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摘　要　利用光谱学和波谱学手段研究ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｏ２／Ｈ２Ｏ２ 体系中自由基生成机理及ＨＲＰ状态的变化，
并应用该酶体系对有机污染物氯苯进行初步处理研究。紫外可见光谱表明酶－辅酶体系在过氧化氢的氧化
下，产生了强氧化性的化合物Ⅲ，说明可能产生羟基自由基。分别选用ＤＭＰＯ和ＰＯＢＮ两种自由基捕获剂，
通过电子自旋顺振（ＥＰＲ）检测到 ＨＲＰ＋ＮＡＤＨ体系在Ｏ２ 和 Ｈ２Ｏ２ 存在下产生超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）和
羟自由基（·ＯＨ）。在开始１０ｍｉｎ内过氧化物酶主要以化合物Ⅲ形式存在，随后转化为 ＨＲＰ，同时检测出
较高浓度的·ＯＨ。Ｏ２ 存在条件下产生·ＯＨ 浓度大约是单独 Ｈ２Ｏ２ 存在条件下的４倍。超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ　Ｚｎ－Ｃｕ）在ＨＲＰ＋ＮＡＤＨ＋Ｏ２ 体系中能消除由ＮＡＤＨ还原Ｏ２ 产生的Ｏ－２·从而抑制·ＯＨ生成。ＨＲＰ
＋ＮＡＤＨ体系相对于传统酶法处理能提高２０％左右的酶活力，说明酶－辅酶体系能够提高酚类化合物的去
除效率。实验条件下 ＨＲＰ＋ＮＡＤＨ＋Ｈ２Ｏ２ 和 ＨＲＰ＋ＮＡＤＨ＋Ｈ２Ｏ２＋Ｏ２ 体系对于非酚类污染物氯苯的去
除率分别到达了２４．６％和４８．２％，远高于传统酶法的１．４２％，突破了传统酶处理只能处理酚类污染物的局
限性。
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引　言

　　酶技术由于具有反应条件温和、处理速率快、不需要微
生物生长条件等优点在水处理领域日益受到关注［１－３］。酶技
术主要应用过氧化物酶在过氧化氢的氧化下，形成活性基团
·ＦｅｒｒｅｙｌＨｅｍｅ［Ｆｅ（Ⅳ）＝Ｏ］（化合物Ⅰ）和 ＦｅｒｒｅｙｌＨｅｍｅ
［Ｆｅ（Ⅳ）＝Ｏ］（化合物Ⅱ），从而将酚类或胺类化合物氧化成
二聚体或多聚体，通过沉淀或其他分离方法得到去除。所
以，传统酶法常只对酚类或胺类有机物化合物去除效果较
好，而对大多数持久性有机污染物的处理难以奏效，极大限
制了酶法的应用范围［４－８］。

有研究发现［９－１２］，生物体内辅酶 ＮＡＤＨ 能够将氧气还
原为超氧阴离子自由基，生成的超氧阴离子能将 ＨＲＰ转化

为化合物Ⅲ，化合物Ⅲ在一定条件下可能转化为羟基自由
基。基于羟基自由基（·ＯＨ）因其有极高的氧化电位（２．８Ｖ）
具有强氧化性，能不加选择性将有机物氧化分解，从而使得
酶技术处理非酚类的持久性有机污染物成为可能。但是，此
类研究主要集中在自由基对生物体损伤和抗氧化剂筛选方面

等生物医学研究，未能涉及污染治理，更谈不上对有机物的
降解机理研究。
本文将辣根过氧化物酶与辅酶结合形成新的酶处理系

统，通过光谱学和波谱学手段研究酶－辅酶体系中自由基生
成机理，证明了新酶处理过程中羟基自由基的产生，并初步
应用于非酚胺类的模拟污染物氯苯处理，取得良好结果。酶
法新体系将传统酶技术的处理范围有望拓展到其他非酚类持

