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摘  要 

可溶性糖含量变化是植物响应逆境胁迫环境的重要指标之一，快速准确检测植物中可溶性糖含量的变化

为植物抗逆性能研究提供了技术基础。传统分光光度法测定可溶性糖含量基于以前的实验室配置条件开

展，存在测定繁琐和耗时长等问题。本研究基于目前实验室配置条件，分别从植物材料收集、破碎、测

定等环节对传统测定方法进行改进，在保证了实验严谨性的前提下，有效提高了实验效率。方法验证结

果显示，改进后方法的线性回归方程式为y = 1.2411x + 0.2236，线性相关系数为0.9993，检出限为

7.1306 μg/mL，测定下限为28.5224 μg/mL，精密度RSD值小于2%，样品加标回收率为97%~103%之

间，验证了改进后方法的可行性。方法应用结果显示，拟南芥和水稻幼苗在冷胁迫下可溶性糖含量均显

著升高。改进后的分光光度法测定可溶性糖含量的方法快速准确，适合多个样品的同时测定，可作为可

溶性糖含量测定的快速分析方法。 
 
关键词 

可溶性糖含量，分光光度法，方法验证，方法应用 

 
 

Improved Method for Rapid Determination 
and Method Validation of Soluble  
Sugar Content in Plants 

Juanyong Liu, Wenrui Hao, Xin Qi, Jianfei Xu, Fengyun Zhao, Xiuli Han* 
College of Life Sciences, Shandong University of Technology, Zibo Shandong  
 
Received: Nov. 10th, 2023; accepted: Jan. 10th, 2024; published: Jan. 22nd, 2024 

 
 

 
Abstract 
The change of soluble sugar content is one of the important indicators for evaluating plant resis-
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tance in respond to stress environments, and the rapid and accurate detection of soluble sugar con-
tent in plants provides a technical basis for studying plant resistance to stress. The traditional me-
thod based on the previous laboratory condition is cumbersome and time-consuming. Based on the 
current laboratory condition, improvements have been made from the aspects of plant material col-
lection, crushing, and detection, which effectively improve the experimental efficiency under the 
premise of ensuring the rigor of the experiment. The validation results showed a linear regression 
equation of y = 1.2411x + 0.2236, a linear correlation coefficient of 0.9993, a detection limit of 
7.1306 μg/mL, a determination limit of 28.5224 μg/mL, a precision RSD value of less than 2%, and a 
sample recovery rate of 97%~103%, which proved the feasibility of the improved method. The ap-
plication results showed that the soluble sugar content in the seedlings of Arabidopsis and rice 
seedlings are both significantly increased under cold stress. The improved spectrophotometric me-
thod for determining soluble sugar content is fast and accurate, suitable for simultaneous determi-
nation of multiple samples, and can be used for rapid determination of soluble sugar content. 
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1. 引言 

