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摘 要：该文构建了标准化尼罗红（NR）染色检测方案，系统评估了 20种纯/混合溶剂中HSV颜色模型对 6种

常见食品接触材料微塑料的分类定量效果，并探究了其对微塑料荧光强度及斯托克斯位移的调控机制。经优

化得到最优染色条件：以丙酮-正己烷（3∶1，体积比）为染料载体，NR浓度 10 μg/mL，浸泡法染色。该条件

可激发高荧光强度，实现 6种微塑料精准区分，有效规避非塑料成分干扰，视觉分辨率低至 1. 5 μm。该方法

为环境微塑料检测及食品微塑料摄入风险评估提供了可靠技术支撑。
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Abstract：Nile Red（NR） staining is widely used in the detection of microplastics（MPs） in environ⁃
mental and food contact materials（FCMs）.  However，due to the lack of standards for staining param⁃
eters and the low accuracy of polymer classification based on RGB fluorescence characteristics， its 
universality and data comparability have been hindered.  This study aims to establish a standardized 
NR staining detection protocol.  Tests were conducted on 20 pure/mixed solvents.  HSV color models 
were established for fluorescence classification and quantification to evaluate their effects on the fluo⁃
rescence intensity and Stokes shift of common polymers.  The optimized scheme（acetone/n-hexane 3∶
1（by volume） as NR-carrier solvent，10 μg/mL，immersion staining） has a high fluorescence inten⁃
sity and can successfully distinguish six common polymers，with a detection limit as low as 1. 5 μm.  
This study provides a rapid and standardized method for the classification and quantification of micro⁃
plastics， laying the foundation for the detection of environmental microplastics and the risk assess⁃
ment of food microplastic intake.
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塑料因低密度、低成本及高透明性等优势，被广泛应用于包装、电子、建筑及农业等诸多领域。

然而，塑料产品在生产、使用与处置过程中，经老化降解产生的微塑料（MPs，<5 mm）污染问题日趋严

峻［1-2］，已成为 4大类新污染物之一。近十年来，大量研究证实MPs广泛存在于农田、土壤、河流、海

岸带及大气等环境介质中［3］，甚至可在人体内脏、体液等组织中检出［4-5］。相关研究已揭示MPs具备在

人体中渗透与转运的能力［6-8］；尽管其毒理学机制尚未完全阐明，但MPs在生物体内的蓄积可引发胃肠

道阻塞、细胞毒性、DNA损伤、炎症反应及氧化应激等多种健康风险［9-10］。饮食摄入是MPs进入人体
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的主要途径，相较于食品引入的塑料颗粒，食品接触材料（FCMs）通过接触、摩擦、老化或化学反应释

放的MPs带来的摄入风险更受关注。

MPs的分析方法涵盖体视显微镜、扫描电子显微镜、傅里叶变换红外光谱及拉曼光谱等［11-12］。这

类方法虽应用广泛，但存在操作耗时费力、操作者主观判别标准差异易导致高假阳性率等局限［13］。为

提升 MPs 鉴定准确性，热分析技术如热重分析（TGA）、热萃取解吸（TED）及热解/气相色谱-质谱（Py/
GC-MS）等被相继开发［14］。然而，此类技术具有破坏性，难以同时实现 MPs 数量与形态的精准表征。

针对上述问题，荧光染料选择性染色识别法因高效、便捷、特异性强的优势被广泛应用［15］。尼罗红

（NR）对塑料具有高吸附性与亲和性，其荧光强度高、染色耗时短，并具有良好的聚合物相容性［16］，且

其在红外光谱区的选择性使之不易受干扰，可与后续光谱分析技术良好兼容［17］，已成为极具应用前景

的MPs检测染料。

当前，NR染色检测MPs的关键参数（如载体溶剂、染料浓度、染色时间等）尚未形成标准化方案，

这不仅阻碍了相关研究的技术协同，也导致不同研究的数据缺乏可比性［13］。现有溶剂体系存在明显缺

陷，例如，Lee等［18］发现丙酮会导致某些非极性MPs降解并引发表面形变；Lee等［19］证实氯仿可溶解聚

碳酸酯过滤膜，甲醇则会显著降低NR染色MPs的荧光强度。为解决上述问题，Ho等［20］提出使用丙酮-
水混合溶剂体系作为溶剂载体，以缓解丙酮对聚合物的降解效应。由此可见，开发适用于NR染色的

