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摘 要：鸭源鸡杆菌(Gallibacterium anatis，G. anatis)是一种危害畜禽养殖业的常见致病菌，为此探讨大气压冷等

离子体射流(atmospheric cold plasma jet，ACPJ)对 G. anatis 活性及生物膜形成的抑制作用。首先采用发射光谱初步

确定 ACPJ 活性成分。测定 ACPJ 处理不同时间后培养基(含血清)的理化性质和活性成份含量。然后通过平板计数

法统计 ACPJ 处理鸭源鸡杆菌菌悬液不同时间后抑菌率。并利用结晶紫半定量黏附实验表征 ACPJ 对生物膜形成

的影响。采用荧光染料碘化丙啶以及透射电镜观测 G. anatis 细胞壁膜完整性及显微形态变化。最后利用荧光定量

PCR 评估处理后 G. antis 毒力基因的表达量变化。空气 ACPJ 产生了丰富的激发态 O、N2、N2+、NO 等。ACPJ 处
理后的培养基酸性、氧化性、电导率及温度与处理时间呈现正相关，并在培养基中生成长效的 H2O2、 3NO−

和 2NO−

以及短效的 ONOO‾等抑菌成分。ACPJ 处理 3、4 min 能够有效抑制 G. antis 活性及生物膜形成。ACPJ 中的活性成

分会破坏 G. antis 的细胞壁膜完整性及显微形态，导致胞内内容物外泄，从而抑制细菌活性及生物膜形成。此外，

ACPJ 还能通过下调与生物膜形成相关毒力因子基因的表达抑制生物膜形成。上述研究结果将为 ACPJ 应用于家禽

传染病的防治及禽舍消毒杀菌提供理论依据。 
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Abstract：Gallibacterium anatis (G. anatis) is a common pathogen that poses threat to livestock and poultry farming in-
dustry. This study investigates the inhibitory effects of atmospheric cold plasma jet (ACPJ) on the bacterial activity and 
biofilms information of G. anatis. The active components of ACPJ were initially identified through optical emission spec-
tra (OES). Subsequently, the physicochemical properties and content of active ingredients of medium (including serum) 
were determined following ACPJ treatment for different time. The bactericidal efficacy of G. anatis treated by ACPJ at 
different time was quantified using the plate counting method. The impact of ACPJ on biofilm formation was assessed 
through a crystal violet semi-quantitative adhesion assay. The integrity of cell wall and membrane and morphological 
changes of G. anatis were observed through the fluorescent dye propyl iodide and transmission electron microscopy. The 
expression of G. anatis virulence genes after ACPJ treatment was assessed using fluorescence quantitative PCR. Air ACPJ 
generates abundant excited O, N2, N2+, NO, etc. After ACPJ treatment, the acidity, oxidation, conductivity, and tempera-
ture of the medium are positively correlated with the treatment time. ACPJ generates various antibacterial agents in the 
medium, including long-lived species (H2O2, 3NO−  and 2NO− ) and short-lived species (ONOO−). 3 and 4-min ACPJ 
treatment effectively inhibits the bacterial activity and biofilm formation of G. antis. The active species of ACPJ can com-
promise the cell wall and membrane integrity as well as the micromorphology of G. anatis, which results in the release of 
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intracellular contents, ultimately inhibiting the bacterial activity and biofilm formation. Moreover, ACPJ also exerts inhib-
itory effects on biofilm formation by downregulating the expression of genes associated with virulence factors implicated 
in the process of biofilm development. These results will provide a theoretical basis for the application of ACPJ in pre-
venting and controlling poultry infectious diseases, as well as disinfecting poultry houses. 
Key words：plasma jet; poultry; Gallibacterium anatis; antibacterial; biofilm; virulence genes 
 

