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　　研究已证明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［１］。对感染根管中的内毒素

的有效降解和清除是影响根管治疗成功的关键。本研究拟探

讨不同消毒制剂对根管内毒素的降解作用，探寻适宜的临床应

用形式。

１　材料与方法

１．１　实验试剂与设备
　　氢氧化钙（上海二医张江生物材料有限公司），生理盐水
（四川科伦药业股份有限公司），脑心浸液培养基（ＢＨＩ，
ＢｉｏｍｅｒｉｅｕｘＳａ公司），动态比浊法鲎试剂（最低检测限值：
０．０３ＥＵ／ｍｌ，规格：１．２５ｍｌ／支，批号：０７０３０３０，湛江安度斯生物
有限公司），细菌内毒素工作标准品（规格：１６０ＥＵ／Ａｍｐ
１５０６０１２００９６４，中国药品生物制品检定所），细菌内毒素检查用
水（ＢＥＴ水，规格：５ｍｌ／Ａｍｐ，批号 ０９０９２８０，０９１２０２０，规格：
５０ｍｌ／瓶，湛江安度斯生物有限公司），２％洗必泰凝胶（ＣＨＸ，
Ｕｌｔｒａｄｅｎｔ公司），多粘菌素Ｂ硫酸盐（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢ，Ｓｉｇｍａ公司）
使用无热原蒸馏水配制成１００００Ｕ／ｍｌ的原液，备用。
　　１５４０号 Ｈ锉、镍钛根管预备器械 ｐｒｏｔａｐｅｒＳｘＦ３（Ｄｅｎｔｓｐｌｙ
公司），ＢＥＴ３２Ｍ型细菌内毒素测定仪（天津市天大天发科技
有限公司），微量移液器（２５０μｌ，上海求精生化试剂仪器有限
公司），体视显微镜（重庆光电仪器有限公司），ＳＫ２型旋涡混
合器（江苏中大仪器厂），无热原吸头（规格２５０μｌ，１０００μｌ）、
无热原空安瓶（规格：５ｍｌ，批号：０９１０２１０）均为湛江安度斯生
物有限公司。

１．２　实验样本选择、预备
　　选择因正畸原因拔除的新鲜单根管下颌第一前磨牙进行
实验。剔除牙根不完整、牙根表面存在细小裂纹、牙根未发育

完全，根尖孔未完全形成或敞开、牙体有龋坏或充填体及曾行

牙髓病治疗的牙齿。牙齿预备：将离体牙浸泡于 ０．５２５％
ＮａＣｌＯ溶液２４ｈ，去除牙根表面软垢、牙石及残余软组织后置
生理盐水中保存备用。常规开髓揭顶、拔髓，采用镍钛根管器

械Ｐｒｏｔａｐｅｒ预备至Ｆ３，预备中５．２５％ ＮａＣｌＯ溶液与１７％ ＥＤＴＡ
溶液反复交替冲洗；流水冷却下使用高速金刚砂车针在自釉牙

骨质界处将离体牙截去牙冠，在距截冠处１５ｍｍ去除根尖，留

取约１５ｍｍ长的圆柱状牙根，以达到预备后根管的相对一致。
　　将制备后的根管在体视显微镜下剔除牙根表面有裂纹者，
筛选共 ９０颗根管分别编号，将所有样本高温高压消毒后
（１２１℃，２０ｍｉｎ），无菌操作台上使用２层环氧树脂黏结剂对
样本除颈部开口处外的外表面进行封闭，根据随机数字表依序

将制备后根管分入各组（表１），每个实验组１５颗，无菌操作台
上使用树脂将牙根固定于９６孔板上。

表１　离体牙分组情况及所作处理（ｎ＝１５）

　　　组别 　　　根管所作处理
生理盐水氢氧化钙组 氢氧化钙生理盐水（１∶１，质量比）
多粘菌素Ｂ 多粘菌素Ｂ
２％洗必泰凝胶组 ２％洗必泰凝胶
２％洗必泰氢氧化钙 氢氧化钙２％洗必泰凝胶（１∶１，质量比）
阳性对照组 添加内毒素，无根管封药