久性有机污染物处理，丰富酶法处理机理，同时对难降解有
机物在生物体内的降解机理提供一定的指导意义。



１　材料与方法

１．１　试验材料
辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）购于美国Ｓｉｇｍａ公司；烟酰胺腺嘌呤二核苷酸
（ＮＡＤＨ）购于美国 Ｒｏｃｈｅ公司；ＤＭＰＯ（美国 Ａｌａｄｄｉｎｇ公
司）；ＰＯＢＮ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；４－氨基安替吡啉（４－ＡＡＰ）、

结晶紫、苯酚、氯苯、Ｈ２Ｏ２（３０％）、Ｋ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、

Ｈ３ＰＯ４、Ｎａ３ＰＯ４ 均为分析纯购于国药集团化学试剂北京有
限公司，各种溶液均采用 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水机的超纯水配制。

１．２　仪器与方法
美国Ｌａｂ　Ｔｅｃｈ公司（ＵＶ－２０００）的双光束紫外可见分光

光度仪，扫描波长１９０～８００ｎｍ；德国Ｂｒｕｋｅｒ　Ｅ－５００电子顺
磁共振（ＥＰＲ）波谱仪，Ｘ波段，调制频率１００ｋＨｚ，扫描宽度

１００Ｇ，微波功率２０ｍＷ，时间常数０．０４０　９６ｓ，磁场范围

３　４３４～３　５３０Ｇ，中心磁场３　４８０Ｇ；酶活力的测定（Ｍｅｔｅｌｉｔ－
ｚａ，Ｄ．Ｉ．，１９９１）采用苯酚、过氧化氢和４－ＡＡＰ反应生成红色
物质，在５１０ｎｍ吸光度和酶活力呈线性关系，一个酶活力
（１Ｕ）定义为在ｐＨ７．４和２５℃下１ｍｉｎ内催化１μｍｏｌ　Ｈ２Ｏ２
需要的 ＨＲＰ的量（反应体系中含有１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１苯酚、２．４
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　４－ＡＡＰ和０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２）。

２　结果与讨论

２．１　酶－辅酶体系中ＨＲＰ的存在形态的光谱学分析
辣根过氧化物酶各种氧化还原形态的光谱图如图１所

示，ＨＲＰ－为原始形态；ＣｏｍｐⅠ－化合物Ⅰ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１

Ｈ２Ｏ２ 和１０μｍｏｌ·Ｌ
－１　ＨＲＰ反应５ｍｉｎ）；ＣｏｍｐⅡ－化合物

Ⅱ（１００μｍｏｌ·Ｌ
－１　Ｈ２Ｏ２ 和１０μｍｏｌ·Ｌ

－１　ＨＲＰ 反应５
ｍｉｎ）；ＣｏｍｐⅢ－化合物Ⅲ（０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＡＤＨ 加入含饱
和溶解氧的１０μｍｏｌ·Ｌ

－１　ＨＲＰ溶液中）。ＨＲＰ的特征吸收
峰为４０２，４９８和６４０ｎｍ；化合物Ⅰ在６００～６５０ｎｍ之间有
较强的吸收峰；化合物Ⅱ特征吸收峰为４１８，５３０和５５４ｎｍ；

化合物Ⅲ的特征吸收峰为４１８，５４４和５７８ｎｍ。一般认为在

４５２ｎｍ处吸光值增加可以用来表明有化合物Ⅲ的生成（其他

Ｆｉｇ．１　ＵＶ－Ｖｉｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＨＲＰ　ｓｔａｔｅｓ
１：ＨＲＰ　ｎａｔｉｖｅ　ｓｔａｔｅ；２：ＣｏｍｐｏｕｎｄⅠ；

３：ＣｏｍｐｏｕｎｄⅡ；４：ＣｏｍｐｏｕｎｄⅢ

形态在次波长下吸光值基本没有变化）。

　　将过氧化氢原位加入到酶－辅酶体系中，进行不同时刻
的光谱扫描和特征波长动力学测定，结果分别如图２和图３
所示。从图２和图３可看出，体系在开始的１ｍｉｎ内４１８ｎｍ
吸光值迅速增加，同时４５２ｎｍ处吸光值也迅速增大，通过
与图１中 ＨＲＰ不同形态光谱图比对，说明有化合物Ⅲ生成，

