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摘　要　微生物气溶胶相关的突发性疫情时有发生，故研发新型高效的微生物气溶胶灭活技术已引起广泛关
注。采用低温等离子体灭活枯草芽孢杆菌气溶胶，对低温等离子体电学特性和光学特性进行测定诊断，并测定
活性氧。从细菌可培养性、细胞膜完整性、蛋白质泄露及细胞矿化 4个方面分析评估灭活效果，并以杀菌率为
指标，研究了外加电压、流速及相对湿度对灭活效果的影响。结果表明，低温等离子体可实现枯草芽孢杆菌气
溶胶灭活，灭活效果显著。随着外加电压的增加，灭活效率呈上升趋势。在外加电压为 10~13 kV时，对应灭活
效率为 48%~83%。灭活效率与流速成反比，随着流速的增加，灭活效率减小。流速为 11~14 L·min−1 时，灭活效
率为 80%~47%。在不同相对湿度条件下，灭活效率呈先上升后下降的趋势。在 RH=40%时，灭活效率达到最大
值，为 86%。这表明低电压、高流速和高相对湿度不利于微生物气溶胶灭活。本研究结果可为低温等离子体灭
活微生物气溶胶技术的应用提供参考。
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以气溶胶形式存在于空气中的致病微生物极易引起传染病扩散和传播。如近两年新型冠状病
毒肺炎 (COVID-19) 疫情的暴发与流行对人类健康产生了严重威胁。经研究发现，气溶胶传播或是
COVID-19的主要传播途径之一 [1-2]。因此，微生物气溶胶污染与控制已成为研究热点。微生物气溶
胶是由微生物依附于气溶胶粒子形成，可通过不同机制对人体健康产生不利影响，如引发呼吸系
统疾病、引起传染病传播、增加患癌风险等 [3]。而传统的微生物气溶胶净化方法存在一定局限性，
如化学消毒剂法易产生残留和二次污染 [4]；过滤吸附法无法实现微生物灭活，被截留的微生物可以
长期存活和繁殖，有一定安全隐患 [5]。低温等离子体因其灭活效率高且可实现动态消毒，发展成为
新兴的广谱杀菌方法。

低温等离子体是电子、离子、自由基等粒子组成的混合体。与热等离子体不同，低温等离子
体中能量主要用来加热电子，整个体系温度较低，故其使用范围更广 [6]。低温等离子体的产生方式
有电晕放电、辉光放电、介质阻挡放电等。电晕放电是在曲率半径很小的电极上施加直流、交流
或脉冲高压产生局部放电 [7]，放电区域小，仅在放电极周围，是一种低电流密度的非均匀放电 [8]。
辉光放电与电晕放电放电过程类似，但放电强度有所不同。辉光放电充满整个放电空间，是一种
低气压下稳定的自持放电 [9]。介质阻挡放电将绝缘介质置于放电空间内，放电形式为微放电。相比
之下，介质阻挡放电放电更均匀，可在常压下进行。因此，本研究拟选用介质阻挡放电产生低温
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等离子体。
低温等离子体中起杀菌作用的有紫外线、带电粒子及活性物种 [10-11]。波长 260 nm左右的紫外

线通过损伤细菌 DNA抑制细菌的繁殖能力 [11]。积累在细胞膜表面的带电粒子导致细胞膜内外产生
跨膜电势，通过电穿孔作用导致细胞死亡。而活性物种由于具有强氧化性被认为是起主导作用的
杀菌成分 [12-13]。王英等 [14] 发现，经低温等离子体处理后，苹果汁中的耐高渗酵母菌数量可减少
6.82 log，灭活效果显著。LIN等 [15] 通过低温等离子体实现了鸡蛋壳上沙门氏菌有效灭活，同时鸡
蛋的营养品质和感官特性不受影响。低温等离子体还可快速且有效地灭活物体表面存留的 SARS-
CoV-2[16]。