标准化溶剂体系是亟待攻克的关键问题，而不同塑料在不同溶剂体系中荧光特性与降解行为的差异，

既增加了该问题的复杂性，也为实现塑料的精准分型提供了可能。

针对NR染色关键参数缺乏统一标准，以及基于RGB荧光特征的MPs分型准确性不足的问题，本

研究系统评估了 20种载体溶剂对 6类常见FCMs材质（聚丙烯（PP）、聚乙烯（PE）、聚对苯二甲酸乙二醇

酯（PET）、聚酰胺（PA）、聚氨酯（PU）、聚苯乙烯（PS））及3类天然干扰物（甲壳素、杨木粉、棉纤维）的

分类识别与定量效果，并深入探究了不同溶剂体系中MPs的荧光强度、斯托克斯位移等荧光行为特征

及其调控机制。

1 实验部分 
1. 1　材 料　

本实验所用 6种无色聚合物（PA、PP、PE、PET、PS、PU），粒径为 20~30目，均购自恒发塑料有

限公司。3种天然干扰物质包括甲壳素（上海 TCI有限公司）、杨木粉及棉纤维（淘宝）。45 μm 聚苯乙

烯-二乙烯基苯（PS-DVB）乳胶珠悬浮液和 1. 5 μm PS-DVB乳胶珠悬浮液均购自北京海岸鸿蒙标准材料

科技有限公司。实验溶剂甲醇（Met）、乙醇（Eth）、丙酮（Ac）、正己烷（Hex）、正辛烷（Oct）和氯仿

（Chl），均为高效液相色谱级，购于国药化学试剂有限公司。尼罗红购自 Sigma-Aldrich 公司；实验用

水为超纯水（W），由Milli-Q净水系统制备。

1. 2　染色实验与分析方法　
图 1为NR染色检测微塑料的通用流程：采集土壤、大气等环境样本或食品、食品接触材料样本，

经消解、浮选或迁移试验预处理后过滤，再依次进行NR染色、干燥处理，最终通过荧光成像与图像

分析表征MPs 的数量、粒径及形貌特征。

本实验选取6种聚合物及3种天然干扰物为底物，评估不同溶剂体系的荧光染色效果。单溶剂体系

以甲醇、乙醇、丙酮、正己烷、正辛烷、氯仿为 NR 载体；混合溶剂体系设丙酮/正己烷、丙酮/正辛

图1　NR染色检测微塑料的实验流程图
Fig. 1　Flowchart of NR staining for MPs detecting
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烷、丙酮/乙醇、丙酮/水、甲醇/正己烷 5组，各组均按体积比 1∶3、1∶1、3∶1配制。为探究NR质量

浓度对聚合物荧光强度的影响，将染料配制成1 000、100、10、1 μg/mL 4个浓度梯度。

将 9种底物分别置于洁净的圆形玻璃培养皿中，保证实验组MPs与干扰物的用量均一；取 100 μL
染料溶液均匀涂布于底物表面，待染色反应完成、溶剂完全挥发后，用镊子将染色样品按PA-PP-PE-
PET-PS-PU-甲壳素-杨木粉-棉纤维的顺序，逆时针排列于圆形滤纸上进行荧光成像。荧光成像采用

