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【摘要】  目的　 利用季铵盐甲基丙烯酸十二烷基二甲铵（dimethylaminododecyl methacrylate, DMADDM）对不具备

抗菌性能的生物陶瓷类根管封闭剂iRoot SP进行改性，制备新型封闭剂。方法　 通过细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-
8, CCK-8）评估改性根管封闭剂的细胞毒性，根据国际标准化组织（International Organization for Standardization, ISO）的方

法测试封闭剂的溶解度和流动性。分别利用显微计算机断层扫描（micro-CT）及共聚焦激光扫描显微镜（confocal laser
scanning microscope, CLSM）评估封闭性及渗透性。通过菌落形成单位（colony-forming unit, CFU）计数、结晶紫染色、扫

描电镜（scanning electron microscope, SEM）及活死染色评估封闭剂对粪肠球菌生物膜的抗菌性。结果　 DMADDM质量

分数为0.625% 时，改性封闭剂显示出良好的生物相容性（P>0.012 5）。经质量分数0.625%的DMADDM改性封闭剂的流动

性（>17 mm）及溶解度（<3%）均符合ISO标准，且与iRoot SP相比差异无统计学意义（P>0.05）。DMADDM改性对封闭剂在

牙根不同位置的封闭性及渗透性均无影响（P>0.05）。抗菌实验显示，未老化时改性封闭剂降低了粪肠球菌生物膜的

CFU计数（0.518±0.333 vs. 8.156±0.011，P<0.001）及生物膜量（均值差为86.94%，95%可信区间：74.82%～99.07%，P<0.000 1），
但老化1周（7.327±0.068 vs. 7.422±0.035）或老化4周（7.479±0.065 vs. 7.581±0.071）后改性封闭剂的CFU计数与iRoot SP组无明

显差异（P>0.05）。同时，活死染色及SEM显示改性封闭剂可以抑制粪肠球菌的生物膜形成。结论　 质量分数为0.625% 的
DMADDM改性后的iRoot SP表现出良好的生物相容性、封闭性和渗透性，显著改善了封闭剂抗粪肠球菌生物膜的能力，为

生物陶瓷类根管封闭剂的抗菌改性提供了思路。
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[Abstract]   Objective　 To modify the non-antibacterial bioceramic root canal sealant iRoot SP with the quaternary
ammonium salt dimethylaminododecyl methacrylate (DMADDM) and to develop a new type of sealant. Methods　 The
cytotoxicity  of  the  modified  root  canal  sealant  was  evaluated  using  the  cell  counting  kit-8  (CCK-8).  The  solubility  and
flowability  of  the  sealant  were  tested  according  to  International  Organization  for  Standardization  (ISO)  methods.  The
sealing  ability  and  penetrability  of  the  sealant  were  assessed  by  micro-computed  tomography  (micro-CT)  and  confocal
laser  scanning  microscope  (CLSM).  The  antibacterial  activity  of  the  sealant  against Enterococcus  faecalis biofilm  was
evaluated  by  colony-forming  unit  (CFU)  counting,  crystal  violet  staining,  scanning  electron  microscope  (SEM),  and
live/dead staining. Results　 When the DMADDM mass fraction was 0.625%,  the modified sealant demonstrated good
biocompatibility  (P > 0.012 5).  The  flowability  (>  17  mm)  and  solubility  (<  3%)  of  the  sealant  modified  with  0.625%
DMADDM met ISO standards and showed no significant difference compared with iRoot SP. DMADDM modification
did  not  affect  the  sealing  ability  or  penetrability  of  the  sealant  at  different  positions  of  the  tooth  root  (P >  0.05).
Antibacterial experiments showed that the modified sealant reduced the CFU count (0.518 ± 0.333 vs. 8.156 ± 0.011, P <
0.001) and the amount of biofilm (mean difference of 86.94%,  95% confidence interval:  74.82%-99.07%, P < 0.000 1) of
Enterococcus  faecalis biofilm at  the  unaged stage.  However,  after  1  week of  aging (7.327 ± 0.068 vs.  7.422 ± 0.035)  or  4
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weeks of aging (7.479 ± 0.065 vs. 7.581 ± 0.071), the CFU count of the modified sealant showed no significant difference
from the iRoot SP group (P > 0.05). Live/dead staining and SEM also showed that the modified sealant could inhibit the
formation  of Enterococcus  faecalis biofilm. Conclusion　 iRoot  SP  modified  with  0.625% DMADDM  exhibited  good
biocompatibility, sealing ability, and penetrability, and significantly improved resistance to Enterococcus faecalis biofilm,
providing a new approach for the antibacterial modification of bioceramic root canal sealants.
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牙髓根尖周疾病（如牙髓炎和根尖周炎）是最常见的

