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　　［摘要］　目的　构建粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ，Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ）再感染大鼠根尖周炎模型，通过观察实验牙根尖区骨

质破坏面积、根尖区炎症状态及ＴＮＦα表达，分析Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染大鼠根尖周炎的病程进展。方法　ＳＤ大鼠３０只，采用
双侧上颌第一磨牙开髓后置入细菌内毒素脂多糖并自然暴露于口腔正常菌群４周的方法建立混合菌初次感染慢性根尖周炎

模型，建模成功后对实验牙行根管预备、封药消毒２周，其后去除填充物，根管内注入Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ菌悬液，封闭洞口１周建立

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染大鼠根尖周炎模型，之后连续观察３周。Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组大鼠在建模成功后１周、２周、３周

时，以及混合菌初次感染慢性根尖周炎组正常培养６周后、慢性根尖周炎氢氧化钙治疗组经氢氧化钙治疗６周后，各组随机处

死６只大鼠，通过Ｘ线测量法、ＨＥ染色和免疫组化染色分别检测实验牙根尖周区骨质破坏面积、根尖周区炎症状态及炎症因

子ＴＮＦα的表达量。结果　（１）Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染大鼠根尖周炎建模成功后连续观察３周发现根尖周骨质破坏面积持续增
加，骨破坏边界仍不清晰，而根尖周炎症１～２周时达重度炎症，在３周时已转为慢性炎症状态，ＴＮＦα表达量在２周后下降。

（２）混合菌初次感染慢性根尖周炎组根尖周骨质破坏面积较小，骨破坏边缘清晰，根尖炎症程度低，ＴＮＦα表达量少。（３）慢性

根尖周炎氢氧化钙治疗组根尖周骨质破坏面积最小，炎症消退，可见根尖周牙骨质和牙槽骨新生明显，ＴＮＦα极少量表达。结

论　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ具有较强的破坏根尖周组织的能力，在慢性炎症时，根尖周组织仍有进行性溶骨破坏的现象。

　　［关键词］　粪肠球菌；根尖周炎；动物模型
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　　近年来粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ，Ｅ．ｆａｅ

ｃａｌｉｓ）是牙体牙髓领域的研究热点。Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ在初

次感染的根管中定植较少，在经治疗但失败的再感

染根管中检出率较高［１］。以Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ为主的细菌

形成的根管再感染病例多表现为难治性根尖周炎，

即根尖周组织存在持续或反复的炎症，虽经多次正

规治疗仍不能痊愈，甚至发生炎症扩散，在原有根尖

周组织破坏的周围出现新的炎症破坏区，Ｘ线片表

现为根尖周阴影面积扩大。进一步研究发现，

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ与难治性根尖周炎各类临床症状存在相

关性，Ｐｉｎｈｅｉｒｏ等［２］发现Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ与疼痛症状有

关，而牛卫东等［３］与郭惠杰等［４］则分别证实了

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ的存在与咬合痛及窦道（形成）的密切关

系。因此可以推断Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ在难治性根尖周炎的

发生发展中起着重要作用。

　　为明确Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ在难治性根尖周炎中的作

用，本实验拟采用本课题组前期建立的Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ
再感染根尖周炎动物模型，观察其病程进展，探讨

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ与难治性根尖周炎的关系。此外，临床

上还发现根管初次感染的根尖周炎临床症状较轻，

经根管治疗后成功率高，而难治性根尖周炎等根管

再感染的根尖周炎，虽经反复正规治疗，仍有根尖周

骨质的大面积破坏和炎症不易修复的现象，推测再

感染根管内的细菌对根尖周组织具有更强的致炎性

和溶骨破坏作用。因此本实验还比较分析了初次感

染根尖周炎模型和Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎模型

的病程进展，观察两种不同模式根尖周炎发生发展

过程中细菌对根尖周组织的破坏程度以及病变过程

是否存在差异。

１　材料和方法

１．１　实验动物及材料　８周龄雄性ＳＤ大鼠３０只，

体质量２００～２５０ｇ（南京军区福州总医院比较医学科

提供）；大肠杆菌内毒素（Ｅ．ｃｏｌｉ：Ｂ５Ｌ２８８０，美国Ｓｉｇｍａ
公司）；Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ标准株（ＡＴＣＣ３３１８６，美国菌种保

