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文章亮点： 

与以往研究不同，本实验在体外建立对数期、稳定期、饥饿期粪肠球菌生物膜模型，以共聚焦显微镜为观察

手段，用不同浓度次氯酸钠溶液对其作用，探索饥饿期粪肠球菌生物膜的药物敏感性。发现在相同药物浓度、

相同作用时间内，饥饿期粪肠球菌生物膜较对数期、稳定期粪肠球菌生物膜对次氯酸钠溶液更具耐药性；在

相同作用时间内，5.25%次氯酸钠溶液对饥饿期粪肠球菌生物膜的杀菌效果最佳。 
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摘要 

背景：有研究指出粪肠球菌能在营养物质缺乏、抗菌药存在的恶劣环境中生存，形成再感染而影响根管再治

疗效果。也有实验表明次氯酸钠溶液作为根管冲洗液对残留的粪肠球菌具有很强的清除作用。 

目的：建立不同时期粪肠球菌生物膜，研究不同浓度次氯酸钠溶液对其的作用效果。 

方法：建立对数期、稳定期、饥饿期粪肠球菌生物膜模型，以 1%，2.5%，5.25%次氯酸钠溶液分别作用于

各时期粪肠球菌生物膜表面 30 s、5 min、10 min，同时用激光共聚焦显微镜观察用药后生物膜情况。 

结果与结论：在相同浓度次氯酸钠溶液作用下，饥饿期粪肠球菌生物膜中的活菌降低量低于稳定期与对数期

粪肠球菌生物膜中的活菌降低量(P < 0.05)；在 1%次氯酸钠溶液作用下，稳定期与对数期粪肠球菌生物膜中

的活菌降低量差异有显著性意义(P < 0.05)；在 2.5%，5.25%次氯酸钠溶液作用下，稳定期与对数期粪肠球菌

生物膜中的活菌降低量差异无显著性意义(P > 0.05)。在同一时期生物膜模型下，5.25%次氯酸钠溶液作用下

的活菌降低量高于 2.5%、1%次氯酸钠溶液作用下的活菌降低量(P < 0.05)；2.5%次氯酸钠溶液作用下的活菌

降低量高于 1%次氯酸钠溶液作用下的活菌降低量，但仅在药物作用 30 s时差异有显著性意义(P < 0.05)。结

果表明，在相同药物浓度、相同作用时间内，饥饿期粪肠球菌生物膜较对数期、稳定期粪肠球菌生物膜对次

氯酸钠溶液更具耐药性；在相同作用时间内，5.25%次氯酸钠溶液对饥饿期粪肠球菌生物膜的杀菌效果最佳。 
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Abstract 

BACKGROUND: Studies have reported Enterococcus faecalis can exist in environment which is lack of nutrients 

and antimicrobials to cause re-infection of the root canal. Sodium hypochlorite solution is shown to have strong 

scavenging action as a root canal flushing fluid to eliminate residual Enterococcus faecalis.  

OBJECTIVE: To explore the antibacterial effect of sodium hypochlorite on in vitro biofilm formation of 

Enterococcus faecalis in different phases 

METHODS: Biofilm models of Enterococcus faecalis were established at exponential phase, stationary phase 

and starvation phase, and then the biofilms were exposed to various concentrations of sodium hypochlorite 

solutions (1.0%, 2.5%, 5.25%). The contact time was 30 seconds, 5 minutes and 10 minutes. The direct optical 

observation of Enterococcus faecalis was conducted under confocal laser scanning microscope.  

