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摘　要　基于辣根过氧化物酶催化 H 2O 2242氨基安替比林22, 42二氯苯酚的反应中,汞离子对于酶催

化的抑制作用, 建立了用动力学分光光度法测定 H g2+ 新方法。测定范围为 1. 0—5. 0ΛgömL , 检出限为

5. 78×10- 7gömL ,优化了测定H g2+ 的实验条件并讨论了共存离子对测定的影响。本法简单、快速。
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1　前言
汞俗称“水银”,是典型的有害元素。常用的汞化合物检测方法有双硫腙光度法[1 ]、原子吸收光
谱法[2 ]和原子荧光光谱法[3 ]。双硫腙光度法操作步骤较复杂,且受许多因素的影响; 而原子吸收光
谱法和荧光光谱法所用的仪器又比较昂贵。近年来酶法在分析测定方面得到了广泛的应用,例如

Shekhovtsova 等人利用无机离子对辣根过氧化物酶 (HR P)的抑制作用测定了H g2+ [4 ]; 但其底物邻
联茴香胺是致癌物,制约了方法的发展。现已有报道,无致癌作用的 2, 42二氯苯酚 (2, 42DCP)可作
为邻联茴香胺的代用品,并利用葡萄糖氧化酶2过氧化物酶22, 42二氯苯酚反应体系测定A g+ [5 ]。
本文基于HR P 催化H 2O 2 氧化 2, 42DCP,与 42氨基安替比林 (42AA P)偶联形成喹喏酮染料。
反应式如下:

H g2+ 的存在使HR P 的活性降低,喹喏酮染料吸光度的变化与抑制剂汞离子的浓度有关,因此
可制得H g2+ 校准曲线,从而测出样品中H g2+ 的含量。由于酶促反应的专属性,可以避免试样中众
多共存组分的干扰。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

H SS21 (B)型恒温浴槽 (成都仪器厂) ; pH S225数显酸度计 (上海虹益仪器仪表有限公司) ;UV 2
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2102PC (U nico 上海仪器有限公司)。
所用试剂除特殊注明外均为分析纯,实验用水为二次去离子水。
汞标准储备液 (1. 0m gömL ) : 准确称取 0. 1760g硝酸汞 (优级纯) ,溶解于 5% (V öV )硝酸溶液
中,用二次去离子水定容至 100mL ,不同浓度的H g2+ 标准溶液均用此溶液经适当稀释制得;辣根过
氧化物酶 (HR P, R. Z= 3. 0,美国B iosharp 公司) :配制成 3. 0m gömL 的储备液 (4℃保存) ,用时稀释
成 3. 0×10- 2m gömL 的工作液; H 2O 2: 用 KM nO 4 标定 30%的H 2O 2,所需浓度的H 2O 2 工作液用储
备液稀释; 30mmolöL 2, 42DCP 溶液 (化学纯) ; 2. 5mmolöL 42AA P 溶液; N aH 2PO 42N a2H PO 4 缓冲
溶液: pH 4. 7—7. 5。

2. 2　实验方法

于 10mL 比色管中加入 3. 0mL pH 5. 0 N aH 2PO 42N a2H PO 4 缓冲溶液、一定量的H g2+ 标准溶
液、0. 2mL 2. 5mmolöL 42AA P 溶液、0. 2mL 30mmolöL 2, 42DCP 溶液、0. 2mL 15mmolöL H 2O 2 溶

液,以二次去离子水定容, 30℃预热 5m in; 加入 5ΛL 3. 0×10- 2m gömL HR P 溶液,迅速振荡混匀,

在 505nm 波长下每隔 30s测一次吸光度,绘制反应时间曲线。

3　结果与讨论
3. 1　吸收光谱

按实验方法在波长 430—600nm 测定了HR P 催化反应所生成的喹喏酮染料的吸收曲线 (图
1)。由图可见,在 505nm 波长处有最大吸收,本试验选择 505nm 作为测定波长。

