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低温等离子体灭活核糖核酸酶研究
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摘  要  该文主要探讨了低温等离子体技术在核糖核酸酶灭活方面的应用，分析了作用气体类型和等

离子体发生器结构对酶灭活性能的影响。实验结果表明，低温等离子体能够有效地灭活核糖核酸酶，

混有氧气或水汽的作用气体能够明显提高对酶的灭活能力，且悬浮式电极介质阻挡放电装置的灭活效

果优于表面介质阻挡放电装置。
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Abstract In this study, the application of nonthermal plasma technology in the inactivation of ribonuclease 
was discussed, and the influence of acting gas and plasma generator on the inactivation performance was 
analyzed. The experimental results show that ribonuclease can be inactivated effectively by nonthermal 
plasma. Moreover, the inactivation performance will be obviously improved by mixing oxygen or water into 
the acting gas. Also, compared with surface dielectric barrier discharge plasma, the inactivation performance of 
ribonuclease is better by using floating-electrode dielectric barrier discharge generator.
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1 引  言 

  核糖核酸酶(Ribonuclease，RNase)广泛存

在于各种环境中，在人和动物的唾液、汗液和血

液中均可常见。它是由数个半胱胺酸基组成一类

结构紧凑、体积较小的蛋白质。其中，半胱胺酸

基之间采用二硫键连接形成[1]，这种结构方式使

得变性的核糖核酸酶容易在室温下恢复原有的

结构，难以被灭活。同时，核糖核酸酶具有很

强的生物学活性，容易使核糖核酸(Ribonucleic 
Acid，RNA)分解，对实验结果造成干扰，尤其

是 RNA 提取实验。如何有效去除核糖核酸酶

污染已成为实验室污染亟待解决的一个难题。

目前，去除核糖核酸酶的常用方法有：焦碳酸

二乙酯(DEPC)水溶液浸泡[1]、高温高压灭菌和 
RNase 抑制剂。然而，焦碳酸二乙酯是高活性

烷化试剂，对人体有害且存在致癌风险；高温

高压灭菌和 RNase 抑制剂不能使核糖核酸酶完

全灭活。

  低温等离子体因其含有大量高能电子、自

由基和激发态原子等活性粒子，备受关注与研

究。大量研究表明低温等离子体能够有效破坏

蛋白质结构。Segat 等[2]利用低温等离子体对乳

清分离蛋白溶液进行处理，发现作用 15 min 后，

蛋白质全部发生了氧化。Kim[3]研究了氦气/氧
气低温等离子体处理生物分子效应，发现活性

氧自由基对细胞内多肽、DNA 和酶蛋白具有

损伤作用。Deng 等[4]利用激光诱导技术从放电

电压、氧气流量等方面研究氦气/氧气等离子体

灭活蛋白的机制。Jijie 等[5]以牛血清蛋白为模

型研究了氦等离子体射流对蛋白结构的影响。

Takai 等[6]以溶菌霉为蛋白模型研究了等离子体

对蛋白功能的影响。Topala 和 Nagatsu[7]用氦等

离子体射流处理牛血清蛋白和游离蛋氨酸发现

它们极易被等离子体氧化。Lackmann 等[8]用蛋

白和 DNA 模型来研究污水中等离子体灭菌的机

理。陈绪松等[9]利用蛋白含量测定和十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)技术

分析了经等离子体射流处理过的牛血清蛋白，

结果推测等离子体产生的活性成份可使牛血清

蛋白变性或断裂成片段。Lackmann 等[10]以牛

血清蛋白为模型研究，从拉曼光谱测得的等离

子体射流能够氧化酪氨酸残基和含硫氨基酸，

但半膀氨酸没有明显的氧化现象。Lackmann 
等[11]利用双介质阻挡放电(Dielectric Barrier 
Discharge，DBD)装置产生的氦气/氧气等离子