RESULTS AND CONCLUSION: In the same concentration of sodium hypochlorite solutions, the biofilms of 

starved cells were more resistant to sodium hypochlorite than those formed in the exponential phase and 

stationary phase (P < 0.05). When the concentration of sodium hypochlorite was 1%, the reduction of viable cells 

showed significant difference between the exponential phase and stationary phase (P < 0.05). When the 

concentration of sodium hypochlorite was 2.5% and 5.25%, the reduction of viable cells in the exponential phase 

and stationary phase had no statistical difference (P > 0.05). For the biofilms at the same phase, 5.25% sodium 
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hypochlorite reduced more viable cells than 2.5% and 1% sodium hypochlorite (P < 0.05), and 2.5% sodium hypochlorite 

also could reduce more viable cells than 1% sodium hypochlorite, but it only exhibited a significant difference when the 

contact time was 30 seconds (P < 0.05). These results show that under the same concentration and same contact time, 

the Enterococcus faecalis biofilms at the starvation phase are more resistant to sodium hypochlorite than those at the 

exponential phase and stationary phase. Under the same contact time, 5.25% sodium hypochlorite exhibits the best 

antibacterial effect on the Enterococcus faecalis biofilms at the starvation phase. 

 

Subject headings: sodium hypochlorite; Enterococcus faecalis; biofilms  
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0  引言  Introduction 

