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叉头样转录因子 3 在粪肠球菌感染模型大鼠难治性根尖周炎病变中的表达

文题释义：

难治性根尖周炎：慢性根尖周炎持续发展，表现为复发性的根尖周脓肿并导致严重的牙槽骨破坏，临床上对其的常规治疗为根管治疗，但

经过反复数次治疗仍然迁延不愈的被称为难治性根尖周炎。

叉头样转录因子3(forkhead box protein 3，Foxp3)：调节性T细胞(Treg)在机体自身免疫调节中充当着关键角色，其标志性分子之一是核转录

因子Foxp3，Foxp3是Foxp家族中一位重要成员，可以直接通过调节各种各样特殊基因来影响调节性T细胞的活性。该基因缺失可以引起不

同程度的免疫性疾病。

摘要

背景：粪肠球菌作为优势菌的难治性根尖周炎是一种经过反复多次的根管治疗之后仍然伴随着持续性炎症和骨吸收的疾病。多种实验表

明，叉头样转录因子3(forkhead box protein 3，Foxp3)通过影响机体自身免疫反应参与各种炎症疾病。

目的：观察Foxp3在粪肠球菌感染的大鼠难治性根尖周炎病变中的表达情况。

方法：6周龄SD大鼠32只，随机各挑选16只分成未封菌组和封菌组。将32只大鼠在无痛条件下行双侧下颌第1磨牙中央窝开髓，未封菌组

放入PBS小棉球，封菌组放入粪肠球菌混悬液小棉球，随后在双侧内髓腔放置流动树脂后光固化。常规水食室温饲养，于1，2，3，4周两

组各随机选取4只大鼠取下颌骨组织；并以0周大鼠未做开髓处理为空白对照组。用苏木精-伊红染色观察大鼠根尖周部位的炎症组织病理

变化；RT-PCR和免疫组织化学检测根尖周组织Foxp3的表达变化。

结果与结论：①苏木精-伊红染色显示：未封菌组、封菌组大鼠根尖周炎的动物模型均建立成功，根尖周围组织区域均可见到明显的炎

性细胞的浸润；②RT-PCR结果显示：Foxp3在未封菌组根尖周组织区域的mRNA表达水平呈现1-4周逐步递增；封菌组根尖区组织Foxp3的
mRNA表达水平在3周达到高峰后下降，在2，4周与未封菌组比较，差异有显著性意义(P < 0.05)；③免疫组织化学结果显示：未封菌组中

Foxp3的阳性细胞表达量随着时间递增，封菌组在第3周表达高峰后第4周下降，与RT-PCR的结果一致(P < 0.05)；④结论：Foxp3参与慢性根

尖周炎和难治性根尖周炎的进展过程；在炎症慢性期，Foxp3在难治性根尖周炎中表达明显降低，提示其可能与粪肠球菌有一定的关系。

关键词：慢性根尖周炎；难治性根尖周炎；粪肠球菌；FOXP3 ；大鼠

缩略语：叉头样转录因子3：forkhead box protein 3，Foxp3；调节性T细胞：regulatory T cell，Treg
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Abstract
BACKGROUND: Refractory periapical periodontitis, with Enterococcus faecalis as a dominant bacterium, is a disease that continues with persistent inflammation 
and bone resorption after repeated and multiple root canal treatments. Multiple experiments have shown that forkhead box protein 3 (Foxp3) is involved in 
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0   引言   Introduction
慢性根尖周炎是一种慢性炎症性疾病，是发生在牙齿根

尖组织并由混合细菌感染所导致。临床上根管治疗是慢性根

尖周炎的最佳治疗方法，然而这种治疗可能会失败。这可能

是粪肠球菌作为优势菌群造成的，这类疾病被称为难治性根

尖周炎
[1]
。研究表明，粪肠球菌是迁延不愈的难治性根尖周

炎的优势菌群
[2-3]

。

叉头样转录因子 3(forkhead box protein 3，Foxp3) 是 Foxp

大家族中十分重要的一员，参与调节性 T 细胞 (regulatory T cell，
Treg) 的活性调节。研究发现，在细胞核中特异性表达 Foxp3

的天然 Treg 存在于正常个体中，并积极参与抑制针对自身、

微生物和环境抗原的异常或过度的免疫反应，在感染性疾病

中，像疟疾、血吸虫病、RSV 感染、肝炎、艾滋病、新型冠

状肺炎，以及非感染性疾病中的 IPEX、克罗恩肠病、帕金森

等，特异性表达 Foxp3 的天然 Treg 与机体病情发展息息相关，

Tregs 有显著的适应环境的能力，不仅通过控制炎症，还通

过更特殊的机制，如生长因子的产生，促进组织稳态
 [4-6]

