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摘要：针对缺乏不需要视觉分类或预处理的快速监测技术问题,基于流式细胞仪开发可快速测定饮用水中微塑料数目的新方法.结果表明,选用尼罗红染

料(NR),以甲醇作为的其溶剂、染料浓度选用 10μg/mL、染色 10min 后,再采用流式细胞仪进行测定,可以实现水中微塑料的定量分析,单个样品的测试

时间可以缩短到 14min以内.应用该方法测定了商品瓶装水和超滤膜进出水的微塑料,结果表明商品瓶装水中微塑料浓度在(0.46~1.52)×105个/L.新使用

的聚偏氟乙烯(PVDF)超滤膜仅在过滤初期(第 1d)存在较高的微塑料释放风险,在长期运行中微塑料的释放可以忽略,另外其对进水中微塑料可以实现

99.99%的高效去除. 
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Abstract：Developing a new method based on flow cytometry for rapid determination of the number of microplastics in drinking 

water, in response to the lack of rapid monitoring techniques that do not require visual sorting or pre-processing. The results showed 

that the use of Nile red dye (NR), methanol as the solvent, a dye concentration of 10µg/mL, a dyeing time of 10minutes, and flow 

cytometry for the quantitative analysis of microplastics in water, could reduce the testing time of a single sample to less than 

14minutes. This method was used to analyse microplastics in influent and effluent water from a commercial bottled water plant and 

an ultrafiltration membrane. The results showed that the microplastic concentration in commercial bottled water was in the range 

(0.46~1.52)×105 particles/L. The newly used polyvinylidene fluoride (PVDF) ultrafiltration membrane posed a higher risk of 

releasing microplastics only during the initial filtration stage (1d), and the release of microplastics during long-term operation could 

be disregarded. This new membrane's microplastic release could be analysed with 99.99% efficiency and effectiveness. Additionally, 

it can efficiently and effectively remove 99.99% of microplastics from feed water. 
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微塑料是粒径≤5mm、不溶于水的固体塑料颗

粒
[1]
.目前对于塑料的定量主要以质量浓度为主,但

是塑料尺寸越小,数目越多,因此需要探究对微塑料

数目进行定量的方法.目前微塑料的监测方法主要

基于光学显微镜、扫描电子显微镜、拉曼散射、傅

里叶变换红外光谱、荧光显微镜、气相-热裂解等
[2-5]

.

目前微塑料测定方法的局限性主要在于测定方法

的分辨率和测样速度.由于仪器分辨率的限制,傅里

叶变换红外光谱法不能测定 20µm 以下和黑色的微

塑料颗粒
[6]
.光学显微镜仅可以看到毫米级别的颗

粒
[7]
,且存在一定误差

[8]
.拉曼光谱虽然能测 1µm 以

上的微塑料颗粒,但是其无法分辨微塑料与其他污

染物
[9]
.在测样速度方面,拉曼光谱每次最多可分析

5000 个颗粒/扫描计数,从而低估微塑料的数量
[10]

.

总体来说,现有的微塑料定量方法需要较长的分析

时间,而且其测试过程是劳动密集型,测试成本较高. 

尼罗红 (NR)是一种亲脂性恶嗪酮类荧光染

料 

[11]
,其自身在水中几乎不发荧光,但与脂类物质结

合会产生荧光,因此可用于微塑料的特异性染色
[12]

.

多篇文献已验证了 NR 对于微塑料染色的可靠 
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性 

[13-14]
.采用 NR作为微塑料染色剂具有特异性强、

识别灵敏度高、操作简便、荧光信号稳定等优势.NR

对于微塑料检测的应用大多是与傅里叶变换红外

光谱和拉曼散射相结合的
[15-16]

.关于NR对于微塑料

染色效果的相关研究也已经很多,但是将NR与流式

细胞仪的结合还很少.流式细胞仪已广泛用于快速

和自动分析悬浮在水样品中的细胞和颗粒生物分

子 ,测量范围较广 ,可以通过荧光染色
[17]
检测

0.2~100µm 的颗粒
[18]

,且使用药剂较少,分析成本较

低,是一种绿色高效的分析方法.本文基于流式细胞

仪,通过优选染色剂和测定条件实现对水中微塑料

颗粒的特异性、快速测定,使用这一方法测定了瓶装

水和超滤膜工艺中的微塑料. 

