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氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2动力学研究
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摘　要　用光度法研究了氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应的动力学行为 ,发现这一反应

具有简单酶促反应的动力学特征 .为氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应的机制提供了新的论

据 .
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近年化学发光分析方法作为一种新的化学分析技术 ,广泛应用于微量金属离子和有机

化合物的测定 ,而细胞化学发光和化学发光免疫分析的研究工作也相当活跃 [1, 2 ] .目前化学

发光法最常用的化学发光剂是鲁米诺 ( lumino l) ,它在碱性条件下与 H2O2发生氧化还原反

应并伴有光的发射 ,但这种反应通常需要一些金属离子 ,如 Fe2+ , Co2+ , Cu2+等 ,或含血红素

酶如过氧化氢酶 ,棘根过氧化酶等催化 ,反应才能快速进行 .一些金属离子催化鲁米诺与

H2O2反应的可能机理已有文献报导 [ 3] ,本文用氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应的动力

学行为具有简单酶促反应的特性 ,以及反应机理尚未见报 .

1　实验部分

1. 1　仪　器

日本岛津 UV-160 A紫外可见分光光度计 , pHs-3型酸度计 .

1. 2　试　剂

1. 0× 10
- 3

mol /L氯化血红素贮备液: 将 0. 327 0 g的氯化血红素 (上海生化研究所产

品 )置于小烧杯中 ,加入几滴 1. 0 mol /L NaOH溶液 ,再用少量 pH= 10. 0的碳酸钠 - 碳酸

氢钠缓冲溶液 (以下简称缓冲液 )溶解后 ,转入 500 mL容量瓶中 ,用缓冲液稀释至标线 ,摇

匀 ; 2. 0× 10- 3 mol /L鲁米诺贮备液:在 0. 154 6 g鲁米诺 ( Sigma公司产品 )中加入 2 mL 1.

0 mol /L NaOH溶液溶解 ,转入 500 mL容量瓶中 ,用水稀释至标线 ,摇匀 ; 2. 0× 10
- 2
mol /L

H2O2贮备液:吸取 10 mL 30% H2O2溶液至 500 m L容量瓶中 ,用水稀释至标线 ,摇匀 .

以上贮备液放于 4℃冰箱中保存 ,使用时用缓冲液逐级稀释至所需浓度 .

本文所用的试剂均为 AR级 ,水为两次蒸馏水 .

1. 3　实验方法

1. 3. 1　 H2O2的标定　采用 Allen法 .准确吸取一定量的贮备液 ,用水稀释至 10 000倍 ,从
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中吸出 2. 00 mL于 10 mL容量瓶中 ,分别再加入 2. 00 mL A液 ( 1 g NaOH, 33 g KI和 0. 1

g ( N H4 ) 6 MoO24溶解于 500 mL水 )和 2. 00 mL B液 ( 10 g邻苯二甲酸氢钾溶解于 500 mL

水 ) ,最后用水定容 .用 UV-160A紫外可见分光光度计 ,选取 350 nm波长测定该溶液中 I
-

被 H2O2氧化为 I2时的吸光度 .按公式 [ H2O2 ]= A /X350× 50 000(X350= 2. 6× 104 )计算出

H2O2贮备液的浓度 .

1. 3. 2　氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应动力学的测定　固定反应体系的氯化血红素

浓度和 H2O2浓度不变 ,改变鲁米诺的浓度 .选取 222 nm波长 ,测定体系刚开始反应时鲁米

诺的吸光度 A0和反应 30 s后体系剩余鲁米诺的吸光度 At .由 ( A0- A t ) /30求得不同鲁米

诺浓度反应 30 s的平均初速 (简称反应初速 ) .

2　结果与讨论

2. 1　氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应的动力学

2. 1. 1　反应动力学条件的选择　图 1是氯化血红素 ,鲁米诺在缓冲溶液中的紫外可见吸收

光谱 .从图 1可见 ,鲁米诺溶液的紫外可见吸收光谱在 222 nm处具有最强的吸光度值 ,当氯

化血红素浓度为 8. 358× 10
- 6
mol /L时 ,它的吸收光谱对鲁米诺溶液在 222 nm处的吸光度

值几乎没有影响 (见曲线 c) .浓度为 1. 543× 10- 3
mo l /L的 H2O2溶液在 222 nm处有较明

显的吸收 ,但是 ,我们研究氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应的动力学时 , H2O2的浓度是

固定的 ,因而这种影响对测定的结果是一种系统的误差 .另外 ,从鲁米诺发生反应的动力学

曲线 (见图 2)可见 ,随着反应时间的推移 ,鲁米诺的浓度不断消耗 ,表现为 222 nm的特征吸

收峰随时间下降 (每次扫描间隔时间为 30 s) .

图 1　氯化血红素 ,鲁米诺的紫外可见吸收光谱

　 Fig. 1 U ltravio let abso rption spectra o f hemin

and luminol

a　 8. 358× 10- 6 mo l / L氯化血红素 ;

b　 5. 015× 10- 5 mo l /L鲁米诺 ;

c　 8. 358× 10- 6 mo l /L氯化血红素+ 5.

