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根管根尖周复合体体外模型的建立
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　　摘　要：目的　建立根管根尖周组织复合体体外模型，以此探索感染根管形成根尖周炎及根尖生物膜的可能机制。方法　

将因正畸减数拔除的健康单根前磨牙密封于盛有ＬＢ固体培养基的无菌小瓶内，使牙根的根尖１／３置于培养基中，制备成根管根

尖周复合体体外模型２５个。建模后１ｄ抽取５个模型通过ＰＣＲ技术检测根尖周组织有无细菌。将余下的２０个模型分为对照组

（狀＝１０）及实验组（狀＝１０），实验组作开髓处理，对照组不做任何处理，自然放置于空气中，经２１ｄ检测根管内和根尖周有无细菌，

及终点显色法检测根尖周内毒素浓度。结果　第２１天，实验组根管内检测到细菌，对照组根管内未检测到细菌，而所有模型根尖

周均检测到细菌；对照组根尖周内毒素含量平均为（８．９１３±０．６１４）ＥＵ／ｍＬ，实验组为（１０．５２５±０．９８１）ＥＵ／ｍＬ，两组比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１）。结论　通过上述方法成功建立根管根尖周复合体体外模型。未对根管做处理时，感染根管内的细菌不

会到达根尖周，而感染根管内的细菌首先是通过分泌的内毒素等致病因子到达根尖周引起根尖周炎。
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　　细菌是根尖周炎的主要致病因素
［１］。有学者认为根管内

的细菌以生物膜的形式存在，在未接受治疗时，细菌不易穿出

根尖孔，而是其毒力因子穿出根尖孔导致的根尖周炎［２］。但也

有学者持相反观点，认为在环境因素的诱导下，根管生物膜中

部分浮游菌可穿过根尖孔和牙本质小管侵入根尖周组织导致

根尖周炎［３］。那么在未治疗的情况下，感染根管导致根尖周炎

是细菌进入根尖周组织并分泌毒力因子导致的，还是仅根管内

细菌的毒力因子进入根尖周引起的，目前尚无定论。根尖周组

织取材主要依靠根尖外科手术和拔除患牙，但是能通过上述两

种方法取材的病例有限，建立根管根尖周复合体的体外模型

方便了取材，有助于该方面的研究。从病理学的角度看，在牙

周健康的情况下，根尖周炎的致病因子通常来源于感染根管，

因此，根管根尖周可看作一个有机的复合体。本实验建立了根

管根尖周复合体体外模型，用培养基模拟根尖周组织并确保

无牙周途径来源的感染，在未考虑机体免疫机制的条件下，对

上述问题进行研究，以期初步探索根尖周炎发生的机制途径，

指导临床治疗。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　ＰＣＲ仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），电泳仪（北

京市六一仪器厂），凝胶成像仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），分光光度

计（瑞典安玛西亚公司），Ｋ锉、流动树脂（美国ＤＥＮＴＳＰＬＹ公

司），终点显色法基质鲎试剂盒（厦门鲎试剂实验厂有限公司），

细菌ＤＮＡ提取试剂盒（北京ＢｉｏＴｅｋｅ），２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（大连

Ｔａｋａｒａ公司），１６ＳＤＮＡ通用引物为上游：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡ

ＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；下游：５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧ

ＡＣＴＴ３′，片段长度约为１５００ｂｐ，由上海生工生物工程公司

合成。用于内毒素检测的所有玻璃器皿预先用自来水、纯化水

反复冲洗干净，烘干后置于新鲜配制的硫酸重铬酸钾洗液中浸
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泡过夜，用自来水反复冲洗干净，再用新鲜蒸馏水反复冲洗干