但是不能排除有化合物Ⅱ存在的可能。从图３可看出，在１

～５ｍｉｎ之间化合物Ⅱ和Ⅲ浓度维持稳定，５ｍｉｎ后开始出现
衰减，所以我们认为在这段时间内应该有较高浓度的羟基自
由基生成，可以作为ＥＰＲ技术捕获自由基最佳时间段的依
据。在２０ｍｉｎ后 ＨＲＰ在４０２，４９８和６４０ｎｍ的特征吸收峰
开始出现明显增加，同时在４１８和４５２ｎｍ吸光值开始明显
减弱，说明这时大部分的化合物Ⅱ和Ⅲ转化为ＨＲＰ，当时间
延迟到６０ｍｉｎ时，已经全部转化为 ＨＲＰ。

Ｆｉｇ．２　ＵＶ－Ｖｉｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　ＨＲＰ　ｗｉｔｈ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ（０，

０．５，１，５，１０，２０，３０，６０ｍｉｎ）ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ
ＮＡＤＨ　ａｎｄ　Ｈ２Ｏ２（１０μｍｏｌ·Ｌ－１　ＨＲＰ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮＡＤＨ，１００μｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２，０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＢＳ，

ｐＨ　６．０）

Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｉａｌ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ＨＲＰ　ｗｉｔｈ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｉｎ　ｔｈｅ

ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ＮＡＤＨ　ａｎｄ　Ｈ２Ｏ２（１０μｍｏｌ·Ｌ－１　ＨＲＰ，１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＡＤＨ，１００μｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２，０．０２ｍｏｌ
·Ｌ－１　ＰＢＳ，ｐＨ　６．０）

２．２　酶－辅酶体系中羟自由基产生的ＥＳＲ分析
图４给出了 ＤＭＰＯ 作为自由基捕获剂时不同体系的

ＥＳＲ图。从图中可以看出，ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２ 体系在５ｍｉｎ
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时生成了近似１∶１∶１∶１的超氧自由基的信号峰（曲线ｂ），
典型的羟自由基１∶２∶２∶１的信号峰（曲线ａ）难以明显辨
认，但中间有如图５中ａ标注的１和２两个小峰，可能有羟
自由基生成，但被较高浓度的超氧自由基信号掩蔽所致。２０
ｍｉｎ时（曲线ｃ）超氧自由基的特征峰开始减弱，有类似羟基
自由基的波谱出现，说明体系中部分超氧自由基在 ＨＲＰ催
化作用下生成化合物Ⅲ，并进一步向羟自由基转化，但此过
程速度较慢。从图３光谱分析结果也可以看出，在５ｍｉｎ时
化合物Ⅲ开始向 ＨＲＰ转化，此过程可能伴随羟自由基生成。

而单独 ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２ 体系（曲线ｄ）有一些微弱的信号峰，可能
是化合物Ⅰ或Ⅱ产生的，并没有观察到超氧自由基和羟自由
基的信号峰。曲线ｅ表征了在酶－辅酶体系中加入超氧化物歧
化酶（ＳＯＤ，一种能够将超氧阴离子分解为 Ｈ２Ｏ２ 和Ｏ２ 的歧
化酶）后的ＥＳＲ谱图，从图中可看出，没有检测到超氧阴离
子自由基和羟自由基的信号，说明超氧自由基的消除抑制了
羟自由基的生成，表明超氧自由基的产生促进了羟自由基生
成。

Ｆｉｇ．４　ＥＰＲ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｆｏｒ　ｒａｄｉｃａｌｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ　ＤＭＰＯ　ａｓ　ａ　ｓｐｉｎ－ｔｒａｐｐｅｒ

Ｃｏｎｄｉｔｏｎ：０．５ｍＬ　１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２（０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＢＳ，ｐＨ