体射流对 RNase 进行处理，实验结果表明其对 
RNase 具有显著的灭活效果。然而，等离子体

灭活效果受到作用气体类型和发生器结构等因

素的影响，目前尚不清楚其他作用气体类型对 
RNase 的灭活效果，且 DBD 射流因结构的限

制，在实际应用中难以实现大面积、高效的灭

活效果。

  针对上述存在的问题，本文主要探讨低温等

离子体技术在核糖核酸酶灭活的应用，并分析了

等离子体活性粒子密度的两个关键影响因素(作

用气体类型和等离子体发生器结构)对核糖核酸

酶灭活效果的影响。旨在确定等离子体灭活核糖

核酸酶最佳作用气体类型和发生器结构，为等

离子体技术在实验室污染处理领域应用推广提

供参考依据。

 

2 实验方法

2.1 实验装置

  本文主要采用了双介质阻挡放电装置、悬浮

电极式介质阻挡放电(Floating-Electrode Dielectric 
Barrier Discharge，FE-DBD)装置和表面介质阻挡

放电(Surface Dielectric Barrier Discharge，SDBD)

装置对核糖核酸酶进行灭活研究：前者用于探讨

不同作用气体对核糖核酸酶活性的影响；后两者

(可大面积处理的等离子体发生器)用于探讨等离
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子体发生器结构对核糖核酸酶活性的影响。文中

所涉及的放电装置如图 1 所示。其中，双介质阻

挡放电装置的高压电极为直径 2 mm 的铜棒，内

介质为内径 2 mm、外径 4 mm 的石英管，外介质

为 2 mL 的石英针筒。悬浮电极式介质阻挡放电

装置则采用直径为 30 mm、厚度为 0.5 mm 的圆

形铜板作为高压电极，并将其置于外径为 35 mm 
的聚四氟乙烯中。而表面介质阻挡放电装置则采

用厚度为 2 mm 的陶瓷片作为阻挡介质，厚度为 
0.2 mm 的铜片作为正负极并粘附在陶瓷片两侧，

形成导电体-阻挡介质-导电体结构。在本文中，

采用南京苏曼的 CTP-2000K 低温等离子体实验

电源，放电电压检测采用 Tektronix P6015A 高压

探头，示波器采用 Tektronix TBS1102。
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                                                             (b) 悬浮电极式介质阻挡放电装置

       (a) 双介质阻挡放电装置                  (c) 表面介质阻挡放电装置

图 1 低温等离子体装置示意图

Fig. 1 Schematic of cold temperature plasma generators

2.2 作用气体

  作用气体对放电电压、等离子体成份种类

及密度等具有关键的影响作用。在本文中，双

介质阻挡放电装置采用的作用气体氩气(Ar)、
氦气(He)和氧气(O2)均为高纯度气体，纯度为

99.99%。而惰性气体/水汽的混合气体则是利用

惰性气体(氩气或氦气)通入水溶液而获得。悬浮

式电极介质阻挡放电装置和表面介质阻挡放电装

置则直接采用空气作为作用气体。

2.3 核糖核酸酶类型

  核糖核酸酶类型繁多，本研究主要以稳定性

强、最难灭活的核糖核酸酶 A 作为处理对象。核

糖核酸酶 A 来源于牛胰腺，属于核糖核酸内切

酶，由 124 个氨基酸残基和 4 对分子内的二硫化

键组成。本实验中的核糖核酸酶 A 购自 Sangon 
Biotech 公司的 B500474 核糖核酸酶 A 溶液，浓

度为 10 mg/mL。
2.4 荧光探针

  本文采用荧光法来检测核糖核酸酶的活

性。选用的荧光试剂为 6-FAM-dArUdAdA-6-
TAMRA，是一种实验室常用的 RNase 探针，

化学结构如图 2 所示[12]，发射波长为 490 nm，

激发波长为  520 nm。当其与核糖核酸酶混合

时，P1 基团上的 P—O 键容易被酶剪切断裂成 
6-FAM(6-羧基荧光素)和 6-TAMRA(6-羧基四甲

基罗丹明)。酶的活性越强，P—O 键被剪切速度

越快，产物 6-FAM 含量越多，荧光强度上升的
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图 2 荧光试剂的化学结构[12]