口腔感染性疾病之一，主要由细菌入侵牙髓及根尖周围

组织所引起[1]。若未得到及时治疗，这些感染可能进展为

慢性炎症、根尖脓肿，甚至引发全身性并发症[2]。根管治

疗是标准的治疗方法，其目的在于通过有效的根管清理、

成形和充填，消除根管内的病原体并防止再次感染[3]。成

功的根管治疗在很大程度上依赖于对根管系统的彻底消

毒以及对细菌再次入侵的有效阻断[4]。

根管封闭剂在实现根管系统严密封闭方面发挥着关键

作用，它能够填充根管核心充填材料与牙本质壁之间的间

隙[5]。在为此目的开发的众多封闭剂中，生物陶瓷类封闭

剂（如iRoot SP，Innovative Bioceramix，加拿大）因其优异

的封闭性、良好的生物相容性、化学稳定性以及在凝固

过程中形成羟基磷灰石的能力而受到广泛关注[6-7]。尽管

具有这些优势，传统的iRoot SP并不具备内在的、长期的抗

菌特性，这在根管治疗中是一项重要的局限性，尤其是在

面对如粪肠球菌（Enterococcus faecalis, E. faecalis）等耐药

菌株所引起的残留或复发性感染威胁时[8-9]。研究表明，根

管治疗失败与根尖周炎复发在很大程度上与残留或再次

定植的细菌生物膜有关，尤其是器械与冲洗难以彻底清

除的侧支根管、峡部及牙本质小管等部位[10]。因此，理想

的根管封闭剂不仅应实现三维严密封闭，还应形成持久

的抗菌屏障，抑制细菌黏附与生物膜再建，从而提高长期

疗效。这一局限性促使研究者关注到如何在不损害材料

理化性能的前提下，通过改性赋予根管封闭剂抗菌功能。

季铵盐类化合物（quaternary ammonium salts），如甲

基丙烯酸十二烷基二甲铵（dimethylaminododecy l

methacrylate, DMADDM），被认为是为牙科材料赋予强

效接触杀菌活性的理想候选物[11]。DMADDM通过其带

正电荷的季铵基团破坏细菌细胞膜，从而展现广谱抗菌

作用，同时其长链烷基结构增强了脂溶性和穿膜能力[12]。

此外，研究表明，将DMADDM引入树脂基材料中能够在

不引起显著细胞毒性或损害机械性能的情况下，显著改

善材料的抗菌性能[13]。

迄今为止，关于将季铵盐类化合物用于生物陶瓷类

封闭剂改性的研究仍然有限。因此，本研究旨在探讨将

DMADDM用于改性iRoot SP时对其物理性能及抗菌性能

的影响。深入理解这种改性对材料性能的作用，为开发

兼具有效密封性与抗菌能力的新一代根管封闭剂提供

思路。

 1     材料与方法

 1.1    材料

本研究选择iRoot SP根管封闭剂（Innovative Bioceramix

Inc.，加拿大）作为基础材料。DMADDM的合成与验证

参考既往文献完成[14]。本研究经四川大学华西口腔医院

医学伦理委员会审查批准，批准号WCHSIRB-D-2023-032。

 1.2    生物相容性及物理性能

 1.2.1    生物相容性

将含有对应质量分数DMADDM的封闭剂置入圆柱

形硅胶模具（内径5 mm，高度2.5 mm）中，在37 ℃、相对

湿度100%的条件下静置7 d，确保样品完全固化后对样品

进行环氧乙烷灭菌。将每个样品分别浸泡于10 mL含体

积分数10% 胎牛血清、体积分数1%青霉素和链霉素的

DMEM（Gibco，美国）中于37 ℃、体积分数5%CO2培养箱

中静置24 h后，以0.22 μm滤器（Merck Millipore，美国）过

滤得到封闭剂浸提液。将小鼠L929细胞系以5×103/孔的

密度接种于96孔板中并在37 ℃、体积分数5%CO2培养箱

中培养24 h后，加入对应浸提液后再次培养24 h，通过细

胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8, CCK-8）（Dojindo，日

本）评估封闭剂的生物相容性。

 1.2.2    溶解度

根据ISO 6876/2012指南测试样品溶解度（S）[15]。制

备同1.2.1中所述的样品，待环氧乙烷灭菌后将所有样品

称重3次，记录平均值为初始质量W1。将每个样品分别

浸泡于10 mL 蒸馏水中静置14 d后，轻轻擦干表面水分并

将于干燥环境中静置14 d。干燥后称重3次，记录平均值

为最终质量W2。W1、W2单位均为克。溶解度计算公

式：S=（W1－W2）/W1×100%。

 1.2.3    流动性

根据ISO 6876/2012指南测试样品流动性[15]。在一块

水平的光滑的玻璃板中央放置（0.05±0.005） mL的封闭

剂，用另一块玻璃板覆盖封闭剂。通过添加重物使封闭

剂上方玻璃板与重物的总重量为（120±2） g，以确保所有
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封闭剂受力一致。10 min后去除封闭剂上方玻璃板和重

