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摘 要：微/纳米塑料（Microplastics and Nanoplastics, MNPs）在土壤环境中广泛存在。由于土壤-植物系统中物质交换过程频繁，MNPs可从土壤迁移进入植物体内，并在不同植物组织中积累分布，进而对土壤-植物系统的健康构成潜在威胁。深入研究MNPs在土壤–植物系统中的迁移行为与生态效应亟需发展高效、精准的MNPs标记技术，以实现对MNPs的可视化示踪和精准化定量。本文系统综述了荧光标记法、金属标记法、稳定同位素标记法和放射性同位素标记法等4种主要的MNPs标记方法的主要原理、适用范围和应用案例。其中，荧光标记法具有成本低、操作简便等优点，但易受光漂白和环境因素干扰；金属标记法结合电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS）可实现长期稳定定量检测，但可能改变塑料的理化性质；稳定同位素标记法具备高特异性，可追踪降解路径，但技术复杂、成本较高；放射性同位素标记法灵敏度高，但面临较大的环境安全风险。在此基础上，本文重点介绍了稀土元素标记技术，该技术利用镧系元素螯合物的荧光性能及其可定量分析的特性，可同步实现MNPs的可视化示踪与精准化定量，特别适用于研究土壤-植物系统中MNPs的环境行为与食物链传递风险。未来应开发更加精准高效的新型标记物，同时研发多种标记手段相结合的新型标记技术，以更系统全面地揭示MNPs的环境归趋和生态风险，为土壤-植物系统中MNPs的污染管控提供科学依据。
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[bookmark: OLE_LINK54][bookmark: OLE_LINK67]Abstract: Microplastics and nanoplastics (MNPs), defined as plastic fragments, fibers, and particles with diameters below 5 mm and 1 μm, respectively, are widely spread emerging contaminants in soil environments. Due to frequent material exchanges within the soil–plant system, MNPs can be transferred from soil into plants, accumulate and distribute across various plant tissues, and thus pose a potential threat to the health of the soil–plant system. MNPs can significantly alter soil physicochemical properties and migrate from soils into plant tissues, leading to adverse effects on plant growth and physiological-biochemical functions. To overcome the limitations imposed by the complexity of the environmental matrix, advanced labeling techniques provide a fast and efficient way for visually tracking and quantifying MNPs in soil-plant systems, which are essential for deepening mechanistic understanding. This review systematically evaluates four mainstream labeling methods. Fluorescent labeling is cost-effective and easy to implement, but limited by photobleaching and interference from environmental matrices. Metal-based labeling combined with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) allows for stable quantification, though it may change the physicochemical properties of MNPs. Stable isotope labeling (such as ¹³C or ¹⁵N) provides high specificity for tracing degradation pathways but faces challenges due to technical complexity and background signals as well. Radioisotope labeling (e.g., ¹⁴C, ³H) offers ultrahigh sensitivity but raises concerns regarding environmental biosafety and high costs. On this basis, this paper focuses on introducing rare earth element labeling technology, which uses the fluorescence properties of lanthanide chelates and their quantifiable characteristics to simultaneously realize visual tracing and precise quantification of MNPs. It is particularly