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低温氧等离子体杀灭铜绿假单胞菌的效果及机理
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摘要：【目的】本文采用低温氧等离子体，在自行设计的远程等离子体反应装置中，对位于不同放电区域（放

电区，余辉区，远程区）的模拟染菌载体聚对苯二甲酸乙二醇酯（OJD）表面的铜绿假单胞菌（./012(3(-$/
$0’1+&-(/$）的杀灭效果和机理进行了研究。【方法】采用扫描电子显微镜观察了等离子体处理前后细菌细胞
的形貌变化，采用考马斯亮蓝法测定了等离子体处理后细菌蛋白质泄漏量，采用双悬浮探针对氧等子体的

电子温度和离子浓度以及电子自旋共振波谱对自由基浓度进行了测定。【结果】强放电区、余辉区和远程区

处理 A- <后的灭菌效果分别为 !P$，APB和 $P1；扫描电镜观察结果和蛋白泄漏量测定结果证明细菌细胞被损
毁，在强放电区是电子、离子、自由基和紫外光子的协同作用，而在余辉区和远程区的灭杀作用主要因自由

基所为。【结论】证明该反应装置可有效实现活性粒子的分离，在远程等离子体场中揭示了等离子体灭菌的

规律和机理。
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铜绿假单胞菌（./012(3(-$/ $0’1+&-(/$）是假单
胞菌属中的代表菌种。最早是在 #BB$ 年从病人化
脓的伤口中分离出来，因产绿色色素，故俗称绿脓杆

菌。铜绿假单胞菌是革兰氏染色阴性细菌，致病菌

株有菌毛，一般不形成芽胞，是一种常见的院内感染

条件致病菌，世界卫生组织调查公认该菌为医院内

感染中的主要病原之一［#］，常感染免疫力低下的病

人，引起菌血症、败血症、伤口感染、泌尿系统感染和

囊性纤维化等疾病。在各种革兰氏阴性菌引起的感

染中，铜绿假单胞菌感染位居第二，占各种医院内感

染的 A-R左右［$］。除此之外，铜绿假单胞菌也是致死
率最高的革兰氏病原体，致死率达 !-R［A］。加之其高
度耐药及多重耐药菌株愈来愈多。迫切需要一些安

全、简便、快速灭菌且无残留毒性的消毒灭菌方法。

低温等离子体灭菌技术自 #"1B年 SE)(<6>［!］的
专利首次报道可用氩低温等离子体杀灭玻璃瓶表面

细菌以来，即以其快速、低温、体系能量高、无损材料

基质、干式无污染等特点迅速成为消毒医学领域中

的研究热点，被认为是新一代最有前途的灭菌技术。

等离子体是指具有宏观时空尺度的由带等量异

号电荷的微观粒子组成的准电中性多粒子体系［3］。

它主要包含电子、离子、原子、分子、活性自由基及射

线等，被称为继“固、液、气”三态以外的新物质聚集

态，即物质第四态［1］。因在中低压状态下，作为等离

子体质量主体的较重粒子（中性基团和离子）的温度

要比电子温度低至少一个数量级，使得等离子体的

宏观温度偏低而被称之为低温等离子体或冷等离

子体［&］。



低温等离子体灭菌技术目前仍然处于零星、分

散的实验阶段，理论研究十分薄弱，主要原因是等离

子体化学的基元反应十分复杂，气相等离子体活性

粒子难以分离。等离子体技术应用缺乏理论指导，

杀菌机理的研究均是针对等离子体活性物种混存状

态下实验结果的分析，仅是推测等离子体的杀菌作

用是电子、离子、自由基、紫外光综合因素所致［!］。

作为医学灭菌较之其它技术更强调稳定性，方可能

安全使用。因此，如何实现等离子体场中活性物种

（电子、离子、自由基、紫外光）的有效分离，解明它们

各自在等离子体灭菌中的作用规律、贡献份额及其

灭菌机理，探索等离子体"微生物相互作用的效应，
为等离子体灭菌技术的应用提供理论指导，是等离

子体灭菌技术应用中迫切需要解决的科学问题。但

现阶段尚未见有效地解决这方面问题的新思路、新

方法的研究报导。

本文自行设计了远程等离子体反应器，可使活

性物种有效分离。采用低温氧等离子体，对位于不

同放电区域（放电区，余辉区，远程区）的模拟染菌载

体聚对苯二甲酸乙二醇酯（#$%）表面的铜绿假单胞
菌的杀灭效果进行研究，探讨在每一放电区域何种

活性粒子起作用，贡献份额和灭菌机理如何，为预防

和控制该菌感染提供一种新的思路，为解决目前铜

绿假单胞菌感染严重、治疗困难的医学难题提供一

些依据和基础资料。

! 材料和方法

!"! 主要试剂和仪器
!"!"! 菌 种：铜 绿 假 单 胞 菌（ !"#$%&’&()"
)#*$+,(&")，&%’’()!*+）购于陕西省微生物研究所。
!"!"# 主要试剂、培养基和仪器：实验中菌种培养
所用营养琼脂购于北京奥博星生物技术责任有限公

