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阵列式等离子体射流处理芽孢的实验研究
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 摘     要：    研制了一套单极性微秒脉冲阵列式等离子体射流系统，该系统可在大气压下激发产生等离子体

射流，实现大面积的灭菌处理。该系统可产生峰值电压 20 kV、频率 15 kHz的高压脉冲，激发产生的射流均匀稳

定，覆盖面积达 37.7 cm2，射流长度达 6 cm，射流功率为 40.05 W，处理 5 min可使射流覆盖范围内的枯草芽孢杆菌

的芽孢基本全部失去活性。考察了不同参数对灭菌效率的影响，结果表明，灭菌率与工作电压、脉冲频率、处

理时间呈正相关，在氦气氛围下有较好的灭菌效果。SEM显示等离子体射流能够对枯草芽孢杆菌的芽孢外壳

结构造成损坏，导致芽孢无法正常代谢，最终死亡。
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Abstract：    In recent years,  with the advancement in the field of biomedical applications, atmospheric pressure
non-thermal  plasma  technology  has  shown  many  advantages  in  disinfection  and  sterilization.  In  terms  of  its
application,  the  key  lies  in  how  to  easily  generate  a  large-area,  uniform  and  stable  plasma.  In  this  work,  a  set  of
unipolar microsecond pulse array plasma jet system is developed, which can be excited to generate plasma jet under
atmospheric  pressure  and  realize  large-area  sterilization  treatment.  The  system generates  high-voltage  pulses  with  a
peak voltage of 20 kV and a frequency of 15 kHz. The jet is uniform and stable, covering an area of 37.7 cm2, the jet
length is stable at 6 cm and the jet power is 40.05 W. Treating for 5 min can basically inactivate all Bacillus subtilis
spores in the area covered by the jet. The effects of different parameters on the sterilization efficiency are investigated,
and the results show that the sterilization rate is positively correlated with the working voltage, pulse frequency and
treatment  time.  The  sterilization  effect  is  better  in  helium  atmosphere.  The  SEM  images  show  that  the  plasma  jet
damaged the shell structure of Bacillus subtilis spores, hence the spores failed to metabolize normally and eventually
died.

Key  words：    non-thermal  plasma,  array  jet,  high  frequency  microsecond  pulse,  surface  decontamination,
Bacillus subtilis

 

表面灭菌是医疗、食品和航天行业中的重要一环，通过减少或消灭微生物来保护人员安全。传统的灭菌手段

有热力灭菌（如干热、湿热）、化学灭菌（如环氧乙烷、戊二醛）、辐射灭菌（如紫外线、γ射线） [1] 等，但都存在一定

的限制和不足，例如导致材料发生形变、丧失性能，或由于辐射和致癌物质而需要采取更全面的安全措施和更多

的成本投入。这些需求推进了新的灭菌技术的诞生。

低温等离子体技术是一种新型非热灭菌技术，具有低能耗、操作简便、绿色环保等优点，对热敏性材料、电子

仪器和人体组织的处理有明显优势，可填补传统灭菌领域的空缺 [2]。等离子体是一种由自由电子、离子和中性粒

子等组成的气体，按照其热力学性质可进一步分为热等离子体和非热等离子体，后者又可分为平衡等离子体和非
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平衡等离子体。非平衡等离子体因其温度较低（小于 60 ℃）又被称为低温等离子体，通常由放电激发气体产生，如

