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摘 要：分别采用碘量法和荧光光谱法研究了水溶液体系中重金属 Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对过氧化氢酶活性的影响。碘量法结果表
明，Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对过氧化氢酶既有激活作用也有抑制作用，这种作用与离子的浓度有关，而且在相同的浓度下，Ｃｕ２＋对过
氧化氢酶的作用较Ｃｄ２＋强。荧光光谱法研究结果表明，Ｃｕ２＋对过氧化氢酶的荧光有较强的猝灭作用，而 Ｃｄ２＋作用较弱，
反映了２种离子对过氧化氢酶活性影响的机理可能不同。从荧光猝灭结果求出 Ｃｕ２＋和过氧化氢酶的结合常数 Ｋ及结
合位点数 ｎ，分别为 Ｋ＝１８．４２Ｌ·ｍｏｌ－１，ｎ＝０．５。
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过氧化氢酶（ＣＡＴ）广泛存在于植物体内，其生物
功能是能促进体内过氧化氢的分解，使其不会产生毒

性很大的氢氧自由基，具有保护酶的作用，因而对植

物的生长发育和代谢活动具有重要意义犤１犦。重金属是

当前最严重的土壤污染因子之一，而且植物体对重金

属的积累也非常普遍 犤２、３犦，本文分别运用碘量法和荧

光光谱法，在较宽的浓度范围内研究了重金属离子

Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对过氧化氢酶活性的影响，并在相应的浓
度条件下，采用荧光光谱法探讨了这两种离子对过氧

化氢酶活性影响的可能机理。

１ 试验部分

１．１仪器与试剂
（１）０．５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４；（２）１０％ＫＩ；（３）０．００５

ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２Ｓ２Ｏ３；（４）Ｈ２Ｏ２磷酸缓冲溶液；（５）淀粉指
示剂；（６）１％钼酸铵；（７）０．２５ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖溶液；
（８）ＣｄＣｌ２溶液 （系列浓度）；（９）ＣｕＣｌ２溶液 （系列浓
度）；（１０）０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的Ｔｒｉｓ缓冲溶液；（１１）过氧
化氢酶（购自上海丽珠东风生物技术有限公司）；（１２）
岛津ＲＦ－５４０型荧光分光光度仪。
１．２步骤与测定方法
１．２．１Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对过氧化氢酶活性影响的测定

过氧化氢酶活力的测定采用碘量法 犤４犦。移取 ５
ｍＬＨ２Ｏ２磷酸缓冲溶液于１００ｍＬ碘量瓶中，于２５℃
水浴中恒温１ｍｉｎ后，依次加入重金属离子溶液和过
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氧化氢酶溶液，混匀后于２５℃水浴中恒温３ｍｉｎ，然
后依次加入０．５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４２ｍＬ，１０％ＫＩ０．５ｍＬ，
１％钼酸铵一滴，混匀后放置３ｍｉｎ，用０．００５ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３滴定，达浅黄色时，加淀粉指示剂２～３滴，滴
定至蓝色消失。同时做空白试验，且过氧化氢酶溶液

和Ｈ２ＳＯ４的加入顺序互换。
１．２．２荧光光谱的测定

重金属离子和酶均用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的Ｔｒｉｓ缓冲
溶液配制成溶液，在比色管中依次加入不同浓度的重

金属离子溶液、过氧化氢酶溶液，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的
Ｔｒｉｓ缓冲溶液稀释至 ５ｍＬ，混匀后测定相应的吸光
值。荧光发射与激发狭缝宽度为１０ｎｍ。选择激发波
长２９０ｎｍ，室温下测定３１０～４００ｎｍ的发射光谱；选
择发射波长３５０ｎｍ，室温下测定２５０～３１０ｎｍ的激发
光谱，并扫描光谱图。

２ 结果与讨论

２．１Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对ＣＡＴ活性的影响

过氧化氢酶活力计算公式为：

酶活力＝
（Ｂ－Ａ）·ｆ·Ｍ×１０００

３
式中：酶活力以单位时间酶促分解Ｈ２Ｏ２的微摩尔数
表示；Ａ为试验组消耗的Ｎａ２Ｓ２Ｏ３毫升数；Ｂ为对照组
消耗的 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３毫升数；ｆ为酶的稀释倍数；Ｍ为
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３的浓度；３为反应时间３ｍｉｎ；１０００为单位放
大倍数。

