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Abstract The possible mechanisms responsible for the inaction of Bacillus subtilis spore with the atmospheric
pressure argon plasma，generated with a lab-built，single-electrode plasma jet，were experimentally studied． The im-
pacts of the inaction conditions，including the plasma exposure time，temperature，ultraviolet(UV) irradiation，and e-
lectric field，on the inaction rate were evaluated． The morphologies and protein leakage of the spores，before and af-
ter the plasma exposure，were characterized with scanning electron microscopy，conventional emission spectroscopy，
and optical spectroscopy． After the plasma exposure for 5 min，the killing-log-value of Bacillus subtilis spore was
found to be less than 2. 0，little depending on the heat，UV irradiation，and hydroxyl radicals． We suggest that the en-
ergetic particles of the plasma may seriously damage cell walls or membranes，and eventually inactivate the spores．

Keywords Bacterial inactivation，Plasma jet，Low-temperature plasma，Bacillus subtilis spore，SEM，Protein
leakage

摘要 为研究低温大气压等离子体灭菌机理，设计了一种单电极等离子射流装置。使用该装置对枯草杆菌芽孢进行了
细菌灭活实验。利用扫描电镜(SEM)观察了氩等离子体处理前后细菌芽孢的形貌变化;测量了等离子体处理后枯草杆菌芽
孢蛋白质泄漏量，并进行了光谱诊断。实验结果表明枯草杆菌芽孢经氩等离子体射流处理 5 min后，芽孢杀灭率低于两个量
级。温度和紫外光在细菌灭活中作用较小，羟基自由基不起主要作用。SEM结果显示氩等离子体处理 5 min后枯草杆菌芽孢
形态基本保持完整。根据 SEM、蛋白质泄漏量和发射光谱分析结果，推断高能粒子在细菌灭活中起主要作用。高能粒子对细
菌细胞壁和细胞膜造成一定的刻蚀作用，并最终导致了枯草杆菌芽孢的失活。
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近些年来，随着低温等离子体技术的发展和深

入研究，促使其在生物医学灭菌、材料科学、微电子
等方面广泛应用。
低温等离子体因其在消毒、灭菌领域中具有快捷、

低温、简单、高效及安全无污染等优点，同时等离子体
灭菌技术在空气、食品工业、制药及包装行业、医疗行
业、航天器等领域的消毒灭菌方面的研究中效果良好、
独具潜力

［1 －9，24］。这也正好满足了医疗行业对消毒灭
菌快速、安全、绿色的要求，以及食品行业提高微生物

食品安全和质量，不影响食品的营养，功能性和感官特

性，食品低温消毒保鲜创新工艺的要求。
产生低温等离子体的气体放电形式主要有电晕

放电、辉光放电和介质阻挡放电(DBD)等。大气压
等离子体射流通常也采用 DBD 方式产生。等离子
体射流的重要特性是能够穿过具有高深宽比的微型

结构物体(如狭缝、毛细管)［10 － 12］。大气压等离子
体射流可以穿过间距为 150 μm的平行玻璃板、玻璃
毛细管以及塑料毛细管。这个特性使射流能够处理
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具有复杂几何形状和腔体如牙科(牙科手术器械以及

牙根管的处理)。等离子体射流易于微型化或规模化
放大，可以形成射流阵列处理特殊形状的物体

［13］。
有关低温等离子体杀灭微生物的机制，目前尚

不完全清楚。本文采用高频高压电源为激发源，以
单电极 DBD放电方式产生大气压氩等离子体射流，
由于电极阻挡介质的存在，产生的等离子温度不高。
对等离子体射流的特性进行了定性的解释，对医用

聚四氟乙烯载体(PTFE)上的枯草杆菌芽孢失活效
果以及等离子体与细菌作用机制进行了研究。等离
子体射流中有杀菌作用的成分有温度、紫外线、带电
粒子、高压电场、活性成分等［14］。本文考察了温度、
紫外线对细菌灭活的影响，利用扫描电子显微镜

(SEM)来观察等离子体处理前后细胞的形貌变化，
利用光谱仪对等离子体射流发射光谱进行分析，分

析其所含组分，测量了细胞内蛋白质泄漏量的变化。
在实验、诊断基础上，进一步探讨等离子体射流灭菌
的机理。

1 实验装置和方法
1. 1 单电极氩等离子体射流的产生
单电极等离子体射流如图 1 所示，直径为 1. 5

mm的高压铜电极套在一端封闭的石英玻璃管内，
并伸入圆柱形聚四氟放电腔内(腔体外径 35 mm，内
径 15 mm)，射流出口由外径为 6 mm的石英玻璃构
成，电极和石英玻璃管由 PTFE 固定。气体流量由
流量计进行调节，实验时氩气的体积流量设置为

12. 5 L /min。高压铜电极和交流高压电源相连，频
率调节范围在 10 ～ 50 kHz。外加电压(频率 f = 38
kHz)和放电电流分别由 Tektronix P6015 高压探头
和电流传感器测量，并由 Tektronix TDS 4024示波器串

