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基于贻贝指示的海洋微塑料污染生物监测
前处理技术评估与优化
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摘要：基于贻贝指示的海洋微塑料污染生物监测是一种具有广阔应用前景的监测方法，然而目前该法

前处理技术包含贻贝组织消解和微塑料密度分离操作多样，且各操作方案的科学性有待验证，导致利

用该法得到的海洋微塑料污染监测结果准确性难以保证且数据不易对比。为全面评估多种贻贝组织

消解和微塑料密度分离操作的准确性，并获得一种高效经济和可靠的前处理技术方案，本研究开展

4 种常见消解法（混合酸消解法、氢氧化钾消解法、芬顿消解法和蛋白酶 K 消解法）对比试验和 3 种

浮选液（氯化钠饱和溶液、碘化钠饱和溶液和甲酸钾饱和溶液）微塑料密度分离试验，评估不同消解

法对贻贝组织消解效率和对海洋中常见微塑料的形貌、光谱特征和回收率的影响及不同浮选液的微

塑料分离效果，并通过单因素和响应面试验对消解条件进行优化。结果表明，芬顿消解法兼具对贻贝

组织的高消解性和对微塑料的低破坏性，可作为优选消解方法，且经优化后，该法在 H2O2（30%）体

积 40 mL，Fe2+浓度 0.020 mol/L，温度 59℃，pH 3.7 和消解时间 24 h 条件下，对 10 g 贻贝组织的消解率

达 96.7%。同时本研究证实甲酸钾饱和溶液可替代氯化钠和碘化钠饱和溶液，用于高效分离提取消

解液中的微塑料。以上研究的开展为基于贻贝指示的海洋微塑料污染生物监测前处理技术完善和标

准化提供参考。
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1　引言

微塑料，通常指直径小于 5 mm 的塑料碎片、颗

粒、薄膜和纤维 [1–2]，在海洋生态中分布极广，无论从

表层海水到深海沉积物 [3–4]，从近岸海域到远洋甚至

是极地海域 [5]，还是从浮游动物 [6]、底栖动物 [7] 到游泳

动物 [8] 都发现其踪迹。微塑料作为一种新兴污染物，

具有表面积大、体积小及难降解等特性，能吸附有毒

物质并在生物体内蓄积。研究表明，微塑料被生物摄

入后会通过循环系统进入不同的组织和细胞，引起机

体的不良反应，导致生物发病甚至死亡 [9–10]。微塑料

亦可增加生物栖息地如珊瑚礁的患病风险，影响渔业

的发展 [11]。此外，微塑料可经水产品在人类食物链传

播，对人类生命健康构成威胁 [12–13]。

鉴于微塑料污染的危害性，微塑料污染的监测

受到广泛关注。欧盟海洋战略框架指令（EU Marine

Strategy Framework Directive，MSFD）和美国国家海洋

和大气管理局（National Oceanic Atmospheric Adminis-

tration，NOAA）均发布了海洋微塑料污染的理化监测

方法，即通过拖网或真空抽滤获取水体微塑料，但这
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些方法易受如潮水、风向和波阵面等环境因素的影

响，监测数据具有随机性。海洋微塑料污染生物监测

受环境因素影响小，且能判断微塑料污染对生命有机

体的暴露风险及危害程度，更直观掌握微塑料污染的

生态毒性，是理化监测方法的有效补充手段。贻贝作

为世界性广布的滤食性动物，能摄取和富集环境中的

微塑料 [14]，是海洋微塑料污染监测的理想指示物种，

因此基于贻贝指示的海洋微塑料污染生物监测方法

具有广阔应用前景。

监测技术的完善和标准化是监测方法开展的必

要前提，基于贻贝指示的海洋微塑料污染生物监测法

的关键技术为贻贝体内微塑料的分离鉴定，具体流程

如图 1 所示，然而目前该技术的前处理步骤包含贻贝

组织消解和微塑料密度分离采用方法多种多样。消

解生物组织常用的方法有酸消解法、碱消解法、氧化

消解法和酶消解法等 [15–18]，但目前并无系统性研究不

同消解法对贻贝组织消解效率及对微塑料形态特征

的影响，因此需通过比对试验，筛选对贻贝组织消解

效率高且对微塑料破坏低的消解法。贻贝组织含有

不能被彻底消解的物质如泥沙，干扰后续微塑料鉴

定，需通过密度浮选操作分离提取消解液中的微塑

料，常用的密度浮选液有氯化钠、氯化锌和碘化钠

3 种饱和溶液。氯化钠饱和溶液密度低，会造成高密

度微塑料提取率低，氯化锌饱和溶液具有毒性，碘化

钠饱和溶液价格昂贵，因此有必要选择更合适的密度

浮选液。

 
 

