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摘要　目的　研究低温等离子体激活过硫酸盐溶液对红色毛癣菌生物膜杀灭效果。方法　采用低温大气压等离
子体射流装置灭活红色毛癣菌生物膜。结果　红色毛癣菌经９６ｈ培养形成完整的生物膜。大气压低温等离子体
射流处理５ｍｉｎ，可完全杀灭红色毛癣菌生物膜。生物膜加水更容易被杀灭，过硫酸钠溶液可以提高低温等离子体
射流杀灭红色毛癣菌生物膜的效果。结论　低温等离子体射流可以杀灭红色毛癣菌生物膜，过硫酸盐可有效提高
等离子体灭活红色毛癣菌生物膜的效率。
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　　生物膜污染已经成为很多领域管道清洁的难题，
特别是在医疗器械管腔和缝隙形成的生物膜是构成

医院感染的重要原因。生物膜是被基质包裹的微生

物群落，彼此之间相互粘附，表面或界面嵌入到胶状

基质中，主要由胞外多糖、少量蛋白质和核酸组

成〔１，２〕。由于胞外聚合物以及多层结构的保护作用，

使得生物膜内的微生物对外界各种灭菌方式具有一

定的抗性，因此杀灭生物膜形式的微生物非常困

难〔３〕。有学者用低温等离子体对念珠菌生物膜的灭

活研究取得成功〔４〕。还有人证明室温空气等离子体

射流对体外的粪肠球菌微生物膜具有很好灭活效果，

以及等离子体放电产生的活性组分能穿透２５．５μｍ
厚的生物膜〔５〕。本研究采用大气压低温等离子体射

流（ＡＰＰＪ），以红色毛癣菌生物膜为模型进行了实验
室杀灭试验，观察了大气压等离子体在不同条件下杀

灭生物膜的效果，同时观察了过硫酸钠对低温等离子

体杀灭红色毛癣菌生物膜的促进作用。

１　材料和方法

１．１　试验材料
试验菌株为红色毛癣菌标准株，购自中国医学
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科学院皮肤病研究所，分离自患者标本。

主要试剂包括葡萄糖、过硫酸钠、无水乙醇、氯

化钠；蛋白胨、营养琼脂培养基和ＲＰＭＩ１６４０培养基
等，均为国内市售产品。

试验用仪器和器材：盖玻片、ＸＤＳ－３ＫＹ型倒置
显微镜为国内产品；ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＴＭ型荧光显微镜为
美国进口；大气压低温等离子体射流装置为自制产

品，如图１所示。等离子体射流装置为一根长 １５
ｃｍ的不锈钢电极放置于石英管中，阳极的上端与
２２０Ｖ交流电源连接，峰值电压９．７ｋＶ、电流２．８ｍＡ
和频率为９．６ｋＨｚ左右。等离子体载气为氦气。

图１　大气压等离子体射流（ＡＰＰＪ）处理
Ｔ．ｒｕｂｒｕｍ生物膜示意图

１．２　试验方法
１．２．１　红色毛癣菌生物膜模构建　①菌悬液制备：
将红色毛癣菌接种于沙氏葡萄糖琼脂培养基

（ＳＤＡ），于２８℃培养７ｄ，即培养出红色毛癣菌菌孢
子。吸取５ｍＬ无菌生理盐水覆盖培养物，用接种环
将红色毛癣菌刮下，血细胞计数板计数，用 ＲＰＭＩ
１６４０培养液配制含菌量为１×１０６ｃｆｕ／ｍＬ菌悬液。
②制备生物膜〔６〕：将１０００μＬ红色毛癣菌孢子悬浮
液置于２４孔板内并覆盖无菌载玻片，放置３７℃恒
温培养箱中静置孵育６ｈ，弃去上清液，再用无菌生
理盐水清洗孔板３次，以去除未黏附细胞。然后加
入１０００μＬＲＰＭＩ１６４０培养基，于３７℃培养 ２４、
４８、７２、９６ｈ分别取出在倒置显微镜下观察不同时
间段生物膜的生长状况，以确定成熟的红色毛癣菌

