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微量量热法研究酸度和金属离子

对淀粉酶催化作用的影响
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摘要：利用热活性检测仪测定了在不同酸度和有抑制剂时淀粉在淀粉酶催化作用下的热功率－时间曲线．根椐酶
催化反应动力学理论和对比进度法对实验结果进行处理，确定了酶催化反应的最适酸度，得到了有抑制剂（Ｌｉ＋，
Ｋ＋）时酶催化反应的表现米凯利斯常数（Ｋ′ｍ）和最大速率（Ｖｍａｘ）．定量比较了金属离子对酶催化反应的抑制效果．
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０ 引言

酶促反应动力学的研究已取得了很大的进

展［１６］．但从微量量热法测出的淀粉酶催化反应的
热功率—时间曲线中的数据，按照酶促反应动力学

理论和对比进度法解析出有抑制剂时酶催化反应的

米凯利斯常数（Ｋｍ）和表观米凯利斯常数（Ｋ′ｍ）与抑
制剂金属离子浓度间的关系，进而定量得出金属离

子的抑制效果，尚未见报道．

在激活剂对酶催化反应的影响的研究基础

上［７］，对酶的最适酸度和金属离子的抑制作用进行

了探讨．

１ 热动力学理论

设淀粉酶对淀粉的酶催化反应符合 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ
Ｍｅｎｔｅｎ机理，即

Ｓ＋Ｅ
ｋ１
ｋ－１
ＥＳ

ｋ
→
２
Ｅ＋Ｐ

第４２卷 第９期
Ｖｏｌ．４２ Ｎｏ．９

山 东 大 学 学 报 （理 学 版）

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｄｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ）
２００７年９月
Ｓｅｐ．２００７



式中Ｓ和Ｐ分别代表底物和产物，Ｅ代表酶，ＥＳ为
中间复合物，从上式可推导出无诱导剂时酶催化反

应方程即
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对于可逆体系来说，从竞争性抑制机理［８］可推

导出酶催化反应的方程，即
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假设酶催化反应方程与加入抑制剂时的酶催化

反应方程的形式类似，有抑制剂时，酶催化反应也符

合方程
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又根据对比进度法可推导出下列关系式［７］
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式中φ为反应的对比进度，φ＝
Ｑ
Ｑ∞
．

２ 实验部分

２．１ 试剂

实验所用淀粉酶，是从海洋丝状真菌的发酵液

中提取得到的．酶溶液质量浓度为 ５．２０×１０－２

ｇ·Ｌ－３（比活为３．２４×１０３Ｕ·ｍｇ－１）；配制不同的 ｐＨ，
可溶性淀粉溶液质量浓度为 ５×１０－３ｇ·Ｌ－３的溶液．
有抑制剂（Ｌｉ＋和 Ｋ＋）存在时，定量配成含一定质量
浓度金属离子的溶液，ｐＨ＝５．０２，可溶性淀粉的质
量浓度为５×１０－３ｇ·Ｌ－３的溶液．
２．２ 仪器

滴定微量量热仪（瑞典，ＴｈｅｒｍｏｍｅｔｒｉｃＡＢ公
司），恒温器的工作范围在１０～８０℃之间，温度精度
为±２×１０－４℃．该仪器灵敏度最小检测值为 ０．１５

μＷ，２４ｈ基线飘移不大于０．２μＷ．它包括一个 Ｋｅｌｆ
涡轮搅拌器和搅拌马达及控制系统，研究体系可以

被搅拌，其搅拌速度为０～１２０ｒ·ｍｉｎ－１．
２．３ 实验方法

实验是在４ｍＬ不锈钢安瓿瓶滴定微量量热仪
中进行的．取溶液２ｍＬ放入不锈钢安瓿瓶中．把滴
定微量量热仪的连杆上绕细塑料管，管中盛淀粉酶

溶液０．１０ｍＬ，先预热，当温度恒定一定值后，将搅拌
系统打开，转速为１２０ｒ·ｍｉｎ－１，用蠕动泵把淀粉酶溶
液注入安瓿瓶中，然后进行热功率—时间曲线的测

定，记录仪开始记录，当记录笔画出与基线平行的直

线时即认为实验结束，搅拌停止．

３ 结果与讨论

３．１ 不同酸度时的实验

本文用滴定微量量热仪测定了淀粉在淀粉酶催

化作用下 ３１０Ｋ及不同酸度时的热功率 －时间曲
线．曲线下的面积代表了反应体系的热效应，根据 ｔ
时刻曲线下的面积和总面积之比可求出对比进度

．利用式（４）和（５），对３１０Ｋ，ｐＨ＝５．０２时的数据按
照上述处理方法处理，得到不同酸度下数据，见表１．
表１ 在３１０Ｋ和不同酸度时酶催化反应的 Ｋｍ和Ｖｍａｘ
Ｔａｂｌｅ１ ＶａｌｕｅｓｏｆＫｍａｎｄＶｍａｘｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｃａｔａｌｙｚｅｄ

ｒｅａｃｔｉｏｎａｔ３１０Ｋａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｉｄｉｔｉｅｓ

Ｔ
Ｋ ４．１０ ４．５６ ５．０２ ５．７２ ６．３７

Ｋｍ×１０３?
（ｇ·Ｌ－３）

１．９８９９２．２７７３２．４９１６２．４０３０ ２．１６６７

Ｖｍａｘ×１０５?
（ｇ·Ｌ－３·ｓ－１）

１．９９６８２．００５８１．９９５８１．９９７４ １．９９６０

根据表１中的数据，用计算机拟合，可得 Ｋｍ－
ｐＨ曲线方程，即

Ｋｍ＝４．７３×１０－５ｐＨ３－１．０６×１０－４ｐＨ２＋
７．２０×１０－３ｐＨ－１．３１×１０－２

该曲线方程有一最高点，求极值为 ｐＨ＝５．２７，定义
Ｋｍ为最大时对应的酸度为最适反应酸度，即酶催化
反应的最适酸度（ｐＨ＝５．２７）．
３．２ 有抑制剂时的实验结果