3. 密度分离

4. 鉴定2. 真空抽滤1. 提取

滤膜

图 1    贻贝体内微塑料的分析流程

Fig. 1    Analytical process of microplastic in mussels
 

鉴于目前基于贻贝指示的海洋微塑料污染生物

监测前处理技术存在的不足，本研究开展 4 种消解法

（混合酸消解法、氢氧化钾消解法、芬顿消解法和蛋

白酶 K 消解法）对贻贝组织消解效率影响的比对试

验及对海洋中最为常见的 6 种微塑料 [ 聚碳酸酯（poly-

carbonate，PC）、聚乙烯（polyethylene，PE）、聚对苯二

甲酸乙二醇酯（polyethylene terephthalate，PET）、聚丙

烯（polypropylene，PP）、聚苯乙烯（polystyrene，PS）和

聚氯乙烯（polyvinyl chloride，PVC） ] 形貌、光谱特征

和回收率影响试验，筛选科学的消解方法，并进一步

优化消解条件，提高消解法实用性。同时，本研究对

比 3 种密度浮选液的微塑料分离提取效果，优化密度

浮选液的种类，为基于贻贝指示的海洋微塑料污染生

物监测技术的完善提供技术支撑。 

2　材料与方法
 

2.1    仪器与试剂

仪器：AE260 电子天平 [ 瑞士梅勒特−托利多仪

器（上海）有限公司 ]、Milli-Q IQ7000 超纯水仪（德国

默克公司）、BHYC-200 变频恒温摇床（上海锦玟仪器

设备有限公司）、BS14-VF205A 真空抽滤系统（德国

WIGGENS 公司）、DHG9003 鼓风干燥箱（上海合恒仪

器设备有限公司）、Frontier 傅里叶变换红外光谱仪

（美国珀金埃尔默股份有限公司）、Apreo 2C 扫描电

镜（美国赛默飞世尔科技公司）。

试剂：硝酸、高氯酸、氢氧化钾、30% 过氧化氢、硫

酸亚铁、氯化钠、碘化钠和甲酸钾（分析纯，国药集团

化学试剂有限公司）；蛋白酶 K（酶活力>30 U/mg，上海

麦克林生化科技股份有限公司），Tris-HCl（50 mmol/L，

pH 7.5，含 5 mmol/L 氯化钙，美国赛默飞世尔科技公

司），尼龙纤维滤膜（直径 60 mm，孔径 1 µm，天津市

津腾实验设备有限公司）。 

2.2    试验材料

微塑料标准品：PC、PE、PET 和 PS 购自镇江奇美

化工有限公司；PP 和 PVC 购自路博润特种化工（上

海）有限公司。

贻贝组织：将购买自舟山市某农贸市场鲜活的厚

壳贻贝解剖分离出整个软体部，用超纯水清洗 3 次后
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再剪碎，制成贻贝组织样本。