可溶性糖是植物体内重要的渗透调节物质，在冷、干旱、盐等多种逆境胁迫下含量发生变化，参与

植物的逆境胁迫响应过程[1]。例如，假俭草随温度的降低，可溶性糖含量快速增加[2]；榛子枝条中可溶

性糖含量随温度降低呈现递增的趋势，并且含量的增幅与不同品种的抗寒性呈正相关关系[3]。红叶碧桃

休眠枝条随低温的逐渐处理，可溶性糖含量逐渐增加[4]。大叶女贞不同品种间进行低温处理，发现低温

胁迫下可溶性糖含量上升趋势越早、上升幅度越大的植株，其抗寒性越差[5]；大叶黄杨在干旱胁迫下可

溶性糖含量显著增加，但随处理时间和程度的不同，增幅呈现不同趋势[6]；低氮胁迫时，苹果根部蔗糖

积累，可溶性糖的代谢和含量的积累参与了苹果的低氮胁迫响应过程[7]。 
目前，测定可溶性糖含量的仪器方法有高效液相色谱法，气相色谱法，以及分光光度计等多种方法

[8] [9] [10] [11] [12]。高效液相色谱法，气相色谱法，以及其串联的质谱等检测器可准确测定可溶性糖的

种类及含量，但对实验室设备要求条件较高，测试成本较高，分光光度法在生理生化实验室即可完成测

定，因此使用较普遍。而传统分光光度法测定可溶性糖含量方法存在步骤较繁琐、需要清洗玻璃试管、

实验耗时较长，并且样品越多耗时越长等问题，我们结合当下实验室设备配置条件，对传统分光光度法

测定可溶性糖含量的方法步骤进行了改进，主要包括植物材料的收集、破碎、提取、测定等几个步骤，

并进一步对改进方法进行了方法验证和应用，验证了方法的可行性。 
快速准确在普通生理生化实验室进行植物中可溶性糖含量的测定，在提高了实验效率的前提下，对

于可溶性糖在植物中功能的进一步揭示，以及机制探究提供了技术基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料与冷冻胁迫处理 

采用种子消毒液(6.4% NaClO，0.2% Triton X-100)对拟南芥野生型种子 Col-0 消毒 15 min，无菌 ddH2O
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清洗后，在 MS 培养基 22℃光照培养中培养。对生长 14 d 的拟南芥幼苗进行冷冻胁迫处理[13]，首先放

置在 4℃培养箱中进行冷胁迫适应处理，分别收取处理 1 d，2 d，3 d 的幼苗材料，接着进行−9.5℃冻胁

迫处理 5 h，移至 4℃放置一晚后收取材料。 
采用种子消毒液对水稻种子(Oryza sativa L. cv Nipponbare)消毒处理后，用无菌水浸种 48 h 后，进行

催芽处理，待水稻种子胚根长至约 0.5 cm 时，移至含有 Hoagland 营养液的水稻培养盒中进行培养。水稻

冷胁迫处理参照文献进行[14]。对生长 10 d 的水稻幼苗分别放置在 6℃和 28℃进行培养，按处理时间的

不同收取水稻材料。 

2.2. 实验试剂 

(1) 蒽酮–硫酸试剂：首先配置 74%的稀释硫酸，按照 98%浓硫酸(密度为 1.84 g/mL)：ddH2O 38:12 
(v:v)的比例进行酸入水的稀释即可得到。然后在棕色试剂瓶中按照 1 mg/mL (w/v)的比例用 74%的硫酸配

置蒽酮–硫酸试剂。 
(2) 葡萄糖储液(10 mg/mL)：分析天平称量葡萄糖后，按照重量用 ddH2O 配置 10 mg/mL 的储液。 

2.3. 可溶性糖含量测定步骤 

采用蒽酮硫酸法测定可溶性糖含量，对传统植物生理学参考书中方法进行了改进[15]。 

2.3.1. 收样 
(1) 小量样品的收取 
材料收取时需要小心快速准确，以避免材料收取环节对苗子的损伤。培养皿上植物幼苗收取时称重

环节包括两步：预估重量和实际重量。预估重量：先取同一培养皿上 3~5 株苗子进行称重，计算每株苗

子的预估重量，重复验证。实际重量：1.5 mL Eppendorf 离心管中放入一粒钢珠(直径 2.8 mm)，称重并做

好记录。培养基上预收取的苗子(总重量约 0.06~0.1 g 之间，处理组和对照组重量保持一致)用镊子轻柔的

聚在一起，接着快速一次性放入已称重的离心管中，迅速置于已清零的天平上称重，并迅速投入液氮中。

计算苗子实际重量并做记录。 
(2) 大量样品的收取 
单子叶植物叶片，以及需要多个同样品重复实验时，进行大量收取。苗子快速收集后，放入已称重

过的锡箔纸中，再次称重后迅速投入液氮中，计算收取材料的总重量。 

2.3.2. 破碎 
(1) 小量样品破碎 
采用钢珠液氮研磨法进行破碎。在带盖小盒(例如 biowest 琼脂糖用后的空盒子等)中倒入液氮，样品

从−80℃冰箱或液氮中取出后迅速投入小盒中，将盒子中多余液氮倾斜倒出后，快速剧烈晃动盒子约四五

十下对样品进行破碎(注意盒子盖不要密封，需留有透气口)。再次倒入液氮对样品进行持续冷却后，去除

多余液氮后继续破碎，反复 2~3 次后，离心管中样品呈现粉末状，完成破碎。 
(2) 大量样品破碎 
采用研钵液氮研磨法进行破碎。在研钵中倒入液氮预冷研钵和钵杵后，倒入样品，进行研磨，研磨

