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摘要: 为建立基于荧光染色技术的贝类中微塑料的高效分离前处理方案, 以菲律宾帘蛤(Ruditapes philippinarum)

作为研究对象, 在 10%氢氧化钾(KOH)和蛋白酶 K 两种消解体系下, 考察消解效率、堵膜率和微塑料回收率及红

外光谱变化情况, 确定最佳消解条件并做优化。优化方案结合尼罗红荧光染色, 并用共聚焦显微拉曼光谱仪对疑似

荧光颗粒进行验证, 确定方案的适用性。实验表明: 优化后的 KOH 消解方案, 消解效率提高到(99.80±0.06)%, 堵

膜率降至(95.78±6.51)%, 3~5 mm 粒径塑料标准品的回收率为(97.92±3.61)%, 400~600 μm 粒径塑料标准品的回收率

为(89.58±4.14)%。经优化的蛋白酶 K 消解方案, 消解效率提升至(99.97±0.02)%, 堵膜率降为(94.37±9.85)%, 两种

粒径的塑料标准品回收率分别为(97.92±3.61)%和(87.08±2.69)%。使用尼罗红溶液染色有效地提高了目视显微观察

筛选效率。实验发现蛋白酶 K 优化组出现众多假阳性荧光亮点, 影响显微拉曼测定, 而 KOH 优化组未出现类似的

情况。样品共检出 0.99 个/g(湿重)微塑料, 包括聚对苯二甲酸乙二醇酯[polyethylene terephthalate, PET, 纤维状, 长

度为 (971.23±22.01) μm]和丙烯腈–丁二烯–苯乙烯共聚物 [acrylonitrile butadiene styrene, ABS, 颗粒 , 粒径为

(26.88±1.69) μm]。最终采用以 10% KOH 为消解溶液, 超声 10 min 后, 在 50 , 150 r℃ /min 的水浴中消解 4 h, 经 5%

稀盐酸溶液调节 pH 为优化前处理方案, 结合尼罗红荧光染色观察和共聚焦显微拉曼定性, 本方案简单、经济且高

效, 可适用于双壳贝类中微塑料的检测分析。 
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微塑料是一类粒径小于 5 mm 的塑料碎片或

颗粒 [1], 由于其具有高比表面积和多种官能团 , 

可有效吸附重金属(如铅、镉)[2-3]、有机污染物(如

多环芳烃)[4-5]和抗生素[6]。微塑料在大气、土壤、

水体等环境介质中长期稳定存在, 并能通过食物

链传递富集[7-8]。目前, 塑料污染已然是一个全球

性问题: 2022 年, 微塑料被列为新污染物, 人类

的血液 [9]、肺部 [10]中均检测到微纳塑料的含量。

经呼吸、摄入等途径进入体内的微塑料 , 会引

起呼吸和消化问题 , 增加糖尿病及癌症的发病

风险[11-12]。上述发现为“微塑料对人类健康的潜在

风险”这一猜测提供有力的证据 , 推动微塑料研

究的蓬勃发展。 

生物样品成分复杂, 有机物种类繁多, 采用

不同消解方案, 对塑料的物理化学性质影响不一[13], 

且易受环境干扰, 其处理效果的优劣直接影响仪

器分析数据, 使得准确评估其中微塑料含量存在

更大挑战。酸法消解、碱法消解、氧化消解和酶

法消解已广泛应用于鱼类、贝类等水生生物样品

微塑料提取的前处理。酸法消解(如 HNO3)适用于
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绝大多数生物组织, 但不能完全去除油脂等生物

