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【摘要】 目的 体外观察Er：YAG激光联合次氯酸钠对不同深度根管内壁粪肠球菌杀灭和清除效果，以期为

临床应用提供参考。方法 成功建立 75个粪肠球菌感染根管模型后，随机分为A、B、C 3组，每组 25个。每

组随机抽取 10个样本不做任何处理，用于检测根管壁不同深度处的细菌基线数。样本A组为 Er：YAG激光

联合 52.5 g/L次氯酸钠组，B组为 52.5 g/L次氯酸钠阳性对照组，C组为生理盐水阴性对照组处理后，计算各组

各深度的细菌减少率。在扫描电镜下观察每组 5个样本根管壁表层的清除效果。结果 各处理组对不同深

度牙本质中的细菌减少率有所不同，①牙本质表层（0 μm），A组（100.00 ± 0.00）%与B组（98.62 ± 2.01）%比较

差异没有统计学意义（P > 0.05），A 组（100.00 ± 0.00）%与 C 组（64.37 ± 2.45）%比较差异有统计学意义

（P < 0.05）；②在 0 μm < 深度≤100 μm，A组的细菌减少率（99.46 ± 2.31）%均比 B组（92.89 ± 3.07）%与 C组

（56.72 ± 4.96）%多，差异有统计学意义（P < 0.05）；③100 μm < 深度≤200 μm，A 组的细菌减少率（97.62 ±
3.73）%也均比B组（72.49 ± 2.35）%与C组（44.42 ± 4.78）%多，差异有统计学意义（P < 0.05）；④200 μm < 深度

≤300 μm牙本质中，A组的细菌减少率（95.89 ± 2.46）%均比 B组（63.88 ± 1.08）%与 C组（33.31 ± 5.21）%多，

差异有统计学意义（P < 0.05）。A组、B组与C组在各牙本质深度组间细菌减少率比较差异均有统计学意义

（P < 0.05）。电镜结果显示 Er：YAG激光联合 52.5 g/L次氯酸钠对根管内壁粪肠球菌清除较其它两组更干

净。结论 Er：YAG激光能有效地增强次氯酸钠对根管内壁内粪肠球菌的灭除效果。
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【Abstract】 Objective To observe the killing and clearance effect of an Er:YAG laser combined with sodium hypo⁃
chlorite on Enterococcus faecalis at different depths of the root canal in vitro to provide a reference for clinical application.
Methods A total of 75 models of Enterococcus faecalis infection were successfully established and randomly divided in⁃
to three groups (25 per group). Ten random samples per group underwent no processing. The remaining models in group A
were treated with an Er:YAG laser combined with sodium hypochlorite 52.5 g/L. Group B was treated with 52.5 g/L sodi⁃
um hypochlorite (positive control), and group C was treated with normal saline (negative control). The bacterial reduc⁃
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tion rate was calculated for each group. The bactericidal effect on the surface of the root canal wall was observed in
5 samples by scanning electron microscopy. Results There was no statistically significant difference (P > 0.05) be⁃
tween group A (100.00 ± 0.00) and group B (98.62 ± 2.01) but was a statistically significant difference between group A
(100.00 ± 0.00) and group C (64.37 ± 2.45) (P < 0.05). The percentage reduction in bacteria was higher in group A
(99.46 ± 2.31) than in groups B (92.89 ± 3.07) and C (56.72 ± 4.96) (P < 0.05). The decrease in bacteria was greater in
group A (97.62 ± 3.73) than in groups B (72.49 ± 2.35) and C (44.42 ± 4.78) (P < 0.05). The bacterial reduction rate in
group A (95.89 ± 2.46) was higher than that in groups B (63.88 ± 1.08) and C (33.31 ± 5.21) (P < 0.05). There were
significant differences at different dentin depths in the bacterial reduction rates among groups A, B and C (P < 0.05).
Electron microscopy analysis showed that the Er:YAG laser combined with 52.5 g/L sodium hypochlorite was better
than either treatment alone at removing bacteria from the surface of the root canal wall. Conclusion An Er:YAG laser
can effectively enhance the bactericidal effect of sodium hypochlorite on the inner wall of the root canal.
【Key words】 Er:YAG laser; Sodium hypochlorite; Enterococcus faecalis; Root canal therapy; Electron micro⁃
scope