硝酸−高氯酸混合酸（4∶1）消解液：量取 400 mL
硝酸于烧杯中，再缓慢加入 100 mL 高氯酸，混匀后保

存于棕色试剂瓶中；10%KOH 消解液：称取 100 g 氢

氧化钾于干净烧杯中，用超纯水溶解，待溶液冷却后

定容至 1 L；FeSO4 溶液（1.0 mol/L）：称取 15.2 g FeSO4

于干净烧杯中，用超纯水溶解定容至 100 mL，现用现

配；蛋白酶 K 消解液 (500 µg/mL)：称取 500 mg 蛋白

酶 K 粉末，溶解于 1 000 mL Tris-HCl 溶液中，轻轻摇

动，直至蛋白酶 K 完全溶解，现用现配。

氯化钠、碘化钠和甲酸钾饱和溶液：分别称取

360 g 氯化钠、1 840 g 碘化钠和 3 160 g 甲酸钾于 3 个

烧杯中，每个烧杯加入 1 L 超纯水溶解粉末。 

2.3    试验方法 

2.3.1    不同消解法的贻贝组织消解效率

分别称取 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 和 12.0 g 贻贝组

织于 250 mL 锥形瓶中，设置混合酸、氢氧化钾、芬顿

和蛋白酶 K 4 种消解体系，分别量取 40 mL 混合酸、

10%KOH、30% 过氧化氢和蛋白酶 K 消解液到锥形瓶

中，其中芬顿消解体系添加 1 mL FeSO4 溶液，每种体

系 3 个平行。将 4 种消解体系置于 55℃、170 r/min 的

恒温震荡培养箱中消解 24 h，获得的消解液用孔径

1 µm 的尼龙纤维滤膜真空抽滤，再将尼龙纤维滤膜

置于 50℃ 干燥箱中干燥后称重，并按下式计算消解率。

DR = 100%− AD−BD
W

×100%, （1）

式中：DR 为消解率；AD 为消解后滤膜重量，g；BD 为

消解前滤膜重量，g；W 为贻贝组织重量，g。 

2.3.2    不同消解法对微塑料形貌、光谱特征和回收率

影响

称取 5.0 g 贻贝组织到 250 mL 锥形瓶中，如 2.3.1
节操作，设置 4 种消解体系，向每个消解体系分别添

加 6 种微塑料（PC、PE、PET、PP、PS 和 PVC），添加

量为 0.5 g。设置空白组，即锥形瓶中不含微塑料，每

组试验设置 3 个平行。消解条件同 2.3.1 节，将处理

前后的微塑料颗粒通过扫描电镜和傅里叶变换红外

光谱仪进行分析，并按公式（2）计算微塑料回收率。

RR =
TF−BF
0.5 ×100%, （2）

式中：RR 为回收率；TF 为试验组滤膜重量，g；BF 为

空白组滤膜重量，g。 

2.3.3    消解法的优化试验

通过分析 2.3.1 节和 2.3.2 节试验结果，筛选芬顿

消解法作为消解贻贝组织的优选方法，为进一步提高

该法的实用性，本研究先通过单因素试验筛选对消解

效率影响显著的因子，再通过响应面优化试验探究影

响显著因子间的相互作用，优化消解条件，从而获得

一种高效、经济和可靠的贻贝组织消解方法。

（1） 单因素试验

在预实验的基础上对温度、pH、催化剂浓度和时

间 4 个因子进行单因素试验，具体试验范围如表 1 所

示，其中 pH 使用 1 mol/L 硫酸和 1 mmol/L 氢氧化钠

进行调节。每个单因素试验除探究因子外，其余消解

条件与 2.3.1 节中芬顿消解法一致。
  

表 1      单因素试验因子水平

Table 1    Different factor levels in single factor experiments

水平
因素

温度/℃ pH Fe2+浓度/（mol·L−1） 时间/h

1 45 2.5 0.005 6

2 50 3.5 0.010 12

3 55 4.5 0.015 24

4 60 5.5 0.020 36

5 65 6.5 0.025 48
 

（2） 响应面优化试验

根据单因素试验结果，确定对芬顿消解效率影响

最为显著的 3 个因素及水平，采用 Design Expert 12 Box-
Behnken 设计试验方案，开展 3 因素 3 水平的响应面优

化试验，如表 2 所示，所有响应面优化试验均在 170 r/min
的恒温震荡培养箱中进行，消解时间为 24 h。
  

表 2      响应面优化试验因素与水平设计

Table 2    Experimental factors and level design of response
surface optimization

水平
因素

A（温度）/℃ B（pH） C（Fe2+浓度）/（mol·L−1）

−1 55 2.5 0.010

0 60 3.5 0.015

1 65 4.5 0.020

  

2.3.4    密度浮选液筛选试验

将厚壳贻贝外壳泥沙收集后按泥沙重量（g）：过
氧化氢（30%）体积（mL）=2∶1 比例进行消解，去除泥

沙中的有机质，将混合液静置沉淀 48 h，倒出上清液

后用碘化钠饱和溶液浮选去除泥沙样品中本身所含

的微塑料，所得样品经 50℃ 烘干后作为浮选试验泥

沙样。

取 1.0 g 泥沙样于 50 mL 锥形瓶中，分别加入 0.1 g
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PC、PE、PET、PP、PS、PVC 和混合微塑料，混合微塑