一段时间后需要再次加入液氮对样品持续冷却。小勺和称重过的 1.5 mL Eppendorf 离心管进行液氮预冷

却，快速将研磨好的样品迅速转移至离心管中，快速置于已清零的天平上称重，并迅速投入液氮中。计

算并记录每管中实际样品重量。 

2.3.3. 提取 
离心管中加入 800 μL ddH2O，水浴锅 95℃水浴提取 5 min 后，超声继续提取 10 min，获得植物总提
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取液。进一步室温 10,000 rcf 离心 10 min，得到去除植物残渣的提取液。 

2.3.4. 反应和测定 
取空 1.5 mL Eppendorf 离心管若干，每个离心管中加入 50 μL 提取液(或者葡萄糖系列标准品溶液)、

450 μL 蒽酮–硫酸试剂，95℃反应 10 min 后，采用酶标仪 630 nm 统一测定。注意样品溶液与标准品溶

液同时进行显色反应和测定。 

2.3.5. 结果计算 
根据葡萄糖系列标准品溶液酶标仪 630 nm 测定值绘制标准曲线，进一步根据标准曲线计算得到 50 μL

提取液中葡萄糖浓度 Cs。 
按下方公式计算植物中可溶性糖含量： 

( )mg g ×
=可溶性糖含量

Cs V
m

 

Cs：由标准曲线计算所得，单位为 mg/mL 
V：总提取液体积，单位为 μL，依据 2.3.4 描述为 800 μL 
m：样品鲜重，单位为 mg 

2.4. 数据处理 

采用 graphpad prism 软件对实验数据进行整理；采用 SPSS 软件对实验数据进行显著性差异分析，采

用至少三次独立生物学重复的实验结果进行平均值和误差分析，p < 0.05 代表差异显著。 

3. 实验结果 

3.1. 改进方法与原来方法的比较 

分光光度法适合在普通生理生化实验室展开，但是传统的分光光度法依赖于以前的实验室设备配置

条件，因此步骤较繁琐，并且不够严谨。依据目前实验室的设备条件对传统方法进行了改进(图 1)，具体

阐述见下： 
(1) 样品收集和破碎 
传统方法采用剪刀破碎，植物受到机械和干旱胁迫，存在过程中可溶性糖含量增加的可能，并且破

碎不完全。改进方法采用低温液氮钢珠破碎或低温液氮研磨的方法，避免了破碎过程中引起的操作误差，

并且保证了材料的充分破碎。 
(2) 提取 
传统方法采用玻璃试管操作，实验过程复杂，两次沸水浴过程、过滤和定容过程，以及试管清洗

等均增加了实验操作的时间和复杂性，并且随测试样品数量的增加消耗时间更长。改进方法采用 1.5 mL 
Eppendorf 离心管进行小量操作，提取过程采用加热合并超声法进行提取，离心机的离心步骤显著简化

了实验过程，并且可同时操作多个对照组样品和处理组样品，在保证实验严谨性的前提下，节约了实

验时间。 
(3) 反应和测定 
传统方法采用试管进行显色反应，采用比色皿分光光度计法进行逐个测定，步骤繁琐，消耗时间长。

改进方法采用 1.5 mL Eppendorf 离心管进行小量操作，采用酶标仪统一测定，简化了实验步骤，节约了

实验时间。 
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Figure 1. Linear regression fitting diagram of soluble sugar detection 
图 1. 葡萄糖测定原有方法和改进方法比较 