0 引言 

鸭源鸡杆菌(Gallibacterium anatis，G. anatis)为
巴氏杆菌科鸡杆菌属的代表种，属革兰氏阴性菌，

通常栖息于家禽的上呼吸道和下生殖道[1-2]。根据其

溶血特性，被分为 2 个表型不同的生物变种：其中

“hemolytica”会引起 β 溶血，而“anatis”则是不

会引起溶血的变种。在某些免疫抑制、合并感染(尤
其是与大肠杆菌或支原体合并感染)或各种应激因

素的情况下，溶血型鸭源鸡杆菌会引起鸡的输卵管

炎、腹膜炎和呼吸系统疾病以及产蛋量减少和死亡

率增加[3-4]。由鸭源鸡杆菌引起的感染性疾病呈现全

球分布——英国等欧洲国家[3]，埃及、摩洛哥等非

洲国家[5-6]，印度、伊朗、土耳其等亚洲国家[7-9]，

均有分离到鸭源鸡杆菌的报道。鸭源鸡杆菌在我国

鸡群中也普遍存在[10]。该细菌主要影响鸡，但其他

种类的家禽和野生鸟类也可能受到感染[11]。此外，

它还能够感染更广泛的宿主范围，包括哺乳动物，

如：牛[12]和人类[13]。鸭源鸡杆菌具有溶血性、多种

毒力因子以及多重耐药性等特点，通过抗生素治疗

其感染面临诸多挑战。此外，随着我国家禽业“无

抗”时代的来临，积极探索新型高效防控和治疗方

案已成为研究热点。 
等离子体被称为物质的第 4 种状态。它是一种

含有电子、自由基、离子等各种活性物质的电离混

合物[14]。如今，随着等离子体技术的不断发展，低

温等离子体因其温度低、产生的活性物质丰富等特

点，在医学[15]、农业食品[16-17]和畜牧业[18]等领域的

应用备受关注。大量研究表明，大气压冷等离子体

富含各种活性氧(reactiveoxygen species，ROS)，如

羟基自由基(•OH)、超氧阴离子自由基(• 2O− )、臭氧

(O3)、单线态氧(1O2)、过氧化氢(H2O2)等；活性氮

(reactive nitrogen species，RNS)如过氧亚硝酸根

(ONOO‾)、硝酸根( 3NO− )、亚硝酸根( 2NO− )、一氧

化氮(NO)等成分。这些活性成分能够灭活多种致病

微生物[19-21]。与其他杀菌技术(UV、臭氧等)相比，

大气压冷等离子体源多种多样，能够适用于众多场

景下的各类目标物处理。比如，大气压栅状介质阻

挡放电等离子体可用于空气消毒[22]，表面等离子体

可用于大面积处理[23]。此外，大气压冷等离子体射

流(atmospheric cold plasma jet，ACPJ)可以直接处理

人体组织，被广泛应用于医学研究[15]。Abdoli 等证

实空气等离子射流可以有效杀灭鸡蛋壳上的肠炎血

清型沙门氏菌，同时对蛋壳角质层的完整性和鸡蛋

质量没有影响[16]。Yong 等使用等离子体(在氮气流

中加入氧气)处理生鸡胸肉中大肠杆菌，灭活效果显 
著[24]。Lee 等的研究结果显示等离子体射流可有效

灭活切片鸡胸肉上的单核细胞增生李斯特菌并延长

肉类保质期[25]。此外，等离子体射流也能够满足内

部深处细小空间的消毒，比如牙根管[15]。 
虽然等离子体技术已应用于禽类产品中食源

性致病菌的杀菌消毒，但对禽类呼吸道致病菌的灭

活仍鲜有报道。能否利用等离子体射流灭活家禽呼

吸道内部病菌，进而防治家禽病害的发生？基于此

设想，本文以病鸡中分离得到的鸭源鸡杆菌为研究

对象，检测 ACPJ 对鸭源鸡杆菌菌株的抑菌效果及

抗生物膜形成的作用，并通过测定鸭源鸡杆菌细胞

壁膜完整性、细胞形态显微结构及毒力基因的表达，

探究 ACPJ 对鸭源鸡杆菌抑菌机制；同时，检测

ACPJ 气相活性成分与处理后培养基的物化特性和

活性成分含量，从而评估 ACPJ 中关键抑菌成分。

本文的研究结果将为 ACPJ 在家禽疾病防控领域的

进一步应用提供理论依据。 

1  实验材料与实验方法 

1.1  鸭源鸡杆菌 

选取分离自病鸡(罗曼粉壳蛋鸡)上腭裂处的鸭

源鸡杆菌(GAC026)作为研究对象，菌株在含 5%胎

牛血清血平板上厌氧培养 24 h，置于 37 ℃培养箱

中。传代 3 次，接种于 Luria-Bertani 培养基

(Luria-Bertani broth，LB)，含有质量分数为 5%~10%
的胎牛血清。于 37 ℃、180 r/min 下厌氧培养 24 h。
每毫升菌液中含有的细菌群落总数初始值约为

108 CFU/mL，将其作为待用菌悬液。 
1.2  ACPJ 装置 

如图 1(a)所示，本实验采用 ACPJ 装置处理培
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养基中的鸭源鸡杆菌。装置采用高频交流电源，频