介质阻挡放电（DBD）、沿面放电、滑动弧放电和射流放电等。射流放电通常会产生细长的等离子体束，能进入狭

缝或腔体，可应对复杂表面结构的处理。同时等离子体射流可在开放空间内产生，不仅摆脱了电极结构的空间限

制，还能将等离子体射流从整套装置中独立出来，大大提升了安全性能，这一特性使等离子体射流在医学领域的应

用具有很大优势。相比直流放电、交流放电、射频放电和微波放电等激励方式，脉冲放电具有击穿电压高、电子

能量大、电子密度范围广、多通道均匀放电等优点 [3]。

在目前的报道中，低温等离子体已对细菌 [4]、真菌 [5]、芽孢 [6-8]、脂多糖 [9]、蛋白质和朊病毒 [10] 等起到灭活作用，

具有极高的发展潜力和广阔的应用前景。芽孢具有极强的抗逆性，可在高温高压、强酸强碱、紫外线辐射等极端

条件下存活 [11]，灭活难度高，给医疗卫生领域带来极大的挑战。等离子体中的某些组分会对芽孢结构产生影响，如

活性氧氮的刻蚀作用可以增加细胞膜的通透性，进入芽孢内部后可对蛋白质和遗传物质产生不可逆的损害；高能

电子的轰击作用可使细胞壁、细胞膜穿孔，使胞内物质外溢而失活；紫外线可对芽孢衣蛋白进行光子氧化，对

DNA双螺旋结构也具有破坏作用 [11]。枯草芽孢杆菌的芽孢通常用作评估医疗行业无菌性的生物指标，因此本文

选择该芽孢进行阵列式等离子体射流灭菌效果的评估。

为满足实际应用中对不同复杂表面结构进行快速处理的需求，本文介绍了一套自主研发的单极性微秒脉冲阵

列式等离子体射流系统，该系统可产生较大面积的等离子体射流，并且对枯草杆菌芽孢具有较好的灭活能力。本

文研究了工作电压、脉冲频率、处理时间和气体组成等参数对芽孢灭活的影响。 

1    实验系统与方法 

1.1    实验系统

实验系统主要由载气气源、气体流量计、高频窄脉冲高压电源、阵列式等离子体发生器、电学测试探头和示

波器等部分组成，其中脉冲电源和等离子体发生器为实验室自主研制。等离子体消杀流程如图 1所示，气体经转

子流量计通入射流喷头，经过两个分布器使气体达到射流通道入口时流速均匀，随后进入细长的绝缘通道，对通道

两侧的电极施加脉冲电压后即可触发产生射流，对细菌进行消杀。
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Fig. 1    Flowchart of plasma disinfection

图 1    等离子体消杀流程图
 

脉冲电源可稳定提供峰值范围为 1～25 kV的脉冲电压，频率可在 1～20 kHz内调节。等离子体发生器为

9×9阵列式射流喷头，结构如图 2所示。射流喷头的主体材料为有机玻璃，绝缘介质为聚四氟乙烯，内部绕有两段

漆包线，穿线孔垂直于射流通道，高低压错层分布，穿线方向互相垂直，分别作为射流的高压端和接地端。系统工

作时可将射流喷头置于支架上，也可手持。
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射流通道的分布及尺寸如图 3所示，其孔径为 1.5 mm，呈 9×9阵列式分布，共 81个通道，相邻通道的间距分别

为 8 mm（图 3（a））、7 mm（图 3（b））。射流可覆盖的矩形面积为 37.7 cm2，射流长度可稳定在 4 cm。 

1.2    实验方法 

1.2.1    电学性能的诊断

脉冲电源的电压、电流波形检测采用泰克示波器（Tektronix DPO2024B），电压探头为北极星高压探头（Northstar
PVM-5），电流探头为皮尔森电流探头（Pearson 6585），差分探头为三华差分探头（Sapphire SI-9002），电压、电流的探

测位置如图 1所示。 

1.2.2    发射光谱

脉冲放电过程伴随着强烈的光辐射，利用多通道光纤光

谱仪（Avantes AvaSpec）可对其发射光谱进行检测，再检索

NIST（美国国家标准与技术研究院）原子光谱数据库，即可得

到放电过程中产生的活性成分。 

1.2.3    芽孢的制备

实验采用枯草芽孢杆菌的芽孢作为生物指示剂。芽孢

是细菌休眠体，当环境条件恶劣时由细菌内部产生。芽孢含

水量低、抗逆性强，灭活难度大，是检测灭菌效率的合适指

标。实验所用指示菌为枯草芽孢杆菌 ATCC9372，经培养后

获得该菌芽孢，将菌苔刮下收集后放入 80 ℃ 水浴中杀灭残

余的细菌繁殖体，制得芽孢悬液，如图 4所示。 
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(a) structure diagram (b) photo of device 
Fig. 2    9×9 array plasma generator

图 2    9×9 阵列式等离子体发生器
 

 

(a) horizontal distribution of channels (b) longitudinal distribution of channels 
Fig. 3    Distribution and size of jet channels