然而，有关低温等离子体灭活微生物气溶胶的研究较少。微生物气溶胶与物体表面微生物的
灭活差异很大。灭菌对象为物体表面时，反应装置多为低温等离子体射流，放电区与射流形成区
在空间上有所分离 [17]。通过低温等离子体喷射将活性物种等有效杀菌成分直接作用于物体表面，
不受限于物体形状。灭菌对象为微生物气溶胶时的反应装置多为传统间隙式。微生物气溶胶与放
电生成的低温等离子体在同一空间内混合接触，低温等离子体中的活性物质、带电粒子、紫外线
等充分作用于微生物气溶胶导致其失去活性。因此，有必要对低温等离子体灭活微生物气溶胶的
灭活效果及影响因素进行研究。

本研究在搭建低温等离子体灭活微生物气溶胶实验台的基础上，选取安全且典型的实验微生
物，研究了不同工作电压、流速和相对湿度对微生物气溶胶灭活效果的影响。采用电压电流波形
图、李萨如图、发射光谱图和电子顺磁共振表征并分析低温等离子体的放电特性和成分特征，通
过对比低温等离子体放电前后微生物气溶胶的可培养性、细胞膜完整性、蛋白质质量浓度及总有
机碳水平的差异评估系统的灭活效果，再以杀菌率为评价指标，得到不同影响因素的对灭活效果
的影响规律，以期为低温等离子体灭活微生物气溶胶的应用提供参考。

 1    实验部分

 1.1    实验微生物选择

选取枯草芽孢杆菌 CMCC(B)63 501为实验
菌株发生微生物气溶胶，代表可在不利条件下
生存的高抗性菌株 [18]。枯草芽孢杆菌是革兰氏
阳性菌，呈柱状、无荚膜、周生鞭毛，其细胞

结构如图 1所示。因其对环境友好且对人体及
动植物无危害，应用较为广泛 [19]。由于枯草芽
孢杆菌与炭疽芽孢杆菌同属低 G+C革兰氏阳
性菌的芽孢杆菌属，且在基因结构和生物特性
角度二者高度类似 [20]。因此，在微生物灭活领
域，枯草芽孢杆菌常作为致病菌炭疽芽孢杆菌
安全且有效的替代菌用来评价不同灭活技术的

灭活效果[21]。

 1.2    实验系统

图 2为低温等离子体灭活微生物气溶胶的装置。系统主要由微生物气溶胶制备单元、低温等
离子体净化单元、采样单元、尾气净化单元构成。

用灭菌接种环取斜面保存的枯草芽孢杆菌 CMCC(B)63501于 LB液体培养基，恒温振荡 (37 ℃，
150 r∙min−1) 培养 12 h。菌液以 7 000 r∙min−1 离心 8 min后去除上清液，加入无菌磷酸盐缓冲溶液
(PBS，pH=7.4) ，重悬后重复离心 2次。离心后的菌体加入 PBS溶液用于气溶胶发生，浓度约为
105 cfu·mL−1。

经硅胶除湿、活性炭除杂后的压缩空气进入气溶胶雾化器  (ZR-C03,青岛众瑞智能仪器股份有
限公司) 产生枯草芽孢杆菌气溶胶  (8 L·min−1) 。产生的微生物气溶胶由扩散干燥器  (3 065,上海汇分
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图 1    枯草芽孢杆菌细胞结构示意图

Fig. 1    Schematic diagram of the cell structure of
Bacillus subtilis
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电子科技有限公司) 干燥后与干湿空气混合。湿空气由经过转子流量计 (LZB-10WB (F) ,苏州三泰测
控技术有限公司) 计量的空气通入含有无菌水的玻璃瓶产生。相对湿度由该单元气体流量控制，由
温湿度检测仪检测。经低温等离子体反应器净化后由液体撞击式采样器  (LY36-YTZ,北京海富达科
技有限公司) 对实验微生物气溶胶采样  (实验采样流量为 11 L·min−1，采样时间为 20 min) 。采样瓶
90°弧形弯曲的进气管可模拟人的上呼吸道对气溶胶粒子的阻拦。采样液适当稀释后涂布于 LB固
体培养基，置于恒温培养箱 (HN-40BS,青岛聚创环保集团有限公司) 37 ℃ 恒温过夜培养后计数，计
算杀菌率。含有臭氧、氮氧化物和剩余微生物气溶胶的实验尾气通过活性炭吸附去除。