015× 10- 5 mol /L鲁米诺 ;

d　 8. 358× 10- 6 mo l /L氯化血红素+ 1.

543× 10- 3 mo l / L过氧化氢

图 2　鲁米诺反应的动力学曲线

Fig . 2 Kinetic curv es o f lumino l reaction

　　　　 1. 018× 10- 5 mol /L　鲁米诺 ,

8. 358× 10- 6 mol /L氯化血红素 ;

1. 298× 10- 4 mol /L过氧化氢
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　　据此 ,将选择鲁米诺在 222 nm处的特征吸收峰作为测定氯化血红素催化鲁米诺与

H2O2反应的最佳波长 .

图 3是鲁米诺浓度在 1. 0× 10
- 6
～ 1. 0× 10

- 4
mol /L范围内 ,吸光度值与浓度关系的实

验数据 ( A是 3次测量平均值 ) .结果表明 ,在此浓度范围内 ,吸光度与浓度之间具有良好的

线性关系 .

图 3　鲁米诺浓度与吸光度关系

Fig. 3　 Abso rbance o f lumino l v s. concentra tion

图 4　氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应的动力

曲线

Fig. 4　 Kinetic curv es of the reaction of luminol wi th by-
d rog en peroxide by th e catalysi s of hemin

2. 1. 2　反应动力学性质　图 4是氯化血红素

( 8. 358× 10
- 6
mol /L)和 H2O2 ( 1. 543× 10

- 3
mol /L )浓度固定不变 ,而改变鲁米诺浓度的条

件下 ,测得鲁米诺在 30 s内平均反应初速 (v0是 3次测量的平均值 ) .

　　由上述反应初速 v 0与鲁米诺浓度关系的动力学曲线可见 ,它具有简单酶催化反应的动

力学特征 .以 1 /v0为纵坐标 , 1 / [ luminol ]为横坐标作图 ,求得 vmax= 2. 00× 10- 3 A /s,Km=

1. 25× 10- 5 mol /L

2. 1. 3　反应机理　关于鲁米诺与 H2O2反应的机制是一个有争议的问题 ,一种观点认为
[4 ]

鲁米诺在碱性液溶中 ,首先形成双负离子 ,然后被 O2氧化为偶氮酮式 ,才能与 HO
-
2 反应 ,

生成不稳定的内过氧化物 ,后者再分解失去 N2产生化学发光 (图 5) .

图 5　鲁米诺发光机理示意图

Fig. 5　 Mechanism o f lumino l chemiluminesene

　　另一种观点认为
[ 3, 5]
鲁米诺在碱性条件下 ,以单价阴离子存在 ,它不能与 H2O2反应 ,需
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要在催化剂作用下转变成带活性基的鲁米诺 ,才能与 HO
-
2 反应生成内过氧化物 .我们的实

验结果为后一种观点提供了新的论证 .即在常温下氯化血红素与鲁米诺不发生反应 (见图 1

的曲线 c) ; H2O2与鲁米诺碱性溶液的紫外可见光谱经多次连续扫描没有明显变化 ,说明在

没有催化剂存在下它们基本上不发生反应 ,即使发生反应也是十分缓慢的 .当有氯化血红素

存在时 ,反应十分快速 ,表现为鲁米诺在 222 nm处的特征吸收峰明显下降 (见图 2) .根据我

们实验的动力学和光谱结果以及文献 [6, 7]的报导 ,我们认为 ,鲁米诺与 H2O2反应过程中 ,

氯化血红素首先与 HO
-
2 配位 ,然后再与单价鲁米诺阴离子偶合 ,使 HO

-
2 中的 O- O键和

鲁米诺中的 H— N键削弱 ,以致容易断裂 ,氯化血红素中的 Fe
3+ 在这一过程中发生单电子

转移 ,使鲁米诺变成带活性基的单价阴离子 .这个过程可如图 6.

图 6　鲁米诺阴离子转变成活性阴离子示意图

Fig. 6　 Lumino l anion change to luminol radical

　　因此 ,提出氯化血红素催化鲁米诺与 H2O2反应的机制如图 7.

图 7　氯化血红素催化鲁米诺发光机理示意图

Fig. 7　 Mechanism of hemin catalysis o f lumino l chemiluminesence
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　　上述式中的 L
-
代表鲁米诺单价阴离子 . ( 4)式是反应过程的速率控制步骤 ,体现了氯化

血红素催化鲁米诺与 H2O2反应具有酶催化反应的特征 .
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Kinetics Study of Catalysis by Hemin in the Reaction

of Luminol with Hydrogen Peroxide

Lin Dede 　 Zhang Hongying　 Yang Xueqiang　 Huang Yinyru

Abstract　 The kinetics of catalysis by hemin w ere studied in ihe reaction of luminol wi th

hydrogen peroxide by pho tometric method. The results imply that has the characteristic o f

kinetics of enzyme catalyzed reactions. The study provides new proof fo r the mechanism o f

reaction from the hemin catalysed of luminol by hydrogen peroxide.

Keywords　 chemiluminescence, hemin, lumino l
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