。最

近的研究结果揭示了对 Treg 及其微环境的认识，以及炎症过

程中稳态的潜在动力学
[7]
。根管治疗失败所导致的难治性根

尖周炎与细菌及其毒性产物的持久性有关，它们会改变宿主

的防御系统，例如，YOSHIDA 等
[8]
报道，超声处理的粪肠球

菌提取物可以抑制或刺激牙髓干细胞中的 Tregs 增殖。

研究表明，FOXP3+
调节性 T 细胞 (FOXP3+Treg) 参与慢性

牙周炎的致病过程，其介导的免疫炎症反应减弱，会促进疾

病的发生发展
[9-10]

。Foxp3 在动物实验性根尖周炎中的表达

随着时间的发展而上升，以及在慢性根尖周炎中的高表达，

推测其在慢性根尖周炎中介导免疫反应增强
[11]
，可能是因为

Foxp3 和 Th17( 辅助性 T 细胞 17) 的失衡所致
[12]
。虽然 Foxp3

在慢性根尖周炎等慢性炎症中有过相关研究，但其在难治性

根尖周炎中的研究较少。目前，国内外很多学者都致力于研

究免疫疗法在根尖周病治疗中的应用以及细胞因子在根尖周

病发生发展中的作用。因此该研究通过粪肠球菌建立大鼠难

various inflammatory diseases by influencing the body’s autoimmune response.
OBJECTIVE: To observe the expression of Foxp3 in refractory periapical periodontitis in Enterococcus faecalis-infected rats.
METHODS: Thirty-three Sprague-Dawley rats at the age of 6 weeks were selected as experimental objects, 32 of which were randomly selected and divided into 
control and experimental groups. These 32 rats were submitted to open pulp in the central fossa of bilateral mandibular first molars under painless conditions. 
PBS pellets and Enterococcus faecalis suspension pellets were placed into the pulp in the control and experimental groups, respectively, followed by light curing 
after placing flowing resin in the bilateral inner medullary cavities. At 1, 2, 3, 4 weeks after regular water and food feeding in room temperature, four rats from 
each group were randomly selected for euthanasia. Rats aged 0 week without dental pulp opening were used as blank controls. Hematoxylin-eosin staining was 
to observe the inflammatory histopathological changes in the experimental periapical sites of rats. RT-PCR and immunohistochemical detection were used to 
detect the expression of Foxp3 in the periapical tissue. 
RESULTS AND CONCLUSION: Hematoxylin-eosin staining results showed that: the animal models of periapical periodontitis were successfully established in 
the control and experimental groups and obvious inflammatory cell infiltration was seen in the periapical tissue. The results of RT-PCR showed that the mRNA 
expression level of Foxp3 in the periapical tissue in the control group rose in a stepwise manner from 1 to 4 weeks, while the mRNA expression level of Foxp3 in 
the periapical tissue in the experimental group decreased after peaking at 3 weeks (P < 0.05). Immunohistochemical results showed that the Foxp3-positive cell 
expression in the control group increased with time, while that in the experimental group decreased at the 4th week after the expression peaked at the 3rd week, 
which was consistent with the results of RT-PCR (P < 0.05). To conclude, Foxp3 is involved in the progression of chronic and refractory periapical periodontitis. 
In the chronic phase of inflammation, the expression of Foxp3 is significantly decreased in refractory periapical periodontitis, suggesting that it may have some 
relationship with Enterococcus faecalis. 
Key words: chronic periapical periodontitis; refractory periapical periodontitis; Enterococcus faecalis; FOXP3; rat
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治性根尖周炎，以 Foxp3 作为检测因子，研究其在根尖周疾

病中的作用，探讨Fopx3与粪肠球菌、难治性根尖周炎的关系。

应用组织学以及荧光定量 PCR(RT-PCR) 技术，对难治性根尖

周炎中 Foxp3 的变化趋势进行了简单的观察并分析 Fopx3 在

难治性根尖周炎病中可能的相关因素，为日后进一步探讨其

具体作用机制以及为难治性根尖周炎的临床治疗提供医学基

础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，进行 One-way ANOVA 和多重

比较 LSD-t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2020-2021 年在山东省口腔组织再