料包含 6 种微塑料，每种 0.016 7 g。设置 3 种密度浮

选体系，分别量取 20 mL 氯化钠、碘化钠和甲酸钾饱

和溶液到锥形瓶中。将锥形瓶置于磁力搅拌器上以

200 r/min 的转速摇匀 30 min，静置沉降 24 h，待混合

液分层。使用真空抽滤系统对上清液进行抽滤，将获

得的含微塑料滤膜置于 50℃ 干燥箱中干燥后称重，

利用空白组滤膜重量对实验组滤膜重量进行修正，计

算各密度浮选液的微塑料回收率。 

2.4    数据分析

使用 SPSS 19.0 软件对试验数据进行统计分析，

结果用平均值±标准差表示，使用 Origin 2024 进行图

表绘制。 

2.5    质量控制

整个试验过程需特别注意避免微塑料污染，避免

使用塑料制品，分析时所使用的锥形瓶、烧杯和玻璃

棒等器材均用超纯水清洗 3 次后再用铝箔纸密封，实

验人员穿纯棉实验服，戴口罩和丁腈手套。 

3　结果与讨论
 

3.1    不同消解法的贻贝组织消解效率

如图 2 所示，混合酸消解效果最好，贻贝组织添

加量达到 12 g，该消解法的消解率仍超过 90%，其次

为 10% KOH 和芬顿处理组，这两种消解方式的消解

效率相近。蛋白酶 K 的消解效率明显弱于其他 3 种，

随着组织投入量的增加，蛋白酶 K 的消解效率明显

地下降，这与实验现象相符，经 24 h 的消解，蛋白酶

K 消解组的消解液明显浑浊，主要因为贻贝组织成分

多，除蛋白外，还有脂质和纤维等 [19]，蛋白酶 K 并不能

对所有成分都进行有效消解。
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图 2    不同消解法的贻贝组织消解效率

Fig. 2    Digestion efficiency of mussel tissue by different

digestion treatments
  

3.2    不同消解法对微塑料形貌、光谱特征和回收率

的影响 

3.2.1    不同消解法对微塑料形貌的影响

PC 消解前后形貌如图 3（1a−1e）所示，混合酸和

 

 50 µm  50 µm  50 µm  50 µm  50 µm

1a 1b 1c 1d 1e

150 µm 150 µm150 µm 150 µm 150 µm

2a 2b 2c 2d 2e

 300 µm  300 µm  300 µm  300 µm  300 µm

3a 3b 3c 3d 3e

图 3    PC、PET 和 PS 颗粒消解前后扫描电镜图

Fig. 3    Scanning electron microscope of PC, PET and PS particles before and after digestion
图 1～3 分别为 PC、PET 和 PS；a− e 分别为消解前、硝酸−高氯酸消解、10%KOH 消解、芬顿消解和蛋白酶 K 消解

Figure 1− 3 are respectively PC, PET and PS; a−e refer to pre digestion, nitric acid-perchloric acid digestion, 10%KOH digestion,

Fenton digestion and protease K digestion, respectively
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10% KOH 消解对 PC 形貌产生明显影响。经混合酸