广州明美科技有限公司MZX81型荧光显微镜，以蓝光（460~490 nm）为激发光源。条件优化实验中，显

微镜放大倍数设为 6. 3，统一成像参数：曝光时间 100 ms，增益强度 5，图像分辨率 4 088×3 072像素，

文件格式为 JPG，激发强度设定为 15%。鉴于吸附于MPs表面的NR易随时间解吸，本实验通过调控温

度与浸泡时间延长荧光寿命，确定 20~30目聚合物颗粒的最优染色条件为 30 ℃下处理 10 min，此条件

下底物可充分染色且溶剂完全蒸发。

1. 3　荧光特性量化分析　
采用Photoshop软件的Lab色彩空间亮度通道，定量分析各MPs颗粒的平均荧光强度（FI）、标准差

及中位数。Lab模式的 L通道是独立的亮度通道，不受颜色影响，适合彩色荧光图像中需排除颜色偏

差、精准提取亮度的场景，其与灰度值模型本质相同，可靠性及稳定性多有报道［21-22］。HSV（Hue-
Saturation-Value）是一种基于人眼颜色感知的三维颜色空间模型，其核心是将颜色分解为 3个相互独立

的维度，便于直观描述和量化荧光颜色差异。Hue（色相）表征颜色的本质属性，对应荧光的主导波长，

以角度（0°~360°）量化；Saturation（饱和度）反映荧光颜色的纯净度与鲜艳程度，取值范围为 0%~100%；

Value（明度）描述荧光的明亮程度，取值范围为 0%~100%。针对 HSV颜色模型参数的测定，利用软件

“颜色采样器”工具选取MPs荧光颗粒的 5个特征位点（上、中、下、最左、最右）进行采样，再通过色

彩空间变换算法将采样点的RGB值转换为HSV值。

1. 4　质量控制　
实验设置阴性对照与阳性对照，以保障实验可靠性、计数准确性，并消除环境荧光干扰。阳性对

照：分为两组实验。（1）回收率验证：向去离子水中加入 10 μL浓度为 2. 01×10⁵ 粒/mL的 45 μm PS-DVB
乳胶珠悬浮液，经均质、过滤、染色后，采用 ImageJ软件定量分析，计算MPs回收率；（2）染色灵敏度

评估：向去离子水中加入 10 μL浓度为 5. 42×10⁹ 粒/mL的 1. 5 μm PS-DVB乳胶珠悬浮液，经相同预处

理后，通过荧光显微镜镜检分析，评估染色体系的检测灵敏度。阴性对照：将去离子水在与阳性对照

实验相同的条件下真空过滤，滤膜经染色后计数荧光颗粒数，以此确定假阳性误差，消除NR固有荧

光、环境粉尘等因素的干扰。

2 结果与讨论 
2. 1　溶剂对荧光行为的影响　

实现 MPs 高效荧光染色与精准检测的理想染

色体系需满足 3项标准：（1）可对不同类型MPs实
现高效染色，且染色后荧光信号强度显著；（2）最

大限度降低溶剂对 MPs的溶胀效应，避免微粒形

态与粒径因溶剂作用发生改变，从而保障检测结

果的准确性；（3）能够通过荧光信号有效捕获MPs
因极性差异产生的 Stokes 位移，为 MPs 的聚合物

分型提供可靠依据。据此，本研究从载体溶剂、

染色方法、NR浓度及光照条件 4个关键维度对染

色体系进行优化。

6种微塑料与 3种天然干扰材料的 NR 荧光染

色结果如图 2 所示。依据“1. 3”量化分析方法，

计算得到 9种材料的荧光强度（FI），结果如图 3所

示。在 5 种纯溶剂体系中，氯仿介导的染色体系

图2　NR染色后的MPs在不同载体溶剂中的荧光图像
Fig. 2　Fluorescence images of MPs after NR staining in differ⁃

ent carrier solvents
A. chloroform；B. n-octane；C. acetone/n-octane（3∶1）；D. acetone/

n-hexane（3∶1）
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平均 FI 最高（166. 8），各溶剂体系的 FI 排序为：

丙酮（145. 8）>正辛烷（108. 9）>甲醇（104. 3）>正己

烷（95. 9）。已有研究表明，溶剂极性对 NR 染色

MPs的 FI具有显著影响［23］，理论上非极性溶剂可

增强NR对MPs的染色能力，进而提高 FI。但图 3
虚线所示结果与基于溶剂极性的预期趋势存在偏

差：溶剂极性（以介电常数表征）排序为甲醇>丙
酮>氯仿>正辛烷>正己烷［24］。这提示极性并非影

响荧光强度的唯一因素，氢键相互作用、塑料分

子结构等其他因素也可能调控荧光强度。

聚合物与溶剂分子的相互作用可能影响 MPs
的FI。在 5种纯溶剂体系中，PP（平均FI：150. 7）
和 PE（FI：179. 8）的荧光强度较高且稳定性好。