物，使用电子游标卡尺测量受压后封闭剂的直径。

 1.2.4    离体牙预备

收集离体人类单根牙齿10颗（无龋、根尖孔发育完

全、无根折、无牙根吸收）采用随机数字表法分为两组：

iRoot SP 组（质量分数0%DMADDM，n=5）与质量分数

0.625%DMADDM改性iRoot SP 组（n=5）。从距离牙根根

尖12 mm处切除牙冠，使用10号K锉疏通根管至其在根尖

孔处可见，记录长度，工作长度为该长度减去0.5 mm。使

用ProTaper Next（Dentsply Maillefer，瑞士）镍钛器械预备

根管至#40/06，预备期间使用质量分数1%NaClO冲洗。

纸尖干燥后，采用单尖法进行根管充填。封闭剂加入0.1%

质量分数罗丹明B（Solarbio，中国）以便CLSM分析。充填

完毕后树脂封闭冠部根管口，在37 ℃、100%相对湿度静

置7 d固化。所有预备及充填均由同一位实验人员进行。

  1 . 2 . 5      显微计算机断层扫描（m i c r o - c o m p u t e d

tomography, micro-CT）检测封闭性

通过micro-CT（SkyScan 1275, Bruker，比利时）在

65 kVp和80 μA下扫描样品。扫描分辨率为12 μm，旋转

步长为0.1°。使用CT-Analyser（CTAn）1.18.4.0软件

（Bruker microCT，比利时）重建并分析所得图像。将每个

样品分为根尖、中部、冠部三个部分，对空隙体积进行量

化，并计算空隙百分比，反映封闭性。

 1.2.6    共聚焦激光扫描显微镜（confocal laser scanning

microscope, CLSM）检测渗透性

通过DTQ-5低速精密切割机（蔚仪，中国）将完成预备

后的离体牙水平切片，获得根尖、中部、冠部的水平切片，

抛光机（Struers，丹麦）将样品切片抛光至（1.0±0.1） mm

厚度。使用激发波长为543 nm的CLSM（OLYMPUS，日

本）扫描每个样品。使用Digimizer 5.4.4软件（MedCalc

Software Ltd.，比利时）分析捕获的图像，测量可见封闭剂

渗透的根管壁长度，再将该长度除以根管壁周长以计算

渗透百分比。

 1.3    抗菌性

 1.3.1    样品制备

通过48孔板的板盖制备树脂片，在树脂片上均匀涂

布约35 mg的封闭剂，在37 ℃、100%相对湿度下静置7 d，

固化后环氧乙烷灭菌。将样品随机分为未老化、老化1

周和老化4周三组，按照分组进行老化处理后，分别浸泡

于1.7 mL含质量分数1%蔗糖的脑心浸液肉汤（brain heart

infusion broth, BHI）培养基（Difco，美国）中48 h制备浸提

液。为测试老化的影响，将灭菌后的样品于含质量分数

1%蔗糖的BHI培养基中浸泡1周或4周完成老化。

 1.3.2    生物膜构建

将粪肠球菌 ATCC 29212在厌氧条件（体积分数：90%

N2，5%CO2，5%H2）下于BHI 培养基中培养至对数生长期后，

用1.5 mL对应浸提液重悬粪肠球菌使浸提液内粪肠球菌

终浓度为1×106 CFU/mL，在24孔板中厌氧条件下培养72 h

以形成生物膜。为便于获取生物膜图像，在进行SEM及

活死染色实验时于24孔板中置入细胞爬片以形成生物