Fig. 2 Chemical structure of fluorescent reagents[12]
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速率则越快。因此，通过荧光强度变化曲率可以

判断核糖核酸酶的活性。

2.5 实验步骤

  (1)将 10 mg/mL 的核糖核酸酶 A 溶液分散在 
pH 7.5 的 Tris•HCl/NaCl 缓冲溶液中稀释制得待

处理溶液。其中，利用双介质阻挡放电装置处理

的待处理溶液浓度为 0.1 μg/mL，利用悬浮电极

式介质阻挡放电装置和表面介质阻挡介质放电装

置处理的待处理溶液浓度均为 10 μg/mL。
  (2)取 30 μL 浓度为 0.1 μg/mL 的待处理液放

置于 200 μL 离心管中，取 10 μL 浓度为 10 μg/mL 
的待处理液放置于经灭菌无酶的 2 cm×2 cm 盖
玻片中干燥待用。

  (3)将上述(2)中含 0.1 μg/mL 核糖核酸酶 A 
溶液的离心管移至双介质阻挡放电装置喷嘴下

方，调整液面与喷嘴的距离为 15 mm，设置放电

电压为 12 kV，按设定时间进行处理。

  (4)取上述(2)中含有核糖核酸酶 A 溶液的盖

玻片放置于无菌玻璃片上，调整悬浮电极式介质

阻挡放电装置放电面与盖玻片的距离为 3 mm，设

置放电电压为 12 kV。按设定时间处理后将盖玻

片放置于含有 10 mL pH 7.5 的 Tris•HCl/NaCl 缓
冲溶液的离心管进行浸泡，使盖玻片上的核糖核

酸酶 A 溶液充分分散在缓冲液中。

  (5)取上述(2)中含有核糖核酸酶 A 溶液的盖

玻片并用夹子夹持，调整表面介质阻挡放电装置

放电面与盖玻片的距离为 1 mm，设置放电电压

为 12 kV。按设定时间处理后将盖玻片放置于含

有 10 mL pH 7.5 的 Tris•HCl/NaCl 缓冲溶液的离

心管进行浸泡，使盖玻片上的核糖核酸酶 A 溶液

充分分散在缓冲液中。

  (6)取 20 μL 上述(3)、(4)和(5)中的核糖

核酸酶 A 溶液，将其加到 6-FAM-dArUdAdA-6-
TAMRA 荧光探针中，使用日立 F-4600 荧光分光

光度计测得荧光强度，以此判断核糖核酸酶 A 的
活性。

3 结果与讨论

3.1 作用气体类型对核糖核酸酶 A 活性的影响

  低温等离子体中含有大量的自由基、活性

基团、带电粒子等，能够有效地破坏核糖核酸

酶的二硫化键结构，使得酶蛋白发生变性引起

失活[11]。低温等离子体处理核糖核酸酶的效率主

要取决于自由基、活性粒子等成份的浓度。

  由图 3 可以看出，双介质阻挡放电装置产生

的等离子体射流对核糖核酸酶 A 溶液具有明显

的灭活作用。从荧光强度上升的速率可以看出，

处理时间为 1 min 时，核糖核酸酶 A 出现失活或

活性降低现象。随着作用时间的增加，荧光强度

上升速率呈逐渐降低趋势，这是由于随着作用时

间的增加，大量的酶已经失活或活性降低，导致

其剪切荧光探针上 P—O 键的效率也降低。对比

图 3(a)、(c)、(e)和(b)、(d)、(f)可以得出，

作用气体中含氦气产生的等离子体灭活核糖核酸

酶 A 的效果优于含氩气，作用 5 min 基本可完全

灭活。这是由于氦气放电初始电压低于氩气，在

相同的放电电压下，氦气等离子体产生的活性粒

子密度比较高。此外，由图 3 还可以看出，作用

气体中混有氧气或者水汽的灭活效果优于单一惰

性气体。这是因为相对作用单一惰性气体而言，

作用气体中含有氧气或水汽，产生的等离子体中

含有较高浓度的活性氧粒子、羟基等功能团，能

够更高效地破坏核糖核酸酶 A 结构上的 4 对二硫

化键，导致蛋白质结构的破损，从而使其失活。

