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大气压低温等离子体灭活表面微生物
综合实验设计
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摘要：表面微生物灭活是一个长期的社会需求，低温等离子体灭活表面微生物是表面微生物灭活研究热点。该文选用

大气压低温等离子体灭活物体表面微生物进行综合实验设计。实验表明，细菌灭活效率达到 99% 时的作用时间非常短，低

于 14 s。新冠假病毒灭活所需时间较长，23 ℃ 和 4 ℃ 时灭活效率达 99% 以上的灭活时间均为 1 min；低温−20 ℃ 时，灭

活时间为 3 min。大气压低温等离子体技术适用于冷链行业食品外包装等表面微生物的灭活。该实验以社会热点和科学前

沿问题为导入，不仅提升了学生开展低温等离子体和微生物学的实验操作能力，也体现了实验内容的“两性一度”，激发

了学生对实验科学的热情和兴趣。
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Abstract: Surface  microbial  inactivation  is  a  long-term  social  demand,  and  low-temperature  plasma  inactivation  of  surface
microorganisms is a hot research topic in surface microbial  inactivation. Aiming at  the hot spot,  the latest  research results of a new
type  of  low-temperature  plasma  disinfection  and  sterilization  are  introduced  into  the  comprehensive  experiment  of  environmental
engineering. In our comprehensive experiment, SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike pseudo virus is selected as inactivated object, and
the research on the inactivation of object surface microorganisms by atmospheric pressure low-temperature plasma is carried out. The
main research conclusions show the disinfection and sterilization efficiency of bacteria can reach 99% within an action time of less
than  14  s.  While  the  action  time for  SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike  pseudo virus  with  an  inactivation  efficiency of  over  99%  is
relatively longer, which is 1 min at 23 ℃ and 4 ℃, and 3 min at −20 ℃. The results show that atmospheric pressure low temperature
plasma technology is suitable for the inactivation of surface microorganisms such as food packaging in the cold chain industry. The
introduced  experiment  can  improve  the  students’   ability  to  carry  out  experiments  on  low-temperature  plasma  and  environmental
engineering microbiology, and also stimulate their enthusiasm and interest in experimental science.
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综合实验是培养学生解决复杂问题综合能力

的有效手段。为了建设符合一流课程标准的教学

实验，必须加大符合“两性一度”的综合实验项

目的设计[1]。本设计结合冷链行业食品外包装等表

面微生物的灭活社会需求，融合低温等离子体技

术与微生物接种、培养以及灭活评价等重要知识  
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点，开展了创新性大气压低温等离子体灭活表面