图 3    射流通道的分布及尺寸
 

 

 
Fig. 4    Spore suspension of Bacillus subtilis

图 4    枯草杆菌芽孢悬液
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1.2.4    等离子体射流灭菌

使用涂布仪将芽孢悬液均匀地涂布固体琼脂表面，置于

等离子体射流喷头下方一定距离处，调节合适的参数（工作

电压、脉冲频率、处理时间、气体流量和气体组成），利用等

离子体射流处理芽孢数分钟，随后将琼脂平板置于 37 ℃ 生

化培养箱 24 h，可得到不同形貌的菌斑。通过观察对比菌斑

的大小、密度和分布位置等可定性分析不同条件下等离子体

射流的灭菌效率。射流装置的工作状态如图 5所示。

由于样品浓度较大，进行原位计数较为困难，故使用异养平板计数法进行灭菌效果的定量分析。将处理过的

菌液进行 10倍的逐级稀释，并将每次稀释的菌液分别进行接种培养。选取菌落总数在 30～300 CFU（菌落形成单

位，colony-forming units）之间的平板进行计数，颗粒计数采用 ImageJ软件，每个浓度计数 3个样本，取其平均值为

有效值，再乘以相应的稀释倍数，即可得到菌落总数的结果。 

1.2.5    扫描电镜

按照标准方法制备样品用以扫描电镜（Nova Nano 450）观察。样品为等离子体处理前后的芽孢悬液，离心分离

后放入 2.5%戊二醛溶液中固定 12 h，用 PBS洗涤 3次去除固定液，放入质量分数为 1%锇酸溶液中固定 1.5 h，再次

用 PBS洗涤 3次去除锇酸，用梯度乙醇溶液（50%、70%、90%）脱水，再用 100%乙醇洗涤两次。用二氧化碳临界点

干燥仪干燥，溅射涂布机喷上金膜，所得样品即可用于扫描电镜观察其形貌特征。 

2    分析与讨论 

2.1    电学性能诊断

利用示波器、高压探头及电流探头对脉冲电源的电压、电流波形进行检测，可计算单次脉冲能量及不同频率

下的脉冲功率，其结果如图 6所示。图 6（a）为脉冲电压及电流波形，电压峰值为 19.9 kV，脉冲电流峰值为 1.48 A，

脉冲宽度约为 1 μs。通过对脉冲的瞬时电压 Ui 和瞬时电流 Ii 的乘积对时间进行积分，可获得单次脉冲的能量（Ei）

曲线，如图 6（b）所示。在 20 kV、15 kHz的参数下运行时，单次脉冲的能量峰值为 11.6 mJ，注入等离子体的能量为

2.67 mJ，等离子体射流的功率为 40.05 W，当气体流量为 40 L/min时，能量密度为 60.08 J/L。 

2.2    发射光谱分析

在工作电压 20 kV、脉冲频率 15 kHz、气体流量 40 L/min、管口距离 20 mm的条件下，对不同气体成分的等离

子体射流进行发射光谱的分析，谱图如图 7所示。在纯氦气氛围下，发射光谱主要由 He、O、N的谱线组成，O和

N来源于空气。由于 O2 的加入，He Ⅰ与 N Ⅰ谱线的强度降低，O Ⅱ谱线的强度提高，射流中活性氧（ROS）组分增

加。加入 H2O后，光谱中出现明显的羟基自由基谱线，可以推测 H2O是等离子体射流中羟基自由基的主要来源之

一。在同时加入 O2 和 H2O后，并未带来 O Ⅰ与羟基自由基谱线强度一同增强的情况，谱线强度反而整体减弱，可

见二者存在相互抑制的关系。

 

 
Fig. 5    Spores on AGAR plate was treated by plasma jet

图 5    等离子体射流处理琼脂平板上的芽孢
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Fig. 6    Voltage and current waveform (a) and single pulse energy (b) of pulsed plasma jet

图 6    脉冲等离子体射流的电压及电流波形 (a) 和单次脉冲能量 (b)
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研究表明，等离子体可与细胞的遗传物质、蛋白质、脂质等发生相互作用，其内的活性氧和活性氮在细菌灭活