生重点实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   32 只 6 周龄雄性 SD 大鼠，SPF 级，体质量

200 g 左右，健康状况可，购买于济南朋悦实验动物繁育有

限公司，许可证号：SCXK( 鲁 )20190003。于山东省口腔重点

实验室动物实验中心常规水食饲养。实验方案经济南市口腔

医学院动物实验伦理委员会批准。

1.3.2   主要实验仪器   便携式电动牙科手机 ( 啄木鸟 

HL11-M4，中国 )；电热恒温培养箱 ( 天津市中环实验电炉有

限公司 HH.B11-420，中国 )；石蜡切片机 (LEICA 2235，德国 )；

光学显微照相系统 (OLYMPUS BX-51，日本 )；Real Time PCR

仪 (LIGHTCYCLER96，瑞士 )；石蜡包埋机 (SLEE MPS-P，德国 )；

烘片仪 ( 孝感市诺普电子科技有限责任公司 NP-P2，中国 )。
1.3.3   主要实验试剂   粪肠球菌 [ 微生物菌种保存中心

(ATCC29212)，中国 ]；DAB 显色试剂盒 ( 中杉金桥，中国 )；

苏木精 -伊红 (HE) 染色试剂盒 (Solarbio，中国 )；Foxp3 多克

隆抗体 ( 博奥森 bs-10211R，中国 )；小鼠 / 兔链霉卵白素 -生

物素法检测系统 ( 中杉金桥 SP-9000，中国 )； PrimeScriptTMRT  

reagent Kit with gDNA Eraser(TaKaRa No.RR047A，日本 )；TB 

GreenTM Premix Ex TaqTM Ⅱ (TaKaRa No.RR820A，日本 )；柱式
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Trizol 总 RNA 抽提试剂盒 ( 生工生物 UNIQ-10，中国 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   建立实验动物模型   选取 6 周龄左右的 SD 大鼠，随机