膜。在进行后续各项实验前，使用无菌PBS缓冲液轻柔冲

洗2次以洗去浮游菌。1 mL BHI培养基重悬孔内生物膜，

连续稀释后将悬液涂布于BHI琼脂平板，厌氧条件下培养

24 h后计数菌落形成单位（colony-forming unit, CFU）。

 1.3.3    结晶紫染色评估生物膜量

生物膜经99%质量分数甲醇固定后采用0.1%结晶紫

染色，95%体积分数乙醇解离结合染料。取200 μL混合液

至96孔板中，用Thermo Scientific Multiskan GO读数器

（Thermo Fisher Scientific Inc.，美国）在OD 595 nm处记录

吸光度读数，以评估生物膜量。

 1.3.4    扫描电镜（scanning electron microscope, SEM）

将爬片转移至新的24孔板中，并用2 mL 2.5%戊二醛

固定过夜。随后用乙醇溶液（体积分数50%、60%、70%、

80%、90%、95%）进行梯度脱水，干燥后喷金，用SEM

（FEI，美国）获取生物膜图像。

 1.3.5    活死染色

使用Syto9/PI活/死细菌双染试剂盒（懋康，中国）对

生物膜进行染色，并用配备60×油镜的CLSM（OLYMPUS，

日本）获取生物膜图像。

 1.4    统计学方法

x± s所有数据以 表示。统计分析采用SPSS软件版本

25.0 （SPSS Inc.，美国）进行。本研究以CFU计数作为主要

评价指标，采用Levene检验评估方差齐性，随后采用单因

素方差分析（one-way ANOVA）或Welch校正的单因素方

差分析统计组间的差异。其余指标中，多组比较采用

ANOVA结合Tukey事后检验进行，两组比较采用独立样

本t检验进行。涉及多重比较的部分采用Bonferroni法校

正以控制Ⅰ类错误风险。P<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    生物相容性、溶解度及流动性

CCK-8结果显示，DMADDM质量分数可影响细胞存

活率，总体差异有统计学意义（F=22.515，P<0.001）。经

Bonferroni 校正后，0.312 5%组（均值差=－2.36%，95%可

信区间：－21.99%～17.27%）和0.625%组（均值差=

－8.02%，95%可信区间：－24.88%～8.85%）与对照组的
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差异无统计学意义（P>0.012 5），提示当DMADDM质量分

数≤0.625% 时，改性封闭剂对小鼠成纤维细胞L929细胞

系的生物相容性良好。见图1。同时，质量分数0.625%

DMADDM并不影响 iRoot SP的溶解度及流动性（P>

0.05），且均符合ISO标准（溶解度<3% 或流动性>17 mm）。

 2.2    封闭性

充填后离体牙3D重建模型如图2所示。计算离体牙

内无封闭剂充填的区域体积与根管总体积的比例，结果

显示改性前后封闭剂充填后的空隙率在牙根的各个区

域的差异均无统计学意义（P> 0 . 0 5），表明质量分数
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图 1  DMADDM对iRoot SP生物相容性、溶解度及流动性的影响

