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‘’

动力学和热力学特征
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(农化系)

摘 共

研究结果表明
:

供试六个土样的米氏常数
,

最大速度和最大速度 /米氏常数
,

均有差异
。

各土

壤过氧化氢酶的活化能也明显不 同, 活化怡差别较大
,

说明各土壤过氧化氢酶形成活化络合物时
,

底物与酶活性中心在应变和扭曲强度上的差异
。

活化嫡皆为负值
,

表明活 化络合物形成时体 系 的

有序性增加
。

活化自由能为正值
,

各土样差异较小
。

黄棕壤过氧化氢酶的各参数较为特殊
。

关健询
:

土壤 , 过氧化氢酶
;
活化能 , 婚 , 墒 , 自由能

热力学原理和方法由于不受体系的结构和过程机理的局限
,

因而对研究土壤酶促反应这

个复杂体系是非常有利的
。

所以近年来国外已有一些运用动力学和热力学原理研究土壤酶促

反应特征的报道
〔’一 5 〕。

本文旨在研究陕西儿种土壤的过氧化氢酶酶促反应速度对底物浓度和

温度的依赖关系
,

探讨该酶在不同土壤生态环境中的动力学和热力学特征
。

l 材料与方法

供试土样
:

同期采样
,

深度。~ 20
c m 。

新鲜样 4一6 ℃保存五个月
。

分析前取出风干
,

过

lm : n
筛

,
备用

。

方法
:
过氧化氢酶活性用 I

一 a
解

r o H
气量法

〔, 〕测定
。

样 品 于 不 同 温 度 (1 0 , 2 。, 3。,

40 ℃ ) 和不同浓度的底物 (0
.

44
, 0

.

88
, 1

.

76
, 3

.

53 及 5
.

29 M ) 下进行反应
,

按 反 应 时 间

10 ,

20
, 3。,

40
,

50 及 6 05 读数
。

每个土样各处理均重复 5次
,

灭活对照重复 3次
,

以便消除

土壤中非酶活性的影响
。

测定前将盛有土样的反应瓶置恒温箱中
,

在选定温度下放置 2小时
,

然后置于 同一温 度

本文于1 95 7 年 1 1月5 日收到
。

玉) 系张君常教授主持的中科院自然科学基金资助课题的一部分
。

2 ) 现在中科院西北水保所工作
。

3 ) 现在北京林学院工作
。
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的恒温振荡器 中
,

频率 3 40
一

3 60 1-/ m in 进行测定
。

数据处理
:

所得数据按下述公式作图求M ic h ae liS 一

M e nt e n
常数(K m )与最大速度(V 二 . ‘

)
。

一

毛一尽
.

班一 +

v 。 V , . 、

仁S 」

式 中v 。

为速度
; s为底物浓度

。

反应速度常数

l

V
二 ‘ 、

(瓦) 根据化学动力学一级反应式计 算
〔5 ’ 7 二 。

、一2--. 昼旦1 1。 g

t

a

a 一 X

式中
: 。 -

一最大放氧量
; x

一 时间 t时的放氧量
。

活化能 (E a) 由A r r h o ni us 直线方程
〔吕 ’
作图求得

;

化 自由能 (△G 绪

) 分别按下列方程
〔。’
获得

。

。 _ _ ~
, 。纽 产 ,

k n h
.

△H ”
一 E a 一 R T △s ”

一 〔, n

箭
一

+

活化堵 (△H “

)
,

活化嫡 (△『 ) 和活

△H
举

R T
〕R

△G 哮
二 △H “

一 T △S

式中
: T

—
绝对温度

; N

—
阿伏伽德罗常数

; h

—
布朗克常数

; R

—
气体常数

。

2 结果与讨论

2
.

1 不同土滚过叙化氮醉动力学特征

测定了六个土样于不同温度
、

不同底物浓度下过氧化氢酶反应的初速度
,

并绘出初速度与

底物浓度的关系 曲 线 (图 1 )
,

以
一

典一对咨求直线回归的斜率和截距算出动力学参 数
K m ,

‘

州 F 子 f卜 ~
“ 廿 2 、“

、

~ ~
、

~
一 ‘ ’

一 V
。 ” J

S
’J -

一一
’

一~ ~
“

’ ‘

一
’

‘一

~
护‘ 7 ’

一 ~
/ ‘ J

一 一

v 。 . 、

和v
:。 . 、

/ K
二 ,

结果见表 l
。

图l显示出各土壤过氧化氢酶在本研究测 试条件下的初速度 是

底物浓度的函数
。

随着过氧化氢酶浓度的提高
,

放氧量相应增大
,

逐渐趋于一个最大值
,

这

一结果与A n o e 。
等

〔” 」的资料基本一致
。

而且底物浓度对各土壤过氧 化 氢酶反应初速度的影

响有明显的不同
。

红油土
、

坊土的过氧化氢酶反应初速度随过氧化氢浓度的提高而 迅 速 增

加
;

黄棕壤增加较慢
;

黄泥巴
、

长武粘黑沪土和永寿粘黑沪土在 30 ~ 40 ℃
,

底物浓度 3
.

