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基于硫酸-苯酚法的可溶性糖高通量测定 
方法及其应用 

宋  奇, 杨  杰, 鲁  瑶, 王添敏*, 邸  学, 宋慧鹏, 张  慧 
(辽宁中医药大学药学院, 大连  116600) 

摘  要: 目的  基于硫酸-苯酚法建立一种测定可溶性糖含量的高通量方法, 并应用于五味子、枸杞子和梨的

可溶性糖含量测定。方法  以硫酸-苯酚比色法为基础, 在微孔板中进行反应和测定, 对苯酚加入顺序、反应

温度、浓硫酸用量和苯酚浓度进行考察和优化。以五味子、枸杞子和梨为研究对象, 进行方法学考察, 并与传

统苯酚-硫酸法的含量测定结果进行比较。结果  先加入浓硫酸后加入苯酚的反应顺序能获得较高吸光度值, 

葡萄糖-果糖标准曲线在 1.515~30.285 μg/孔范围内线性关系良好, 方法的精密度、重复性和稳定性较好, 测定

五味子、枸杞子、梨样品中葡萄糖-果糖的加样回收率分别为 98.34%、103.88%、101.26%, 相对标准偏差均

小于 5%。结论  本研究方法与传统方法相比操作简单、试剂用量小、线性范围广, 可以用作植物样品中可溶

性糖的高通量测定。 

关键词: 硫酸-苯酚法; 高通量; 可溶性糖; 五味子; 枸杞子; 梨 

High-throughput method for determining soluble sugar based on sulfuric 
acid-phenol method and its application 

SONG Qi, YANG Jie, LU Yao, WANG Tian-Min*, DI Xue, SONG Hui-Peng, ZHANG Hui 
(College of Pharmacy, Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Dalian 116600, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a high-throughput method based on sulfuric acid-phenol method for 

determining soluble sugar, and apply for the determination of soluble sugar of Schisandra chinensis fruits, Lycium 

barbarum fruits and pears. Methods  The reaction and assay were carried out in the microplate based on the sulfuric 

acid-phenol colorimetric method, and the influences of phenol addition order, reaction temperature, volume of 

concentrated sulfuric acid and phenol concentration on the determination of soluble sugar were investigated and the 

reaction conditions were optimized. The present method was validated with and applied for samples of Schisandra 

chinensis fruits, Lycium barbarum fruits and pears, and the content of soluble sugar in the 3 samples determined by 

the present method and the traditional phenol-sulfuric acid method were compared. Results  The higher absorbance 

value can be obtained by adding concentrated sulfuric acid first and then phenol. The standard curve of 

glucose-fructose had a good linear relationship in the range of 1.515 to 30.285 μg/well, the method had good 
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precision, repeatability and stability, and the recoveries of glucose-fructose spiked in samples of Schisandra chinensis 

fruits, Lycium barbarum fruits and pears were 98.34%, 103.88%, 101.26%, with the relative standard deviations value 

less than 5%. Conclusion  Compared with the traditional method, the present method is of simple operation, small 

reagent consumption and has wide linear range, and can be used as a high-throughput method for determining soluble 

sugar in plant samples. 
KEY WORDS: sulfuric acid-phenol method; high-throughput; soluble sugar; Schisandra chinensis fruits; Lycium 

barbarum fruits; pears 
 
 

