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介质阻挡放电等离子体对消除灰葡萄孢菌的机理研究

乔艺颖 李莹艳 董露露 柳佳清 龙海涛 蒲陆梅
（甘肃农业大学理学院  兰州 730000）

摘要 本研究系统评估了介质阻挡放电等离子体（Dielectric barrier discharge，DBD）对B. cinerea的灭菌效

果及其作用机制。首先根据不同处理时长与电压对灭菌效率的影响，确定出最优工艺参数；随后从菌落性

质、孢子结构、细胞膜完整性等方面解析 DBD 的杀菌机制。结果显示，孢子悬浮液浓度为2×10⁶ CFU/mL

时，在60 s、10 kV条件下，灭菌率高达99.75%。在DBD处理后，B. cinerea的菌落直径、产孢量、菌丝生

物量及麦角甾醇含量均显著下降；细胞膜渗透性增强，蛋白质与核酸渗漏量、丙二醛含量及碘化丙啶荧光

强度均提高；同时，活性氧水平上升，而二乙酰荧光素染色完全缺失。扫描电镜和透射电镜观察进一步证

实，DBD处理导致孢子细胞膜破裂、内部结构受损并出现内容物流失。综上，DBD通过多重损伤途径破坏

B. cinerea的细胞膜和超微结构，实现对病原菌的高效灭活。
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Study on the mechanism of eliminating Botrytis cinerea by dielectric barrier discharge plasma

QIAO Yiying LI Yingyan DONG Lulu LIU Jiaqing LONG Haitao PU Lumei

(College of Science, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730000, China)

ABSTRACT In this study, the sterilization efficiency and underlying mechanism of dielectric barrier discharge 

(DBD) plasma against B. cinerea were systematically evaluated. The optimal treatment parameters were first 

determined based on the effects of treatment duration and voltage on inactivation efficiency. Subsequently, the 

fungicidal mechanism of DBD was investigated by analyzing changes in colony morphology, spore ultrastructure, 

and cell membrane integrity. The results showed that with a spore concentration of 2×10⁶ CFU/mL, an inactivation 
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rate of up to 99.75% was achieved at 10 kV and 60 s. After DBD treatment, the colony diameter, sporulation 

quantity, mycelial biomass accumulation, and ergosterol content of B. cinerea were significantly reduced. 

Meanwhile, cell membrane permeability increased, accompanied by elevated protein and nucleic acid leakage, 

higher malondialdehyde (MDA) content, and enhanced propidium iodide (PI) fluorescence intensity. Reactive 

oxygen species (ROS) levels were markedly increased, whereas fluorescein diacetate (FDA) staining was completely 

lost. Observations via scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM) further 

confirmed that DBD treatment caused spore membrane rupture, ultrastructural damage, and leakage of intracellular 

contents. Overall, DBD effectively inactivates B. cinerea through multiple damage pathways, including disruption of 

spore morphology, cell membrane integrity, and internal structures.

KEYWORDS Botrytis cinerea, Dielectric barrier discharge, Elimination, Mechanism
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灰葡萄孢（Botrytis cinerea）隶属于核盘菌目