各选 16 只为未封菌组和封菌组。建立实验模型：未封菌组

大鼠两侧下颌第 1 磨牙开髓后用根管锉探查根管，确保开髓

成功，髓腔中封入含有 PBS 无菌缓冲液的棉球；封菌组大鼠

相同方法开髓后封入含有粪肠球菌悬液 (1.0×108 CFU/mL) 的

棉球。两组的冠方封闭均用流动树脂充填，光固化灯光照固

化。水食室温条件喂养，时间截点选择 1，2，3，4 周，收

集大鼠下颌骨组织，空白对照组不予开髓处理，设成 0 周组。 

苏木精复染，温水返蓝后梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性

树胶封固，显微镜计数。镜下显示成黄褐色或者棕褐色颗粒

的记为阳性细胞个数。低倍镜下寻找到实验牙位的根尖周病

变区域，每个根尖周围随机选取 5 个高倍镜 (400x) 下该区域

内非连续视野进行拍照，对阳性细胞计数后取均值，每组实

验重复 3 次。

1.4.5   RT-PCR 检测根尖周部位 Foxp3 的表达   大鼠处死后在

冰上立即取下下颌第 1 磨牙根尖组织样本，用 TRIZOL 法提

取动物组织 RNA，根据 RNA 浓度进行稀释，-80 ℃储存备用，

进行反转录成 cDNA 保存在 -20 ℃。取材流程可见图 1。

由苏州金唯智生物科技有限公司设计并合成引物。

Foxp3 上游引物序列：CCT GCC ACC TGG GAT CAA TG，下游

引物序列：CGT GGG AAG GTG CAG AGT AG；选取 GAPDH 为

设定内参，其上游引物序列：TCT CTG CTC CTC CCT GTT CT，

下游引物序列：ATC CGT TCA CAC CGA CCT TC。反应条件为： 

95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s；循环 40 次。每个样本设 3

个复孔，20 μL 反应体系，通过熔融曲线分析确定引物的特

异性。采用 2-ΔΔCt
方法计算样本 mRNA 的相对变化量，每组

实验重复 3 次。

1.5   主要观察指标   ①大鼠根尖周组织病损区 Foxp3 阳性细

胞的表达量；②大鼠根尖周组织病损区 Foxp3 的 mRNA 表达

情况。

1.6   统计学分析   结果中相关数据全部用 x-±s 表示，通过

Graphpad Prism 8.0 软件进行分析，同时运用 One-way ANOVA

法和多重比较 LSD-t 检验，比较两组之间 Foxp3 的表达情况。

P < 0.05 为差异有显著性意义。该文统计学方法已经滨州医

学院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   32 只大鼠分为 2 组，全部纳入统计

分析。

2.2   苏木精 - 伊红染色结果   大鼠 0 周时正常根尖周范围未

见明显炎症。未封菌组和封菌组开髓术后 1 周，可见少量以

中性粒细胞为主的炎性细胞浸润，并且炎性浸润范围比较小，

未见明显骨破坏区域；术后 2 周，牙槽骨吸收明显，并且炎

症浸润带扩大，出现了淋巴细胞、巨噬细胞；术后 3 周，炎

症进入慢性期，虽然牙槽骨吸收加剧，炎症反应继续加重，

同时也伴有毛细血管与成纤维细胞增生的机体修复状态；术

后 4 周，炎性细胞可见明显减少，且局限在根尖部位，可见

散在淋巴细胞、巨噬细胞等炎症细胞浸润，表现慢性浸润状

态，牙槽骨破坏最严重。苏木精 - 伊红染色结果显示，封菌

组和未封菌组均成功构建根尖周炎，见图 2。
2.3   免疫组织化学染色结果    通过免疫组织化学染色检测

Foxp3 在大鼠根尖周的表达，其主要定位于淋巴细胞，表达

在淋巴细胞核内，阳性细胞的染色呈黄褐色和深褐色，低倍

镜下寻找到实验牙位的根尖周病变区域，随后对阳性细胞计

数后取均值，观察 Foxp3 的表达变化，见图 3。

组织工程实验动物造模中的相关问题

造模目的 观察大鼠难治性根尖周炎中 Foxp3 的表达

借鉴已有标准动物

实验造模

参考文献 [13] 建立大鼠下颌第 1 磨牙难治性根尖周炎模型

动物来源及品系 SPF 级 SD 大鼠购于济南朋悦实验动物繁育有限公司

造模技术描述 全麻后在大鼠双侧下颌第 1 磨牙中央窝开髓，未封菌组封

PBS 小棉球，封菌组封粪肠球菌 PBS 混悬液小棉球，分别于 1，

2，3，4 周取材

动物数量及分组方

法

32 只 SD 大鼠，随机分成未封菌组、封菌组，并以 0 周未开

髓处理为空白对照组

造模成功评价指标 通过苏木精 -伊红染色观察根尖周部位的组织学变化

造模后实验观察指

标

①根尖病损区域 Foxp3 阳性细胞的表达量；②根尖周组织

Foxp3 mRNA 的表达

造模后动物处理 大鼠在全麻下处死，分离下颌骨，待检测

伦理委员会批准 实验方案经过济南市口腔医院动物实验伦理委员会批准

1.4.2   制备标本及石蜡切片   3% 戊巴比妥钠按 0.01 mL/g 进

行腹腔注射麻醉，40 g/L 多聚甲醛进行组织内固定，见大鼠

四肢呈僵直状态剥离大鼠双侧下颌骨，放入甲醛固定 24-48 h。
10%EDTA(pH 值 7.2-7.4) 中磁力计搅拌器上室温脱钙 2 个月，

梯度乙醇脱水后透明浸蜡，制作石蜡包块，3 个月内进行石

蜡切片，厚度 5 μm，4 ℃保存。

1.4.3   苏木精 - 伊红染色观察根尖周组织学变化   常温下石