目前根管治疗术是治疗牙髓病、根尖周病的

首选方法。根管治疗成功的关键在于彻底清除根

管内微生物，防止其再感染［1］。有报道显示根管治

疗 1年后总的成功率为 85%～90%［2⁃3］，其失败主要

原因是存在根管内持续感染，并主要由粪肠球菌

等顽固性致病菌引起［4］。由于根管弯曲、分叉、

侧支等结构的复杂性，怎样彻底清除粪肠球菌和

其他致病菌，防止根管再感染，提高根管治疗质

量，是目前口腔医学研究的热点和重点。本研究

拟通过体外离体牙建立粪肠球菌感染根管模型，

观察 Er：YAG激光联合次氯酸钠对根管壁内粪肠

球菌灭除效果，以期为临床应用提供参考。

1 材料和方法

1.1 主要材料和仪器

粪肠球菌标准菌株（ATCC29212）；脑⁃心浸液

（brain heart infusion，BHI）琼脂培养皿，2.5％戊二

醛（北京雷根生物，中国），PBS固定液（上海立菲生

物，中国），Er：YAG激光（light instrument，以色列），

扫描电镜（Hitachi S⁃3000N，日本），52.5 g/L次氯酸

钠（泽丽口腔护理用品，中国），170 g/L EDTA（上海

生工生物工程，中国），生理盐水冲洗液，ProTaper
机用马达和锉（登士柏，瑞士）等。

1.2 感染根管模型的建立

1.2.1 离体牙处理 选择 2017年 1—12月因正畸

或牙周病在南方医科大学深圳口腔医院拔除的 85
个根尖发育完成、单根管新鲜离体牙作为研究对

象。清理牙根表面，去除牙冠，截短牙根（保留牙

根 12 mm的长度）。ProTaper预备根管到 F3，预备

过程中用 5 mL 52.5 g/L次氯酸钠和生理盐水冲洗

液交替冲洗 1 min。预备完成后，分别将 52.5 g/L次

氯酸钠液和 170 g/L EDTA注入根管内浸泡 3 min以
去除玷污层。再用 5 mL 生理盐水冲洗 1 min，去
除溶剂，然后把牙根装袋，121 ℃高温高压消毒

20 min。随机抽取样本 5个，2个扫描电镜观察显

示牙本质小管口全部开放，表明根管壁玷污层均

已被完全去除干净。3个放在 5 mL BHI液体培养

基中，并置于 37 ℃厌氧条件下静置孵育 48 h，以确

定灭菌是否完全，再进行下一步实验。

1.2.2 感染根管模型的建立 取标准粪肠球菌标

准菌株（ATCC29212），常温复苏后接种于BHI琼脂

培养皿中，在 37 ℃厌氧环境下培养 24 h，后挑数个

单菌落转至液体培养皿中，增菌培养 24 h，调节细

菌浓度约为 108 CFU/mL，麦氏值为 0.5 的菌悬液，

将菌悬液注入根管后一对一置入含 1 mL的BHI液
体培养基的无菌离心管中，每 3 d更换 1次培养基，

连续培养 3周后，随机抽取 5个样本，扫描电镜观

察，确认根管感染模型成功建立后再进行以下

实验。

1.3 Er：YAG 激光对根管内粪肠球菌灭除效果的

观察

1.3.1 分组及粪肠球菌感染根管处理 取上述成

功建立粪肠球菌感染根管模型牙 75个，随机分为

A组（Er：YAG/次氯酸钠组）、B组（次氯酸钠阳性对

照）、C组（生理盐水阴性对照组），每组 25个。从

每一大组再各随机抽取 10个样本不做任何处理，

用于检测根管壁不同深度处的细菌基线数，各组

所剩余的 15个样本分别按上述分组进行相应的处

·· 774



口腔疾病防治 2018年 12月 第 26卷 第 12期

a b

a：根管壁表面形态（× 5 000）；b：根管壁表面形态（× 10 000）
图 1 电镜下观察细菌感染根管壁表面形态

Figure 1 The morphology of bacteria on the surface of the root canal wall was observed under an electron microscope