suitable for studying environmental behavior and food chain transmission risks of MNPs in soil-plant systems. In the future, new markers that are more precise and efficient should be developed, and new labeling technologies that combine multiple labeling methods should be developed to more systematically and comprehensively reveal the environmental fate and ecological risks of MNPs, and provide a scientific basis for pollution control of MNPs in soil-plant systems.
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[bookmark: OLE_LINK7]塑料已成为现代人类社会不可或缺的材料，其广泛应用带来了前所未有的便利。但与此同时，塑料垃圾所引发的环境污染问题也日益严峻，成为全球面临的重大生态挑战[1]。大量废弃塑料长期滞留于自然环境中，并在物理、化学及生物作用下逐步降解为微塑料（Microplastics，粒径<5 mm）和纳米塑料（Nanoplastics，粒径<1 μm）。在土壤环境中，微/纳米塑料（Microplastics and Nanoplastics, MNPs）的累积不仅改变了土壤团聚体结构、水分保持能力、总有机碳含量、土壤pH及电导率等理化性质，还可作为有机污染物和重金属的吸附载体，进一步加剧土壤污染的复杂性[2-4]。此外，MNPs对土壤系统中的动植物生长发育也存在直接影响[5-9]，进而可对作物安全构成潜在风险，亟需加强关注。
土壤-植物系统是连接土壤、植物及更高营养级生物的重要生态单元，在物质循环和能量流动中扮演核心角色。探究MNPs在土壤-植物系统中的迁移行为及其生态效应已成为环境科学研究的热点方向。要实现对MNPs在土壤-植物系统中行为机制的精准解析，迫切需要依赖可靠的标记与示踪技术。然而，当前有关MNPs的标记技术主要应用于水环境及水生生物体中，对于土壤-植物系统中MNPs的标记研究尚处于起步阶段。本文系统梳理了国内外关于MNPs标记技术的最新研究进展，重点分析了各类标记技术的原理、适用范围、应用现状与优势局限，并探讨了未来MNPs标记技术发展的重点方向，旨在为深入揭示MNPs在土壤-植物系统中的环境行为与生态风险提供理论依据和方法支撑。
[bookmark: _Toc187065530]1荧光标记法
[bookmark: _Toc187065531]在现有标记与示踪技术中，荧光标记法被广泛认为是实现MNPs可视化最直接且高效的手段之一。2014年，Desforges等[10]首次将尼罗红（Nile Red）应用于深海微塑料的染色研究，这一研究不仅极大推动了微塑料在环境介质中迁移与归趋研究的进展，也为后续构建可视化追踪体系提供了重要技术支撑。该方法可有效提升在复杂环境基质中对MNPs的识别效率，并为其迁移路径、赋存状态及环境风险评估提供关键技术手段[11-12]。
1.1荧光标记法的原理
荧光标记法的基本原理是将荧光分子与目标物质结合，在特定的波长激发光作用下产生可检测的荧光信号，从而实现对目标的识别、追踪与定量分析。被荧光标记的样品可通过荧光显微镜、流式细胞仪或光谱仪等检测设备进行空间定位、浓度测定及时间动态分析[13]。在MNPs的标记研究中，荧光分子的引入可通过多种技术路径实现。如图1所示，常见的荧光标记方法包括：物理吸附法[14-15]；包埋法[16-18]；溶剂溶胀法[19-20]，以及化学共聚结合法[21-24]。
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[bookmark: OLE_LINK74]图1 微/纳米塑料荧光标记技术的常见方法[15,18,20-21]
Fig.1 Common methods of fluorescence labeling techniques for MNPs[15,18,20-21]
物理吸附法是一种通过调控MNPs表面物理性质（如表面能、电荷分布或功能位点）以实现荧光染料与被标记塑料非共价结合的标记方法。例如，Sun等[15]利用表面带有磺基的聚对苯乙烯（PPV）微球，通过静电吸附作用将染料吸附于微球表面，从而构建出具有荧光特性的PPV微球体系。然而，物理吸附法中荧光分子裸露于材料表面，易受到介质条件（如pH、离子强度、有机溶剂）的影响，导致标记染料发生解吸或泄漏，进而造成荧光信号的衰减或消失。因此，物理吸附法虽然在操作简便与制备效率方面具有优势，但因在复杂环境中的稳定性和耐久性较差，限制了其在长期示踪研究中的广泛应用。
包埋法是通过将荧光染料分散于聚合体系或载体介质中，借助聚合反应或微胶囊化技术将其包覆形成荧光微球的一种标记策略。该方法能够减少染料因外部环境扰动而发生的泄漏现象。例如，Yang等[18]通过静电自组装方法将量子点（Quantum Dots）分散于PS微球表面，并在其外层进一步结合孔雀石绿染料，形成了典型的核—壳结构，该结构有效防止了荧光染料的泄漏，可显著增强标记体系的荧光稳定性与可追踪性。
溶剂溶胀法则通过调控温度及溶剂环境来诱导MNPs结构发生可逆性膨胀，使荧光染料渗透至聚合物内部，并在冷却或溶剂挥发后“锁定”于塑料微球中，从而实现稳定的荧光标记。该过程通常涉及使用有机溶剂（如甲苯或氯仿）配合温度控制来增强聚合物链段运动性与染料的嵌入效率[25]。例如，Bretler和Marger[20]通过溶胀法将螺吡喃染料嵌入PS微球结构中，实现了染料与塑料之间均匀且紧密的结合，显著提高了其荧光稳定性和抗泄漏性能。
化学共聚结合法是将荧光染料或其前体与高分子单体通过化学反应进行共价结合，在聚合过程中共同构建出荧光微球。这一方法因其结构稳定性高、染料不易脱落，在长期追踪实验中表现出优异的信号保留能力。例如，Liu等[22]将稀土金属铕（Eu）配合物与PS单体进行共聚反应，合成了具有强荧光发射和较长寿命的Eu-PS荧光微球。然而，该方法通常依赖于特定共聚单体、引发剂及复杂反应条件，制备过程较为繁琐且成本较高。
