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等离子体活化水在糠秕马拉色菌灭活中的应用等离子体活化水在糠秕马拉色菌灭活中的应用
郝 欣，刘红霞，柴守宁

（西安交通大学能源与动力工程学院环境科学与工程系，710049，西安）

摘要：针对现有灭活糠秕马拉色菌方法普适性较差，通常存在依从性低、不良反应及容易产生耐药性等问题，探索了等离子体

活化水在糠秕马拉色菌灭活中的应用。通过低温等离子体技术制取不同类型的等离子体活化水，探讨物化性质的变化规律；

根据菌落计数法分析糠秕马拉色菌菌体活性在灭活前后的变化规律；利用检测 DNA及蛋白质泄漏量、胞外碱性磷酸酶（AKP）浓

度以及紫外吸收物质含量等来分析灭活的作用机制。结果表明：在等离子体活化水中存在大量的活性物种，包括 H+、H2O2、

NO2

-、NO3

-等活性物种；当气体流量为 5 L‧min-1和活化时间为 25 min时，能够对糠秕马拉色菌造成明显的灭活效果，菌落数可降

至 0.98 lg（CFU‧mL-1）；导致菌体 DNA和蛋白质泄漏、胞外 AKP以及紫外吸收物质含量增加。研究可为等离子体活化水在防治糠

秕马拉色菌中的应用提供理论支撑，有望成为微生物污染防治领域中绿色高效的应用方法。
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The application of plasma-activated water for inactivating Malassezia furfur
HAO Xin, LIU Hongxia, CHAI Shouning

（Department of Environmental Science and Engineering， School of Energy and Power Engineering， Xi’an Jiaotong University， 
Xi’an 710049， China）

Abstract: The investigation was motivated by the recognition of the limited applicability of existing methods for inactivating Mal‐
assezia furfur, which often suffer from low compliance, adverse reactions, and the potential for drug resistance. The application of 
plasma-activated water in the inactivation of Malassezia furfur is explored. Different types of plasma-activated water are produced 
by low-temperature plasma technology to explore the change rule of physical and chemical properties, and the change rule of bacte‐
rial activity before and after inactivation is analyzed according to the colony counting method, DNA and protein leakage, extracellu‐
lar alkaline phosphatase (AKP) concentration, and ultraviolet absorbing substance content are measured to analyze the mechanism of 
inactivation. The results indicate that there are a large number of active species present in plasma-activated water, including H+ , 
H2O2, NO2

⁻, NO3
⁻, and other active species; When the gas flow rate is 5 L‧min-1 and the activation time is 25 min, it can achieve a sig‐

nificant inactivation effect on Malassezia furfur, reducing the colony count to 0.98 lg (CFU‧mL-1); This leads to increased leakage of 
bacterial DNA and proteins, extracellular AKP, and UV-absorbing substances. The study provides theoretical support for the applica‐
tion of plasma-activated water in the prevention and control of Malassezia furfur, which is expected to become a green and efficient 
application method in the field of microbial pollution prevention and control.
Key words: Low-temperature plasma;Malassezia furfur;Inactivation;Active species