理。A组：先向根管内注满 52.5 g/L次氯酸钠溶液

后，将Er：YAG激光（Er：YAG激光处理参数设置为

50 mJ，15 HZ，0.3 W，下同）光纤头（直径 300 μm）
置于根管口处并作用 20 s，然后再注满生理盐水，

Er：YAG激光作用 20 s，最后注满蒸馏水，Er：YAG
激光作用 20 s，两次作用间隔 15 s；B组：使用 5 mL
52.5 g/L 次氯酸钠溶液冲洗根管 60 s；C 组：使用

5 mL生理盐水冲洗根管 60 s。
1.3.2 细菌培养计数 将各组处理过的 10个样本

和之前未处理的 10个样本一并置于无菌面巾纸

上，室温下自然干燥后，按下述方法采集试样并进

行培养和检测。根管壁表面细菌采集：将饱和浸

透生理盐水的无菌纸尖分别插入各样本的根管

内，静置 60ｓ后取出，放入盛有 1 mL生理盐水的无

菌离心管中并充分振荡10 s。不同深度根管壁细菌

采集：选用直径大 小分别为 0.8、1.0、1.2 mm的无菌

球钻，并在球钻柄上标记同一数值如 3 mm的长度，

分别钻取3个不同直径深度、根中上段3 mm处的牙

本质碎屑，考虑到球钻本身的 振动，认为收集来的

牙本质碎屑来自0 μm < 深度≤100 μm、100 μm < 深

度≤200 μm、200 μm < 深度≤300 μm 3个深度，注入

根管生理盐水并转入盛有 1 mL生理盐水的无菌离

心管中充分振荡 10 s。稀释培养：取上述采集的各

样本试样悬液，按照体积比为1∶10的比例分别进行

梯度稀释后，每个梯度各取100 μL涂于 BHI琼脂培

养皿，并置于 37 ℃需氧条件下静置孵育。细菌计

数：孵育 24 h后分别观察每个培养皿上菌落形成情

况并进行细菌计数。最后以未处理样本不同根管壁

深度处的细菌数为基线，按下列公式计算各组各根

管壁深度的细菌减少率，以评估各组的杀菌效果。

细菌减少率（%）＝（M⁃N）/ M × 100 %，其中M为基

线细菌数，N为处理后的细菌数。

1.3.3 电镜扫描观察 感染根管模型清洗：剩余的

每组 5个样本 PBS冲洗，先用金钢砂车针沿样本长

轴磨一浅沟，骨凿纵行劈开；① 清洗：PBS，15 min
× 3次；② 前固定：2.5％新鲜预冷戊二醛 4 ℃固定，

2 h 后送电镜室继续进行制样；③ 漂洗：PBS，
15 min × 3次；④ 后固定：1％锇酸固定 1 h；⑤ 漂

洗：15 min × 3次；⑥ 脱水：50％丙酮 15 min × 1次，

70％丙酮 15 min × 1次，90％丙酮 15 min × 1 次；

100％丙酮 15 min × 3次；⑦ 置换：加入乙酸异戊

酯，2 h；⑧ 临界点干燥粘台，喷金，用于扫描电

镜观察。在扫描电镜下观察根管内壁表层的情

况。通过扫描电镜观察处理前后样本的根管壁

内表层的情况和评估粪肠球菌对根管内壁表层

的影响。

1.4 统计学方法

数据采用 SPSS 20.0软件进行统计分析，数据

用 x ± s表示，对多组间比较进行方差分析，两两比

较采用LSD⁃t检验，检验水准α＝0.05。

2 结 果

2.1 粪肠球菌感染根管模型的建立

细菌连续培养 3周后电镜下观察根管壁表面

大量粪肠球菌附着，圆形，表面光滑，并以生物膜

样结构附着在根管壁表面，可见大量粪肠球菌以

片状膜状结构粘附着在根管壁表面（图 1a），部分

已侵入到牙本质小管深层。高倍电镜下细菌形态

正常，表面光滑饱满，呈圆形或椭圆形（图 1b），

说明根管感染模型成功建立。
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2.2 各处理组对不同深度牙本质中的细菌减少率

