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滑动弧放电等离子体对枯草芽孢杆菌的灭菌机理
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摘　 要： 滑动弧放电是在大气环境下产生的一种等离子体形式， 放电产生的活性粒子对环境中存在的各种食源性有害

微生物具有较好的抑菌效果。 以枯草芽孢杆菌为处理对象， 研究了放电处理时间对枯草芽孢杆菌的杀菌效果， 并通过

表面形貌、 电导率和共聚焦显微镜等测试方法揭示滑动弧放电等离子体的失活机制。 结果表明， 氮气放电等离子体具

有较好的杀菌效果， 主要抑菌机理是对细菌的细胞膜造成破坏， 导致细胞坏死。
关键词： 滑动弧放电等离子体； 表面形貌； 灭菌机理； 细胞坏死
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０　 引言

等离子体是由一种或几种电子、 离子、 光子及处

于中性的粒子所构成的部分或全电离的离子化气体状

物质［１⁃２］。 根据等离子产生条件， 等离子体可分为高

温等离子体与低温等离子体两种， 高温等离子体的电

子温度和离子温度相等， 可高达 １０ ０００ Ｋ［３⁃４］。 相比

之下， 低温等离子体的电子温度虽在 １０ ０００ Ｋ 左右，
但离子温度接近环境温度， 整体上呈现为室温， 可直

接应用于处理热敏物质［５］。 同时， 低温等离子体放

电会产生大量活性氧、 活性氮等活性成分， 这些活性

成分对细菌、 真菌和孢子均有一定灭活作用， 可应用

于食品杀菌、 农业育种和污染治理等领域［６⁃１１］。
低温等离子放电具有多种产生方式， 包括滑动弧

放电、 介质阻挡放电 （ＤＢＤ）、 等离子体射流和电晕

放电等［１２⁃１７］。 因激发方式不同， 等离子体产生的活

性粒子种类和抑菌效果具有较大差异。 目前大气等离

子体放电模式主要有 ＤＢＤ 放电、 等离子体射流和滑

动弧放电。 ＭＥＮＤＥＳ⁃ＯＬＩＶＥＩＲＡ Ｇ 等［１８］ 采用 ＤＢＤ 方

式对枯草芽孢杆菌处理 １２０ ｓ， 灭活效果超过了 ６ 个

对数值， 并且通过试验发现导致孢子失活的主要活性

气体为臭氧。 ＨＵＡＮＧ Ｙ Ｈ 等［１９］ 采用 ＤＢＤ 方式对枯

草芽孢杆菌灭活， 发现芽孢失活率取决于初始芽孢浓

度和芽孢的处理时间， 但对等离子体中活性物质的组

分缺乏深入研究。 ＲＯＴＨ Ｓ 等［２０］ 采用 ＤＢＤ 方式灭活

枯草芽孢杆菌， 发现紫外线辐射在孢子失活过程中起

主导作用， 并且枯草芽孢杆菌的孢子是通过蛋白质失

活和 ＤＮＡ 损伤的共同作用而被灭活的。 由此可知，
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介质阻挡放电的优势是放电面积较大， 杀菌的主要活