阴性对照组 不加内毒素，无根管封药

１．３　样本消毒
　　实验中使用的所有玻璃器皿均预先用自来水、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溶液中浸泡过

夜；自来水反复冲洗后使用新鲜蒸馏水反复冲洗干净至少２０
遍，烘干，置于专用铝制饭盒内，２５０℃干烤１ｈ，去除热原，冷却
备用。不耐高温的器材（微量进样器等）均清洗干净，烘干后在

体积分数３０％过氧化氢溶液中浸泡４ｈ，无热原水冲洗干净，
６０℃ 烘干备用。全部样本及实验中使用的材料均使用６０Ｃｏ伽
马射线消毒并降解可能存在的ＬＰＳ。

１．４　实验步骤
１．４．１　细菌内毒素标准曲线的制备　　将细菌内毒素工作标
准品使用细菌内毒素检查用水倍比稀释，使其最终浓度分别

为４０、８、１．６、０．３２、０．０６４、０．０１２８ＥＵ／ｍｌ稀释系列，各取０．１ｍｌ
分别加入预先加有鲎试剂０．１ｍｌ的反应管内，混合均匀，立即
置细菌内毒素测定仪内进行自动检测，其中每个浓度重复 ３
次。结果进行线性回归分析，以反应到达实验所设定的光密度

值（０．１）所用平均反应时间的对数（ｌｇＴ）为纵坐标，细菌内毒素
浓度的对数（ｌｇＣ）为横坐标，计算回归方程并制作标准曲线。
　　内毒素浓度在４０～０．０１２８ＥＵ／ｍｌ之间时，其与反应时间
之间具线性关系，内毒素标准曲线的曲线方程：ｌｇＴ＝３．０７０２－
０．２９３２ｌｇＣ，反应时间与内毒素浓度之间的相关系数 ｒ为
０．９９３５。
１．４．２　内毒素降解实验　　细菌内毒素检查用水将细菌内毒
素国家标准品稀释成１０ＥＵ／ｍｌ作为检测样品的浓度，取５组
（阳性对照组、洗必泰组、氢氧化钙糊剂组、多粘菌素Ｂ组、洗必
泰氢氧化钙糊剂组）共７５个模拟根管，分别注入１０ＥＵ／ｍｌ标
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准内毒素溶液各１００μｌ，阴性对照组不添加内毒素，仅注入内
毒素检测专用无热原水１００μｌ，使用ｐａｒａｆｉｌｍ膜严密封闭，以防
止实验期间模拟根管内药物脱水，３７℃恒温，相对饱和湿度环
境下孵化２４ｈ。
　　去除封闭膜 ｐａｒａｆｉｌｍ，使用一次性无菌注射器将各组试剂
分别输送至各组离体牙根管内至根管填满与根管上缘水平为

准。阳性对照组１５颗根管使用标准内毒素溶液、阴性对照组
１５颗根管使用细菌内毒素检查用水为对照；ｐａｒａｆｉｌｍ膜封口，
３７℃ 恒温，相对饱和湿度环境下孵化７ｄ。消毒７ｄ后去除
ｐａｒａｆｉｌｍ膜，使用５ｍｌ无热原水冲洗去除根管内封药，分别以无
热原试管收集各根管冲洗液，漩涡混合器混匀后各取冲洗液

０１ｍｌ加入鲎试剂０．１ｍｌ，混匀，置细菌内毒素测定仪内进行
动态检测，每个实验组重复３次；根据内毒素标准曲线得出样
本中内毒素的浓度。

１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行单因素方差分析。检验水准
为双侧α＝０．０５。组间比较采用单因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙｐｏｓｔ
ｈｏｃ检验。