率为 35 kHz。气体放电发生在管道与铜电极之间，

在 6 mm 的间隙中产生等离子体，并通过喷嘴向外

喷出，形成射流。使用空气作为工作气体，经预实

验评估，在较低能耗下保证杀菌效果，选择体积流

量为 15 L/min。将 1.1 节中配置好的菌悬液(100 mL)
置于喷嘴下(喷嘴末端浸没在液面下 5 mm)，进行不

同时间(1、2、3、4 min)的处理。处理过程中的放电

电压和电流分别用高压探头(Tektronix，P6015A)和
电流探头(Pearson Electronics，2877)进行测量，波

形数据由示波器(Teledyne，WaveSurfer 3000)记录。

放电过程稳定，电压电流如图 1(b)所示。 
1.3  ACPJ 气相活性成分检测 

采用发射光谱(optical emission spectroscopy，
OES)来检测 ACPJ 活性成分。OES 可用于检测等离

子体中的活性物质种类及状态。将光谱仪

AvaSpec-ULS 4096CL-EVO(型号为 Avantes)光纤探

头置于距离等离子体射流末端 1 cm 处，并放置准焦

透镜垂直于等离子体射流，遮挡其他光源，采集

200~900 nm 范围的光谱信号。数据采用 Avasoft 
8.10.0 软件进行分析和量化。 
1.4  ACPJ 处理培养基(含血清)的理化性质和活性

成份检测 

分别制备 100 mL LB 培养基(含 10%胎牛血

清)，经 ACPJ 处理 1、2、3 和 4 min 后测定溶液中

的物理化学特性，如： pH 、氧化还原电位

(oxidation-reduction potential，ORP)、温度与电导率

以及活性氧氮成份。使用未经处理的培养基 0 min
作为对照。 
1.4.1  pH、ORP、温度与电导率的测定 

在常温下用 pH 计、氧化还原计(型号为 Mettler 
Toledo)、温度计和便携式电导率表(型号为 F3-Fild)
测量经射流不同处理时间菌液的 pH 值、ORP、温

度和电导率。 
1.4.2  过氧化氢(H2O2)、硝酸根( 3NO− )和亚硝酸根

( 2NO− )含量测定 
H2O2：使用过氧化氢检测试剂盒测定 H2O2 的

浓度[26]。将 ACPJ 处理后的培养基用磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer solution，PBS) (50 mmol/L，pH=6.0)
稀释 50 倍。在检测孔内分别加入 50 μL 稀释后的样

品和标准品，随即加入 100 μL H2O2 检测试剂，混

匀后于室温下反应 30 min，多功能酶标仪(型号为

Varioskan)检测 560 nm 处的吸光度。根据标准 

 

图 1  等离子体射流装置及放电特性波形图 

Fig.1  Waveforms of plasma jet device and its discharge  

characteristics  

 

曲线计算培养基中的 H2O2浓度。 

3NO−：使用盐酸和氨基磺酸检测 ACPJ 处理后

培养中的 3NO−含量[27]。配制不同浓度 NaNO3 标准

溶液用于标准曲线的测定。分别取 5 mL 标准溶液

和培养基于 15 mL 离心管中，加入 100 μL 的

1 mol/L 的盐酸和 10 μL 质量分数为 0.8%的氨基磺

酸，混匀后用紫外分光光度计测定溶液在 220 nm 处

的吸光度，根据标准曲线计算培养基中 3NO−的浓度。 

2NO−：采用 Griess 反应法测定 2NO−的含量[28]。

配制不同浓度的 NaNO2 标准溶液用于标准曲线的

测定。分别取 5 mL 标准溶液和培养基于 15 mL 离

心管中，加入 10 g/L 的对苯氨基磺胺 100 μL，反应 
5 min 后随即加入 1 g/L 的 N-1-盐酸萘乙二胺

(N-(1-Naphthyl)ethylenediamine Dihydrochloride ，

NEDA·2HCl)100 μL，反应 1 h 后测定溶液在 550 nm
处的吸光度，根据标准曲线计算 2NO−的浓度。 
1.4.3  羟自由基(•OH)、单线态氧(1O2)超氧阴离子

(• 2O− )和过氧亚硝酸根(ONOO−)含量测定 
利用电子自旋共振(electron spin resonance，

ESR)结合相应化合物和清除剂分别检测短寿命活

性物质。 
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利 用 5,5- 二 甲 基 -1- 吡 咯 啉 -N- 氧 化 物

(5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide，DMPO)和 2,2,6,6-
四甲基哌啶 (2,2,6,6-Tetramethylpiperidine，TEMP)
检测·OH 和 1O2的含量[29]。分别取 20 μL DMPO 和

