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图 1 低温等离子体装置示意图
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摘要：目的 评价低温等离子体灭活水中细菌的效果，探讨等离子体效应对革兰阴性菌和革兰阳性菌的灭活机制。
方法 观察低温等离子体与水中初始浓度为（9.60±1.23）×106 cfu/ml 的大肠杆菌和初始浓度为（5.71±3.14）×107 cfu/ml 的金

黄色葡萄球菌分别反应 10、30、60、120 s 后的灭活效果，采用透射电镜（TEM）对细菌超微结构的变化进行分析。结果 大

肠杆菌在灭菌 30 s 时灭活率达 6.98 log，金黄色葡萄球菌在灭菌 10 s 时灭活率达 7.76 log，水中大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌全部被灭活。大肠杆菌（革兰阴性菌）出现细胞变形和胞质整体不均匀；而金黄色葡萄球菌（革兰阳性菌）则出现体积膨

胀和核心消失，菌体近似空壳。结论 低温等离子体在短时间内对水中大肠杆菌和金黄色葡萄球菌具有明显灭活作用。
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Abstract：Objective To assess the inactivation effect on bacteria in water，and explore the inactivation mechanisms of the
gram-negative bacteria and gram-positive bacteria by low-temperature plasma. Methods The inactivation effect on (9.60±
1.23）×106 cfu/ml of E.coli and (5.71±3.14)×107 cfu/ml of Staphylococcus aureus by low-temperature plasma was observed, and
their ultrastructure variation was analyzed by TEM. Results The E.coli in water were obviously inactivated after a 30 s
discharge time，and the inactivation rate reached up to 6.98 log，while the S.aureus were inactivated after a short discharge time
of 10 s with a higher inactivation ratio of 7.76 log. The E.coli and S.aureus in water were inactivated thoroughly. The TEM
results showed that the cell shape of E.coli was changed and the cytoplasm appeared to be nonuniform，while the expansion of
cells volume，the disappear of cell core and the empty shell of cell shape were found during the inactivation of S.aureus.
Conclusion Low-temperature plasma can rapidly inactivate E.coli and S.aureus in water.
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低温等离子体是近年来备受瞩目的新型高级氧

化技术。1987 年，Clements 等[1]首次采用单针-板式电

极成功降解水中蒽醌染料。此后低温等离子体技术应

用于水体环境领域的研究逐渐增多，主要集中在水体

有机污染物降解方面[2]。低温等离子体可产生自由基

氧化、高能电子轰击、光化学氧化和高温热解等综合

物理化学效应，引起菌体细胞的多种生物学效应，有

效破坏细菌、病毒及其他微生物代谢产物等，对水中

微生物构成全方位灭杀环境。本研究采用低温等离子

体技术灭活水中大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，结合透

射电镜（TEM）结果初步探讨低温等离子体效应对革兰

阴性菌和革兰阳性菌的不同灭活机制。

1 材料与方法

1.1 低温等离子体装置 低温等离子体装置由 CTP-

2000K 型等离子体电源（输出功率为 0～500 W，频率调

节范围 5～20 kHz，输出电压调节范围为 0～30 kV，南京

苏曼等离子有限公司）、DBD-150 型介质阻挡放电装

置（南京苏曼等离子有限公司）、调压器和石英反应釜

构成，装置示意图如图 1 所示。介质阻挡放电装置由

高压电极、接地电极以及不锈钢底座等组成。石英反

应釜直径为 150 mm，介质挡板间距为 8 mm。

1.2 菌液制备 试 验 菌 种 为 大 肠 杆 菌（CGMCC
1.3373）和金黄色葡萄球菌（ATCC6538），均购自中国

科学院微生物研究所。
将冻干菌种接入营养肉汤培养基中，采用 THZ-
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82A 恒温水浴振荡器 （江苏省金坛市荣华仪器制造有

限公司）于 37 ℃恒温振荡培养 24 h，三次纯化后取第

3 代培养物，密封置于 4 ℃冰箱。用无菌接种环从琼脂

斜面培养基上挑取细菌加于营养肉汤中，37 ℃恒温振

荡培养 24 h，置于无菌离心管以 6 000 r/min 离心（离

心半径为 9.5 cm）10 min，弃去上清液，取沉淀物重新

溶解于无菌生理盐水中，配制成所需浓度的菌悬液。
1.3 低温等离子体灭菌试验 将初始浓度为 （9.60±
1.23）×106 cfu/ml 大肠杆菌悬液或者初始浓度为（5.71±
3.14）×107 cfu/ml 的金黄色葡萄球菌菌液加入无菌石