在MNPs荧光标记成功后，通过检测荧光信号可实现MNPs的可视化追踪、空间定位及浓度定量分析[26]。该技术不仅广泛应用于微塑料在环境介质（如水体）及生物组织中的可视化监测，还可结合拉曼光谱和气相色谱-质谱联用技术（GC-MS）等手段，对微塑料的成分进行进一步的定性与定量分析[27]。在成像分析层面，荧光标记的MNPs可通过荧光显微镜或激光共聚焦扫描显微镜进行高分辨率成像与颗粒计数，该方法具有较高的图像处理自动化程度与定量精度[28]。此外，荧光计和荧光光谱仪可用于实现MNPs的半自动定量检测，通过建立荧光强度与浓度之间的标准曲线，可实现对样品中荧光颗粒浓度的快速估算。进一步结合流式细胞仪技术，可实现单颗粒水平的多参数检测，能够高效地识别粒径分布、荧光强度以及颗粒表面特征，实现MNPs在复杂环境或生物样品中的精确识别与定量表征[28]。
[bookmark: _Toc187065533][bookmark: OLE_LINK3]1.2影响荧光标记法效果的主要因素
荧光标记法的标记效率受多种因素共同影响，包括所选荧光染料的类型、待标记MNPs的材质特性、染色过程中的温度与时间参数控制，以及样品杂质可能造成的背景干扰等。其中，荧光染料的类型是关键因素。染料与MNPs之间是否具备良好的亲和性及选择性结合能力，以及染料本身的荧光强度和光稳定性，均直接影响标记体系的灵敏度和可靠性。目前应用最广泛的三类荧光染料分别是荧光素及其衍生物（如FITC）、罗丹明类（如Rhodamine B、Rhodamine 6G）和尼罗红[29]。各类荧光染料的特性也决定了其应用的适用性。例如，荧光素类染料对环境中的pH较为敏感，且易发生光漂白；罗丹明类染料的发射波长会发生红移，这有利于与样品背景荧光进行区分，因此在复杂环境样品中表现出更高的信噪比。 
[bookmark: OLE_LINK59]在染料与MNPs发生特异性结合（即染色）过程中，标记效率受到多种实验参数的显著影响，影响因素包括染料浓度、染色时间、染色温度以及所选溶剂体系等。通常情况下，适当增加染料浓度与延长染色时间有助于提高荧光标记效果。然而有研究表明该趋势并非无限增长，Lü等[30]发现，当尼罗红浓度从0.1 μg·mL⁻¹ 增加至25 μg·mL⁻¹时，荧光强度呈递增趋势；但当浓度进一步升高至100 μg·mL⁻¹时，荧光信号反而下降。此外，染料的聚集态荧光信号易被误识别为MNPs颗粒，或在显微成像中被滤光片错误拦截，从而干扰检测结果。并且荧光染料通常具有一定的极性，所以如果选择在非极性或中等极性溶剂（如丙酮、己烷、乙醇）或表面活性剂介质中进行标记，会使得染料更容易均匀分布于微塑料表面。
此外，染色效率还依赖于待标记聚合物的化学性质、几何形态与粒径特征等因素。这些因素直接影响聚合物在染色过程中的溶胀行为与染料渗透性。相同的有机染料对PC、PS的染色效率会较HDPE、PEST和PET的染色效率低，而且随着溶剂极性的增加，染色效率也会有所提升[31]。因为传统有机染料对于某些种类的塑料标记具有局限性，因此需要使用更有效的标记策略来突破局限。Hu等[32]的研究通过使用量子点荧光标记法对PET塑料瓶中释放到水体内的MPs进行标记，实现了对水瓶中MPs浓度的高灵敏度检测（百万分之一）。该研究中所使用的量子点标记手段不仅可以标记一些传统有机染料不容易标记的聚合物类型，还可以避免染色过程中发生的假阳性问题。
除了染料类型、染色条件及聚合物性质等因素外，环境条件在荧光标记法的实际应用中同样起着关键作用，尤其是在对复杂环境基质中的MNPs样品进行标记的情境下。在环境样品中进行荧光标记时，基质中的有机物质常常干扰染料与MNPs之间的特异性结合，显著影响标记的准确性与可靠性。例如，在使用亲脂性的荧光染料尼罗红进行染色时，环境介质中的脂类物质与生物残体可能与染料发生非特异性结合，进而产生假阳性信号。此外，研究发现尼罗红染料在复杂环境中存在显著的泄漏行为，其从已染色的微塑料表面脱附后可进一步吸附于环境中其他疏水性污染物上，从而造成错误标记与信号重叠[33]。正因如此，传统有机荧光染料标记方法在土壤—植物体系中的应用受限。这一体系中不仅存在着大量有机杂质的干扰，还有复杂的环境条件会加速染料的降解或失活，进一步影响染色稳定性与追踪持久性。已经有研究致力于解决这一问题，Feng等[34]评估了PMCN染料标记的微塑料在强酸/碱、冻融循环以及淡水和海水环境中的长期稳定性，并发现该染料在处理60天后仍可保持80%的荧光强度，因此该染料可用于水环境中微塑料的可视化标记，但是否可用于土壤-植物系统还需要进一步探究。
[bookmark: _Toc187065534]1.3荧光标记法在MNPs可视化上的应用
[bookmark: OLE_LINK2]自尼罗红首次被用于对海洋环境中的微塑料进行直接荧光标记以来，其作为一种高效的荧光染料在MPs研究中的应用已被广泛认可。尤其自2019年起，尼罗红在研究微塑料定性与定量检测方面的使用次数显著增长，成为最常用的荧光染料之一[10]。然而，在实际应用中，尼罗红对环境样品中天然有机物的非特异性染色可能导致微塑料丰度的高估。例如，Shim等[35]研究发现，某些非塑料成分的颗粒在经消化但未完全去除有机物的情况下被尼罗红染色，导致标记过程出现了假阳性信号。为解决这一问题，有研究者引入了多重荧光染色策略以提高标记的特异性与准确性。例如，Tarafdar等[36]将尼罗红与卡尔科弗卢尔白（Calcofluor White）、埃文斯蓝和4',6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）三种染料按比例混合，开发出一种水溶性复合蓝色染料，通过同时对样品中非塑料有机成分进行标记，可排除部分假阳性信号，提高了荧光标记的准确性。