根管内残留细菌为根管治疗失败的主要原因
[1]
。通过

PCR检测法，在对临床上再治疗根管的研究中发现，粪肠

球菌 (Enterococcus faecalis，E. faecalis)的检出率达

39.26%
[2]
，而在根充完善仍有持续根尖损害的根管中，该

细菌的感染率为24%-77%
[3]
。粪肠球菌往往是以细菌生物

膜的形式存在于患牙根管中，细菌附着于物体表面，由细

菌胞体及其分泌的胞外多糖等基质组成
[4]
，作为细菌感染

机制的主要存在形式，生物膜状态下的细菌对巨噬细胞和

抗生素的耐受水平较游离状态提高10
3
倍以上

[5]
。粪肠球菌

顽固的耐药性和适应新环境的能力，能够帮助粪肠球菌在

根管治疗后恶劣条件的患牙中存活
[6-7]
，故生物膜的形成是

细菌对环境耐受水平和致病性的重要表现，是细菌的一种

适应性反应机制，这使得临床医生往往难以通过传统的机

械方法、化学方法将其彻底清除，是根管治疗后仍存在持

续性感染及根管治疗失败的重要原因
[8-10]
。 

次氯酸钠作为一种有机溶剂，能够有效溶解有活力或

无活力的牙髓组织及根管表面的玷污层，干扰细胞新陈代

谢，导致细菌死亡
[11-12]
。提高浓度和延长作用时间，可以

提高次氯酸钠的组织溶解性
[13]
，研究证实2.5%次氯酸钠溶

液溶解牙髓的时间明显短于1%次氯酸钠溶液
[14]
。次氯酸钠

的氯化作用和强氧化作用是其发挥抗菌作用的基础。 

与此同时，作为一种高效快速的广谱抗菌剂，不同浓

度的次氯酸钠溶液能有效抑制金黄色葡萄球菌、粪肠球菌、

铜绿假单胞菌及白色念珠菌等细菌的生长
[15]
。有学者采用

5.25%次氯酸钠单独或辅以根管预备冲洗根管后即刻取

样，未检测到粪肠球菌，但在根管中加入脑心浸液培养基

培养3 d发现粪肠球菌生长
[16]
。这可能是由于次氯酸钠的表

面张力，限制了其在根管系统狭窄部位特别是牙本质小管

的扩散和清理能力。白色念珠菌作为感染根管的检出菌，

在根尖周疾病的形成中同样发挥着重要作用。有研究表明，

次氯酸钠能够抑制白假丝酵母菌的生长，1%，2.5%和

5.25%次氯酸钠均能抑制白色念珠菌生长，但使用以上3种

浓度次氯酸钠后仍然能在根管中检测到白色念珠菌的代谢

活性
[17]
。Sen等

[18]
发现5%次氯酸钠具有较好抑制真菌的能

力，但降到2.5%时其抗真菌效果显著下降。然而作为临床

上传统的冲洗剂，大量的体外研究表明次氯酸钠能够有效抑

制并杀灭粪肠球菌
[19-21]
。李慧等

[22]
以不同pH值次氯酸钠作用

于粪肠球菌，发现pH值为6的次氯酸钠溶液其对粪肠球菌

的抑制效果最佳。李新军等
[23]
在试验中发现5.25%次氯

酸钠溶液具有很强抑制根管内粪肠球菌生物膜的作用。

Liu等
[24]
通过扫描电镜观察发现，饥饿期粪肠球菌生物膜可

以有效帮助其抵御次氯酸钠溶液的药物作用，随着药物作

用时间的延长，杀菌效果更好，但仍然没能完全杀死生物

膜表面的细菌。 

Isabelle等
[25]
在研究中发现，粪肠球菌的生长可分为3

个生理阶段：对数期、稳定期、饥饿期，饥饿期细菌可以

长时间保持活性，并且在营养缺乏的饥饿环境下，可以在

牙本质小管中存活并形成生物膜
[26]
。因此，本实验的目的

是研究不同浓度次氯酸钠溶液对对数期、稳定期、饥饿期

粪肠球菌生物膜的药物作用，探索饥饿期这一特殊状态下

粪肠球菌生物膜的药物敏感性，为临床根管治疗时彻底清

除根管内感染提供实验依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：对比观察实验。 

时间及地点：于2010年6月至2011年2月在大连医科大

学口腔医学院完成。 

    材料：粪肠球菌标准株ATCC29212(广东省微生物菌

种保藏中心)，由四川大学华西口腔医学院重点实验室微生

物室馈赠。 

    实验材料及耗材：麦氏比浊管(温州市泰康生物科技有

限公司)；24孔、96孔组织培养板(Corning Incorporated，

美国)；胰蛋白胨大豆肉汤培养液(Tryptic Soy Broth，

TSB)(北京陆桥技术有限责任公司 )：按说明配置，将     

30 g TSB溶于1 L蒸馏水中，高压灭菌(121 ℃ 20 min)，  

4 ℃保存备用；MTT溶液(GIBCO公司，美国)：称取MTT 

0.05 g，溶于100 mL无菌PBS中，用0.22 µm滤膜过滤，   

4 ℃冰箱避光保存，2周内用完；二甲基亚砜(GIBCO公司，

美国)；荧光染色剂L-7012 LIVE/DEAD Bacterial Viability 

Kit(美国Molecular Probes公司)。 

实验设备：高速低温离心机(Thermo，美国)；数字可

调微量移液器(大龙医疗设备上海有限公司)；Multiskan 

MK3全自动酶标仪(北京平利洋医疗设备有限公司)；激光
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共聚焦显微镜 (Confocal Laser Scanning Microscope, 