基质, 且会造成某些塑料(如聚酰胺、聚对苯二甲

酸乙二醇酯)发生变色、溶解[14], 从而影响检测结

果的准确性。Digka 等 [15]用稀释的 H2O2 溶液

(1 : 20, W/V, 30%原液)消解聚丙烯(polypropylene, 

PP)、PET 和聚氯乙烯(polyvinylchloride, PVC), 获

得较高回收率。但其对生物组织的平均消解效率

低, 反应过程中释放大量气泡, 残留的生物组织

会堵塞滤膜[16], 延长样品前处理时间。碱法消解

彻底、可缩短样品前处理时间, 并对样品的荧光

无干扰, 并具有较高的加标回收率, 是目前最常

使用的方案[17]。丁金凤等[18]以 10% KOH 消解溶

液, 可完全消解贻贝类消化系统, 4 种材质的微塑

料回收精密度较好。当使用系列酶进行消解, 可

有效减少 (98.3±0.1)%样品基质 , 并获得高回收

率[19]。Karlsson 等[20]使用蛋白酶 K 分析生物群中

微塑料时, 塑料颗粒加标回收率为 97%, 且未发

生降解, 不影响后续定性验证。综上表明, 采用不

同前处理方案, 能有助于暴露隐藏在生物组织中

的微塑料, 对准确分析生物体内微塑料污染情况

起重要作用。 

光学显微镜因使用成本低, 操作简单, 可根

据大小、形态、颜色等物理因素筛选潜在的微塑

料, 而受研究学者们青睐。然而, 由于人眼识别存

在个体差异、主观性强, 以及观察时间过长会造

成观察者的视觉疲劳, 导致易忽略不明显的纤维和

小颗粒等因素, 常出现假阳性或假阴性结果[21]。为

缩短镜检时间, 快速定位、精准筛选塑料颗粒, 可

使用荧光染色法对微塑料进行染色标记 , 其中 , 

脂溶性尼罗红荧光染料是最常被使用的荧光染色

剂之一。其可通过与聚合物表面的相互作用 [22], 

原位染色标记, 使计数更加简单便捷, 易于可视

化 [23-24], 弥补常规光学显微观察的不足, 实现对

疑似颗粒的快速捕捉。Wang 等[25]用尼罗红溶液对

PP、PET、低密度聚乙烯(low density polyethylene, 

LDPE)等 7 种微塑料进行染色, 得到每种塑料在

355~425 nm 和 460~500 nm 激发波长下的两种荧

光图像, 根据融合后的组合荧光指数的差异, 实

现对不同类型塑料的初步鉴别。Giardino 等[26]发

现经尼罗红染色的样品在 365 nm 照射下, 利用图

像算法分析软件, 能准确、快速(大约 10 秒/每幅)

处理, 且偏差可降至 8%左右。研究表明在傅里叶

红外光谱仪的验证下, 使用微塑料荧光染色定量

的回收率可达 90%以上[27], 这说明使用荧光染色

标记微塑料是一种具有应用前景的技术。但由于

尼罗红会同时标记天然聚合物[28], 这对样品前处

理过程中杂质的去除提出了更高的要求, 而基于

此方法对前处理优化的研究却鲜有报道。 

菲律宾帘蛤(Ruditapes philippinarum)是一种

典型的滩涂埋栖性贝类, 也是最常见的双壳类水

产消费品, 其软体部中蛋白质和粗脂肪含量占干

重的 61.28%和 8.61%[29]。因其分布广泛且具有固

着生活的特征, 对微塑料有较高的富集能力, 可作

为我国贝类微塑料污染的主要指示生物之一[30]。本

研究以菲律宾帘蛤为实验样品, PP、PET、聚苯

乙烯(polystyrene, PS)和 LDPE 颗粒为标准物质, 

以 10% KOH 溶液和蛋白酶 K 溶液对菲律宾帘蛤

组织进行消解, 对比这两种方案处理后的消解效

率、堵膜率、回收率、红外光谱及荧光图像等指

标变化, 考察结合荧光染色, 不同消解方案的差

异, 以期为菲律宾帘蛤中微塑料的高效分离与检

测提供理想方案。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究所用菲律宾帘蛤体重 (7.91±1.82) g, 

带壳长度(33.73±4.97) mm, 分别采购于浙江省温

州市大润发超市鹿城店、菜蔬生黄龙店和大田园

超市黄龙店, 以提高研究样本的代表性。购买后

用铝箔纸包裹, 放入自封袋中, −20 ℃下保存。所

用微塑料标准品: PP、PET、PS、LDPE 分别购自

顾特服(上海)贸易有限公司[粒径为 3~5 mm, 其

中: PP, (4.37±0.13) mm; PS, (4.00±0.11) mm; PET, 

(2.78±0.08) mm; LDPE, (4.23±0.17) mm]和东莞市

鸿兴新材料有限公司[粒径 400~600 μm, 其中: PP, 

(553.76±73.53) μm; PS, (526.20±92.54) μm; PET, 

(544.11±78.85) μm; LDPE, (560.59±63.52) μm]。 

氢氧化钾(KOH)、丙酮购自国药集团化学试

剂有限公司; 蛋白酶 K 溶液(BR Grade)购自生工

生物工程(上海)股份有限公司; 十二烷基磺酸钠
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(SDS)购自国药集团化学试剂有限公司; 氯化锌