英反应釜；调节调压器电压 50 V，电流稳定在 2.60 mA，

保持输出功率为 130 W；分别灭活 10、30、60、120 s
后，取出菌悬液，进行菌落计数。
1.4 菌落计数及灭活率计算 大肠杆菌采用滤膜法

进行计数，金黄色葡萄球菌采用倾倒法进行计数。每

个样品做 3 个平行样，取平均值；并计算细菌灭活率

[灭活率=log（灭菌前菌悬液的菌落计数/灭菌后菌悬液

的菌落计数）]；当灭菌后菌悬液的菌落计数为“未检

出”时，细菌灭活率=log（灭菌前菌悬液的菌落计数）。
1.5 TEM分析 取灭菌前和灭菌时间分别为 30、120 s
的菌悬液置于无菌离心管中，以 6 000 r/min 离心（离

心半径为 9.5cm）10 min，弃去上清液，用无菌超纯水清

洗 3 次，用 2.5%戊二醛固定 4 h。经过脱水、浸透、固化

处理后，制备标本[3]。采用 Lecia EM UC6 超薄切片机

（德国 Leica 公司）切片（厚 50～60 nm），用乙酸铀枸橼

酸铅进行染色，在 Hitachi H-7650 型透射电镜 （日本

Hitachi 公司）下观察。

2 结果

2.1 大肠杆菌的灭活情况 表 1 可知，低温等离子体

灭菌 10 s 后水中大肠杆菌灭活率达 1.43 log；灭菌 30 s
后大肠杆菌灭活率提高至 6.98 log，表明水中大肠杆菌

全部被灭活。

处理前，大肠杆菌外形呈短杆状，形状规则，边缘

整齐，胞质均匀并且完整无间隙（图 2A、B）。灭活 30 s
后，大肠杆菌细胞壁明显破损，细胞变形，菌体外部结

构凹陷，胞质整体性不均匀并且出现间隙（图 2C）；细

菌细胞壁有多处明显的穿孔，代谢能力差的细菌细胞

壁完全模糊（图 2D）。灭活 120 s 后，细胞壁破坏，细胞

变形严重，胞质不均匀程度加重，出现多个面积较大

的透电子区（图 2E、F）。

2.2 金黄色葡萄球菌的的灭活情况 表 2 可见，低温

等离子体灭菌 10 s 后，水中金黄色葡萄球菌灭活率达

7.76 log，表明水中金黄色葡萄球菌全部被灭活。

处理前，金黄色葡萄球菌外形呈圆形，细胞壁结

构紧密，胞质均匀且完整无间隙（图 3A、B）。灭菌 30 s
后，菌体膨胀而且形态不规则，胞质向细胞壁凝聚，菌

体核心消失后明显出现了大面积透电子区，菌体犹如

空壳（图 3C、D）。灭菌 120 s 后，空壳的菌体减少，解体

的菌体增多（图 3E）；细胞壁破坏严重，凝聚至细胞壁

的胞质又向中间扩散，菌体出现了解体（图 3F）。

500 nm 500 nm

500 nm 100 nm

500 nm 100 nm

A 灭菌前（20 000×） B 灭菌前（50 000×）

C 灭菌 30 s（20 000×） D 灭菌 30 s（70 000×）

E 灭菌 120 s（20 000×） F 灭菌 120 s（70 000×）

图 2 低温等离子体灭活水中大肠杆菌的 TEM 结果

表 2 低温等离子体对水中金黄色葡萄球菌的

灭活效果（n=3，x±s）

时间（s） 灭活率（log）

10 7.76±0.28

30 7.76±0.28

60 7.76±0.28

120 7.76±0.28

注：菌悬液初始菌落数为（5.71±3.14）×107 cfu/ml。

表 1 低温等离子体对水中大肠杆菌的灭活效果（n=3，x±s）

时间（s） 菌落数（cfu/ml） 灭活率（log）

10 （3.56±0.82）×105 1.43±0.28

30 ND 6.98±0.06

60 ND 6.98±0.06

120 ND 6.98±0.06

注：菌悬液初始菌落数为（9.60±1.23）×106 cfu/ml。ND 为未检出。
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500 nm 100 nm