0  引  言 

糖作为植物代谢的中间产物或终产物, 调节植物生

长、发育、抗性形成等多个生理过程[1]。果实中的可溶性

糖主要为蔗糖、葡萄糖和果糖, 是植物果实成熟的重要指

标, 一般认为 3 种可溶性糖的含量越高, 果实的成熟度越

高[2‒4]; 可溶性糖也是植物育种育苗[5]、食品发酵过程控

制[6]、植物应对环境状况[7-8]等的重要指标; 可溶性糖在药

用植物中虽不作为药效成分, 却是中药栽培[9]、采收[10‒11]、

加工[12]、炮制[13‒14]等环节的重要质量控制指标。 
3,5-二硝基水杨酸法、蒽酮硫酸法和苯酚硫酸法是测

定碳水化合物常用的 3 种比色法, 相较于旋光法、色谱法、

光谱法和酶反应法等, 具有快速、准确、简便、成本低等

优点[15‒18]。其中 3,5-二硝基水杨酸法是以糖的还原性为原

理, 多用于还原糖的含量测定; 蒽酮硫酸法和苯酚硫酸法

的反应原理均是糖在强酸作用下脱水生成糠醛及其衍生物, 
再与显色剂生成特定颜色的化合物, 但多项研究[18‒21]表明, 
两种方法相比, 苯酚硫酸法具有简单灵敏、显色稳定等优

点, 在可溶性糖及多糖的含量测定中广泛应用。 
目前文献中苯酚硫酸法的反应条件差异较大。有文献

中硫酸体积为样品体积的 2.5 倍[22], 有文献则为 3 倍[23]、4
倍[19]或 5 倍[22,24]; 应用的苯酚浓度有 2%[17]、4.8%[25]、

5%[18,21]、6%[26]、80%[27‒28]等, 最终反应体系中苯酚的浓度

为 0.5%[17]、0.63%[22]、0.71%[14,20]、0.99%[28]、1%[24]等; 反
应温度包括室温[28]和不同温度的高温水浴[14,19,23]。值得关