图 1 单电极等离子体射流实验装置示意图
Fig. 1 Experimental setup of the single-electrode plasma jet

口和计算机采集获得实时数据。图 2 为外加电压峰
值 Vp = 10 kV 时外加电压及放电电流波形，此时射
流长度可达 2 cm。从图 2 中可以看出在每个放电
电压半周期仅有一个电流脉冲出现，这说明氩气单

电极等离子体射流表现出类辉光放电特性
［15］。放

电时氩等离子体射流温度低于 40℃。

图 2 放电电压及电流波形图
Fig. 2 Discharge waveforms of voltage and current

1. 2 等离子体射流等效电路
单电极等离子射流可以等效为平板 DBD放电，

只不过它不存在实际的接地电极。研究人员利用高
速相机证实了等离子体射流并非完全连续的放电，

实际上是一团团等离子体以类似“子弹”形式传播
的结果。通常认为等离子体射流以快速离子波的形
式传播，等离子体“子弹”头部含有大量的正离子，
由于光致电离的作用，“子弹”头部的光子在不远处
产生光电子，两处之间的强电场使光电子向等离子

体团头部加速时产生电子雪崩，等离子体团头部的

正离子将被电子雪崩中和。这样原先产生光电子的
地方将有大量的正离子形成新的等离子体团，依次

传递下去形成等离子体射流
［25 － 26］。当射流传播至

玻璃管外时，由于空气的渗入，与等离子体发生复

合，等离子体“子弹”头部的电场不足以维持其继续
传播，射流长度保持不变，因此等离子体射流末端可

以认为是虚地点
［27］。整个射流空间相当于平板

DBD放电两极板之间的间隙，设其电容为 Cg，玻璃

管壁(包括高压电极外的石英管和射流空间的石英

管)与管外部空间相当于介质层，设其电容 Cd。等
效电路模型如图 3，其中 Ｒp、Cp 为高压探头的等效

电路。传导电流可用:Icond = (Cg /Cd + 1) Il － 2πf VAC

Cg 来表示
［16］，其中 f为电源的工作频率。在一个周

期的放电持续时间内，若传导电流相比装置上的位

移电流显著得多，传导电流公式可简化为:Icond≈2πf
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VACCd，可以近似认为传导电流大小与电源频率和外

加电压大小成正比。当保持气体流量和频率不变，
改变电压时射流长度也随着改变。

图 3 等离子体射流等效电路
Fig. 3 The equivalent circuit of the plasma jet

1. 3 实验步骤
枯草杆菌芽孢悬液的制备可以参照国家《消毒

技术规范》。用移液枪将 50 μl细菌的菌悬液(菌液
浓度为 1． 16 × 108 CFU /ml)滴到直径为 6 mm的 PT-
FE载体上，在无菌的操作间中用操作台的气流风干
菌液。然后将染菌的 PTFE 载体放于培养皿中央，
并置于射流出口 1 cm处理不同时间(处理时间分别
为 10，20，40，60，120，300 s)。处理后的样品用 5 ml
无菌水浸泡 1 h，并稀释至一定倍数，用平板计数法
来测定样品中存活的菌落数。
为了测定处理样品的蛋白质泄漏量(蛋白质泄

漏量的测定可以反映等离子体处理前后细胞损伤程

度)，将等离子体处理后的样品浸泡于 5 ml 磷酸缓
冲液中 1 h，经离心机 4000 r /min 离心 10 min，吸取
1 ml上清液，加入 5 ml 的考马斯亮蓝溶液，充分混
合，约 2 min 后用双光束紫外可见分光光度计(TU
－1901)进行测试。为避免误差，以上样品均做三
组平行实验。

2 实验结果与讨论
2. 1 PTFE载体的灭活
从图 4 中可以看出，枯草杆菌芽孢的数量随着

Ar等离子体射流处理时间的增加而减少。在 1 min
内芽孢杀灭速率较快，处理 1 min 左右时存活数量
下降了 1 个数量级，从 1 min 后，芽孢杀灭速率趋于
平缓，在 5 min 时存活数量下降了不到 2 个数量级。
这可能是因为“阴影效应”———下层的细菌被上层
的细菌覆盖，使得灭菌速率不断降低

［17］。
2. 2 温度影响
用热气流来模拟等离子体温度对枯草杆菌芽孢

图 4 不同处理时间枯草杆菌芽孢存活数
Fig. 4 Survival numbers of Bacillus subtilis spores after

plasma exposure

失活的影响。温度范围为 60 ～ 100℃，处理时间为 5
min。枯草杆菌芽孢样品经热气流理后，在 60℃存
活的数量下降了 4%，80℃存活的数量下降了 9%，
100℃存活的数量下降了约 20% (如图 4 所示)。而
氩等离子体射流温度低于 40℃。这表明等离子体
射流的温度对枯草杆菌芽孢的失活基本没有作用。
2. 3 UV光辐照
等离子体射流的 UV 光能够透过石英玻璃，而