性成分为臭氧离子， 而等离子体射流产生活性物质更

加复杂。 ＨＥＲＴＷＩＧ Ｃ 等［２１］ 采用射频等离子射流设备

对枯草芽孢杆菌进行灭活， 发现实现杀菌作用的活性

物质为活性氧。 ＲＥＩＮＥＫＥ Ｋ 等［２２］采用纯氩气作为等离

子体射流设备的气源， 通过放电处理 ５ ｍｉｎ 后能降低

芽孢杆菌约 ３ 个对数值， 向纯氩气中通入一定比例的

氧气与氮气能有效增强紫外光的发射强度。 ＨＯＮＧ Ｙ Ｆ
等［２３］使用氦气与氧气的混合气体作为等离子体射流设

备的气源， 在放电 ４０ ｓ 时灭活大肠杆菌约 ６ 个对数值，
放电 １２０ ｓ 后能减少枯草芽孢杆菌约 ５ 个对数值， 证明

了氧自由基 （ＲＯＳ） 对细菌具有较强灭活性。 ＰＩＮＡ⁃
ＰＥＲＥＺ Ｍ Ｃ 等［２４］采用表面微放电装置对枯草芽孢杆菌

进行了灭活， 在等离子体功率 ５ ｍＷ∕ｃｍ２ 时需要放电

处理 ７ ｍｉｎ 才能降低约 ４ 个对数值。
相较于 ＤＢＤ 和等离子体射流放电等离子体， 滑

动弧放电作为一种介于热等离子体和冷等离子体之间

的温性等离子体， 兼具热等离子体和冷等离子体的特

性， 具有装置成本低、 结构简单、 应用灵活和容易控

制等特点， 具有较高离子电离率和抑菌效率［２５⁃２８］。
ＭＯＲＥＡＵ Ｍ 等［２９⁃３０］采用滑动弧放电方式进行杀菌工

艺探索， 结果表明， 滑动弧放电杀菌具有多个阶段，
前期放电过程中活细菌数量较稳定， 在 ３０ ｓ 内存活

细菌数量会迅速减低 １０ 个对数值， 但对滑动弧放电

的杀菌机制缺少系统研究。 由此可见， 等离子体因

激发模式的不同， 会导致杀菌效率存在差异， 对应

的杀菌机制更加复杂。 相对其他放电模式， 滑动弧

放电在放电面积和杀菌效率方面具有一定优势， 现

阶段对于滑动弧放电杀菌机理与活性有效成分的鉴

别不够全面， 本研究采用滑动弧放电等离子体放电

处理枯草芽孢杆菌， 通过改变输入气体的组分来探

究滑动弧放电等离子体的杀菌效果与机理， 明确其

主要杀菌成分， 为滑动弧等离子体的研究与应用提

供参考。

１　 材料与方法

１ １ 材料与试剂

枯草芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＣＣＩＣ１０２７５）， 北

京农学院食品学院微生物实验室； 胰蛋白胨、 酵母浸

粉， 华中海威 （北京） 基因科技有限公司； 平板计

数琼脂 （ＰＣＡ）， 北京奥博星生物技术有限责任公司；
叔丁醇 （分析纯）、 戊二醛， 国药集团化学试剂有限

公司； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ∕ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒， 上