注的是苯酚溶液的加入顺序, 1989 年 RAO 等[29]报道先加

入苯酚、随即加入硫酸的方法(苯酚-硫酸法)可能造成部分

苯酚在高温下发生磺酸化反应, 使得显色后的吸光度偏低; 
而先加入硫酸待反应降至室温后, 加入苯酚显色的方法

(硫酸-苯酚法)能够获得较高的吸光度和灵敏度。但此后仅

有较少文献[16,18,21]采用硫酸-苯酚法测定可溶性糖的含量。

上述苯酚硫酸法反应条件的差异造成不同学者对相同样品

的测定结果存在较大差异[24]。 
随着代谢组学的兴起, 待测样品的数量可达数百甚

至上千, 简单灵敏、环保、高通量的微孔板法逐渐被应用。

目前, 基于苯酚硫酸法高通量测定可溶性糖的方法报道

较少, 可概括为两种: 一是先于试管中进行反应, 再吸入

微孔板于酶标仪中测定 [22,24,30], 该法虽减少了操作烦琐, 
但试剂消耗量仍很大; 二是直接于微孔板中进行反应和

测定[16,18,21,23], 该法虽大大降低了试剂用量, 但仍存在不

同文献反应条件差异较大、线性范围窄、操作较复杂等

问题。 
为进一步优化基于苯酚硫酸法高通量测定可溶性糖

的方法, 本研究对反应体系中苯酚的加入顺序、反应温度、

浓硫酸用量、苯酚浓度进行了考察和优化, 建立了硫酸-苯
酚高通量测定可溶性糖的方法, 并将其应用于五味子、枸

杞子和梨样品中可溶性糖的测定, 为高通量测定可溶性糖

的含量提供一种准确简便、节约高效的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

实验样品: 五味子购自辽宁省凤城市(加工方式为烘

干 ), 为木兰科植物五味子 Schisandra chinensis (Turcz.) 
baill.的干燥成熟果实; 枸杞子购自海王星辰药房(宁夏永

寿堂中药饮片有限公司), 为宁夏枸杞 Lycium barbarum L.
的干燥成熟果实。以上两种样品均由辽宁中医药大学翟延

君教授鉴定无误。库尔勒香梨购自生活超市, 采购时选择

外表完整、气味正常、成熟度适中的新鲜果实。 
药品试剂: D-果糖(纯度≥99%)、D-无水葡萄糖标准品

(纯度≥98%)(上海源叶生物科技有限公司); 苯甲酸、无水

乙醇(分析纯, 天津科密欧化学试剂有限公司); 水(纯净水, 
大连娃哈哈饮用水有限公司); 硫酸(分析纯, 沈阳市派尔

精细化工制品厂); 苯酚(分析纯, 上海麦克林生化科技有

限公司)。 

1.2  仪器与设备 

SMF2002 型苏泊尔磨粉机(浙江苏泊尔家居用品有限

公司); GL-3250B 型磁力搅拌器(海门市其林贝尔仪器制造

有限公司); Sartorius 电子天平(德国赛多利斯科学仪器有限

公司); HH-ZK4 数显恒温水浴锅(巩义市予华仪器有限责任

公司); TDZ4-WS 型低速台式离心机(湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司); XW-80A型漩涡混合器(海门市其林贝尔仪

器制造有限公司); UV-1750 型紫外-可见分光光度仪(日本

岛津公司); Multiskan FC 型酶标仪(芬兰赛默飞公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  标准品溶液的配制 
取 0.1 g 苯甲酸, 加入 50 mL 水, 室温下磁力搅拌 4 h

备用 (作防腐剂 ); 分别精密称取 0.10002 g 葡萄糖和

0.10187 g 果糖的标准品于 25 mL 容量瓶中, 加水至刻度线

溶解备用。将上述 3 者合并混匀, 配制成 2.0189 mg/mL(含
1 mg/mL 苯甲酸)的葡萄糖-果糖(glucose-fructose, GF)混合

标准品溶液。取上述标准品溶液 50 mL, 加入 8 mL 无水乙

醇, 定容至 100 mL, 稀释成 1.0095 mg/mL(含 8%乙醇)的
GF 溶液, 再以 8%乙醇溶液逐步稀释成 0.5047、0.2019、
0.1009、0.0505 mg/mL(含 8%乙醇)的系列 GF 溶液。 
1.3.2  供试品溶液的配制 

参考文献[24,31], 精密称取鲜梨胴部 0.2 g, 先以 1 mL 
80%乙醇研磨均匀, 再以 9 mL 80%乙醇溶液分次冲洗研磨

棒与研钵并入密封离心管中; 另分别精密称取 0.1 g 五味

子或枸杞子粉末于密封离心管中, 加入 5 mL 80%乙醇溶

液。3 种样品均水浴 90 ℃加热提取 10 min, 室温放冷后离

心(2200 g) 10 min, 取上清液 1 mL 于 10 mL 容量瓶中, 加
水稀释至刻度线, 稀释的五味子和梨提取液即为相应的供

试品溶液。取 1 mL 稀释的枸杞子提取液加入 3 mL 8%乙

醇溶液进一步稀释, 即得枸杞子的供试品溶液。 
1.3.3  苯酚溶液的配制 

精密称取 40.00 g 苯酚于 1000 mL 容量瓶中, 加水至

刻度线, 摇匀后转置于棕色试剂瓶中, 即得浓度为 4%的苯

酚溶液, 置于室温通风橱中备用。2%、3%的苯酚溶液均由

4%苯酚溶液以水稀释得到。 
1.3.4  测定波长的选择 

分别取 0.1009 mg/mL 的 GF 溶液、各供试品溶液   
0.5 mL, 加入 2.5 mL 浓硫酸室温反应 30 min, 同时以 8%
乙醇溶液为溶剂空白, 进行全波长(190~800 nm)扫描; 另
取上述各溶液 0.5 mL, 加入 2.5 mL 浓硫酸室温反应 30 min
后, 加入 3%苯酚溶液 1 mL 室温反应 30 min, 同时以 8%乙

醇溶液为溶剂空白 , 于紫外分光光度计下进行全波长

(190~800 nm)扫描。 
1.3.5  反应条件的优化 
    (1)苯酚加入顺序的考察 

试管内反应参考文献 [24]方法 , 分别取 GF 溶液   
(0.1009 mg/mL)、五味子供试品溶液 0.25 mL 置于试管中, 先
加入 0.5 mL 2%苯酚溶液, 立即加入 1.25 mL 浓硫酸, 室温暗