马拉色菌属是在 19世纪早期首次被科学家们发现的真菌群体。这一属的微生物属于脂质依赖性酵母，

通常栖息在包括人类在内的温血动物的皮肤上［1］。在正常情况下，它们与宿主维持一种共生关系。然而，当

皮肤的屏障功能受到破坏，或者免疫反应削弱，又或者是皮肤出现老化等情况时，这些通常无害的酵母菌有

可能转变为致病微生物［2］。在治疗由糠秕马拉色菌引起的皮肤病症（如头皮屑和脂溢性皮炎）方面，唑类药

物曾一度是主要的治疗手段［3］。孙丹等［4］研究证实紫草素可抑制糠秕马拉色菌，可对人类永生化表皮细胞

造成促增殖的作用，从而延缓银屑病进程。Laokor等［5］以高良姜的根茎醇提来抑制马拉色菌，结果表明有抑

菌效果。程露［6］研究证明在马拉色菌性毛囊炎、花斑糠疹及脂溢性皮炎患者皮损中培养分离出来的马拉色

菌对两性霉素 B 等抗真菌药物有耐药现象。Rao 等［7］以桉树叶为还原剂和封端剂制备了纳米银，在糠秕马

拉色菌模型中表现出抑制作用。但是，由于这些药物存在不良反应、患者依从性低、疗效不一以及容易产生

耐药性等问题，它们的应用受到了限制。这些挑战催生了对抗真菌药物的深入研究，目的是寻找更加安全、

高效的治疗方案，以提高对糠秕马拉色菌的杀灭效果。

低温等离子体放电可以产生活性成分［8］，具有绿色高效的优点，等离子体已被广泛应用于灭菌和消毒领

域。在这一过程中，活性氧和活性氮分子被认为是主要的杀菌因子。然而，糠秕马拉色菌作为一种引起脂

溢性皮炎、花斑糠疹和毛囊炎等皮肤病的条件性致病菌，由于等离子体诱导的活性成分穿透力有限，难以实

现彻底的治疗效果，这大大限制了等离子体在皮肤病治疗领域的应用。水溶液与低温等离子体之间相互作

用后生成的、富含多种活性物质的产物被称为等离子体活化水（Plasma-Activated Water，PAW）［9⁃10］。气体经
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过等离子体发生阶段，产生了物理与化学的反应性结合，生成了自由基、电子、离子及激发态分子［11⁃12］。由等

离子体产生的这些活性颗粒与水溶液反应，并生成新型的化学混合物，即等离子体活化水［13］。根据现有的

研究，等离子体活化水同样能够有效灭活细菌、病毒和其他微生物［14⁃17］。与直接等离子体处理相比，等离子

体活化水中的活性成分由于其溶液的均匀性和流体的流动性，可以实现更均匀地分布。此外，特别是与人

类健康疾病密切相关的真菌，目前该技术对于糠秕马拉色菌灭活效果以及灭活机制的研究相对较少。

本文研究并探讨了等离子体活化水对糠秕马拉色菌的灭活效果及灭活作用机制。不仅可以为等离子

体活化水在微生物污染防治方面提供理论基础和实践指导，而且还可助力开发新型环保灭活剂。

1　实验部分

1.1　主要设备和仪器

本文构建的等离子体射流装置如图 1 所示。等离子体反应器是针 -环放电结构，高压电极是不锈钢针

（直径 2 mm），介质管是石英管（内径 4 mm、外径 6 mm、长 120 mm），接地电极是介质管外部包裹的铜箔（长

50 mm），且距离介质管喷嘴 5 mm。高压交流电源的放电功率设定为 23 W，高纯氩气作为工作气体。等离

子体射流的形成是高压电极与接地电极之间发生气体击穿。

高压交流电源（CTP-2000K，南京苏曼电子有限公司），高压灭菌锅（YX-280D，深圳市良谊实验室仪器有

限公司），电热恒温培养箱（303-1A，绍兴市尚城仪器制造有限责任公司），光纤光谱仪（Avantes，Nether‐

lands），紫外分光光度计（SP-1915，Spectrum），多功能酶标仪（上海闪谱生物科技有限公司）。

1.2　实验菌株

糠秕马拉色菌标准菌株（Malassezia furfur），菌种编号：ATCC 14521，购买于上海保藏生物技术中心。

1.3　培养基

为满足糠秕马拉色菌的生长，使用 60 g·L-1 麦芽汁琼脂、10 g·L-1 吐温 40、20 g·L-1 牛胆粉、2.5 g·L-1 甘油

单油酸酯制备了培养基。

1.4　实验方法

1.4.1　等离子体发射光谱（OES）诊断

本研究采用发射光谱法（OES）对大气压低温等离子体射流的特性参数进行诊断，该方法广泛应用于识

图 1　实验装置示意图

Fig.1　Experimental device diagram
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别等离子体中存在的活性物种及其激发态成分。通过 OES分析，研究了等离子体射流中激发态活性成分的