为了进一步揭示MNPs在土壤—植物系统中的迁移路径、富集机制与空间分布特征，还需要对MNPs进行高效、稳定且尺度可控的标记。然而，传统有机荧光染料的标记分辨率主要集中在微米尺度，对纳米级颗粒的标记能力存在显著局限。针对该问题，已有研究尝试开发更为精准的标记策略。Nguyen和Tufenkji[37]利用被动吸附与热诱导溶胀法，将ATTO 647N染料负载至纳米塑料颗粒表面，使用受激辐射损耗显微镜（Stimulated Emission Depletion Microscopy，STED），将传统有机染料在可视化应用上的灵敏度提高到纳米级别。该研究对所标记的50 nm塑料小球进行了可视化观察，并进一步测试了染料在植物消化液环境（猪笼草）、土壤溶液、酸性条件（pH2.5的HCl溶液）和高温（40℃）等环境条件中的稳定性，发现染料在上述条件下的稳定性均可达21天以上。但值得注意的是，该方法仍存在荧光信号易受光漂白影响的问题，限制了其在更长时间追踪中的应用。
[bookmark: _Hlk205689671]为克服这一限制，近年来兴起的聚集诱导发光染料（Aggregation Induced Emission，AIE）因具有高荧光量子产率、良好的光稳定性与低自猝灭特性等特点[38-40]，已开始被尝试用于MNPs标记示踪研究。AIE具有在固态或高浓度溶液中强烈发光，而在稀溶液中却不发光的特性。这一特性使其不仅有效避免了荧光淬灭现象的发生，还支持长波长激发及近红外激发条件下的成像应用[40]。Wang和wang[41]基于AIE染料对环境相关浓度（50 μg·L-1）下微/纳米塑料（200 nm和20 μm）在大型水蚤肠道中的富集行为进行了活体成像研究，借助AIE染料优异的组织穿透能力，成功实现了NPs（200 nm）在生物体内的动态可视化和在低至50 μm·L-1NPs暴露浓度下的定量化分析。Yang等[42]进一步将AIE技术应用于斑马鱼模型，探究其体内MNPs的聚集行为，研究表明AIE荧光信号在组织中可穿透达4 mm，展现出优越的活体成像深度。此外，AIE探针在日常光照下连续曝光96 h后还具有优异的光稳定性，这说明AIE技术克服了传统有机染料会发生光漂白的技术难点。综上，AIE技术不仅拥有强大的抗荧光淬灭能力，还有较强的组织穿透性，这为复杂环境生物体系中MNPs的示踪研究提供了新技术。若将AIE染料引入土壤—植物体系，有望实现复杂体系中MNPs的高灵敏度、深穿透标记与成像。
[bookmark: _Hlk206021757]综上，尽管荧光标记法在识别和追踪复杂体系中的MNPs方面已展现出良好的应用前景，但其标记效果受多种因素制约，尤其是在复杂环境条件下的稳定性问题尚未完全解决。该标记法仍在不断发展和优化中。AIE技术标记物所激发的发射波长穿透性强，且具有较强的抗背景干扰能力，因此在动植物活体成像方面具有很大的发展潜力和应用前景。
[bookmark: _Toc187065536]2金属标记法
金属标记法最初被开发用于定量分析环境中MNPs，尤其是纳米塑料（NPs）的分布行为与迁移路径[43]。借助电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）等对金属元素高度敏感的分析技术，可间接实现对MNPs的追踪与定量分析，因此在当前MNPs研究中展现出广阔的应用前景。
[bookmark: _Toc187065537]2.1金属标记法的原理
金属标记法是一种通过在MNPs表面吸附或在其内部包埋金属元素，实现标记和检测的技术。根据标记方式的不同，金属标记法主要分为三种类型：金属表面标记法、高温掺杂金属法和金属核心标记法（图2）。
[bookmark: _GoBack][image: ]
图2 微/纳米塑料的金属标记技术常用方法[44]
Fig.2 Common methods of metal labelling techniques for MNPs
土 壤 学 报
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金属表面标记法通常利用静电相互作用将金属颗粒物理吸附到MNPs表面。为增强MNPs与金属元素的相互作用，研究者通常会对金属颗粒或MNPs表面进行改性处理[28]。其中，银（Ag）纳米颗粒由于其可增强拉曼散射信号的特性而在MNPs表面修饰中的应用备受关注。例如，Zhao等[44]通过在MNPs表面附着Ag⁺并进行原位还原，成功实现了Ag纳米颗粒对其表面的修饰，并可借助电化学方法对MNPs浓度进行定量表征。但是由于金属表面标记的方法有众多环境因素都会干扰检测，因此在实际应用中需进行前处理，如采用浊点萃取等手段以提升检测的灵敏度和准确性[45]。
[bookmark: OLE_LINK69]金属核心标记法由Mitrano等[43]提出，其核心原理是在单分散体系中首先合成金属核心，随后通过表面交联聚合形成塑料外壳，从而实现标记。另一种方法—高温掺杂金属法，则通过在高温条件下将金属元素均匀掺杂进塑料基体中，实现金属与塑料的稳定结合[46]。目前，钯（Pd，n=10）是最常用于MNPs标记的金属元素，其次依次为铟（In，n=5）、金（Au，n=3）、铕（Eu，n=2）、银（Ag，n=1）、铁（Fe，n=1）以及铂（Pt，n=1）[29]。
[bookmark: OLE_LINK57][bookmark: _Hlk205693626][image: ]
图3 微/纳米塑料金属标记法定量分析流程
Fig.3 Quantitative analysis flow of micro/nano plastic metal labeling method
[bookmark: _Toc187065539]如图3，金属标记法研究MNPs的流程一般包括金属标记MNPs的合成以及金属标记MNPs的检测与表征。其中对MNPs的检测与表征主要依赖于对MNPs所结合金属元素的分析，这一分析过程通常需要对MNPs进行酸消解处理，因此无法保留其原始形貌信息；而借助激光剥蚀电感耦合等离子体质谱仪（LA-ICP-MS）则可实现对金属标记MNPs空间分布的表征[47]。
2.2影响金属标记法效果的主要因素
金属标记技术的标记效率受多种因素影响，包括所选金属的种类、粒度、标记浓度以及探测器对金属的响应灵敏度等。因此，为了获得可靠的定量分析结果，需要选择环境中浓度较低、探测器灵敏度高的金属元素作为标记。此外，MNPs的合成温度也是影响标记效果的重要因素。理想情况下，应将合成温度保持在材料玻璃化转变温度（Tg）以下，以确保MNPs的结构完整性。然而，由于具体合成工艺存在差异，实际使用的温度范围可从60℃[43]至300℃[46]不等。