海翊圣生物科技有限公司。
１ ２ 仪器与设备

滑动弧放电等离子体装置， 实验室自制； ＰＧ⁃

１０００ＺＦ 型等离子体电源 （南京苏曼等离子科技有限

公司）； ＪＥＯＬ ＪＳＭ⁃６７００Ｆ 型冷场发射扫描电子显微镜

（日本电子株式会社， ＪＥＯＬ）； ＨＱ３０ｄ 型便携式数字

化多 参 数 分 析 仪 （ 美 国 哈 希 公 司， ＨＡＣＨ ）；
ＦＶ１０００ＭＰＥ 型多光子激光扫描显微镜 （日本奥林巴

斯， Ｏｌｙｍｐｕｓ）； ＦＡＣＳ Ａｒｉａ Ⅲ型六激光十八色流式细

胞分析分选系统 （美国碧迪公司， ＢＤ）。
１ ３ 试验方法

１ ３ １ 滑动弧放电设备

滑动弧放电等离子体装置主要由等离子体反应器

（两个长度 ９５ ｍｍ、 直径 ４ ｍｍ 的平行铜电极和外包

陶瓷管） 和可调节功率交流高压电源组成， 搭建的

试验设备如图 １ 所示。 电源输入工作频率 ５０ Ｈｚ， 两

电极间距 １ ０ ｃｍ， 接入电源后， 气体 （空气、 氧气

和氮气） 从陶瓷管顶部进入通电的两电极之间形成

弧光放电羽状区 （放电面积 １００ ｍｍ ×５０ ｍｍ）。

１ 等离子体电源　 ２ 高压线　 ３ 气体流量计　 ４ 气瓶　 ５ 空气压

缩机　 ６ 陶瓷管　 ７ 等离子体羽辉　 ８ 等离子体射流　 ９ 铜电极

图 １　 滑动弧放电等离子体装置
Ｆｉｇ １　 Ｇｌｉｄｉｎｇ ａｒｃ ｄｉｓｃｈａｒｇｅ ｐｌａｓｍａ ｄｅｖｉｃｅ

１ ３ ２ 枯草芽孢杆菌菌悬液制备

枯草芽孢杆菌 （ＣＣＩＣ１０２７５） 冻干粉标准菌株在

无菌条件下经菌株复溶、 复壮和传代各步骤得到第 ３
代培养菌， 用无菌的甘油与去离子水 １ ∶ １ 混合液在

－ ２０ ℃保藏菌种。 每次使用前， 将此菌种以 １％ ～
２％的接种量接种至 ＰＣＡ 液体培养基 （０ ５ ｇ 胰蛋白

胨、 ０ ２５ ｇ 酵母浸粉、 ０ １ ｇ 葡萄糖和 １００ ｍＬ 去离子

水）， 于水浴恒温振荡器 ３７ ℃、 １８０ ｒ∕ｍｉｎ 培养 １２ ～
１８ ｈ 直至对数生长期， 此时采用无菌生理盐水梯度

稀释至 １０３ 后由平板计数法测定得出［３１⁃３２］。
１ ３ ３ 滑动弧放电处理

移取 １００ μＬ 的枯草芽孢杆菌菌悬液至装有 ２０
ｍＬ ＰＣＡ 固体培养基的培养皿中， 用无菌三角涂布棒

均匀涂布至完全变干， 盖上培养皿盖， 用记号笔标记

菌种名称、 气体种类、 处理时间及制备日期。 同时使

用 ８５％生理盐水对原枯草芽孢杆菌菌悬液进行 １０、
１０２、 １０３ 和 １０４ 梯度稀释、 计数。 每组处理结果取 ３
个平行的平板平均值。 将上一步制备好的枯草芽孢杆

３６
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菌样品放置在距滑动弧放电装置放电下方 １ ～ ２ ｃｍ
处， 分别将 ３ 种气体 （空气、 氮气和氧气） 的流量

调节为 ０ ３ Ｌ∕ｍｉｎ， 调整放电功率 ８００ Ｗ， 对枯草芽

孢杆菌进行不同时间 （０、 ５、 １０、 １５、 ２０ 和 ２５ ｓ）
的灭菌处理。
１ ３ ４ 菌落总数测定

将上述处理完的培养皿倒置于恒温 （３７ ± ０ １
℃） 培养箱培养 １６ ｈ， 依据 ＧＢ ４７８９ ２—２０１０ 菌落总

数测定法中平板计数法对菌落总数进行计数［３２］。
１ ３ ５ 扫描电镜样品前处理

将枯草芽孢杆菌菌悬液进行多次 ０ １ ｍｏｌ∕Ｌ 磷

酸盐缓冲液 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ） 洗脱

离心处理 （８ ０００ ｒ∕ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ、 温度 ４ ℃）， 沉

淀物涂于无菌载玻片上自然晾干， 置于不同气体的

滑动弧放电中进行灭活处理， 处理后的枯草芽孢杆

菌样品用 ０ １ ｍｏｌ∕Ｌ ＰＢＳ 进行冲洗收集， 获得的收

集液采用相同参数离心处理， 将离心所得沉淀物加

入 ４００ μＬ 戊二醛溶液在 － ４ ℃ 条件下固定 １２ ～ １６
ｈ［３３］ 。 固定后的样品使用 ０ １ ｍｏｌ∕Ｌ ＰＢＳ 进行 ３ 次洗

涤， 将 １％的锇酸和 ０ １ ｍｏｌ∕Ｌ ＰＢＳ 混合液与洗涤后

样品混合染色固定 ２ ｈ， 重复 ３ 次 ＰＢＳ 缓冲液洗涤，
进行多次乙醇梯度脱水 （乙醇的体积比例分别为

１０％ 、 ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、 ９０％ 、 ９５％ 、 １００％ 和

１００％ ） ［３４］ 。 脱水后样品采用叔丁醇 ３ 次置换处理，
通过冷冻干燥机干燥成粉后电镀喷金， 采用电子显

微镜分析处理。
１ ３ ６ 电导率测试样品前处理

将枯草芽孢杆菌菌悬液进行多次 ０ １ ｍｏｌ∕Ｌ 磷酸

盐缓冲液洗脱离心处理 （１０ ０００ ｒ∕ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ、 温

度 ４ ℃）， 沉淀物涂于无菌载玻片上自然晾干， 置于

不同气体的滑动弧放电装置中进行处理， 将处理后枯

草芽孢杆菌样品用 １ ｍＬ （０ １ ｍｏｌ∕Ｌ） ＰＢＳ 进行冲洗

收集， 并用无菌水定容至 ２０ ｍＬ， 采用电导仪对定容

后的菌液进行电导率测定。
１ ３ ７ 激光共聚焦激光扫描显微镜样品前处理

将上述制备好的枯草芽孢杆菌菌悬液进行多次

０ １ ｍｏｌ∕Ｌ 磷酸盐缓冲液 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ） 洗脱离心处理 （５ ０００ ｒ∕ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ、 温度 ４
℃）， 沉淀物涂于无菌载玻片上自然晾干， 置于不同