比较

各处理组对不同深度牙本质中的细菌减少率有

所不同（表1），在牙本质表层（0μm），A、B、C组间比

较差异有统计学意义（F＝79.34，P<0.05），两两比较

发现 A 组（100.00 ± 0.00）%与 B 组（98.62 ± 2.01）%
比较差异无统计学意义（P > 0.05），A组的细菌减少

率（100.00 ± 0.00）%与C组（64.37 ± 2.45）%比较差异

有统计学意义（P < 0.05）。在 0 μm<深度≤100μm，

3组间比较差异有统计学意义（F＝66.78，P < 0.05），

两两比较发现A组的细菌减少率（99.46 ± 2.31）%均

比B组（92.89 ± 3.07）%与C组（56.72 ± 4.96）%多（P<
0.05）。在 100 μm <深度≤200 μm，3组间比较差异

有统计学意义（F＝56.36，P < 0.05），两两比较发现

A 组的细菌减少率（97.62 ± 3.73）%也均比 B 组

（72.49 ± 2.35）%与C组（44.42 ± 4.78）%多（P < 0.05）。

200 μm <深度≤300 μm牙本质中，3组间比较差异

有统计学意义（F＝48.35，P < 0.05），两两比较发现

A组的细菌减少率（95.89 ± 2.46）%均比B组（63.88 ±
1.08）%与C组（33.31±5.21）%多（P<0.05）。

注 1）：P < 0.05 vs C组；2）：P < 0.05 vs B组

组别

A
B
C

牙本质深度（μm）
0

100.00 ± 0.001）

98.62 ± 2.011）

64.37 ± 2.45

0 < 深度≤100
99.46 ± 2.311）2）

92.89 ± 3.071）

56.72 ± 4.96

100 < 深度≤200
97.62 ± 3.731）2）

72.49 ± 2.351）

44.42 ± 4.78

200 < 深度≤300
95.89 ± 2.461）2）

63.88 ± 1.081）

33.31 ± 5.21

表 1 各处理组对不同深度牙本质中的细菌减少率比较

Table 1 Bacteria reduction rates in dentin at different depths were compared in each treatment group x ± s，%