一般而言，基于金属元素表面修饰的标记方法与荧光标记法具有相似的局限性，例如在复杂环境中稳定性差、易受基质干扰等。相比之下，采用金属核心包裹MNPs的标记方法，能够在土壤等复杂环境基质中实现长期稳定存在，并展现出更为可靠的定量分析能力。此外，该方法还可实现对多种MNPs的统一金属标记，从而提升方法的适用性与研究效率[43]。
[bookmark: _Toc187065540]2.3金属标记法在MNPs定量研究方面的应用
[bookmark: OLE_LINK71][bookmark: _Hlk206021824][bookmark: OLE_LINK64][bookmark: _Hlk206021855][bookmark: _Toc187065542]金属标记法已广泛用于定量分析环境中MNPs的浓度。Zhao等[44]研究表明，在AgNO3溶液中使Ag+附着在带负电的PS纳米塑料（100 nm、367 nm、500 nm）上，可通过硼氢化钠将微塑料表面的Ag+还原并产生Ag纳米颗粒。该研究通过这一原理在纯溶液体系中建立了电化学定量分析MNPs浓度的检测方法，并对湖泊和海水等实际水环境中的MNPs样品进行了检测，检测限仅为0.05 mg·mL-1，但并不能满足低浓度MNPs的定量分析需求。这也体现了表面附着金属标记法灵敏度不足的局限性。相较而言，高温掺杂和包裹金属核心（Au、Pd等）的标记方法对MNPs浓度的定量更为精确。例如，Frehland等[46]使用Pd作为金属核心制备了核壳结构的纳米PS小球（100 nm），并利用电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）检测标记金属的浓度，从而间接获得污水中MNPs的含量。使用这一方法可精准定量0.05 μg·L-1浓度的纳米PS小球。此外，该研究也对金属标记物的稳定性进行了检测，证实了在去离子水中振荡60天后，所标记的Pd并没有从小球中发生明显的溶出。除了具备较高的稳定性，金属标记法还可用于表征低浓度MNPs在动植物体内的空间分布特征。例如，Du等[48]利用金元素为核心制备的核壳结构纳米塑料，对0.2 mg·L-1浓度NPs（100 nm）暴露下海洋双壳类生物NPs的摄入和分布情况进行了研究，并利用ICP-MS对生物体内低至0.3 μg·L-1的NPs进行了精准的定量分析，为生物体内MNPs研究提供了更具说服力的数据支持，也验证了金属核心标记法更高的灵敏度。Marigliano等[49]比较了金属离子表面吸附、金属有机化合物表面修饰以及纳米金属核心标记3种方法，发现纳米金属核心标记法相较另两种标记方法展现出更高的灵敏度和更强的抗干扰能力。鉴于金属标记法的长期稳定性及与MNPs之间稳定的定量关系，目前主要被应用于污水环境中微/纳米塑料的定量与生物体内微/纳米塑料的示踪分析。金属标记法与荧光标记法等其他标记手段共同标记可同步实现可视化与定量化示踪，这将是金属标记法未来的发展方向之一。
3同位素标记法
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同位素标记法是一种通过将化合物中的特定元素替换为其同位素形式，从而实现对目标物质示踪的技术手段。如图4所示，根据同位素类型的不同，该方法可分为稳定同位素标记法（如13C、15N）和放射性同位素标记法（如14C、64Cu）。
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图4 同位素标记PS合成方法
Fig.4 Isotope-labeled PS synthesis method
土 壤 学 报
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涂 晨等：土壤-植物系统中MNPs的标记技术研究进展
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在检测方式上，稳定同位素依赖质谱分析，而放射性同位素则基于放射性信号检测，尽管存在差异，但其核心原理均是通过同位素在质量或放射性特征上的差异实现对MNPs的高特异性追踪[28]。
[bookmark: _Toc187065543]3.1 稳定同位素标记法
[bookmark: _Hlk166457239]稳定同位素标记法是一种通过使用稳定同位素对MNPs进行标记的示踪技术。目前，¹³C是应用最广泛的稳定同位素，用于标记MNPs，以精确追踪其在环境中的行为[50]。该方法能提供MNPs的空间分布、迁移路径及降解过程的详细信息。由于稳定同位素信号具有高度稳定性和特异性，该方法在揭示MNPs的环境行为及其降解机制方面表现出显著优势。
[bookmark: _Toc187065544]3.1.1 稳定同位素标记法的原理  稳定同位素标记方法是通过在MNPs聚合过程中将聚合物结构中的特定元素替换为其稳定同位素来实现标记。这种替换会引起目标元素的质量变化，从而使标记物能够通过质谱等分析技术与未标记物区分开来，实现对聚合物及其代谢产物的高精准追踪。例如，在聚合反应中，可通过使用含不同丰度的同位素标记单体来代替普通单体，从而合成稳定同位素标记的塑料材料[50]。以碳-13（13C）标记为例，Mauel等[51]通过自由基聚合反应，将80%的普通苯乙烯与20%的13C标记苯乙烯混合，成功合成了13C标记的微塑料（MPs）。随后，可通过同位素比质谱仪获取MNPs中碳元素及其同位素的分布特征，并通过定量检测其降解产物（如13CO₂）进一步分析其降解过程。例如，13CO₂的释放量可直接反映MNPs的矿化程度，而13C在中间降解产物中的分布特征则有助于解析其降解路径。总体而言，稳定同位素标记技术不仅可提供MNPs降解行为的定量信息，还能深入揭示其所经历的化学过程，为评估其在复杂环境中的归趋和生态风险提供强有力的研究工具。
[bookmark: _Toc187065546]稳定同位素标记可借助质谱分析技术实现高精度分析表征。在同位素标记的样品中，由于稳定同位素与天然同位素存在质量差异，所形成的离子峰在质谱图中表现为不同的m/z值，从而实现标记物的鉴定与定量分析。对于13C标记的MNPs，其定量分析通常采用以下方法：（1）气相色谱-质谱联用（GC-MS）：通过分离并检测标记降解产物（如13CO₂），用于评估MNPs的降解程度；（2）元素分析（EA）：测定样品中碳元素总量与13C的相对丰度，提供定量信息；（3）同位素比质谱（IRMS）：通过测量δ13C值，精确计算13C标记物与天然同位素的比值，进而推算出标记物的浓度[50-52]。