Fig 1  The effects of DMADDM on the biocompatibility, solubility, and flowability of iRoot SP

Dash line: criteria for evaluating material-related biocompatibility. ** P < 0.000 5; n = 3 per group.
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图 2  3D重建模型显示DMADDM对iRoot SP封闭性的影响

Fig 2  The 3D reconstruction model shows the effect of DMADDM on the sealing properties of iRoot SP

n = 5 per group.
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0.625% DMADDM对iRoot SP的封闭性无明显影响。

2.3    渗透性

离体牙切片代表图像如图3所示。通过计算封闭剂

渗透的根管壁长度占根管壁周长的百分比发现，改性前

后封闭剂的渗透性差异无统计学意义（P>0.05）。改性前

后封闭剂均在冠部显示良好的渗透率，中部次之，根尖三

分之一的渗透率最低。

2.4    抗菌性

未老化时，质量分数0.625%DMADDM改性封闭剂组

的粪肠球菌生物膜CFU计数低于对照组（0.518±0.333 vs.

8.156±0.011）（Welch校正P<0.001）。老化1周（7.327±0.068

vs. 7.422±0.035）或老化4周（7.479±0.065 vs. 7.581±0.071）

后，改性前后的CFU计数差异无统计学意义（P>0.05）

（图4A）。此外，在未老化时，结晶紫染色结果显示改性组

的生物膜量低于对照组（均值差=86.94%，95%可信区间：

74.82%～99.07%，P<0.000 1）（图4B）。活死染色及SEM图

像显示未老化时改性封闭剂能有效抑制粪肠球菌生物膜

形成（图4C、4E），活死染色定量分析显示，改性组活菌/死

菌比值下降（均值差=0.791，95%可信区间：0.478～1.104，

P<0.01）（图4D）。上述结果均表明质量分数0.625%

DMADDM显著增强了iRoot SP对粪肠球菌的抗菌性。

 3     讨论

根管微生物常以生物膜形式存在于根管系统中，宿

主自身防御系统或全身抗感染治疗对牙髓感染均无有效

抑制作用[16-17]。同时根管系统本身解剖结构复杂多变，如

牙本质小管、侧根管等的复杂解剖区域常成为根充材料

的“盲区”及微生物的“庇护所”[18]。要达成对这些区域的

完全封闭十分困难，因此如何有效抑制根管微生物也就

成为了根管治疗中的一项关键。本研究围绕“在维持材

料物理性能与生物学安全性稳定的同时，实现高效抗菌

活性”这一核心问题展开。结果显示，当DMADDM质量

分数为0.625%时，改性iRoot SP保持了良好的生物相容性

以及符合ISO 6876/2012的溶解度与流动性，同时显著抑

制了粪肠球菌生物膜的形成与活性；而在离体牙模型中，

DMADDM的加入对封闭性与渗透性未造成不利影响。

上述结果证实通过季铵盐改性以增强生物陶瓷封闭剂的

抗菌能力是一种可行路径。

根管封闭剂的核心作用即充填牙胶尖与根管壁间的

微间隙，限制细菌与其代谢产物的微渗漏[19]。大量研究
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图 3  CLSM 图片显示DMADDM对iRoot SP渗透性的影响

Fig 3  CLSM images show the effect of DMADDM on the penetrability of iRoot SP

n = 5 per group.
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提示，即便在规范操作下，充填体系仍不可避免存在空