特征，并结合等离子体与液相之间的反应机制，推测了液相中产生的活性物质。进一步的测量与分析将有

助于明确等离子体放电过程中液相中的主要活性成分及其浓度分布。

1.4.2　等离子体活化水的制备

等离子体反应器与自来水液面的距离为 7 mm。在产生的低温等离子体中，活性组分逐渐扩散到自来

水中并发生反应，得到等离子体活化水。对自来水分别进行 5、10、15、20、25 min的等离子体处理，获得不同

类型的溶液样本，探索等离子体处理时间与活化效果之间的关系。

1.4.3　溶液物化性质的测定方法

本研究使用 pH 计（雷磁 pH-3C）和电导率计（雷磁 DDS-307），分别对等离子体活化水的 pH 值、氧化还原

电位（ORP）和电导率进行了测定。分别采用 E-201F pH 复合电极、501ORP 复合电极和 DJS-1C 铂黑电导电

极进行测量。此外，还对活化水的温度进行了参数测定。

表 1列举了低温等离子体与水溶液作用时产生的常见液相活性粒子以及半衰期［18］。鉴于短寿命粒子的

迅速衰减及本研究使用的是等离子体活化水灭活糠秕马拉色菌，因此本研究仅测定等离子体活化水中代表

性长寿命粒子的浓度。而短寿命粒子（含自由基）的定性和定量分析将会在后续的低温等离子体直接灭活

糠秕马拉色菌的研究中详细报道。

H2O2浓度测定根据 GB 5009.226-2016［19］中的钛盐比色法。NO2
-浓度测定根据 GB 7493-1987［20］中紫外

分光光度法。NO3
-浓度测定根据 HJ/T 346-2007［21］采用分光光度法。如图 2（a-c）分别为 H2O2、NO2

-、NO3
-标

定曲线和拟合方程，根据测量值计算浓度［22⁃24］。

1.4.4　糠秕马拉色菌培养

将糠秕马拉色菌斜面（二代）接种于液体培养基中，在 30°C 下进行振荡孵育 72 h。随后，使用血球计数

板在光学显微镜下对糠秕马拉色菌的浓度进行计数。为了获得适当的菌悬液浓度，取适当体积的菌悬液

2000 g，5 min离心，弃掉上清液，使用 PBS缓冲液重悬洗涤菌体沉淀，然后再次进行离心处理，重复此过程三

次，最终得到 1*106 CFU·mL-1的菌悬液备用。

1.4.5　灭活效果测定方法

菌悬液与等离子体活化水比例为 1：1，灭菌时间为 120 min。利用菌落计数法对固体培养基上的菌落数

进行统计，灭活效果采用残活率对数值表示。

lgS= lgN0 - lgN （1）

式中：N0为灭活前的菌落数（CFU·mL-1），N 为灭活后的菌落数（CFU·mL-1），lgS 为灭活前后菌落总数降低的

对数。

表 1　低温等离子体与水溶液作用时产生的常见液相活性粒子以及半衰期

Table 1　Common liquid phase active particles produced when low-temperature plasma in‐

teracts with aqueous solutions， and their half-lives

活性粒子

长寿命粒子

过氧化氢

亚硝酸根

硝酸根

短寿命粒子

羟基自由基

超氧阴离子

过氧亚硝酸

一氧化氮

氧原子

单线态氧

化学式

H2O2

NO2

-

NO3

-

OH

O2

-

ONOOH

NO

O

1O2

半衰期

分钟级别

分钟级别

分钟级别

纳秒级别

毫秒级别

毫秒级别

秒级别

纳秒级别

秒级别
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此外，人工配制模拟溶液进行灭活实验。分别使用 HNO3、H2O2、KNO2和 KNO3配制于等离子体活化水