藏中心）；脑心浸液粉（广东省微生物科技有限公司）；

全自动酶联免疫测定仪（德国 Ｈｕｍａｎ公司）；便携式

电动牙钻机（韩国世洋微科公司）；１／４号球钻（瑞士

Ｄｅｎｓｐｌｙ公司）；数字化Ｘ线牙片机（法国 Ｔｒｏｐｈｙ公

司）；ＴＮＦα抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）；ＴＮＦα免疫组

化试剂盒（福州迈新生物技术开发有限公司）。

１．２　开髓　氯胺酮溶液（１５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射麻

醉后，将其仰卧固定于手术板上，四肢用丝线栓拉固

定，由助手用巾钳牵拉上下颌切牙和舌体，充分暴露

出磨牙区，用便携式电动牙钻机及１／４号球钻行双

侧上颌第一磨牙颌面开髓术，开髓深度为球钻直径

并能探及穿髓点。

１．３　大肠杆菌内毒素放置　将饱蘸大肠杆菌内毒

素脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）溶液（５ｍｇ／

ｍＬ）的小棉球置于开髓窝洞内，洞口直接暴露于口

腔环境中，降颌，待动物清醒后正常饲养。

１．４　根管预备与根管消毒　麻醉固定大鼠，碘伏消

毒手术野，取出窝洞内小棉球，修整洞形，用根管挫

Ｈ挫去除牙髓，Ｋ锉预备根管至２５＃，每更换大一号

Ｋ型锉前应用１５％（质量分数）ＥＤＴＡ溶液和２．５％
（体积分数）次氯酸钠溶液交替冲洗，最后用生理盐

水冲洗后，无菌纸尖干燥根管，根管口封入甲醛甲酚

（ＦＣ）干燥小棉球，窝洞用光固化玻璃离子充填，待动

物清醒后正常饲养。

１．５　菌液制备　将－７０℃保存的Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ标准

株接种于脑心浸液琼脂培养基上，３７℃厌氧（８０％

Ｎ２、１０％ＣＯ２、１０％ Ｈ２）复苏培养２４ｈ，根据菌落形

态、革兰染色、触酶实验证实无杂菌污染，挑选单个

菌落于脑心浸液粉液体培养基中培养８ｈ制备成菌

悬液，并调节细菌密度，Ｄ６３０＝１．０。

１．６　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染模型建立　麻醉固定大鼠，

碘伏消毒手术野，去除洞口充填物及棉球，７５％乙醇

消毒窝洞，根管内注入Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ菌液至平齐根管

口，髓腔干燥，窝洞用光固化玻璃离子充填，待动物

清醒后正常饲养。

１．７　实验分组及处理　实验分为３组，各组分别

为：（１）细菌初次感染慢性根尖周炎组（慢性根尖周

炎组）：ＳＤ大鼠６只，开髓并放置ＬＰＳ，降颌，髓腔自

然开放于口腔正常混合菌群，正常饲养４周，随机取
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样检测确定形成慢性根尖周炎模型后，继续正常饲

