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摘 要:为建立一种快速、准确的从少量样品中提取、分析天然橡胶主要成分聚异戊二烯含量的方

法,在已采用索氏提取器提取的基础上,进一步探讨采用2
 

mL微型离心管的方法提取分析材料

(0.5
 

g以下)中的聚异戊二烯含量。从分别利用微型离心管与索氏提取器提取4种样品分析材料,
即顺式聚异戊二烯标准品、多汁乳菇子实体、杠柳枝条、杜仲果翅的提取得率和分子量分布看,2种

提取方法的差别不大,再通过每次提取时利用顺式聚异戊二烯标准品建立标准曲线校正,采用

2
 

mL微型离心管微量提取分析测定植物植株、组织材料或真菌子实体、菌丝体中的顺式或反式-1、

4-聚异戊二烯橡胶含量的方法可行、结果可信。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

establish
 

a
 

rapid,accurate
 

analysis
 

method
 

for
 

the
 

content
 

test
 

of
 

polyisoprene,the
 

basic
 

ingredient
 

in
 

natural
 

rubber
 

that
 

extracted
 

from
 

a
 

small
 

quantity
 

of
 

sample,based
 

on
 

the
 

previous
 

method
 

by
 

Soxhlet
 

extractor,the
 

extraction
 

and
 

analysis
 

of
 

polyisoprene
 

from
 

sample
 

(less
 

than
 

0.5
 

g)
 

in
 

2
 

mL
 

microtube
 

was
 

further
 

discussed.Four
 

kinds
 

of
 

samples,cis-polyisoprene
 

standard,Lactarius
 

volemus
 

fruiting
 

body,Periploca
 

sepium
 

branch
 

and
 

Eucommia
 

ulmoides
 

winged
 

perianth,were
 

extracted
 

by
 

mi-
crotube

 

and
 

Soxhlet
 

extractor
 

respectively.No
 

significant
 

differences
 

were
 

found
 

in
 

extraction
 

rate
 

and
 

mo-
lecular

 

weight
 

distribution
 

between
 

the
 

two
 

methods.In
 

addition,the
 

content
 

of
 

polyisoprene
 

could
 

be
 

cor-
rected

 

by
 

the
 

standard
 

curve
 

established
 

by
 

cis-polyisoprene
 

standards
 

during
 

each
 

extraction.The
 

2
 

mL
 

microtube
 

extraction
 

method
 

is
 

feasible
 

and
 

reliable
 

to
 

analyze
 

the
 

content
 

of
 

cis-or
 

trans-1,4-polyisoprene
 

in
 

plant
 

plantlet,tissue
 

materials
 

or
 

fungi
 

fruiting
 

bodies,mycelia.
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  天然橡胶作为工业四大原料之一,在国计民生

和国家安全中占有重要的地位,其主要成分为1,4-
聚异戊二烯(1,4-polyisoprene)。在生产上几乎全

部通过割取巴西橡胶树(Hevea
 

brasiliensis
 

Muell.
Arg)韧皮部乳管,从乳汁中提炼。我国是世界天然

橡胶消费大国,近年来的年消费量均在600万t以

上。由于巴西橡胶树是典型的热带雨林树种,耐寒

性较差,喜好高温高湿、光照足且降水均匀的天然生

长环境,因此其生长生产主要集中在越南、印度尼西

亚、泰国等热带、亚热带地区,是典型的资源约束性

产业。而我国适宜天然橡胶生长的区域有限,主要

分布在海南、云南等地区,平均年产胶能力为1
 

t·

hm-2
 

[1]。因此,我国的天然橡胶生产无法自给自

足,对原料需求量的80%以上依赖进口[2-3]。随着

工业经济发展,解决天然橡胶资源已经成为了当前

刻不容缓的关键问题[4]。
虽然随着技术的进步,化学合成橡胶在性能方

面越来越趋于完善,但仍然无法完全替代天然橡胶。
美国、欧洲、日本等天然橡胶需求较大的国家,同样

面临着不具备种植巴西橡胶树的天然环境,多年前

就开始大力支持研发银胶菊(Parthenium
 

argenta-
tum)、俄罗斯蒲公英(Taraxacum

 