微生物综合性实验。实验不仅提高了本科生培养

质量，也激发了学生的专业认可度和实验热情，

可为其他院校综合性实验教学改革提供借鉴。 

1    实验设计背景与教学思路

细菌和病毒可在低温物体表面长时间存活，

进口冷链食品外包装便成为各种细菌和病毒跨境

传播的主要载体，冷链食品外包装的有效杀毒是

我国常态化防控面临的紧迫任务[2–3]。传统消毒方

法包括高压蒸汽灭菌、紫外灯照射、化学药剂喷洒

等，由于这些技术可能产生高温、二次污染或给食

品本身带来安全风险等问题，并不适用于冷链食

品外包装的消毒[4]，因此研发适用于冷链食品外包

装表面微生物灭活的技术具有重要的实用价值。

低温等离子体又称为继气、固、液以外的

“物质第四态”，由于其能够在相对温和的条件

下，使热力学平衡条件下难发生的反应迅速进行

而受到关注[5]。低温等离子体是气体在高压放电作

用下，发生激发、电离和重组等复杂的化学过

程，所产生的由活性氧、活性氮、激发态原子、

亚稳态原子、臭氧、过氧化氢、紫外光子等活性

组分构成的流动性粒子群。低温等离子体可用于

降解挥发性有机污染物、材料改性[6–7]、甲醇和甲

烷活化利用[8] 等方面，在医学领域治疗癌症[9] 和

微生物灭活方面[10] 也表现优异。等离子体通过对

微生物细胞进行静电干扰、大分子氧化、细胞膜

穿孔及蚀刻等一系列复杂的物理化学作用，从而

破坏微生物分子结构[11–13]。研究发现，低温等离

子体对纯化的 SARS-CoV-2 RNA生物气溶胶也有

良好的灭活效果[14–15]。因此，针对冷链食品外包

装低温条件和不可污染的特殊灭菌需求，大气压

低温等离子体技术具有良好的适配性[16]。

基于上述设计背景，自行设计与研发出一套

低温等离子体射流实验平台，设计思路如图 1所

示。利用该平台，学生自主设计参数，依据实验

室生物安全和 WS/T683的要求评价不同条件下微

生物灭活的效率。此外，还可利用扫描电子显微

镜、电泳、游离 DNA分析、三维荧光光谱等手

段，从分子层面分析大气压低温等离子体射流致

使表面微生物失活的原因与机理，帮助学生学会

利用仪器深入地分析实验现象，更深层次地理解

低温等离子体发生原理和技术特点，提高学生的

创新性思维能力。
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图 1    低温等离子体射流灭活微生物实验设计思路示意图
 
 

2    实验材料与系统
 

2.1    实验材料

仪器、设备：酶标仪，CTP-2000K型高压直

流电源、恒温水浴锅、扫描电子显微镜、三维荧

光光谱、BIO-RAD垂直电泳仪等。

试剂、耗材：大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、SARS-CoV-2 （2019-nCoV） Spike假病

毒溶液、SARS-CoV-2  （2019-nCoV）   Spike  S1蛋

白、SARS-CoV-2 （2019-nCoV） Spike ELISA试剂

盒、磷酸盐缓冲溶液（PBS缓冲液）、90 mm无菌

培养皿、离心管、移液枪头、微孔板、盖玻片、去

离子水、高纯氩气、一次性采样棉拭子、硅片等。 

2.2    实验系统

自行设计并搭建低温等离子体灭活表面微生

物的实验平台，如图 2所示。平台包括放电单

元、载气单元、可控温的低温等离子体灭活单

元、控制单元 4个部分。

放电单元选用高压直流电源，电压范围为

0~200 kV，频率范围为 5~20 kHz。载气选用高纯
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氩气，流量调节范围为 0~15 L/min。实验时将大

气压低温等离子体射流装置放置于温度控制系统

中，确保精确控制−25 ℃~30 ℃ 内不同温度，温度

精度为±1 ℃，选取模拟食品储存的 3种代表性温

度 23 ℃、4 ℃ 和−20 ℃。可控温的低温等离子体

灭活单元是实验系统的核心组件，采用针−环放电

的等离子体射流方式。单个射流头主体为石英玻

璃材质，长度为 80 mm，管内径为 5 mm。灭活单

元可包含一个或多个射流头，单个射流头包括进

气口、高压电极、接地极、两电极之间的电介质

和射流口构成。当组合多个射流头时，采取并联

排布方式，相邻射流头的间距为 (12±1) mm。
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图 2    大气压低温等离子体射流灭活实验系统示意图
 
 

3    实验方法
 

3.1    细菌活性评价方法

实验教学所用细菌，必须符合《消毒产品卫

生安全评价技术要求》（WS/T683）和实验室生物安

全要求，同时具有易于培养的特性。实验选取大

肠杆菌 ATCC 15597、大肠杆菌 CICC 8099和金黄

色葡萄球菌 CICC 6538作为实验对象[17]。细菌活

性评价方法有如下 5个。

1） 灭活用菌液的制备。用无菌 PBS溶解菌种

冻干粉后，进行三代接种培养。灭活用菌液的制

备时，首先对第三代菌种培养物刮板，用无菌

PBS洗去多余培养液，得到灭活用菌液，用酶标

仪测量菌液的 OD600，保证细菌初始浓度 OD600=
1.5，临用现配，不能隔夜。

2）  低温等离子体射流灭活过程。将一定浓

度、一定体积的灭活用菌液滴加在载体（2 cm×2 cm
盖玻片）上，盖玻片上的菌液经过 37 ℃ 恒温干燥

4 min，形成乳白色菌斑，将盖玻片固定在电动滑

动轨道上进入灭活单元进行灭活处理。

3） 菌液洗脱回收过程。灭活实验完成后，取

出盖玻片放入生物安全柜，用一次性采样棉拭子

沾湿无菌 PBS溶液进行擦拭菌体，将擦拭完成的

棉拭子放入装有 1  mL无菌 PBS溶液的离心管

中，在 10 000 r/min下离心 1 min进行洗脱回收，

取出棉拭子，最后用涡旋仪将洗脱液混匀。

4） 菌落数的确定。将细菌洗脱液稀释不同梯

度，分别进行 37 ℃ 条件下涂布培养 24 h，进行平

板上的细菌菌落数的计数（CFU，个）。设置相同

组数的空白对照组，对比处理组与对照组的菌落

数，对照组的菌落数应在 1×106~5×106 个/cm2，各

组间菌落数误差率不超过 15%。

5） 低温等离子体射流对物体表面细菌的灭活

效率的计算。灭活效率计算如下：

灭活效率(%)=
(对照组菌落数−处理组菌落数)