10 μL TEMP 加入 100 mL 培养基中，经振荡器混匀。

将 ACPJ 置于液面下方处理 0、2、4 min。DMPO
与·OH 反应生成自旋加和物 DMPO-OH，在 ESR 谱

图中呈现为1:2:2:1的特征峰。TEMP可以与液相 1O2

粒子反应形成稳定的加和物 TEMPO，在 ESR 图谱

中呈现 1:1:1 的特征峰。 
利用 1-羟基-2, 2,6,6-四甲基-4-氧代-哌啶盐酸

盐(1-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-oxo-piperidine hy- 
drochloride，TEMPONE-H)检测‧O2−和 ONOO−的含

量[30-31]。取 10 μL TEMPONE-H(浓度为 20.83 g/L)
加入 100 mL 培养基中，经振荡器混匀。将 ACPJ
置于液面下方处理 0、2 min 和 4 min。TEMPONE-H
能够与•O2−和 ONOO−反应生成稳定的自旋加和物

1- 羟 基 -2,2,6,6- 四 甲 基 -4- 氧 代 哌 啶 氧 基

(1-hydroxy-2，2，6，6-tetramethyl-4-oxo-piperidi- 
noxyl，TEMPONE)。此外，联合利用 TEMPONE-H
和• 2O− 清除剂超氧化物歧化酶(superoxide dismu- 
tase，SOD，浓度为 40 000 U/mL)确定 ONOO‾的含

量(U 是酶活力单位)。 
1.5  抑菌活性测定 

使用血平板培养基平板计数法来探究 ACPJ 对

鸭源鸡杆菌的抑菌效果[23]。将上述鸭源鸡杆菌分装

至 500 mL 烧杯中，使每杯含有 100 mL 菌悬液。

ACPJ 分别处理 1、2、3 min 和 4 min。使用未经 ACPJ
处理的鸭源鸡杆菌 0 min 作为对照，将菌液离心收集

后进行稀释涂布，37 ℃厌氧培养 48 h 后观测结果。 
1.6  结晶紫半定量黏附实验 

取 ACPJ 处理 1、2、3、4 min 的鸭源鸡杆菌菌

液 1 mL，同时以 0 min 作为空白对照，离心，沉淀

菌体，转入 24 孔板中，加入 1 mL 培养基(含血清)，
35 ℃静置培养 96 h 后，清洗除去培养基和浮游菌，

自然晾干之后每孔加入 750 µL 甲醇固定 15 min，去
掉甲醇自然晾干，加入 750 µL 的 0.1%结晶紫染色

15 min，用自来水清洗，自然干燥，加入 750 µL 95%
乙醇，37 ℃溶解 30 min，用酶标仪在 590 nm 波长

处测量各孔的吸光度[32]。 
1.7  ACPJ 对鸭源鸡杆菌细胞壁膜完整性的影响 

1.7.1  碘化丙啶染色 
碘化丙啶(propidium iodide，PI)能透过受损的细

胞膜与 DNA 分子结合，因此受损细胞会发出红色

荧光[33-34]。取经APPJ处理不同时间的菌悬液0.5 mL
于离心管中，8 000 转/min，离心 8 min，弃上清。

在菌沉淀中加入 1 mL PBS，轻轻重悬细胞进行清

洗，离心，弃上清，重复 1 次，对细胞进行 2 次清

洗。取 100 μL PI 工作液分别加入到不同处理组的菌

沉淀中进行染色，37 ℃条件下避光孵育 15 min。使

用酶标仪在激发波长为 488 nm 和发射波长为

617 nm 处读取吸光值。 
1.7.2  透射电子显微镜观测细胞形态 

收集经 ACPJ 处理不同时间的细菌细胞于 4%
戊二醛中过夜，河南中医药大学透射电子显微镜中

心制备常规超薄切片，透射电子显微镜(transmission 
electron microscope, TEM)(型号为 JEM-1400)观察

检测。 
1.8  ACPJ 对鸭源鸡杆菌毒力因子基因表达量的影响 

鸭源鸡杆菌菌悬液未经 ACPJ 处理组设置为对

照，ACPJ 处理 2 和 4 min 与之比较。鸭源鸡杆菌的

RNA 提取、逆转录按照细菌 OMEGA 试剂盒、逆

转录试剂盒操作说明书进行操作。将反转出的

cDNA 放于–20 ℃保藏。参考鸭源鸡杆菌 TH22 菌株

基因组(GenBank No.CP103874.1)基因序列，利用

NCBI 引物-BLAST(National Center for Biotechnol-
ogy Information，Primer，Basic Local Alignment 
Search Tool)设计 OmpW、OmpA、Ipxd、GtxA、TolC、
BamA、GapA 和 GyrB 基因(内参基因)引物(表 1)。
南京金斯瑞生物科技股份有限公司进行引物合成。 