３．２．１ 金属离子（Ｌｉ＋）存在时
用滴定微量量热仪测定了有金属离子（Ｌｉ＋）作

为抑制剂时淀粉在淀粉酶催化作用下 ３１０Ｋ，ｐＨ＝
５．０２时的热功率 －时间曲线，按照上述处理方法，
对其它质量浓度的 Ｌｉ＋存在时的数据进行同法处
理，可得到 Ｋ′ｍ和Ｖｍａｘ，其数据见表２．

Ｋ′ｍ＝２．５４７１×１０－３－１．１５３×１０－４ｃ，
（Ｒ＝－０．９９５６）
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由上式可见，Ｌｉ＋对酶催化作用起到抑制作用，
Ｌｉ＋的质量浓度增加，抑制作用增强．
３．２．２ 金属离子（Ｋ＋）存在时

用滴定微量量热仪测定了间金属离子（Ｋ＋）作

为抑制剂时淀粉在淀粉酶催化作用下，３１０Ｋ，ｐＨ＝
５．０２时的热功率 －时间曲线，按照上述处理方法，
对其它浓度下的 Ｋ＋存在时的数据进行处理，可得
到和 Ｖｍａｘ，其数据见表３．

表２ ３１０Ｋ，ｐＨ＝５．０２和不同质量浓度的Ｌｉ＋存在时酶催化反应的 Ｋ′ｍ和Ｖｍａｘ
Ｔａｂｌｅ２ ＶａｌｕｅｓｏｆＫ′ｍａｎｄＶｍａｘｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｃａｔａｌｙｚｅｄｒｅａｃｔｉｏｎａｔ３１０Ｋ，ｐＨ＝５．０２ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔＬｉ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｃ）?（ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｌｉ＋） ０ １．０ ２．５ ３．７５ ５．０ ７．５ １０．０

Ｋ′ｍ×１０３?（ｇ·Ｌ－３） ２．４９１６ ２．４６９３ ２．３０７４ ２．１２３２ １．９２５７ １．６８０２ １．３９０７

Ｖｍａｘ×１０５?（ｇ·Ｌ－３·ｓ－１） ２．０７６２ ２．０７１６ ２．０６５４ ２．０６５４ ２．０７６２ ２．０６１２ ２．０７８４

表３ ３１０Ｋ，ｐＨ＝５．０２和不同浓度的Ｋ＋存在时酶催化反应的 Ｋ′ｍ和Ｖｍａｘ
Ｔａｂｌｅ３ ＶａｌｕｅｓｏｆＫ′ｍａｎｄＶｍａｘｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｃａｔａｌｙｚｅｄｒｅａｃｔｉｏｎａｔ３１０Ｋ，ｐＨ＝５．０２ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔＫ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｃ）?（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０ ２．０ ５．０ ７．５ １０．０ １５．０ ２０．０

Ｋ′ｍ×１０３?（ｇ·Ｌ－３） ２．４９１６ ２．２５９３ １．９０２７ １．６０８３ １．３１５６ ０．７２５０ ０．１３９６

Ｖｍａｘ×１０５?（ｇ·Ｌ－３·ｓ－１） ２．０７６２ ２．０６８８ ２．０８０４ ２．０５３５ ２．０７８６ ２．０７２４ ２．０６０６

Ｋ′ｍ＝２．４９２２×１０－３－１．１７７×１０－４ｃ
（Ｒ＝－０．９９９９）

由上式可见，Ｋ＋对酶催化作用起到抑制作用，
Ｋ＋的浓度增加而抑制作用增强．

总之，Ｌｉ＋，Ｋ＋对酶催化反应都有抑制作用，但
相同浓度时，Ｌｉ＋的抑制作用大于Ｋ＋．

４ 结论

（１）用微量量热法得到了酶催化反应的米凯利
斯常数（Ｋｍ）和表观米凯利斯常数（Ｋ′ｍ）及最大速率
（Ｖｍａｘ），这种方法比滴定法、光谱法、测压法、同位素
法等更简便可靠，而且测量完毕后，并不破坏研究体

系，还可做进一步测试，因此它是一种研究酶催化反

应的行之有效的新方法．
（２）根据淀粉在淀粉酶催化反应的热功率－时

间曲线，用热动力学的对比进度法进行处理，得到了

不同酸度下反应的 Ｋｍ，建立了 Ｋｍ－ｐＨ间的关系
式，并求出了反应的最适酸度（ｐＨ＝５．２７），这一结
果，为进一步利用及开发酶的功能奠定了理论基础．

（３）从淀粉在淀粉酶催化反应的热功率－时间
曲线出发，用热动力学理论和对比进度法进行处理，

得到了有抑制剂时的 Ｖｍａｘ和 Ｋｍ（或 Ｋ′ｍ），从所得数
据可知，Ｖｍａｘ是基本相同的，而 Ｋｍ和Ｋ′ｍ不同，但
Ｋ′ｍ＜Ｋｍ．从抑制剂（Ｌｉ＋、Ｋ＋）存在时，所得到的可
知，在同样浓度下，抑制效果顺序为Ｌｉ＋＞Ｋ＋，Ｌｉ＋表
现出较强烈地抑制作用．

总之，微量量热法测定酶催化反应的热功率－

时间曲线，用热动力学理论和对比进度法来处理，从

而确定最适酸度和金属离子抑制效果，是一种崭新

的方法．此研究对于深入探索酶的特性及酶的应用
条件有重要的理论意义和广阔的应用前景．
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