尽管多数 MPs在氯仿中呈现强荧光，但该溶剂会

导致多种 MPs发生不良降解，尤其使含芳香族基

团的 MPs（如 PS、PU）完全溶解（图 2A）。丙酮染

色体系的MPs同样具有较强荧光，其中 PA的 FI最
低（90. 8）；但 PU、PS等 MPs在丙酮中出现明显溶

胀，导致粒径显著增大。甲醇染色体系未引起MPs
明显溶胀，但 PET（FI：29. 3）和 PU（FI：27. 9）的

荧光几乎完全猝灭。正己烷与正辛烷染色效果一

致性良好，未观察到MPs显著溶胀（图 2B）；但 PA
的荧光几乎猝灭（FI：19. 4），PET荧光仅轻微减弱

且难以识别。

除荧光强度分析与聚合物降解表征外，塑料

极性对荧光诱导 Stokes 位移的调控作用亦不可忽

视。图 4 系统呈现了不同溶剂与微塑料体系的

Stokes位移特征，其中溶剂与 6种微塑料均按极性

梯度排序；引入HSV色彩空间中的H（0°代表红色、

120°代表绿色、240°代表蓝色）可直观强化极性效

应的可视化分析与预测，具体表现为微塑料极性

越高，荧光红移现象越显著。结果表明，丙酮与

氯仿两种溶剂能最精准地反映从PP到PA的极性诱

导红移演变规律：在丙酮体系中，微塑料的色相角由PP的 49. 25°（黄色）转变为PA的 0. 91°（红色），差

值达 48. 34°；在氯仿体系中，H由 PP的 53. 08°（黄色）转变为 PA的 5. 68°（红色），差值为 47. 4°。相比

之下，正己烷与正辛烷体系中PA和PET的荧光猝灭现象明显，限制了其在微塑料极性表征中的独立应

用价值。

三角能量分析（TEA）图可将溶解度相互作用的 3类基本作用力：氢键力（fh）、极性力（fp）和色散力

（fd）至三角坐标系，直观表征各作用力对Hildebrand溶解度参数的贡献占比［25］。该图通过呈现溶剂与聚

合物的相对位置关系，可实现溶剂-聚合物相互作用的全面评估。图 5结果显示，三氯甲烷的TEA特征

参数与PU、PS更为接近，表明二者间存在高度化学相容性，这也是三氯甲烷对PU和PS产生显著溶解

作用的主要原因。丙酮具备与高极性溶剂水、中极性溶剂乙醇及非极性溶剂复配的潜力；结合图 5分

析可知，Ac/Hex、Ac/Oct混合体系的 TEA特征参数与 6种微塑料分子的匹配度显著优于纯丙酮，体现

出更强的化学相似性。反观 Ac/Eth、Ac/W 及 Met/Hex 混合体系，其与 6 种微塑料分子的匹配度较低，

不仅诱导产生的平均荧光强度偏低，且无法有效表征微塑料极性差异引发的斯托克斯位移变化。

图3　各种物质在不同溶剂下的荧光强度（黑色虚线代表6
种塑料的平均FI）

Fig. 3　Fluorescence intensity of various substances under dif⁃
ferent solvents（the black dashed line represents the 

average FI of six plastics）

图4　NR染色后MPs的HSV颜色（按极性排列）
Fig. 4　HSV color representation of NR-stained MPs arranged 

by polarity
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基于NR分子在Ac/Hex与Ac/Oct混合体系中可