CLSM)(NiKou Ti-C1，日本)。 

实验方法： 

标准株活化及菌液的制备：将标准株50 µL涂布在BA

琼脂培养基上，37 ℃培养24 h，挑取菌落于BA琼脂培养

基上分离、纯化，37 ℃恒温培养24 h，选取单克隆菌落于

5 mL TSB中37 ℃恒温培养18 h后，收集菌液5 000 r/min

离心5 min，PBS洗菌2次，洗后的细菌重新加入PBS中，

调整菌密度至0.5麦氏比浊标准。实验中测得10-24 h为粪

肠球菌孵育生长的稳定期，细菌密度活性最佳，因此选取

在此时间内的18 h作为菌夜配置用菌。 

粪肠球菌生长曲线的测定：将制备好的菌液500 µL加

入50 mL TSB中，37 ℃恒温培养，分别在不同时间后收集

菌液1 mL，5 000 r/min离心5 min，弃上清，1 mL PBS吹

打至液体混匀，取100 µL含有粪肠球菌的PBS于96孔板中，

同时加入20 µL MTT/孔，每组3个平行孔，37 ℃孵育4 h后

加入100 µL/孔二甲基亚砜，37 ℃孵育30 min后，492 nm酶

标仪下读数。 

不同时期粪肠球菌生物膜模型建立及次氯酸钠溶液对

不同时期粪肠球菌生物膜的药物作用：将粪肠球菌置于

TSB培养液中，37 ℃培养10，48 h后，5 000 r/min离心    

5 min，收集菌液，消毒备用。以0 h新鲜配制的TSB液体

培养液、10 h和48 h回收的TSB液体培液分别作为对数期、

稳定期、饥饿期生物膜模型的培养液。收集对数期、稳定

期、饥饿期菌液，调整菌密度至0.5麦氏比浊标准。将菌液

与培养液按1∶1比例加入24孔板内，每组3个平行孔。置

于37 ℃恒温箱培养，24 h更换1次培养液，连续培养48 h，

肉眼可见板底有灰白色膜形成。 

PBS轻柔冲洗孔板2次，以去除悬浮的未黏附细菌，随

后以1%，2.5%，5.25%次氯酸钠溶液分别作用于各时期

粪肠球菌生物膜表面30 s、5 min、10 min，0.6%硫代硫

酸钠溶液终止药物作用，半胱氨酸蛋白胨溶液作用生物

膜表面1 min。生物膜样本通过刮除和大力吹打获得，将生

物膜样本10倍连续稀释，37 ℃恒温培养48 h后，测定每

平方厘米培养板上活菌数，以对数值表示(log CFU/cm
2
)，

比较用药前后生物膜的活菌数，检测其用药后活菌降低量。

将上述用药后样本以2%戊二醛溶液固定10 min，PBS漂洗

3次，1 min/次，生物膜表面滴加100 µL荧光染液，暗室温

下孵育15 min，PBS冲洗3次，2 min/次，以去掉多余染液，

随后进行CLSM观察，以上操作均在暗室内进行。 

主要观察指标：不同时期粪肠球菌生物膜用药后的膜

性结构；不同时期粪肠球菌生物膜用药后其表面残留活菌

量的密度。 

统计学分析：活菌降低量用多因素方差分析法进行统

计分析。以SPSS 11.5统计软件进行数据处理，计量数据用

x
_

±s表示，总体均数之间比较采用多因素方差分析(ANOVA)；

然后采用LSD法和S-N-K法进行两两比较，P < 0.05为差异

有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  粪肠球菌生长曲线图  图1所示：0-8 h，细菌大量繁

殖快速增长，为对数期；8-24 h，细菌活性达到高水平后

并保持相对稳定状态，为稳定期；48 h后，细菌开始大量

死亡，细菌活性降低，但并没有完全死亡，而是在缺乏营

养的环境中保持相应活性，为饥饿期。 

2.2  次氯酸钠溶液对不同时期粪肠球菌生物膜的药物结

果  统计分析表明，各时期粪肠球菌生物膜在次氯酸钠溶

液用药实验中，数据符合正态分布，相同作用时间内不同

生理时期粪肠球菌生物膜对不同浓度次氯酸钠药物敏感性

差异有显著性意义(P < 0.05)。 

药物作用30 s(表1)：①组间比较：在1%次氯酸钠作用

下，对数期与稳定期活菌降低量比较差异无显著性意义  

(P > 0.05)，对数期、稳定期与饥饿期活菌降低量比较差异

有显著性意义(P < 0.05)；在2.5%次氯酸钠作用下，对数

期与稳定期活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)，

对数期、稳定期与饥饿期活菌降低量比较差异有显著性意

义(P < 0.05)；在5.25%次氯酸钠作用下，对数期与稳定期活

菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)，对数期、稳定期

与饥饿期活菌降低量比较差异有显著性意义(P < 0.05)。②组

内比较：对数期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下的活菌

降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%与

5.25%次氯酸钠作用下的活菌降低量比较差异有显著性意

义(P < 0.05)。稳定期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下的

活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%与

5.25%次氯酸钠作用下的活菌降低量比较差异有显著性意义

(P < 0.05)。饥饿期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下的活

菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%与

5.25%次氯酸钠作用下的活菌降低量比较差异有显著性意

义(P < 0.05)。 

药物作用5 min(表2)：①组间比较：在1%次氯酸钠作

用下，对数期与稳定期活菌降低量比较差异无显著性意义

(P > 0.05)，对数期、稳定期与饥饿期活菌降低量比较差异

有显著性意义(P < 0.05)；在2.5%次氯酸钠作用下，对数

期与稳定期活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)，

对数期、稳定期与饥饿期活菌降低量比较差异有显著性意

义(P < 0.05)；在5.25%次氯酸钠作用下，对数期与稳定期

活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)，对数期、稳定

期与饥饿期活菌降低量比较差异有显著性意义(P < 0.05)。 

②组内比较：对数期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下的

活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%

与5.25%次氯酸钠作用下的活菌降低量比较差异有显著性

意义(P < 0.05)。稳定期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下

的活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%

与5.25%次氯酸钠作用下的活菌降低量比较差异有显著性 
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意义(P < 0.05)。饥饿期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下