司；考马斯亮蓝 ,"(*-和牛血清白蛋白购于国药集
团化学试剂有限公司；聚对苯二甲酸乙二醇酯薄膜

购于上海鹏维包装材料有限公司；扫描电镜：日本电

子公司，./01)--"2 型；电子自旋顺磁共振仪：
3456$4公司，$/#"*--型；紫外可见分光光度计：安
捷伦有限公司，&789:;<!=*+。
!"# 低温等离子体反应装置
本研究室研制的低温等离子体反应装置结构如

图 >。反应器为派勒斯硬质玻璃管（!1- ?? @
>--- ??），感应电极设于气体进口端。/A型 *-- B
晶控射频功率源（频率为 >+C*1 0DE，输出功率在
- F *-- B范围内连续可调），通过 /#""型射频匹配

器网络（中科院微电子中心）与反应器感应耦合，激

发低压气体产生等离子体。

图 ! 低温等离子体反应装置结构示意图
297G> /HI:?J<9H K<LMH<ML: NO 8NP <:?Q:LJ<ML: Q8JK?J L:JH<NL G（>）7JK
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!"$ 低温等离子体灭菌实验
将聚 对 苯 二 甲 酸 乙 二 醇 酯（ QN8V:<IV8:;:

<:L:QI<IJ8J<:，#$%）（-C-! ??）薄膜裁成 (* ?? @
*- ??尺寸大小，依次用乙醇和蒸馏水超声波洗涤
>- ?9;，自然晾干，紫外线灭菌后备用。吸取 >-#W
新制的铜绿假单胞菌悬液［U］均匀涂布于处理过的载

片上，晾干。

将低温氧等离子体处理后的涂有铜绿假单胞菌

的膜片放入含有 (- ?W #3/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 -C> ?W加于无菌平皿内。每
一稀释度接种 +个平皿，取平均值。采用平板涂布
培养法，于 +)X培养 =! I，进行活菌计数。
灭菌效果采用如下方程式进行计算［>-］

-. Y 8N7/& Z 8N7/0

式中 /& 和/0 分别为等离子体处理前后铜绿假

单胞菌的菌落形成单位（’25）。
!"% 扫描电镜分析
载有铜绿假单胞菌的样品经 (*[戊二醛固定

( I，用 -C-)0#3/磷酸缓冲液浸洗 +次，每次 * ?9;；然
后用 >[锇酸固定 ( I，再依次用 (*[，*-[，)*[，
U*[和 >--[浓度的乙醇进行梯度脱水，在临界点干
燥。真空镀膜制样，在扫描电子显微镜下观察。

!"& 蛋白质泄漏量的测定
将直接经等离子体处理后的样片放入 #3/ 溶

液中，振荡洗脱为菌悬液，离心取上清液与质量浓度

为 >-- ?7\W的考马斯亮蓝 ,"(*-溶液混匀，室温静
置 + ?9;，于波长 *U* ;?处比色测吸光度。将样品
液的吸光度值代入牛血清白蛋白标准曲线回归方程
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求得泄漏蛋白质浓度。每一区域（放电区、余辉区、

远程区）分别放置 !片 "#$进行等离子体处理，然后
测量，结果用均值 %标准偏差（!! % "#）表示。
!"# 等离子体场中电子温度，离子浓度和自由基浓
度的测定

采用图 &所示的双悬浮探针（本研究室研制）诊
断等离子体中的电子温度和离子浓度。将探针与稳

流稳压电源、工作电阻 ’(（!)) !）、保护电阻 ’&

（& *!）连接。该电源提供给探针一个连续可调的
电压，电压范围 ()) + ()) ,，探针电流检测范围
) + ( -，检测精度小于 )./0。通过函数记录仪测定
反应器中不同放电区域（放电区、余辉区、远程区）的

