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常压低温等离子体对微生物的杀灭研究
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（3中国人民解放军总医院 医院感染管理研究科 北京 3$$0"5）

（#中国科学院微电子所 北京 3$$$3$）

摘 要：初步探讨 )CCD等离子体对微生物的影响机制，用 )CCD与 EFE两种不同类型等离子体对不同代表微生物
金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草杆菌黑色变种进行处理，分析比较不同微生物对不同等离子体的存活曲线；进而

利用扫描电镜观察微生物细胞壁、膜等外部结构的变化。结果显示两种等离子体对不同微生物的杀灭作用均为先

快后慢，)CCD的作用效果远好于 EFE（EFE对金黄色葡萄球菌及枯草杆菌黑色变种芽孢的 E值为 6$=，而 )CCD的 E
值为 !=）。同时，在 )CCD的作用下，大肠杆菌细胞壁、膜有明显破裂发生。这证明，)CCD可快速有效地杀灭微生物
体，其灭菌机制可能与微生物细胞壁、膜的破裂有关。
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等离子体（C’9=89）是指气体在加热或者强电磁场作用下
产生的高度电离的气体云，其所含的活性自由基及射线对微

生物有较好的杀灭作用［3］，但由于产生等离子体的方式不

同，其对微生物的杀灭机制也不同。传统的产生等离子体的

方式有两种：一是大气压下的高电压气体击穿电离（几千伏

到上万伏），如相对低温的 EFE 技术（E,/’/?>+,? J9++,/+
K,=?:9+A/）；二是真空室中的低温大面积放电。而 )CCD
（)>8&=*:/+,? C+/==L+/ C’9=89 D/>，常压低温射频）这项新技术
突破性地在大气压下产生了低温均匀等离子体。当前，)CCD
的物理机制还有待进一步解释［3#］，而且其对微生物体的影响

机制及杀灭机理也不清楚，已成为当前研究的热点。

! 材料和方法

!"! 菌种
金黄色葡萄球菌（ !"#$%&’()())*+ #*,-*+，).MM1"50）、大肠

杆菌（.+)%-,/)%/# )(’/ ).MM0$44）、枯草杆菌黑色变种（0#)/’’*+
+*1"/’/+ N9+ ( 2/3-,，).MM456#）为本实验室保存菌种。所有实验
菌株均培养于营养琼脂培养基中。

!"# 细菌悬液的制备［$］

冻干菌种融化后，复苏划线接种于营养琼脂培养基平

板。挑取典型单菌落，接种斜面 56O培养过夜。将 5H$ P
"H$8Q CFR缓冲液加入斜面试管内，反复吹吸，洗下菌苔。将
菌悬液移至另一无菌试管中，振荡使细菌悬浮后，用血细胞

计数板计数后，!O备存于当天使用。
!"$ 菌涂片的制备
将载体玻片用碱性皂液及蒸馏水煮沸脱脂处理，并漂洗

至 *S中性；晾干灭菌备用。吸取 3$!Q上述菌悬液均匀涂布

于处理过的玻片上，晾干。

!"% &’’(及 )*)处理

)CCD及 EFE等离子体处理菌涂片在中国科学院微电子
所王守国教授实验室完成。具体技术参数如下：EFE（高电
压击穿，仍为常压低温）等离子体的气体流量为：氩气 )+，

3"QT8,;，氧气 U#，!"8QT8,;；作用距离 K为 #!88，作用功率 C

为 3$$$V；)CCD射频等离子体的气体流量：氩气 )+，5$QT8,;；
作用距离 K为 688；作用功率 C为 0$V。

!"+ 活菌培养计数
将 )CCD等离子体处理后的涂有微生物体的玻片放入含

有 "8Q CFR溶液的大试管中，振荡将菌洗下成为菌悬液。将
该菌悬液进行系列稀释，选择适宜稀释度吸取 38Q加于无菌
平皿内。每一稀释度接种 5个平皿。采用倾注培养法，56O
培养 !0:后，进行活菌计数。

!", 扫描电镜分析［%］

菌片样品经处理后用 5W戊二醛固定 #:，用$H$68&’TQ
CFR磷酸缓冲液浸洗 5次，每次 " 8,;。然后用 3W锇酸固定

#:，再进行乙醇梯度脱水，醋酸异戊酯置换，在临界点干燥
（日立 SMC2#）。真空镀膜（D7M23"$$），在日立 R20$$扫描电镜
下观察，并拍照。

!"- 数据分析
通过曲线得出细菌存活数与等离子体作用时间的关系

是 ’A［-（>）T-$］X @ B·>。求出 E值：E X >T（’A-$ @ ’A-=），E值：

杀灭微生物数量达 4$W所需的时间；-$ 是初始的菌数，-=是

存活的菌数。实验中所采用数据均为 5次平行实验的代表
值，经 Y+9*: C+,=8!H$处理做图。



! 结果

!"# $%$氩气等离子体
由图 !所示，在前 !"#$内，%&%对金黄色葡萄球菌（革兰

氏阳性菌的代表）的杀灭速度较快，%值约为 !’"()*+；在 !"#$
后，其杀灭速度较慢且曲线较为平滑，% 值约为 ,)*+；在
!#)*+内，%&%对金黄色葡萄球菌杀灭率大于 "个对数值。
值得注意的是，在处理 -#$时，金黄色葡萄球菌的数量略高
于处理 !($时。使用枯草杆菌黑色变种芽孢作为细菌芽孢
的代表（图 !）。结果显示，前 -#$的芽孢被灭活的速度较快，
%值约 .#$，而此后的杀灭速度很慢（%值约为 !#)*+）。同样
有趣的是，在处理 !)*+后的菌数多于处理 -#$的。
对革兰氏阴性菌的代表———大肠杆菌（! / "#$%），%&%在