生物膜。

１．２．２　等离子体处理生物膜　①设定等离子体条
件：设定载气气体流量为１Ｌ／ｍｉｎ，首先将载气导入
侧边管持续２ｍｉｎ，以排除管内空气。将生物膜板孔

直接置于载物台上距离射流口 ５ｍｍ位置。②分
组：将制得的生物膜分为５组，即阴性对照组；在生
物膜上加过硫酸钠３００μＬ，不经等离子体处理；生
物膜样品直接经等离子体处理；生物膜上加３００μＬ
无菌水经等离子体处理；生物膜上加过硫酸钠３００
μＬ并保持３～５ｍｉｎ经等离子体处理。③等离子体
处理方法：生物膜上加过硫酸钠生物膜样品的处理

时间保持在３～５ｍｉｎ。进行等离子体放电处理：启
动低温等离子体射流处理５ｍｉｎ。等离子体放电处
理后，吸出加入的过硫酸钠溶液／无菌水，所有样品
均用无菌生理盐水清洗３次，分别进行效果评价。
１．２．３　灭活效果评价方法　①平板培养法：等离子
体放电处理之后，直接将整个盖玻片倒扣在ＳＤＡ平
板上于２８℃培养５ｄ，根据培养长出的平均菌落数
评估等离子体对红色毛癣菌生物膜的杀灭率〔７〕。

②荧光显微镜法：将上述清洗３次的生物膜样品加
入２００μＬＳＹＴＯ９／ＰＩ染料，以绿色荧光标记活细
胞，以红色荧光标记死细胞。在暗室中染色３０ｍｉｎ
后，使用１ｍＬ无菌生理盐水再次洗涤所有生物膜样
品３次，然后用荧光显微镜观察。

２　结果

２．１　红色毛癣菌生物膜生长情况
经倒置显微镜观察，培养 ２４ｈ即出现红色毛癣

菌生物膜，随着培养时间延长至９６ｈ，红色毛癣菌菌
株开始大量形成细胞外基质并沿着菌丝形成团块聚

集，可见多层膜状结构，最终形成精密的被膜网

（图２）。结果表明，红色毛癣菌体外生物膜模型构
建成功。

　　图２　不同培养时间红色毛癣菌生物膜生长状况
（放大倍数×２５０）

２．２　过硫酸钠对低温等离子体对红色毛癣菌生物
膜的灭活效果的影响

２．２．１　ＳＤＡ平板培养法检测结果　结果表明，与
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未处理的生物膜样品相比，随着低温等离子体射流

处理时间的增加，菌落逐渐减小；有过硫酸钠溶液存

在时，菌落减少更加明显。结果提示，过硫酸钠对等

离子体灭活红色毛癣菌生物膜有促进作用（图３）。
等离子体放电３ｍｉｎ灭活效果尚不明显，等离子体
放电５ｍｉｎ，直接处理、间接处理以及加过硫酸钠处
理的３组的 ＳＤＡ平板上均未有菌落长出。结果提
示，等离子体放电５ｍｉｎ可完全杀灭红色毛癣菌生
物膜。

　　图３　大气压低温等离子体对各组红色毛癣菌生物膜的灭
活效果

２．２．２　荧光显微镜检测结果　红色毛癣菌生物膜
经ＳＹＴＯ９／ＰＩ染色后，在荧光显微镜下可见其分别
被染成绿色（活菌）和红色（死菌），详见图４。荧光
显微镜检测仍然表明，等离子体可杀灭红色毛癣菌