处反应 10 min 后室温水浴 15 min; 另分别取 GF 溶液  
(0.1009 mg/mL)、五味子供试品溶液 0.25 mL 置于试管中, 调
整苯酚加入顺序, 先加入1.25 mL浓硫酸室温反应30 min, 再
加入 0.5 mL 2%苯酚溶液, 室温暗处反应 10 min 后室温水浴

15 min。不同反应顺序均以 8%乙醇溶液为溶剂空白, 反应结

束后于紫外分光光度计下 492 nm 处测定吸光度值, 比较试管

反应中苯酚加入顺序对 492 nm 处吸光度值的影响。 

微孔板内先加入苯酚的反应参考文献[24]反应顺序及

试剂用量的比例, 分别取 GF 溶液(0.1009 mg/mL)、五味子

供试品溶液 30 μL 于 96 微孔板中, 先加入 60 μL 2%苯酚溶

液, 立即加入 150 μL 浓硫酸, 室温暗处反应 10 min 后室温

放置 20 min; 另分别取 GF 溶液(0.1009 mg/mL)、五味子供

试品溶液 30 μL 于 96 微孔板中, 先加入浓硫酸 150 μL, 室
温反应 30 min, 再加入 2%苯酚溶液, 室温反应 30 min, 不
同反应顺序均以 8%乙醇溶液为溶剂空白, 反应结束后于

酶标仪 492 nm 处测定吸光度值, 比较微孔板反应中苯酚

加入顺序对 492 nm 处吸光度值的影响。 
(2)反应温度的考察 
分别取系列 GF 溶液、五味子供试品溶液及 8%乙醇

溶液 30 μL 于 96 微孔板中, 加入 150 μL 浓硫酸, 分别于室

温和 90 ℃水浴条件[21]下反应 30 min 后, 加入 60 μL 3%苯

酚溶液室温反应 30 min 后测定和计算。比较室温与 90 ℃
水浴对 492 nm 处吸光度值及五味子样品中可溶性糖含量

测定结果的影响。 
(3)浓硫酸用量的考察 
将五味子供试品溶液进一步稀释 2 倍、2.5 倍、4 倍, 得

到 4 个不同浓度的系列五味子供试品溶液。分别取系列 GF
溶液、系列五味子供试品溶液及 8%乙醇溶液 30 μL 于 96
微孔板中, 分别加入 60、90、120、150、180 μL 的浓硫酸

室温反应 30 min, 于 320 nm 处测定吸光度值。比较硫酸的

用量对 320 nm 处吸光度值的影响。 
(4)苯酚浓度的考察 
分别取系列 GF 溶液、五味子供试品溶液及 8%乙醇

溶液 30 μL 于 96 微孔板中, 加入 150 μL 浓硫酸室温反应

30 min 后, 分别加入 60 μL 2%、3%、4%的苯酚溶液, 室温

反应 30 min, 按照“1.3.6”项下方法测定和计算。比较不同

浓度苯酚溶液对 492 nm 处吸光度值及五味子样品中可溶

性糖含量测定结果的影响。 
1.3.6  可溶性糖含量的测定和计算 

各标准品、供试品、8%乙醇溶液按照不同反应条件

与浓硫酸和苯酚反应后, 于酶标仪 492 nm 处测得吸光度

值为 A492; 为消除样品中干扰成分的影响, 参考文献[24]方
法以水代替苯酚溶液作平行校正, 校正的各标准品、供试

品、8%乙醇溶液于酶标仪 492 nm 处测得吸光度值为 A’492。 
以 GF 溶液的质量浓度为横坐标(X, mg/mL), GF 溶液

(或其不加苯酚的平行校正)减去溶剂空白的吸光度值为纵

坐标(Y), 设置截距为 0, 得到 GF 加苯酚(或不加苯酚)的线

性回归方程, 按公式(1)计算样品中可溶性糖的含量。 
样品中可溶性糖含量/(mg/g)= 

492 492 492 492( - ) - ( -A A A A
k k



样 溶剂空白 样 溶剂空白)