表 1  引物设计 

Table 1  Design of primer 

基因 引物 序列 

OmpA 
正向引物 TAACCACCGAATACACCGTA 

反向引物 CAAGCAAACACTTTCTACGC 

Tolc 
正向引物 ATGGCTCGCAACACTTTATT 

反向引物 CGGTTGGTTTTAAGTTCAGC 

GtxA 
正向引物 TATGGAGAAACCGGTAACGA 

反向引物 GTGTCGGAACTAAGAGCATC 

Ipxd 
正向引物 GTATTGCACCATTGGAGTGT 

反向引物 TGATCATCAGCGCAATAAGG 

OmpW 
正向引物 GGTTGGGTCAAGAGTAACAC 

反向引物 AAAGACGCTAATGGCAATGT 

BamA 
正向引物 AATTGGAGATCGAAGAGGGT 

反向引物 CCGGTTGAATTTCCATCTGT 

GapA 
正向引物 GAACATTGGAGTGCTGTCTT 

反向引物 ACGAAATCGGTGTTGATGTT 

GyrB 
正向引物 TGTGCGTTTCTGGCCAAGTC 

反向引物 CGCTCACCAACTGCAGATTC 
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RT-PCR 反应体系(15 μL)为：模板 1 μL，上、

下游引物各 0.5 μL，双蒸水 5 μL，8 μL 的 2 倍浓度

的 Taq Pro Universal SYBR qPCR 预混液。qPCR 反

应条件为：95 ℃，30 s；95 ℃，10 s，52 ℃，30 s，
40 个循环；95 ℃，15 s；60 ℃，60 s；95 ℃，15 s。 
1.9  数据统计分析 

本研究的所有试验均独立重复 3 次，试验结果

用平均值±方差表示，使用 SPSS 22.0 处理数据。采

用 LSD-t 检验进行多组样品之间的方差分析， P 值

< 0.05 说明具有显著差异。使用配对 t 检验进行 2
组样品之间的方差分析，*表示 P<0.05、**表示

P<0.01、***表示 P<0.001。 

2  结果与讨论 

2.1  ACPJ 活性成分 

首先通过 OES检测放电产生的 ACPJ中的各种

气态活性成分。如图 2 所示，随着电压的增加，各

种谱峰强度均增强。比如原子氧 O 谱线(波长为

777.3、844.5、926.5 nm，下同)，N2第二正带系(second 
positive system，SPS，C3∏u→B3∏g)(313.6、325.7、
327.6、336.8、357.7、395.7、495.6、419.9、424.5 nm)，
N2

＋
第一负带系 (first negative system ， FNS ，

B2∑u→X2∑g)(391.5 nm 和 400~520 nm)。同时产生了

NOγ(A2∑+→X2∏)(200~300 nm) 和 OH(A→X) 带

(306.8 nm)的发射光谱。O 主要通过空气中 O2裂解

产生，在发射光谱中占主要地位。N2 的 SPS、FPS
及 N2

＋
的 FNS 均可直接或间接由电子碰撞激发[35]。

NOγ 体系易被 N2 和 O2 发生化学反应激发[36]。OH
可以通过水分子被电子或等离子体中半衰期较长的

物质碰撞激发分解产生[37]。结果表明，ACPJ 可以

产生丰富的活性氧氮成分。 
2.2  ACPJ 处理后培养基(含血清)的理化性质和活

性成分 

ACPJ 中的活性氧氮成分能够进一步与液体发

生复杂的物理化学反应产生一系列的次级活性氧氮

成分[38]。本研究通过测定 pH、ORP、电导率、温

度来分析 ACPJ 处理后的 LB 培养基(含 10%胎牛血

清)的理化性质，并测定了培养基中 3 种长效活性成

分(H2O2、 3NO−和 2NO− )和 3 种短效活性成分(•OH、

• 2O−和 ONOO−)的相对含量。 
2.2.1  pH、ORP、温度与电导率 

前人研究表明酸性环境能够促进活性成分的

生物效应，特别是抑菌活性[39]。酸性能够对微生物

胞内的生物大分子物质造成损伤[40]。如图 3 所示，

随着 ACPJ 处理时间的增加(0 到 4 min)，pH 从 8.2
下降到 4.8(P<0.05)，培养基酸化的主要原因是气相

等离子体中产生的氮氧化物溶于水中产生硝酸和亚

硝酸(反应式(1)、(2))[41]。较低的 pH 有利于活性成

分穿过细胞壁膜，使微生物更易受活性成分的氧化

攻击[42]。ORP 是评价溶液整体氧化还原电势指标，

可以用于评价培养基中 ROS 的整体水平。文献研究

表明，高 ORP 值与细胞膜损伤具有直接关系[43]。

如图 3 所示，随着 ACPJ 处理时间的增加，ORP 从

362.90 mV 显著增加到 643.45 mV(P<0.05)，这表明

培养基中产生了大量具有氧化能力的活性成分。培

养基中的温度变化结果如图 3 所示，随着 ACPJ 处
理时间的延长，温度逐渐升高，但在 4 min 内温度 

 