53 M

时为极限值
,

过氧化氢浓度继续提高时
,

反应速度不再增加
。

已有资料指出
, K 二

是酶一基质复合体牢固性的量度
,

当K .

值小时酶与基质结 合 强
, K 二

值大时结合弱
; v 。

‘ 二

是总酶量的量度
,

又可表征酶一基质复合物分解为酶和产物的速度
。

因

此一些学者认为
,

对土壤来讲
, V 二 . :

是实现某种酶过程的土壤潜在能力的容量指标
〔4 ’。

由本

资料 (表 l) 可知
,

各温度下黄棕壤的 K 二

最低
,

黄泥 巴
、

红油土较 高
。

说明黄棕壤的过氧 化

氢酶与基质结合较强
,

黄泥 巴
、

红油土则差一些
。

但是红油土的v 。 . 、

最高
,

即从酶的总量来

讲红油土最多
,

黄棕壤显然最少
。

有些学者认为
〔3 ’,

在较大范 围内v 二 . :

/ K 。

是酶反应速度最重要的指标
。

六个供试土样的

V
。 二 / K 二

二

值也是红油土最大
,

黄棕壤最小
。

表 1还表明
:

供试土壤过氧化氢酶的v
。 ,

v 二
:

和v
二 . ,

/ K 二

值随温度的升高而增大
;

在不同

底物浓度下
,

温度与v
。

的相关系数分别是o
.

7 e s , 0
.

7 5 2 , 0
.

7 5 1
,

0
.

7 4 0及o ‘ eo 7 (。 , 2 4 )达极

显著相关
;
温度与 v

, . : ,
v 二

:

/ K
m

的相关系数是 0
.

“6 , 0
,

7 7 2 (
。 = 24 ) 也 达极 显 著 水
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图 1 初速度与底物浓度的关系曲线

准
。

v
。,

v 二
:

和v
, . :

/ K 。

随温度变化的幅度因土壤而异
。

黄棕壤的v
, . : , v 二

:

/ K .

值 在 温 度

由10 ℃增加到40 ℃时其变化较少
,

分别仅有3
.

3和 1
.

3 4倍
,

其他土样相对高些
。

K
·

未发现随温度有规律性的变化
。

其相关系数亦不显著 ( n = 24
, , =

一

。
.

1 5 )
。

上述分析结果表明
:

黄徐壤的过氧化氢酶比较特殊
, 它的酶总量比其他土壤低

,

并与底
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裹1 不同沮度下各土壤过组化氮醉的动力学参数

上壤
K m (m m o l)

1 0 ,C 2 0℃ 3 0℃ 4 0 ℃

粘 黑沪 仁(长武 )

粘 黑护
_

}二(永寿 )

庐 土

红 油

3
。

3 1 1
。

2 8 1
。

7 0 1
.

找9

2
。

5 6 0
。

9 7 1
。

] 7 1
。

0 9

l
。

82 1
。

5 0 2
。

13 1
。

6 5

2
。

8 0 2
。

0 0 1
。

7 2 3
。

4 8

0
。

4 0 0
.

C4 1
。

2 1 0
.

9 6

5
。

34 1
。

7 9 2
。

3 0 3
。

8 8

V m a x (m m o l/ 二 in )

1 0℃ 2 0℃ 3 0℃ 4 0℃

0
。

6连 0
。

7 9 1
.

4 9 2
.

2 2

0
。

4 8 0
。

5 6 0
。

9 5 1
。

3 2

O
。

4 2 0
。

7 5 1
。

4 1 1
。

7 5

0
。

7 2 1
。

1公 1
。

8 9 4
.

0 0

0
。

0 9 0
。

1 6 0
。

2 8 0
。

3 0

0
。

6 5 0
。

62 1
。

35 3 。 05

V m a x / K m

1 0℃ 2 0℃ 3 0 ℃ 4 0℃

0
。

19 0
。

G 2 0
。

8 8 1
.

连9

0
。

19 0
。

5 8 0
。

8 1 1
。

2 1

0
。

2 3 0
。

5 0 0
.

6 G 1
.

0G

0
。

2 6 0
。

5 9 1
。

10 1 . 15

0
。

2 3 0
.

2 5 0
。

2 3 0
。

3 1

0 。 12 0
.