称样量
稀释倍数

品 品’ ’

’
   (1) 

式中: A492 样品为样品溶液在 492 nm 处测定的吸光度值; 
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A492 溶剂空白为8%乙醇溶液在492 nm处测定的吸光度值; A’492 样品

为样品溶液不加苯酚的平行校正在 492 nm 处测定的吸光

度值; A’492 溶剂空白为 8%乙醇溶液不加苯酚的平行校正在   
492 nm 处测定的吸光度值; k 为 GF 加苯酚的线性回归方程

的斜率; k’为 GF 不加苯酚的线性回归方程的斜率。 
1.3.7  可溶性糖的高通量测定方法的应用 

分别取系列 GF 溶液、各供试品溶液及 8%乙醇溶液

30 μL 于 96 微孔板中, 加入 150 μL 浓硫酸于室温反应   
30 min, 加入 60 μL 3%苯酚溶液室温反应 30 min, 按照

“1.3.6”项下方法进行测定和计算。 
1.3.8  与传统苯酚-硫酸比色法的比较 

传统苯酚-硫酸比色法按照文献[24]步骤, 分别取五

味子、枸杞子、梨供试品溶液 0.25 mL 置于试管中, 加入   
0.5 mL 2%苯酚溶液, 立即加入 1.25 mL 浓硫酸, 室温暗室

处反应 10 min, 室温水浴 15 min, 吸取 210 μL 于 96 微孔

板中; 另分别取同一五味子、枸杞子、梨供试品溶液 30 μL, 
按照 1.3.7 项下条件反应。两种方法均按照 1.3.6 项下方法

测定和计算, 比较两种方法含量测定结果的差异。 
1.3.9  数据处理与绘图工具 

方法中在试管内进行的反应均重复 2 次, 在微孔板内

的反应和测定均设置 3 个复孔。采用 GraphPad Prism 8 软

件进行数据的独立样本 t检验与图形绘制, 采用 Excel 2019
软件进行线性回归分析和相对标准偏差(relative standard 

deviations, RSDs)值的计算。 

2  结果与分析 

2.1  测定波长 

测得 GF 溶液(0.1009 mg/mL)和五味子供试品溶液加入

浓硫酸后生成糠醛及其衍生物的最大吸收波长在(320±3) nm
处 , 与文献 [29]报道的糠醛最大吸收波长一致 , 故选择   
320 nm 为其测定波长; 生成的糠醛及其衍生物与苯酚溶液

反应后的最大吸收波长均在 492 nm 处, 故选择 492 nm 为其

测定波长。 

2.2  苯酚加入顺序 

试管内先加入苯酚和后加入苯酚溶液反应后, GF 溶

液(0.1009 mg/mL)在 492 nm 处的吸光度值分别为 1.151、
1.352, 五味子供试品溶液的吸光度值分别为 1.246、
1.453, 说明后加入苯酚反应测得的吸光度值较高(图 1a), 
与文献[29]报道结果一致。 

微孔板内先加入苯酚和后加入苯酚溶液反应后, GF
溶液(0.1009 mg/mL)在 492 nm 处的吸光度值分别为 0.130、
0.349, 五味子供试品溶液的吸光度值分别为 0.206、0.475, 
说明后加入苯酚反应测得的吸光度值较高(图 1b), 也与文

献[29]报道结果一致。故选择先加入浓硫酸后加入苯酚溶液

的反应顺序。 
 

 
 