(ZnCl2)购自西陇科学股份有限公司; 盐酸购自浙

江中星化工试剂有限公司; 尼罗红试剂(≥98.0%, 

HPLC)购自上海麦克林生化科技有限公司。   

1.2  实验方法 

1.2.1  样品制备  测试前将菲律宾帘蛤放在室温

下解冻 1 h, 用已过滤的去离子水冲洗干净。微塑

料标准品: PP、PET、PS 和 LDPE 用去离子水冲

洗 3 次, 放入 30 ℃烘箱干燥备用。 

1.2.2  消解方案的确定 

(1) 样品消化效率实验：随机挑取 2~4 个菲律

宾帘蛤, 用不锈钢镊子取出整个软体部分, 剪碎、

混合均匀, 称取(1.05±0.07) g 样品置于 150 mL 锥

形瓶中 , 按照下述方法加入消解溶液 : 方案一 , 

加入 30 mL 10% KOH 溶液 ; 方案二 , 先加入

30 mL 去离子水, 再加入 90 μL 蛋白酶 K 溶液

(20 μg/mL), 用铝箔封口, 超声 10 min 后取出, 置

于 SYC-B 恒温振荡培养箱(50 ℃、150 rpm)中消

解 4 h、16 h 和 24 h。每种方案的不同消解温度组

分别设置 3 组平行和 2 个进行消解处理的空白对

照。消解溶液使用真空抽滤装置过滤至玻璃纤维

滤膜(GF/A, 孔径 1.6 μm, 直径 25 mm)上, 并用去

离子水反复冲洗。将滤膜转移到玻璃称量皿中 , 

放入 50 ℃干燥箱中烘至恒重后称滤膜总重, 按

照公式(1)计算消解效率。在真空抽滤过程中, 以

连续 2 滴消解溶液下落时间超过 10 s 为更换滤膜

标准, 记录使用的滤膜总数, 按照公式(2)计算堵

膜率。 

(2) 塑料回收率和红外光谱检测：称取(1.05± 

0.06) g 整个软体部分放入锥形瓶中, 分别添加 4

种塑料标准品(4 颗 3~5 mm 粒径和 20 颗 400~ 

600 μm 粒径), 按 1.2.2 方法(1)进行消解。将抽滤

后的滤膜置于 50 ℃烘箱烘干, 取出后将滤膜置

于 50 mL 玻璃烧杯中, 加入 10 mL ZnCl2 溶液

(ρ>1.50 g/mL), 室温下超声 3 min, 倒出上清液, 

重复 3 次。收集所有上清液 4000 r/min 离心 5 min

后再次抽滤, 以去除未消解的杂质(如砂石、甲壳

素)[15,31]。滤膜烘干装入滤膜盒中单独保存。调节

Nikon Ti-U 倒置荧光显微镜至明场状态, 观察消

解前后塑料颗粒的外观变化, 并计算回收率。使

用 Nicolet is5 傅里叶变换红外光谱仪读取 500~ 

4000/cm 波数的透光率值。 

1.2.3  消解方案优化  选取两种消解条件进行优

化, 方法一, 使用 10% KOH 溶液消解 4 h, 消解

溶液用 5%盐酸溶液调节 pH 至中性。方法二, 使

用蛋白酶 K 溶液消解 16 h, 消解溶液加入 10 mL 

5% SDS 溶液, 再超声 30 min。处理后的消解溶液

同 1.2.2 步骤(2), 每组平行 3 次和 2 个空白对照, 

考察消解效率、堵膜率、塑料回收率和红外光谱

变化。 

1.2.4  菲律宾帘蛤样品检测  将菲律宾帘蛤按上

述(1.2.3)相同条件处理, 设置 3 组平行和 2 个空白

对照。滤膜烘干后滴加 10 μg/mL 尼罗红溶液直至

完全浸透, 干燥 30 min, 装入滤膜盒中单独保存。 

将放有滤膜的载玻片置于倒置荧光显微镜

(激发滤光片 465~495 nm, 分光镜 DM 505, 吸收

滤光片 BA 515~595 nm, 发绿光)下, 以“Z”形移

动观察并拍摄照片, 然后同一视野下切换普通光

源进行明场观察。 

利用 Renishaw InVia Reflex 共聚焦显微拉曼

光谱仪(785 nm 激发光光源, 1200 l/mm 光栅, 曝

光时间 10 s, 累计 3 次), 使用 50 倍物镜观察, 经

光致漂白 5 min 后采集 200~3000/cm 的强度值。

绘制后的拉曼光谱基线进行平滑、降噪和分峰拟

合处理 , 与塑料标准图谱的特征峰 [32]进行比较 , 

以匹配 4 个及以上特征峰位置为定性判断依据。 

1.2.5  质量控制  所有试剂均经 1.6 μm 玻璃纤

维滤膜过滤, 操作台用乙醇擦拭消毒。实验所用

的工具、器皿均为玻璃或不锈钢材质, 用去离子

水冲洗 3 次, 烘干后使用, 敞口容器用铝箔覆盖

以减少来自环境的污染。实验过程中穿着棉质白

大褂, 佩戴丁腈手套, 严格控制实验期间人员的

走动。同时每组处理均设置 2 个空白对照, 以检

测实验过程中的污染情况。 

1.3  数据处理 

菲律宾帘蛤消解效率按照公式(1)[33]计算。 

 消解效率(%)=[1‒(M1‒M0)/M]×100% (1) 

