融尘虑，稚趣天成涤倦心。更有森森如暗夜萤火，以倾听化解困顿，用笑语重燃热望，让孤寂的学术长跑化作星辰大海的浪漫远征。
临别寄言，纸短情长。愿吾辈皆能持守少年意气，以笔墨丈量天地经纬，以赤诚熔铸学术精魂。当时代的浪潮奔涌而来，愿诸君踏浪而行，奔赴心之所向的星辰大海。
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