koksaghyz,别名

橡胶草)等被关注的天然橡胶生产替代植物[5]。我

国也开展了俄罗斯蒲公英基因转化以及基因组测

序、表达分析[6]等研究,同时,对我国特有的孑遗树

种杜仲(Eucommia
 

ulmoides)开展了种质资源收

集、多倍体育种、栽培、反式橡胶改性和加工以及基

因组测序 等 研 究[7]。本 研 究 团 队 多 年 来 对 杠 柳

(Periploca
 

sepium)、多 汁 乳 菇(Lactarius
 

vole-
mus)的转录组、基因组、蛋白质组进行了深入分析,
在分离鉴定天然橡胶生物合成关键基因,培育替代

植物或微生物生产高产量和高分子量的天然橡胶方

面取得了重大进展[8-11]。这些研究已经显露出其市

场前景,对补充、替代目前以巴西橡胶树为唯一生产

天然橡胶的这种典型的约束性资源将起到重要的促

进作用。
在开展遗传改良培育天然橡胶生产替代植物或

微生物的科研过程中,经常需要评价不同种质资源、
不同株系或不同组织之间天然橡胶的主要成分聚异

戊二烯含量的差异,数量较多而且在培育的早期阶

段(如基因转化幼苗、菌丝体等)所能提供的材料通

常较少,提取分离比较困难,定量分析误差比较大需

要研发一种快速、少量、准确的检测方法。一般来

说,从不同组织中提取天然橡胶主要包括3个过程:
细胞壁的去除、胶的提取和纯化。其中细胞壁的去

除方法包括机械破壁、超声辅助、酸或碱浸泡处理、

微生物发酵或生物酶解等,常用以上1种或多种方

法结合的形式进行预处理。由于天然橡胶是长链的

非极性烷烃聚合物,在非极性溶剂中具有良好的溶

解性,因此氯仿、甲苯、石油醚等有机溶剂的萃取是

比较理想的方法[12-13]。目前,从植物材料中提取天

然橡胶,特别是从杜仲材料中,用于在生产上大规模

分离、提取反式-天然橡胶的方法报道较多[13-18],而
用于少量材料定量分析的提取方法报道甚少[19-20],
基本上沿用传统的索氏提取法[21-22];对于提取物主

要成分聚异戊二烯含量的定量分析方法,虽然有傅里

叶变换红外光谱(fourier
 

transform
 

infrared
 

spectros-
copy,FT-IR)或近红外光谱(fourier

 

transform-near
 

in-
frared

 

spectroscopy,FT-NIR)[19-20,23-24]、裂 解 气 相 色

谱-质 谱 (pyrolysis
 

gas
 

chromatography-mass
 

spec-
trometry,PyGC-MS)[19,22,25]、核 磁 共 振 谱 (nuclear

 

magnetic
 

resonance,NMR)
 [26-27]等方法报道,但是重

量分析法(gravimetric
 

method)[21,28]仍不失为最简便

的方法。重量分析法无需高昂的分析仪器,但需要

精准的测定和校正方法,以纠正偏差;而其他方法不

仅需要特殊的精密仪器,而且制样过程十分费时费

力,不适合用于分析样品数量太多的定量测定[29]。
本研究在原先采用索氏提取器提取的基础

上[21],进一步探讨采用2
 

mL微型离心管(样品0.5
 

g以下)的方法提取分析材料中的聚异戊二烯含量,
通过标准品建立标准曲线校正提取得率、利用凝胶

渗透色谱(gel
 

permeation
 

chromatography,GPC)
分析分子量分布检验提取的完整性,为少量、简便、
准确分析测定植物植株、组织材料或真菌子实体、菌
丝体中的天然橡胶含量提供技术方法。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂

所用 材 料 为 顺 式 聚 异 戊 二 烯 标 准 品(CAS
 

104389-31-3,天 然 橡 胶 提 取 物)(美 国 Aldrich,

431257)、多汁乳菇子实体(湖南林科院谈著明教授

鉴定)、杠柳枝条(本实验室提供)、杜仲果翅(西北农

林科技大学苏印泉教授提供)。
 

所用试剂为氢氧化钠(西陇化工,分析纯)、无水

乙醇(天津富宇精细化工,分析纯)、氯仿(美国 Me-
ridian,色谱纯);仪器为电子天平(美国奥豪斯,

CP224C)、索氏提取器(银川伟博鑫生物科技,250
 

mL)、水浴锅(天津泰斯特仪器,TK-98-Ⅱ)、旋转蒸

发仪(美国Eppendorf,Concentrator
 

5301)、真空干

燥箱(上海一恒科学仪器,DZF-6021)、超声波清洗

器(宁波新芝生物科技,SB5200)、凝胶渗透色谱仪

(日本东曹,HLC-8320GPC)等。
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1.2 方法

1.2.1 材料准备 用于建立标准曲线的材料,用电

子天平准确称取顺式聚异戊二烯标准品100
 

mg,溶
于2

 

mL氯仿中配制成50
 

mg/mL母液,通过逐步

稀释的方法,得到6种不同质量浓度梯度的标准品

溶液,质量浓度依次为50、25、12.5、6.25、3.125、

1.562
 

5
 

mg·mL-1。这6种标准品溶液各取1
 

mL
置于2

 

mL的微型离心管中,使用旋转蒸发仪将溶剂

彻底蒸发,各离心管内的顺式聚异戊二烯标准品质量

分别为50、25、12.5、6.25、3.125、1.562
 

5
 

mg。
用于样品分析的4种材料,即顺式聚异戊二烯

标准品、多汁乳菇子实体、杠柳枝条、杜仲果翅,用液

氮辅助充分研磨后,同样用电子天平分别称取25、

400、100、400
 

mg置于2
 

mL的微型离心管内用于

微型离心管提取;称取0.5、10、1、10
 

g置于烧杯中

用于索氏提取器提取。

1.2.2 微型离心管提取 上述置于2
 

mL微型离

心管内用于建立标准曲线的6种标准品材料以及用

于微型离心管提取的4种样品分析材料,按照本试

验原先采用索氏提取的方法步骤[21],分别加入10%
的氢氧化钠溶液1

 

mL,沸水浴处理过程中振荡数

次,1
 

h后用去离子水冲洗沉渣至中性后,40
 

℃低温

烘干;加无水乙醇冲洗沉渣数次去除小分子物质,40
 

℃低温烘干;加入2
 

mL有机溶剂氯仿后超声萃取

(频率40
 

Hz,功率80%,温度25
 

℃)1
 

h,4
 

000
 

r/

min离心数次,收集提取液至新的微型离心管中。
用0.45

 

μm有机滤膜过滤,真空干燥后得到精制的

聚异戊二烯,精确称量。

1.2.3 索氏提取器提取 用于索氏提取器提取的

4种样品分析材料,同样按照本试验原先采用索氏

提取的方法步骤,分别加入10%的氢氧化钠溶液30
 

mL,沸水浴处理过程中振荡数次,1
 

h后用去离子

水冲洗沉渣至中性后,40
 

℃低温烘干;然后将样品

装到滤纸筒后置于索式提取器中,加入150
 

mL无

水乙醇,进行沸水浴处理6
 

h去除小分子物质,40
 

℃低温烘干;继续将烘干后的样品装到滤纸筒后置

于索式提取器中,加入150
 

mL氯仿,80
 

℃水浴处理

6
 

h。利用旋转蒸发仪将提取液蒸干,加入5
 

mL氯

仿润洗数分钟后,将提取液转移至离心管中,4000
 

rpm离心数次,收集提取液。真空干燥后得到精制

的聚异戊二烯,精确称量。

1.2.4 聚异戊二烯提取得率计算与校正 材料中

的聚异戊二烯提取得率计算方法如下:

x=w1/w0×100%
式中:x 为聚异戊二烯实际提取得率(%);w1 为聚

异戊二烯提取精制后的实际提取质量(g);w0 为样

品的质量(g)。

2
 

mL微型离心管提取材料后,根据6种顺式聚

异戊二烯标准品作成的标准曲线(如y=ax+b;
 

a,
b为常数),将聚异戊二烯提取得率x 值代入,得到

聚异戊二烯提取得率的校正值y。
1.2.5 分子量分布分析 将4种样品分析材料顺

式聚异戊二烯标准品、多汁乳菇子实体、杠柳枝条、
杜仲果翅,采用微型离心管、索氏提取器提取得到的

精制聚异戊二烯,以及1份没有经过任何提取的顺

式聚异戊二烯标准品,分别称取20
 

mg,加入10
 

mL
氯仿(流动相),

 