气体的滑动弧放电装置中进行灭活处理， 处理后的枯

草芽孢杆菌样品用 ０ １ ｍｏｌ∕Ｌ ＰＢＳ 进行冲洗收集， 获

得的收集液采用相同参数离心处理 ２ ～ ３ 次， 将离心

所得沉淀物分别加入 １００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、 ５ μＬ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ探针和 １０ μＬ ＰＩ 探针， 混匀后避光反应静置

１５ ｍｉｎ 再加入 ４００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， 滤膜过滤上机

处理。

２　 结果与讨论

２ １ 灭菌效果

为分析不同的放电气体对枯草芽孢杆菌的杀菌效

果， 采用 ３ 种不同气体 （空气、 氧气和氮气） 来确

定杀菌的有效性和差异性。 通过改变放电时间形成放

电等离子体处理枯草芽孢杆菌， 结果如图 ２ 所示。 由

图 ２ 可知， 不同放电气体对枯草芽孢杆菌的杀菌效果

差异较大。 空气放电的杀菌效果最差， 随着杀菌处理

时间延长至 ２５ ｓ 时， 菌落总数从 ３ ９ ｃｆｕ∕ｍＬ 降低至

０ ３ ｃｆｕ∕ｍＬ。 氧气的杀菌效果相对较好， 在杀菌处理

时间至 ２５ ｓ 时菌落总数最大可降至 ０ ｃｆｕ∕ｍＬ。 氮气的

杀菌效果最好， 在杀菌处理时间至 ２０ ｓ 时菌落总数

可降低至 ０ ｃｆｕ∕ｍＬ， 降低了约 ４ 个 ｌｏｇ 值。 结果表明，
处理时间越长， 杀菌率越高、 杀菌效果越明显。

图 ２　 不同气体处理对枯草芽孢杆菌的杀菌效果

随放电时间的变化

Ｆｉｇ ２　 Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｓｃｈａｒｇｅ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇａｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２ ２ 表面形貌

不同气体放电处理后， 枯草芽孢杆菌的表面形貌

如图 ３ 所示。 未处理样品表面较为光滑， 没有褶皱和

缺陷， 成完整杆状结构， 如图 ３ａ、 ３ｄ 和 ３ｇ 所示。 与

对照组相比， 经空气放电处理 １０ ｓ 后少数枯草芽孢

杆菌出现皱缩现象， 如图 ３ｂ 所示。 在空气放电处理

２５ ｓ 时， 绝大多数枯草芽孢杆菌出现孢子结构的破碎

与缺陷， 杆状结构被破坏， 如图 ３ｃ 所示。 当放电气

体改为氧气或氮气时， 在放电处理 １０ ｓ 后多数枯草

芽孢杆菌表面出现皱缩现象， 氮气处理组个别枯草芽

孢杆菌甚至出现破碎现象， 如图 ３ｅ、 ３ｈ 所示。 当放

电时间延长至 ２５ ｓ 时， 枯草芽孢杆菌杆状结构被大

量破坏， 原有结构被完全破碎， 如图 ３ｆ、 ３ｉ 所示。
不同气体所导致的枯草芽孢杆菌表面形貌存在一定差

异， 这可能是由于不同气体放电形成的活性成分不同

所致， 造成细胞膜结构的破裂可能是由于·ＯＨ 自由

基团对细胞膜脂类物质的强氧化性造成的［３０］。
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图 ３　 等离子体处理前后枯草芽孢杆菌表面形貌

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｌａｓｍａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２ ３ 菌液电导率

不同种类放电气体形成的等离子体处理， 对枯草

芽孢杆菌菌液电导率的变化影响如图 ４ 所示。 氧气和

空气等离子体处理枯草芽孢杆菌菌液电导率的结果差

别相对较小， 但电导率都在处理 １０ ｓ 前有不同程度

的增长， １０ ～ ２５ ｓ 内电导率出现连续下降， 在 ２５ ｓ 时
达到最小值 ５３７ ５ μｓ∕ｓｍ。 对枯草芽孢杆菌菌液电导

率影响最大的气体是氮气， 在等离子体处理 １０ ｓ 后，
枯草芽孢杆菌菌液电导率达到最大值 ８２０ μｓ∕ｓｍ， 其

电导率相较于初始时电导率增加了 ２５４ ５ μｓ∕ｓｍ。
结合图 ３ 等离子体处理 ２５ ｓ 时的扫描电镜图像

可知， 电导率的变化趋势在初始阶段呈现上升现象，
可能原因是来自等离子体放电中的活性物质对细胞膜

产生了一定氧化刻蚀作用， 随处理时间增加而增强。
当处理时间超过 １０ ｓ 后， 滑动弧放电产生了热量积

累效应， 在破坏细胞膜的同时也导致胞内物质的过快

蒸发而损失， 从而降低了菌液的电导率［３５］。
２ ４ 细胞凋亡

为深入了解等离子体放电对枯草芽孢杆菌的杀菌

图 ４　 不同气体的等离子体处理前后菌液电导率的变化

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ｐｌａｓｍａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇａｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