和核盘菌科，是一种属于寄生与腐生兼性类型的

丝状真菌，其分生孢子能够利用气流完成远距离

的传播［1］。该病原菌寄主范围极广，可侵染超过

1 400种双子叶植物和单子叶植物［2］，其特征性病

理集中于为宿主组织软腐及表面灰色霉层的形

成［3］，对果蔬类经济作物危害尤甚，导致显著的

产量和品质损失。致病过程中，B. cinerea通过分

泌细胞壁降解酶以破坏植物初级物理屏障，同时

释放毒素损伤宿主细胞，二者协同作用促进侵染

致病［4］，此外，B. cinerea更易侵染糖分高的部位，

如花器和幼果［5］，并在18~23 ℃、大气湿度＞85%

的冷凉条件中迅速繁殖［6］。由B. cinerea诱发的灰

霉病是树莓产业中最具破坏性的生物胁迫因素之

一，B. cinerea在树莓营养生长过程中易侵染花器

和叶片，在采后过程借助机械损伤造成的微裂口

侵染作物组织［7］，其菌丝体能够在田间作物残体

的组织中持续存活并长期定殖，而病害传播速度

明显超过标准防控措施的临界响应值，引发田间

与贮藏环境下的病原体控制难度大幅提升［8］。目

前针对 B. cinerea的主要防治方式包括物理处理、

生物学方法和化学试剂处理。然而在果蔬采后病

害控制中，人工合成杀真菌剂仍占主导地位。尽

管化学药剂使用便捷、成本可控，但其过量施用

可能影响授粉效率［9］、破坏土壤微生物群落平

衡［10］、诱导病原菌耐药性［11］，且难以在自然环境

中迅速降解，易造成长期生态风险。由此可见，

开发兼具高效、安全及环境友好特性的替代技术，

对于实现农业生产与生态保护的协同发展至关重

要。

介质阻挡放电等离子体（Dielectric barrier 

discharge，DBD）是一种通过电极间设置介质层以

维持稳定放电的常压等离子体技术，当电极间施

加高电压时，电极间的工作气体（如氧气、氮气

或氩气等）会被击穿，形成富含高能电子与反应

活性粒子的非平衡态等离子体［12-13］。在常压条件

下，DBD等离子体以均匀的微放电丝阵列分布于

电极间隙，可直接作用于固体表面或气/液体系，

实现高效处理［14］。该工艺核心作用源于等离子体

内大量活性粒子（如·OH、O₃及RONS）所诱导的

表面物理与化学效应。DBD技术借此可有效调控

并优化材料表面性质，可显著增强材料的润湿性、

油墨附着力与复合界面结合力［15］。此外，这一特

性在处理水体环境时同样适用，并展现出卓越效

果。用DBD技术对牛仔布工业废水中有机污染物

进行降解，处理时长在 8~60 min时，废水中的亚

甲基蓝、靛蓝、刚果红、结晶紫和亚甲基蓝等染

料的降解效率达到86.3%~97.8%，在最佳处理条件

下，该技术对原生废水和工业废水COD的去除率

分别高达97.65%和98.1%［16］。在微生物控制方面，

DBD在水体中的灭菌效果已被多项研究证实。例

如，在短距离（5 mm）内对不锈钢表面进行处理，

能够使大肠杆菌和金黄色葡萄球菌生物膜中的存

活单元数量降低至10⁻⁴~10⁻⁵，其作用机制主要依赖

RONS 对生物膜基质及微生物结构的协同破坏作

用［17］。

尽管DBD技术已在材料改性、水体修复与细

菌生物膜灭活等领域显示出优异性能，但其对植

物病原真菌B. cinerea的灭活效果及作用机制仍缺

乏系统研究。因此，本研究旨在全面评估不同

DBD 处理电压和处理时间对 B. cinerea 的杀菌效

率，并通过测定孢子灭活率、菌落形态、电化学

特性、ROS 染色、PI / FDA 染色、核酸与蛋白泄

漏、MDA与麦角甾醇含量，以及观察孢子表面形
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态与内部超微结构的变化，深入解析 DBD 对 B. 