图 2  ACPJ 在 200~1 000 nm 范围内的发射光谱 

Fig.2  Optical emission spectra of ACPJ in the range of  

200~1 000 nm 

 

 

图 3  ACPJ 处理培养基(含血清)后的 pH、ORP、温度及 

电导率变化 

Fig.3  Alterations in pH, ORP, temperature and conductivity of 

the medium (with serum) treated by ACPJ treatment 
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低于 42 ℃，这表明培养基的温度不足以引起微生物

失活。最后，检测了电导率的变化。如图 3 所示，

随着 ACPJ 处理时间从 0 min 延长到 4 min，电导率

值 从 18.14 mS/cm 显 著 增 加 到 20.19 mS/cm 
(P<0.05)。电导率的升高与活性粒子浓度增加有关[44]。

这表明培养基中的活性氧氮积累量随着 ACPJ 处理

时间的延长而增大，这与 ORP 结果相一致。 
 NO2 + H2O → 2NO− + 3NO− +2H+ (1) 

 NO + NO2 + H2O → 22NO− + 2H+  (2) 

2.2.2  过氧化氢、硝酸根和亚硝酸根含量变化 
H2O2是 ACPJ 产生的一种重要氧化物质，根据

温度不同，其半衰期从 8 h 到 20 d 不等[41]。如图 4(a)
所示，随着 ACPJ 处理时间从 0 min 延长到 4 min，
H2O2浓度从 0 显著增加到 0.40 mmol/L(P<0.05)，说
明培养基中的H2O2含量随着ACPJ处理时间的延长

而增多。H2O2可能通过与亚硝酸根的反应产生过氧

亚硝酸(反应式(3))，进一步发挥杀菌作用[45]。ACPJ
产生的 RNS，如 3NO−和 2NO−，被认为在抑菌过程

中起着关键作用[46]。如图 4(b)所示，随着 ACPJ 处
理时间增加， 3NO−浓度从 0 提高到 2.25 µmol/L(P< 
0.05)。如图 4(c)所示，当 ACPJ 处理 4 min 时，培

养基中的 2NO−浓度升高到 13 μmol/L(P< 0.05)。 
 HNO2 + H2O2 → ONOO‾ + H2O (3) 
2.2.3  羟自由基、单线态氧、超氧阴离子和过氧亚

硝酸根含量测定 
前人研究表明等离子体的生物效应主要由短

寿命的活性成分发挥作用[47]。在本研究中利用 EPR
检测培养基里的短效活性成分。如图 5(a)所示，发

现 ACPJ 在培养基中产生了少量•OH。1O2也被报道

在灭活微生物中起到重要作用[20, 47]，但是在这个实

验中并没有检测到 1O2(如图 5(b)所示)，其原因将在

下文中讨论。 
此外，利用 TEMPONE-H 检测到相应特征峰，

说明培养基中有• 2O−和 ONOO−产生(图 5(c))。为了

进一步鉴别两者的产生，将培养基中加入• 2O−的特

异性清除剂 SOD，发现特征峰轻微减弱。这说明

ACPJ 在培养基中主要产生的是 ONOO−，仅产生了

微量• 2O− (图 5(d))。总的来说，本实验中检测到的

ROS(•OH，• 2O−和 1O2)量很少或没有，推测可能是

因为培养基本身作为良好的清除剂消耗掉了这些短

效的 ROS。之前研究发现有机物能很好地清除活性

氧，比如牛血清白蛋白(bovine serum albumin，
BSA)、牛肉膏及蛋白胨[48-49]。之前研究中也发现组 

 

图 4  ACPJ 处理后培养基(含血清)中长效活性成分含量 

Fig.4  Long-lived species in the medium (with serum) after 

ACPJ treatment  

 

氨酸能很好地清除掉单线态氧[50]，因此推测培养基

里面的有机物质清除掉了 ACPJ 产生的短寿命活性

物质。而 ONOO‾的寿命相对较长，能够发挥更好的

生物损伤效应。 
2.3  ACPJ 抑制鸭源鸡杆菌活性及生物膜形成 

在本研究中，实验采用含血清的鸭源鸡杆菌悬 
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图 5  ACPJ 处理后培养基(含血清)中短效活性成分含量 