3.2. 方法验证 

3.2.1. 线性与范围 
10 mg/mL 的葡萄糖储液用 ddH2O 梯度稀释为系列葡萄糖标准品溶液(表 1)，采用改进方法进行显色

反应、测定吸光度值并绘制标准曲线，测定数据见表 1，标准曲线见图 2，得出葡萄糖测定浓度在 0~4 mg/mL
之间的回归方程式为 y = 1.2411x + 0.2236，线性相关系数为 0.9993，线性关系良好，可满足葡萄糖含量

的测定要求。 

3.2.2. 检出限与测定下限 
参照文献[16]，采用吸光度 0.01 变差所对应的浓度差计算，即扣除空白值后，吸光度 0.01 所对应的

浓度为检出限，公式为： ( )0.01 mg mL= ∗ −检出限 c b a ，c 为测定的两个样品之间的浓度差， −b a 为

测定的两个样品之间的吸光度值差。我们的实验结果显示(表 2)，空白样品 5 次平行测定的吸光度值的平

均值为 0.1736，0.5 mg/mL葡萄糖标准品 5次平行测定的吸光度值的平均值为 0.8748，计算检出限为 7.1306 
μg/mL，测定下限为检出限的四倍，测定下限为 28.5224 μg/mL。改进方法的检出限和测定下限满足实验

室内葡萄糖含量的测定分析。 
 

Table 1. Standard curve drawing of glucose 
表 1. 葡萄糖标准曲线的绘制 

葡萄糖浓度(mg/mL) 吸光度值(630 nm) 

0 0.172 

0.1 0.312 

0.2 0.460 

0.5 0.879 

1 1.539 

2 2.759 

3 3.887 

4 5.185 
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Figure 2. Linear regression fitting diagram of glucose 
图 2. 葡萄糖线性回归拟合图 

 
Table 2. Detection limit and determination limit of the method 
表 2. 方法检出限与测定下限 

葡萄糖浓度(mg/mL) 序号 吸光度值(525 nm) 

0 

1 0.172 

2 0.175 

3 0.173 

4 0.172 

5 0.176 

平均值 0.1736 

0.5 

1 0.869 

2 0.871 

3 0.875 

4 0.881 

5 0.878 

平均值 0.8748 

3.2.3. 精密度 
10 mg/mL 的葡萄糖储液用 ddH2O 梯度稀释为 0.5 mg/mL，1.0 mg/mL 以及 1.5 mg/mL 三个浓度进行

重复显色反应和酶标仪吸光度值的测定。六次重复实验的结果见表 3。通过计算平均值、标准偏差，以

及进一步计算相对标准偏差，可得出三个浓度下相对标准偏差(RSD)值均小于 2%，满足葡萄糖含量测定

需要的精密度。 

3.2.4. 准确度 
为了测定方法改进后的准确度，我们采用加样回收法进行了测定实验。我们首先测定了未加葡萄糖

标准品的拟南芥幼苗中的可溶性糖含量，6 组平行测定实验结果如表 4 所示，0.06 g 样品中含有 0.694 mg
可溶性糖。进一步在 0.06 g 样品中分别加入 0.3 mg、0.6 mg、0.9 mg 葡萄糖，每个加标量进行 6 组平行
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测定，实验结果显示，0.3 mg 加标样品中葡萄糖回收率为 97.3%，0.6 mg 加标样品中葡萄糖回收率为

102.3%，0.9 mg 加标样品中葡萄糖回收率为 101.4%。由此说明，改进后的方法准确度较高，满足葡萄糖

含量的测定。 
 

Table 3. Precision of the method 
表 3. 方法精密度 

序号 标液 1 (mg/mL) 标液 2 (mg/mL) 标液 3 (mg/mL) 