此外，纳米级二次离子质谱法（NanoSIMS）可实现高空间分辨率下元素及同位素分布的可视化，有助于揭示MNPs在微观尺度上的迁移与分布行为[52]。与荧光标记相比，稳定同位素标记在复杂环境中具有显著的长期稳定性，信号不会随时间衰减。例如，通过气相色谱-气体同位素质谱联用仪（GC-IRMS）或13C同位素光腔衰荡光谱（CRDS）技术，可实时监测降解过程中释放的13CO₂，从而精确追踪其矿化过程及降解动力学。这些先进手段为MNPs在环境中的归趋及其生态影响研究提供了强有力的技术支撑。
[bookmark: OLE_LINK20]3.1.2 稳定同位素标记法的影响因素  在环境样品中，天然有机物常包含一定比例的13C等天然同位素，其背景信号可能干扰13C标记的MNPs的检测，这种干扰的程度受标记丰度及样品中天然同位素浓度的共同影响。因此，在某些复杂基质或天然同位素浓度较高的条件下，为确保定量结果的准确性，需要对实验数据进行一定的校准处理[53]。不仅如此，示踪剂的选择和样品的纯化步骤也是获得可靠数据的重要影响因素[54]。
[bookmark: _Toc187065547]3.2 放射性同位素标记法
早期的研究主要集中于将放射性同位素标记应用于聚合物材料或大塑料（>5 cm），以探究其生物降解行为。近年来，随着研究重心逐渐转向MNPs，放射性同位素标记技术在该领域的应用也逐渐受到关注[55]。由于其独特的稳定性、高灵敏度、准确性及检测效率，该技术在MNPs环境行为与生态风险评估研究中展现出巨大的潜力。例如，14C标记的PS小球和64Cu标记的PE小球已被成功用于追踪MNPs在环境介质及生物体内的分布与降解过程。这些研究不仅揭示了MNPs的迁移路径和矿化行为，也为其生态风险评估提供了重要数据支持[56]。随着标记技术的不断进步，放射性同位素标记技术有望成为MNPs的环境归趋研究的重要工具。
[bookmark: _Toc187065548]3.2.1 放射性同位素标记法的原理  放射性同位素标记法是通过将MNPs聚合物中的特定元素替换为放射性同位素，实现对其环境行为的高灵敏度追踪。然而，放射性同位素材料的合成、使用及检测需遵循严格的监管规定，且放射性单体价格较高，同时实验操作依赖专用设备（如液体闪烁计数仪、正电子发射断层扫描仪等），因此目前相关研究仍较为有限。已有报道中，14C（n=4）和64Cu（n=2）为常用的标记同位素，分别应用于PS和PE等常见MNPs的研究中[28]。
在合成方面，14C标记MNPs通常通过自由基聚合反应制备，例如使用14C标记的苯乙烯或乙烯单体，可制备出粒径最小达20 nm的纳米塑料[55]。64Cu标记的微塑料（MPs）通常通过化学螯合作用实现：将氨基引入塑料表面后，与1,4,7,10-四氮杂环十二烷-1,4,7,10-四乙酸（DOTA）形成C–N键，再通过DOTA螯合64Cu，最终合成最小尺寸为10 μm的标记微塑料[56]。
通过检测标记物质的放射性（如液体闪烁计数法或正电子发射断层扫描），可获取MNPs中目标元素及其同位素的空间分布信息，并揭示其降解行为。例如，释放的14CO₂量可直接反映MNPs的矿化程度；而64Cu信号可用于追踪MNPs在生物体内的吸收、富集与迁移路径[55-56]。尽管放射性标记法具有极高的灵敏度与特异性，但其推广仍受限于成本、设备条件和辐射安全规范，未来需进一步优化技术体系以降低门槛并扩大研究范围。
[bookmark: _Toc187065550]放射性同位素标记的样品会发射特定类型的辐射（如β粒子或γ射线），通过检测这些粒子/射线的能量与强度，可精确确定标记物的浓度与空间分布。常用的检测设备包括闪烁计数器、气体电离探测器和半导体探测器，具有较高的灵敏度与定量能力[28]。此外，放射性标记样品还可借助直接成像技术实现空间分布可视化[57]。例如，同位素放射自显像可用于二维平面成像，而正电子发射断层扫描（PET成像）和计算机断层扫描则能够实现三维空间的高分辨率成像。成像完成后，结合ImageJ等图像分析软件计算放射性标记物的浓度，以及合成过程中已知的标记丰度，可将放射性信号转化为MNPs的绝对浓度[58]。这些手段不仅能够提供MNPs的高精度定量数据，还可动态揭示其在复杂环境或生物系统中的行为模式，为评估MNPs的环境归趋及生态影响提供重要支持。
3.2.2 放射性同位素标记法的影响因素  放射性同位素的半衰期是决定标记稳定性和适用性的关键物理参数。在选择放射性同位素标记技术时，需综合考虑其衰变特性、半衰期及与之匹配的检测手段。例如，PET成像是一种非侵入性、高灵敏度的成像技术，能够实时、动态监测生物体内放射性示踪剂的行为。PET成像基于β⁺衰变原理，而64Cu的β⁺发射能量（653 keV）显著高于14C（156.5 keV），因此在PET成像中表现出更高的检测灵敏度和空间分辨率，适用于医学诊断和生物体内MNPs的示踪研究[59]。相比之下，14C具有更长的半衰期（约5730年）并可追踪更多土壤—植物系统中的化学过程，因此更适合土壤—植物体系中的研究[60]。在实际应用中应根据研究目标（如短期体内迁移追踪或长期环境稳定性分析）选择合适的放射性同位素及成像技术，以保障标记的稳定性及检测结果的可靠性。
[bookmark: _Toc187065551]3.3 同位素标记法在MNPs参与的化学过程研究中的应用
同位素标记法已成为研究MNPs降解行为的关键技术，可用于揭示底物分解、降解中间体生成、生物量同化及CO₂释放等重要过程。目前，多数研究采用13C和14C同位素，使用气相色谱质谱法（GC-MS）以及同位素比质谱仪（IRMS）估算塑料碳的去向及其转化比例[60]。
为进一步阐明聚合物的降解机制，可在单体结构中进行位置选择性标记。例如，Yang等[61]利用全13C标记的PS，研究了黄粉虫对其苯环（α位）和主碳链（β位）的分解与矿化机制。Zumstein等[62]通过分别在PBAT的三个组成单体——丁二醇、己二酸酯和对苯二甲酸酯——中进行¹³C标记，揭示了各单体的降解路径及微生物代谢转化情况。此外，稳定同位素探测（SIP）技术能够追踪13C标记碳进入微生物生物量并参与代谢，拓展了人们对塑料在真实环境中生物利用机制的理解。