（活化时间分别为 5、10、15、20、25 min）具有相同长寿命粒子的模拟溶液。具体为 pH 模拟溶液、H2O2模拟溶

液、NO2⁻模拟溶液和 NO3⁻模拟溶液。每一组实验都重复三次。

1.4.6　胞内 DNA、蛋白质的泄漏量检测

取每组试验中处理后的菌悬液，以 2000 g 的离心力进行 5 min 离心。随后，收集上清液测定 230 nm 和

260 nm 处的吸光度，并计算 DNA 和蛋白质的泄漏量［25⁃26］。

1.4.7　胞外碱性磷酸酶（AKP）含量测定

对处理后的菌悬液离心后收集上清液，利用胞外 AKP 试剂盒进行检测［27］。每组试验中取 5 µL 待测溶

液，分别加入 50 µL 基质液和 50 µL 缓冲液，在 37°C 孵育 15 min 后加入 150 µL 显色剂，立即使用多功能酶标

仪在 520 nm 波长处测定吸光值。

（a）溶液内 H2O2标定曲线

（b）溶液内 NO2
-
标定曲线

（c）溶液内 NO3
-
标定曲线

图 2　溶液内 H2O2、NO2

-、NO3

-的标定曲线

Fig.2　Calibration curves of H2O2， NO2

- and NO3

- in solution

4



默认刊物名称默认刊物名称 2025 年年

1.4.8　胞外紫外物质吸收的变化

取各组菌悬液样本，经离心处理后，收集并保留上清液。紧接着，使用紫外分光光度计对上清液在 260 

nm 波长处进行吸光值测定［28］。

1.5　统计学处理

所有实验均进行 3次。应用统计学软件 SPSS 20.0进行数据分析、处理，统计学方法为 t检验和单因素方

差分析，P<0.05认为差异有统计学意义。

2　结果与讨论

2.1　气相产物

明确等离子体在液相中生成的活性物质及其浓度，对于分析灭菌效应的机理至关重要。因此，本研究

采用发射光谱技术来探究大气压低温等离子体射流中的激发态活性成分。同时，结合等离子体的气液相反

应原理，推断出生成在液相中的活性基团。

如图 3（a）所示，是氩气流速 1 L‧min-1至 5 L‧min-1的条件下射流的发射光谱。结果表明，随着氩气流速的

提升，发射光谱的强度呈现出增强的趋势。由于本实验使用的是高纯度氩气，因此 OES 检测到在 700 nm 以

上的区域有明显的氩谱线活动。为进一步研究氩气流速对发射光谱强度的影响，重点分析了 OH 谱线

（306.3 nm）、N2谱线（334.8 nm）和 Ar谱线（761.9 nm）的变化趋势，如图 3（b）所示。结果表明，OH 和 Ar的发

射光谱强度是随氩气流速的提升而增加，并在氩气流速增大的情况下，Ar的增加速度超过 OH。然而 N2的

发射光谱强度却呈现出轻微的下降趋势。此现象说明提升氩气流速有利于将大量的激发态和亚稳态氩原

子喷射出去，从而形成更多的激发态 OH。因为 OH 活性成分对细胞具有显著的氧化作用，在等离子体灭活

过程中起主导作用［29］，所以将后续实验的氩气流速设定为 5 L‧min-1。

2.2　等离子体活化水的物化性质

如图 4（a）为不同类型的等离子体活化水的 pH 值、ORP 及电导率的变化趋势。结果显示 pH 值由初始值

下降至 6.16，这是由于氮氧化物与水分子反应，生成了亚硝酸盐和硝酸盐。ORP 是反映溶液氧化或还原能

力的关键指标，数值大小体现了氧化剂的浓度及氧化能力［30］。现研究表明，低温等离子体能够灭菌的主要

机制是生成的活性成分具有氧化性［31⁃35］。结果显示，与对照组相比 ORP 值显著上升至 374 mV。电导率也

是反映溶液中离子浓度的方法。等离子体活化 25 min后，电导率从 373 µS‧cm-1显著提升到 2347 µS‧cm-1。

如表 2 所示，等离子体活化水的温度最高升至 27.4 °C，而环境温度维持在大约 25 °C。鉴于这一温度差

异，可以认为由温度变化引起的灭活效果的影响不大，可忽略。

图 4（b）显示经等离子体活化 25 min后，H2O2的浓度显著提升，从 0.11 mg‧L-1增加到 129.63 mg‧L-1。NO2
-

的浓度先缓慢上升，随后又迅速提升到 7.50 mg‧L-1。相比之下，NO3
-的浓度上升较为平稳，活化 25 min 后为

0.13 mg‧L-1。根据等离子体的气液相反应，推测出在液相中长寿命活性组分生成的反应公式为