在密封和遮光条件下充分溶解后,
通过微孔(0.45

 

μm)有机滤膜过滤,配制成2
 

mg/

mL的样品溶液。利用凝胶渗透色谱仪进行分子量

及分布分析。
 

分子量标准品为TSKgel
 

standard
 

Polystyrene
(日本东曹,0006476;

 

分子量5.89×102~1.11×
106

 

12种),用电子天平准确称取每种分子量标准品

20
 

mg,加入氯仿,与上述同样方法配制成1
 

mg/mL
标准溶液。凝胶渗透色谱分析条件为本实验室确定

的方法[10,21],即系统:日本东曹HLC-8320GPC
 

Eco-
SEC

 

WorkStation;色 谱 柱:PL
 

gel
 

MIXED-B(10
 

μm,7.5×300
 

mm);流动相:氯仿;流速:0.8
 

mL/

min;柱温:40
 

℃;检测器:示差折光检测器(RI);进
样量:样品溶液70

 

μL(2
 

mg/mL),分子量标准溶液

10
 

μL(1
 

mg/mL);洗脱时间:30
 

min。
根据凝胶渗透色谱分子量标准品曲线以及样品

的保留时间,从仪器系统中导出每个样品的数均分

子量(􀮄Mn)、重均分子量(􀮄Mw)、分子量分布指数

(􀮄Mw/􀮄Mn)以及微分分子量分布数据,在Excel中绘

制成分子量分布曲线图。

2 结果与分析

2.1 微型离心管提取顺式聚异戊二烯标准品的提

取得率和标准曲线的建立

  6种顺式聚异戊二烯标准品,质量分别为50、

25、12.5、6.25、3.125、1.562
 

5
 

mg,采用2
 

mL微型

离心管提取,经氢氧化钠碱性溶液处理、乙醇处理、
有机溶剂氯仿超声萃取后干燥得到的聚异戊二烯,
质量上有所变化。质量较多的50、25

 

mg标准品,
提取后的质量略有损失,分别为43.07、22.13

 

mg;
而质量较少的3.125、1.562

 

5
 

mg标准品,提取后的

质量有些增加,分别为3.20、1.84
 

mg,提取得率在

86.13%~117.76%(表1)。
将微型离心管提取前后的6种顺式聚异戊二烯

标准品 质 量 量,作 成 标 准 曲 线,y=1.172
 

9x-
0.595

 

4,拟合优度的R2 值达到了0.999
 

7,说明标
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准曲线对观测值的拟合程度较好(图1)。该标准曲

线可用于2
 

mL微型离心管提取样品分析材料时,
对聚异戊二烯提取得率的校正。

2.2 微型离心管与索氏提取器提取样品分析材料

的聚异戊二烯提取得率比较

  将顺式聚异戊二烯标准品、多汁乳菇子实体、杠
柳枝条、杜仲果翅4种样品分析材料,同样采用2

 

mL微型离心管提取聚异戊二烯,利用上述建立的

标准曲线y=1.172
 

9x-0.595
 

4,计算各样品聚异

戊二烯提取得率的校正值,该值与索氏提取器提取

的聚异戊二烯提取得率无显著差异,4种样品分析

材料采用微型离心管、索氏提取器提取的聚异戊二

烯,校正后提取得率分别为96.54%、0.61%、0.75%、

4.82%与96.53%、0.62%、0.73%、4.80%(表2)。

注:数据为平均值±标准误,n=3。

图1 微型离心管提取顺式聚异戊二烯标准品的标准曲线

Fig.1 Standard
 

curve
 

of
 

cis-polyisoprene
 

standard
 

extracted
 

by
 

microtube
 

method

表1 微型离心管提取顺式聚异戊二烯标准品的提取得率

Table
 

1 Extraction
 

rate
 

of
 

cis-polyisoprene
 

standard
 

extracted
 

by
 

microtube
 

method

标准品质量/mg 50.00 25.00 12.50 6.25 3.13
 

1.56

实际提取质量/mg 43.07±1.66 22.13±0.34 11.39±
 

0.50 6.07±0.12 3.20±0.31 1.84±0.08
实际提取得率(%) 86.13±3.32 88.53±1.35 91.15±

 