Fig.5  Short-lived species in the medium (with serum) after 

ACPJ treatment 

液，以接近该菌真实栖息于体内的生存环境。如图

6 所示，经 ACPJ 处理 1、2、3、4 min 后，活菌数

分别降至 8.78±0.03 ， 8.33±0.07 ， 4.78±0.01 和 
2 lg(CFU/mL)(检测下限)。与空白对照组(0 min)相
比，除 1 min 处理组外，ACPJ 处理组的活菌数均显

著性降低(P<0.05)。结果表明 ACPJ 处理 3 min 就可

以有效抑制鸭源鸡杆菌的生长，4 min 时抑菌率接

近 100%。Pan 等研究发现经长时间等离子体处理

后，粪肠球菌的细菌菌落数量显著减少，处理 8 min
或 10 min 后具有显著的抑菌效果 (P<0.05)[51]。

Alkawareek 等利用 ACPJ 处理金黄色葡萄球菌、蜡

样芽胞杆菌、铜绿假单胞菌和大肠杆菌，发现 10 min
后革兰氏阳性菌和阴性菌都能被完全杀灭[52]。大量

研究表明等离子体对微生物的作用主要归因于活性

氧氮成分。结合活性物质检测结果，ACPJ 在培养

基中产生的 ONOO‾对细胞外部结构有很强的氧化

作用，引起细胞膜或细胞内大分子物质(如 DNA、

蛋白质、碳水化合物等)的氧化损伤，最终导致死亡[53]。

此外，本研究发现 ACPJ 处理 3 min 后才能有效抑

制鸭源鸡杆菌的生长，与纯水环境下的杀菌效果相

比较弱[47]，推测血清成分具有缓冲保护作用，消耗

掉了大量短寿命 ROS(•OH，• 2O−和 1O2)。虽然处理

过程中产生了 H2O2，但是在 4 min 的处理时间下，

此浓度(0.40 mmol/L)无法发挥杀菌作用[20,54]。因此

在本处理体系下，主要是 ONOO−发挥作用。 

 

图 6  ACPJ 对鸭源鸡杆菌的抑菌效果 

Fig.6  Antibacterial effect of ACPJ treatment against G. anatis 
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实际情况下，细菌能够通过形成生物膜，进而

侵染家禽诱发病害。生物膜形成的三维网状结构能

够黏附在非生物或生物表面，将细菌包裹在黏性基

质内以抵抗抗生素和宿主免疫反应，从而提高了对

抗菌药物的耐药性[55-56]。像许多细菌一样，鸭源鸡

杆菌也可形成生物膜，主要由蛋白质、胞外多糖、

胞外 DNA 和脂质组成 [57-58]。由图 7 可见，24 孔板

内鸭源鸡杆菌细菌生物膜面积与 ACPJ 处理时间呈

相关性。ACPJ 处理 3、4 min 后均对生物膜的形成

有显著的抑制作用(P<0.05)。Wang 等研究结果显

示，大气压氮气等离子体处理能有效抑制金黄色葡

萄球菌的生物膜再生能力[59]。Mai-Prochnow 等使用

等离子体射流处理铜绿假单胞菌 10 min 后，共聚焦

显微镜下无法观察到附着的生物膜细胞[60]，与本研

究结果一致。 
2.4  ACPJ 破坏鸭源鸡杆菌细胞壁膜完整性 

为了深入探究 ACPJ 抑制鸭源鸡杆菌活性以及

生物膜形成机制，首先评估了 ACPJ 对鸭源鸡杆菌

细胞形态及细胞壁膜完整性的影响。使用 PI 染料进

行细胞染色和 TEM 亚显微结构观测，如图 8(a)所
示，随着 ACPJ 处理时间的增加，细胞膜受损程度

增加，红色荧光强度显著增加(P<0.05)，这与抑菌

结果一致。见图 8(b)，TEM 结果显示 ACPJ 处理对

鸭源鸡杆菌细胞的破坏作用主要体现在细胞壁膜和

细胞亚微结构的损伤及细胞内容物的流出。未经处 

 

图 7  ACPJ 对鸭源鸡杆菌生物膜形成的抑制效果 

Fig.7  Inhibitory effect of ACPJ treatment on the biofilm  

formation of G. anatis 

理的鸭源鸡杆菌(0 min)细胞呈圆润且完整长杆状，

具有荚膜和内膜的细胞膜结构，细胞内容物充盈丰

富。ACPJ 处理 2 min 后，鸭源鸡杆菌细胞膜出现轻

微破损，细胞形态无明显形变，但细胞内容物有泄

漏。随处理强度增加，ACPJ 处理 4 min 后观察到细

胞膜破碎或消失，细胞凹陷，细胞内容物严重流失，

菌体内部的密度分布不均匀，内部结构无法清晰辨

明，菌体呈现解体趋势。结果表明，ACPJ 对鸭源

鸡杆菌具有明显的杀灭作用，且杀灭效果和处理时

间呈正相关。蒲启康等通过透射显微镜观察到，

ACPJ 对白色念珠菌的细胞结构具有显著的破坏作

用，这与鸭源鸡杆菌经 ACPJ 处理后的结果相符[61]。 
2.5  ACPJ 抑制鸭源鸡杆菌毒力因子基因表达 

通过荧光定量 PCR验证ACPJ处理后鸭源鸡杆

菌毒力基因的表达量变化情况。结果如图 9 所示，

外膜蛋白基因 OmpA、OmpW 和 TolC，细胞粘附素 

 