６．０），０．２ｍＬ　０．４ｍｏｌ·Ｌ－１　ＤＭＰＯ，０．２ｍＬ　２ｍｇ·ｍＬ－１　ＨＲＰ（ｏｒ

０．５ｍＭ　Ｆｅ２＋－ＥＤＴＡ），０．２ｍＬ　２ｍｇ·ｍＬ－１　ＮＡＤＨ，ｒｏｏｍ　ｔｅｍｐｅｒａ－

ｔｕｒｅ．

ａ：Ｆｅｎｔｏｎ（Ｈ２Ｏ２－Ｆｅ２＋－ＥＤＴＡ，１ｍｉｎ）；ｂ：ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２，５

ｍｉｎ；ｃ：ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２，２０ｍｉｎ；ｄ：ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２，５ｍｉｎ；ｅ：ａｄ－

ｄｉｔｉｏｎ　０．２ｍｇ·ｍＬ－１　ＳＯＤ　ｉｎ　ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２，５ｍｉｎ

　　由于ＤＭＰＯ能同时捕获超氧自由基和羟基自由基形成
加合物，选择性较低，在羟自由基浓度不高时，信号容易被
干扰。ＰＯＢＮ只能捕获羟自由基，而不能捕获超氧阴离子自
由基，能消除超氧自由基干扰。图５给出了不同体系在

ＰＯＢＮ作为捕获剂时的 ＥＳＲ图。从图中可以看出，ＨＲＰ－
ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２ 体系在２ｍｉｎ内已经有明显的羟自由基加合物
的ＥＳＲ峰生成（曲线ｂ），但没有Ｆｅｎｔｏｎ反应产生的浓度高
（曲线ａ），说明超氧自由基的生成速度比羟自由基较快，只
是在初始阶段含有较高浓度的超氧自由基，采用ＤＭＰＯ对
羟自由基的捕获量相对超氧自由基较少，在波谱图中没有表
现出来。从曲线ｃ看出，通入１０ｍｇ·Ｌ－１氧气后，羟基自由
基产生量迅速增加，ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２－Ｏ２ 体系是 ＨＲＰ－
ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２ 体系羟基自由基含量约４倍。现场ＥＳＲ试验

中可以发现，ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２－Ｏ２ 体系中羟基自由基加合
物峰在２～８ｍｉｎ内保持一个稳定浓度，１０ｍｉｎ后才较明显
的衰减。这是因为在 ＮＡＤＨ 存在情况下，氧气被还原为超
氧阴离子自由基，产生的超氧阴离子一部分与 ＨＲＰ反应生
成化合物Ⅲ，还有一部分发生歧化反应产生过氧化氢和氧
气，生成过氧化氢与化合物Ⅲ反应产生羟自由基；而开始加
入 Ｈ２Ｏ２ 可能产生大量的化合物Ⅱ，可能不利于·ＯＨ的产
生。

Ｆｉｇ．５　ＥＰＲ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｆｏｒ　ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ｒａｄｉｃａｌ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ　ＰＯＢＮ　ａｓ　ｓｐｉｎ－ｔｒａｐｐｅｒ

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：０．５ｍＬ　１０ｍｇ·Ｌ－１　Ｏ２（ｏｒ　１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２）ｉｎ　０．０２

ｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＢＳ（ｐＨ　６．０），０．２ｍＬ　１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＯＢＮ（ｉｎ　０．２ｍｏｌ
·Ｌ－１　ｅｔｈａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ），０．２ｍＬ　４ｍｇ·ｍＬ－１　ＨＲＰ（ｏｒ　０．５ｍｍｏｌ·

Ｌ－１　Ｆｅ２＋－ＥＤＴＡ），０．２ｍＬ　７ｍｇ·ｍＬ－１　ＮＡＤＨ，２ｍｉｎ，ｒｏｏｍ　ｔｅｍ－

ｐｅｒａｔｕｒｅ

ａ：Ｆｅｎｔｏｎ（Ｈ２Ｏ２－Ｆｅ２＋）；ｂ：ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２；ｃ：ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－
Ｈ２Ｏ２－Ｏ２