式中, M1 为使用并干燥后滤膜的质量, g; M0 为滤

膜初始质量, g; M 为初始软体组织质量, g。 

根据所使用的滤膜数量, 按照公式(2)[34]计算
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堵膜率。 

 堵膜率(%)=(N/M)×100% (2) 

式中, N 为过滤所需滤膜数(张); M 为初始软体组

织质量(g)。 

塑料回收率根据消解前后塑料颗粒的数量 , 

按照公式(3)[35]计算。 

 回收率(%)=(N0/N1)×100% (3) 

式中, N0 为荧光显微镜下观察到的颗粒数(个); N1

为标准品实际添加的颗粒数(个)。 

1.4  统计分析 

数据以平均值±标准偏差(x̄±SD)表示 , 微塑

料结果以微塑料个数 /g(湿重)表示。采用 SPSS 

26.0 软件进行单因素方差分析(one-way ANOVA), 

并对不同组数据之间做 Tukey’s 多重比较检验, 

以 P<0.05 表示数据差异显著, P<0.01 表示数据差

异极显著。使用 Origin 2018 进行绘图, 荧光照片

使用 Image J 统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  消解方案的确定 

2.1.1  不同消解方式对菲律宾帘蛤的消解效率  实

验处理前记录菲律宾帘蛤的基本生物数据, 如长

度、重量, 经碱法消解和酶法消解处理, 其消解效

率和堵膜率见表 1。 
 

表 1  不同消解方案中菲律宾帘蛤样品的基本信息、消解效率及堵膜率 

Tab. 1  Basic information, digestion efficiency and membrane obstruction rate of Ruditapes  
philippinarum analyzed by different digestion schemes 

x̄±SD 

消解溶液 

digestion 
solution 

消解时间/h 

digestion time 

菲律宾帘蛤样品基本信息 basic information of Ruditapes philippinarum 消解效率/% 

digestion 
efficiency 

堵膜率/% 

membrane  
obstruction rate壳长/mmshell length 湿重/gwet weight 样本量 sample size 

10% KOH 

氢氧化钾 

4 31.08±4.21 5.47±1.82 10 99.46±0.49Aa 126.17±53.30 

16 33.46±5.33 6.27±2.21 10 95.52±0.62Bb 171.31±76.17 

24 34.90±2.95 6.90±1.74 10 96.46±0.25Bb 191.00±2.24 

蛋白酶 K 

Protease K 

4 35.37±2.75 7.47±1.65 10 99.37±0.12b 172.86±9.51Aa 

16 32.52±2.99 5.54±1.51 10 99.66±0.08a 98.79±3.24Bb 

24 33.61±3.29 6.65±2.08 10 99.65±0.06a 93.48±7.90Bb 

注: 数据上标大写字母表示不同处理平均值间差异极显著(P<0.01), 小写字母则表示不同处理平均值间差异明显(P<0.05). 加黑数字

指各消解方案中综合最佳的消解时间、消解效率和堵膜率. 

Note: The superscript capital letters showed extremely significant differences among the average values of different treatments (P<0.01), 
while lowercase letters showed significant differences among the average values of different treatments (P<0.05). The numbers in black refer 
to the best digestion time, digestion efficiency and membrane obstruction rate in each resolution scheme. 

 

由表 1 可知, 在 50 ℃, 10% KOH消解体系下, 

3 组处理的消解效率存在极显著差异(P<0.01)。以

4 h 组的消解效率最高, 为(99.46±0.49)%, 堵膜率

为(126.17±53.30)%。其次为 24 h 组, 消解效率为

(96.46±0.25)%, 堵膜率为(191.00±2.24)%。16 h 组

消解情况最差, 消解效率和堵膜率分别为(95.52± 

0.62)%和(171.31±76.17)%。 

在 50 ℃, 蛋白酶 K 消解体系下, 3 组处理的

消解效率存在显著差异(P<0.05), 其中 16 h 组的

平均消解效率最高 , 为 (99.66±0.08)%, 其次为

24 h 组的(99.65±0.06)%, 4 h 组消解效率最差, 为

(99.37±0.12)%。观察消解溶液可发现, 4 h 组消解

溶液中存在肉眼可见的小颗粒组织样品, 导致堵

膜率最高, 为(172.86±9.51)%。其余两组的堵膜率

分别为(98.79±3.24)%和(93.48±7.90)%, 各处理组

之间存在极显著差异(P<0.01)。 

为进一步探究堵膜现象产生的原因, 检测包

含空白对照的 8 组消解溶液的 Zeta 电位, 以判断

溶液稳定性。由图 1 可得, 采用 10% KOH 溶液消

解的 3 组, Zeta 电位在−5~5 mV 范围内, 绝对值与

空白溶液相近, 说明溶液里颗粒的电泳运动极其

缓慢 , 几乎和布朗运动及其他运动在一个数量

级。使用蛋白酶 K 消解的溶液中颗粒带负电, Zeta

电位绝对值由高到低分别是 4 h 组(−24.22 mV)、

24 h组(−19.57 mV)和 16 h组(−12.60 mV), 均大于

空白组。这可能是随着水解反应的进行 , 体系
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Zeta 电位呈现先快速增加再缓慢降低的趋势, 且

