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新型三重抗生素联合氢氧化钙对粪肠球菌的体外抗菌效果
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　　［摘要］　目的　观察新型三重抗生素联合氢氧化钙对根管内粪肠球菌感染的体外抗菌效果。方法　选取８０颗

牙体完整、发育正常的离体人单根管前磨牙，建立粪肠球菌离体根管感染模型。将其随机分为５组，每组１６颗，分别使

用生理盐水（ＮＳ组）、氢氧化钙（ＣＨ组）、传统三重抗生素（甲硝唑、米诺环素和环丙沙星，ＴＡＰ组）、新型三重抗生素（奥

硝唑、米诺环素和环丙沙星，ＮＴＡＰ组）和新型三重抗生素联合氢氧化钙（ＮＴＡＰ＋ＣＨ组）进行根管内封药，采用菌落计

数法分别观察封药后第３天和第７天的粪肠球菌菌落数并利用扫描电镜观察。结果　封药后第３、７天，ＮＴＡＰ组和

ＮＴＡＰ＋ＣＨ组的细菌菌落数均低于ＴＡＰ组和ＣＨ组（犘＜０．０５）。ＮＴＡＰ＋ＣＨ组封药后第３天的细菌菌落数较

ＮＴＡＰ组减少（犘＜０．０５），而在第７天时两组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。扫描电镜下可见封药后第３、７天，ＮＴＡＰ

组和ＮＴＡＰ＋ＣＨ组的根管壁上粪肠球菌的菌落数较其余３组减少。结论　新型三重抗生素单独应用或联合氢氧化

钙应用对粪肠球菌的抗菌效果均优于传统三重抗生素和氢氧化钙，可以认为新型三重抗生素和新型三重抗生素联合氢

氧化钙是针对根管粪肠球菌感染的有效消毒药物。
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　　牙髓根尖周病是一种常见的口腔细菌感染性疾

病。根管治疗是牙髓根尖周病的最佳治疗方法，旨

在清除细菌、控制感染、促进根尖病变的愈合［１２］。

由于根管系统本身的复杂性、根管预备和冲洗的局

限性，以及人为技术等因素导致感染的细菌无法有

效彻底清除，从而影响了根管治疗的成功率［３］。有

研究显示根管治疗的失败率约为２％～１４％
［４］。粪

肠球菌在失败病例中呈现高检出率，Ｒｏｃａｓ等
［５］研

究发现在根管治疗失败病例中粪肠球菌的检出率高

达７７％。粪肠球菌在感染根管中不易被机械、物理

和化学等方法彻底清除，因此寻找一种有效针对粪

肠球菌的根管消毒方法成为近年来的研究热点。本

实验通过建立离体人牙粪肠球菌感染根管模型，观

察新型三重抗生素（奥硝唑、米诺环素和环丙沙星）

单独及联合氢氧化钙应用对粪肠球菌的抗菌效果，

为临床应用新型根管抗菌药物以提高根管再治疗成

功率提供一定的理论及实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料与仪器　米诺环素（惠氏制药有限公司），

甲硝唑、奥硝唑［华东医药（西安）博华制药有限责任

公司］，环丙沙星（江苏润邦药业有限公司），氢氧化

钙（上海二医张江生物材料有限公司），脑心浸液

（ＢＨＩ）／脑心浸液琼脂（ＢＨＩＡ）培养基（青岛海博生

物技术有限公司），粪肠球菌ＡＴＣＣ２９２１２（广东环凯

微生物科技有限公司），Ｓ３４００Ｎ扫描电子显微镜

（日本日立公司）。

１．２　实验对象　门诊收集因正畸原因拔除的单根管

前磨牙８１颗，要求牙根发育完全，牙根表面无裂纹，

无牙髓治疗史。去除牙根表面软组织及牙结石，将

８１颗离体牙浸泡于０．９％生理盐水中，于４℃保存。

１．３　粪肠球菌感染根管模型
［６］的建立　用金刚砂

车针去除牙冠，拔髓，截取牙根长度为１２ｍｍ，手用

镍钛扩大针逐号扩至 Ｆ３，１７％乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ）和５．２５％次氯酸钠溶液交替冲洗根管。将