实现高效溶解的特性，可推断该体系中NR分子更

易从溶剂相迁移至微塑料表面，进而显著提升荧

光强度。综合评估 5 种混合溶剂的性能可知，Ac/
Hex与Ac/Oct混合体系兼具荧光信号强、微塑料降

解程度低的优势（图 2C、2D），因此被选定为后续

研究的候选溶剂。

2. 2　Ac/Hex和Ac/Oct体系混合比例优化　
为优化Ac/Hex与Ac/Oct混合溶剂的体积配比，

本研究设置 1∶3、1∶1、3∶1三个梯度开展实验。

结合图 6A 与图 6B 的 H 值数据分析可知，6 种 MPs
在两种混合溶剂体系中可依据H值划分为3类：PA
与 PET 处于 0~20°，呈现红色；PU 处于 25~45°，
呈现橙色；PP、PE 与 PS 处于 45~60°，呈现黄色。

上述结果表明，基于 H 值的定量染色法可实现微

塑料的初步分类，但对视觉色彩相近的 PP、PE、

PS及PA、PET的精准鉴别仍存在挑战。

为进一步区分色彩特征相似的微塑料，图 6C
与图 6D 对 6 种微塑料在不同混合比例下的 V 值进

行量化分析。V值与微塑料的荧光强度呈直接正相关，分析结果显示：PS与PU的V值在两种混合溶剂

体系中均保持较高水平且稳定性良好，表明二者可稳定发射强黄色与强橙色荧光；随着混合溶剂中丙

酮体积占比的提升，PA与PET的V值均显著增大，这归因于溶剂极性增强后，PA、PET与溶剂极性的

匹配度提升，进而增强了与NR分子的相互作用，最终实现荧光信号的强化。

图6　Ac/Hex和Ac/Oct作用下NR染色MPs的H值（A~B）和V值（C~D）
Fig. 6　H-value（A-B） and V-value（C-D） of NR-stained MPs under Ac/Hex and Ac/Oct

图5　溶剂类别及其聚合物溶解度窗的三角能量分析
（TEA）图（溶剂用三角形表示，塑料用彩色圆圈表示）

Fig. 5　Triangular energy analysis（TEA） graph illustrating sol⁃
vent class and its polymer solubility windows（solvents are rep⁃
resented by the triangle and the plastics are represented in col⁃

ored circles）
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在Ac/Hex体系中，丙酮占比的增加会导致PP与PE的值呈下降趋势；当丙酮体积分数达到 75%时，

PP与PE的荧光发射强度显著减弱，而PS的荧光强度无明显变化。结合图 2C可知，该配比可实现PP/
PE与PS的可视化精准区分，同时PA与PET间的荧光强度差异也可满足二者的鉴别需求。与之不同的