3.2 等离子体发生器结构对核糖核酸酶 A 活性

   的影响

  低温等离子体的成份种类及浓度不仅受到作

用气体类型的影响，同时也会受到发生器结构的

限制。考虑实际应用的需求，本文探讨了两种可

实现大面积处理的悬浮电极式介质阻挡放电装置

(FE-DBD)和表面介质阻挡放电装置(SDBD)对

核糖核酸酶 A 灭活的影响。
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  由图 4 可以看出，FE-DBD 和 SDBD 两种等

离子体发生器结构对核糖核酸酶 A 均具有明显

的灭活作用。FE-DBD 等离子体结构产生的等离

子体处理 3 min 后，测得荧光强度没有明显的变

化，说明核糖核酸酶 A 已经失活；而 SDBD 等离

子体结构则需要处理 5 min。在相同放电电压和

作用时间条件下，FE-DBD 结构产生的等离子体

灭活核糖核酸酶 A 的效果优于 SDBD 结构。

 

4 与国内外相似研究对比分析

  核糖核酸酶性质稳定，耐热、耐酸、耐碱，

注：  对照组；  1 min；   3 min；  5 min；氩气(Ar)、氦气(He)的流量均为 2 L/min；氧气(O2)的流量为 0.06 L/min

图 3 不同作用气体产生的低温等离子体处理核糖核酸酶 A 的荧光强度图

Fig. 3 Fluorescence intensity of treated RNase A by different acting gas plasma
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且具有强的生物学活性，很容易使 RNA 分解，

这不仅容易造成实验室生物污染，同时在一定程

度上限制了分子生物技术——聚合酶链式反应

(PCR)技术的发展。然而针对核糖核酸酶去除

的研究比较少。曹文俊等[13]利用焦碳酸二乙酯

(DEPC)水溶液浸泡去除样品的核糖核酸酶。熊

毅等[14]利用氧钒核糖核苷复合物(RVC)抑制核

糖核酸酶的活性，发现浓度为 10 mmol/L 的 RVC 
可以抑制 40 μg 核糖核酸酶。而 Lackmann 等[11]

利用 DBD 等离子体对核糖核酸酶进行灭活作

用，结果表明，等离子体对核糖核酸酶水溶液作

用 30 s 后活性降低 50% 以上，作用 300 s 后酶基

本失活。对比现有研究，本文主要对大气压低温

等离子体灭活核糖核酸酶的影响参数展开研究，

分析了作用气体类型和等离子体发生器结构对核

糖核酸酶 A 灭活的影响。实验结果表明，混有氧

气或水汽的作用气体灭活效果优异于单一惰性气

体，且 FE-DBD 等离子体发生器结构灭活效果较

佳，作用 3 min 即可完全灭活核糖核酸酶 A。

5 结论与展望

  本文主要从作用气体类型和发生器结构两个

方面研究了大气压低温等离子体对核糖核酸酶 A
灭活的影响。结果表明，大气压低温等离子体能

够有效灭活核糖核酸酶 A，且作用气体类型和发

生器结构对灭活效果起着重要影响作用。作用气

体中混有氧气或水汽能够明显增强核糖核酸酶 A 
的灭活能力。相对于 SDBD 等离子体发生器，

FE-DBD 等离子体发生器产生的等离子体对核糖

核酸酶 A 的灭活效果更佳。 
  核糖核酸酶污染是目前实验室洁净面临的重

要挑战之一，虽然已有相关研究证明等离子体技

术能够有效地灭活核糖核酸酶，但主要是针对酶

溶液处理。如何将等离子体技术切实应用到实验

室酶污染体灭活是后续推广重点考虑的方向，如

酶污染枪头、酶污染实验台等灭活，等离子体大

面积灭活酶相关仪器的开发和设计等。
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