样本牙置于盛有５ｍＬＢＨＩ肉汤的试管中，于１２１℃

高温高压灭菌２０ｍｉｎ，以灭菌完全。用ＢＨＩ液体培

养基溶解粪肠球菌冻干菌粉进行细菌复苏，对细菌

进行革兰染色后在显微镜下观察并鉴定。采用麦氏

比浊法用ＢＨＩ液体培养基配成０．５Ｍｃ细菌悬液

（１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）备用。将所有已消毒灭菌的

样本牙置于３７℃、５％ ＣＯ２、９５％ Ｎ２ 条件下培养

２８ｄ，每隔１ｄ更换１次ＢＨＩ液体培养基，建立粪肠球

菌感染根管模型。２８ｄ后，随机取１个样本牙纵向劈

开牙根，置于２．５％戊二醛固定液中４℃固定４８ｈ，然

后进行梯度脱水、干燥、离子溅射仪喷金，扫描电子显

微镜下观察粪肠球菌在根管内的定植情况。

１．４　分组封药　将剩余８０颗成功建立感染根管模

型的样本牙分别置于２个４８孔板中，每个孔板

４０颗，用蜡将牙根固定，分别用于观察封药后第３天

和第７天的效果。每个孔板中根据封入药物分为

５组：生理盐水组（ＮＳ组）、氢氧化钙组（ＣＨ组）、传

统三重抗生素组（甲硝唑、米诺环素和环丙沙星，

ＴＡＰ组）、新型三重抗生素组（奥硝唑、米诺环素和

环丙沙星，ＮＴＡＰ组）和新型三重抗生素联合氢氧化

钙组（ＮＴＡＰ＋ＣＨ组）。每组８颗样本牙。取新型

三重抗生素糊剂（奥硝唑、米诺环素和环丙沙星等比

例混合，加入无菌生理盐水配成浓度为１０００ｍｇ／ｍＬ

的糊剂［７］）、传统三重抗生素糊剂（甲硝唑、米诺环素

和环丙沙星，配比同新型三重抗生素糊剂）、氢氧化

钙（与无菌生理盐水等比例调成糊剂，ｐＨ＝１０）、新

型三重抗生素联合氢氧化钙（新型三重抗生素和氢

氧化钙等比例混合）分别封入各实验组样本牙的根

管内，ＮＳ组牙根管内封入等量生理盐水。用同等长

度的无菌纸捻置于根管内取细菌样本，置于无菌生

理盐水中，以１０倍梯度稀释后在ＢＨＩＡ 上培养

２４ｈ，进行细菌菌落计数。同时每小组中随机选取

１个样本牙进行扫描电镜观察。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１２．０软件进行数据

分析，计量资料用珔狓±狊表示［细菌菌落数取ｌｇ

（ＣＦＵ／ｍＬ）］，组间比较采用单因素方差分析。检验

水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　粪肠球菌感染根管模型成功建立　３７℃ＢＨＩ

液体培养基孵育２８ｄ后，扫描电镜下可见根管内大

量粪肠球菌定植在根管壁和牙本质小管内（图１），

提示粪肠球菌感染根管模型成功建立。
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图１　培养２８犱后粪肠球菌在根管内的定植情况

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５０００

２．２　细菌菌落数及扫描电镜结果　根管封药后第

３、７天，４个实验组的细菌菌落数与ＮＳ组相比均减少

（犘＜０．０５），ＮＴＡＰ＋ＣＨ组、ＮＴＡＰ组的细菌菌落数

较ＣＨ组和ＴＡＰ组减少（犘＜０．０５）。根管封药后的

第３天，ＮＴＡＰ＋ＣＨ组的细菌菌落数少于ＮＴＡＰ组

（犘＜０．０５）；而在根管封药后第７天，两组间差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。４个实验组根管封药后第

７天的细菌菌落数均较第３天降低（犘＜０．０５）。表明

４种药物对粪肠球菌均有一定的抗菌活性。见表１。

表１　根管封药后第３、７天各组细菌菌落数的比较

ｌｇ（ＣＦＵ·ｍＬ－１），狀＝７，珔狓±狊

组别 第３天 第７天

ＮＳ ７．６６±０．０５△▲!" ７．５１±０．０６△▲!"

ＣＨ ４．８１±０．０４△▲! ３．４９±０．１０△▲!

