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前言
许多生命科学和化学应用要求对反应过程的动力学有全面的了解。温度、pH、压力
以及存在的其他化学成分和大分子等变量对反应速率有显著影响。了解这些参数的
影响对各种应用而言至关重要，包括酶的表征、化学合成和食品制造，以及依赖于
优化的产品储存和稳定性条件的行业。紫外-可见分光光度计通常用于帮助表征和定
量反应动力学，因为它们可以通过测定吸光度随时间的变化，连续监测浓度随时间
的变化。

测定不同温度对反应速率的影响较为耗时，因为必须在不同温度下重复实验，并且
需要在分光光度计的样品室中安装专门的设备。这种设备通常使用循环水浴来维持
样品的温度。而这会带来漏水风险和噪音，并增加实验室的维护负担。

一种研究温度对化学反应影响的快速
方法 

同步运行四个独立温区的反应动力学实验，大大节省
实验时间
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基于温度控制的最新一代分光光度测量仪器可以显著节省实验
时间并更准确地控制温度。Agilent Cary 3500 多区控温紫外-
可见分光光度计，可以在单次实验中同步进行四种不同温度
的样品测试。Cary 3500 可以在实验过程中使用集成的比色皿
内温度探头精确控制溶液温度，也可以通过模块温度来进行
操作，后者非常适合恒温实验。多池支架内置于仪器中，使
用无水、风冷的帕尔帖控温模块将样品温度控制在 0–110 °C  
之间。

本研究旨在考察单次实验中在四种不同温度下进行反应动力学
速率测量的省时潜力。采用乙酸对硝基苯酯 (pNPA) 的水解反
应进行此项研究。这是一个已经得到充分研究的反应，反应速
率随温度的变化而变化。

实验部分
在碱性溶液中，乙酸对硝基苯酯 (pNPA) 容易水解为对硝基苯
酚 (PNP)。pNPA 在 270 nm 处具有最大吸光度，PNP 的最大
吸光度在 405–410 nm 之间（取决于温度）。随反应进行连续
进行快速波长扫描可以监测 pNPA 的消耗和 PNP 的生成。在 
pH 7 下进行实验，测定 80 °C 样品的反应速率。

样品
制备 0.0001 mol/L 的 pNPA 甲醇溶液。制备含 100 mmol/L 
NaCl、0.1 nmol/L EDTA 和 10 mmol/L 磷酸钠的磷酸盐缓冲液 
(PBS)，并将 pH 调至 7.0。

用未稀释的 PBS 建立基线，并在每次测量时将其作为参比。
本实验采用 3.5 mL 10 mm 光程的标准石英比色皿，并用星型
磁力搅拌器，以 500 rpm 的速度进行搅拌。

仪器和方法 

所有测量均使用 Cary 3500 多区控温紫外-可见分光光度计 
 （图 1）。方法参数见表 1。

图 1. Cary 3500 多区控温紫外-可见分光光度计的样品室内置有多池支架。每
个样品/参比对可以保持在不同的温度

表 1. 仪器参数

参数 设置

波长范围 (nm) 220–520 nm（扫描）

扫描速率 (nm/min) 1200

光谱带宽 (nm) 5

信号采集平均时间 (s) 0.1

数据间隔 (nm) 2

搅拌速度 (rpm) 500

温控区域数量 4

温度 (°C) 20、40、60、80

温度控制 模块

每个样品比色皿加入 2980 µL 磷酸盐缓冲液，放置在多池支
架上（图 1）。温度平衡 10 分钟，然后加入 20 µL pNPA 甲醇 
溶液。

在 220–520 nm 波长范围内，每 30 秒采集一次吸光度扫描，
持续 30 分钟。对各个温区同步进行以上测量。采用 Cary 紫
外工作站软件内置的动力学分析功能，生成动力学曲线，确
定反应速率。



3

结果
碱性条件下，pNPA 的水解涉及脱去乙酸酯基团。当条件设定
为水过量时，该反应可以认为是伪一级反应。当 PBS 缓冲液 
pH 值为 7 时，反应速率变慢，以二级反应为主。

温度影响
4 种不同温度下 pNPA 水解的波长扫描结果如图 2 所示。通
过测定生成的 PNP 可以发现，样品温度与反应速率之间存在
明显关系（图 2）。在 80 °C 时，等吸收点明显，表明此温度
下 pNPA 直接转化为 PNP。利用 80 °C 实验的波长扫描动力
学数据，根据 408 nm 处 PNP 的吸光度峰值，生成吸光度与
时间的曲线图（图 3）。利用二级速率计算（内置于 Cary 紫
外工作站软件）确定反应的二级速率常数 (k)，k = 883.194  
(1/[min.mol])。

波长扫描
通过一定时间内的波长扫描，可以观察到  pNPA 的消耗和 
PNP 的生成（图 2）。分析整个波长范围的吸光度可以获得额
外的信息，而这些信息在只分析单个波长的情况下可能被遗
漏。例如，可能存在反应中间体、样品的细微变化以及如图 2 
所示的等吸收点的检测。

图 2. 混合两种试剂开始反应后，随时间的变化，在 220–520 nm 范围内的波长扫描结果，采集时间为 30 分钟。左上角为 20 °C，右上角为 40 °C，左下角为 60 °C，
右下角为 80 °C
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图 3. 80 °C 下反应的光谱图，具有特征等吸收点（左图）。在 Cary 紫外工作站软件中绘制的 408 nm 处吸光度随时间的变化曲线（右图），将此图用于确定反应速率

结论
Cary 3500 多区控温紫外-可见分光光度计可在单次实验中同
步监测四种不同温度下的 pNPA 水解反应。在一个实验中同
步考察 20 °C、40 °C、60 °C 和 80 °C 下温度对反应速率的影
响，整个实验过程只需 30 分钟。

实验过程中快速采集波长扫描光谱，从而可对不同波长下的
数据进行解析。虽然可以确定四个温度下的反应速率，但反
应机理可能有所不同。观察反应的全波长范围扫描结果可以
为反应机理提供有用的见解。

提高对反应动力学的理解，是更好地理解化学相互作用和反
应过程的基础。进行详细的实验来研究反应过程的温度依赖
性，虽然可以提供丰富的信息，但却非常耗时。利用 Agilent 
Cary 3500 多区控温紫外-可见分光光度计独有的多温区功
能，只需传统紫外-可见分光光度计系统四分之一的时间，即
可完成反应动力学数据的收集，为实验室带来了独特的省时
优势。
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