注: a 为试管内反应(n=2); b 为微孔板内反应(n=3)。 
图 1  苯酚加入顺序对标准品和供试品(五味子)溶液在 492 nm 处吸光度的影响 

Fig.1  Influences of the order of phenol addition on the absorbances of standard and sample (Schisandra chinensis fruits) solution at 492 nm 
 
 

2.3  反应温度 

室温和 90 ℃水浴反应条件下, GF 溶液(0.1009 mg/mL)
在 492 nm 处的吸光度值分别为 0.349、0.333, 五味子供

试品溶液的吸光度值分别为 0.475、0.411。室温反应条

件下 GF 溶液与五味子供试品溶液测得的吸光度值均较

高, 但前者无显著差异(P=0.3771)。室温和 90 ℃水浴反

应 条 件 , 测 得 五 味 子 中 可 溶 性 糖 含 量 分 别 为

(77.472±2.963)、(56.955±2.306) mg/g, 室温条件下测得

的含量较高 , 两者具有统计学差异(P＜0.05), 因此选择

室温条件下进行反应。 

2.4  浓硫酸的用量与反应时间 

反应中, 硫酸作为催化剂提供了 H+参与催化反应, 
同时使反应体系温度瞬间达 110 ℃以上 [29]促进糖脱水

反应的发生 , 因此硫酸加入量影响反应的速度和程度 , 
产物糠醛及其衍生物在 320 nm 处的吸光度值则与反应

程度呈正相关。浓硫酸的用量对 320 nm 处吸光度值的

影响如图 2 所示, 随浓硫酸用量的增加, 不同浓度的标

准品和样品溶液在 320 nm 处的吸光度值有不同程度增
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加的趋势, 浓硫酸加入体积为标准品或样品溶液体积的

4~6 倍时 , 吸光度值变化较为平缓 , 综合考虑标准品和

样品的吸光度变化、试剂用量 , 选择浓硫酸的用量为 

150 μL。加入 150 μL 硫酸 30 min 后, 反应体系温度降至

室温, 且 30~60 min 内吸光度值无明显变化, 因此反应

时间选择 30 min
 

 
 

注: a 为标准品溶液; b 为五味子供试品溶液。 
图 2  浓硫酸用量对标准品和供试品(五味子)溶液在 320 nm 处吸光度的影响(n=3) 

Fig.2  Influences of the volume of concentrated sulfuric acid on the absorbance of standard and sample  
(Schisandra chinensis fruits) solution at 320 nm (n=3) 

 
2.5  苯酚的浓度与反应时间 

加入 60 μL 2%、3%、4%苯酚溶液显色后, GF 溶液

(0.1009 mg/mL)在 492 nm 处的吸光度值分别为 0.335、
0.349、0.301, 3%苯酚溶液显色后吸光度值显著高于 4%苯

酚溶液, 与 2%苯酚溶液无显著差异(P=0.4443); 五味子供

试品溶液的吸光度值分别为 0.373、0.475、0.469, 3%苯酚

溶液显色后吸光度值显著高于 2%苯酚溶液, 与 4%苯酚溶

液无显著差异(P=0.8158)。2%、3%、4%苯酚溶液显色后, 测
得 五 味 子 中 可 溶 性 糖 含 量 分 别 为  (56.936±5.240) 、
(77.472±2.963)、(75.814±5.658) mg/g, 表明加入 60 μL 3%
苯酚溶液测得的含量较高, 与加入 4%苯酚溶液无显著性