cinerea的杀菌机制。本研究为DBD技术在果蔬采

后病害控制中的应用提供理论依据与技术参考。

1   材料与方法

1.1　  材料与试剂　

菌株：灰葡萄孢菌（B. cinerea）由甘肃农业

大学理学院实验室供给。

虎红琼脂采购于上海户实医药科技有限公司；

琼脂粉由北京三药科技有限公司提供；葡萄糖由

麦克林生化科技股份有限公司提供；石油醚由成

都市科隆化学品有限公司提供；氯仿购于天津市

福晨化学试剂厂；碘化吡啶（PI）、二乙酸荧光素

（FDA）购自上海源叶生物科技有限公司；甲基紫

由上海中泰化学试剂有限公司提供。本文实验药

品均为国产品牌分析纯级别。

1.2　  主要仪器与设备　

本研究所用设备为介质阻挡放电装置（CTP-

2000K）；LDZX50KBS型高压蒸汽灭菌锅；HPX-

150恒温恒湿培养箱；CX221 FS1C型生物显微镜；

JSM-IT700HR扫描电子显微镜；Olympus BX53荧

光显微镜；TU-1901紫外-可见分光光度计；PHS-

3C酸度计。

1.3　  方法　

1.3.1　 培养基的制备　

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）选取新鲜

的马铃薯去皮并切为小块，称取 200 g置于 1 L蒸

馏水中，煮沸20 min，并持续进行搅拌。过滤后加

入 20 g的无水葡萄糖和 20 g琼脂粉，补足蒸发损

失的水分至初始体积，重新加热至彻底溶解。将

培养基分装于锥形瓶中，再高压蒸汽灭菌20 min。

马铃薯葡萄糖液体培养基（PDB）制备除不添

加琼脂外，其余流程与PDA保持一致。

1.3.2　 菌的活化　

将解冻后B. cinerea孢子放置在25 ℃培养箱中

孵育 7 d后，筛选长势良好的菌株进行后续培养。

经 3次培养后，放置在培养箱保存，用于后续实

验。

1.3.3　 孢子悬浮液的制备　

筛选生长势旺盛的B. cinerea培养皿，制得B. 

cinerea孢子悬浮液，经涡旋振荡，于显微镜下测

定孢子浓度，并调整浓度至目标浓度。

1.3.4　 DBD 杀菌率的测定　

将2 mL的孢子悬浮液转移至DBD发生装置的

石英玻璃上，使用CTP-2000K型等离子体实验电

源主机的高压输出电压检测接口（分压比 1：

1 000）连接Tektronix TBS1102型数字示波器进行

实时监测，将放电频率调节至 10 kHz（设备最佳

放电频率区间）。通过调节电源输入电压，使示波

器换算所得的实际处理电压分别达到4 kV、6 kV、

8 kV、10 kV、12 kV进行实验，每15 s采集样品一

次，直至75 s时为止，以未经处理的样本设为空白

对照组，各处理组均进行 3次重复，最终根据式

（1）计算杀菌率η（%）。

η =
C0 - C1

C1

× 100 （1）

式中：C0为空白对照组的菌落数；C1为处理组的

菌落数。

1.3.5　 电化学的测定　

使用 pH计、电导率仪分别对孢子悬浮液进行

pH值、氧化还原电位及电导率的测定分析。每组

3次生物学重复，结果取平均值。

1.3.6　 菌落性质的测定　

产孢量：以李廷刚等［18］的处理方法进行调

整，将经DBD处理的孢子悬浮液点状接于PDA培

养基，于25 ℃培养箱孵育3 d后制取孢子悬浮液并

计数。以未处理孢子悬浮液为对照组，各处理组

均设3个生物学重复样本。

菌落直径：以裴双康等［19］的处理方法并改

动。将各处理时长的孢子悬浮液依次接种于PDA，

未处理孢子悬浮液为空白对照组，所有样本培养

于25 ℃恒温恒湿培养箱中。在接种后的第2天、4

天、6天和 8天，于固定时间对各组菌落直径进行

测量。

菌丝生物量的积累：以Halabura等［20］的处理

方法并作调整。取各处理时长的孢子悬浮液滴加

至PDB培养基，振荡培养培养3 d，随后通过真空

抽滤，将菌丝进行冷冻干燥至恒重。

1.3.7　 细胞膜完整性及形貌表征　

ROS染色：将不同处理时长的孢子悬浮液离

心，用PBS（50 mmol/L）缓冲液将沉淀洗涤，再

加入 10 μmol/L 活性氧荧光探针 DCFH-DA 溶液，

于黑暗条件下孵育 1 h，孵育结束后以PBS缓冲液

重复漂洗 3次，最终使用PBS缓冲液对孢子重悬，
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于 485 nm激发波长条件，通过荧光显微镜检测孢