1  材料与方法 

1.1  材料 

采用分析纯化学品和试剂.某商品膜聚偏氟乙

烯中空纤维膜截留分子量 100kDa;聚对苯二甲酸乙

二醇酯粉末 (PET,1300 目 )和尼龙颗粒 (PA66 粉

末 ,300 目 )购自美国杜邦公司 ;聚偏氟乙烯粉末

(PVDF 粉末,2000 目)购自法国阿科玛公司;聚苯乙

烯微球(PS微球,0.6~1.0µm)购自上海阿拉丁公司. 

实验仪器:流式细胞仪(BD Accuri
®
 C6Plus),超

高分辨率激光共聚焦倒置显微镜(STORM-A1),扫

描电子显微镜(MIRA 3),能谱仪(Aztec Energy). 

1.2  染料的优选 

在流式细胞术中, NR 染色的聚合物可以通过

橙色和绿色发射滤光片显示
[19]

.NR染色的微塑料的

荧光行为受多种因素影响,例如染色浓度、染色时间

和染料溶剂的选择.本实验对比不同溶剂、不同染色

浓度、染色时间对于微塑料颗粒染色效果的影响.

并对水样中的其他颗粒进行染色,确定了NR对于微

塑料颗粒染色的特异性. 

分别采用丙酮、甲醇和二甲基亚砜(DMSO)作

为溶剂对NR进行溶解,超声处理 10min后将染色剂

通过 0.22µm 的过滤器进行过滤,过滤后将染色剂分

装在棕色瓶中,保存在 4℃冰箱中.在探究溶剂对于

测样情况的影响时,一方面在共聚焦荧光显微镜下

观测微塑料颗粒的染色情况,另一方面对比使用不

同溶剂采用流式细胞仪测样时 NR的聚集程度及其

产生的影响,从而确定最佳染色溶剂.在探究染色剂

浓度的影响时,采用 5,10,50µg/mL 的浓度,染色后在

共聚焦荧光显微镜下观察染色效果,从而确定最佳

染色浓度 .在探究染色时间的影响时 ,分别染色

5,10,20,30,60,120min后根据流式细胞仪测定结果中

颗粒在门内的聚集情况以及计数结果选择最优染

色时间. 

1.3  流式细胞仪的测定 

每个样品取20mL于烧杯中进行染色,染色时间

10min.染色后取样于 1.5mL离心管中进行流式细胞

仪测样,每种样品重复检测 3 次.阈值设置为 600,进

样速度为快速,每次进样 250mL.另取 200mL水样采

用不锈钢膜组件在蠕动泵的驱动下进行过滤,将微

塑料颗粒过滤在聚醚砜膜表面,将膜烘干并裁剪为

3mm边长的方块后粘于样品台上,喷金 150s后采用

扫描电子显微镜观察,以 image-J软件作为辅助计数

工具.通过对比两个方法对于同一批样品的测定结

果确定流式细胞仪测定结果的准确性. 

计数区域是指含有染色塑料颗粒的区域.为了

确定最佳计数区域,本研究对微塑料的流式细胞仪

测定结果进行了评估 .在纯水中添加微米级别的

PVDF 和 PET 颗粒配制微塑料溶液(选取不同粒径

的微塑料颗粒混合配置,模拟实际水样中微塑料种

类､粒径不一的情况),再将溶液按照一定的浓度梯

度进行稀释,采用流式细胞仪进行测样.以未 NR 染

色的微塑料颗粒作为阴性对照,初步选择三个计数

区域.再通过对比微塑料浓度与该计数区域内的微

塑料数目的线性相关性来优选计数区域. 