图 1　吸收光谱
(pH = 5. 0, C 42AA P= 2. 5mmolöL , C 2, 42DCP= 30mmolöL ,

CH2O 2= 15mmolöL , V HRP= 5ΛL )

图 2　pH 值的影响
(pH = 5. 0, C 42AA P= 2. 5mmolöL , C 2, 42DCP= 30mmolöL ,

CH2O 2= 15mmolöL , V HRP= 5ΛL )

3. 2　pH值的影响

按实验方法在 pH 4. 7—7. 5 范围内研究了 pH 值对反应的影响,实验结果表明,在 pH 4. 7—

5. 0范围内抑制率最大且吸光度值稳定 (图 2)。本文选用 0. 10molöL 的N aH 2PO 42N a2H PO 4 缓冲溶

液 (pH 5. 0) 3. 0mL。

3. 3　试剂用量的选择

选择 3. 0ΛgömL H g2+ 对试剂用量进行优化,实验表明加入 0. 2mL 2. 5mmolöL 42AA P、0. 2mL

30mmolöL 的 2, 42DCP、0. 2mL 15mmolöL 的H 2O 2 及 5ΛL 3×10- 2m gömL HR P 时体系抑制率最大

且吸光度值稳定。

3. 4　校准曲线

按 2. 2方法,对不同浓度H g2+ 标准溶液进行测定,绘制反应时间曲线 (图 3)。对该曲线进行线

性回归,求得斜率 k,即在该段时间内的平均反应速率。计算抑制率 (R % ) :
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R (% ) =
k0- k i

k0
×100

式中: k0——空白溶液的平均反应速率; k i——不同浓度H g2+ 溶液的平均反应速率。

图 3　反应时间曲线
(汞离子浓度: 1——0; 2——1. 0; 3——3. 0ΛgömL ;

pH = 5. 0, C 42AA P= 2. 5mmolöL , C 2, 42DCP= 30mmolöL ,

CH2O 2= 15mmolöL , V HRP= 5ΛL )

结果表明: 在 1. 0—5. 0ΛgömL 范围内, R %与

ln [H g2+ ]存在良好的线性关系,可做校准曲线。回归方
程为R % = 30. 58+ 40. 55ln [H g2+ ], r= 0. 9972。测定 6

份含 2. 0ΛgömL H g2+ 溶液, R SD 为 2. 63%。测定 15份
空白溶液计算标准偏差为 2. 79% , 检出限为 5. 78×

10- 7gömL。

3. 5　共存离子的影响

在pH 5. 0的条件下,向含 2. 0ΛgömL H g2+ 的体系
中加入常见无机离子, 发现在允许误差不大于±5%

时, 干扰离子的最大允许量以 ΛgömL 计为: N a+

( 800)、K+ (400) ; Ba2+、M n2+、Ca2+、A g+、M g2+ (100) ;

Cd2+、Co2+ (60) ; Zn2+ (40) ; Cu2+ (16) , Fe3+ (8)。

3. 6　方法应用

为了检验所提出的方法的准确度,利用此方法对合成标准水样中H g2+ 的含量进行了测定。该
合成标准水样 (50mL )中含H g2+ 0. 25m g; Cd2+、Zn2+ 各 2. 00m g; Cu2+ 1. 00m g; K+、Ca2+、M g2+ 各
4. 00m g; N a+ 40. 00m g。每次取 5. 0mL , 测定 5 次, 回收率在 94. 1%—106. 0%之间, R SD 为
4. 92%。
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Abstract　A k inetic spectropho tom etric m ethod fo r the determ ination of H g2+ w as developed

based on the inh ibition of H g2+ in the catalytic reaction of H 2O 2242am inoan tipyrine22, 42dich lo ropheno l

system s by horseradish perox idase. T he detection ranges w ere 1. 0—5. 0ΛgömL w ith the detection

lim it of 5. 78×10- 7gömL. T he conditions fo r the determ ination of H g2+ w ere op tim ized, and the effect

of the coex isted ions w ere discussed. T he developed m ethod is simp le and fast.

Key words　M ercury, Horseradish Perox idase, K inetic Spectropho tom etry.
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