净（至少２０遍），烘干后置于专用铝制饭盒内，２５０℃干烤１ｈ，

去除热源，冷却备用。不耐高温的器材清洗后烘干，然后在

３０％ Ｈ２Ｏ２ 溶液中浸泡４ｈ，无热原水冲洗干净，６０℃烘干

备用。

１．２　方法

１．２．１　离体牙的收集　选取本院因正畸减数拔除的单根前磨

牙，年龄１４～２５岁，根尖孔已发育完全，无龋坏、根尖周炎及牙

周疾病，无根裂根折或牙根吸收等明显的牙体组织缺陷。用刮

匙和超声洁治器去除牙根表面软组织和牙石，在１００ｍＬ／Ｌ甲

醛溶液中室温保存备用。

１．２．２　根管根尖周组织复合体模型的建立　根据离体牙颈

部的直径在青霉素小瓶的橡皮塞中心挖孔，将离体牙套入瓶塞

中，接口处用光固化的流动树脂封闭，连同青霉素小瓶经高温

高压消毒灭菌。随机抽取经过高温高压灭菌的两个固定有牙

根的青霉素瓶塞和青霉素小瓶放置于盛有无菌ＬＢ液体培养

基的试管中，３７℃孵箱中培养４８ｈ。４８ｈ后，培养基保持透

明，证明灭菌效果可靠，进行下一步实验，若培养基出现浑浊，

说明灭菌效果不可靠，重新进行灭菌。在超净工作台中，向青

霉素小瓶内注入无菌ＬＢ固体培养基，使之刚好达根尖１／３，将

固定有牙根的青霉素瓶塞用无菌封口胶与瓶体紧密连接。牙

根橡皮塞界面处涂布两层指甲油。将连接好的模型自然放置

于空气中。

１．２．３　实验分组　按照上述方法制作模型２５个，于建模后１

ｄ抽取５个模型检测根尖周组织有无细菌。若检测到细菌则

说明模型制备不成功，重新制作模型；若未检测到细菌，则将余

下的２０个模型分为对照组及实验组，实验组（狀＝１０）做开髓处

理，对照组（狀＝１０）不做任何处理，自然放置于空气中，在２１ｄ

检测实验组及对照组根尖周、根管内有无细菌，根尖周内毒素

含量。

１．２．４　样本采集　根尖周取样：在超净工作台中，取下固定有

离体牙的青霉素瓶塞，向琼脂中注入０．５ｍＬ的无菌蒸馏水，

反复轻轻吹打混匀，１ｍｉｎ后，收集０．１ｍＬ于无热源的试管

内，无菌封口膜封口，置－２０℃冰箱保存待检，用于检测内毒

素；收集０．４ｍＬ于１．５ｍＬ的ＥＰ管中，用于检测细菌。根管

内取样：将上一步骤中取下的离体牙牙冠用２％碘酊消毒，

７５％乙醇脱碘，然后吹干，对照组的离体牙由于未开髓，因此在

超净工作台中使用无菌慢机球钻开髓。实验组及对照组离体

牙采用无菌Ｋ锉疏通根管，向根管内注入３０μＬ无菌蒸馏水，

将无菌纸尖置根尖１／３，１ｍｉｎ后取出，置于盛有无菌蒸馏水的

ＥＰ管内，用于检测细菌。

１．２．５　样本细菌检测　ＤＮＡ提取，严格按照细菌ＤＮＡ提取

试剂盒说明书提取样本中细菌 ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增，扩增体系

（５０μＬ）：２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，上游引物（２０μＭ）１μＬ，下游

引物（２０μＭ）１μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２１μＬ。扩增条件：

９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３０个循

环；最后７２℃１０ｍｉｎ，４℃恒温保存。以空气中细菌的培养液

提取的细菌ＤＮＡ为ＰＣＲ阳性对照，双蒸水代替模板为空白对

照。电泳：ＰＣＲ扩增产物用１．０％的琼脂糖凝胶检测。

１．２．６　样本内毒素含量测定　样本室温下解冻后，稀释１０

倍，震荡混匀。按照终点显色法基质鲎试剂盒说明书测定内

毒素。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细菌检测　以提取出的细菌总ＤＮＡ（在阳性对照组及实