1.4  方法的应用 

采用本研究开发的基于流式细胞仪的快速计

量方法对水中微塑料进行了定量分析.一方面测定

PVDF超滤膜对于微塑料颗粒的截留率,另一方面测

定 PVDF超滤膜使用过程中微塑料的释放规律. 

在探究复合 PVDF超滤膜对于微塑料颗粒的截

留率时,取 0.2g PET 和 0.2g PVDF 微塑料颗粒于

500mL 纯水中充分搅拌后再进行超声,取悬浮于中

间层的水样进行测试,分别测定过膜前后水样中含

有的微塑料数目,重复测定 3次. 

在确定超滤膜释对微塑料颗粒的截留率后,探

究了超滤膜使用过程中微塑料颗粒的释放.将PVDF

超滤膜浸没在自来水中采用重力过滤的方式进行

过滤,将出水收集在玻璃瓶中,每隔一段时间,取样
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20mL采用流式细胞仪进行定量分析. 

为了防止干扰,在使用仪器进行取样、制样和

测样过程中,均在使用前采用超纯水进行冲洗 2~3

次,尽量避免含有微塑料成分器具的使用.在收集水

样过程中采用玻璃管进行连接,玻璃瓶口用锡纸包

裹,防止空气中的微塑料颗粒进入水样.为了减少由

于 NR 染料聚集而造成的干扰,采用纯水作为水样, 

10µg/mL 的 NR 反应 10min 后,采用流式细胞仪的

测定结果为 44 个/L.以此作为阴性对照组,实际测

定的数值需要扣除阴性对照组的数值作为最终测

样结果. 

2  结果与讨论 

2.1  染色剂的优选 

2.1.1  染色剂溶剂优选  由图 1(a)可以看出,在 3

种溶剂配置的染料均可以有效对微塑料颗粒进行

染色,但是丙酮和甲醇作为溶剂时的显色效果更为

明显.图 1(b)中染色后的颗粒主要聚集于右上角部

位.在未添加微塑料颗粒时,流式细胞仪点图中的部

分点仍然聚集于右上角的部位,这是由于NR具有疏

水性,在水溶液体系中表现出高度的不稳定性,容易

在水中聚集从而对测样结果产生的干扰,其干扰在

流式细胞仪图中测样的点与被染色的微塑料颗粒

是重叠的.通过对比 3 种溶剂的干扰可以发现,甲醇

产生的干扰是最小的.且在添加了微塑料颗粒后甲

醇作为溶剂时的背景杂质(黑色的点)是最少的. 因

此采用甲醇作为溶剂可以最大程度减少 NR的聚集

产生的干扰. 

 

图 1  以丙酮、二甲基亚砜、甲醇作为 NR溶剂时的测定结果 

Fig.1  Measurement results when acetone, dimethyl sulfoxide and methanol were used as NR solvents 

(a)共聚焦荧光显微镜; (b)流式细胞仪 

2.1.2  染色剂浓度优选  如图 2所示分别采用 5,10 和 50µg/mL的 NR染色 10min时, 5µg/mL时的染色
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效果较弱;使用 10µg/mL 的 NR 时,不论是红光还是

绿光都可以很好的观察到微塑料颗粒;使用 50µg/ 

mL 的 NR 时,微塑料颗粒的荧光图像出现了过曝光

现象. Maes等
[14]
的研究发现,10µg/mL的NR在能见

度、速度和背景信号之间取得了良好的平衡.采用

10µg/mL的NR可以很好的对微塑料颗粒进行染色. 

 

图 2  共聚焦荧光显微镜测定结果 

Fig.2  Confocal fluorescence microscopy results 

2.1.3  染色时间的优选  由图 3 可以看出,染色时

间为 10~20min时,流式细胞仪结果中颗粒的聚集程

度最好,从数量对比可以看出,当染色时间为 20min

时,颗粒能更多的被识别到.但是染色 10和 20min时

的荧光信号差距很小,为了节约测样时间选择10min

为最优染色时间,这与文献报道中的最优染色时间

一致
[20-22]

. 