差异(P=0.7320), 与 2%苯酚溶液有显著性差异(P＜0.05)。
结合吸光度值、含量测得结果及试剂用量, 选择加入的苯

酚浓度为 3%。反应体系加入 3%苯酚溶液显色后, 5~30 min
内 492 nm 处吸光度值逐渐增大, 30~60 min 内吸光度值无

明显变化, 因此反应时间选择 30 min。 

2.6  方法学考察结果 

2.6.1  线性范围 
精密吸取系列浓度 GF 溶液, 按 1.3.7 项下方法进行测

定和计算线性回归方程, 结果见表 1。减去溶剂空白的吸

光度值后, 线性回归方程应过原点, 所以设置截距为 0, 不
同微孔板反应中得到多个 GF 溶液加苯酚的线性回归方程

为 Y1=kX1, k 值的范围在 2.6470~3.1500 之间, r1
2 值在

0.9968~0.9998 之间; GF 溶液不加苯酚的线性回归方程为

Y2=k’X2, k’值在 0.0590~0.0955 之间, r2
2 值在 0.9906~0.9998

之间, 线性关系良好。线性范围为 1.515~30.285 μg/孔, 较
文献报道微孔板法[16,18,21,23]的线性范围大。 

表 1  线性回归方程 
Table 1  Equations of linear regressions 

序号 Y1=kX1 r1
2 Y2=k’X2 r2

2 

 1 Y1=2.8590 X1 0.9989 Y2=0.0726 X2 0.9940 

 2 Y1=3.1176 X1 0.9998 Y2=0.0737 X2 0.9977 

 3 Y1=2.9581 X1 0.9968 Y2=0.0785 X2 0.9969 

 4 Y1=3.1289 X1 0.9997 Y2=0.0865 X2 0.9972 

 5 Y1=2.9822 X1 0.9998 Y2=0.0840 X2 0.9962 

 6 Y1=2.6470 X1 0.9997 Y2=0.0673 X2 0.9987 

 7 Y1=3.0572 X1 0.9978 Y2=0.0660 X2 0.9906 

 8 Y1=2.7277 X1 0.9997 Y2=0.0789 X2 0.9990 

 9 Y1=3.0438 X1 0.9998 Y2=0.0737 X2 0.9977 

10 Y1=3.1346 X1 0.9991 Y2=0.0590 X2 0.9963 

11 Y1=2.9015 X1 0.9974 Y2=0.0721 X2 0.9988 

12 Y1=2.8210 X1 0.9997 Y2=0.0668 X2 0.9989 

13 Y1=3.1500 X1 0.9998 Y2=0.0955 X2 0.9998 
 

2.6.2  精密度、稳定性、重复性和加样回收率 
精密度考察取 0.1009 mg/mL 的 GF 溶液 30 μL, 按照

1.3.7 项下条件反应和测定，平行测定 6 次, 测得吸光度值

的 RSDs 值为 0.14%, 说明仪器的精密度良好。稳定性考察

采用五味子、枸杞子、梨的供试品溶液, 测定其放置 0、2、
4、6、8、12 h 后可溶性糖含量的变化, 计算得 RSDs 值分

别为 5.03%、5.58%、4.06%, 说明各供试品溶液在 12 h 内

的稳定性较好。重复性考察取五味子、枸杞子、梨样品, 按
照 1.3.2 项下方法制备供试品溶液, 均平行 6 份, 按照 1.3.7
项下条件测定和计算得可溶性糖含量的 RSDs 值分别为
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4.48%、3.13%、4.07%, 说明方法的重复性良好。 
加样回收率考察分别精密称取五味子、枸杞子粉末

0.05 g、梨胴部 0.1 g, 均平行 6 份, 加入相当于样品中量

100%的 GF 溶液(含 80%乙醇), 按照 1.3.2 项下方法制备供

试品溶液, 按照 1.3.7 项下条件测定和计算得加样回收率

结果见表 2, 各样品中可溶性糖的平均加样回收率分别为

98.34%、103.88%、101.26%, RSDs 值均小于 5%, 说明方

法的准确度良好。 
 
 