在反应过程即将结束时, 会出现一种特殊的电位

回复现象, 但反应结束时的电位依然大于未反应

时[36]。根据上述分析, 排除受离子电荷运动而出

现堵膜现象的可能。 
 

 
 

图 1  各消解方案的 Zeta 电位值 

Fig. 1  Zeta potential values of each resolution scheme 

基于以上结果, 当使用 10% KOH 溶液, 由于

玻璃纤维滤膜不耐受碱, 在碱性条件下容易破碎

而使孔径发生变化, 导致高堵膜率现象的发生[37]。

蛋白酶 K 通过断裂肌原纤维, 破坏肌原纤维的结

构完整性[38], 消解后溶液中带负电荷的小分子短

肽和氨基酸残基含量增加, 以及存在未降解的油

脂, 从而影响过滤速度。 

2.1.2  不同消解方式对微塑料回收率的影响  在

两种消解方式下, 不同粒径的 PP、PET、PS 和

LDPE 微塑料回收率见图 2。 

由图 2 可知 ,  实验各组间无显著性差异

(P>0.05), 当使用 10% KOH 溶液消解时, 3~5 mm

粒径的塑料颗粒回收率为 91.7%~100% (4 h 组= 

16 h 组=24 h 组), 400~600 μm 粒径的回收率介于

80%~88.3%之间(4 h 组>16 h 组>24 h 组)。当消解

溶液为蛋白酶 K 溶液时, 回收率分别为 91.7%~  
 

 
 

图 2  不同消解方式对不同粒径微塑料回收率的影响 

a (3–5 mm 粒径塑料颗粒)、b (400–600 μm 粒径塑料颗粒)为 10% KOH 消解体系; c (3–5 mm 粒径塑料颗粒)、d (400–600 μm 粒

径塑料颗粒)为蛋白酶 K 消解体系. 实验各组间无显著性差异(P>0.05). 

Fig. 2  Influence of different digestion methods on the recovery rate of microplastics with different particle sizes 
a (3–5 mm particle size plastic particles), b [(400–600) μm particle size plastic particles] for 10% KOH digestion system; c (3–5 mm 

particle size plastic particles), d [(400–600) μm particle size plastic particles)] for protease K digestion system. There was no 
significant difference among all groups (P>0.05). 
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100% (4 h 组=16 h 组>24 h 组)和 81.7%~86.7% 

(24 h 组>16 h 组>4 h 组)。一方面, 实验针对抽滤

后的玻璃纤维滤膜进行密度分离, 回收上清液时, 

3~5 mm 粒径的 PS、PET 和 LDPE 存在被滤膜阻

挡的情况, 导致 KOH-4 h、KOH-16 h、KOH-24 h

和蛋白酶 K-24 h 这 4 组出现部分标品损失。另一

方面, 因为采用真空抽滤以减少过滤时间, 小粒

径塑料颗粒易附着于过滤器底部 ,造成部分颗粒

的丢失, 使得小粒径(400~600 μm)的回收率略低于

大粒径(3~5 mm), 这与其他研究结果相符合[39-40]。

综合分析, 使用 10% KOH 溶液消解 4 h 和蛋白酶

K 消解 16 h 处理, 微塑料颗粒的回收率高于其他

实验方案。 

2.1.3  不同消解方式下微塑料的光谱变化  图 3

是在衰减全反射(ATR)测量模式下 , 消解前后微

塑料颗粒的红外光谱图。从图中可发现, 经不同

处理的微塑料颗粒, 其主要特征峰数量相同, 但

在峰强、峰位置和谱图质量等方面与质控组存在

差异。PP 颗粒经 10% KOH 或蛋白酶 K 消解 24 h

后, 在 1700~1300/cm 处出现较多干扰峰。PS 颗

粒组的 KOH-16 h 和 KOH-24 h, 698/cm 和 756/cm

处的芳环上的==C—H 面外弯曲振动, 强度明显

降低, 且稍向右偏移, 相似情况也出现在蛋白酶

K-24 h。经全部 6 组消化方案消解后的 PET 颗粒, 

在 1105/cm 和 1230/cm 处的 C—O—C 伸缩振动, 

强度减弱。而 LDPE 颗粒在 1470~1850/cm 出现杂

峰。这可能受样品表面的平整度、洁净度和测试环

境的影响, 谱图出现一定程度的变化。基于以上比

较结果, 在所有测试条件中, 以 10% KOH, 50 ℃, 

4 h 和蛋白酶 K, 50 ℃, 16 h 消解的效果最佳。 
 

 
 