养６周后取样检测；（２）细菌初次感染慢性根尖周炎

经氢氧化钙治疗组［Ｃａ（ＯＨ）２治疗组］：ＳＤ大鼠６
只，开髓并放置ＬＰＳ后正常饲养４周，确定形成慢性

根尖周炎模型后，根管预备、根管内导入Ｃａ（ＯＨ）２消

毒后继续正常６周后取样检测；（３）Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感

染根尖周炎组：ＳＤ大鼠１８只，按以上方法先形成初

次感染慢性根尖周炎模型，经根管预备、封药消毒治

疗２周，随机取样检测确定取得疗效（根尖慢性炎症

停止 进 展 并 进 入 修 复 期）后，在 根 管 内 注 入

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ并封闭１周，随机取样检测确定建模成功

后，继续正常饲养３周，分别在建模成功后１周、２周

和３周时取样检测。

１．８　检测指标　按上述实验分组设计的不同时间

点取样进行如下检测。

１．８．１　Ｘ线片拍摄　取４％多聚甲醛溶液中固定

３ｄ的颌骨组织，用数字化 Ｘ线牙片机从磨牙颊舌

向拍摄分离的下颌骨组织 Ｘ线片，曝光条件为：８

ｍＡ，７ｋＶ，０．５ｓ。将Ｘ线影像输入计算机图像分析

系统，测量根尖周阴影面积。

１．８．２　组织学切片制作　处死大鼠后，立即切取含

牙上颌骨组织，剔除软组织，置于４％（质量分数）多

聚甲醛固定液中固定３ｄ，１０％（质量分数）ＥＤＴＡ溶

液脱钙２０ｄ，流水冲洗２４ｈ，梯度乙醇脱水，二甲苯

透明，石蜡浸蜡和包埋。制作颊舌向平行于牙齿长

轴且通过根尖孔厚度为４μｍ的连续切片，行 ＨＥ
染色。每颗牙随机选取２张切片，置于光学显微镜

下观察上颌第一磨牙根尖周组织形态，记录结果并

摄像。

　　将各组的切片编号，记录每张切片炎症细胞数，

计算各组炎症细胞均数，根尖周炎症程度按组织学

分级标准进行分级。分级标准［５］：０级，无或偶见炎

症细胞；１级，根尖周毛细血管扩张充血，炎症细胞轻

度浸润（观察５个高倍视野，平均每个视野炎症细胞

数小于５０个）；２级，根尖周毛细血管明显扩张充血，

炎症细胞中度浸润（平均每个视野炎症细胞数为

５０～１５０个），伴有骨吸收；３级，炎症细胞重度浸润

（平均每个视野炎症细胞数大于１５０个），有脓肿形

成，根尖牙骨质和牙槽骨明显吸收。

１．８．３　免疫组化检测　行石蜡切片加热抗原修复，

后二步法免疫组化染色测定 ＴＮＦα表达。数字摄

像机拍摄照片，并将照片导入图像分析系统，连续选

取根尖孔周围共５个区域（１５１像素×１５１像素），分

别测量累积光密度（ＩＤ）值，每个切片测量３次，取平

均值。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件包进行统

计学分析，结果以珚ｘ±ｓ表示，两样本均数比较采用

方差分析和ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｘ线影像分析结果　Ｘ线检查可见Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ
再感染根尖周炎组根尖周阴影面积呈时间依赖性，３
周时以实验牙为中心根尖周阴影面积最大，且边界

仍不清晰，说明骨质破坏仍在继续；慢性根尖周炎组

根尖周阴影面积小，边界清晰，周围骨质较致密；

Ｃａ（ＯＨ）２治疗组根尖周阴影面积明显降低，骨质破

坏的边界清晰、范围小，显示出根尖周组织明显的修

复迹象。统计学分析显示，３组间实验牙根尖周阴影

面积测量值差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　各组实验牙根尖周阴影面积的Ｘ线测量结果

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，Ａ／ｍｍ２

分组 根尖周阴影面积

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组

　　１周 ２．０１５±０．０９３△△

　　２周 ２．１２３±０．１１５△△

　　３周 ２．２９７±０．１３２△△

慢性根尖周炎组 １．２１２±０．５２０△△

慢性根尖周炎Ｃａ（ＯＨ）２治疗组 ０．４８９±０．４１８

　Ｐ＜０．０１与慢性根尖周炎组比较，△△Ｐ＜０．０１与慢性

根尖周炎Ｃａ（ＯＨ）２治疗组比较

２．２　根尖周组织学分析结果　ＨＥ染色结果显示：

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组１周和２周时实验牙

根尖周组织均呈重度炎症状态，１周、２周时炎症程

度均为３级，在３周时转为慢性炎症，牙周膜增宽较

明显，牙周膜纤维排列紊乱，根尖周炎症减退，但仍

见炎细胞浸润，未见骨质增生，炎症程度为２级 （图

１Ａ～１Ｃ）；慢性根尖周炎组根尖周组织呈轻度慢性

炎症，炎症程度１级（图１Ｄ）；Ｃａ（ＯＨ）２治疗组牙周

膜未见增宽，纤维排列基本正常，极少量炎细胞浸

润，根尖周病损愈合明显，炎症程度０级（图１Ｅ）。

２．３　免疫组化染色法测定根尖周组织ＴＮＦα表达

结果　ＴＮＦα阳性表达呈棕蓝色染色。以实验牙为

中心，Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组根尖周组织

ＴＮＦα表达量在１周时（图２Ａ）最强（２３１５．８９±

４４．５９），２周（１９２２．３７±３０．１５，图２Ｂ）和３周
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（１７９８．５２±２８．２７，图２Ｃ）逐渐下降，但均高于慢性

根尖周炎组（９８７．５２±１５．３２，图２Ｄ）和Ｃａ（ＯＨ）２治

疗组（５１３．３２±９．１８，图２Ｅ），差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。

图１　各组实验牙根尖周组织ＨＥ染色结果

Ａ：Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组（１周）；Ｂ：Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组（２周）；Ｃ：Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组（３周）；

Ｄ：慢性根尖周炎组；Ｅ：Ｃａ（ＯＨ）２治疗组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０

图２　各组实验牙根尖周组织ＴＮＦα表达的免疫组化染色结果

Ａ：Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组（１周）；Ｂ：Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组（２周）；Ｃ：Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组（３周）；