子的染色结果。

PI与FDA染色：以 Ju等［21］的方法为基础并作

改动。将 1 mL 各处理时长的孢子悬浮液，以

10 000 r/min 离心处理 5 min，弃去上清液后用

1 mL PBS缓冲液冲洗两次，加入 50 μL PI溶液和

100 μL FDA溶液染色处理。采用荧光显微镜观察

孢子染色情况，分析细胞膜通透性变化。

核酸、蛋白质泄露量：参考Zhai等［22］的方法

并做调整。分别离心各处理组的孢子悬浮液，收

集上清液，利用其在230 nm、260 nm和280 nm处

的吸光值，可得出核酸和蛋白质的外漏量。

MDA 含量：参考 Wang 等［23］的方法并作改

动。将 2 mL各处理时长的孢子悬浮液分别离心，

向上清液中滴加 0.67%硫代巴比妥酸并进行沸水

浴，经冷却进行二次离心，测定于 450 nm、

532 nm及600 nm波长处的吸光度。

麦角甾醇含量：参考 Kong 等［24］的测定方法

并作调整。向各处理组的孢子悬浮液中分别加入

4 mL无菌蒸馏水、PBS缓冲液和氯仿，充分混匀

后经涡旋振荡处理，待液相分离后取下层，经减

压浓缩处理，随后加入无水乙醇和甲醇，进行皂

化，再利用石油醚与水二次萃取。分离石油醚相，

干燥后加入无水乙醇重新溶解，测定 282 nm波长

下的吸光度。

扫描电子显微镜（SEM）观测孢子的形貌特

征：参考Liang等［25］的方法并作修改。孢子悬浮

液离心后收集上清液，于4 ℃环境下用3%戊二醛

固定。再用不同体积分数的乙醇溶液逐步梯度脱

水，脱水后采用 PBS缓冲液充分冲洗，干燥后用

SEM （JSM-IT700HR，日本）观察孢子形态及其

特征。

透射电子显微镜（TEM）观测孢子的形态特

征：根据Liu等［26］的处理方法并作调整，将孢子

样本于3%戊二醛溶液中固定，样品经PBS缓冲液

冲洗后，采用1%四氧化锇固定及漂洗，再用不同

体积分数的乙醇梯度洗脱脱水，随后将样品浸泡

于纯丙酮中，采用环氧树脂对样本包埋使其聚合

固化，再制备切片，利用乙酸铀酰与铅柠檬酸盐

对切片复合染色，最终在（TEM）JEM-1400PLUS

下观察分析。

1.3.8　 数据处理　

所有试验均进行3次平行重复处理，实验数据

经Excel 2019统计，采用 SPSS 27.0软件进行单因

素方差分析，组间差异显著性以 p<0.05为判定依

据，利用Origin 2024软件完成图表绘制。

2   结果与分析

2.1　  DBD 对B. cinerea的杀菌作用　

DBD 于不同处理时长与电压条件下对 B. 

cinerea的杀菌效果由图1可见。图1（a）表示，在

电压为10 kV时，处理时间越长，η 越高，当处理

时间达到60 s时，η 达到96.05%，处理75 s后，B. 

cinerea 孢子几乎被完全杀灭。图 1（b）表示，在

时间为 60 s的条件下，电压在 4~12 kV范围内，η 

随电压升高而升高，电压为 10 kV 时， η 为

97.98%，增加到12 kV后，η 达到99.65%。这与刘

鑫茹等［27］研究大气压等离子射流对消除尖孢镰刀

菌实验得出的结果相符，该现象归因于处理时间

延长所引发的高能粒子作用增强，进而提升了真

菌孢子的灭活效应。基于操作安全性和实验可行

性的综合考量，后续实验选取处理时间为60 s、电

压为10 kV为最佳工艺条件。

图1　（a）时间、（b）电压对DBD对B. cinerea杀菌率的影响
Fig.1　(a) Time, (b) power on the bactericidal rate of DBD against B. cinerea
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2.2　  DBD 对B. cinerea菌落性质的影响　