２．３　酶－辅酶体系对有机污染物的催化降解
利用苯酚作为目标物，考察辅酶ＮＡＤＨ对 ＨＲＰ的酶活

力的影响，如图６所示。在试验条件下，酶活力提高了２０％
左右。这是由于酶－辅酶体系中生成了氧化能力更强的羟自
由基，提高了苯酚的氧化速率，说明酶－辅酶过程提高了酚类
污染物的去除效果，这是因为酶－辅酶过程中除了传统的酶
处理途径外，还产生了羟基自由基等强氧化性活性物种，能
提高苯酚的氧化速率。

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＮＡＤＨ　ｏｎ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｆｏｒ　ｐｈｅｎｏｌｉｃ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　ｒｅｍｏｖａｌ

１μｍｏｌ·Ｌ－１　ＩＲＰ，１００μｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＡＤＨ，０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２，

２．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１　４－ＡＡＰ，０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＢＳ（ｐＨ７．４），２１℃
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Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｏｎ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｏｆ　ｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ
不同试验条件 氯苯去除率／％
ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２ １．４２

ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２ ２４．６
ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２－Ｏ２ ４８．２

实验条件：ｐＨ　７；氯苯浓度１．０ｍｇ·Ｌ－１；Ｈ２Ｏ２ 浓度１ｍｍｏｌ·

Ｌ－１；ＨＲＰ浓度１μｍｏｌ·Ｌ－１；ＮＡＤＨ浓度１００μｍｏｌ·Ｌ－１。

　　为了探讨酶－辅酶体系对废水中非酚类有机污染物的去
除，扩展酶催化体系的应用领域，选取典型的持久性有机污
染物氯苯作为模拟污染物，利用传统酶（ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２）体系和
本研究的酶－辅酶体系分别进行处理，结果如表１所示。氯
苯的稳定性较强，难以被常规氧化剂氧气或过氧化氢氧化，

但是能被羟基自由基氧化分解。由于传统酶处理过程（ＨＲＰ－
Ｈ２Ｏ２）是利用化合物Ⅰ和化合物Ⅱ将酚类或芳香胺类有机物
氧化形成多聚物沉淀，化合物Ⅰ和化合物Ⅱ的氧化性较弱，

难以氧化非酚胺的污染物氯苯，从而氯苯的去除率很低
（１．４２％）。加入辅酶 ＮＡＤＨ 后，氯苯去除率迅速提高到

２４．６％，说明酶－辅酶过程产生的羟基自由基将氯苯氧化分

解；在通入氧气的酶－辅酶体系中，氯苯的去除率达到了

４８．２％，说明 ＨＲＰ－ＮＡＤＨ－Ｈ２Ｏ２－Ｏ２ 体系产生的羟基自由基
浓度更高，这与前述以ＰＯＢＮ为捕获剂的ＥＳＲ研究一致。研
究结果表明，新的酶－辅酶体系能够利用过程产生的羟基自
由基或超氧自由基，对非酚胺的有机污染物氧化分解，这对
拓展酶处理范围和丰富酶处理理论提供有益思路。

３　结　论

　　通过光谱学和ＥＰＲ波谱学的研究，验证在Ｏ２ 或 Ｈ２Ｏ２
存在情况下，酶－辅酶体系（ＨＲＰ＋ＮＡＤＨ）中生成了化合物

Ⅲ、Ｏ－２·和·ＯＨ；在酶－辅酶体系中Ｏ２ 作为氧化剂比 Ｈ２Ｏ２
更利于·ＯＨ生成。ＮＡＤＨ能够提高 ＨＲＰ催化酚类污染物
的酶活力，从而提高了酚类污染物的去除率。由于辅酶加入
能够催化 ＨＲＰ产生氧化能力更强的·ＯＨ，能够氧化分解非
酚胺的有机污染物氯苯，从而有可能成为拓展非酚胺有机污
染物的新型酶处理过程。
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