消解后，PC 颗粒表面孔隙增加，有腐蚀迹象（图 3–1b）。

经 10% KOH 消解后，PC 颗粒表面被显著腐蚀，颗粒

内部形成明显空隙，同时 PC 颗粒间形成粘连（图 3–

1c）。经芬顿和蛋白酶 K 消解后，PC 形貌并无明显变

化。与 PC 类似，PET 经混合酸消解后，表面粗糙程度

增加 ，裂纹增多 （图 3–2b）。经 10%  KOH 消解后 ，

PET 被明显腐蚀，颗粒表面凹凸不平（图 3–2c）。Hur-

ley 等 [20] 利用 KOH 提取富含有机质土壤中的微塑料

时，同样发现 KOH 可将 PET 腐蚀。经芬顿和蛋白酶

K 消解后，PET 微塑料形貌无明显变化。PS 经混合

酸消解后，颗粒表面粗糙度增加，部分颗粒被明显腐

蚀（图 3–3b），经其余 3 种消解方式处理后，PS 形貌并

无明显改变。PE、PP 和 PVC 3 种微塑料颗粒形貌在

本研究 4 种消解条件下并未观察到明显变化。综合

分析 4 种消解法对 6 种微塑料的形貌影响可知，硝

酸−高氯酸消解方案对微塑料形貌影响最广，影响

6 种微塑料中的 3 种，其次是 10% KOH 消解方案，涉

及 2 种微塑料，而芬顿消解法和蛋白酶 K 消解法对

6 种微塑料形貌无明显影响。由此可知，虽然塑料性

质稳定，但小粒径的微塑料仍会被酸碱溶液破坏，而

芬顿和蛋白酶 K 消解法消解过程反应温和，对微塑

料形貌无明显影响。 

3.2.2    不同消解法对微塑料光谱特征的影响

本实验条件下，6 种微塑料经 4 种消解方法处理

后傅里叶变换红外光谱仅有略微变化，但特征峰未发

生变化。如 PC 颗粒除蛋白酶 K 消解组外，经过混合

酸、10% KOH 和芬顿 3 种消解方式处理后，在 2 969 cm−1

附近碳氢键的光谱吸收强度有轻微的减弱（图 4）。

类似的，4 个处理组 PS 颗粒在 2 915 cm−1 附近的碳氢

键光谱吸收强度也发生轻微的减弱，但这些微塑料的

的红外特征吸收波长在消解后均没有产生明显变

化。因此，本实验条件下，混合酸、碱、芬顿和蛋白

酶 K 4 种消解处理对微塑料种类的鉴定均无影响。

有研究发现，经 KOH 消解后，蛋白质、脂质及钾盐覆

盖到微塑料表面，形成涂层，从而在红外光谱鉴定中

产生强峰干扰 [21]，而本实验未观测到该现象，这可能

是本实验消解条件与之不同，组织成分被消解更为彻

底，消除了残留杂质对微塑料鉴定的影响。 

3.2.3    不同消解法对微塑料回收率的影响

如表 3 所示，10%KOH 处理组对微塑料回收率的

影响最为明显，其中 PC 的回收率仅为 63.0%，明显低
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Fig. 4    Fourier infrared spectroscopy of PC before and after digestion
 

表 3    不同消解法对 6 种微塑料回收率（%）的影响

Table 3    Effect of different digestion treatments on recovery rates (%) of 6 kinds of microplastic

消解方法 PC PE PET PP PS PVC

硝酸−高氯酸 91.7±3.1 93.2±1.8 83.8±3.0 94.2±1.3 94.3±2.5 92.5±1.3

10%KOH 63.0±5.3 89.3±1.6 77.7±3.5 91.7±1.5 93.7±2.1 92.6±3.6

芬顿 92.0±1.7 93.7±2.5 92.3±2.3 92.0±1.7 93.0±2.0 91.3±3.2

蛋白酶K 93.3±2.1 94.3±2.1 94.1±0.1 92.7±1.5 94.7±2.3 93.7±3.1
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于其他处理组，此外 PET 回收率也偏低，为 77.7%。