蜡切片脱蜡复水；苏木精染色 1 min，自来水浸泡 3 min；伊

红复染 3 min，自来水浸泡；梯度乙醇脱水；二甲苯透明；

中性树胶封固；于通风橱晾干后显微镜下拍照，观察根尖周

组织的变化，判断模型是否建立成功。

1.4.4   免疫组织化学 (IHC) 染色观察根尖部位 Foxp3 的表达 

石蜡切片烤片后脱蜡复水，室温下 PBS 清洗 3 次，5 min/ 次；

0.1% 胰酶进行抗原修复，37 ℃，15 min；室温下 PBS 清洗 3

次，5 min/ 次；体积分数 3%H2O2 孵育，37℃，20 min；室

温下 PBS 清洗 3 次，5 min/ 次；山羊血清封闭液封闭，37 ℃， 

30 min；滴加 Foxp3 抗体 (1 ∶ 150) 孵育过夜，4 ℃；次日

取出后室温下 PBS 清洗 3 次，5 min/ 次；滴加生物素标记抗

小鼠 / 兔 IgG 聚合物孵育，37℃，30 min；室温下 PBS 清洗

3 次，5 min/ 次；滴加辣根酶标记链卵白素工作液，37 ℃， 

20 min；室温下 PBS 清洗 3 次，5 min/ 次；镜下控制 DAB 显色，
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0 周组大鼠根尖周几乎无 Foxp3 的表达；未封菌组大鼠

Foxp3 在 1，2 周表达量较低，3 周开始上升，4 周达到高峰；

封菌组大鼠 Foxp3 在 1，2 周表达较低，3 周时到达高峰，4

周时降低，低于未封菌组；1，2，4 周大鼠 Foxp3 表达两组

间比较差异均有显著性意义 (P < 0.05)；3 周时 Foxp3 表达两

组差异之间差异无显著性意义 (P > 0.05)，见图 4。
2.4   RT-PCR 结果   通过 RT-PCR 检测 Foxp3 在大鼠根尖周组织

部位 mRNA 表达情况。未封菌组和封菌组根尖周组织区域中

的 Foxp3 均较 0 周时高 (P < 0.05)；未封菌组大鼠 1，2，3 周

图注：图 A 为空白对照组，B1-E1 为未封菌组；B2-E2 为封菌组。结

果显示：0 周时根尖周膜宽度正常，未见明显炎症细胞；未封菌组和封

菌组 1 周时根尖周组织区域炎症范围散在分布，2，3 周时炎性范围进

一步扩大，炎症进入进展期，4 周时炎性细胞可见明显减少，且局限在

根尖部位，可见散在淋巴细胞、巨噬细胞等炎症细胞浸润，表现慢性浸

润状态，牙槽骨破坏最严重

图 2 ｜大鼠根尖周组织苏木精 -伊红染色图片 ( 标尺 =200 μm)
Figure 2 ｜ Hematoxylin-eosin staining of rat periapical tissues in control 
and experimental groups (scale bar=200 μm) 

图注：图 A 为空白对照组，B1-E1 为未封菌组；B2-E2 为封菌组。结

果显示：未封菌组中 Foxp3 在 4 周时表达量最多；在封菌组中 Foxp3 在

3 周时表达量最多

图 3 ｜大鼠根尖周组织免疫组化染色观察 Foxp3 的表达 ( 标尺 = 
20 μm)
Figure 3 ｜ Immunohistochemical detection of the expression of Foxp3 in 
the rat periapical tissue (scale bar=20 μm)

图注：与未封菌组比较，
aP < 0.05

图 4 ｜未封菌组和封菌组大鼠 Foxp3 的免疫组织化学染色的统计学分析

Figure 4 ｜ Statistical analysis results of immunohistochemical staining of 
Foxp3 in control and experimental groups

图注：与未封菌组比较，
aP < 0.05

图 5 ｜未封菌组和封菌组大鼠 Foxp3 mRNA 相对表达量的统计学分析

Figure 5 ｜ Statistical analysis results of the relative Foxp3 mRNA 
expression in control and experimental groups 
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图 1 ｜实验大鼠取材流程

Figure 1 ｜ Preparation of raw materials from rats

麻醉后处死，
分离下颌骨

拔下第 1 磨牙，刮
匙挖出根尖部肉芽
组织

脱钙制成石蜡切片

组织提取 RNA，转
录后进行 RT-PCR

苏木精 -伊红染色

免疫组化染色

时轻微增高，4周时达到峰值；封菌组大鼠1，2，3周逐步增高，

且均比未封菌组高，3 周到达峰值后开始降低，2 周封菌组

大鼠 Foxp3 mRNA 表达显著高于未封菌组，差异均有显著性

意义 (P < 0.05)，见图 5。

3   讨论   Discussion
根尖周疾病的临床治疗主要目的是清除引起根管感染的

细菌。然而，在某些情况下，根管治疗并不能完全将感染彻

底清除，在 X 射线片上的根尖周围组织仍表现为持续性低密

度影像。粪肠球菌是在根管治疗仍未痊愈的根管内最常检测

出的细菌，在难治性根尖周炎病例中的检出率为 22%-77%，

因此被认为是难治性根尖周炎的主要致病菌
[3，14-15]

