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"摘要#

!

目的
!

建立粪肠球菌感染根管!以探讨离体条件下根管预备对细菌渗漏的影响%方法
!

将粪肠球菌接种于离体牙

所制作的带模拟根尖周组织的根管内!建立
'1%

个体外模型"对照组
-%

个!实验组
12%

$!分别进行上
$

&

'

!上
1

&

'

!全长及超长等不

同长度的根管预备!于
$

'

-

'

1$

'

'2

'

0(

'

)'!

进行
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'

83R

检测及细菌培养%结果
!

超长组
$!

检测到细菌!全长组
-!

检测到

细菌!其余组所有检测时间点均未检测到细菌%结论
!

本离体实验显示!对于粪肠球菌感染根管!在根管及根管下段未受干扰的

情况下!细菌不会轻易穿出根尖孔!当根管下段受到干扰后!细菌会穿出根尖孔造成细菌渗漏%
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运用常规根管治疗方法后仍迁延不愈的慢性根尖周炎$难

治性根尖周炎&或根管治疗后病变未愈合或出现新的根尖周病

变$根管治疗后疾病&是牙体牙髓科医生倍感棘手的难题)研

究发现#约
'2;

的根管治疗后出现根管治疗后疾病#有根管治

疗后疾病的患牙再次根管治疗的成功率为
0%;

"

/2;

)其主

要因为来源于感染根管的细菌形成了根尖生物膜'

$

(

#因此#防

止细菌穿出根尖孔形成细菌渗漏是预防根尖生物膜的主要途

径之一#从而减少根管治疗后疾病的发生)有学者认为#感染

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#根管治疗打破了根管内生物膜的平衡#扩增的

浮游细菌增加了细菌穿出根尖孔的机会#或治疗本身直接推出

根尖孔的细菌#在躲避了机体免疫机制后形成了根尖生物膜#

从而形成难治性根尖周炎和根管治疗后疾病'

1.'

(

)本课题小组

的前期研究显示#对于暴露在空气中所形成的感染根管#根管

下段以下的预备对细菌渗漏的形成有促进作用)本文进一步

研究根管预备对难治性根尖周炎的优势细菌'

0.2

(

///粪肠球菌

形成细菌渗漏的影响#为临床预防根尖生物膜的形成提供

参考)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料与仪器
!
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仪$德国
3

GG

B,!"HI

公司&#电泳仪$北

京市六一仪器厂&#凝胶成像仪$美国
[#".6E!

公司&#

V

锉*流

动树脂$美国
\37@8S:b

公司&#细菌
\7?

提取试剂盒

$

@#E,

D

B,

公司&#

1̂ RE+CBHR#F

$大连
@EUEHE

公司&#引物$上

海生物工程公司&#粪肠球菌$

?@991(1$1

&)

@&A

!

方法

@&A&@

!

离体牙纳入标准
!

选取患者因正畸减数拔除的单根前

磨牙#年龄
$0

"

12

岁#根尖孔发育完全#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

刮匙去除牙根表面软组织和牙石#利用游标卡尺测量牙体长

度!颊尖顶端至解剖根尖孔长度的基础上减去
$>>

)在
$%%

>:

"

:

甲醛溶液中室温保存备用)

@&A&A

!

粪肠球菌感染根管
.

根尖周组织复合体体外模型的建

立
!

按照王容等'

)

(所建立的方法制作模型
1%

个#抽取
$%

个作

为实验组进行开髓后接种粪肠球菌#于建模后
1$!

通过

$)8H67?

通用引物
S96

法及粪肠球菌特异
$)8H67?

引物检

测根尖周组织及根管内细菌)若对照组根尖周检测到细菌则

说明模型制备不成功#重新制作模型%若对照组根尖周未检测

到细菌#而实验组根管内也只检测到粪肠球菌则说明建模

成功)

@&A&B

!

根管预备对粪肠球菌感染根管
.