对照组菌落数
×100%

（1）
 

3.2    新冠假病毒活性评价方法

新冠假病毒 SARS-CoV-2 （2019-nCoV）作为替

代病毒的标准品，是使用 HIV-1（人类免疫缺陷 I
型病毒）为基础载体转染 293细胞后，包装成

SARS-CoV-2 （2019-nCoV） Spike的假病毒。其表

面表达 SARS-CoV-2 （2019-nCoV） Spike蛋白，并

携带有荧光素酶报告基因，荧光素酶在细胞内表
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达。其无自主复制能力，对 ACE2受体细胞仅有

一次侵染的机会，因此适合教学实验安全可靠的

需求。新冠假病毒活性评价方法有如下 3个。

1） 低温等离子体射流灭活过程。将 50 μL新

冠假病毒溶液滴加到 1.5 mL离心管管盖上，离心

管盖固定在电动滑动轨道上进入可控温的低温等

离子体灭活单元进行灭活处理，设置相同组数的

对照组进行实验。

2） 病毒溶液收集回收过程。将灭活后的病毒

溶液收集到 1.5 mL离心管中，并将离心管盖用

30 μL DMEM病毒培养液清洗，将灭活后的病毒

溶液与清洗液合并到一个离心管中，在 4 ℃ 条件

下冷藏保存。

3） 低温等离子体射流对物体表面新冠假病毒

灭活效率的计算。分别对灭活前后新冠假病毒溶

液的侵染活性用式（1）进行定量计算，使用 S1蛋

白 ELISA试剂盒评价病毒 S1蛋白浓度变化，进

而评价灭活效率。 

4    实验结果与讨论
 

4.1    低温等离子体灭活表面细菌

在放电电压 15 kV，电源频率 20 kHz，氩气

流量 4 L/min，接地电极与管口距离 13 mm，射流

管底端距离菌片表面的距离 15 mm条件下，进行

灭活代表性细菌实验，分别考察灭活时间和环境

温度对不同细菌灭活效率的影响，结果如图 3
和图 4所示。
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图 3    不同灭活时间对代表性细菌灭活影响的柱状图
 

环境温度为 23 ℃ 时，随着灭活时间的增加，

低温等离子体射流对不同细菌的灭活效率呈上升

趋势，如图 3所示。当灭活时间为 10 s时，大肠

杆菌 ATCC 15597和大肠杆菌 CICC 8099的灭活

效率均达到 99.89%，金黄色葡萄球菌 CICC 6538

的灭活效率为 98.27%。当灭活时间为 14  s时，

3种代表性细菌的灭活效率均达到《消毒产品卫生

安全评价技术要求》中“合格消毒产品的指示微

生物≥99.9% 的灭活效率”的要求。

食品储存的 3种代表性温度分别为 23 ℃、

4 ℃ 和−20 ℃，当灭活时间为 1 s时，分别研究

3种代表性环境温度对不同细菌灭活效率的影响。

低温等离子体射流对两种大肠杆菌的灭活效率明

显高于金黄色葡萄球菌，灭活效率均达到 96.24%
以上，如图 4所示。温度的变化对两种大肠杆菌

的灭活影响很小，灭活效率变化不大；而金黄色

葡萄球菌在在−20 ℃ 温度下的灭活效率为 77.96%，

比大于 4 ℃ 温度下的灭活效率有所下降。这说明

环境温度对物体表面细菌的灭活效率无显著影

响，大气压低温等离子体技术适用于冷链行业的

灭活食品外包装等表面细菌。
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图 4    不同环境温度对代表性细菌灭活影响的柱状图
  

4.2    低温等离子体灭活表面病毒

与 4.1节实验条件一致，进行灭活新冠假病毒

及病毒 S1蛋白实验，分别考察灭活时间和环境温

度对病毒灭活效率的影响，结果如图 5和图 6所示。
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柱状图
 