隙，这些空隙可能成为微渗漏的通道，影响远期疗效[20-22]。

我们的m i c r o - C T量化结果表明，质量分数0 . 6 2 5 %

DMADDM并未改变iRoot SP在不同根段的空隙率，提示

该改性策略在维持既有封闭性的同时显著增强了iRoot

SP的抗菌性。

牙本质小管是根管系统的重要组成部分，研究表明

根管微生物可以进入牙本质小管并滞留其中[23]。良好的

渗透性有助于根管封闭剂进入牙本质小管，对小管进行

封闭，形成更加完善且立体的充填[24]。在封闭剂中加入

荧光染料罗丹明B进行标记，再通过CLSM即可直观呈现

根管壁上封闭剂的渗出比例，但在生物陶瓷体系中可能

存在“亲水染料高估渗透”的潜在偏倚[25]。尽管本研究未

见异常偏高的渗透读数，但需要指出的是，我们采用的是

“渗透根管壁百分比”而非“渗透深度”作为主要指标，在渗

透性的评估上还有待优化。与之前的研究一致，封闭剂

从根尖至冠部的渗透性逐渐增强，而在根尖三分之一的

区域显示较差的渗透性，提示封闭剂仍存在改进的潜

力[26]。最近的研究将磁性纳米颗粒加入树脂基根管封

闭剂中，通过外部磁场的引导显著增强了封闭剂的渗透

性[27]。这为增强iRoot SP的渗透性提供了方向。

DMADDM是接触杀菌型季铵盐，通过带正电的季铵

基团破坏细菌膜结构并抑制生物膜成熟。与以前的研究

一致，iRoot SP本身的抗菌能力较弱[8]。我们的CFU计

 

0% 0.625%

0% DMADDM 0.625% DMADDM

0% DMADDM

0.625% DMADDM

0

50

100

150
****

Befo
re 

ag
ing

Agin
g 1

 w
eek

Agin
g 4

 w
eek

s
0

2

4

6

8

10 0% DMADDM
0.625% DMADDM

**

0% 0.625%
0

0.5

1.0

1.5

Li
ve

/d
ea

d 
ra

tio

**

E

C

A B

D

100 μm 20 μm 5 μm

100 μm 20 μm 5 μm

Bi
o�

lm
 p

ro
du

ct
io

n/
%

lo
g1

0 
(N

um
be

r o
f b

ac
te

ri
a)

ω(DMADDM)

ω(DMADDM)

 
图 4  DMADDM对iRoot SP抗菌性的影响

Fig 4  The effect of DMADDM on the antibacterial properties of iRoot SP

A, CFU counts (n = 3); B, biomass tested by crystal violet assay (n = 3); C, representative live/dead staining CLSM images of E. faecalis biofilm; D, the statistical

analysis of live/dead staining (n = 3); E, representative SEM images of E. faecalis biofilm. **** P < 0.000 1, ** P < 0.01.
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数、结晶紫染色与活/死染色、SEM观察等多指标一致显

示：低剂量DMADDM即可显著削弱粪肠球菌生物膜负

荷。然而，老化后改性组与对照组的CFU计数无明显差

异。这提示DMADDM赋予的抗菌优势在水相老化后显

著减弱，这可能是DMADDM未与生物陶瓷基体形成稳定

化学锚定，在老化过程中发生淋洗所致。未来还需要考

虑如何实现季铵基团的化学固定。尽管本研究显示改性

封闭剂的长期抗菌能力欠缺，但该改性策略即刻的显著

抑菌效应可覆盖在冲洗剂作用衰减、侧枝根管或牙本质

小管等区域易再定植的术后阶段，降低初始生物膜负荷，

有望减少复发风险。需要指出的是，临床感染多呈多菌

种、生物膜共生形态，粪肠球菌常占据重要生态位[28]。基

于接触杀菌的机理推断，DMADDM对多物种生物膜亦具

潜在效应，但程度与持续性仍待多菌种模型验证。

本研究为离体与体外证据，对于封闭性及渗透性的

评估仅涵盖根管充填后1周，观察周期有限；渗透性未量

化深度；抗菌评价采用单菌种生物膜模型，尚需多菌种的

验证，长期抗菌性也仍待改善。此外，还需在动物模型中

进行体内验证，综合评估其对抗菌能力改性的真实效果。

综上所述，本研究将DMADDM用于改性生物陶瓷类

封闭剂iRoot SP，对改性前后封闭剂的多种性能进行了综

合评估。通过离体牙模型及体外抗菌实验发现，质量分

数0.625%DMADDM改性iRoot SP在维持良好物理性能与

生物安全性的同时显著增强了对粪肠球菌生物膜的抑制

能力。该改性策略为生物陶瓷封闭剂的功能化升级提供

了可行路径，后续还需多菌种模型及体内实验继续优化

与验证。
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