带电粒子和化学活性粒子则被石英玻璃阻隔，故石

英玻璃覆盖的枯草杆菌芽孢样品可以模拟只有 UV
光对细菌的失活作用。样品经等离子体射流处理 5
min后，枯草杆菌芽孢的存活数降低了约 10% 。通
常 UV 光辐照在波长位于“失活波段”(220 ～ 280
nm)范围并且强度达到一定程度才会对细菌的失活
有显著的效果，而从图 5 中并没有发现 220 ～ 280
nm的谱线。这也解释了氩等离子体射流的 UV 光
对枯草杆菌芽孢失活作用很小的原因。
2. 4 发射光谱图
使用波长范围为 200 ～ 1100 nm 的发射光谱

(Avaspec-2048 optical fiber emission spectrometer)对
Ar等离子体射流进行了测试。图 5 是 Ar 等离子体
射流发射光谱图。从图中可以看出有·OH (306 ～
310 nm)和 ArⅠ(696. 54，706. 72，727. 2936，738. 3980，
750. 3869 ，751. 4652，763. 5106，772. 4207，794． 8176，
800. 6157，801. 4786，810. 36931，811. 5311，826. 4522，
840. 8210 nm)等氩活性粒子出现在等离子体射流中。
氩冷等离子体射流与空气中微量水分发生反应

生成·OH，其含量很低，且在光谱中只相当于 Ar 的
最高发射谱线 1 /5，结合 M． G． kong等［19 － 20］的实验结
果，认为·OH不起主要灭菌作用。
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图 5 氩等离子体射流发射光谱图
Fig. 5 Emission spectra of the argon plasma

2. 5 SEM观察
细菌的基本结构是由细胞壁、细胞膜、核质、核

糖体及其内容物等所组成，其中细胞壁与细胞膜共

同构成保护性屏障，在抵抗各类杀菌方法中起着重

要作用。由图 6 可知，等离子体处理前后枯草杆菌
芽孢表面并没有明显的破坏。

图 6 等离子体处理前后芽孢的 SEM图片
Fig. 6 SEM photographs before and after plasma exposure

2. 6 蛋白质测量
SEM图中没有发现芽孢表面有明显破坏的迹

象，而蛋白质测量可以间接反映其受损程度。为了
更清楚了解芽孢表面有无损伤，我们做了蛋白质泄

漏量的检测，图 7 即为蛋白质泄漏量和等离子体灭
菌与时间的关系图。由图 7 可知蛋白质泄漏量随着
氩等离子体射流处理时间延长而增加，在最初 1 min
处理时间内，蛋白质泄漏量迅速增加，同时等离子体

处理的枯草杆菌芽孢存活数量也迅速减少，两者具

有对应的趋势。在 1 ～ 5 min 的处理时间内蛋白质
泄漏量缓慢增加，而芽孢杀灭速率趋于平缓。
3 结果分析
等离子体射流中有杀菌作用的成分有温度、紫

外线、带电粒子、高压电场、活性成分等。通过对实
验结果的分析可知，枯草杆菌芽孢经 80℃热气流处

理 5 min后存活的数量仅下降了 9% ;经紫外光辐射
处理 5 min 后，枯草杆菌芽孢的存活数降低 10%。
这表明等离子体射流温度和 UV 光对细菌灭活作用
较小。通常认为高压电场对细菌灭活不起明显作
用
［8，18］。从光谱图 5 中可以看出，谱线范围主要为
·OH(306 ～ 310 nm)以及氩活性粒子(690 ～ 850
nm)，氩等离子体射流中·OH是由于空气中微量水
分电离形成的，其含量较少，光谱光强较低，对细菌

失活并不起主要作用。从图 7 可以看出，蛋白质泄
漏量随着氩等离子体处理时间延长而增加。本文认
为高能粒子(氩离子、亚稳态氩离子、激发态氩原子
等)对细菌灭活起主要作用。等离子体中的高能粒
子快速轰击芽孢表面，并在微观结构上损伤了细胞

的细胞壁和细胞膜，使细胞内的内容物质(如蛋白

质)溢出，最终导致了微生物的失活
［21］。由于分辨

率的原因，这种损伤无法在 SEM中看出，故经 Ar等
离子体处理 5 min 的芽孢外形基本完整，这与国内
外一些研究者的结论一致

［2，22 － 23］。

图 7 蛋白质泄漏量和等离子体灭菌随 Ar等离子体处理
时间变化的曲线

Fig. 7 Quantity of protein leakage after plasma exposure for
different time

4 结束语
本文以单电极 DBD 放电方式产生大气压类辉

光氩等离子体射流，并用于枯草杆菌芽孢灭活研究。
实验研究表明，经氩等离子体射流处理 5 min PTFE
载体枯草杆菌芽孢存活数量下降低于两个数量级。
温度、紫外光、电场在细菌灭活中作用较小，活性成
分(·OH)并不起主要作用，高能粒子起主要作用。
等离子体射流中的高能粒子对于芽孢表面的损伤是

导致细菌灭活的主要原因。
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