通过介质阻挡放电产生低温等离子体。反应器由放电电极 (不锈钢棒状电极，直径 1 mm) 、石
英管 (内径 12 mm、壁厚 1 mm、长 250 mm) 和接地电极 (铜皮) 构成，由高压交流电源 (GJTK-0.01/30
K,上海南罡电除尘器有限公司 ) 供电。使用示波器  (DPO3054，Tektronix) 和高压探头  (P6015A，
Tektronix) 测量电压电流信号，得到低温等离子体电学特性。光学特性由光谱仪  (Maya2000Pro，
OceanInsight) 测量，光谱仪带宽 203~1 099 nm，入射狭缝 5 μm。放电过程中产生的活性物种经捕获
剂捕获后由电子顺磁共振波谱仪  (EMXmicro-6/1，布鲁克科技有限公司) 测定信号值，定量描述低
温等离子体成分特征。采用的捕获剂为 TEMP (四甲基哌啶酮) 溶液和 DMPO (5,5二甲基 1-吡咯啉
N-氧化物) 溶液，分别用来捕获1O2 和·OH自由基。

低温等离子体处理前后的枯草芽孢杆菌气溶胶通过稀释平板涂布法分析细菌可培养性的变
化。使用 SYBR GreenⅠ/Propidium Iodide(SG/PI)染色，利用流式细胞仪  (Accuri C6，美国 BD公司 )
检测细胞膜的完整性。使用紫外—可见分光光度计  (UV-4 802，尤尼柯上海仪器有限公司) 测定细
菌蛋白质质量浓度变化。通过总有机碳分析仪 (TOC-VCPH，日本岛津公司) 计算细胞矿化度。

 1.3    评价方法

1) 杀菌率。通过平板菌落计数法研究枯草芽孢杆菌气溶胶的可培养性，比较低温等离子体处
理前后的菌落数，从而计算实验装置的杀菌率。杀菌率计算公式为式 (1) 。

η =
c0− c

c0
×100% (1)

式中：C0 表示未经低温等离子体处理的对照组气溶胶中菌浓度；C 表示经低温等离子体处理后的
暴露组气溶胶中菌浓度。

2) 细胞矿化度。通过总有机碳分析仪测定低温等离子体处理前后样品的总有机碳含量变化，
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图 2    实验系统流程图

Fig. 2    Schematic diagram of experimental setup
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计算细胞矿化度[22]。计算公式为式 (1) 。

ϕ =
∆T
T0
×100% (2)

式中：ΔT 表示低温等离子体处理前后的总有机碳差值；T0 表示低温等离子体处理前对照组的总有
机碳含量。

 2    结果与讨论

 2.1    低温等离子体特性

电压-电流波形图是低温等离子体放电过程中最基本的电学特性表征 [23]。介质阻挡放电是将绝
缘介质置于放电空间内，在放电过程中，当放电间隙的电压高到足以引起击穿时，部分区域的电
子密度达到临界值，产生大量的电流细丝，形成微放电。每个微放电过程的持续时间不到 10 ns，
十分短暂 [24]。当反应器内部气体完全击穿后，空间电荷开始在介质表面积累，介质表面积累电荷
后产生与原本电场方向相反的电场，削弱有效作用电场从而中断放电电流，微放电熄灭 [25]。以外
加电压为 10 kV和 13 kV时的波形图为例 (图 3) ，在交流电压正负极性变化时有电流脉冲产生，属
于丝状放电，是典型的介质阻挡放电过程。通过对比可以看出，在外加电压 U=13 kV时，电压波
形幅度增大，放电过程中电流细丝的数量增加，电流脉冲幅值增大，放电强度增强。在微放电后
期，高能电子通过碰撞传递能量并激发分子、原子、准分子等粒子，部分原子或分子激发形成离
子、自由基等活性粒子 [26]。而产生的活性粒子等可作用于微生物，导致微生物失活。通过李萨如
图形表征放电功率，不同外加电压下的李萨如图形如图 4所示。AB和 CD段为放电阶段，BC和
AD段为放电熄灭阶段，与波形图中微放电的产生和熄灭一致。李萨如图形的面积正比于放电功
率。随着外加电压的升高，放电功率随之增加。这是由于随着外加电压的升高，电流细丝密度增
加，放电强度增强，从而导致传输电荷的能力增强。