前 !#$内的灭活速度很快，%值约 .$；此后速度相对减慢且曲
线曲折。同样，观察到在处理 !($时的菌数多于处理 -#$时。

图 # $%$等离子体处理下的不同微生物的存活曲线

0*1/! 2345*567 83459 :; <*;;949+= )*84:>9$ =496=9< >? %&% @76$)6

!"! 氩气 &’’(射频等离子体
结果显示，在 ABBC处理下，前 !($内金黄色葡萄球菌的

死亡速度很快，%值约 D$，远高于 %&%氩气等离子体处理效
果；后期该菌的死亡速度相对减慢且曲线平滑，%值约 -,$；
而 ABBC等离子体对枯草杆菌黑色变种芽孢的杀灭速率也很
快，前 !($内，%值约 E$，后期速度相对减慢且曲线平滑 %值
约 E#$，远快于 %&%等离子体对芽孢的杀灭效率；对大肠杆菌
的杀灭作用，ABBC等离子体也远强于 %&%等离子体，%值约
为 "$，且在很短时间（($）内将大肠杆菌全部杀死。更为明显

图 ! &’’(等离子体处理下的不同微生物的存活曲线

0*1/" 2345*567 83459 :; <*;;949+= )*84:>9$ =496=9< >? ABBC @76$)6

的是，ABBC作用下的微生物存活曲线持续快速下降，无反升
现象（图 "）。
!") 不同等离子体对不同微生物的 $值比较

%&%对革兰氏阳性菌的代表金黄色葡萄球菌杀灭的 %
值为 .($，对革兰氏阴性菌的代表大肠杆菌杀灭的 %值为 .$，
而对细菌芽孢的代表枯草杆菌黑色变种芽孢杀灭的 %值为
.#$；同样，用 ABBC技术处理这 -种细菌代表，其 %值分别为
D$、"$和 E$，明显比 %&%的作用时间短。
!"* 微生物细胞壁、膜在 &’’(作用下的结构改变
实验中，最重要的发现是对暴露于 ABBC等离子体下的

大肠杆菌细胞壁的破损。图 -F&所示，大肠杆菌的细胞壁、
膜在 ABBC等离子体处理 E$后明显破裂，使细胞质流向周围
介质中。

图 ) 扫描电镜下经 &’’(处理的 ! + "#$% 细胞破损情况（,#-- .）

0*1/- G4:$$ ):4@H:7:1*867 <6)619 :; ! / "#$% 8977$ 3+<94 2IJ 6;=94

ABBC =496=)9+=（,!## K）

A：L:+=4:7；&：ABBC E$F=496=9</

) 讨论

ABBC技术以射频电容方式耦合的方式在大气压下产生

等离子体炬（目前除美国、德国及中国的几家实验室外，这种

等离子体只能产生在真空室中［E］）。实验中，我们使用了两

种以氩气作为载体气体的等离子体，一种是电压较高并加入

氧气的 %&%；另一种则是低电压温和的射频等离子体

（ABBC）［(］。结果显示，ABBC对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯

草杆菌黑色变种的作用杀灭效率明显好于 %&%等离子体。

在 %&%等离子体处理下，-种细菌存活曲线相似，都可以分

成三部分。第一阶段前 -#$内，%值普遍较小，杀菌速度快；

而第二阶段（-# M D#$），细菌数量反而有增多趋势；在第三阶

段（D#$后），%值都较大，杀菌速度变慢。这显示，%&%等离

子体杀灭微生物在不同时期可能有不同的机制：第一阶段，

可能是其产生的某些射线穿透细胞杀死细菌，有的细菌可以

耐受而存活；第三阶段，其等离子体中的活性物质影响细胞

的正常生理生化反应，如活性氧作用于细胞，可使细胞膜中

的不饱和脂肪酸氧化而饱和，从而使细胞膜失去正常功

能［D］；关于第二阶段细菌数量增多也许是因为等离子体不均

匀所致，而且这种现象也只出现于 %&%等离子体中，有待进

一步研究。有趣的是，国外有相关报道，单一氩气放电产生

的等离子体可以促使细菌生长［.］。相对而言，ABBC等离子体

对微生物的影响曲线，可比较明显地分为两个阶段：第一阶
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段杀菌速度很快，第二阶段的速度就相对较慢（图 !）。其机

制大概与上面 "#"等离子体的第一、三阶段类似。

另外，关于不同等离子体对微生物的杀灭机理，$%&’()［*］

研究组指出带电粒子可能在细胞外膜表面积累，产生超过细

胞膜自身张力的静电力，从而引起细胞破裂，并预言革兰氏

阴性菌发生这种破裂的可能性较大。相反，$+&,(%等［-］则认

为是活性自由基（比如活性氧）导致了细胞外膜的破裂。在

本实验中，.//0技术使样品远离放电腔，不直接与带电离子

作用，而主要与可能的活性自由基发生反应［1］，因此大肠杆

菌细胞壁及外膜的破裂（图 2）从一定程度上证明，活性自由

基在 .//0引起微生物细胞破裂机制中发挥主要作用，而与

带电粒子的关系不密切。

总而言之，.//0技术作为只有世界上少数实验室才掌握

的新技术，其物理机制远未明晰，但其应用前景非常广阔。

而其对微生物体及至其他生物体的影响作用研究更是尚处

于起步阶段，因此，在相对稳定的条件下，进一步深入探讨

.//0的电压、频率等物理参数与处理时间、距离及不同微生

物种类的关系，阐明其具体杀菌机制将为其实际应用打下坚

实基础。
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