2.1.4  染色剂的特异性  采用NR分别对 PVDF颗

粒、PET颗粒、尼龙颗粒、Si粉、大肠杆菌和粪肠

球菌进行染色,并在共聚焦荧光显微镜下观测染色

效果.由图 4可以看出,PVDF颗粒、PET颗粒、尼龙

颗粒均可以被有效染色,但是不论浓度多高 Si 粉均

无法被染色,当采用 10µg/mL 的 NR 时,大肠杆菌和

粪肠球菌无法被染色.这进一步表明NR可以对水中

微塑料颗粒进行特异性染色
[23]

.后续采用甲醇作为

NR的溶剂,染色浓度 10µg/mL,染色时间 10min. 

 

 

图 3  染色时间对于流式细胞仪计数结果的影响 

Fig.3  Effect of staining time on flow cytometry counts 

 

图 4  不同颗粒的共聚焦荧光显微镜拍摄结果 

Fig.4  Confocal fluorescence microscopy shots of different particles 
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2.2  流式细胞仪测定方法的确定 

2.2.1  流式细胞仪测定的准确性  为了确定流式

细胞仪对于微塑料测定的准确性,收集水样于玻璃

瓶中,采用扫描电子显微镜和流式细胞仪进行测定.

由图 5可见,二者符合线性规律且R
2
可以达到 0.904,

因此可以确定流式细胞仪与 NR结合的方式是可以

对微塑料颗粒进行有效计数的. 

 

图 5  流式细胞仪与扫描电子显微镜结果对比 

Fig.5  Comparison of flow cytometry and scanning electron 

microscopy results 

2.2.2  流式细胞仪计数区域的优选  在本研究中,

通过对 3个不同点图的 NR染色微塑料计数结果进

行比较分析,确定了最佳计数区域.如图 6 所示,R1、

R2、R3 3 个计数区域.从流式细胞仪图中可以看出,

染色后的颗粒明显主要位于点图的右上角,聚集于

R1、R2这 2个区域内.这 3个的R
2
分别为 0.947、0.437

和 0.570,其中 R1作为计数区域时的拟合效果最好.

可见R1为最佳计数区域,在后续测样时选择R1进行

计数. 

2.3  微塑料快速测定方法的应用 

2.3.1  瓶装水中微塑料数目  瓶装水和饮料瓶大

多是由PET制成的瓶身,PE制成的瓶盖.采用本研究

建立的方法对市售 3种瓶装水中存在的微塑料颗粒

进行了测定.以纯水加入NR的测定结果作为阴性对

照组,每种品牌的瓶装水分别测定了 4 次,测定结果

如下:品牌 1 中微塑料数目为(1.32~1.52)×10
5
个/L;

品牌 2 中微塑料数目为(0.56~0.78)×10
5
个/L;品牌 3

中微塑料数目为(0.46~0.65)×10
5
个/L. 

Qian 等
[24]
采用受击拉曼散射对瓶装水中微纳

米塑料数目进行估计,每升不同品牌的瓶装水平均

含有约(2.4±1.3)×10
5
个塑料颗粒,其测得的微塑料

数量与本研究结果相当.如 Muneera 等
[25]
采用傅里

叶变换红外微光谱研究发现瓶装水样品中微塑料

的浓度范围 12~62 个 /L.Nocon 等
[26]
采用 Delta 

Optical 显微镜对于瓶装水中微塑料颗粒进行计数,

发现 4~15 个/L.这可能是由于这些文献研究的是

10µm 以上甚至是毫米级的塑料颗粒,并未计算小于

10µm 的微塑料颗粒.但是,随着微塑料尺寸的减少,

其数目更多,因此本实验的测定结果高于这些方法

测定的结果.鉴于小尺寸的微塑料数量更为庞大,后

续研究应重点关注小尺寸微塑料颗粒. 