图 2可观察到DBD处理对B. cinerea菌落性质

的影响。通过图 2（a）可见随DBD处理时间的递

增，B. cinerea产孢能力逐步降低。经 45 s处理后

的产孢量相较对照组降低 64.34%，75 s时降幅达

92.49%。根据图 2（b）的结果可见，随着DBD处

理时间的延长，B. cinerea菌落直径的扩张速度与

处理时间呈显著负相关，处理越久，菌落扩展的

抑制效果越明显。数据显示，经30 s DBD处理后，

在培养第 2天菌落直径较对照组减小 25.93%，至

第8天时抑制率进一步提高至55.52%。而经75 s处

理的样本在培养第2天菌落扩展即被完全抑制（抑

制率 100%），至第 8 天菌落直径降幅达到 81.9%。

图2（c）可观察到的是DBD处理对B. cinerea菌丝

生物量积累的影响。B. cinerea经DBD处理可明显

降低菌丝生物量的积累，处理45 s和75 s后，菌丝

生物积累量分别降低65.73%和76.69%。

DBD处理对B. cinerea菌丝生长具有强效、持

久的抑制作用，DBD处理可显著降低B. cinerea的

产孢量，并且菌丝生物量抑制效果随处理时长呈

显著正相关。

2.3　  DBD 对 B. cinerea 溶液中 pH、氧化还原电

位、电导率的影响　

图3（a）表明了DBD处理过程中B. cinerea孢

子悬浮液pH的波动规律。结果显示随DBD处理时

间的延长，孢子悬浮液的酸性持续增强。空白样

品的pH为7.11，当处理时间达到45 s时，pH降至

4.17。该波动规律与空白对照组无菌水实验呈一致

趋势。

图3（b）展示了DBD处理B. cinerea孢子悬浮

液 过 程 中 氧 化 还 原 电 位 （Oxidation-reduction 

potential， ORP）的动态趋势。ORP作为表征物质

组分氧化还原活性的关键参数，其数值与物质氧

化性呈正相关关系，ORP值越高，物质的氧化能

力越强。在 0~45 s 处理阶段，ORP 值从初始的

14.17 mV显著升高至 264.13 mV；进入 45~75 s处

理阶段后，ORP值的的升幅明显放缓。

图3（c）展示了DBD处理B. cinerea孢子悬浮

液前后的电导率随处理时间的变化情况。结果表

明，表明随着处理时间的延长，悬浮液的电导率

持续升高。未经处理样品的电导率为 103.33 μS/

cm，而经过 75 s DBD处理后，电导率增至最大值

198.67 μS/cm。

图2　DBD处理对B. cinerea菌落性质的影响：（a）产孢量；（b）菌落直径；（c）菌丝生物量
Fig.2　Effects of DBD treatment on colony morphology of B. cinerea: (a) sporulation quantity; (b) colony diameter; (c) mycelial 

biomass accumulation

图3　DBD对B.cinerea电化学性质的影响：（a）pH；（b）氧化还原电位；（c）电导率
Fig.3　Effects of DBD treatment on electrochemical properties of B. cinerea solution: (a) pH; (b) ORP; (c) electrical conductivity
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2.4　  DBD 对B. cinerea ROS 染色的影响　