的活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%

与5.25%次氯酸钠作用下的活菌降低量比较差异有显著性

意义(P < 0.05)。 

药物作用10 min(表3)：①组间比较：在1%次氯酸钠

作用下，对数期与稳定期活菌降低量比较差异无显著性意

义(P > 0.05)，对数期、稳定期与饥饿期活菌降低量比较差

异有显著性意义(P < 0.05)；在2.5%次氯酸钠作用下，对数

期与稳定期活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)，

对数期、稳定期与饥饿期活菌降低量比较差异有显著性意

义(P < 0.05)；在5.25%次氯酸钠作用下，对数期与稳定期

活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)，对数期、稳定

期与饥饿期活菌降低量比较差异有显著性意义(P < 0.05)。 

②组内比较：对数期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下的

活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%

与5.25%次氯酸钠作用下的活菌降低量比较差异有显著性

意义(P < 0.05)。稳定期组中，1%与2.5%次氯酸钠作用下

的活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；1%、2.5%

与5.25%次氯酸钠药物作用下的活菌降低量比较差异有显

著性意义(P < 0.05)。饥饿期组中，1%与2.5%次氯酸钠药

物作用下活菌降低量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；

1%、2.5%与5.25%次氯酸钠药物作用下活菌降低量比较差

异有显著性意义(P < 0.05)。 

2.3  不同时期粪肠球菌生物膜药物作用效果观察  药物

作用30 s、5 min、10 min后，3个不同时期粪肠球菌生物

膜结构破坏，失去原有生物膜棉絮状结构特点，松脱、解

0 h  2 h    4 h   6 h    8 h   10 h   24 h  48 h  74 h  96 h
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图 1  粪肠球菌生长曲线 

Figure 1  The grown curve of Enterococcus faecalis 
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表 1  不同浓度次氯酸钠溶液作用于各时期粪肠球菌生物膜 30 s后

的活菌降低量比较 

Table 1  Effect of different concentrations of sodium hypochlorite 

on viable cell reduction in Enterococcus faecalis biofilms at different

phases when the contact time was 30 seconds  

 (x
_

±s, log CFU/cm
2
) 

表注：与饥饿期粪肠球菌生物膜比较，
a
P < 0.05；与 5.25%次氯酸钠比较，

b
P < 0.05。 

次氯酸钠浓度 对数期 稳定期 饥饿期 

1% 

2.5% 

5.25% 

3.24±0.36
ab 

3.80±0.27
ab 

4.14±0.19
a
 

3.49±0.18
ab 

3.75±0.18
ab 

4.20±0.28
a 

2.76±0.38
b
 

3.12±0.38
b
 

3.31±0.36
 

表 2  次氯酸钠溶液作用于各时期粪肠球菌生物膜 5 min后的活菌降

低量比较 

Table 2   Effect of different concentrations of sodium hypochlorite 

on viable cell reduction in Enterococcus faecalis biofilms at different

phases when the contact time was 5 minutes  

 (x
_

±s, log CFU/cm
2
)

表注：与饥饿期粪肠球菌生物膜比较，
a
P < 0.05；与 5.25%次氯酸钠比较，

b
P < 0.05。 

次氯酸钠浓度 对数期 稳定期 饥饿期 

1% 

2.5% 

5.25% 

3.77±0.21
ab 

3.95±0.28
ab 

4.33±0.23
a 

3.84±0.46
ab 

4.03±0.22
ab 

4.16±0.15
a 

3.38±0.25
b
   

3.49±0.28
b
   

3.65±0.31
 

表 3 次氯酸钠溶液作用于各时期粪肠球菌生物膜 10 min后的活菌降

低量比较 

Table 3  Effect of different concentrations of sodium hypochlorite 

on viable cell reduction in Enterococcus faecalis biofilms at different

phases when the contact time was 10 minutes   

 (x
_

±s, log CFU/cm
2
) 