伏安特性曲线。放电区选定了五个探测位点，分别

为 ) 12，() 12，&) 12，!) 12和 3) 12处；余辉区选择
了 3/ 12和 // 12处两个探测位点；远程区选择了
4) 12和 5/ 12处两个探测位点；每一位点测 ! 次，
取平均值。双悬浮探针采用直径为 ).! 22的钨丝
制成。

取清洗过的天然羊毛为等离子体场自由基捕捉

剂［((］，置于距电感线圈中点分别 (/、// 和 5/ 12处
的载物板上，进行氧等离子体处理后常温保存 &3 6，
采用电子自旋顺磁共振仪（#7819:;< =>?< ’8@;<A<18，
#=’）进行自由基浓度测定。测定条件：室温，微波
频率 B.C DEF，微波功率 !.(55 2G，调制幅度 ).&
2$，调制频率 ()) HEF，时间常数为 (4!.C3 2@，增益
4)，扫描时间 (4!.C3 2@。

图 $ %&’()*+,探针测试系统
I?JK& =L@982 ;M NA<J2?O: >:;P8 98@?<JK

$ 结果和讨论

$"! 等离子体场中电子温度，离子浓度和自由基浓度
图 !是不同功率下氧等离子体电子温度的轴向

变化规律。随着放电功率的增大，氧等离子体的电

子温度在距电感线圈中心 ) + () 12处，随着轴向距
离的增加而增加；在 () + &) 12处，电子温度变化很
小。当轴向距离为 !) 12时，放电功率为!) G、4) G
时的电子温度分别为 &.! 8,、C.( 8,，当轴向距离超过
3) 12后，由于电子、离子的浓度降低到接近于 )，而
无法测出；当轴向距离超过 4) 12后，放电功率为 B)
+ (C) G时，由于电子、离子的浓度降低到接近于 )，
而无法测出。随着功率的增加，电子温度的这种变化

趋势是由于功率增加使等离子体内部电场的作用范

围增大，因此，电子温度的最大值后移。

图 3中给出了氧等离子体自由基浓度和离子浓
度随着轴向位置的变化规律。从图 3中可以看出，
在某种确定的放电条件下，离子浓度随轴向距离的

增大迅速降低，!) 12后趋近于 )。而在等离子体放
电功率为 3) G、放电 ! 2?<、气体流量为&) 12! Q2?<
时，氧等离子体中自由基浓度随着距放电区距离的

图 - 不同功率下氧等离子体电子温度的轴向变化规律

（$. /)- 01）
I?JK! RSLJ8< >7A@2A 87819:;< 982>8:A9O:8K

增大，相对浓度逐渐降低，在 3) 12处自由基相对浓
度为 5(0。
综上 所 述，放 电 功 率 3) G，气 体 流 量

&) 12! Q2?<，放电时间 ! 2?< 的条件下，电子温度和
离子浓度在距电感线圈 !) 12后接近于 )，而自由基
的相对浓度在 4) 12处仍为 !B0。

3B N?<T?<J UA<J 89 A7 K Q$%&’ ()%*+,)+-+.)%’ ")/)%’（&))B）3B（(）
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图 ! 等离子体自由基和离子浓度的分布
!"#$ % &’(#)* +,-./- 0-1"2-,. -*1 "3*. 23*2)*40-4"3*（536)0：%7 8；

!,9’：:7 2/; </"*）$

图 " 铜绿假单胞菌的扫描电镜图
!"#$= >2-**"*# ),)2403* /"203#0-+?. 3@ 5.)913/3*-. -)09#"*3.-（A）B)@30) +,-./- 40)-/)*4；（B）1".2?-0#) -0)-；

（C）-@4)0#,36 -0)- -*1（D）0)/34) -0)-（536)0：%7 8；E0)-4/)*4 4"/)：F7 .；&’(#)* @,9’：:7 2/; </"*）$

#$# 灭菌效果
图 G 为在放电功率 %7 8，气体流量:7 2/; </"*

的放电条件下，氧等离子体对 5HE表面上铜绿假单
胞菌的灭菌效果。在此条件下反应腔体内的等

离子体可认为有;个不同的放电区域，距电感线圈

图 % 氧等离子体处理后不同区域的灭菌效果图
!"#$ G H@@)24 3@ +,-./- 40)-4/)*4 4"/) 3* #)0/"2"1-, )@@)24 -4 4?0))

1"@@)0)*4 -0)-. "* 3’(#)* +,-./-$

中心距离 7 I %7 2/为强放电区，%7 I =7 2/ 为余辉
区，=7 I J7 2/为远程区。每一个区域内放置两个样
品进行测试，平行实验 ;次，结果如图 G所示，强放
电区的灭菌效果最强，余辉区次之，远程区相对较