抑制率计算公式为：

抑制率＝对照组酶活动
－试验组酶活力

对照组酶活力
×１００％

采用碘量法测定Ｃｕ２＋和Ｃｄ２＋对ＣＡＴ活性影响的
结果见表１、表２。

从以上数据可知，重金属离子Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对过氧
化氢酶的活力均有显著的影响，且都是在高浓度范围

内表现为抑制作用，低浓度范围内为激活作用。低浓

度范围内的激活作用，可能与 Ｃｕ２＋促进了酶的活性
中心与底物间的配位结合有关。而高浓度范围内的抑

制作用可能是由于较高浓度的 Ｃｕ２＋影响到酶的空间
表１Ｃｕ２＋对过氧化氢酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ１ ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｕ２＋ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｔａｌａｓｅ
项目 对照组 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

Ｃｕ２＋浓度 ／ｍｏｌ·Ｌ－１ ０ ６．２５×１０－５ １．２５×１０－４ ６．２５×１０－４ １．２５×１０－３ １．２５×１０－２ ２．５×１０－２ １．２５×１０－１

酶活力 １０３ｍｇ·ｍｉｎ－１ ４３３．３３ ６３３．３３ ６９９．９９ ５４９．９９ ５６６．６６ ６００．００ ２００．００ ３３．３３
相对活力 ／％ １００ １４６．１５ １６１．５４ １２６．９２ １３０．７７ １３８．４６ ４６．１５ ７．６９
抑制率 ／％ ０ －４６．１５ －６１．５４ －２６．９２ －３０．７７ －３８．４６ ５３．８５ ９２．３１

表２ Ｃｄ２＋对过氧化氢酶活性的影响
Ｔａｂｌｅ２ ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｄ２＋ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｔａｌａｓｅ

项目 对照组 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７
Ｃｄ２＋浓度 ／ｍｏｌ·Ｌ－１ ０ ５×１０－４ ２．５×１０－３ ５×１０－３ ２．５×１０－２ ５×１０－２ ２．５×１０－１ ５×１０－１

酶活力 １０３ｍｇ·ｍｉｎ－１ ４００ ５６６．６６ ５６６．６６ ５３３．３３ ４６６．６６ ３３３．３３ ２００．００ １６６．６７
相对活力 ／％ １００ １４１．６７ １４１．６７ １３３．３３ １１６．６７ ８３．３３ ５０．００ ４１．６７
抑制率 ／％ ０ －４１．６７ －４１．６７ －３３．３３ －１６．６７ １６．６７ ５０．００ ５８．３３

结构，降低了底物间的配位结合 犤８犦。对２种离子作用
的比较表明，在相同浓度条件下，Ｃｕ２＋对ＣＡＴ活性的
影响更为显著。

２．２Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对ＣＡＴ荧光光谱的影响
过氧化氢酶中色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸的存

在，使其有内源荧光。图１、图２分别为酶浓度固定时
Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对ＣＡＴ的荧光光谱猝灭图。在２９０ｎｍ激发
波长下，ＣＡＴ的最大发射波长为３５０ｎｍ；对于此激发
波长，在３１０～４００ｎｍ的波长范围内Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋均不
产生发射荧光。在３５０ｎｍ发射波长下牞ＣＡＴ的最大激
发波长为２９０ｎｍ。因此，在混合溶液中，荧光仅由
ＣＡＴ发出。如图１所示，随着Ｃｕ２＋浓度的不断增加，

Ｃｕ２＋－ＣＡＴ体系中的 ＣＡＴ发射荧光均被有规律地猝
灭，这可能是二者发生了结合作用引起了ＣＡＴ构象
的改变。而Ｃｄ２＋－ＣＡＴ体系中的ＣＡＴ荧光猝灭不明
显，这表明，尽管Ｃｕ２＋和Ｃｄ２＋都可以在一定的浓度范
围内对 ＣＡＴ的活性产生明显的影响，但可能涉及到
不同的作用机理，Ｃｕ２＋能使 ＣＡＴ的空间结构产生明
显的改变，而Ｃｄ２＋可能只影响到ＣＡＴ的催化基团或
结合基团，因而在相同的浓度范围内Ｃｕ２＋对ＣＡＴ表
现出更强的作用。Ｃｄ２＋对ＣＡＴ荧光强度的影响见表
３所示。
２．３Ｃｕ２＋与ＣＡＴ的结合常数