由此可得，10% KOH 在消解过程对 PC 和 PET 微塑料

产生明显的腐蚀和溶解作用，导致微塑料重量减轻。

类似的，Dehaut 等 [22] 发现 NaOH 溶液可使 PC 溶解，在

60℃ 下温育 24 h 后，PC 重量减少约 50%。混合酸处

理组对 PET 的回收率也产生影响，PET 回收率为 83.8%，

低于芬顿和蛋白酶 K 处理组。虽然混合酸处理对

PC 和 PS 形态均产生影响，但 PC 和 PS 回收率与芬顿

和蛋白酶 K 处理组无明显差别，表明酸处理虽对部

分 PC 和 PS 颗粒有侵蚀作用，但对这两种微塑料整体

重量影响小。整体对比不同消解法的微塑料回收率

可得，对微塑料回收率影响从小到大依次为蛋白酶

K 组，芬顿组，硝酸−高氯酸组和 10%KOH 组。

综合分析不同消解方法对贻贝组织的消解效率

及对微塑料形态、光谱特征和回收率的影响可知，硝

酸−高氯酸，10%KOH 和芬顿消解法均表现出优异的

贻贝组织消解能力，同时不改变微塑料的特征光谱，

不影响微塑料的鉴定，但硝酸−高氯酸和 10%KOH 两

种消解法对部分微塑颗粒产生腐蚀甚至溶解作用，导

致微塑料回收率降低。因此，本试验条件下硝酸−高

氯酸和 10%KOH 两种消解法并不适用于贻贝体内微

塑料的提取。蛋白酶 K 消解法反应温和，对微塑料

形态及鉴定无影响，但对贻贝组织的消解效率低，若

在实际中推广应用，监测成本高。基于以上对 4 种消

解方法的对比可知，芬顿消解法兼具对贻贝组织的高

效消解性和对微塑料的低破坏性，可作为消解贻贝组

织的优选方法。 

3.3    消解法的优化试验结果 

3.3.1    单因素试验分析

本试验芬顿体系在 H2O2（30%）体积 40 mL、Fe2+浓

度 0.025 mol/L、温度 55℃、pH 4.8（H2O2 初始 pH）和消

解时间 24 h 条件下，对 10 g 贻贝组织的消解率为 88.6%，

其消解效率仍有提升必要。此外，消解过程产生的泡

沫随消解组织量的增加而增多，导致生物样组织及其

所含微塑料溢出反应容器的风险增高。为进一步提

高芬顿消解的效率及减少反应中泡沫的产生，需对芬

顿反应条件进行优化。

芬顿反应是一种催化反应，主要包含反应（3）和

（4）过程。随反应持续进行，该体系生成大量具有强

氧化能力的自由基，如·OH 和·O2H，实现对生物组织

的消解。

Fe2+
+H2O2→ Fe3+

+ ·OH+OH−, （3）

Fe3+
+H2O2→ Fe2+

+ ·O2H+H+. （4）

芬顿体系生成自由基的量受反应温度、pH、Fe2+

浓度和反应时间影响，由图 5a 可知，当温度区间在

45℃ 至 60℃ 时，芬顿体系的组织消解率逐步提升，并

在 60℃ 处到达最高 ，但当温度进一步提升至 65℃

时，消解效率下降。反应温度的提升有助于提高反应
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Fig. 5    Effects of different factors on Fenton digestion
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物分子的平均动能，促进反应的进行，但与此同时，