2.3 各处理组不同牙本质深度细菌培养皿上菌落

形成情况

图 2所示，A组经Er：YAG激光联合 52.5 g/L次

氯酸钠处理后牙本质表层 0 μm细菌培养皿上无菌

落形成，说明在根管壁表层是 100%灭除细菌，从左

至右牙本质深度0 μm < 深度≤100 μm 、100 μm < 深

度≤200 μm、200 μm < 深度≤300 μm（以下同）细菌

培养皿上偶有零星菌落表明在牙本质深度 300 μm
之前细菌减少率基本能达到 95%以上。B 组经

52.5 g/L次氯酸钠处理后在牙本质表层0 μm细菌培

养皿见少许点状菌落，与A组同深度培养皿上菌落

比较差别微小；其他的从左至右，菌落逐渐增多，与

A组相比差别较大。但与C组各对应深度比较，菌

落数量仍明显少于C组。C组经生理盐水处理后培

养皿上菌落与A、B组各对应牙本质深度比较显著

增多，从左至右深度增加菌落增多也明显，在

200 μm < 深度≤300 μm菌落布满培养皿大部分，说明

该组细菌减少率较低，此深度细菌仅被灭除很小部分。

2.4 电镜观察处理后牙本质小管口形态

从电镜照片看，A组根管壁表面被清除的最干

净，牙本质小管圆润表面光滑干净清爽无任何多

余物，玷污层已被去除干净，牙本质小管口呈开放

状态，形态均匀，大小相当（图 3a）；B组牙本质小管

口也光滑圆润可见，表面可见极少量碎屑样物，牙

本质小管口形态不均匀（图 3b）；C组牙本质小管口

几乎被细菌层完全遮盖了，可见椭圆形细菌，表面

突出不平，有大量厚层的玷污层，几乎看不出牙本

质小管口的完整形态（图 3c）。

3 讨 论

感染根管细菌检出率最高最多的是粪肠球

菌［5］，近年来研究发现细菌不仅是以浮游状态更多

的是以膜状状态存在于感染根管中。粪肠球菌是G+

兼性厌氧菌，目前研究证实是导致根管治疗失败的

主要致病菌之一［6］，有试验检测出其在根管充填完

善但仍有持续根尖损害的根管中的检出率为24%～

77%［7］。52.5 g/L次氯酸钠溶液是目前临床根管治疗

术最常用的根管消毒冲洗液，它具有良好的抗菌作

用和组织溶解作用，但也只有与细菌直接接触才能

发挥杀菌作用，且渗透性较差，因根管结构的复杂性

直接冲洗根管很难冲洗消毒达到根管壁牙本质深层

及细小根尖段、根管分歧、侧枝等位置，因此可以说

目前传统根管消毒液难于清除感染根管细菌膜［8⁃10］，

目前低能量激光在牙科医疗方面具有一定的运用

性［11⁃12］，Er：YAG和Er，Cr：YSGG激光较传统牙科治

疗优越性强，已经被广泛用于牙周、种植、儿科、牙体

牙髓病等口腔各领域［13］。Er：YAG具有激光本身能

被细菌强吸收从而起到消毒杀菌作用［14］，且具有在

操作过程中震动噪音少，病人不需要局部麻醉对周

围组织的热损伤非常小等优良特性［15⁃16］。
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a b c

a：A组处理后牙本质小管口形态；b：B组处理后牙本质小管口形态；c：C组处理后牙本质小管口形态

图 3 扫描电镜下观察各组根管壁表层处理后牙本质小管口（× 5 000）
Figure 3 The dentin tubule orifice in each group was observed by scanning electron microscopy after treatment

of the surface layer of the root canal（× 5 000）

A组

B组

C组

0 μm 0 μm < 深度≤100 μm 100 μm < 深度≤200 μm 200 μm < 深度≤300 μm

A组为Er：YAG激光联合 52.5 g/L次氯酸钠组；B组为 52.5 g/L次氯酸钠阳性对照组；C组为生理盐水阴性对照组

图 2 各处理组不同牙本质深度细菌培养皿上菌落形成情况

Figure 2 Colony formation at different dentin depths in each treatment group

本研究通过在离体牙根管感染模型成功建立

后，再通过 Er：YAG激光联合 52.5 g/L次氯酸钠根

管冲洗剂对根管内粪肠球菌灭除效果发现在本实

验中各处理组对不同深度牙本质中的细菌减少率

有所不同，A组在根管壁表层是 100%灭除细菌，在

300 μm之前基本能达到杀灭细菌 95%以上效果，

在 0 μm与B组杀菌效果相当，在 > 0 μm后A组与

B组相比均有统计学差异（P < 0.05），表明A组的杀
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菌效果优于B组，即 52.5 g/L次氯酸钠联合Er：YAG
激光优于单独 52.5 g/L次氯酸钠，越到牙本质深层

对应比较杀菌效果更明显。A组、B组与阴性对照

组（C组）相比均有统计学差异，表明A组和B组都

具有良好的杀菌消毒效果，实验结果与临床实践效

果相符合。研究表明次氯酸钠只能渗入牙本质小管

约 130 μm左右，而一些顽固性致病菌如上述粪肠

球菌则可侵入到牙本质内的 300～1 000 μm［17⁃18］。

本研究表明 Er：YAG激光联合次氯酸钠组可灭除

牙本质较深层的细菌，其根管壁杀菌消毒效果

最佳。

从电镜照片看，A组即Er：YAG联合次氯酸钠组

根管壁表层被清除的最干净，基本没有细菌残留，牙

本质小管口开放，牙本质小管横截面圆润表面光滑

干净清爽无多余物。阳性对照组B组牙本质小管口

部分开放，部分被玷污层遮掩使得牙本质小管口不

完全暴露，牙本质小管的轮廓可见。阴性对照C组

则表面的絮状物和凸起物明显可见，电镜下牙本质

小管的轮廓消失，遮盖了几乎所有的牙本质小管

口。这也证实 Asnaashari等［19⁃20］研究次氯酸钠自带

消毒作用加上放置到髓腔根管中的激光工作头工作

状态下可产生强大的冲击旋涡进入侧枝等根管深

部，对根管起到良好的冲刷消毒作用，根管壁的玷污

层也被冲刷干净而充分暴露牙本质小管。

本实验中分析 Er：YAG激光与 52.5 g/L次氯酸

钠联合消毒效果最好，Er：YAG激光能有效灭除感

染根管内壁、较深层牙本质小管的粪肠球菌，能有

效地增强次氯酸钠对根管壁的杀菌效果，Er：YAG
激光联合使用根管消毒药物 52.5 g/L次氯酸钠对

根管内壁的消毒具有一定临床应用意义。
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