同位素示踪技术还具备空间定位与成像能力。例如，Zumstein等[62]利用NanoSIMS成像，在PBAT膜表面定位检测到13C标记区域，成像面积为45 µm×45 µm至70 µm×70 µm。结果显示，生物定殖区域的¹³C丰度显著高于背景水平（6 at% vs 1.076 at%），证实了土壤微生物对PBAT的降解活动。然而，NanoSIMS在分析过程中可能因原子混合、溅射或沉积导致空间分布精度下降，从而影响定量结果的准确性。
[bookmark: _Hlk205451643]当前研究多基于实验室条件下未嵌入环境基质的纯标记塑料，背景干扰较小。然而，在自然环境中，MNPs浓度通常较低、降解性弱，且易受复杂基质及环境条件（如土壤、有机质含量、根系分泌物等）的影响，追踪其降解行为面临更大挑战。未来需要在样品的前处理过程中实现突破，以高效排除自然环境中多种复杂因子的干扰，显著提升同位素示踪法在实际土壤—植物系统中的应用潜力。
[bookmark: _Toc187065553]4 稀土元素标记法
稀土元素标记法是一种利用稀土金属元素，如铕（Eu³⁺）、铽（Tb³⁺）、钐（Sm³⁺）等作为示踪剂，通过其独特的荧光性质进行高灵敏度分析的技术[63]。该方法的核心之一在于稀土元素的独特光学特性，如长荧光寿命、窄发射光谱、大斯托克斯位移等，这些特性有效提升了检测的灵敏度和抗背景干扰的能力。此外，稀土元素标记法使用环境中浓度较低的稀土元素作为标记物，可结合ICP-MS对MNPs进行精准定量。作为可同时实现MNPs可视化和精准定量的标记方法，稀土元素标记法在土壤—植物体系下MNPs的研究中具有巨大的应用潜力和价值。
4.1稀土元素标记法的原理
稀土元素的发光主要来源于其4f轨道电子的d-f跃迁，这种跃迁在特定波长下发射特征性光子，形成可被精确探测的荧光信号[64]。在实际应用中，稀土离子通常通过与有机配体形成稳定配合物实现功能化标记。以Eu³⁺为例，其斯托克斯位移可达290 nm，显著减小了激发光散射对发射信号的干扰；其荧光寿命可达毫秒级，远超传统荧光染料的纳秒级寿命，从而适用于时间分辨荧光技术（TRF），提高检测的时间分辨率与信噪比[65]。
通过将稀土标记探针与目标分子特异性结合，可实现高选择性和高灵敏度的分析。除荧光检测外，稀土元素还可作为金属标记物通过电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）进行高灵敏度检测，适用于MNPs的定量分析。在实际操作中，可通过溶胀法将稀土离子有效嵌入MNPs中，实现对其在环境介质中的迁移路径、积累特征及生物可利用性的可视化和定量表征[66]。
4.2稀土元素标记法的影响因素
稀土元素因其独特的光学性质，在生物标记和成像领域中展现出显著优势，但其在实际应用中仍面临一定的挑战。首先，稀土离子的发光特性受激发方式影响较大。稀土离子常见的激发模式包括化学发光、电致发光和光致发光。其中，化学发光和电致发光的量子效率较低，这主要是因为在它们提供和传递能量的过程中会消耗大量能量，而光致发光可为稀土元素精准供能，且具有发光效率高、发射峰窄和寿命长等优势，因此光致发光的激发模式在多种应用中被广泛采用[67]。
其次，标记过程中的pH也会大大影响标记效率，当pH较低时，H+会与稀土离子竞争螯合剂上的配位点，导致标记效率低下。当pH过高时，稀土离子又会发生水解产生沉淀，同样影响标记过程的效率。因此，在使用稀土离子进行标记的过程中，一定要将反应体系的pH控制在弱酸性到中性的范围内，才能达到较好的标记效果[68]。
[bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK60][bookmark: OLE_LINK5]最后，稀土离子具有较小的摩尔吸光系数（＜10 L·mol-1·cm-1）以及4f-4f跃迁的禁阻作用，导致激发能量难以直接作用于稀土中心离子[69-71]。由于发光强度与吸收能力及量子产率正相关，这一弱吸收机制限制了稀土荧光的实际应用。为克服上述问题，“天线效应”或称敏化机制被广泛采用。该机制通过引入强吸收能力的配体（天线分子），增强能量吸收并高效传递给稀土离子，从而显著提升发光强度。早在1942年， Weissman[68]即发现Eu3+与β-二酮配位后，在紫外激发下能显著增强其特征性窄带发射。此后，大量研究围绕稀土–配体复合物展开。例如，Cortecchia等[72]在研究Eu³⁺掺杂的层状钙钛矿NMA₂PbBr₄与β—二酮酸配体复合体系中，利用萘基官能化阳离子（NMA=1-萘基甲基铵）实现了Eu³⁺的直接敏化。配体不仅提供理想的配位几何结构以促进能量转移，还使发光效率提高近30倍。该过程中，配体的吸收能力、配体到金属的能量转移效率及金属中心的辐射效率三者协同决定了发光性能[73]。此外，可通过调整稀土离子种类或其比例实现发射颜色的调控。稀土离子的发光波段覆盖广泛，从紫外区、可见光区（400～800 nm）直至近红外区（NIR，800～1700 nm），其中Eu3+(红光)、Tb3+(绿光)、Sm3+(橙色光)、Tm3+(蓝光)和Dy3+（白光或接近白光） 在可见光区域发光，而Pr3+、Nd3+、Sm3+、Dy3+、Ho3+、Er+、Tm3+、Yb3+等则能发射近红外光[74-77]。因此，稀土元素可根据发射波长设计为多色荧光探针，为多重成像与多参数检测提供丰富支持[78]。同时，如果改变配体的结构或电子特性，也可调节荧光强度和波长，实现在不同功能场景下的定制化发光性能[71,79-80]。
4.3稀土元素标记法在土壤—植物体系中MNPs定量化示踪研究中的应用