ＴＡＰ ３．９２±０．０４△▲ １．４５±０．２１△▲

ＮＴＡＰ ３．７３±０．０４△ ０．４３±０．２４

ＮＴＡＰ＋ＣＨ ３．４３±０．０９ ０．３３±０．２４

　　ＮＳ：生理盐水；ＣＨ：氢氧化钙；ＴＡＰ：传统三重抗生素（甲硝

唑、米诺环素和环丙沙星）；ＮＴＡＰ：新型三重抗生素（奥硝唑、米诺

环素和环丙沙星）；ＮＴＡＰ＋ＣＨ：新型三重抗生素联合氢氧化钙．

犘＜０．０５与同组第３天时比较；△犘＜０．０５与同时间点ＮＴＡＰ＋

ＣＨ组比较；▲犘＜０．０５与同时间点ＮＴＡＰ组比较；!犘＜０．０５与同

时间点ＴＡＰ组比较；"犘＜０．０５与同时间点ＣＨ组比较

　　扫描电镜下（图２）可见，在根管封药后的第３、

７天，ＮＴＡＰ＋ＣＨ组和ＮＴＡＰ组根管壁上粪肠球

菌的菌落数较其余３组减少，ＴＡＰ组、ＣＨ组根管壁

上粪肠球菌的菌落数较ＮＳ组减少，ＮＳ组根管壁上

可见大量粪肠球菌附着。

图２　不同药物作用后各组扫描电镜结果

ＮＳ：生理盐水；ＣＨ：氢氧化钙；ＴＡＰ：传统三重抗生素（甲硝唑、米诺环素和环丙沙星）；ＮＴＡＰ：新型三重抗生素（奥硝唑、米诺环素和环丙沙

星）；ＮＴＡＰ＋ＣＨ：新型三重抗生素联合氢氧化钙．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３０００

３　讨　论

根管内多种微生物混合感染是导致牙髓根尖周

病最主要的原因之一。在未经治疗的感染根管中，

主要是以专性厌氧菌为主的多种细菌混合感染；而

在根管治疗失败和顽固性难治性根尖周炎的根管

中，细菌感染主要是以兼性厌氧菌和专性厌氧菌为

主［１３］。其中粪肠球菌在根管治疗失败的根管中检

出率较高，它可在根管中单独存在，也可以和其他细

菌混合感染，在难治性根尖周炎的发生、发展过程中

起着重要作用［３，８］。由于粪肠球菌在持续性根尖周

感染中的可能致病作用，许多实验研究通过建立粪

肠球菌离体牙感染根管模型来评价根管消毒药物的

作用［６，９１０］。本研究将离体人恒牙放置于粪肠球菌

ＢＨＩ液体培养基中３７℃培养２８ｄ，成功建立了粪肠

球菌感染根管模型。粪肠球菌是肠球菌属的一种，

是人体上呼吸道、肠道的常居正常菌群，为条件致病

菌。在经过严密充填的根管内，粪肠球菌处在缺乏

营养的恶劣环境中，一度处于饥饿状态，少数粪肠球

菌存活下来保持活的非可培养状态（ｖａｒｉａｂｌｅｂｕｔ

ｎｏｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ），一旦有营养供应则复苏，恢

复其致病性［１１］。有研究发现粪肠球菌有２个重要

的细胞膜机制使其内部的ｐＨ值保持在一个正常水

平，从而能在牙本质小管中长时间生存［１２］。在粪肠

球菌感染根管中，其形成的生物膜有着重要的致病

作用，不仅能增强粪肠球菌对外界刺激的抵抗力，并

·３０６１·
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且能通过释放一系列毒力因子来增强其毒力。研究