图 3  不同消解方式下微塑料颗粒的红外光谱图 

a. PP; b. PS; c. PET; d. LDPE. 黑色箭头指向不同塑料颗粒红外光谱中的主要特征吸收峰，其后标注的数值代表该吸收峰的位置。 

Fig. 3  Infrared spectra of microplastic particles under different digestion methods 
a. PP; b. PS; c. PET; d. LDPE. The black arrows point to the main characteristic absorption peaks in the infrared spectra of different 

plastic particles, and the values indicated after that represent the positions of the absorption peak 
 

2.2  优化方案的考察 

使用 10% KOH, 50 ℃, 4 h 和蛋白酶 K, 50 ℃, 

16 h 消解后, 菲律宾帘蛤组织的消解效率能达到

99%, 但出现抽滤耗时长, 需要更换滤膜的情况, 
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为解决这一问题 , 基于这两种消解条件进行优

化。实验结果表明, 经优化处理的两组方案各项

指标良好, 在保持高消解效率同时, 堵膜率显著

下降, 两种粒径的 4 种标准品回收率可达到 85%

以上, 蛋白酶 K 优化组 Zeta 电位值在±30 至±40 范

围内, 此时溶液较稳定[41](表 2), 并且各类型颗粒

的红外光谱图无明显差异(图 4)。综上分析, 表明

优化方法适用于样品中微塑料的提取。因此, 确

定最佳消解条件为: 10% KOH, 50 ℃, 4 h, 5%稀

盐酸溶液调节 pH 和蛋白酶 K, 50 ℃, 16 h, 加入

SDS 再次超声 30 min。 

2.3  菲律宾帘蛤中微塑料的检测 

为验证优化方案与荧光染色结合的有效性 , 

使用倒置荧光显微镜和共聚焦显微拉曼光谱仪进

行验证。结果发现, 在蛋白酶 K 优化组的滤膜上, 

观察到许多假阳性红色荧光点(图 5)。这可能是由 
 

表 2  优化消解方案的消解效率、堵膜率、Zeta 电位值和回收率 

Tab. 2  Digestion efficiency, membrane obstruction rate, Zeta potential values and  
recovery rate analyzed by optimized digestion schemes 

n=20; x̄±SD 

消解溶液 

digestion solution 

消解时间/h 

digestion 
time 

菲律宾帘蛤样品基本信息 

basic information of Ruditapes philippinarum
消解效率/%

digestion 
efficiency

Zeta 电位/

mV 
ζ potential

堵膜率/% 

membrane 
obstruction  

rate 

回收率/% 

recovery rate 

壳长/mm shell length 湿重/g wet weight 3-5 mm 400-600 μm

10% KOH 4 31.39±4.15 5.69±2.51 99.80±0.06 −1.67±0.94 95.78±6.51 97.92±3.61 89.58±4.14

蛋白酶 K protease K 16 34.91±3.20 7.19±1.88 99.97±0.02 −37.33±4.80 94.37±9.85 97.92±3.61 87.08±2.69

 

   
 

图 4  优化消解方式下微塑料颗粒的红外光谱图 

Fig. 4  Infrared spectra of microplastic particles under optimized digestion methods 
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于 SDS 离子在疏水效应的影响下, 其在尼罗红分子

表面具有吸附活性而实现增溶, 形成原胶束[42]。而

10% KOH优化组的滤膜上未出现此类情况, 共检

出两种成分微塑料, 包含 PET (图 6a)和 ABS (图

6b)。经过 3 次重复测量, 计算得出在市售菲律宾

帘蛤样品中有 0.99 个/克(湿重)微塑料, 分别是

PET [纤维状, 长度为(971.23±22.01) μm]和 ABS 

[颗粒, 粒径为(26.88±1.69) μm]。 

 
 

图 5  经优化蛋白酶 K 组滤膜的荧光照片 

Fig. 5  Fluorescent photo of optimized  
Protease K group filter membrane 

 

 
 

图 6  菲律宾帘蛤中检测出的 PET 和 ABS 

右上角为荧光显微镜观察图像(黑色箭头); a. PET 拉曼光谱图; b. ABS 拉曼光谱图. 

Fig. 6  PET and ABS detected in Ruditapes philippinarum 
The upper right corner is the fluorescence microscope image (black arrow), a. PET Raman spectra, b. ABS Raman spectra. 