表 2  测定方法的加样回收率 
Table 2  Recoveries of the determination method 

样品名称 样品序号 样品中含量/mg 加入量/mg 测得量/mg 回收率/% 平均值/% RSDs/% 

五味子 

1  3.7187 

 3.9837 

 7.5622  96.48 

 98.34 4.17 

2  3.7961  7.6365  96.40 

3  3.9511  8.0630 103.22 

4  3.6412  7.4427  95.43 

5  3.8736  7.6430  94.62 

6  4.0285  8.1663 103.87 

枸杞子 

1 19.5693 

20.307 0 

40.5612 103.37 

103.88 2.54 

2 21.3813 42.8995 105.96 

3 20.2941 40.3991  99.01 

4 19.9317 41.0011 103.75 

5 18.8445 40.3991 106.14 

6 18.1198 39.4499 105.04 

梨 

1 11.1492 

11.831 1 

22.2710  94.00 

101.26 4.43 

2 12.1836 24.6417 105.30 

3 11.8388 24.1675 104.21 

4 11.8388 24.2624 105.01 

5 11.2641 23.1786 100.70 

6 11.3791 23.0161  98.36 

 
 

2.7  可溶性糖高通量测定方法的应用及其与传统苯

酚-硫酸比色法的比较 

采用建立的高通量方法, 测得五味子、枸杞子、梨样

品 中 可 溶 性 糖 的 平 均 含 量 分 别 为  (77.472±3.629) 、
(362.395±7.739)、(114.940±5.711) mg/g; 采用传统苯酚-硫
酸比色法测得五味子、枸杞子、梨样品中可溶性糖的平均

含量分别为 (77.903±2.800)、 (306.184±4.064)、 (100.197± 
1.452) mg/g。采用独立样本 t 检验对新建立的方法与传统

苯酚-硫酸法的数据进行比较, 结果如图 3 所示, 两种方法

测得的五味子和梨样品中可溶性糖含量均无显著性差异

(P=0.0870、P=0.1571), 而两种方法测得的枸杞子中可溶性

糖含量有显著性差异(P＜0.05), 新建方法所测得的含量相

对较高; 且新建方法测得各供试品溶液的吸光度值均较大, 
方法灵敏度较高。 

 
 

注: ns 为差异不显著, P＞0.05; ***为差异显著, P＜0.001。 
图 3  新建高通量方法与传统苯酚-硫酸比色法测定可溶性糖含量

的比较(n=3) 
Fig.3  Comparison of the content of soluble sugar determined by 
new high-throughput method and traditional phenol-sulfuric acid 

colorimetric method (n=3) 
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3  结论与讨论 

本研究比较了试管与微孔板反应中苯酚-硫酸法与硫

酸-苯酚法的差异, 证明且进一步扩展了 RAO 等[29]的研究

结论。 
硫酸-苯酚法中硫酸为催化剂并产生高温促进反应

发生, 苯酚可以与 1 或多个分子糠醛缩合形成橙红色化

合物, 因此反应体系中加入过量的硫酸和适量的苯酚才

能获得较高的吸光度和灵敏度。本研究通过合理地优化

反应条件, 确定反应体系中硫酸终浓度应达 82%, 最适

苯酚终浓度为 0.75%。 
除本研究中描述的实验结果外, 反应条件优化的大量

数据还提示, 当反应条件固定时, 无论先加入或后加入苯酚

溶液、反应温度为室温或 90 ℃水浴、硫酸加入体积为样品

体积的 3 倍或 4 倍或 5 倍、苯酚浓度为 2%或 3%或 4%, 标
准曲线的相关系数均符合含量测定要求, 部分含量测定结

果有统计学差异, 但均未达 1.5 倍以上差异。该结果也说明

了不同文献中苯酚硫酸法反应条件差异较大, 但均可应用

的原因。但在优化的反应条件下, 测得的 492 nm 处吸光度

值较高, 标准曲线斜率较高, 因此测定的灵敏度也较高。 
本研究建立了以硫酸-苯酚法为基础的可溶性糖高通

量测定方法, 与文献方法[16,18,21,23]相比, 无需高温水浴, 具
有操作简单、试剂用量少, 回归方程线性范围广的优势, 
因此该方法可以用作植物样品中可溶性糖的高通量测定。 
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