e- + H 2 O → OH· + H· + e- （2）

OH· + OH· → H 2 O2 （3）

N + O → NO （4）

NO + O → NO2 （5）

NO + O3 → NO2 + O2 （6）

2NO2 + H 2 O → HNO2 + HNO3 （7）

H2O2的生成主要涉及电子解离水分子产生的 OH 自由基的结合，展现出显著的抗菌能力，会造成细胞内

DNA 和蛋白质的泄漏［16］。NO2
-和 NO3

-作为低温等离子体技术制备等离子体活化水的次级产物，在酸性环境

中具有较强的杀菌能力［9］。其中，H2O2与 NO2
-反应生成含有显著细胞毒性的 ONOO-，可以使细胞壁的通道

扩散，从而导致破裂［36］。NO2
-和 NO3

-会同时存在于等离子体活化水中，并能够互相转换。同时，由活性成分

产生的氧化应激也是导致细胞活性下降的重要因素之一［37］。
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2.3　灭活效果

如图 5 所示，在灭菌时间固定时，随着等离子体活化时间的延长，菌落存活的数量明显下降。说明活化

时间与菌落存活数量之间存在相关性，这可能是由于延长活化时间促进了更多的活性组分生成，导致灭活

效果增强。其中在活化时间为 25 min 时，更是下降到 0.98 lg（CFU‧mL-1）。综上，活化时间的长短是决定灭

活效果的重要因素，活性组分对于灭活效果至关重要。

如图 6 所示，模拟溶液中的 H+（反映在 pH 值指数中）和 H2O2均有灭活效果。其中，H2O2的灭活效果最

佳，最大下降到 2.13 lg（CFU‧mL-1）；在 pH 值模拟溶液的灭活效果下，最大下降 4.17 lg（CFU‧mL-1）。而模拟溶

液中的 NO2⁻和 NO3⁻的灭活效果不显著。因此，等离子体活化水对糠秕马拉色菌的最佳灭活效果是溶液中所

有活性成分的综合结果所致。

2.4　DNA、蛋白质的泄漏量变化

检测菌体内 DNA 和蛋白质的泄漏量是评价细胞膜完整性的手段之一，可进一步分析灭活机制。等离

子体活化水中存在的大量活性组分不仅会刻蚀菌体表面，而且会破坏细胞外膜的脂蛋白和内部的脂肪酶，

从而造成细胞膜的破坏和内含物的泄漏［38⁃40］。图 7的结果表明，与空白组相比较，随着等离子体活化时间的

（a）不同氩气流速时等离子体源的发射光谱

（b）随氩气流速提升时 OH、N2和 Ar的发射光谱

图 3　等离子体源发射光谱

Fig.3　Plasma source emission spectra

表 2　等离子体活化水温度变化

Table 2　Temperature change of plasma-activated water

活化时间/min

温度/°C

0

25

5

25.7

10

26.4

15

26.8

20

27.2

25

27.4

6
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（a）等离子体活化水的 pH值、ORP及电导率随等离子体活化时间的变化

（b）等离子体活化水中 H2O2、NO2
-
及 NO3

-
浓度随等离子体活化时间的变化

图 4　等离子体活化水物化性质的变化规律

Fig.4　The law of change in the physicochemical properties of plasma-activated water

图 5　不同处理条件下糠秕马拉色菌的灭活对数

Fig.5　Inactivation logarithm of Malassezia furfur under different treatment conditions

图 6　等离子体活化水的各组分对糠秕马拉色菌的灭活作用

Fig.6　The inactivating effect of plasma-activated water components on Malassezia furfur
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延长，DNA 和蛋白质浓度均明显提升。综上，等离子体活化水中大量的活性成分能够透过细胞壁进入糠秕