中起到重要作用 [12]。等离子体中的活性粒子会首先作用于细胞膜上的膜蛋白、不饱和脂肪酸、磷脂层等，以改变

细胞膜的通透性。在膜结构被破坏之后，活性粒子会与水分子或胞内生物分子进一步反应生成新的活性物质，进

而引发 DNA易错性修复机制 [12]，使细胞死亡。同时等离子体中还含有大量的 NO，研究表明，低浓度的 NO可促进

细胞生长并组织细胞程序性死亡，但高浓度的 NO会导致细胞周期停滞、衰老或凋亡 [13]。 

2.3    阵列式射流形貌

等离子体射流的形貌受到多个因素的影响，主要包括工作电压、脉冲频率和气体流量等。在 20 kV、15 kHz的

条件下，通入 40 L/min的氦气可产生长度为 6 cm的 9×9阵列式等离子体射流，如图 8（a）所示。所有通道都可激发

产生射流，且分布均匀、边界清晰，在白天也能看到明显的紫色光亮，如图 8（b）所示。可直接作用于人体皮肤表

面，且无灼热感或麻痹感，如图 8（c）所示。 

2.4    阵列式等离子体射流处理芽孢

使用阵列式等离子体射流对枯草芽孢杆菌的芽孢进行灭菌处理，芽孢载体为直径 90 mm的琼脂平板，琼脂厚

度 5 mm，琼脂上表面与射流通道出口的距离为 20 mm。 

2.4.1    系统功率

等离子体功率受工作电压及脉冲频率的影响，一般来说，功率越大，单位时间内注入气体的能量越大，生成的

活性基团浓度越高，对细菌的灭活能力越强。
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Fig. 7    Emission spectra of plasma jets with different gas compositions

图 7    不同气体成分下等离子体射流的发射光谱
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考察工作电压对等离子体灭活效率的影响，其结果如图 9所示。脉冲频率固定为 15 kHz，氦气流量为 35 L/min，
处理时间 3 min。设备高低压电极间距为 10 mm，由此可得电场强度的大小。当工作电压峰值为 20 kV时，电场强

度为 2×106 V/m。随着工作电压的提升，电场强度逐渐增大，琼脂上的菌落数量逐渐减少。
 
 

0 kV 10 kV 12.5 kV 15 kV 17.5 kV 20 kV

Fig. 9    Sterilizing effect of jet under different voltage

图 9    不同工作电压下射流的灭菌效果
 

考察脉冲频率对等离子体灭活效率的影响，其结果如图 10所示。工作电压峰值为 20 kV，电场强度为 2×106 V/m，

氦气流量为 35 L/min，处理时间 3 min。在 5～15 kHz范围内，提高脉冲频率对菌落密度的影响较小，但在相同的培

养时间内，15 kHz作用下的菌斑粒径减小，说明细菌生长受到抑制。
 
 

0 kHz 5 kHz 7.5 kHz 10 kHz 12.5 kHz 15 kHz

Fig. 10    Sterilizing effect of jet at different pulse frequencies

图 10    不同脉冲频率下射流的灭菌效果
  

2.4.2    处理时间

射流处理时间是直接影响灭菌效率的因素之一。氦气流量为 40 L/min，脉冲电源的工作电压峰值为 20 kV，脉

冲频率为 15 kHz，灭菌效果如图 11所示。当处理时间达到 5 min时，射流覆盖范围内的芽孢基本全部失去活性，可

见处理时间对灭菌效率有较大的影响。
 
 

0 min 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

Fig. 11    Sterilizing effect of jet under different treatment time

图 11    不同处理时间下射流的灭菌效果
 
 

2.4.3    气体组成

通常来说，适当增加 O2 含量可以提升等离子体中活性氧的浓度 [14]，但其电负性又倾向于吸收气体中激发出

的高能电子，导致电子密度下降，因此过高浓度的 O2 反而会削弱等离子体的灭菌能力。提高气体湿度可以提升

 

(a) the length of plasma (b) uniform plasma discharge (c) plasma acts on human skin 
Fig. 8    Array jet discharge

图 8    阵列式射流放电
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等离子体中羟基自由基的浓度，羟基自由基可以氧化多聚糖和磷脂双分子层，从而破坏细胞壁和细胞膜，使细胞