4.00 97.07±1.92 102.40±9.78 117.76±5.33
  注:数据为平均值±标准误,n=3。

表2 微型离心管和索氏提取器提取样品材料的提取得率

Table
 

2 Extraction
 

rate
 

of
 

polyisoprene
 

extracted
 

from
 

several
 

samples
 

by
 

microtube
 

and
 

Soxhlet
 

methods

微型离心管提取

标准品 多汁乳菇 杠柳枝条 杜仲果翅

索氏提取器提取

标准品 多汁乳菇 杠柳枝条 杜仲果翅

样品质量/mg 25.00 397.13 444.00 95.50 50.00 10
 

137.23 10
 

309.90 996.33

实际提取质量/mg22.13±0.34 2.70±0.12 3.53±0.28 4.65±
 

0.08 43.73±1.30 56.46±3.14 68.09±0.41 43.30±0.34

校正提取质量/mg24.13±0.38 2.42±0.13 3.35±0.32 4.60±0.09 48.27±1.45 62.49±3.51 75.48±0.46 47.79±0.38

校正提取得率(%)96.54±1.51 0.61±0.03 0.75±0.03 4.82±0.14 96.53±2.90 0.62±0.03 0.73±0.01 4.80±0.05
􀮄Mn 6

 

677 32
 

896 35
 

601 177
 

137 7
 

752 34
 

982 41
 

077 182
 

092
􀮄Mw 44

 

035 82
 

263 103
 

560 767
 

054 58
 

054 74
 

139 108
 

543 728
 

819
􀮄Mw/􀮄Mn 6.60 2.50 2.91 4.33 7.49 2.12 2.64 4.00

  注:数据为平均值±标准误,n=3;􀮄Mn,数均分子量;􀮄Mw,重均分子量;􀮄Mw/􀮄Mn,分子量分布指数。

2.3 微型离心管与索氏提取器提取样品分析材料

的聚异戊二烯分子量分布比较

  将4种样品分析材料顺式聚异戊二烯标准品、
多汁乳菇子实体、杠柳枝条、杜仲果翅采用2

 

mL微

型离心管和索氏提取器提取的聚异戊二烯,以及1
份没有经过任何提取的顺式聚异戊二烯标准品,利
用凝胶渗透色谱仪进行分子量分布分析。结果显

示,采用2
 

mL微型离心管和索氏提取器提取,或者

没有经过任何提取的顺式聚异戊二烯标准品,3条

分子量分布曲线基本吻合(表2、图2A);杜仲果翅

采用2
 

mL微型离心管和索氏提取器提取后,2条分

子量分布曲线也基本吻合(表2、图2D),说明2种

方法提取的聚异戊二烯分子量大小及分布无显著差

异。而多汁乳菇子实体和杠柳枝条采用2
 

mL微型

离心管提取,比索氏提取器提取得到的聚异戊二烯,

分子量分布稍宽一些,特别是低分子部分103~
104,说明聚异戊二烯含量比较低的样品,采用2

 

mL
微型离心管的提取更加充分,低分子量的聚异戊二

烯也可以提取到(表2、图2B、图2C)。
 

3 结论与讨论

本研究分别利用微型离心管与索氏提取器提取

顺式聚异戊二烯标准品、多汁乳菇子实体、杠柳枝

条、杜仲果翅4种样品分析材料,并通过每次提取时

利用顺式聚异戊二烯标准品建立标准曲线校正,分
析比较两种方法的提取得率和分子量分布情况,得
到以下结论。

(1)本研究建立的利用2
 

mL微型离心管从少

量材料中提取分析天然橡胶的主要成分聚异戊二烯

的方法,与索氏提取器提取相比,更加快速、简便。
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注:A.顺式聚异戊二烯标准品;B.多汁乳菇子实体;C.杠柳枝条;D.杜仲果翅。