表注：与饥饿期粪肠球菌生物膜比较，
a
P < 0.05；与 5.25%次氯酸钠比较，

b
P < 0.05。 

次氯酸钠浓度 对数期 稳定期 饥饿期 

1% 

2.5% 

5.25% 

4.10±0.33
ab 

4.27±0.53
ab 

4.52±0.31
a 

4.03±0.13
ab 

4.17±0.17
ab 

4.39±0.88
ab 

3.66±0.36
b 

3.76±0.30
b
 

3.97±0.21
 

 

对数期 饥饿期 

稳定期 

图 2  不同时期粪肠球菌生物膜经 5.25%次氯酸钠作用后 10 min后的激光共聚焦显微镜观察 (×200，543 nm/488 nm) 

Figure 2  Confocal microscope observation of of Enterococcus faecalis biofilms at different phase after 10-minute treatment with 5.25% 

sodium hypochlorite (×200, 543 nm/488 nm) 

图注：各时期粪肠球菌生物膜表面死亡细菌严重脱膜、解离，但仍可见部分残存的细菌团块未被完全杀死，松散的黏附在玻片上(箭头所示)，饥

饿期残留活细菌量密度明显较其他两个时期多，密集。 

50 um 50 um 50 um 
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离，失去生物膜保护后的细菌大量死亡，但各时期生物膜中

仍有细菌存活。在药物实验过程中的数据分析结果中也同样

得以证明，因此选取最大浓度(5.25%次氯酸钠)作用10 min

后的生物膜样本进行观察。激光共聚焦显微镜下观察生物

膜中的细菌绿色为活细菌，红色为死细菌，桔黄色和橙色

一般认为是由死菌和活菌重叠造成的。图1显示，次氯酸钠

溶液作用10 min后，发现各时期粪肠球菌生物膜表面死亡

细菌严重脱膜、解离，但仍可见部分残存的细菌团块未被

完全杀死，松散的黏附在玻片上(箭头所示)，饥饿期残留

活细菌量密度明显较其他两个时期多，密集。 

 