根尖周生物膜形成的
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
1$

期
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基金项目'重庆市卫生局医学科研重点项目$
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作者简介!赵洁$

$((%Z

&#硕士#主要从事牙体牙髓病学的研究)
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表
$
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用于本研究的预期
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引物(扩增子的大小和热循环参数

靶细菌 引物序列$

2c.'c

& 大小$

N

G

& 扩增循环

通用引物
$)8H\7? ?4?4@@@4?@99@449@9?4 $2%2 (0]2>#,

?9449@?99@@4@@?94?9@@

$

(0]$2+

#

20]$2+

#

-1]02+

#

'%

次循环&

-1]$%>#,

%

0]

粪肠球菌
$)8H\7? 994?4@49@@49?9@9?@@44 $$1 (2]1>#,

9@9@@?@499?@49449?@???9

$

(2]'%+

#

2)]$>#,

#

-1]$>#,

#

0%

次循环&

-1]1>#,

%

0]

影响
!

同样方法建立模型
'$%

个#分为对照组$

?

组
$<-%

&*

实验组$

$<10%

&)实验组做开髓处理后接种粪肠球菌#对照组

不做任何处理)全部置于三气培养箱$含
2;Y

1

#

/2;7

1

#

$%;

9Y

1

%温度
'-]

&中#于
1$!

随机抽取
$%

个对照组模型通过

$)8H67?

通用引物
S96

法检测根尖周组织细菌#确定建模成

功后#对实验组通过相应干扰进行分组#髓腔干扰组即
[

组

$

$<)%

&*根管上
1

"

'

受干扰组即
9

组$

$<)%

&*全长受干扰组

即
\

组$

$<)%

&及超长干扰组即
3

组$

$<)%

&)之后放入三气

培养箱$含
2;Y

1

#

/2;7

1

#

$%;9Y

1

%温度
'-]

&中)

2

组分别

于干扰后
$

*

-

*

1$

*

'2

*

0(

*

)'!

进行
S96

检测$期间每
1

天用灭

菌针管通过开髓孔滴入新鲜灭菌液态
[XW

培养基&)根据结

果利用
83R

进行
3I

根尖生物膜观察并对根尖周细菌进行细

菌培养)

@&A&F

!

样本采集及检测
!

样本采集!在超净工作台中#取下固

定有离体牙的青霉素瓶塞#之后收集根尖周
[XW

固态培养基

于装有
$>:

双蒸水的
$&2>:

灭菌离心管中#震荡
'%+

后吸

取
$%%

'

:

洗脱液作细菌培养#其余洗脱液置
Z1%]

冰箱保存

待检)样本检测!样本室温下解冻后#提取
\7?

#严格按照细

菌
\7?

提取试剂盒说明书提取样本中细菌
\7?

)电泳!

S96

扩增体系见表
$

#扩增产物用
1&%;

的琼脂糖凝胶检测)

细菌培养方法!在超净工作台中#利用灭菌接种环沾取样

本根尖周区域可见白色菌膜的琼脂培养基#之后用三段分区划

线法将细菌接种于预先灭菌的
[XW

琼脂培养皿中#注意每一

段均需灭菌接种环)之后放置培养皿于三气培养箱$含
2;

Y

1

#

/2;7

1

#

$%;9Y

1

%温度
'-]

&中)

A

!

结
!!

果

A&@

!

细菌检测
!

将提取出的根尖周细菌总
\7?

为模板进行

S96

扩增#扩增产物经
1&%;

的琼脂糖凝胶检测)建模后接种

粪肠球菌#

1$!

时
?

*

[

*

9

*

\

*

32

组根尖区样本均未扩增出

$)8H\7?

通用引物片段#见图
$E

)根管预备干扰后
$!

#

3

组

根尖区样本扩增出粪肠球菌
$)8H\7?

特异性引物片段#其余

各组均未检测到#见图
$N

)根管预备干扰后
-!

#

\

组根尖区

样本亦扩增出粪肠球菌
$)8H\7?

特异性引物片段#

?

组*

[

组

及
9

组仍未检测到#见图
$=

)根管预备干扰后
1$

*

'2

*

0(

*

)'

!

#

?

*

[

*

9

组均未检测到#见图
$!

)图
$

中阳性对照组*双蒸

水空白对照组为
S96

特有的对照组)

A&A

!

根尖周生物膜电镜扫描结果
!

对根尖区扩增出粪肠球菌

$)8H\7?

特异性引物片段的样本进行扫描电镜观察)结果显

示#

\

组中根尖区粪肠球菌呈团状附着于根壁#菌体被无定性

基质包裹形成生物膜结构)

?