2'，7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）

是一种广泛应用的细胞膜渗透性荧光探针，其检

测原理基于酶解反应与氧化反应的协同作用。该

探针进入细胞后，在胞内酯酶的催化下脱去乙酰

基，生成无荧光活性的 2'，7'-二氯二氢荧光素

（DCFH）； 随 后 ， DCFH 会 被 细 胞 内 活 性 氧

（Reactive oxygen species， ROS）等氧化性物质氧

化，转化为显示绿色荧光的 2'，7'-二氯荧光素

（DCF）。基于DCF的荧光强度与胞内ROS水平正

相关的特性，DCFH-DA因而可作为评估细胞内的

氧化应激水平的有效探针。

如图 4 所示，DBD 处理时间与 B. cinerea 中

ROS积累呈显著正相关。对照组仅显示背景水平

的微弱荧光；在处理45 s后，部分孢子呈现微弱的

浅绿色荧光；而 75 s处理组则呈现强烈的绿色荧

光，表明胞内 ROS 大量积聚，氧化应激显著加

剧。

2.5　  DBD对B. cinerea PI与FDA染色的影响　

碘化丙啶（PI）-荧光素二乙酸酯（FDA）双

重染色法是评估DBD处理对B. cinerea孢子细胞膜

通透性影响的可靠技术手段，其优势在于两种染

料的染色机制上的互补性。具体而言，PI无法穿

透完整细胞膜，仅能选择性进入对细胞膜受损的

孢子中进行染色；于此相对，FDA需借助结构完

整的细胞膜进入孢子内部，经胞内酯酶水解后才

会产生特异性荧光，因此只能标记细胞膜功能正

常、活力保持的的孢子。

染色结果如图5及图6显示，B. cinerea孢子中

PI阳性染色占比与DBD处理时间呈显著正相关，

而FDA阳性染色占比则与处理时间呈负相关。当

DBD 处理时长达到 60 s 时，PI 染色率显著升至

5.26%，与此同时 FDA染色率降至近乎 0%。上述

实验结果证实，DBD处理可破坏B. cinerea孢子细

胞膜的结构完整性，导致其丧失正常的屏障功

能。

图4　DBD前后B. cinerea ROS染色图：(a)空白组的孢子；(b)处理45 s的孢子；(c)处理75 s的孢子
Fig.4　ROS staining of B. cinerea before and after DBD: (a) control spores; (b) spores treated for 45 seconds; (c) spores treated for 

75 seconds

图5　DBD前后B. cinerea PI染色图：（a）明场空白组的孢子；（b）明场处理60 s的孢子；
（c）暗场空白组的孢子；（d）暗场处理60 s的孢子

Fig.5　PI staining of B. cinerea before and after DBD :(a) control spores of bright field; (b) spores treated for 60 s of bright field; 
(c) control spores of dark field; (d) spores treated for 60 s of dark field
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2.6　  DBD 对 B.cinerea 核酸、蛋白质泄露量的影

响　

如图 7 所示，经 DBD 等离子体处理后，B. 

cinerea孢子的核酸与蛋白质泄漏量均随处理时间

延长而显著增加。在45 s的处理条件下，核酸泄漏

浓度从初始的 6.19 μg/mL升至 13.03 μg/mL，蛋白

质泄漏量由39.90 μg/mL增加至58.23 μg/mL；当处

理时间延长至 75 s 时，两者进一步上升至

15.60 μg/mL与71.37 μg/mL。

胞内物质外泄表明，DBD 处理破坏了 B. 

cinerea孢子细胞膜的结构完整性，导致膜通透性

显著增强。该结果与PI / FDA染色实验所揭示的细

胞膜损伤现象相互印证，进一步确认了等离子体

处理对微生物细胞膜的破坏作用。

2.7　  DBD 对 B. cinerea 孢子细胞膜氧化损伤的

影响

MDA作为脂质过氧化作用的关键终产物，其

水平可有效反映机体氧化应激程度。本研究结果

显示，DBD 处理可显著提高 B. cinerea 菌体内的

MDA 含量，并呈现出明显的剂量依赖性，如图

8（a）所示，当处理时间为 45 s和 75 s时，MDA

浓度分别从对照组的 0.078 μmol/L 显著升高至

0.21 μmol/L 和 0.24 μmol/L，分别为对照组的 1.67

倍与 2.04倍。这表明DBD处理诱导了孢子内严重

的氧化损伤，导致脂质过氧化产物急剧累积。

麦角甾醇浓度变化如图 8（b）所示，其浓度

随DBD处理时间的增加而显著降低。处理45 s后，

麦角甾醇浓度由 20.15 mg/mL 降至 12.17 mg/mL，

较空白对照组下降 39.62%；当处理时间延长到

75 s 时，其浓度降幅达 62.11%，最终为 7.63 mg/

图6　DBD前后B. cinerea FDA 染色图：（a）明场空白组的孢子；（b）明场处理60 s的孢子；
（c）暗场空白组的孢子；（d）暗场处理60 s的孢子

Fig.6　FDA staining of B. cinerea before and after DBD: (a) control spores of bright field; (b) spores treated for 60 s of bright field; 
(c) control spores of dark field; (d) spores treated for 60 s of dark field