当环境温度为 23 ℃ 时，随着灭活时间增长，

新冠假病毒的灭活效率逐渐增高，如图 5所示。

但与灭活细菌实验不同，当灭活时间为 10 s时，

灭活效率仅有 10 % 左右，灭活新冠假病毒需要更

长的作用时间；灭活时间达到 1 min时，灭活效率

为 99.85%，病毒已基本完全失活；灭活时间为

3 min时，灭活效率为 99.94%。

当环境温度为 23 ℃ 和 4 ℃ 时，温度对物体

表面病毒溶液的灭活效率影响不大，灭活效率均

在 98% 以上；当温度为−20 ℃，灭活 1 min时的

灭活效率显著下降，为 85.09%，这是由于低温下

病毒溶液有结冰现象，大气压低温等离子体射流

中的活性组分无法穿透冰阻力层进入与之发生作

用，随着灭活时间增长，冰层渐融，灭活效率上

升至 99.84%，此时病毒基本完全失活，如图 6所

示。尽管灭活病毒的时间稍长，但依旧能够保证

灭活效率。 

4.3    灭活表面微生物机理分析

实验借助 SEM、电泳、游离 DNA分析、三

维荧光光谱等手段从分子层面，分析低温等离子

体射流致表面微生物失活的原因与机理。大气压

低温等离子体射流处理大肠杆菌 ATCC 15597和

金黄色葡萄球菌 CICC 6538在 0（对照组）、0.1、
1.0、10.0 s时的 SEM图片如图 7所示，可以清晰

地观察到随着灭活时间的变化，细胞表面发生明

显的变化，空洞数量增加，细胞表面发生破碎。

结合图 7的实验结果，根据游离 DNA分析方

法，采用 Tiamp Micro DNA Kit（Lot#U8923）试剂

盒分别提取灭活后样品的上清游离 DNA、管壁的

游离 DNA和沉淀总菌 DNA，三部分之和是总菌

DNA（DNAT），结果如图 8所示。随着灭活时间

的增加，所有细菌总菌 DNA均呈现下降的趋势，

且随着灭活时间增加，DNA含量明显减少，10 s
时已经接近 0，说明细胞内 DNA已发生明显损

伤。进一步通过 qPCR扩增和凝胶电泳分析，发

现经过灭活后 DNA的双链结构未发生明显变化，

沉淀中 DNA含量减少，DNA条带亮度减弱，凝

胶电泳迁移距离不变，DNA双链长度未发生明显

改变，说明 DNA双链中的某些碱基对和核苷酸由

于受到等离子体攻击发生脱落[18–19]。
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图 7    大肠杆菌 ATCC 15597和金黄色葡萄球菌 CICC 6538
在不同灭活时间下的 SEM图

 

假病毒入侵受体细胞过程中，S1蛋白负责受

体识别功能，是入侵的“第一步”，通过研究灭

活前后 S1蛋白四级结构的变化，明确假病毒灭活

处理后失活的原因。

处理后 S1蛋白的三维荧光光谱图如图 9所

示。对照未灭活的 S1蛋白，随着灭活时间的增

长，最大荧光强度逐渐减弱，这是由于 S1蛋白

经过灭活变性聚集成更大的胶原分子导致能量传

递减弱。此外，斯托克斯位移减小，最大激发

波长从 315 nm蓝移至 305 nm，SARS-CoV-2（2019-
nCoV）Spike S1蛋白的四级结构在空间结构上变得

紧凑[20]，从而丧失与受体细胞结合的能力，从而

失活。
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5    结束语

本实验基于表面微生物灭活的社会热点问

题，融合前沿技术低温等离子体和细菌接种、培

养以及微生物灭活评价等核心知识点，自行研制

出一套新型大气压低温等离子体射流灭活微生物

实验平台，设计了符合“两性一度”标准的大气

压低温等离子体灭活表面微生物综合性实验，旨

在将社会热点和科学前沿问题引入到实验教学

中，提高实验教学人才培养水平。以直观生动的

实验模式引导学生熟练运用核心知识点分析和解

决复杂的实际问题。实验过程学生自主选择影响

因素，多小组配合，培养学生团队协作精神，也

激发了学生的实验兴趣和热情。
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