低温等离子体产生过程中伴随着能量变化，高能级态粒子由于不稳定会向低能级态跃迁，跃
迁时以光子的形式释放能量 [27]。利用发射光谱法可实时对低温等离子体成分进行诊断。图 5表
明，波长主要集中在 300~400 nm，主要是氮分子第二正带系的几个特征峰：313.97 nm、336.29
nm、357.21 nm、379.44 nm。在 400.26 nm处可观察到 N2

+特征峰。这说明基态氮分子在放电过程中

产生离解电离形成激发态氮原子等活性氮物质。同时，在波长 306.22 nm处还可观察到由水分子和
电子碰撞解离得到的羟基自由基谱线 [28]。  在本实验中，未检测到波长 777 nm处氧原子的特征峰。
这可能是由于氧原子在常压下是通过碰撞传递能量，很少发生辐射跃迁 [29]。激发态分子、离子、
自由基等联合作用致使微生物气溶胶丧失活性。

通过电子顺磁共振技术检测低温等离子体中短寿命的活性物种。以 N2 和 O2 混合气体作为工
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图 3    电流电压波形图

Fig. 3    Typical discharge voltage-current waveforms
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作气体通入反应器  (N2 和 O2 的体积比为 4:1) ，
分别将捕获剂 TEMP溶液及 DMPO溶液暴露于
低温等离子体气氛中检测 1O2 和 ·OH自由基。
图 6表明，液相样品中检测出的活性物种主要
由放电产生。如图 6(a) 所示，通过 TEMP溶液
成功捕获到低温等离子体中的单线态氧 (1O2)。
1O2 是分子氧的最低电子激发态，同时也是高
活性的非自由基活性氧物质 [30]。单线态氧是一
种反应性亲双烯体，与细胞内生物大分子的双
价键发生特定加合反应，在细胞水平主要氧化
功能性和结构性蛋白质，诱导细胞凋亡 [31]。同
样地，如图 6(b) 可知，·OH自由基被 DMPO溶
液成功捕获。·OH的来源可分为两部分。在工
作气体为干燥气体时会检测到少量的·OH，这
部分羟基自由基来源于捕获剂液体样品的蒸发
[32]。通过鼓泡加入一定 H2O后，·OH自由基信
号值显著增强，故一定量湿空气的加入有利
于·OH的生成。而·OH是活性极强的活性氧物
质，通常认为·OH是低温等离子体中主要起灭
活作用的成分，其可以和氨基酸残基上的 α氢
原子发生反应，并引发自由基链反应，最终影
响微生物的存活能力[33]。

 2.2    灭活效果检测

分别对低温等离子体灭活前后的细菌气溶
胶 采 样  (外 加 电 压 U=12  kV， 流 速 v=  12
L·min−1，相对湿度 RH=20%) ，通过测定细菌
的可培养性、细胞膜完整性、蛋白质质量浓度
及总有机碳 (TOC) 水平的差异来判断检测实验
系统的灭活效果。

平板计数法是最常用的细菌活性评价方法。该方法是将样品中的活菌培养后计算菌落数。首
先，由图 7(a)可知，经过低温等离子体灭活后的细菌气溶胶菌落数明显减少，细菌可培养性降

 

−20 −10 0 10 20

−6

−4

−2

0

2

4

6

电
荷
/n
C

电压/kV

 10 kV  13 kV

A

B C

D

图 4    李萨如图

Fig. 4    Lissajous figure
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图 6    EPR光谱图