马拉色菌内部，从而导致菌体凋亡［41］。

2.5　胞外碱性磷酸酶（AKP）的含量变化

AKP是属于细胞壁与细胞膜之间的一种酶，在正常状况其活性难以在胞外检测出。然而细胞壁受到外

界攻击时，AKP的渗透性会提升并造成从胞内泄漏到胞外的现象。因此检测胞外 AKP含量可以间接反映细

胞壁通透性的变化。如图 8所示，随着等离子体活化时间的增加，胞外 AKP 活性也显著提升。综上所述，等

离子体活化时间增加导致产生大量的活性成分是有利于刻蚀细胞壁并造成菌体破裂的。

（a）糠秕马拉色菌的 DNA泄漏浓度变化

（b）糠秕马拉色菌的蛋白质泄漏浓度变化

图 7　糠秕马拉色菌的 DNA和蛋白质泄漏量变化

Fig.7　Changes in DNA and Protein leakage of Malassezia furfur

图 8　糠秕马拉色菌的 AKP活性变化

Fig.8　Changes in AKP activity of Malassezia furfur

8
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2.6　紫外吸收物质的变化

菌体在正常情况下，直径不超过 1 nm 的小分子会在细胞壁的微孔自由通行。但是当受到破坏时，会造

成细胞壁通透性改变，原本在胞内具有紫外吸收特性的大分子物质会泄漏出去。图 9结果表明，释放出的紫

外吸收物质含量随着等离子体活化时间的增加而增加。具体地，紫外吸收物质含量增加到 6.523±0.003。因

此糠秕马拉色菌的细胞壁能够被破坏，活化时间的延长在灭活过程中有着重要作用。

3　讨 论

根据研究结果，观察到等离子体活化水中的活性物种浓度与对糠秕马拉色菌的破坏效果之间存在正相

关关系。推测的灭菌机制如图 10 所示。活性物种能导致细胞膜脂质过氧化，形成短暂的孔隙，进而损害细

胞膜的完整性［42］。细胞内的活性物种主要通过两种途径积累，一是等离子体活化水中的活性物种通过细胞

膜上的瞬时孔隙进入细胞；二是外部氧化应激可诱导细胞氧化应激反应，从而间接增加细胞内活性物种的

含量。这些活性物种不仅破坏细胞器，还能攻击大分子（如 DNA、蛋白质）并造成泄漏。等离子体活化水中

的活性物种导致糠秕马拉色菌形态发生改变，细胞壁和细胞膜破裂，细胞内物质泄漏，甚至引起细胞核固缩

和核酸渗出，最终导致生理功能障碍和细胞死亡。

虽然近年来很多研究表明低温等离子体活化水能够对微生物有效地灭活，但大多研究对象集中于细

菌，然而关于低温等离子体活化水对糠秕马拉色菌的影响报道几乎没有。如表 3 展示了等离子体活化水灭

活不同微生物的结果，虽然都能够有效灭活，但是仅局限于细菌。本工作研究了等离子体活化水对糠秕马

拉色菌的菌落数、菌内含物等影响，证明了在糠秕马拉色菌具有灭活规律的可行性的基础上研究等离子体

活化水的作用方式以及灭活机理。

图 9　糠秕马拉色菌的紫外吸收物质变化

Fig.9　Changes in UV-absorbing substances of Malassezia furfur

图 10　灭菌机理图

Fig.10　Sterilization mechanism diagram
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4　结 论

本文主要以等离子体活化水进行对真菌（糠秕马拉色菌）的灭活，并探讨了其灭菌机理。所得研究结论

如下：

（1）等离子体活化水的活化时间为 25 min时，测得 pH 为 6.16，ORP为 374 mV，电导率为 2347 µS‧cm-1，且

含有大量的 H+、H2O2、NO2
-、NO3

-等活性物种。

（2）等离子体活化水对糠秕马拉色菌的灭活效果最优可下降到 0.98 lg（CFU‧mL-1）。

（3）等离子体活化水处理后能破坏糠秕马拉色菌的细胞壁和细胞膜，从而形成短暂的通道，导致 DNA

和蛋白质泄漏、胞外碱性磷酸酶（AKP）以及紫外吸收物质的生成，最终致使糠秕马拉色菌无法生存。
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