２　结果

　　添加至各组根管样本中的内毒素初始浓度为１０ＥＵ／ｍｌ。
经过７ｄ处理后，阴性对照组未检测出内毒素，其余各组内毒素
浓度自低到高依次为２％洗必泰氢氧化钙组（０．６４６±０．１８５）、
生理盐水氢氧化钙组（０．６８３±０．１３６）、多粘菌素 Ｂ（１．８３７±
０．２３３）、２％洗必泰凝胶组（２．７２５±０．６１４）、阳性对照组（８９７２±
１０４６）。经单因素方差分析及Ｔｕｋｅｙｐｏｓｔｈｏｃ检验分析，４个实
验组内毒素浓度较阳性对照组均显著减少（Ｐ＜０．０１）。４个实
验组组间也有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　根管治疗术是目前治疗牙髓及根尖周炎的有效方法，对牙
髓坏死及根尖周病变进行有效的根管清理、消毒是根管治疗的

基础。根管经过机械预备后，虽然大部分感染物质将被清除，

但仍可含有较高具有病理意义的内毒素水平［２］。因此根管治

疗不应仅限于对致病细菌的消除，同时还应包括对细菌毒性产

物如内毒素等的降解和失活。选择对细菌内毒素有降解作用的

适宜的根管治疗药物对完善根管治疗和提高疗效有重要意义。

　　强碱性药物氢氧化钙已被证明具有良好的抗菌性和扩散
性，在临床中已有广泛应用［３］。Ｔａｎｏｍａｒｕ等［２］应用犬牙根管模

型进行实验，结果表明单纯冲洗并不能失活内毒素，而氢氧化

钙则能有效失活其中内毒素。Ｂｕｃｋ等［４］发现将氢氧化钙与洗

必泰、乙醇及次氯酸钠等药物调制成碱性制剂时，也可失活

ＬＰＳ。根据ｄｅＯｌｉｖｅｉｒａ等［５］研究，内毒素可以在２４ｈ内从根管
内扩散到达牙根外表面。因此本研究实验前将内毒素标准品

接种至根管并孵化２４ｈ；并以临床中常规的根管封药时间７ｄ
作为研究时限。

　　本实验中各组根管样本中内毒素初始浓度统一设置为
１０ＥＵ／ｍｌ。经过７ｄ处理后，阴性对照组未检测出内毒素，阳

性对照组中检测出的内毒素值略有下降为８．９７２ＥＵ／ｍｌ，可能
是由于根管系统解剖结构的复杂性和变异性；而内毒素因相对

分子质量小，极易在根管系统中扩散并渗透至牙本质小管末

端，常规器械预备及注射器冲洗很难将其从复杂的根管系统中

清除干净。而本实验中冲洗过程时间相对较短，并没能完全将

其洗脱出来所致。Ｏｌｉｖｅｉｒａ等［６］研究证实氢氧化钙糊剂及多粘

菌素Ｂ均能降低根管内毒素水平，但多粘菌素Ｂ作为根管冲洗
剂和根管封药应用于临床时效果有差异，且经过若干时间可能

失去降解内毒素的活性。Ｍａｅｋａｗａ等［７］认为多粘菌素 Ｂ并不
能完全清除根管内毒素；或许改变剂型将有助于改善多粘菌素

Ｂ的根管消毒效果。洗必泰具有良好的抗菌性能，可有效抑制
包括粪肠球菌在内的多种根管细菌；洗必泰作为阳离子表面活

性剂，虽具降解内毒素的作用，但效果似乎远不如氢氧化钙制

剂。本研究中也观察到单独应用洗必泰凝胶仅使根管内毒素

水平部分降低。而２％洗必泰凝胶与氢氧化钙联合应用可以产
生更好的抑菌和降解内毒素的作用，结果与Ｖａｌｅｒａ等［８］研究具

相似性。

　　综上所述，不同根管消毒制剂处理后的内毒素浓度均有显
著下降，其中以２％洗必泰凝胶氢氧化钙处理后的内毒素水平
最低。提示联合应用２％洗必泰凝胶氢氧化钙糊剂能有效降
解根管内毒素，并获得良好的根管消毒效果。
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