图7　DBD对B. cinerea胞内泄漏物的影响：（a）核酸的泄漏量；（b）蛋白质的泄漏量
Fig.7　Effects of DBD on the amount of intraspinal material leaking from B. cinerea: (a) nucleic acid leakage; (b) protein leakage
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mL。麦角甾醇浓度的降低会引发细胞膜完整性被

破坏，其屏障功能丧失，导致膜通透性异常增加

和细胞内离子稳态失衡，因此对B. cinerea孢子的

生长、代谢与增殖过程产生显著抑制作用。

2.8　  DBD对B. cinerea孢子表观形貌以及内部结

构的影响　

SEM可实现对样品表面三维形貌的精准、直

观观测，是常用的表面形貌分析手段。图 9为 B. 

cinerea 孢子 SEM 图像，DBD 处理可明显改变 B. 

cinerea孢子宏观形貌特征。未处理组孢子表现为

梭形外观特征，轮廓平滑，且结构完好无破损。

经 60 s处理后，孢体明显凹陷，呈现不规则褶皱、

膜完整性丧失。图像结果表明，DBD处理时间的

延长直接导致孢子表面损伤的加剧。

TEM可以观测到细胞内细胞器的形态与分布

特征，尤其是线粒体、内质网等关键细胞器的形

态特征。如图 10 所示，DBD 处理显著诱发 B. 

cinerea孢子发生结构崩解。未处理组的孢子表现

为典型椭圆形形态，细胞器排列紧凑，细胞壁与

细胞膜结构保持完整无缺损，胞质内分布形态完

好的细胞器。在 60 s DBD处理后，孢子的细胞壁

与细胞膜呈现不规则破裂，孢子内部的组分大量

渗漏外流并又诱发胞内空泡化进程。上述特征性

损伤模式表明，DBD处理能有效打破孢子的细胞

膜系统结构稳定性，最终促使真菌孢子发生不可

逆的结构解体，从而实现对菌体的有效破坏和抑

制作用。

3   结论

本文结果表明，DBD处理对B. cinerea具有显

著的杀菌效能与抑制孢子作用，且二者呈现正相

关关系：在60 s、10 kV的处理条件下，DBD对浓

度为2×10⁶ CFU/mL的B. cinerea的杀菌率已接近完

全灭活。随着时间延长，相比对照组，DBD处理

可有效阻断B. cinerea其增殖与繁殖过程，改变了

B. cinerea孢子悬浮液的理化性质，使B. cinerea孢

子悬浮液的pH值降低、ORP与电导率升高。同时

DBD处理使B. cinerea孢子内核酸与蛋白质的泄漏

量大幅度增加，以及麦角甾醇含量的下降。此外，

DBD 处理会引发孢子细胞结构的不可逆损伤。

图8　DBD对B. cinerea：(a)MDA含量；(b)麦角甾醇含量
Fig.8　Effects of DBD treatment on the content of (a) MDA and (b) ergosterol in B. cinerea

图9　DBD前后B. cinerea的SEM图像：（a）空白组的孢子形
态结构；（b）处理60 s的孢子形态结构

Fig.9　SEM images of B. cinerea before and after DBD: 
(a) morphological structure of the spores of the control group; 

(b) morphological structure of spores after 60 s of treatment

图10　DBD 前后B. cinerea的TEM图像：(a)空白组的孢子
形态；(b) 处理60 s的孢子形态

Fig.10　TEM images of B. cinerea before and after DBD: (a) 
spore morphology of the control group; (b) morphology of 

spores after 60 s treatment
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ROS 染色结果表明 DBD 处理可诱导 ROS 大量积

累，同时MDA浓度较对照组升高 2.4倍，证实细

胞膜脂过氧化作用是导致菌体死亡的根本原因。

综上所述，DBD通过结构性性破坏菌体、扰

乱膜脂代谢进程及触发氧化应激连锁反应等多重

机制的协同作用，实现对B. cinerea活性的高效抑

制，本文研究结果为低温等离子体杀菌技术的开

发提供了理论支撑。
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