是，Ac/Oct体系中溶剂配比的改变对V值无显著影响，难以实现PS与PP/PE的有效区分。

表 1展示了以丙酮∶正己烷（3∶1）作为NR溶剂时，微塑料荧光的HSV和RGB值，及基于RGB值

计算的荧光指数（R+G）/R［26］。通过分析发现，极性聚合物（如 PA、PET）的荧光偏向橙红色，R通道数

值相对更高，G通道数值较低，荧光指数更接近 1。疏水性聚合物（如PE、PP、PS）的荧光偏向黄橙色，

G通道数值相对更高，R通道数值较低，荧光指数大于 1。虽然荧光指数说明RGB模型可初步实现微塑

料极性分类，但 RGB 颜色模型量化微塑料荧光具有以下局限性：（1）仅能将微塑料分为“极性”和

“疏水性”两大类，无法区分同一类别内的具体聚合物（如无法区分PE与PP，或PA与PET）；（2）荧光

强度与颜色信息耦合在R、G、B三通道中，照明条件波动、滤膜背景信号等易导致数值失真，需额外

进行背景扣除、标准化成像等预处理，增加操作复杂度；（3）RGB通道数值为混合亮度信号，无法直

观反映极性诱导的荧光波长红移/蓝移，仅提取R和G通道数值而未利用B通道，可能丢失与聚合物极

性相关的部分荧光颜色信息，限制了分类的精细度。

综上，当丙酮∶正己烷的体积比为 3∶1时，可实现 6种微塑料的高效鉴别：PS与 PU分别呈现强

黄色与强橙色荧光，PP与PE呈现中度黄色荧光，PET呈现中度红色荧光，PA则呈现弱红色荧光，为

最佳NR载体溶剂。

2. 3　染色方法验证　

NR浓度过高易引发荧光猝灭与背景干扰，浓度过低则难以

保证多数微塑料的荧光强度。本研究经反复试验，最终确定 10 
μg/mL为最优染色浓度，该浓度可实现多种微塑料的高效染色，

且对木屑、甲壳素等基质干扰物的荧光信号影响微乎其微。

相较于易产生背景干扰与滤膜染料残留的悬浮法，本实验

采用浸泡法进行染色，通过干燥处理显著降低背景荧光强度，

同时实现微塑料荧光信号的清晰增强。光照条件优化结果表明，

蓝光强度 15%为最优参数，该强度既可保证微塑料荧光强度处

于适宜检测区间，又能有效规避高强度蓝光导致的信号过曝问

题，以及低强度蓝光引发的微弱信号丢失现象，可实现背景与

目标微塑料荧光信号的精准区分，适用于荧光强度的定量测定。

为保障预处理与染色结果的一致性，本研究设置阴性对照

与阳性对照实验。阳性对照采用 45 μm PS-DVB 乳胶微球，结

合对照实验与精细计数技术，经 Image J软件荧光图像分析可得

回收率达 91%（图 7A）；此外，该染色体系可成功实现 1. 5 μm 
PS-DVB 乳胶微球的染色与视觉分辨（图 7B），证实其在微量、

小粒径微塑料检测中具有灵敏度优势。针对溶剂残留、环境粉

尘等因素导致的背景荧光干扰问题，本研究设置阴性对照实

验，在相同条件下对空白溶剂体系进行染色与成像，可实现假

表1　微塑料荧光的HSV和RGB值（丙酮：正己烷（3∶1）作为NR溶剂）
Table 1　HSV and RGB values of microplastic fluorescence（acetone：n-hexane（3∶1） as the NR solvent）

MPs
PA

PET
PU
PS
PE
PP

H/S/V
2. 2/98. 97/54. 11

12. 06/99. 31/87. 61
25. 23/98. 12/99. 61
53. 06/99. 61/99. 61
50. 5/99. 06/56. 78

54. 26/97. 19/73. 73

R/G/B
138/6/1

223/46/2
254/109/5
254/225/1
145/122/1
188/169/5

（R+G）/R
1. 043
1. 206
1. 429
1. 886
1. 828
1. 867

Categorize
Hydrophilicity
Hydrophilicity
Hydrophilicity
Hydrophobicity
Hydrophobicity
Hydrophobicity

图7　NR染色PS-DVB的荧光图像
Fig. 7　Fluorescent images of NR-stained 

PS-DVB MPs
A. 45 μm（magnification 20X），B. 1. 5 μm

（magnification 40X）
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阳性误差的量化分析，保障微塑料计数结果的准确性。

3 结 论 
本研究构建了一套快速、经济且标准化的尼罗红染色方法，实现了微塑料的定性鉴别与定量分析。

为优化NR染色体系，系统考察了单一及混合溶剂共20种载体对PA、PET、PU、PS、PP和PE 6种典型

聚合物荧光特性与结构完整性的影响规律。结果表明，最优实验条件为以丙酮-正己烷混合溶剂（体积比

3∶1）为染料载体、NR浓度10 μg/mL、采用浸泡染色法。该体系可在最大化6种目标聚合物荧光信号辨

识度与差异性的同时，显著降低背景荧光干扰，最终实现微塑料的精准分类与定量检测。

虽然尼罗红染色法因快速、低成本受到青睐，但在复杂的真实基质中，环境干扰是最难克服的挑

战，若不采取有效的预处理和全程质控，极易导致结果的高估或错误判断。需特别注意一些干扰风险：

（1）环境基质干扰：虽然本研究考虑了甲壳素、木粉和棉等非塑料物质的干扰，但是环境中的有机物、

微生物或天然颗粒种类繁多，常被误染为微塑料，导致假阳性，此时消解等前处理尤为重要；（2）操作

与设备交叉污染，实验室本身或操作过程引入的外源性微塑料污染，需制定严格的质量保证措施。
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