验组根管内样本中，某些样本可见少量白色絮状沉淀）为模板

进行ＰＣＲ扩增，扩增产物经１．０％的琼脂糖凝胶检测。建模

后１ｄ抽取的５个模型以及在２１ｄ对照组、实验组根尖区样本

均未扩增出１６ＳｒＤＮＡ通用引物片段，见图１。在２１ｄ实验组

根管内样本扩增出１６ＳｒＤＮＡ通用引物片段，长度约为１５００

ｂｐ，与目的片段大小一致，对照组根管内样本未扩增出１６ＳｒＤ

ＮＡ通用引物片段，见图２。

　　１：ＤＮＡ分子标记物；２：阳性对照；３：空白对照；４、５：建模后１ｄ；６、

７：实验组；８、９：对照组。

图１　　部分根尖区样本ＰＣＲ扩增产物电泳图

　　１：ＤＮＡ分子标记物；２：阳性对照；３：空白对照；４～９：实验组；１０、

１１：对照组。

图２　　部分根管内样本ＰＣＲ扩增产物电泳图

２．２　内毒素含量测定　在２１ｄ，对照组根尖周组织内毒素含

量平均值（８．９１３±０．６１４）ＥＵ／ｍＬ，实验组根尖周组织内毒素

含量平均值（１０．５２５±０．９８１）ＥＵ／ｍＬ，经统计学分析两组间差

异有统计学意义（狋＝－５．１２７，犘＜０．０１）。

３　讨　　论

难治性根尖周炎和根管治疗后疾病常导致患牙的拔除，同

时是引起医疗纠纷的最大隐患，是牙体牙髓科医生倍感棘手的

难题。研究表明根尖生物膜是慢性持续性感染的根源，与临床

上难治性根尖周炎和根管治疗后疾病存在着密切关系［３］。在

牙周健康的情况下，根尖生物膜来源于感染根管已达成共

识［４］，但对于感染根管形成根尖周炎和根尖生物膜机制的研究

甚少，尚无定论。根尖周标本的采集方法主要依靠拔除患牙和

根尖外科手术，取材较困难，能收集的病例样本有限，而且口腔

是一个充满细菌的环境，取样时标本易被污染，建立体外模型

方便了根尖周标本的采集且降低了取样时标本被污染的概率，

有助于感染根管形成根尖周炎及根尖生物膜各方面的研究。

目前，大量的学者成功建立了感染根管体外模型［５８］。
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Ｒｏｂｅｒｔ等
［９］２００５年建立了一种根尖周药物扩散模型，作者采

用吸液管模拟根管，用琼脂模拟根尖周组织，观察根管内用药

向根尖周扩散的情况，但该模型不能模拟感染根管的情况，而

用于研究根尖生物膜的体外模型尚未见报道。

从病理学的角度可以把根管与根尖周看作一个整体即根

管根尖周复合体，即：在牙周健康的情况下，根尖周病原刺激

物主要来源于根管，而根管一旦受到感染，几乎不可避免的会

导致根尖周的炎症。基于此本实验建立了根管根尖周复合体

体外模型，采用ＰＣＲ技术检测建模后１ｄ及２１ｄ根尖周有无

细菌，结果均未检测到细菌，说明本模型能确保无牙周途径来

源的感染，细菌只能通过根管系统进入根尖周，证明了本模型

的可靠性。

本模型使用含有１．２５％琼脂的固体培养基具有和人体根

尖周组织相似的密度，为病原微生物提供足够的营养；选择流

动树脂以及具有柔软性、可塑性、自动密封性的Ｐａｒａｆｉｌｍ封口

膜作为封闭材料，易于操作且密封效果佳，确保无牙周途径来

源的感染。应用ＰＣＲ直接检测细菌１６ＳｒＤＮＡ来鉴别细菌，

简便、快速、敏感性高，能检测到１０２ 个以下的细菌
［１０］。经过

高温高压灭菌后的培养基、青霉素小瓶
"

壁、牙根表面虽然会

残留死亡的细菌菌体，但是高温高压灭菌可使细菌核酸降

解［１１］，所以对后续实验无影响。Ｋｈａｂｂａｚ等
［１２］认为长期存留

在感染根管深层牙本质小管及根尖周组织内的内毒素是根尖

周炎症反复发作、根管治疗失败的一个重要原因，因此本实验

选择内毒素作为一个检测指标。采用的终点显色法能定量分

析内毒素，灵敏度高。培养基、青霉素小瓶、离体牙没有经过去

热源处理，所以对照组检测含有一定量的内毒素。

利用此模型对感染根管形成根尖周炎的机制进行了初步

探索。结果显示本模型能模拟髓腔封闭时，细菌不能进入根

管；髓腔暴露后，细菌能进入根管产生内毒素感染根管。进一

步，在开髓后２１ｄ，感染根管内的细菌未到达根尖周，与 Ｗａｎｇ

等［１３］、ＩｎｔＥｎｄｏｄ等
［２］的研究结果相一致，但其产生的内毒素

可到达根尖周。内毒素是革兰阴性菌的主要毒力因子，是公认

的炎症启动因子，可导致组织溶解和骨质吸收，在根尖周炎发

生发展中具有重要地位［１４］。有研究显示内毒素具有很强的渗

透性，容易通过根管系统进入尖周组织［１５］，且微小浓度的内毒

素即可对根尖周组织产生明显的损害并导致根尖周的骨破

坏［１６］。因此即使细菌没有进入根尖周，感染根管同样可以导

致根尖周组织病变的发生发展。

综上所述，通过本实验方法建立的根管根尖周复合体体

外模型较简单，价格低廉，且有一定的有效性及实用性，有助于

研究感染根管形成根尖周炎及根尖生物膜的机制。仅开髓不

对根管做处理时，感染根管内的细菌不会到达根尖周，而感染

根管内的细菌首先是通过分泌的内毒素等致病因子到达根尖

周引起根尖周组织病变。但是在未对感染根管做任何处理且

根尖周组织无任何免疫抵抗力时，感染根管内的细菌不易到达

根尖周组织，其原因目前尚不清楚，可能的机制是根管内细菌

以生物膜形式存在，在未受干扰的情况下保持稳定状态，较少

游离细菌，因而不容易穿出根尖孔。
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