。粪肠球

菌极其容易获得耐药性，因为它可以在根管冲洗和药物的苛

刻条件下生存，所以根管治疗并不能解决其根本问题。粪肠

球菌通过黏附于宿主细胞表面释放毒性，不仅有脂磷壁酸

(LTA) 具有代表性的毒力因子，也包括聚集物质、表面黏附素

和透明质酸酶等通过作用宿主炎性免疫应答的多个元件，从

而不断入侵宿主的免疫防御，影响根尖周区的病变愈合
[16-18]

。 

在根尖周微环境中，有很多组织破坏与重建过程中的主要调

节剂如转化生长因子、肿瘤坏死因子、白细胞介素等是影响

炎症免疫反应的重要因素
[19-20]

。

在根尖周炎中公认的很重要的是 Th1 和 Th2 样细胞因子

的发病机制
[21]
，然而最近研究发现根尖周病变发病机制中免

疫调节机制和效应T细胞反应之间的相互作用是至关重要的，

CD4+ Foxp3+Treg 和辅助性 T 细胞 (Th17) 的失调模式改变了以

往大家固有的 Th1/Th2 模式的思路。Treg/Th17 解释了越来

越多疾病的免疫及炎症过程，包括牙周病和其他涉及进行性
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骨吸收的疾病
[22]
。

Foxp3 是一个独特和精确的标记物，其决定着 Treg 细胞

分化和功能，即 Foxp3 是公认的 Treg 标志性基因，因此可以

作为这种细胞类型的一个关键性转录调控蛋白
[23]
。Foxp3 基

因在小鼠身上被证明了其缺失会导致全身各种免疫炎症反应

甚至导致死亡
[24]
。Foxp3 分泌的白细胞介素 10、转化生长因

子 β 能抑制效应 T 细胞的增殖分化，发挥免疫抑制、诱导免

疫耐受和抗炎效应，同时大量的转化生长因子 β 也可以激活

原始 T 细胞中释放 Foxp3，继续产生抗炎反应
[25]
。Th17 依赖

维甲酸相关孤核受体 γt  (retinoic acid-related orphan receptor γt，
RORγt) 分化后可以聚集中性粒细胞和巨噬细胞，促进炎症发