 

3  讨论 

3.1  碱法消解和酶法消解的优化 

生物组织消解是一个涉及多环节的复杂生化

过程。已建立的多种实验室检测方法中, 多以消

解效率、回收率、红外光谱变化为依据, 对不同

消解方案进行比较。邹亚丹等[43]对喂食了荧光 PS

微球大型溞(Daphnia magna)和斑马鱼分别使用 6

种消解剂(KOH、NaOH、H2O2、HNO3、HNO3 : HCl

和 HNO3 : HClO4)处理, 利用荧光分光光度计证

实 KOH 消解法对微塑料的荧光强度影响最小, 

且微塑料的表面形态没有明显影响 , 回收率为

(96.3±0.5)%。钟莺莺等[44]以贻贝为基质, 采用酸

消解、碱消解、氧化消解和酶消解, 对 PS、PP、

PET 聚 碳 酸 酯 (polycarbonate, PC) 、 聚 乙 烯

(polyethylene, PE)、聚酰胺 6 (polyamide 6, PA 6)和

聚酰胺 66 (polyamide 66, PA 66) 7 种微塑料进行消

解, 发现利用 10% KOH 溶液进行样品消解, 4 h

能基本完成, 而在 37 ℃, 24 h 条件下蛋白酶达到

最大消解效果。本研究中, 10% KOH, 4 h 组和蛋

白酶 K, 16 h 组, 消化效率可达 99%, 两种粒径标

准样品的回收率超过 85%, 与之前报道一致。 

实验过程中两种消解方案均出现不同程度抽

滤难的现象, 但蛋白酶 K 堵膜情况好于碱法消

解。通过对各消解溶液 Zeta 电位值的分析, 排除

受离子电荷运动影响的可能。本研究一方面利用

SDS 良好的起泡、分散能力, 使用低浓度的 SDS

溶液超声 30 min, 乳化生物组织中的脂肪 [35,45], 

促进蛋白酶 K 更有效分解贝类组织, 同时不会对

微塑料造成损害。另一方面, 采用酸中和 KOH 溶

液可以促进过滤[46], 优化方案中使用稀盐酸调节

pH值至中性的碱性消解溶液, 不会因过快散热而

影响溶液稳定性, 且在消解效率和堵膜率上有显

著改善。这表明当使用特定材质滤膜时, 溶液的

酸碱性对过滤快慢起重要作用。 

综上表明, 10% KOH, 4 h 优化组和蛋白酶 K, 

16 h 优化组, 消化效率可达 99%以上, 显著缩短

生物组织前处理时间, 官能团结构未发生明显变
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化, 且两种粒径标准样品的回收率分别超过 95%