H2O2 自身分解速度也会增快，抑制反应的进行。刘

中兴等 [23] 研究发现，温度从 50℃ 分别增加到 60℃、

70℃ 和 80℃ 时，H2O2 分解率分别提升至 1.1 倍、2.6

倍和 3.9 倍，可知随温度升高，H2O2 分解速度明显加

快。因此，在芬顿反应体系中，需在提升反应物分子

平均动能和避免 H2O2 过多分解中寻找平衡，本试验

选择温度区间为 55～65℃ 做进一步优化。

pH 对芬顿消解效率也有明显的影响：一是 pH 影

响反应（3）的进行，在酸性条件有利于 Fe2+催化 H2O2

分解产生·OH；二是 pH 影响 H2O2 的稳定性，酸性条件

下，H2O2 较为稳定，但当 pH 超过 5 时，H2O2 稳定性开

始下降，自身分解率显著提升，导致氧化剂的无效消

耗 [23]；三是 pH 影响不同价态铁离子的转化及络合形

态 ， pH 过低时 ， Fe2+结合 H2O 生成 Fe(H2O)6
2+，不利

于·OH 的生成 [24]，同时因为大量 H+的存在，会抑制反

应（4）的正向进行，导致 Fe3+向  Fe2+转变受阻，进而对

反应（3）产生影响。若 pH 过高，可导致 Fe3+与 OH－ 形

成 Fe(OH)3 络合物，影响 Fe3+向 Fe2+的转变 [25]。因此选

择合适的 pH 对芬顿反应至关重要。本试验研究结果

（图 5b）表明，当 pH 增大至 3.5 时，体系消解效率达到

最高，当 pH 进一步增大时，体系消解效率逐步降低，

且随 pH 增高消解率降低幅度变大，因此选择 pH 区

间为 2.5～4.5 做进一步优化。

Fe2+在体系中起催化作用，对反应（3）有显著影

响。Fe2+浓度的提高有利于产生更多的 ·OH，从而提

升体系的消解效率。由图 5c 可知，随着 Fe2+投入量的

增加至 0.015 mol/L，体系消解效率提升至最高，但当

Fe2+投入量超过 0.02 mol/L 时，体系消解效率略有下

降。有研究发现反应（3）中产生的 ·OH 可与过量的

Fe2+ 进行反应，导致·OH 的有效利用率下降 [26]，这可能

是本试验高浓度 Fe2+导致消解效果变差的原因之一。

与其他单因素相比，Fe2+浓度对泡沫的产生量起决定

性作用，随着 Fe2+投入量的持续增加至 0.025 mol/L，

锥形瓶中泡沫的产生量也急剧增加，导致大量未消解

的组织黏附于瓶壁，降低了消解率。因此，将 Fe2+浓

度控制在 0.01～0.02 mol/L，可保证高效消解组织的同

时抑制泡沫的大量产生。

消解时间对芬顿反应的组织消解效率影响如图 5d

所示，结果显示芬顿反应可高效消解组织，当消解时

间为 6 h 时，消解效率可达 84.8%，当消解时间为 24 h

时，消解率为 88.7%，进一步延长消解时间至 48 h，消

解率为 90.1%。由此可知，该反应前期便可完成绝大

部分组织消解，延长消解时间并不能显著提升消解效

率，从提高整体消解流程效率考虑，可将消解时间定

为 24 h。 

3.3.2    响应面优化试验分析

（1）响应面方差分析

本研究在单因素试验的基础上，采用 Design Ex-

pert 12 Box-Behnken 设计试验方案，以温度（A）、pH（B）

和 Fe2+浓度（C）为影响因素，以贻贝组织消解率为响

应值（Y），进行响应面优化试验，得到贻贝组织消解

率在不同芬顿反应条件下的二次回归方程 ： Y=

−630.65+19.59A+54.49B+4 361.00C−0.18AB−96.00AC+

665.00BC−0.14A2−7.81B2−21 200.00C2。二次回归模型

P<0.000 1，达到极显著水平。失拟项 P>0.05，表明该

模型无失拟因素存在，该模型能充分反应实际情况。

在各影响因素中，一次项 A 和 C，交互项 AC 和 BC，

二次项 A2 和 B2 对响应值有显著影响。

（2）响应面交互分析

由图 6a 可知，消解率随着温度和 pH 的提升而逐

步提高，当温度和 pH 接近中间水平时，消解率达到

最高值，当温度和 pH 的进一步提升，消解率反而降

低。由图 6b 可知，当 Fe2+浓度处于低水平时，温度对
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Fig. 6    Influence of interactions of independent variables on digestion rate of Fenton
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消解率的影响显著，响应面等高线密集。当 Fe2+处于