组则明显无任何细菌附着)见

图
1

)

!!

?

*

[

*

9

!

$

为标记物%

1

为阳性对照组%

'

为双蒸水空白对照组%

0

为
3

组%

2

为
\

组%

)

为
9

组%

-

为
[

组%

/

为
?

组)

\

!

$

为标记物%

1

为阳性对

照组%

'

为双蒸水空白对照组%

0

"

2

为
9

组%

)

"

-

为
[

组%

/

"

(

为
?

组)

图
$
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根尖区样本
S96

扩增产物电泳图

!!

?

!

\

组根尖周结果扫描可见粪肠球菌$

$̂%%%%

&%

[

!

\

组粪肠球菌被无定性基质包绕形成生物膜结构$

^1%%%%

&%

9

!

?

组根尖周扫描电镜结

果未见细菌侵入$

$̂%%%%

&%

\

!

?

组根尖周扫描电镜结果未见细菌侵入$

1̂%%%%

&

图
1

!!

根尖区样本电镜扫描图片

A&B

!

细菌培养
!

对检测到细菌的
\

*

3

组进行根尖周细菌培 养#两组各
$%

个样本#结果显示#均为粪肠球菌活菌且无杂菌#

/%(1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
1$

期



见图
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?

!

\

组
-!

根尖周细菌培养均为粪肠球菌#无杂菌且为活菌%

[

!

3

组
-!

根尖周细菌培养均为粪肠球菌#无杂菌且为活菌)

图
'

!!

细菌培养结果

B

!

讨
!!

论

!!

研究显示#难治性根尖周炎及根管治疗后疾病的原因主要

是根尖生物膜的形成'

-./

(

)而对于牙周健康的患牙#根尖生物

膜的细菌则来源于感染根管'

(.$%

(

)有学者通过研究拔除的患

牙发现#未经治疗的慢性根尖周炎患牙#在根尖周不易检出根

尖生物膜的存在#而经过治疗的患牙#反而容易检出根尖生物

膜'

$$.$1

(

#提示根管治疗本身#因打破了根管内细菌生物膜的平

衡#增加了细菌穿出根尖孔导致细菌渗漏的可能)

本实验将粪肠球菌接种于体外模型中的离体牙根管中#待

形成感染根管$

1$!

&后对其进行根管预备干扰'

$'

(

)同时应用

S96

具有特异性及敏感性的粪肠球菌引物检测其
$)8H\7?

来鉴别#快速#灵敏度高'

$0

(

)但因
S96

并不能说明细菌的活

性#因此在实验最后进行细菌培养#从而验证根尖周粪肠球菌

生物膜为活菌#进一步证明实验的可行性及准确性)

在根管预备前检测
?

*

[

*

9

*

\

*

3

组根尖周均未检测粪肠

球菌%预备后
$!

时#

3

组根尖周即检测到粪肠球菌%

-!

时#

\

组检测到粪肠球菌#而
?

*

[

*

9

组根尖周在所有检查时间点均

未检测到粪肠球菌)推测原因#超长预备#器械穿出了根尖孔#

可将细菌直接推出根尖孔%全长预备#临近根尖孔的生物膜受

到干扰#增加的浮游细菌容易穿出根尖孔%而根管上
1

"

'

预备#

增加的游离细菌距离根尖孔有距离#不易穿出根尖孔#因而在

根尖周未发现细菌)

对于机体#有免疫机制的存在#即使细菌穿出了根尖孔#并

不意味着它就能存活*生长繁殖并形成生物膜'

$2

(

)机体免疫

机制对细菌渗漏的影响#是今后进一步研究的课题)

本实验结果提示#在不考虑免疫机制的情况下#超出根尖

孔的预备和根管下段的预备对细菌渗漏甚至细菌生物膜的形

成有促进作用#为根管治疗后疾病及难治性根尖周炎埋下隐

患)因此对于可能存在免疫缺陷者感染根管#在实际临床操作

中#可先行根管上
1

"

'

预备并封药消毒#以减少细菌量及其活

性)再行根管全长预备并避免器械超出根尖孔)或可一定程

度上预防细菌穿出根尖孔造成细菌渗漏#从而减少难治性根尖

周炎及根管治疗后疾病的发生)
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