3 5 0
。

5 9 0
。

7 8

土壤巴

棕泥黄黄

物结合紧密
,

较为稳定
。

2
。

2 不同土壤过叙化氢酶反应的活化能

表 2 过叙化氨酶的反应速度常擞及活化能

反应速度常数 (K ) x l丁忿

L 壤
活化能 (E a ) J

·

m o l
一 i

2 8 3K 2 9 3K 3 03 K 3 13 K

r尸毛l户L护、,‘

0988.

⋯
,孟,几,土

月1粘黑沪土 (长武 )

粘 黑沪 土 (永 寿)

坊 土

红 油 土

黄 棕 壤

黄 泥 巴

1
。

7 9

1
。

83

1
。

8 7

1
。

8 4

l
。

5 9

1
。

7 1

1
。

8 8

1
。

8 6

1
。

8 8

1
。

7 7

1
。

93

1
。

7 6

1
。 8 1

1
。

8 1

2 。

02

2
。

0 3

2
。

0 0

1 。

9 7

1 。

7 5

1
。

8 9

3
。
2 x 1 0 .

2
。

仑火 1 0翻

1
。

7 x 1 0 ,

1
。

6 火 1 05

1
。

3 又 10 4 /
一

3
。

6 x 1 0 3

2 .

7 x 1 0 5

表 2资料表明
:

各上壤的速度常数随温度升高而增大
,

符合温度影响速度常数的 一 般 规

排 〔“ ’。 当温度由2 8 3 一 2 9 3 K 时
,

黄棕壤的K 值有个较大变化
,

增 加 了0
.

34 x lo ” ;

温 度继续

上升
,

K 值又呈现下降趋势
。

土壤过氧化氢酶的活化能
,

可 以表征酶反应速度
〔” 〕 ;

活化能愈低催化速 度 愈快
。

各土

壤的过氧化氢酶的活化能有明显差异
,

并依红油土
、

岁土
、

黄泥巴
、

永寿粘黑沪土
,

长武粘

黑护土的顺序递增
。

黄棕壤以人
r r h e ni u s图求得2 93 ~

、

月 K 的活化能是负值
,

但在28 3 ~ 2 9 3 K

时用 八r r h e ni us 方程
:

E a = 4
.

5 7 10 9瓦一。
T IT ,

T
:

一 T l

求得活化能值为 1
.

3 x 1 0’
,

与同温度下其他土壤相比高出近一个数量级
。

这表明在 2 8 3 ~ 3 93 K

时黄棕壤的过氧化氢酶比其他土壤需要更高的能量才能使反应进行
。

2
.

3 各土滚过叙化氮醉反应的热力学参教

活化 自由能△G
雄

是使反应物达到过渡态所需要的自由能
〔’。’。

表3指出
,

各土壤的△G
举

均

为正值
,

且差异较小
,

并随温度提高有所增加
。

高的活化焙显示过渡态形成必须具有强的应
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衰3 过妞化组醉反应的热力学今橄

土坟 退度 (K ) AH 雄 (J
·

址0 1
一1 ) △S

‘
(J

·
m o l

一 1 d e g
一 l ) A G 峥 (J

一

口0 1
一1 )

粘黑沪土(长 武 )

枯黑沪土 (永密 )

沪 土

红 油 土

黄 棕 壤

8 9 1
。 0

名0 8
。

0

7 2 4
。

0

64 0
。

0

4 7 7
。

0

3 9 3
。

0

3 1 0
。

0

2 2 6
。

0

一
6 0 7

。 0

一 6 9 0
。 0

一
7 7 4

。

0

一 8 58
。

0

一
7 7 0

.

0

一
8 54

。

0

一
9 3 7

。

0

一
10 2 ]

。

0

10 6 4 7
。

0

1 0 5 64
。

0

一
2 7 4

。

5

一
2 7 4

。

名

一
2 7 5

。

2

一
2 7 5

。

盛

一
2 7 5

.

8

一
2 7 6

。

3

一
2 7 6

。

8

一
2 7 6

。

7

一
27 9

。

4

一
2 7 9

。

9

一
2 8 0

。

3

一2 8 0
.

3

一
2 8 0

。

1

一
2 8 0

。

8

一
28 0

。

9

一
2 8 0

。

9

一
2 4 1

。

0

一
24 1

。

2

7 8 57 4
.

5

习1 32 4
。

4

名4 1 09
。

6

8 68 4 0
。

2

’

7 8 52 8
.