机理， 对样品进行了激光共聚焦显微镜分析， 检测结

果如图 ５ 所示 （ａ、 ｂ 和 ｃ 为对照组样品， ｄ、 ｅ、 ｆ∕ｇ、
ｈ、 ｉ 为处理组样品， 处理时间分别为 １０ ｓ 和 ２５ ｓ）。
当细胞处于活性阶段时， ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 探针无法对其细

胞膜内侧磷脂酰丝氨酸进行染色标记， 因此在激光共
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图 ５　 空气放电等离子体处理枯草芽孢杆菌在荧光和明场下的 ＬＳＣＭ图像

Ｆｉｇ ５　 ＬＳＣＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｉｒ ｄｉｓｃｈａｒｇｅ ｐｌａｓｍａ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

聚焦显微镜照射中无荧光反应。 但在早期凋亡的细胞

中的磷脂酰丝氨酸 （Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ， ＰＳ） 从细胞

膜内侧翻转至细胞膜表面， 此时 ＰＳ 就会与 ＦＩＴＣ 探针

进行高亲和力结合， 在激光共聚焦显微镜照射中呈绿

色荧光反应， 而凋亡晚期或坏死的细胞由于细胞膜的

不完整性， 会被另一种探针 ＰＩ 探针染色， 在激光共

聚焦显微镜照射中呈红色荧光反应。
未经过等离子体处理的枯草芽孢杆菌在 ＦＩＴＣ 和

ＰＩ 探针双重染色后未出现绿色或红色的荧光反应，
证明其菌体活性强且细胞膜完整， 如图 ５ａ 和 ５ｂ 所

示。 当等离子体处理 １０ ｓ 后， 通过激光共聚焦显微

镜发现了少量由 ＦＩＴＣ 探针染色的绿色荧光反应， 与

较多的由 ＰＩ 探针染色的红色荧光反应， 证明了等离

子体会导致细胞的凋亡、 破坏细胞膜的完整性， 如图

５ｄ 和 ５ｅ 所示。 在等离子体处理 ２５ ｓ 时， 呈红色荧光

反应 （细胞凋亡） 的枯草芽孢杆菌数量明显增多，
如图 ５ｇ 和 ５ｈ 所示。 通过对比 ３ 种气体放电处理后的

红色荧光强度与数量可以发现经过氮气等离子体处理

后的样品凋亡率高于氧气与空气处理组。 因此， 可以

推断， 滑行电弧放电会对膜的通透性和完整性造成积

极破坏， 导致细胞坏死。
由上述研究结果发现， 滑动弧放电等离子体灭菌

效果与滑动弧放电产生的活性成分紧密相关， 如

ＲＯＳ∕ＲＮＳ 类活性物质积极参与并主导了枯草芽孢杆

菌的灭活， 这与大多数研究结论相类似［３６⁃３７］。 根据

杀菌效果来看， 活性氮类物质杀菌的重要性超过了活

性氧物质， 并且滑动弧放电所产生的活性物质会随时

间变化而增多， 且主要灭活枯草芽孢杆菌的机理是以

ＲＮＳ 为主的活性物质对枯草芽孢杆菌膜结构造成了

严重的蚀刻和侵蚀作用， 使其内部遗传物质暴露于等

离子体物质照射下导致遗传物质被分解氧化［３８⁃３９］。

３　 结束语

本文研究了滑动弧放电等离子体处理对枯草芽孢

杆菌的失活效果， 在氮气、 空气和氧气放电条件下，
氮气的杀菌效果较好， 在 １５ ｓ 的处理时间内可降低 ４
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个对数值。 通过表面形貌和电导率测试进一步分析了

该技术的灭菌机理， 滑动弧放电等离子体处理对细胞

壁造成了氧化性刻蚀作用， 导致细胞壁破损， 并通过

细胞流式测试进一步验证了膜的完整性被破坏， 导致

细胞坏死。 该技术为新型杀菌技术提供了一种新的选

择， 在杀菌消毒和食品储藏保鲜领域具有较好的应用

前景。
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