失去活性 [15]。

对比不同气体氛围对射流灭菌的影响，其中 O2 的体积分数为 1%，H2O的相对湿度为 3%，工作电压峰值为 20 kV，

脉冲频率为 15 kHz，气体总流量为 40 L/min，灭菌效果如图 12所示。总体上看，He的灭菌效果好于 Ar，He在 3 min
时即可将芽孢基本杀灭，而 Ar要 5 min以上才能达到同样的效果。加入 O2 会导致灭菌速率在前期下降，后期回

升，这可能是由于活性氧中部分组分为长效成分，其含量的增加相应带来瞬态成分含量的降低，至使灭菌出现滞后

现象。在 He中分别掺杂 O2 或 H2O后，灭菌效果略有降低，但当二者同时加入后，1 min内的灭菌效果明显下降。

结合发射光谱的结果来看，O2 和 H2O的同时加入阻碍了 He的激发，且抑制了羟基自由基的生成，导致活性粒子密

度降低，射流的灭菌性能减弱。
 
 

He

He/O2

He/H2O

He/O2/H2O

Ar

0 min 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

Fig. 12    Sterilization effect of jet under different gas atmosphere

图 12    不同气体氛围下射流的灭菌效果

在同样的工作条件下对芽孢进行定量实验处理，结果如图 13所示。灭菌对数值的趋势与定性实验的结果基

本吻合，He的处理效果最佳，可达到 3个对数值的灭菌效果；Ar的处理效果较差，约为 2个对数值；掺杂气体会在
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Fig. 13    Sterilization data of jet under different gas atmosphere

图 13    不同气体氛围下射流的灭菌实验数据
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一定程度上削弱等离子体的灭菌能力，但基本能达到 2个对数值以上的灭菌效果。 

2.5    芽孢的扫描电镜观察

分别取等离子体射流处理前后的芽孢进行扫描电镜观察，图 14为放大 20 k倍的扫描结果。处理条件为工作

电压 20 kV，脉冲频率 15 kHz，氦气流量 40 L/min，处理时间 3 min。可见对照组芽孢个体圆滑饱满，芽孢壁结构完

整；实验组芽孢的外壳结构遭到严重破坏，出现不同程度的塌陷和破碎，芽孢内部结构出现明显空缺，内容物流

出，以致芽孢无法进行正常的代谢活动，最终失去活性。
 
 

1 μm 1 μm

(a) before treatment (b) after treatment

Fig. 14    SEM images of Bacillus subtilis spores before and after treatment

图 14    处理前后枯草杆菌芽孢的 SEM
 
 

3    结　论
本文采用自主研发的单极性微秒脉冲 9×9阵列式等离子体射流系统，对枯草芽孢杆菌的芽孢进行了灭活处

理。系统峰值电压可达 20 kV，峰值电流为 1.48 A，射流功率为 40.05 W。工作时阵列中所有孔道均匀产生等离子

体，射流覆盖面积达 37.7 cm2，射流长度可稳定在 4～5 cm，最高可达 6 cm。射流温度保持在室温，可直接作用于人

体皮肤数分钟，适用于热敏性材料的表面处理。在放电电压 20 kV，脉冲频率 15 kHz，氦气流量 40 L/min的条件下，

处理 5 min可使射流覆盖范围内的芽孢基本全部失去活性。考察了不同参数对灭菌效率的影响，工作电压、脉冲

频率、处理时间三者与灭菌效率均呈正相关，不同的气体组分会在灭菌前期（1 min内）对灭菌速率有一定影响，后

期（5 min后）趋近一致。SEM结果显示，等离子体射流能够破坏芽孢的细胞壁和细胞膜，导致细胞失活。

本文对阵列式等离子体射流的规模放大进行了尝试，得到了稳定的大面积等离子体射流，为后续研发大规模

等离子体射流系统提供经验。低温等离子体灭菌技术作为近年的研究热点，基础理论与实验应用都在不断推进，

但由于等离子体的瞬态性和生物组织的复杂性，其相互之间的作用机理仍未有定论，需要进一步的探索。同时等

离子体射流的标准化、扩大化，也是将该技术推向工业化需要解决的问题。
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