Fig. 6    EPR spectrogram
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低，可计算出杀菌率为 71%。其次，使用 SYBR GreenⅠ/Propidium Iodide(SG/PI)双染检测细胞膜完
整性，SG染料可与活菌细胞 DNA结合，发出绿色荧光；PI染料只能穿过细胞膜受损的细胞，与
其 DNA结合发出红色荧光 [7]。因此，以 FL1和 FL3通道收集荧光强度，经流式细胞仪检测后的结
果如图 7(b)所示。低温等离子体灭活处理前的枯草芽孢杆菌气溶胶活菌占比为 93.3%。此时检测到
的少量具有膜通透性的细菌归因于储存过程中产生的亚致死性损伤 [34]。经低温等离子体处理后活
菌比转变为 27.2%，灭活效率为 70.8%。这表明实验系统低温等离子体可实现枯草芽孢杆菌气溶胶
有效灭活，且细菌细胞膜被破坏。流式细胞仪检测出的杀菌率近似等于平板计数法得到的杀菌
率，二者之间的差异是流式细胞仪检测出的杀菌率略低。这是由于在灭活过程中，细菌首先失去
了可培养性，然后失去膜完整性 [35]。然后，通过考马斯亮蓝 G-250染料与蛋白质结合的显色反应
测定蛋白质含量。结果如图 7(c)所示，经低温等离子体处理后的暴露组细菌悬液光密度 (optical
density，OD)增加，意味着枯草芽孢杆菌气溶胶通过低温等离子体中带电粒子、活性自由基等成分
对细菌细胞膜的电穿孔和氧化破坏作用后，蛋白质产生泄露、细菌失活，此时蛋白质质量浓度有
所增加 [36]。最后，由图 7(d)可知，与对照组相比，暴露在低温等离子体中的枯草芽孢杆菌气溶胶
TOC含量降低。推测是由于低温等离子体中的活性组分攻击氨基酸等生物大分子，对细胞造成严
重氧化损伤，使细胞胞内物质矿化为 H2O和 CO2

[37]。本实验系统对枯草芽孢杆菌气溶胶的矿化率
为 11.4%，矿化效果不好。分析可能的原因有：第一，微生物气溶胶分子量大，较难矿化 [38]；第
二，放电过程中放电功率较低，导致放电过程中产生的·OH、1O2 等活性物种数量有限，从而对矿
化效果产生影响。

 2.3    影响因素分析

1) 不同电压对灭活效果的影响。研究了外加电压为 10~13 kV时 (相对湿度 RH=20%，流速 v=12

L·min−1) 的杀菌效果。对低温等离子体暴露前后的枯草芽孢杆菌气溶胶采样后培养计数，每组实验

重复 3次，计算平均值，得到不同电压的杀菌率。结果如图 8(a)所示，外加电压越高，杀菌率越
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图 7    低温等离子体的灭活效果

Fig. 7    Inactivation effect of non-thermal plasma
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高，灭活效果越好。这是由于随着外加电压的升高，介质阻挡放电产生的微放电数量增加，放电
电流的大小和密度增加，放电强度增大 [25]。每个电流细丝都可看作一个单独的反应通道，故增加
的电流细丝可通过电离、激发等方式产生更多的带电粒子及活性粒子 [39]。活性物种等与枯草芽孢
杆菌气溶胶粒子的碰撞机率增加，通过破坏细胞膜、氧化蛋白质等作用来实现枯草芽孢杆菌气溶
胶灭活[10]。

2) 不同流速对灭活效果的影响。选取流速为 11~14 L·min−1 (相对湿度 RH=20%，外加电压 U=12
kV) 测试杀菌效果。如图 8(b)所示，随着气体流速的增大，杀菌率呈下降趋势。因为在低温等离子
体反应区长度一定的条件下，气体流速的大小决定了气体在反应器内停留时间的长短。气体流速
越大，枯草芽孢杆菌气溶胶在反应器内停留时间越短，与·OH等活性粒子及正负带电粒子碰撞的
机率减少，杀菌效果降低。

