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摘　要　活化能( Ea)是反应中一个重要的物理量,与反应速度直接相关, 因此本实验计划利用一个新

的循环催化流动分析方法( RCFA ) ,测定愈创木酚( GA ) -HRP-H2O 2反应体系的活化能。RCFA 系统为循环

回路, 人为干扰因素小,能够对酶催化过程实现连续检测,得到的测定结果准确度高。使用RCFA 系统在可

见光谱下测定得到 GA-HRP-H2O 2体系完整动力学曲线, 由此求解得到酶催化反应表观速率常数( k) ,最

后 利用阿仑尼乌斯公式求得该催化反应体系的活化能 ( Ea ) = 53. 46±0. 097kJ·mo l- 1, 指前因子

( A E ) = 2. 5×103±0. 099min- 1; Ea与 A E 的相对标准偏差分别为 0. 18%和 3. 81% , 结果表明在一级反应阶

段的不同区段中 HRP 催化反应的活化能和指前因子均为常数。
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1　引言
活化能表示化学反应中自由分子变成活化分子所需的最低能量[ 1] ,是各种化学反应的重要参

数指标[ 2, 3]。酶催化反应中活化能则表示酶与底物在自由状态下的势能与二者形成的活化分子的势

能之差,是影响酶催化反应速率的一个重要的物理量
[ 4, 5]
。但是在酶学性质的研究中,前人主要对酶

的活性
[ 6]
及米氏常数

[ 7—9]
进行了测定,而对酶分子催化下反应体系的活化能研究较少

[ 10]
。在活化能

的测定中,主要应用手工法,操作过程繁琐,并且难免带入人为误差而使测定结果不准确,因此需要

开发一种能够准确测定酶活性, 并可用于酶学性质研究的方法。

循环催化流动分析方法( Recirculat ing Catalysis Flow Analysis, RCFA )是将流经检测器的反应

液再回流入反应池中而实现反应液循环使用及检测的方法。RCFA 法能对酶催化反应进行全程监

测,得到详细的酶催化反应数据; RCFA 法测定体系为循环回路,测定中人为干扰因素少,测定结果

准确度高;反应液的循环使用, 节省了大量的昂贵酶试剂; 因此, RCFA 法非常适用于酶的性质研

究。基于 RCFA 法, 李永生研究团队[ 11]利用邻苯二胺-辣根过氧化物酶( HRP) -H2O2反应体系已初

步研究了HRP 的活性。

本文基于RCFA 法,研究了HRP 催化下愈创木酚( GA) -H2O 2反应体系的活化能。在用 RCFA

法得到 HRP 分子催化 GA-H2O 2反应体系在不同反应温度下的动力学曲线后,依据反应速率与活

化能的关系对 HRP 催化下 GA-H2O 2反应体系的活化能进行了计算。



2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

721型可见分光光度计(上海第三分析仪器厂) ;蠕动泵(东北电力学院仪器仪表厂) ; AUW 型

电子天平(德国 Shimadzu公司) ; pH 计(日本东亚电波工业株式会社) ; XWT -S小型台式记录仪(上

海自动化仪表三厂) ; GL-150微量恒温器(海门市麒麟医用仪器厂)。

HRP(≥250U·mg
- 1
, R. Z= 3, 中科院上海生化所东风生物技术公司) ;过氧化氢( 30% w / V ,

高锰酸钾法标定其浓度为 9. 88mol·L
- 1 ,成都金山化工试剂厂) ; 愈创木酚( GA ,中国佘山化工

厂) ;磷酸氢二钠(成都市科龙化工厂) ;磷酸二氢钠(成都市科龙化工厂)。实验试剂均为分析试剂。

实验用水均为超纯水。

2. 2　反应原理及测定过程

在过氧化物酶( POD)的催化作用下, H 2O2 氧化 GA 反应生成四愈创木酚( 4-GA ) , 4-GA 在

472nm 处有最大吸收,反应方程式如图 1所示。

图 1　在 POD催化下 H2O 2与 GA 之间的反应

实验使用的RCFA系统如图 2所示, 其中管路总体积 1mL, 反应池中溶液体积 1mL。测定过程

中,在管路长度、管径及反应液流速固定的情况下,反应液在系统中完成一次循环的时间固定。

图 2　测定用 RCFA 系统

RCFA 系统中 GA-HRP-H2O2 反应体系的测定过程

为:首先用磷酸盐缓冲液( PBS, pH= 7. 5)冲洗管路至吸

光度( A )零值,系统中存留 PBS 1. 0mL。在反应池中分别