展，而 RORγt 是由白细胞介素 6 和白细胞介素 23 通过激活

信号转导子和转录激活子 (STAT3) 诱导的
[26]
，然而，白细胞

介素 6 的存在却抑制了 Foxp3 的表达
[27]
，同时白细胞介素 6

竞争结合转化生长因子 β，诱导 RORγt 并导致 Th17 分化。所

以说 Foxp3+Treg 和 Th17 的失衡会导致多种炎症性疾病。

近几年，Foxp3 在慢性牙周炎中的研究成为热点，所以

此次实验研究 Foxp3 在慢性根尖周炎以及难治性根尖周炎病

程变化中不同时间截点中的表达量变化，利用苏木精 - 伊红

染色、免疫组织化学染色、RT-PCR 方法对成功建立的大鼠实

验性根尖周炎以及口腔内粪肠球菌感染的模型中做了表达检

测，对 Foxp3 在难治性根尖周炎发展中的作用以及其可能性

进行了初步的探讨。此次实验发现，Foxp3 的表达在实验性

根尖周炎以及难治性根尖周炎的动物模型中，会随着病情发

展变化呈现出一定的规律性表现：1 周，根尖区均可见免疫

炎症反应，是少量中性粒细胞浸润的轻度炎症表现；2 周，

根尖区中性粒细胞以及淋巴细胞等大量炎性细胞较大范围浸

润，同时开始伴随着轻微骨破坏，炎症开始进入急性期；3

周，两组根尖周围病变均开始慢慢发展为慢性炎症阶段，可

见病损周围的纤维结缔组织增生与骨吸收的机体修复与破坏

方式并行；4 周，可见根尖周围破坏严重，明显形成了炎症

灶，炎症范围慢慢局限在了根尖周区域，淋巴细胞、中性粒

等炎症细胞散在浸润。与此同时，发现大鼠根尖病损区域的

Foxp3 阳性表达水平在未封菌组中 4 周到达峰值，但是在封

菌组中 3 周达到峰值，然后开始降低，4 周时明显低于未封

菌组；RT-PCR 检测 Foxp3 在两种根尖周病损组织中表达情况

与免疫组织化学检测结果基本相似；同时，未封菌组呈上升

趋势，4 周达到高峰，而封菌组呈倒“V”型，3 周到达高峰

后降低，各组之间比较差异均有显著性意义 (P < 0.05)。对于

封菌组 3 周组可能由于 RNA 反转录以及翻译成蛋白质时有一

些情况，干扰了 Foxp3 在基因和蛋白水平上表达的一致性。

封菌组前 3 周相较未封菌组增长快速，范围更大的原因可能

是粪肠球菌作为一个炎性毒力因子在刺激中性粒细胞淋巴细

胞巨噬细胞等免疫炎症细胞从骨髓间释放出来，更快激活了

机体的细胞及体液免疫机制。而在 4 周时两实验组同时进入

了慢性炎症期。

此次实验中发现术后 3 周，炎症开始进入慢性阶段，

大量淋巴细胞在此聚集，淋巴细胞是机体免疫应答功能的重

要细胞组成，对抗外界感染，是一种具有免疫识别功能的细

胞系，Foxp3+Treg 是其中重要的一个分类。但奇怪的是同样

处于慢性期炎症，封菌组的 Foxp3 的表达量明显低于未封菌

组，这值得去思考是否因为 Foxp3 与粪肠球菌所导致的慢性

炎症有某些特异性相关因素。研究发现，Foxp3+Treg 细胞在

细菌、真菌、病毒等感染中具有保护宿主的作用。有证据证

明，在沙门氏菌感染期间，Treg 抑制能力的动态调节与炎症

细胞因子和纯化的 Toll 样受体配体在体外刺激后控制 Treg 抑

制的能力一致
[28]
。Toll 样受体 2 是最早被发现的 Toll 样受体

之一，位于细胞表面，可识别多种病原相关分子模式，是革

兰阳性菌的主要识别受体。同样为革兰菌的粪肠球菌也通过

Toll 样受体和其他模式识别受体，刺激免疫细胞对 Treg 的刺

激，对其产生巨大的抑制作用
[29-30]

。假设在持续感染期间，

单个、多个或累积 Toll 样受体配体表达的变化控制着介导抑

制的 Treg 相关分子的相对表达，沙门氏菌在这种持续感染的

进展中的特异性配体及其相应的宿主受体指示减少这些 Treg

抑制
[31-32]

。已知粪肠球菌可以激活 Toll 样受体
[5，33-34]

，从而

猜测其在体内通过抑制 Foxp3+Treg，继而影响了 Treg 和 Th17

之间的平衡，使得机体对抗细菌感染的能力减弱。所以此次

实验中借鉴已有成熟实验，通过髓腔内封含有粪肠球菌混悬

液的体内模型
[13，35]

，观察发现在慢性期的难治性根尖周炎

模型中，Foxp3 的表达量明显低于普通根尖周炎模型的慢性

期，进而推测因为粪肠球菌的毒力因子脂磷壁酸的刺激下，

导致炎症细胞因子 Toll 样受体激活，抑制 Foxp3+Treg 的细胞

增殖，导致了 Foxp3+Treg 和 Th17 的失衡，影响 T 细胞发挥

自身免疫抗炎，使得根尖周的一种持续性骨破坏以及根尖周

的生物膜难以轻易消除，从而成为了难治性根尖周炎。但是，

该实验仍存在一定的局限性，并未具体研究难治性根尖周炎

中 Foxp3 和 Th17 的关系，因此对于 Foxp3 在难治性根尖周

炎中的调节剂机制仍尚不明确，今后课题组将继续研究粪肠

球菌抑制 Foxp3 的机制，为难治性根尖周炎的临床治疗提供

新思路。

通过该实验得出 Foxp3 不仅同时参与了慢性根尖周炎和

难治性根尖周炎的致病过程。同时在难治性根尖周炎的慢性

期，Foxp3 与难治性根尖周炎的优势菌——粪肠球菌密切相

关。综合以往关于 Foxp3 的免疫炎症相关的复杂相关研究考

虑，需要进一步认识到该转录因子的多种生物学功能，认清

其在难治性根尖周炎中作用机制，以促进全新或更有效的治

疗策略发展。
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