3) 不同相对湿度对灭活效果的影响。实验选取 RH=20%、40%、60%和 80%代表不同的相对湿
度条件，在外加电压 U=12 kV，气体流速 v=12 L·min−1 时研究不同相对湿度对微生物气溶胶灭活效
果的影响  (图 9) 。在不同相对湿度下，杀菌率呈先上升后下降的趋势。在低相对湿度情况下，杀
菌率随着相对湿度的增加而增加，在 RH=40%时达到最大值，为 86%。当相对湿度进一步增加
时，杀菌率逐渐下降。在 RH=80%的高相对湿度条件下，杀菌率降为 69%。分析产生此现象的原
因可能是：在相对湿度较低时，一定水分的加入会产生更多的活性物质，尤其工作气体中的水分

子 是 ·OH的 主 要 来 源 ， 有 利 于 反 应
e+H2O→e+·OH+·H的进行 [40]。而 ·OH在灭活微
生物时起重要作用，故灭活效率有所提高 [7]。
另一方面，随着水分子的加入，放电过程中产
生的 NOx 易酸化形成 HNO3，而 HNO3 具有强
氧化性，对灭活微生物气溶胶有促进作用。但
由于 H2O是电负性气体，随着相对湿度的进一
步提高，H2O会与放电过程中产生的电子形成
负离子，而负离子在电场中运动缓慢，电离能
力差，导致参与电子雪崩的有效电子数量减
少，放电电流减小。同时，气体击穿电压增
大，更不易击穿 [41-43]。因此，在 H2O含量较高
的情况下，微生物气溶胶的灭活效率降低。
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图 8    不同电压及流速对灭活效果的影响

Fig. 8    Influence of different voltages and flow rates on the inactivation effect
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Fig. 9    The influence of different relative humidity on the
inactivation effect
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 3    结论

1) 介质阻挡放电过程呈微放电，放电强度和放电功率随着外加电压的增大而增大。低温等离
子体产生过程中多以氮分子第二正系跃迁为主，通过捕获剂成功捕获到1O2 和·OH自由基，说明放
电过程产生了活性氮和活性氧，活性物质具有强氧化性可导致微生物气溶胶失去活性。

2) 经低温等离子体暴露后的枯草芽孢杆菌气溶胶可培养性降低了 71%，细胞膜破损细菌占比
72.5%，蛋白质产生泄露，泄露量为 0.048 mg·mL−1，胞内有机物产生矿化，矿化率为 11.4%。

3) 随着外加电压的升高，杀菌率呈上升趋势。在外加电压 U=13 kV时，杀菌率达 83%。杀菌
率随气体流速的增大而降低，在气体流速 v=14 L·min−1 时，杀菌率降为 47%。随着相对湿度的增
加，杀菌率先升高后下降，在 RH=40%时，杀菌率最高，为 86%。
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Abstract      Sudden  outbreaks  related  to  bioaerosols  occur  from time  to  time,  so  the  development  of  new and
efficient bioaerosols inactivation technology has attracted extensive attention.The purpose of this study was to
inactivate  the  Bacillus  subtilis  aerosol  using  non-thermal  plasma  technology.  The  electrical  and  optical
characteristics  of  the  non-thermal  plasma  are  measured  and  diagnosed,  and  reactive  oxygen  species  are  also
measured.The  inactivation  effect  is  analyzed  from  the  four  aspects  of  bacterial  cultivability,  cell  membrane
integrity, protein leakage and cell mineralization.Using the sterilization rate as an indicator, the influence of the
applied voltage, flow rate and relative humidity on the inactivation effect is studied. The results show that non-
thermal  plasma  can  inactivate  the  Bacillus  subtilis  aerosol  significantly.  The  inactivation  efficiency  increases
with  the  increase  of  applied  voltage.  When  the  applied  voltage  is  10~13  kV,  the  inactivation  efficiency  is
48%~83%.  As the velocity of  flow increases,  the inactivation efficiency decreases.  When the flow rate is  11~
14  L·min−1,  the  inactivation  efficiency  is  80%~47%.Under  different  relative  humidity  conditions,  the
inactivation  efficiency  increased  first  and  then  decreased,  and  reached  the  maximum  value  of  86%  when
RH=40%.Therefore,  it  can  be  concluded  that  low  voltage,  high  flow  rate  and  high  relative  humidity  are  not
conducive to bioaerosol inactivation.
Keywords    bioaerosol inactivation; non-thermal plasma; inactivation effect; influencing factors
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