[bookmark: _Hlk206075209]近年来，利用稀土元素标记法在土壤—植物系统中开展MNPs的示踪与量化研究取得了突破性进展。Luo等[81]使用稀土元素镧系螯合物Eu(TTA)3（噻吩甲酰三氟丙酮）作为双功能示踪剂，成功标记了0.2 μm粒径的PS塑料。该实验在模拟植物细胞环境（2.5 mM CaNO3、1 mM MgSO4、2.5 mM KNO3、0.1 mM K2HPO4、5 mM NaCl、50 μM葡萄糖、25 μM草酸、12.5 μM丝氨酸、5 μM铁叶绿酸钠）下进行了Eu-PS稳定性实验，在6天的实验周期中，Eu(TTA)3未从被标记的PS微球向溶液中产生明显的溶出。该研究利用稀土配合物的时间分辨荧光特性实现了对植物（小麦和生菜）中吸收积累的PS-Eu颗粒的准确可视化追踪，并进一步通过ICP-MS检测了5 μg·L-1浓度PS小球暴露下蔬菜和作物体内的Eu含量，间接量化分析了生菜和小麦对PS-Eu颗粒的吸收和转运量。通过此方法，可对接近微/纳米塑料环境浓度暴露下植物吸收积累量进行量化分析。基于稀土配合物掺杂标记的方法克服了微/纳米塑料颗粒传统荧光标记方法存在的背景荧光干扰、染料易泄漏、难以同时进行精确定量等缺点，为微/纳米塑料颗粒在复杂生物介质中积累、传输和分布提供了一种崭新、简便、通用的研究方法。这将有助于全面理解和认识微/纳米塑料在生物体内的吸收过程与机制，也可为定量评估微/纳米塑料的生态和食物链传递风险奠定方法学基础并提供科学依据。Li等[82]采用Eu³⁺标记30 nm的PS微球，通过可视化手段成功揭示了其通过叶片气孔进入植物体内，并沿质外体通道向维管组织迁移，最终在毛状体中富集的叶面吸收转移路径。这进一步拓展了稀土标记法在真实环境暴露条件下的应用场景。
表1对稀土标记及其他几种标记技术的一系列特点进行了比较。荧光标记法主要适用于微纳塑料的可视化研究，可视化的灵敏度可达50 nm粒径，如果选用较为稳定的染料，也可使荧光标记的稳定性达到21天以上[37]；金属标记法则在定量研究和稳定性上有所突破，能够实现0.3 μg·L-1微塑料的定量化分析，并在水环境中稳定存在2个月以上[43]；同位素标记法则在特异性上尤为突出，能够追踪微纳塑料的降解行为，稳定同位素标记法在环境中也十分稳定；而稀土标记法不仅可同时实现微/纳米塑料的可视化和定量分析，而且定量的灵敏度可达到5 μg·L-1，也能够在细胞环境中稳定存在6天以上[81]。
综合比较下，稀土元素标记法在土壤-植物系统中微/纳米塑料的示踪与定量研究方面展现出显著的优势，包括高灵敏度可视化能力、定量分析的高准确性、优异的环境稳定性，以及良好的多功能性与适应性，是未来土壤-植物系统中MNPs环境行为与生态效应研究中值得重视和发展的关键技术。


[bookmark: OLE_LINK49]表1 各种标记方法的优缺点比较
Table 1 Comparison of advantages and disadvantages of various marking methods
	标记方法Labeling method
	可标记
微/纳米塑料粒径
MNPs particle size

	标记特异性、灵敏度以及
环境稳定性
Labeling specificity,
sensitivity, and
environmental stability
	检测方法
复杂度
Detection method
complexity

	[bookmark: OLE_LINK61]环境影响Environmental impact
	示踪效果Tracing effect

	荧光
标记法Fluorescence labeling
	>50 nm
	特异性低，容易受到环境中有机杂质的影响环境。
可对50 nm粒径纳米塑料进行可视化分析[38]。
选用比较稳定的染料可在消化液环境、土壤溶液环境、40℃环境下稳定21天以上[38]
	较为简便，染色后即可观测
	较小
	MNPs的可视化和简单的量化分析

	[bookmark: OLE_LINK62]金属
标记法Metal labeling

	>50 nm
	特异性高，但会受环境中所选取金属元素浓度的影响
可实现0.3 μg·L-1浓度微塑料的精确定量[50]。
环境稳定性良好，能够在水环境中稳定存在两个月[44]
	[bookmark: OLE_LINK14]较为复杂，需要消解并使用痕量金属检测仪器
	部分有毒金属元素的危害较大
	MNPs较为精准的量化分析和简单的空间分布特征，可长期示踪

	同位素
标记法Isotope labeling

	分子级
	特异性高，可对所标记物质的化学过程进行研究。
环境稳定性良好，能够在环境中长期稳定存在
	复杂，需要专业资质以及专业的同位素分析仪器
	放射性同位素危险性高，需要进行风险管控
	对MNPs化学降解过程的示踪以及空间分布特征，可长期示踪

	[bookmark: OLE_LINK63]稀土元素
标记法
Rare earth element labeling
	>50 nm
	特异性高，能够建立稳定的定量关系。
能够实现5 μg·L-1亚微米塑料的精准定量分析[81]。
环境稳定性良好，能够在模拟植物细胞环境中长期存在[82]
	较为复杂，需要消解并使用痕量金属检测仪器
	要注意防止稀土元素的泄漏
	MNPs的可视化以及精准的定量分析，可长期示踪


[bookmark: _Toc187065554]5 结论与展望
本文系统总结了荧光标记法、金属标记法、稳定同位素标记法、放射性同位素标记法和稀土元素标记法等几种主要的MNPs标记方法的主要原理、适用范围和应用案例。目前，这些标记技术在应用于土壤—植物系统中的MNPs研究时，往往是通过预先标记MNPs来实现的。但无论何种标记方式，往往都可能对MNPs的理化性质产生影响，进而使研究结果与环境中真实MNPs所产生的效应存在一定的差异。因此，未来土壤—植物系统中MNPs的标记技术发展应重点关注以下几个方面：
[bookmark: OLE_LINK11]（1）研发新型标记物：探索更多多功能的新型标记物，让被标记的MNPs能够提供更多维度的信息，推进土壤—植物体系中MNPs研究的进一步深入。（2）发展多标记物混合标记技术：多种标记物混合标记可提高标记的特异性，降低假阳性的干扰，在荧光标记中使用合适的多种标记物共同标记可提高标记效率。（3）降低标记物泄漏风险：荧光标记、金属标记和稀土标记技术都具有易在环境和生物体内风化降解时产生标记物泄漏的风险，未来可通过筛选结构更稳定的标记物、研发键合更牢固的标记技术，以降低标记物的泄漏风险，提高标记技术的精准性和高效性。（4）建立真实环境中MNPs标记效果的评估体系：建立一套科学有效的评估体系，对真实环境中的MNPs经标记后的理化性质进行系统科学的评估，以确保标记技术在土壤-植物系统中迁移转化和生态效应研究的精准、高效、灵敏和便捷。
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