Ｄ：慢性根尖周炎组；Ｅ：Ｃａ（ＯＨ）２治疗组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０

３　讨　论

　　细菌是造成根管感染的最主要原因，与根尖周
组织炎症的发生发展有着密切关系。有证据表明，
感染根管内是以厌氧菌为主多种细菌构成的混合感

染，且对于初次感染和再感染的根尖周炎病例，其感
染根管内细菌种类、构成比存在明显差异［６］；初次感
染根管内以Ｇ－厌氧菌为主，细菌种类较多；再感染
根管内以Ｇ＋厌氧菌为主，细菌种类较少［４］。此外，
临床上发现混合菌初次感染根尖周炎治疗效果良

好，而再感染根尖周炎多次治疗仍症状迁延不愈，推
测不同细菌所导致的根尖周炎症发展变化不同。

　　本研究结果表明，慢性根尖周炎组其根尖周炎
症程度轻，骨质破坏面积小，ＴＮＦα表达量较低，经

Ｃａ（ＯＨ）２治疗后效果较好，表明混合菌初次感染根
尖周炎预后良好。Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组连
续观察３周发现其炎症程度均较重，根尖区骨质破
坏严重，ＴＮＦα表达量较高，较以往研究报道的混合
菌初次感染根尖周炎同时期观察［７］结果严重，值得
注意的是，Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎组其根尖区

组织已处于慢性炎症状态时，仍有进行性骨质破坏
现象，这些均表明以Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ为主的再感染根管
内的细菌具有强烈的破坏根尖周组织的能力，提示

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ再感染根尖周炎治疗预后不佳，这可能
也是临床上Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ常引起难治性根尖周炎的原
因。

　　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ可产生一系列毒力因子，包括脂磷
壁酸（ｌｉｐｏｔｅｉｃｈｏｉｃａｃｉｄ，ＬＴＡ）、肽聚糖、聚集体、表面
黏着物等。ＬＴＡ 是 Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ主要致病因子之
一［８］，是Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ引发炎症反应、诱导组织损伤的
重要武器，ＬＴＡ 可以耐受抗菌素和杀菌剂，通过

Ｔｏｌｌ样受体２（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２）信号转
导途径将炎症信号转移到细胞内，引起转录因子

ＮＦκＢ激活，导致中性粒细胞分泌ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ
１β等炎症因子增加，引起根尖周局部炎症产生及颌
骨吸收破坏。其机制可能是ＬＴＡ与细胞表面ＴＬＲ
２结合，在髓样分化因子８８的协同下，激活募集结合

ＩＬ１Ｒ相关激酶、肿瘤坏死因子受体相关因子６等信
号通路，并活化 ＮＦκＢ，启动相关靶基因转录，诱导

ＩＬ１、ＴＮＦα等相关炎症因子的表达［９］，此外，ＬＴＡ
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与ＴＬＲ结合，还可抑制细胞外反应激酶磷酸化，刺
激破骨前体细胞向破骨细胞分化，引起骨吸收破
坏［１０］。

　　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ具有促进ＴＮＦα表达的作用
［１１］，其

机制可能是通过刺激破骨前体细胞内吞作用产生活

性氧，激活丝裂原活化蛋白激酶家族，启动细胞的氧
化还原反应，获得 ＮＦκＢ和活化蛋白１，从而上调

ＴＮＦα的表达［１２］。ＴＮＦα是导致局部牙槽骨吸收
的主要炎症细胞因子之一［１３］，能诱导多种宿主细胞
表达ＮＦκＢ受体活化因子配体，并作用于破骨细胞
形成的所有阶段，与破骨前体细胞上的受体相结合，
诱导基质细胞产生巨噬细胞集落刺激因子，上调破
骨前体细胞表达 ＮＦκＢ受体，进而促进骨吸收。而
且ＴＮＦα还可作为破骨细胞生成的一个自分泌因
子，与ＮＦκＢ受体活化因子配体形成协同作用。

　　根尖周骨质进行性破坏的原因尚不明确，有学
者认为Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ通过溶细胞素能抑制细胞的自我
修复，促使局部恶化，损害细胞膜，这可能导致了根
尖周病变的不愈合［１４］。同时，Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ的强成膜
能力常使其形成根尖生物膜，即存在于根尖孔外表
面的细菌生物膜，根尖生物膜隐蔽的病理位置使生
物膜中的细菌在根管治疗过程中难以被机械清除，
而常规消毒药物也只能杀死生物膜表面的细菌，暂
时性缓解临床症状，却无法杀死生物膜内的细菌，生
物膜内的细胞外基质为细菌提供了良好的保护屏

障。Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ的强耐药性以及适宜恶劣环境的能
力，使其可抵抗机体的免疫反应，继续缓慢生长，阻
止病变愈合［９］。

　　综上所述，Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ对根尖周组织具有严重
的破坏作用和持续溶骨破坏现象，且病变不易愈合，

Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ的致病机制仍不清楚，有待进一步研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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