发现根尖来源的血清有助于牙本质小管内粪肠球菌

生物膜的形成［１３］。因此，粪肠球菌能在长期饥饿状

态下保持生存能力，形成生物膜，并能释放各种毒力

因子，致使粪肠球菌能在根管治疗完成的根管中存

活，并具有较强的致病性。

如何有效清除根管内感染微生物、控制感染并

防止再感染一直是根管治疗的重点和难点。根管治

疗是临床上治疗牙髓根尖周病的最有效和最常用的

方法，主要通过机械预备、化学冲洗根管清除根管内

感染的牙髓组织、细菌及其产物等，再进一步进行药

物消毒，最后严密充填防止再感染。虽然在经过根

管机械预备和冲洗后感染细菌的数量已经明显减

少，但是仍有细菌及毒素残留于根管内。根管消毒

可进一步控制残留的微生物和毒素，其中根管内封

药是最为常用的消毒方法。目前根管消毒药物主要

有氢氧化钙、氯己定、酚醛类制剂、抗生素和各种中

药制剂等，它们有各自的作用特点，但也有一定的局

限性［１４１５］。由于粪肠球菌在持续性牙髓根尖周感染

和根管治疗失败中的致病作用逐渐受到重视，目前

针对粪肠球菌的抗菌药物研究越来越多，寻找合适

的有效针对粪肠球菌的根管消毒药物对于提高根管

治疗成功率至关重要［６，９，１６］。

氢氧化钙是目前根管治疗中应用最广泛的消毒

药物，本实验应用氢氧化钙作为阳性对照。传统的

三重抗生素由甲硝唑、米诺环素和环丙沙星组成，可

以有效地用于根管消毒和促进年轻恒牙根尖周的愈

合［１７］。奥硝唑作为第３代硝基咪唑类药物，具有很

强的渗透性，可以深入渗透根管系统，促进渗出物的

吸收，保持根管长期的无菌状态；且同剂量的奥硝唑

较甲硝唑抗菌效果更强［６，９１０］。本实验采用奥硝唑

替代传统三重抗生素中的甲硝唑，形成新型三重抗

生素方案。在此三重抗生素组分中，奥硝唑具有对

厌氧菌和原核生物的广谱杀菌作用，其作用较甲硝

唑强，且不良反应小；米诺环素抗菌谱与四环素类

似；环丙沙星可以抑制细菌的ＤＮＡ旋转酶，促进成

纤维细胞的形成［１８１９］；这３种药物联合使用能提高

其抗菌效果。氢氧化钙单独使用不能完全发挥其抗

菌效能，和其他药物配伍使用后常常能发挥更好的

抗菌消炎作用，但目前氢氧化钙与三重抗生素联合

使用尚未见报道，因此本实验使用氢氧化钙与新型

三重抗生素联合应用作用于粪肠球菌，观察其抗菌

效果。

本实验采用常用的琼脂培养细菌计数方法来评

价消毒药物的作用效果。实验结果表明在封药后第

３、７天，新型三重抗生素单独或联合应用氢氧化钙

的抗菌效果均优于氢氧化钙和传统三重抗生素。氢

氧化钙主要靠其释放的羟基离子来达到抗菌的效

果；它不仅能破坏细菌细胞质膜和蛋白质结构，而且

能水解细菌脂多糖脂质，改变内毒素的生物学特性，

阻碍细胞膜传输机制［２０２１］。但由于氢氧化钙溶解度

和扩散率均较低，牙本质具有缓冲能力，使ｐＨ值很

难保持，且粪肠球菌的质子泵特性能够抵抗氢氧化

钙的高ｐＨ值，因此氢氧化钙对粪肠球菌的抗菌效

果较差［１２］。Ｍａｄｈｕｂａｌａ等
［６］研究发现传统三重抗

生素和蜂胶对粪肠球菌的抗菌效果明显强于氢氧化

钙，这与本实验结果相似。奥硝唑与甲硝唑同为硝

基咪唑类药物，前者作用较后者强，本研究结果也表

明，奥硝唑替代甲硝唑后，三重抗生素的抗菌效果明

显提高。此外，本实验发现，在根管封药后第３天新

型三重抗生素联合氢氧化钙的抗菌效果强于新型三

重抗生素，而在根管封药后第７天两组差异无统计

学意义。分析其原因可能是新型三重抗生素与氢氧

化钙联合使用同时具备了两者的作用机制，对粪肠

球菌的作用较单独应用新型三重抗生素更迅速；而

随着时间延长，氢氧化钙的羟基离子减少，其作用降

低，此时发挥作用的主要是新型三重抗生素。

综上所述，新型三重抗生素单独应用或联合氢

氧化钙应用对粪肠球菌的抗菌效果均优于传统三重

抗生素和氢氧化钙，为根管再治疗的根管消毒提供

了一定的理论及实验依据，未来我们将进一步研究

新型三重抗生素联合氢氧化钙用于根管治疗失败病

例的临床疗效。
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