4

8 1 3 4 8
。

9

8 4 1 8 0
。

4

8 6 8 3 3
。

I

7 8 4 6 3
。

2

8 1 32 0
。

7

8 4 15 6
。

9

名6 87 5
。

9

7 8 4 9 8
。

3

8 14 4 9
。

7

8 4 17 5
。

7

8 6 9 0 0
。

7

7 8 8 50
。

0

8 12 3 5
。

6

黄 泥 巴 3 1 0
。

0

22 6
。

0

14 2
。

0

5匀
。

0

一
2 7 6

。

9

尸
27 7

。

3

一 2 7 7
。

6

一 27 7
。

8

7 8 6 7 2
。

7

8 14 7 4
。

9

8 4 2 5 4
。

8

8 7 0 10
。

4

冷3召3召3召33333333353533心f330501:.宫。上950上我9:0:1:8:90:士8,01
,‘
2
.心3咋‘丹‘,d223356‘,‘33,‘咋山332,“3几。

变
,

扭 曲
,

甚至键的断裂
,

从而导致酶促反应速度缓慢
。

庐土与红油土的过氧化氢酶促反应

的△H
寻

是负值
,

说明酶的活性部位与反应物能较好的互补
。

其余土壤可能要发生较 大 的 应

变
,

才能使反应物很好地结合于酶活性部位上
,

尤其是黄棕壤过氧化氢需要更多能量
,

才能

使 反应物的键扭曲和变形
。

所有供试土样的过氧化氢酶的八H
牛

随温度升高而降低
,

表明是由

于温度升高减弱了张力所致
,

从而 易转变为过渡态
,

形成最终产物的过程 加 快
〔‘’。

A n o e B
等指出

,

活化嫡表示实现过渡态可能性的量度
。

表3 中所列各土壤的活化嫡(△
: ”

)

均为负值
,

显示了酶与反应物在形成活化络合物时
,

反应体系的有序性增加
。

活化络合物形

成时的有序性越高
,

嫡值减少的程度越大
,

活化嫡也越小
。

比较五个 供试 土样△犷差 异 不

大
,

且随温度升高变化甚小
。

黄棕壤在28 3 ~ 2 93 K 时△S
津

相对 较大
,

说明反应物与酶的定向

结合较差
,

这与其△H 绪
大形成活化络合物时发生较大应变与扭曲相一致

。

综上所述
,

运用动力学和热力学方法研究土壤过氧化氢酶能得到许多有关这个 酶
‘

的 信

息
。
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分析动力学特征表明黄棕壤的过氧化氢酶量少
,

与基质结合紧密
,

较为稳定
;

红油土
、

黄泥 巴
、

坊上
、

粘黑功土等的过氧化氢酶最相对多
,

酶与华质复合物分解快
。

热力学参数说

明红油 上
、

功土过氧化氢酶的活性 部位 与反应物能较好 IJ几补
,

其余
_

[ 壤 可能要发生 较 大 应

变
。

特别是黄棕壤过氧化氢酶与反应物定 向结合差
,

反应物的键发生较大 曲扭和变形方能进

行反应
。
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e i

(D o p a ; t o e n t o 了5 0 1乙 a n d A g ; o e孔e拼 is tr 夕)

A b s tr a e t

5 1x 5 0 115 fr o m S h a a tz x i p r o v in e e w e r e s a m p le d t o s t u d y th o k 三n c tie a n d

t 11 e r 。: o d y n a m ie p r o Pe r tio s o f e a t a la s o s .

T h e r e s u lt s s h o w e d th a t t h e r e e x is t e d

c 。r t a in d iffe r e n e e s in M ie h a e ll
’ 5 e o n s t a n t s , rn a x im u m v e lo e it y a n d V m a x

/ K m

。。 t : o s a m o n g 5 0 115 , a n d t h a t t h e e a t a la s e s a e t iv a tio n e n e r g y in 5 0 115 w a s d is -

t in e t ly d ; ffe r e n t
.

T h e g r e a t d is o r o p e n e y in a e tiv a t io n e n th a lp ie s m ig h t in d ie -
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1
’
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, th e o r d e r lin e s s

t li e s y s t e “飞 in e r e a s e d
.

T h e r
·

e s u lt s a ls o s h o w e d t h a t w h e n fr e e e n e r g y o f a e -

t iv a t io rz w a s Po s it iv e , t h e d iffe r e n e e s in v a r io u s 5 0 115 w e r e s m a ll
.

T h e Pa r a -

m e t e r s o f e a t a la s e s in y e llo w
一

b r o w n e a r th w e r o m o r e s p o e ia l th a n in o tli e r

5 0 1 15 s t u d ie d
.

Ke y w o r d s : 5 0 11, e a t a la s c s ; a o t iv o tio o e n e r g y ; e n th a lp :。、 ; e n t r o p ie s ; fr e 。

e n e r g y