和 85%。优化后的两种消解方案, 满足菲律宾帘

蛤中微塑料高效分离的需求, 达到预期目标。 

3.2  荧光染色的初步筛选 

荧光染色技术可外标记疏水性塑料颗粒, 实

现快速筛选微米或纳米水平的疑似颗粒, 在显微

目视检测中应用日趋广泛[47-48]。Dowarah 等[49]运

用荧光染色技术对两种双壳类物种(Perna viridis
和 Meretrix meretrix)进行分析, 获得了微塑料摄

入情况。Guzman 等[50]用尼罗红溶液研究不同大

小的菲律宾帘蛤中微塑料含量 , 共检出 2.70~ 

3.65 MP/g 软组织,其中以颗粒状 PS 为主。本研究

以尼罗红荧光染料标记, 在 10% KOH 溶液和蛋

白酶 K 溶液优化消解后的滤膜上均观察到明显的

荧光信号, 但两种类型的荧光信号产生机制不一

致 , 检测结果与共聚焦显微拉曼验证结果相符 , 

因此排除使用蛋白酶 K 溶液与尼罗红荧光染料相

结合检测的方案。 

本研究采用经 4 h 碱溶液消解处理, 结合荧

光染色, 在市售菲律宾帘蛤软体组织中分离观察

并检测到 0.99 个/克(湿重)微塑料, 这一实验的结

果与预期类似, 可为基于荧光染色的菲律宾帘蛤

中微塑料的高效分离方案选择提供依据。但实验

中也存在不足之处: 由于双壳贝类中微塑料的含

量可能与生物个体大小、摄食机制以及所处环境的

微塑料污染程度有关, 检出结果存在较大差异[51], 

今后应拓宽检测样本物种, 以获得更完善的微塑

料摄入情况。实际环境中菲律宾帘蛤会摄入更小

粒径的微塑料, 需进一步考量小粒径塑料颗粒对

消解溶液的耐受性能, 以全面评价不同消解方案

对微塑料的影响。另外, 尼罗红的亲脂性会导致

产生脂类等有机杂质的假阳性结果, 在后续的研

究中应搭配其他荧光染料, 如罗丹明 B[52]、荧光

增白剂[53], 再结合密度分离技术, 更好地排除其

他物质的干扰。 

4  结论 

本研究以菲律宾帘蛤为实验样品, 对碱法消

解和酶法消解两组消化方式做优化实验, 研究表

明两组优化方案: 样品经超声 10 min, 放入 50 ℃, 

150 r/min 水浴中, 分别以 10% KOH, 4 h, 5%稀盐

酸溶液调节 pH 和蛋白酶 K, 16 h, 加入 SDS 再次

超声 30 min, 消解溶液澄清且方便抽滤, 微塑料

的回收率可维持在 85%以上。在优化方案的基础

上, 利用尼罗红溶液染色,快速完成荧光标记, 使

用共聚焦显微拉曼光谱仪对疑似颗粒做原位定

性。基于实验结果, 经 SDS 溶液优化的酶法消解

不适用于尼罗红染色, 因此推荐使用以优化后的

碱法消解为前处理方案。 
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Research on the efficient separation of microplastics in Manila clam 
based on fluorescent staining 
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Abstract: Microplastics are widely present in the atmosphere, soil, and water and can be transferred, enriched, and 
bioaccumulated through the food chain. The choice of digestion solution depends on test sample characteristics 
and the digestion time varies from a few hours to several days, which may have detrimental effects on the original 
plastic by causing dissolution, fracture, and degradation, thereby potentially interfering with experimental data. 
Each existing detection technology has its advantages and limitations. To establish an efficient pre-separation 
treatment scheme for shellfish microplastics based on fluorescence staining technology, this study focused on the 
Manila clam (Ruditapes philippinarum) because they are one of the main indicators of microplastic pollution in 
shellfish in China. We investigated digestion efficiency, membrane obstruction rate, microplastic recovery rate, as 
well as changes in the infrared spectrum under two digestion systems: 10% potassium hydroxide (KOH) and 
protease K. Digestion conditions were determined and optimized accordingly. Furthermore, we combined the 
optimization scheme with Nile red fluorescence staining to validate the unknown fluorescent particles using a 
confocal micro-Raman spectrometer to confirm the applicability of the proposed scheme. The results showed that 
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under a 10% KOH digestion system, there was an extremely significant difference in digestion efficiency among 
the three groups (P˂0.01). The highest digestion efficiency was observed in the 4-h group at (99.46±0.49)% with a 
blocking rate of (126.17±53.30)%. For the protease K digestion system, a significant difference was observed 
among the three groups (P˂0.05), with the average digestion efficiency being highest in the 16-h group at 
(99.66±0.08)%. No statistically significant differences were observed in recovery rates of standard microplastic 
particles among the experimental groups (P>0.05). The major characteristic peaks observed between the 
experimental and quality control groups were consistent; however, differences existed in peak intensity, position, 
spectral quality, and other aspects. Based on the aforementioned comparative results, it is evident that under all 

experimental conditions, the most effective digestion occurred with 10% KOH at 50 ℃ for 4 h and protease K at 

50 ℃ for 16 h. To enhance vacuum filtration time, we optimized the two digestion schemes by incorporating a 

pH adjustment using a 5% dilute hydrochloric acid solution after the initial treatment with 10% KOH at 50 ℃ for 

4 h. Additionally, sodium laurylsulfonate (SDS) was added followed by ultrasound treatment for an additional 
duration of 30 min after digestion with protease K for 16 h. The experimental data demonstrated that the optimized 
KOH digestion scheme improved digestion efficiency to (99.80±0.06)% while reducing the membrane blockage 
rate to (95.78±6.51)%. The recovery rate of plastic standard samples with particle sizes ranging from 3 to 5 mm 
and 400 to 600 μm was (97.92±3.61)% and (89.58±4.14)%, respectively. For the optimized protease K digestion 
scheme, digestion efficiency improved and was found to be (99.97±0.02)% while the membrane blockage rate 
decreased to (94.37±9.85)%. The recovery rates for both plastic standards (PP, PS, PET and LDPE) were over 95% 
and 85%, respectively. The infrared spectrum changes observed in plastics following each treatment scheme were 
not significant. Therefore, the optimized method presented here is suitable for microplastic extraction in samples. 
After staining with Nile red solution, SDS ions possess adsorption activity on the surface of Nile red molecules, 
resulting in solubilization and formation of original micelles. This phenomenon leads to numerous false positive 
fluorescent bright spots within the optimized protease K group which may interfere with the micro-Raman 
measurement. However, the KOH optimization group did not exhibit the same occurrence, and microplastics 
detected in the sample were 0.99 g (wet weight). These included fibrous polyethylene terephthalate with a length 
of (971.23±22.01) μm and particle-like acrylonitrile butadiene styrene with a particle size of (26.88±1.69) μm. In 
conclusion, a 10% KOH solution was utilized as the digestion agent, followed by ultrasound treatment for 10 min. 

Subsequently, the solution was dissolved in a water bath at 50 ℃ and agitated at 150 rpm for 4 h. The pH was 

adjusted using a 5% dilute hydrochloric acid solution to achieve an optimal pre-treatment scheme. This approach 
was combined with Nile red fluorescence staining observation and confocal micro-Raman characterization, 
providing a simple, cost-effective, and efficient method for detecting and analyzing bivalve shellfish 
microplastics. 
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