1 0.5028 1.0546 1.5434 

2 0.5078 1.0709 1.5428 

3 0.5216 1.0242 1.5353 

4 0.5205 1.051 1.5114 

5 0.5160 1.0295 1.5196 

6 0.5249 1.0756 1.5145 

平均值 0.5156 1.051 1.5278 

理论值 0.5 1 1.5 

SD 0.0086 0.021 0.0144 

RSD 1.6680 1.9981 0.9425 
 

Table 4. Accuracy of the method 
表 4. 方法准确度 

 序号 加标量(mg) 测定结果(mg/mL) 测定结果
(mg) 

平均值
(mg) 

回收率
(%) 

未加标样品 

1 0 0.861 0.689 

0.694 0 

2 0 0.855 0.684 

3 0 0.865 0.692 

4 0 0.878 0.702 

5 0 0.890 0.712 

6 0 0.852 0.682 

加 
标 
样 
品 

第

一

组 

1 0.3 1.231 0.985 

0.986 97.3 

2 0.3 1.239 0.991 

3 0.3 1.238 0.99 

4 0.3 1.232 0.986 

5 0.3 1.229 0.983 

6 0.3 1.226 0.981 

第

二

组 

1 0.6 1.631 1.305 

1.308 102.3 2 0.6 1.646 1.317 

3 0.6 1.645 1.316 
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续表 

加 
标 
样 
品 

第

二

组 

4 0.6 1.627 1.302 

  5 0.6 1.628 1.302 

6 0.6 1.631 1.305 

第

三

组 

1 0.9 2.015 1.612 

1.607 101.4 

2 0.9 2.024 1.619 

3 0.9 1.992 1.594 

4 0.9 2.021 1.617 

5 0.9 1.978 1.582 

6 0.9 2.021 1.617 

3.3. 方法应用 

3.3.1. 拟南芥冷胁迫处理 
采用改进方法测定了拟南芥幼苗在冷胁迫适应过程中可溶性糖含量的变化，实验结果显示，4℃冷胁

迫适应处理过程中，可溶性糖含量无显著变化(图 3)。进一步的−9.5℃冻胁迫处理结果显示，冻胁迫处理

后，拟南芥幼苗中可溶性糖含量显著增加(图 3)。 
 

 
Figure 3. Changes of soluble sugar content under cold (4˚C) and freezing (−9.5˚C, F) stress in Arabidopsis 
图 3. 冷冻胁迫处理下拟南芥可溶性糖含量变化 

3.3.2. 水稻冷胁迫处理 
采用改进方法分析了水稻幼苗在冷胁迫处理过程中可溶性糖含量的变化趋势，实验结果显示，相对

于 28℃正常培养下的水稻幼苗，6℃冷胁迫处理下的水稻幼苗中可溶性糖含量显著增加(图 4)。 

4. 结论与讨论 

可溶性糖含量测定的改良方法基于目前生理生化实验室基本配置开展，在保证了实验准确度的前提

下，有效提高了实验效率，缩短了实验时间和成本，尤其针对对照组和处理组等多样品的同时测定。改

良方法分别从方法的线性分析、检出限、测定下限、精密度，以及准确度等多个方面验证了方法的可行

性。进一步拟南芥和水稻幼苗冷胁迫下可溶性糖含量的测定验证了改良方法的准确性和可行性。 
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Figure 4. Changes of soluble sugar content under cold stress in rice 
图 4. 冷胁迫下水稻可溶性糖含量变化 
 

改进方法主要参照本实验室的实验设备配置条件对传统方法进行了改进，各实验室在具体实施过程

中，可依据本实验室条件对各步骤进行调整。材料收取和破碎环节，建议低温提取，避免此过程中糖苷

酶活性引起的多糖降解过程，从而导致实验误差。提取过程，建议首先高温水浴提取，以使酶变性失活；

同时为了避免水浴锅 100℃水沸腾现象，以及 1.5 mL Eppendorf 离心管上部冷却回流空间不够的问题，建

议 95℃水浴提取；提取过程中如果没有配置超声提取设备，可调整为重复水浴提取。反应和测定环节中，

由于反应时间不同，反应程度不同，测定数据会有所不同，因此对于标准曲线、对照组、处理组建议同

时进行，此可避免实验误差。 
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