弱。强放电区和余辉区处理 ;7 . 后的灭菌效果分
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别为 !"# 和 $"%，远程区为 #"&，相当于灭菌率分别
为 ’’"’’(、’’"’%(和 ’’")*(，而后随处理时间加
长灭菌效果迅速增强，达 %+ , ’+ -后趋于稳定，这是
因为随着处理时间的延长反应程度快速增加，’+ -
后反应接近完全，即氧等离子体可在短时间内有效

杀灭铜绿假单胞菌。

图 &所示为等离子体处理前后铜绿假单胞菌扫
描电镜图。图 &./是等离子体处理前的完好细胞，
从图中可观察到完整的细胞壁结构，图 &.0中也有
部分细胞的细胞壁未被损坏，证明只对部分细胞有

刻蚀损伤，仍有一定数量的微生物存活，而图 &.1和
图 &.2中可清晰地看出几乎没有完整的细胞存在，
且图 &.1中菌体的残骸更少，和图 $ 和图 ! 对比可
知，放电区（3* 45处）电子，离子和自由基浓度都较
高，说明放电区对细菌的杀死作用更强一些。这是

因为放电区的活性粒子（电子、离子、自由基）的击穿

作用及高能自由基团的氧化作用，导致铜绿假单胞

菌结构破损以及生命物质的变性凝固，或生成挥发

性小分子（如 26，26#，278 和 7#6等）
［%］而达到灭菌

效果。另一方面，此区域紫外线强度也较大。这种

高能紫外光子（$"$ , $"& 9:）可被铜绿假单胞菌的核
酸吸收，使其破坏，致使细菌死亡。余辉区（!* 45
处）虽然几乎无电子和离子存在，但自由基的相对浓

度仍为 &+")(，因此对细菌的杀灭作用也较强。
!"# 蛋白渗漏结果分析
表 3是灭菌后菌悬液中蛋白质泄漏量随距离的

变化情况。由表 3 可知，在一定条件下，随距离增
加，蛋白质泄漏量逐渐降低，这是因为放电区电子、

离子对细菌表面强烈的刻蚀作用导致细胞膜的破

裂，胞质内容物流出［3#］；之后随电子、离子浓度迅速

下降，在 $+ 45后形成相对高浓度的自由基氛围，刻
蚀作用得到抑制。与图 *的灭菌曲线和图 &的扫描
电镜图对比可知，电子、离子对细菌表面强烈的刻蚀

作用是放电区铜绿假单胞菌死亡的主要因素。

表 $ 蛋白质泄漏量随距离的变化
;<=>9 3 ?@<ABCBD EF GHEB9CA >9<I<J9 <B KCFF9H9AB KC-B<A49 <FB9H -B9HC>CL<BCEA

/H9<（KC-B<A49）M45 NABH9<B9K 0C-4O<HJ9 <H9< /FB9HJ>EP <H9< Q95EB9 <H9<
RHEB9CA >9<I<J9 S@<ABCBDM（!JM5T） + %"3& U +"+%#’ *"#+ U +"+!&* #"+3 U +"+$+)

GEP9H：!+ V；BH9<B59AB BC59：’+ -；E8DJ9A F>@8：#+ 45$ M5CAW

# 结论
采用本研究室自制的远程等离子体反应装置实

现了活性物种的有效分离，对等离子体灭菌的初探

结果证明，在放电功率 !+ V，气体流量 #+ 45$ M5CA
时，在反应腔体内的 $个不同放电区域（强放电区、
余辉区和远程区）氧等离子体对 RX;表面的铜绿假
单胞菌作用 ’+ -后可有效杀灭 ’’"’(以上的菌体。
双悬浮 T<AJ5@CH 探针和 XYQ 法测定知电子温

度和离子浓度在距电感线圈 $+ 45后接近于 +，而自
由基的相对浓度在 &+ 45处仍为 $’(。结合扫描电
镜图和蛋白质泄漏量的分析结果，可说明氧等离子

体杀死铜绿假单胞菌在放电区主要是电子、离子、自

由基和紫外光子的协同作用对细胞的刻蚀致使其破

损死亡，而远程区和余辉区主要因自由基的作用

致死。

在远程等离子体场中揭示了等离子体灭菌的规

律和机理，为等离子体灭菌的研究提供新思路和新

方法，开拓一种安全、简便、低温、快速、无损材料基

质、无残留毒性的医学灭菌新技术。
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