图 8  ACPJ 对鸭源鸡杆菌细胞膜及亚显微结构的影响 

Fig.8  Influence of ACPJ on the cell membrane and submicro-

scopic structure of G. anatis 
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图 9  ACPJ 处理前后鸭源鸡杆菌毒力基因相对表达量变化 

Fig.9  Changes in the relative expression levels of virulence genes of G. anatis before and after ACPJ treatment 

 
相关基因 GapA，外膜蛋白组装因子 BamA，脂多糖

合成基因 Ipxd，具有白细胞毒性的 RTX(Repeats in 
Toxins)样毒素基因 GtxA 等毒力基因的表达量均随

ACPJ 处理时间的增加显著降低。 
2.6  ACPJ 抑制鸭源鸡杆菌生物膜形成的机制分析 

传统的抗生素类药物能够影响细菌的毒力因

子表达。比如，Kashyap 等研究发现短时间暴露于

高浓度抗生素妥布霉素(10×最小抑菌浓度)可显著

降低鲍曼不动杆菌参与营养摄取的基因(OmpW)表
达[46]。Guan 等使用头孢噻肟钠和虎杖苷(植物虎杖

提取物)联合处理肺炎克雷伯菌，结果显示该菌经联

合处理后 TolC 基因表达量降低[62]。在等离子体抑

菌机制研究中，潘圆圆等发现等离子体诱发的单增

李斯特菌致病性减弱涉及多种毒力基因群的调控，

包括生物膜形成、群体感应、鞭毛生物合成等相关

基因普遍下调[63]。Thiyagarajan 等发现脑膜炎奈瑟

氏菌中控制细菌引起感染的毒力因子 PilC 的表达

量至少表示数目减少不能使用“倍”[64]。此外，等

离子体对生物膜形成相关的毒力因子的影响也被大

量发现报道。比如俞志远等报道的金黄色葡萄球菌

生物膜形成相关基因(IcaA、SarA 和 SigB)[65]，廖雪

等报道的鼠伤寒沙门氏菌胞外多聚物相关基因的表

达均被抑制[66]。这些研究结果表明，与传统抗生素

类药物相比，等离子体可能具有更宽泛的细菌生物

膜抑制机制。基于以上结果，本研究重点阐明了

ACPJ 对鸭源鸡杆菌中涉及细菌致病力以及生物膜

形成相关基因的表达影响，发现外膜蛋白基因

OmpA、OmpW 和 TolC，外膜蛋白组装因子 BamA，
毒素基因 GtxA，脂多糖合成基因 Ipxd，细胞粘附素

相关基因 GapA 均被下调。结合本研究其他结果，

ACPJ 抑制鸭源鸡杆菌活力和生物膜形成机制如图

10 所示。随着 ACPJ 处理时间的增加，ONOO‾破坏 
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图 10  ACPJ 处理对培养基中的 G.anatis 抑菌机制示意图 

Fig.10  Illustration of the antibacterial mechanism of ACPJ treatment against G.anatis in the medium 

 
细菌的细胞壁膜，这就直接影响细菌侵染能力以及

生物膜的形成。此外，由于活性氧氮成分是重要的

环境压力信号分子，它们还能够通过改变毒力相关

基因，以及减少脂多糖等生物膜合成相关基因的表

达，最终抑制鸭源鸡杆菌生物膜的形成。 

3  结论 

1）ACPJ 在培养基中产生的丰富的活性氧氮成

分能够破坏细胞壁膜完整性及胞内组分，显著抑制

鸭源鸡杆菌活性及生物膜形成。 
2）ACPJ 作为环境压力信号能够抑制鸭源鸡杆

菌毒素、脂多糖合成、细胞粘附素及外膜蛋白相关

毒力基因的转录，进而调控生物膜形成。 
3）本研究结果表明 ACPJ 作为一种绿色杀菌技

术可以有效灭活鸭源鸡杆菌，为其应用于畜禽养殖

业的传染病防治及环境消杀提供理论依据。 
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