高浓度时，反应体系的消解效率均处于较高水平，温

度对消解率的影响减弱。当反应温度处于低温区时，

Fe2+浓度的提升对消解率有明显提高作用，但当反应

温度处于中间水平时，Fe2+浓度的提升对消解率的提

高作用变小。随着反应温度进一步提高接近 65℃
时，Fe2+浓度的提升却降低了消解率。由图 6c 可知，

当 Fe2+浓度处于低水平时，pH 对消解率的影响显著，

随着 Fe2+浓度提升，pH 对消解率的影响减小。当 pH
较低时，提升 Fe2+浓度有降低消解率的趋势。当 pH
较高时，提升 Fe2+浓度有利于提高消解率。

综合考虑因素之间的相互作用可知，当温度和

pH 处于中等水平，Fe2+浓度处于较高水平时，芬顿消

解效率高。相较于温度和 pH，Fe2+浓度的变化对芬顿

反应消解效率的影响更为明显，这也体现了催化反应

中催化剂对反应进程所施加的显著影响。

（3）最佳芬顿反应条件确认和验证

根据响应面软件得出的理论最佳消解条件为：温度

59.45℃，pH 3.68，Fe2+浓度 0.02 mol/L，消解率为 97.9%。

为实际操作方便，将芬顿反应最佳条件调整为：温度

59℃，pH 3.7，Fe2+浓度 0.02 mol/L，在此条件下实际测

得对 10 g 贻贝组织的消解率为 96.7%，与预测值相

近，表明该模型能较好地预测辅助提高芬顿反应的消

解效率。 

3.4    密度浮选液筛选试验结果

生物组织经消解后会残留颗粒对微塑料的鉴定

产生干扰，因此需要通过密度浮选法对消解液中的微

塑料进行分离提取，目前常用的浮选液有氯化钠、碘

化钠和氯化锌饱和溶液。氯化钠饱和溶液价廉无毒，

被广泛使用，MSFD 也将该溶液推荐为首选浮选液。

海洋中微塑料种类多，密度范围大，氯化钠饱和溶液

对高密度的 PET 和 PVC 浮选效果差，而 PET 和 PVC
的产量几乎占世界塑料产量的 17% [27]，因此利用氯化

钠饱和溶液进行浮选操作，极易低估微塑料污染。碘

化钠和氯化锌饱和溶液密度大，选浮效果好，但碘化

钠价格昂贵，氯化锌具有很强的腐蚀性和危害性，因

此有必要重新选择浮选效果好，绿色安全又廉价的浮

选液。甲酸钾饱和溶液密度为 1.6 g/cm3，高于环境中

大部分微塑料密度 [28]，同时该试剂无环境危害性且价

格低，符合优质浮选液的要求，具有良好的应用前景。

本研究对比氯化钠、碘化钠和甲酸钾 3 种饱和溶

液的密度浮选效果，结果如图 7 所示。低密度微塑料

PE、 PP 和 PS 在 3 种饱和溶液中的提取率均超过

87%，但中高密度的 PC、PET、PVC 以及混合微塑料

在氯化钠饱和溶液的提取率分别只有 72.3%、18.3%、

12.0% 和 59.7%，而在碘化钠饱和溶液和甲酸钾饱和

溶液中的提取率均高于 88%，因此，氯化钠饱和溶液

浮选效果弱于碘化钠和甲酸钾饱和溶液。此外，对比

微塑料提取率发现碘化钠和甲酸钾 2 种饱和溶液浮

选效果相当。本试验证实甲酸钾饱和溶液可替代氯

化钠和碘化钠饱和溶液，用于组织消解液中微塑料的

分离提取。
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图 7    不同饱和溶液的微塑料提取率

Fig. 7    Extraction efficiency of microplastic using different

saturated solutions
  

4　结论

硝酸−高氯酸、10%KOH 和芬顿 3 种消解法均具

有良好的贻贝组织消解能力，而蛋白酶 K 消解法消

解能力相对较弱。硝酸−高氯酸消解法对 PC、PET

和 PS，以及 10%KOH 消解法对 PC 和 PET 均产生不

同程度腐蚀作用，导致部分微塑料回收率降低，而芬

顿和蛋白酶 K 消解法对微塑料形貌和回收率无明显

影响。4 种消解法均不改变 6 种海洋常见微塑料的特

征红外光谱，对微塑料鉴定无影响。基于以上试验结

果可得，芬顿消解法兼具对贻贝组织的高消解性和对

微塑料的低破坏性，可作为优选消解方案。

经单因素试验证实温度，pH 和 Fe2+浓度对芬顿消

解效果影响明显，且经响应面试验对反应条件进行优

化后，芬顿消解法在 H2O2（30%）体积 40 mL，Fe2+浓度

0.020 mol/L，温度 59℃，pH 3.7 和消解时间 24 h 条件

下，对 10 g 贻贝组织的消解率可达 96.7%。

甲酸钾饱和溶液对 6 种微塑料的分离提取率均

高于 88%，提取效果明显优于氯化钠饱和溶液，与碘

化钠饱和溶液提取效果相当，但性价比高于碘化钠饱

和溶液，因此甲酸钾饱和溶液可作为一种高效经济的

密度浮选液用于消解液中微塑料的分离提取。

通过开展以上研究，评估和优化了贻贝组织的消

解和微塑料密度分离流程，为完善基于贻贝指示的海

洋微塑料污染生物监测前处理技术提供参考。
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Evaluation and optimization of pretreatment technology for biological mon-
itoring of marine microplastic pollution based on mussel indicator

Huang Hui1，Wu Zhen1，Song Kai1

(1. Key Laboratory of Sustainable Utilization of Technology Research for Fishery Resource of Zhejiang Province, Zhejiang Marine Fisher-
ies Research Institute, Zhoushan 316021, China)

Abstract: Biological monitoring of marine microplastic pollution based on mussel indicator is a monitoring meth-
od with broad application prospects. However, the current pretreatment process includes a variety of mussel tissue
digestion and microplastic density separation technologies, and the scientific nature of pretreatment technology has
yet to be verified,  which makes it  difficult  to guarantee the accuracy of marine microplastic pollution monitoring
results obtained by this method and the data are difficult to compare. In order to comprehensively evaluate the ac-
curacy of multiple mussel tissue digestion and microplastic density separation operations and to obtain a cost-effect-
ive and reliable pretreatment technology, comparison tests of 4 common digestion methods (mixed acid digestion,
potassium hydroxide digestion, Fenton digestion and protease K digestion) and density separation tests of 3 micro-
plastic flotation fluids (sodium chloride saturated solution, sodium iodide saturated solution and potassium formate
saturated solution) were carried out. The effects of different digestion methods on the digestion efficiency of mus-
sel tissue and on the morphology, spectral characteristics and recovery rate of common microplastic in the ocean, as
well as  the  separation  effect  of  microplastic  in  different  flotation  fluids  were  evaluated,  and  the  digestion  condi-
tions were optimized by single factor and response surface tests. The results showed that the Fenton digestion meth-
od had both efficient digestion of mussel tissue and low destructive effect on microplastic, and could be used as the
optimal  method  for  digestion  of  mussel  tissue.  After  optimization,  under  the  conditions  of  H2O2 (30%)  volume
40 mL, Fe2+ concentration 0.020 mol/L, temperature 59℃, pH 3.7 and digestion time 24 h, the digestion rate of 10 g
mussel  tissue  reached  96.7%.  At  the  same  time,  this  study  confirmed  that  potassium  formate  saturated  solution
could replace sodium chloride and sodium iodide saturated solution as the flotation fluid with high efficiency. The
development of  the  above  research  provides  a  reference  for  the  improvement  and  standardization  of  the  pretreat-
ment technology for biological monitoring of marine microplastic pollution based on mussel indicator.

Key words: marine microplastic；biological monitoring；pretreatment technology；Fenton digestion；potassium formate
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