加入 0. 50mL 的 H2O2 与 0. 50mL 的 GA 溶液, 混合均匀

后预热至设定温度, 将流路的入口端与出口端同时插入

反应池中,在泵的抽吸下试剂混合液进入检测器并沿管

路回流至反应池中完成循环, 在 A 达到稳定后, 将此 A

定义为试剂空白值( A 0) , 随后在反应池中加入 HRP 溶液

20�L(由于 V 酶液/ V 混合液≤1% ,酶溶液加入所导致的溶液

稀释可忽略)进行酶催化反应,含酶的反应液被泵抽入检

测器得到某一时刻的 A 值,由于进入检测器的反应液中

产物所对应的 A 随时间而变化,于是得到一条 A 随时间

变化的反应动力学曲线,直至 A 达到平衡。使用 �t表示
酶催化反应时间的变化, �A 表示在此段时间中 A 的变化, 则�A / �t表示在酶催化反应中单位时间
内 A 的变化。

2. 3　GA-HRP-H2O2体系活化能计算公式推导

GA-HRP-H2O 2催化反应体系中, 反应产物为 4-GA ,因此催化反应体系的活化能定义为 GA

与 HRP 两者结合形成活化分子所需的势能。
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催化体系中活化能与反应速率常数的关系通过阿仑尼乌斯公式描述为:

- lnk=
Ea

R
1
T
- lnA E ( 1)

式中: k——反应速率常数, min- 1 ; A E——指前因子, min- 1 ; Ea——活化能, kJ·mol- 1; R——摩尔气

体常数, R= 8. 314kJ·mol- 1·K - 1 ; T——反应的热力学温度, K。在反应条件固定时,式( 1)中的 T

与 R 为已知量,因此在活化能及指前因子求解中,首先应求得催化反应体系的 k。

反应过程中 H2O 2过量,在不同的 GA 浓度下得到反应速度 vE 与 CGA浓度的关系为:

vE= kCGA ( 2)

假设在线性区的 t1、t 2时, 产物 4-GA 的 A 分别为 A
1
4-GA、A

2
4-GA ,则在 t1、t2 时刻,溶液中 GA 浓度

分别用 C
1
GA和 C

2
GA表示,即 C

1
GA=

nA
1
4- GA

�b 和 C
2
GA=

nA
2
4- GA

�b ,因此 t1、t 2时刻内底物浓度的改变为:

nA
1
GA

�b -
nA

2
GA

�b =
n�A
�b ( 3)

式中: n——底物与生成物之间的摩尔比, 反应中 n= 4; �——反应产物的摩尔吸光系数, 取值为

2. 88×10
4
L·mmol

- 1
·cm

- 1
; b——比色皿光程, 1cm。

公式( 3)表示单位体积内底物浓度的变化, 因此反应速度 vE 可以表示为:

vE=
�CGA
� t =

n�A
�b / � t=

n�A
�b� t=

n
�b×
�A
� t ( 4)

综合公式( 2)与公式( 4)可以得到:

vE=
n
�b×
�A
� t = kCGA ( 5)

所以 k 的计算公式可以表示为:

k=
n
�bCGA×

�A
� t ( 6)

在实验条件固定的情况下, 公式( 6)可以写为:

k=
4

2. 88×104×1×1. 56
×
�A
�t = ( 0. 89×10- 4)×

�A
�t ( 7)

在求得反应速率常数的基础上, 通过反应速率常数与热力学温度的关系,计算得到反应体系的

活化能与指前因子。

图 3　活化能求解中- lnk与 1/ T 的关系

3　结果与讨论

3. 1　一级反应阶段活化能及指前因子求解

实验 条件: GA 浓度 1. 56mmol· L
- 1; H2O2 浓 度

0. 375mmol·L
- 1 ;反应体系中 HRP 浓度为 3U·L

- 1。反应

液温度分别为 20、25、30、35、37、39、41、46℃, 反应液流速为

0. 66mL·min- 1。不同反应温度下的酶催化反应动力学曲

线,在 1—15min内 A 与反应时间呈线性关系。

酶催化反应中线性区为一级反应阶段[ 11] ,在不同的反应

温度下,通过线性区的回归方程求解得到 k及- lnk。如表 1

所示, 在反应温度 293K 到 314K 之间, k 与反应热力学温度

间呈线性关系, lnk与反应热力学温度间服从公式 1,以- lnk

对 1/ T 作图,得到图 3。
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表 1　表观速率常数求解