500 nm 100 nm

500 nm 100 nm

A 灭菌前（20 000×） B 灭菌前（50 000×）

C 灭菌 30 s（20 000×） D 灭菌 30 s（70 000×）

E 灭菌 120 s（20 000×） F 灭菌 120 s（70 000×）
图 3 低温等离子体灭活水中金黄色葡萄球菌的 TEM 结果

3 讨论

低温等离子体产生的大量活性粒子 （如受激原

子、分子、自由基等）、高能电子形成的高速粒子流和

高压脉冲电场对细菌细胞壁和细胞膜均具有重要破

坏作用[4]。1991 年，Tsong[5]提出等离子体效应中菌体细

胞的“电穿孔理论”，指出细胞膜对离子的选择通透性

以及磷酸分子自身的特性，致使细胞膜对电场较为敏

感，高压脉冲电场直接对膜电位作用，引起细胞膜的

热学和电学效应，导致蛋白质通道和磷脂双分子层的

改变，促进细胞死亡。本研究显示，大肠杆菌在灭菌

30 s 时灭活率达 6.98 log，金黄色葡萄球菌在灭菌 10 s
时灭活率达 7.76 log；水中大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

全部被灭活。TEM 结果表明，低温等离子体灭活后的

大肠杆菌出现细胞变形和胞质整体性不均匀；而金黄

色葡萄球菌出现细菌膨胀和核心消失，菌体近似空壳。
革兰阴性菌和革兰阳性菌细胞壁的化学成分不

同，在等离子体效应下具有不同损伤机制。革兰阳性

菌细胞壁的主要成分是黏肽，其构成的细胞壁具有网

状结构，坚固且具有较厚的厚度（20～80 nm）[6]。革兰阴

性菌细胞壁的主要成分是类脂多糖和蛋白质的混合

物，含黏肽很少，肽聚糖层薄，交联松散，细胞壁强度

疏松且厚度较薄（10～15 nm）[7]。革兰阴性菌细胞壁的

厚度远小于革兰阳性菌，而且结构松散，因此，在低温

等离子体效应中受损伤后容易出现穿孔。此外，革兰

阴性细菌细胞壁带有负电荷，在高压脉冲电场作用中

容易聚集电荷，导致“电穿孔”。革兰阴性菌细胞壁在

低温等离子体效应中受到损伤，活性粒子从多点受损

细胞壁进入细胞内部导致细胞器损伤，导致胞质整体

性不均匀。本研究中大肠杆菌出现胞质整体不均匀，

并且随着处理时间的延长，胞质整体不均匀性增强，

菌体出现了多个透电子区。革兰阳性菌细胞壁厚，不

带电荷，因而低温等离子体中活性粒子、高能电子和

高压脉冲电场对细胞壁的损伤程度会比较轻。本研究

中金黄色葡萄球菌在等离子体效应中受到损伤的胞

质向细胞壁凝集，菌体核心溶解，从而出现了菌体空

壳；但受损伤的细胞壁不能维持原来的张力，出现了

菌体膨胀；随着放电时间的延长，细胞壁和胞质损伤

加重，逐渐解体。石兴民等[8]采用介质阻挡放电灭活白

色念珠菌，结果表明，菌体细胞壁及细胞膜断裂，核心

溶解，菌体近似空壳；这与本研究中金黄色葡萄球菌

的超微结构变化相同。Lukes 等[9]研究结果表明，等离

子体处理后细菌表面遭到破坏，等离子体对革兰阴性

菌细胞壁损伤比对革兰阳性菌细胞壁的损伤明显。这

是因为革兰阴性菌细胞壁带有负电荷，更容易在高压

电场中积累电荷，导致膜穿孔，这与本研究的推论相

同。但目前，关于低温等离子体在破坏革兰阴性菌和

革兰阳性菌的细胞壁发生的生化反应以及低温等离

子体产生的活性粒子与菌体细胞内部的大分子物质

反应并不清楚，还需在将来研究中进一步探索。
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