2.3.2  PVDF 超滤膜对微塑料颗粒的释放与截留  

PVDF 超滤膜广泛应用于饮用水处理.一方面,PVDF

超滤膜由于孔径较小,可以有效的去除微塑料,另一

方面,PVDF 超滤膜作为一种高分子塑料,也可能是

微塑料的释放源,特别是超滤膜往往处于饮用水净

化的末端环节. Sun等
[27]
推断 NF和 RO系统释放了

微塑料颗粒. Zhang等
[28]
发现在使用MBR、UF、NF

和 RO 膜处理渗滤液过程中出现了新的聚合物.Gan

等
[29]
发现老化的合成有机膜在过滤过程中有释放

MPs的风险. 
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图 6  流式细胞仪计数区域的优选 

Fig.6  Optimization of the flow cytometry counting area 

上方 3个计数区域的流式细胞仪点图是 FSC和 PerCP作为通道时的点图,下方为微塑料数目随微塑料浓度变化的线性拟合 

 

 

图 7  超滤膜出水中的微塑料 

Fig.7  Microplastics in ultrafiltration membrane effluent 

(a)微塑料形貌; (b) 微塑料释放规律 

采用流式细胞仪对超滤膜进出水中微塑料数

目进行了检测.根据进水和出水中微塑料数量计算

了PVDF膜对微塑料的截留率,结果表明PVDF超滤

膜对微塑料颗粒截留率可达 99.99%. 

在此基础上,探究了超滤膜使用过程中微塑料

颗粒的释放情况.由图 7(a)可以看出,超滤膜出水中

释放微塑料颗粒主要是圆形颗粒,且微塑料颗粒聚

集在一起;不规则碎片较少,但是尺寸较大.在通过

扫描电子显微镜作为计数方法时,将拍摄的图片采

用 Image-J 软件对于颗粒的尺寸进行测量,对于数

目按照不同大小进行统计,发现微塑料尺寸越小,数

目越多,越容易聚集. 

图 7(b)中,在过水体积达到 1200L/m
2
后微塑料

数目达到了 1.6×10
5
个/L,与瓶装水中微塑料浓度相

当;随着进一步过滤,出水微塑料的浓度逐渐低于瓶

装水中微塑料的浓度.非线性拟合表明微塑料数目

与单位膜面积过水体积的关系符合指数函数的关

系,拟合曲线的 R
2
可以达到 0.985,说明该指数方程

可以较好地描述微塑料的释放.基于这个方程,可

以得到,在过滤水体积达到 2600L/m
2
之后,微塑料

的释放量基本可以忽略不计 .如果超滤膜的过滤

通量为 30L/(m
2
·h),可以计算,PVDF 膜在过滤 1.5d

后,其出水微塑料与瓶装水相当;在过滤 4d后,微塑

料的释放基本可以忽略 .因此 ,在长期运行过程

中,PVDF 膜对微塑料的释放可以忽略不计.对于

运行初期微塑料的释放问题 ,建议对新使用的膜

采用一些清洗策略加以控制. 

3  结论 

3.1  以甲醇作为溶剂配置 10µg/mL 的尼罗红染料

对水样染色 10min 后,采用流式细胞仪在优化的条

件下可实现水中微塑料颗粒的快速定量分析,每个

样品的测样时间小于14min,测量结果与扫描电子显

微镜测定结果一致. 

3.2  随机选取 3 种市售瓶装水,采用该方法对水中

微塑料含量进行了检测,发现其微塑料数目为(0.46~ 

1.52)×10
5
个/L. 

3.3  PVDF 超滤膜对于微塑料颗粒的截留率可达

99.99%.新使用的 PVDF 超滤膜在过滤初期(第 1d)
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存在一定的微塑料颗粒释放,但出水中微塑料数量

随运行时间呈指数下降,4d 后微塑料的释放基本可

以忽略.因此在长期运行中不存在微塑料释放风险. 
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