图2 微型离心管与索氏提取器提取样品分析材料的聚异戊二烯分子量分布

Fig.2 Molecular
 

weight
 

distribution
 

of
 

polyisoprene
 

extracted
 

from
 

several
 

samples
 

by
 

microtube
 

and
 

Soxhlet
 

methods

  目前从植物或者微生物不同株系、不同组织等

少量材料提取分析天然橡胶的主要成分聚异戊二烯

含量的报道较少,基本上沿用传统的索氏提取法,利
用溶剂回流和虹吸原理,使样品分析材料连续不断

地被溶剂抽提萃取,通常需要10
 

h以上[21-22];利用

索氏提取器需要的样品分析材料较多,一般需要数

克以上,而且其冷凝管、提取器、回收烧瓶等部件会

残留一部分提取物质,对于材料较少(0.5
 

g以下)、
数量较多(上百个样品)的样品分析,不太实用。该

2
 

mL微型离心管提取方法是在原先采用索氏提取

器的基础上[21],将<0.5
 

g的样品材料置于2
 

mL
的微型离心管内,仍然用氢氧化钠碱性溶液沸水浴

处理,溶解材料中的角质层、细胞壁纤维等。随后采

用乙醇处理,分离叶绿素、色素等醇溶性小分子物

质,使沉淀物逐渐转为白色,最后再利用低极性的有

机溶剂氯仿配合超声波进行溶解、分离、萃取,得到

精制的聚异戊二烯。由于所用材料少,从预处理到

充分萃取结束,均在1个微型离心管内进行,只需

2~3
 

h,而且提取物质也不易流失或残留到其他提

取器部件上。
(2)

 

利用2
 

mL微型离心管提取分析天然橡胶

的主要成分聚异戊二烯的含量,可以通过每次提取

时利用顺式聚异戊二烯标准品建立的标准曲线得到

有效校正。
由于2

 

mL微型离心管提取方法所用的样品材

料少,在氢氧化钠碱性溶液处理、乙醇处理、有机溶

剂氯仿萃取过程中,聚异戊二烯流失或者在提取过

程中有机溶剂萃取不充分,都会对测定结果造成比

较大的误差。我们将不同质量的顺式聚异戊二烯标

准品材料,与样品分析材料同时进行氢氧化钠处理、
氯仿萃取,建立标准曲线。从6种顺式聚异戊二烯

标准品的提取结果看,提取得率介于86.13%~
117.76%,质量多的标准品,提取后的质量略有损

失;而质量较少的标准品,可能前处理时有些物质残

留,或者萃取后干燥不易彻底,提取后的质量有些增

加,这方面的提取得率误差,在每次提取时可以通过

制作标准曲线得到校正。
(3)

 

利用2
 

mL微型离心管提取分析天然橡胶

的主要成分聚异戊二烯,可以通过凝胶渗透色谱进

行分子量分布分析来判断提取方法是否充分。
由于聚异戊二烯是由异戊二烯单元(isoprene

 

unit,C5H8)聚合形成的,分子量分布在103~106 的

混合物
 [30],所以对从分析样品提取到的聚异戊二烯

进行凝胶渗透色谱分子量分布分析,可以判断提取

方法是否得当。提取越充分,则分子量分布就越宽,
提取得率也越高。从分别利用2

 

mL微型离心管与

索氏提取器提取4种样品分析材料,即顺式聚异戊

二烯标准品、多汁乳菇子实体、杠柳枝条、杜仲果翅

的提取得率和分子量分布看,2种提取方法的差别

不大,说明采用2
 

mL微型离心管微量提取分析植
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物或者微生物材料中的聚异戊二烯含量的方法可

行、结果可信。
天然橡胶的主要成分1,4-聚异戊二烯,因异戊二

烯单元的聚 合 方 式 不 同,分 为 顺 式(cis-)和 反 式

(trans-)2种同分异构体[31-32]。本研究选择的样品分

析材料多汁乳菇子实体和杠柳枝条为顺式1,4-聚异

戊二烯,而杜仲果翅为反式1,4-聚异戊二烯,具有代

表性。该研究可用于测定植物植株、组织材料或真菌

子实体、菌丝体中的顺式或反式-1,4-聚异戊二烯橡胶

含量,特别是分析材料较少、数量较多的样品。
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闽西青冈木材结构特征研究方面的空白,为闽西青

冈这一特有乡土树种的保护、发展及其木材合理利

用提供基础理论依据,丰富了木材识别鉴定的基础

理论,具有重要的意义。
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