生物膜；过硫酸盐可协同大气压低温等离子体有效

杀灭红色毛癣菌生物膜，且随着处理程度的增加，杀

灭效率进一步增加，其结果与 ＳＤＡ平板培养法
一致。

３　讨论

等离子体是电离了的气体，可使用多种气源组

分产生，这些气源组分包括氩气、氦气、氮气、压缩空

气或混合气体等。等离子体包含自由基、激发态分

子、带电粒子和紫外光子〔８〕，能够有效杀灭多种微

生物以及生物膜。当电子与其他气体物质处于热力

学平衡状态时，等离子体被归类为高温等离子体；当

电子与其他气体物质处于非平衡态时，等离子体被

归类为低温等离子体。低温等离子体在大气压或低

压（真空）条件下获得，它的一个重要特征是能够在

接近环境温度（３０～６０℃）下产生大量化学活性物
质，如活性氧和活性氮等。诸多研究结果表明低温

等离子体对细菌〔９〕、真菌〔１０〕、生物膜〔１１〕和病毒〔１２〕

等都有较强的杀灭效果。近年来，低温等离子体在

肿瘤治疗〔１３〕和皮肤病治疗〔１４〕等方面的潜在临床应

用也备受关注。

过硫酸盐是一种强氧化剂，具有２．０１Ｖ的高氧
化还原电位，是高级氧化技术降解有机污染物领域

的新兴技术〔１５〕。过硫酸盐可被活化以产生具有更

高氧化还原电势（Ｅ０＝２．６～３．１Ｖ）的硫酸根自由基
（ＳＯ－４·）

〔１６〕，跟常用的有强氧化作用的·ＯＨ的氧
化还原电势（Ｅ０＝２．８Ｖ）相当；并且，ＳＯ

－
４·的寿命

要远大于羟基自由基（·ＯＨ），ＳＯ－４·可表现出更高
的选择性和较高的反应活性〔１７〕。由于这种性质，过

硫酸盐协同等离子体已被用来降解有机污染物〔１５〕

和抗生素〔１８〕。

本研究发现过硫酸钠溶液可促进等离子体杀灭

红色毛癣菌生物膜。近年来研究人员对等离子体灭

活生物膜进行了广泛的研究。表１列出了一些其他
组报道的等离子体杀灭生物膜的结果以及本文中我

们的相关工作。目前，研究人员对皮肤癣菌生物膜

形成以及对其杀灭的研究较少。林浩琪等研究了红

色毛癣菌、犬小孢子菌生物膜模型的构建及其对特

比萘芬（ＴＥＲＢ）药物的敏感性。研究发现，成熟的
红色毛癣菌、犬小孢子菌生物膜对 ＴＥＲＢ的敏感性
低〔１９〕。刘雪萍等人初步研究了异黄绵马酸ＰＢ对红
色毛癣菌生物被膜的抑制作用，并探讨其可能的作

用机制。研究结果表明，异黄绵马酸 ＰＢ对红色毛
癣菌生物被膜具有较好的抑制作用，其作用机制可

能与抑制红色毛癣菌麦角甾醇的生物合成有关〔２０〕。

以上研究都是利用药物来抑制红色毛癣菌生物膜，

对其进行杀灭，本文利用低温等离子体射流进行处

理，并在等离子体处理过程中加入过硫酸钠溶液，结

果显示对红色毛癣菌生物膜有较好的杀灭效果。虽

然等离子体产生的所有活性物质都参与了微生物的

杀灭过程，但一般认为包括活性氧和活性氮在内的

活性化学物质是导致微生物失活的关键因素。就本

研究所用的大气压低温等离子体射流而言，其杀灭

机制主要是等离子体产生的活性物质，如活性氧

ＲＯＳ，以及等离子体激活过硫酸盐产生反应活性更
强的硫酸根自由基 ＳＯ－４·，致使红色毛癣菌生物膜
细胞失活。此外，我们在研究中还发现间接处理

（即在等离子体处理过程中加无菌水或过硫酸钠溶

液）灭活生物膜的效率更高，因为直接处理（不加任

何溶液）通常只能杀死表面以及表面以下浅层真菌

生物膜细胞，而间接处理可使等离子体产生的活跃

化学物质穿透真菌生物膜，使得杀灭效率更高。
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图４　荧光显微镜观察等离子体杀灭红色毛癣菌的效果（放大倍数×２００）

表１　等离子体杀灭微生物生物膜的结果

微生物生物膜 气体类型
处理时间

（ｍｉｎ）
参考文献
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Ｔ．ｒｕｂｒｕｍ Ｈｅ（不加过硫酸钠） ５ 本文

Ｔ．ｒｕｂｒｕｍ Ｈｅ（加过硫酸钠） ４ 本文

　　综上所述可以认为，与其他药物抑制红色毛癣
菌生物膜的方法相比，等离子体处理相对简单、廉

价、有效。本试验在等离子体灭活红色毛癣菌生物

膜过程中，在生物膜表面添加无菌水或过硫酸钠溶

液，其作用机理与直接等离子体处理生物膜有所不

同。研究表明，在等离子体处理过程中加入过硫酸

盐溶液，等离子体可以激活过硫酸盐产生反应活性

更强的硫酸根自由基 ＳＯ－４·，使得其更有效的杀灭
红色毛癣菌生物膜。
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