3  讨论  Discussion 

饥饿期是微生物在体内的常见状态，根管治疗后根管内

残存的药物及营养缺乏等环境，使根管内残留细菌难以达到

对数生长期，长期以饥饿状态或存活不可培养状态存在。因

此，有学者推论，根管治疗后再感染多由残存的饥饿期或存

活不可培养状态细菌引起
[27]
。到目前为止，虽然粪肠球菌的

感染机制尚未完全清楚，但有研究指出粪肠球菌能在营养物

质缺乏、抗菌药存在的恶劣环境中生存，形成再感染而影响

根管再治疗的效果
[28-29]
。Giard等

[30-31]
在实验中发现，与对

数期细胞相比，碳水化合物缺乏引起的饥饿，能诱导粪肠球

菌对致死剂量的热、乙醇、过氧化氢、酸及次氯酸钠的耐受

性明显增加。研究表明，粪肠球菌生命力顽强，可耐受氢氧

化钙所致的碱性环境
[32-33]
，碱性环境能提高饥饿期粪肠球菌

细胞表面的疏水性，促进细菌对牙本质的初期黏附
[34]
。 

本实验从粪肠球菌生长曲线中可以看到：0-8 h培养液

中营养物质充足，保证了其生长所需的营养成分，细菌活

性直线上升呈对数期；细菌依靠培养液中的营养供应在

8-24 h达到巅峰，细菌活力最强并维持恒定呈稳定期；然而，

在培养液中营养物质消耗殆尽后，为保证细菌活性，粪肠球

菌在短时间内大量死亡降低其代谢率，在缺乏营养供应的条

件下，使细菌活性保持在一个稳定水平上而长时间存活。 

菌落计数法，多年来一直是首选的分析方法，并被认

为是分析细菌活性的金标准。然而目前检测生物膜中细菌

活性的常用方法有培养法和荧光染色法，该技术已被广泛

应用。CLSM 是近年发展起来的用于组织形态学研究的一

项新技术，可在不破坏生物膜完整结构及其成分之间关系

的前提下，直接、完整、实时地研究菌斑生物膜的结构
[35]
。

根据其染色不同，在荧光显微镜下或共聚焦下分辨活菌量，

更适合于分析生物膜特性，增强了结果的客观性和准确性。

有学者对变异链球菌生物膜的共聚焦观察发现，生物膜具

有一定厚度和三维立体空间结构，其结果形态具有多样性、

不均质和开放性的特点
[36]
，而在用药过程中发现其具有很

强的耐药性，有存活的细菌黏附在玻片表面
[37]
。 

与以往研究不同，本实验在体外建立对数期、稳定期、

饥饿期粪肠球菌生物膜模型，以共聚焦显微镜为观察手段，

用不同浓度次氯酸钠溶液对其作用，探索饥饿期粪肠球菌

生物膜的药物敏感性。许多实验表明次氯酸钠溶液作为根

管冲洗液时，残留的粪肠球菌显著降低，这表明粪肠球菌

对次氯酸钠很敏感。本实验中次氯酸钠溶液作用后，各时期

粪肠球菌生物膜中的活菌降低量低于稳定期，也低于对数

期。各时期粪肠球菌生物膜在药物作用30 s时，1%、2.5%

次氯酸钠溶液间具有统计学意义，而在药物作用5，10 min

时，两者间无统计学意义，这可能是由于2.5%次氯酸钠溶液

在短时间能够很好地利用浓度优势杀灭生物膜表层黏附的

细菌。然而，由于生物膜稳定的三维结构而成为抗菌药物穿

透被膜的屏障，使得长时间作用下的次氯酸钠溶液难以渗透

生物膜杀灭深层细菌。在饥饿期的比较中发现，5.25%次氯

酸钠对饥饿期粪肠球菌生物膜作用10 min的杀菌效果最佳，

但并不能完全杀死生物膜内的细菌，表现出对次氯酸钠溶液

的耐受性，这可能是由于饥饿期粪肠球菌生物膜在营养缺乏

的环境中生存，处于极低的代谢状态，细菌生长速度较其他

两个时期更为缓慢，类似于静止细菌，从而降低了饥饿期粪

肠球菌生物膜对抗菌剂的敏感性。从共聚焦图片中可以看

到，实验中粪肠球菌生物膜在抗菌剂作用后未能将生物膜中

的细菌全部杀死，生物膜中细菌密度迅速减小，生物膜变得

很薄，对整体结构造成了严重破坏，用药后饥饿期粪肠球菌

生物膜细菌密度比其他两个时期要高。这一结果与之前学者

利用菌落计数法所测结果相同，饥饿期粪肠球菌生物膜药物

敏感性低，对次氯酸钠表现出了极强的耐药性
[24]
。 

Vianna等
[15]
研究证实0.5%、1.0%、2.5%、4.0%及

5.25%的次氯酸钠对粪肠球菌都有效，但是达到相同抑菌

效果所需的时间不同。有学者观察分别用0.5%、1%、2.5%、

5.25%浓度的次氯酸钠消毒液对牙胶尖浸泡消毒，进行细

菌培养，检验消毒效果发现，5.25%浓度浸泡1 min细菌培

养均呈阴性，其他浓度下均要10 min，再次提示次氯酸钠

的抗菌性与其浓度密切相关。目前临床中次氯酸钠的常用

浓度为0.5%-5.25%，因此在临床根管消毒中，针对饥饿期

粪肠球菌生物膜，在做好防护工作条件下，应该增大药物

浓度，以达到良好费消毒作用。相信随着对根管内粪肠球

菌感染机制和耐药性的深入探索，可使粪肠球菌感染得到

良好控制，从根本上解决问题，提高根管治疗成功率。 
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