当ＣＡＴ体系中加入Ｃｕ２＋时，其激发波长（吸收波
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长）也发生了显著的变化，这表明二者作用引起的荧

光猝灭为静态猝灭。在静态猝灭作用中，荧光强度与

猝灭剂的关系可由荧光—猝灭分子间的结合常数表

达式导出 犤５～７犦，设过氧化氢酶有 ｎ个相同且独立的结
合位置，则有：

ｎＱ＋Ｂ＝ＱｎＢ 牗１牘
式中：Ｂ为荧光体过氧化氢酶；Ｑ为猝灭剂Ｃｕ２＋；ＱｎＢ
为生成物。其结合常数 Ｋ为：

Ｋ＝犤ＱｎＢ犦／犤Ｑ犦ｎ犤Ｂ犦 牗２牘
若荧光体系总浓度为 犤Ｂ０犦，且 犤Ｂ０犦＝犤ＱｎＢ犦＋犤Ｂ犦，
犤Ｂ犦为荧光体游离浓度，则有犤ＱｎＢ犦＝犤Ｂ０犦－犤Ｂ犦，在
静态猝灭中，荧光体的荧光强度与其游离浓度成正

比：犤Ｂ犦／犤Ｂ０犦＝Ｆ／Ｆ０，则有：
ｌｇ犤牗Ｆ０－Ｆ牘／Ｆ犦＝ｌｇＫ＋ｎｌｇ犤Ｑ犦 牗３牘

利用试验获得的ｌｇ犤牗Ｆ０－Ｆ牘／Ｆ犦对ｌｇ犤Ｑ犦作图（Ｆ为
Ｅｘ＝２９０ｎｍ，Ｅｍ＝３５０ｎｍ时所测吸光值）结果见图
３。

根据图３结果所得出的斜率和截距，可求得Ｃｕ２＋

与ＣＡＴ作用的结合常数 Ｋ和结合位点数 ｎ牞结果如
表４所示。
２．４Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对ＣＡＴ活性影响机理的差别

碘量法测定结果表明，相同浓度下，Ｃｕ２＋对ＣＡＴ
的作用较Ｃｄ２＋强。在一定的浓度范围内，Ｃｕ２＋对ＣＡＴ
活性的影响并不呈线性变化，而荧光光谱法所测吸光

表３ Ｃｄ２＋与 ＣＡＴ作用的吸光值
Ｔａｂｌｅ３ ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆＣｄ２＋ｏｎｔｈｅｃａｔａｌａｓｅ

项目 对照组 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７
Ｃｄ２＋的浓度 ／ｍｏｌ·Ｌ－１ ０ ５×１０－４ ２．５×１０－３ ５×１０－３ ２．５×１０－２ ５×１０－２ ２．５×１０－１ ５×１０－１

吸光值 Ｆ ６０ ６１ ６５ ６４ ６８ ６３ ６６ ６５

金属离子 拟合方程 相关系数 Ｋ／牗Ｌ·ｍｏｌ－１牘 ｎ
Ｃｕ２＋ ｌｇ犤Ｆ０－Ｆ牘／Ｆ犦＝１．２６５４＋０．５ｌｇ犤Ｑ犦 ０．９７７９ １８．４２ ０．５

表４Ｃｕ２＋与ＣＡＴ作用的结合常数和结合位点数
Ｔａｂｌｅ４ ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔａｎｄｂｉｎｇｄｉｎｇｓｉｔｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣＡＴｗｉｔｈＣｕ２＋

图２Ｃｄ２＋对ＣＡＴ荧光光谱的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２ ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｄ２＋ｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣＡＴ

图１ Ｃｕ２＋对 ＣＡＴ荧光光谱的影响
Ｆｉｇｕｒｅ１ ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｕ２＋ｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣＡＴ

值的变化却呈线性规律，这表明Ｃｕ２＋对ＣＡＴ的作用，
可能除了使其构象改变，还影响到其催化基团或结合

基团等；且在２种研究方法中，Ｃｄ２＋对ＣＡＴ活性的影
响均不呈线性变化。推测Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋对ＣＡＴ活性的影
响可能具有不同的机理。
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