t(℃) 1/ T×10- 3 酶反应线性回归方程( t= m in ) 公式 7计算 k k(×10- 6min- 1) - lnk

20 3. 41 �A = 0. 0074t+ 0. 0163 0. 89×10- 4×0. 0074 0. 66 21. 14

25 3. 35 �A = 0. 0133t+ 0. 0257 0. 89×10- 4×0. 0133 1. 18 20. 56

30 3. 29 �A = 0. 0198t+ 0. 0353 0. 89×10- 4×0. 0198 1. 76 20. 16

35 3. 25 �A = 0. 0260t+ 0. 0472 0. 89×10- 4×0. 0260 2. 31 19. 89

37 3. 22 �A = 0. 0287t+ 0. 0506 0. 89×10- 4×0. 0287 2. 55 19. 79

39 3. 20 �A = 0. 0309t+ 0. 0547 0. 89×10- 4×0. 0309 2. 75 19. 71

41 3. 18 �A = 0. 0336t+ 0. 0580 0. 89×10- 4×0. 0336 2. 99 19. 63

46 3. 13 �A = 0. 0320t+ 0. 0578 0. 89×10- 4×0. 0320 2. 85 19. 68

　　依据图 3 中的线性回归方程并与公式( 1)比较,可以得到 Ea / R= 6. 4297, lnA E= 7. 823, 因此,

最终求得 GA-HRP-H2O2 催化反应体系的活化能 Ea = 53. 46kJ·mol- 1, 指前因子 A E =

2. 5×103
min

- 1。

3. 2　不同反应区段中活化能及指前因子求解

为充分了解酶催化反应体系中不同反应时间区段中 Ea与A E 的变化规律,在一级反应阶段,以

相同的时间间隔, 对不同区段中的E a与 A E 进行考察。

选取的时间段分别为 1—3、3—5、5—7、7—9、9—11、11—13、13—15m in,计算得到不同时间区

段中的 Ea及 A E ,结果见表 2。
表 2　不同反应时间区段中 Ea与 AE的计算

反应时间( min) 1—3 3—5 5—7 7—9 9—11 11—13 13—15 SD RSD( % )

Ea( kJ·m ol- 1) 53. 04 53. 62 53. 47 53. 60 53. 65 53. 41 53. 62 0. 097 0. 18

A E×103( min- 1) 2. 45 2. 67 2. 52 2. 65 2. 67 2. 44 2. 67 0. 099 3. 81

　　通过表 2可知, 在不同的时间区段中, GA-HRP-H2O 2催化反应体系的 Ea和 A E 值基本不变;

通过计算,在不同的时段中活化能与指前因子的 RSD分别为 0. 18%和 3. 81%, 这表明在同一个反

应中E a与 A E 为一个常量。

4　结论
RCFA 法测定体系为循环回路,测定中人为干扰因素少,结果准确度高,并且测定过程中能节

省大量的贵重酶试剂, 因此适用于紫外-可见光谱下酶性质的研究。本文以可见光谱检测为基础,首

次将 RCFA 法用于 GA-HRP-H2O 2催化反应体系 Ea和 A E 的测定, 在相同的时间间隔下分别计算

不同反应区段的 E a 和 A E , 得到了 GA-HRP-H2O2 酶催化反应体系的 Ea = 53. 46±0. 097

kJ·mol
- 1
、A E= 2. 5×10

3
±0. 099min

- 1
(线性区: 1—15m in) , Ea 与 A E 的 RSD 分别为 0. 18%和

3. 81%。
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Determination of Activation Energy in GA-HRP-H2O2 System

by Visibl e Spectrometry
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a(W est China S chool of Precl inical and Forensic Med icine, S ichuan Univ ersity, Chengdu 610041, P . R. China)

Abstract　Activat ion energy( Ea ) is an important phy sical parameter, w hich is direct ly related to

the react ion speed. The activat ion energy of GA-HRP-H2O 2 system w as determined by recirculat ing-

catalysis flow analysis ( RCFA ) method. RCFA sy stem w as a circuit, w hich had low er man-made

interference factors, can achieve continuous process of enzyme catalysis and had high accuracy.

Therefore, the dynam ics curve of GA-HRP-H2O 2 sy stem under the visible spectrum by RCFA method

w as obtained, then the apparent react ion rate constant ( k) could be calculated. According to the

Arrhenius equation, Ea and pre-exponent ial factor ( A E) of the react ion also could be got , w hich were

53. 46±0. 097kJ·mol
- 1, 2. 5×103±0. 099min

- 1, respectively. The relat ive standard deviat ions were

0. 18% and 3. 81%, respectively. T he results demonstrated that E a and A E were constants in dif ferent

time quantum in the first stage.

Key words　Visible Spect rum; Perox idase; Recirculat ing-Catalysis F low Analy sis; Activation

Energy ; Pre-Exponent ial Factor; Arrhenius Formula
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