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  【摘要】 目的 评估即配型微酸性电解水（SAEW）对根管治疗中常见且顽固的病原菌粪肠球

菌（E. faecalis）的体外抗菌效果，初步探讨其作用机制。方法 即配型SAEW经现场电解制备后测定

其对浮游菌的最低抑菌浓度（MIC）与最低杀菌浓度（MBC）。建立离体单根管牙感染模型，感染牙采

用随机数字表法分为 4 组，分别使用 0.9% 氯化钠溶液（A 组）、低浓度 SAEW（MIC）（B 组）、高浓度

SAEW（2×MIC）（C组）及5.25%次氯酸钠（NaClO）溶液（D组）进行根管冲洗。通过冲洗前后的细菌取

样与菌落计数，评估即刻抗菌效果。使用扫描电镜（SEM）观察处理后的细菌超微结构，利用激光共

聚焦显微镜结合 SYTO 9/PI荧光染色，定量分析 SAEW对细菌细胞膜完整性的影响。通过细胞计数

（CCK‑8）法检测 SAEW在人牙龈成纤维细胞（HGFC）中的毒性。所有数据采用 SPSS 26.0软件分析，

以双侧P＜0.05为差异具有统计学意义。结果 即配型 SAEW对浮游及根管内的E. faecalis表现出

明确的浓度依赖性抗菌活性，MIC与MBC值分别为6.25和12.50 mg/L。4组根管内E. faecalis菌落减少

率组间差异具有统计学意义（F = 306.46，P＜0.001），A、B、C、D组细菌减少率分别为（25.69 ± 7.41）%、

（73.38 ± 1.69）%、（85.89 ± 2.09）%、（96.60 ± 1.33）%。B、C、D组细菌减少率均显著高于A组，C组高于

B 组但低于 D 组（均 P＜0.001），提示 SAEW 杀菌效果呈浓度依赖性，其即刻杀菌效力弱于 5.25% 
NaClO 溶液。SEM 显示各组细菌均出现不同程度结构破坏；激光共聚焦定量结果显示，A、B、C 和

D组细菌细胞膜损伤率分别为0.84%、74.39%、87.38%和92.62%，差异有统计学意义（F = 2 056.72，P＜
0.001），提示 SAEW 可通过破坏细菌细胞膜完整性发挥抗菌作用。有效抗菌浓度的 SAEW 处理后

HGFC 存活率均高于 90%，而 NaClO 溶液组细胞存活率不足 10%。结论 SAEW 可有效抑制杀灭

E. faecalis，虽体外即时杀菌速率不及高浓度NaClO溶液，但凭借良好抗菌效能与生物相容性，有望作

为传统根管冲洗剂的补充或替代方案，后续仍需在复杂生物膜及体内模型中开展进一步验证。
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  【Abstract】   Objective   To evaluate the in vitro antibacterial effect of freshly ‑ prepared slightly 
acidic electrolyzed water （SAEW） against Enterococcus faecalis （E. faecalis）， a common and persistent 
pathogen in root‑canal therapy， and to preliminarily explore its underlying mechanism. Methods   Freshly‑
prepared SAEW was produced by on‑site electrolysis. The minimum inhibitory concentration （MIC） and 
minimum bactericidal concentration （MBC） of SAEW against planktonic E. faecalis were determined. An 
ex⁃vivo infected single‑rooted tooth model was established. Infected teeth were assigned into four groups by 
simple randomization， and root canals were irrigated with 0.9% sodium chloride solution， low‑concentration 
SAEW（MIC）， high‑concentration SAEW（2×MIC）， and 5.25% sodium hypochlorite solution， respectively. 
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  根管治疗是控制根管系统感染、促进根尖周组

织愈合的有效方法，其核心在于彻底清除根管内的

微生物并严密封闭根管系统，以防止再感染［1］。然

而，临床实践表明，单纯的化学机械预备难以完全

消除根管内的所有微生物［2］。这些残留的微生物，

尤其是特定病原菌，与术后疼痛及治疗失败后发生

的持续性根尖周炎密切相关［3‑4］。其中，粪肠球菌

（Enterococcus faecalis，E. faecalis）因其强大的组织定

植能力和环境适应性，能在根管预备后持续存在于

根尖区复杂的解剖环境中，成为根尖周疾病，特别

是难治性病例中的关键致病菌。流行病学研究显

示，在持续性根尖周炎的根管中，该菌的检出率可

高达 99.6%［5］。治疗后残留的E. faecalis可导致根尖

周组织处于长期慢性炎症状态，并与临床症状（如

疼痛）显著相关［6‑7］，这进一步证实了其在根管治疗

失败中的关键病原学作用。作为一种革兰阳性兼

性厌氧球菌，E. faecalis 广泛分布于人体多个部

位［8‑9］。其在牙本质小管内的独立生存能力、生物膜

形成特性及固有的耐药性，是导致传统根管消毒方

法效果有限的主要原因［10］。

Immediate antibacterial efficacy was assessed by bacterial sampling and colony counting before and after 
irrigation. Root ‑canal irrigants were collected. Scanning electron microscopy （SEM） was used to observe 
bacterial ultrastructural alterations. Confocal laser scanning microscopy combined with SYTO 9/PI 
fluorescent staining was performed to quantitatively analyze the effect of SAEW on bacterial membrane 
integrity. The cytotoxicity of SAEW toward human gingival fibroblast cells （HGFCs） was detected using 
the CCK ‑ 8 assay. Statistical analyses were conducted with SPSS 26.0. Normality and homogeneity ‑ of ‑
variance tests were performed for quantitative data. Normally distributed data with homogeneous variances 
were presented as mean ± standard deviation （SD）. One‑way analysis of variance （ANOVA） followed by 
the least‑significant‑difference （LSD） post‑hoc test was applied for multi‑group comparisons. A two‑sided 
P＜0.05 was considered statistically significant. Results   Freshly ‑ prepared SAEW exhibited distinct 
concentration‑dependent antibacterial activity against both planktonic and intracanal E. faecalis. The MIC 
and MBC values of SAEW for planktonic E. faecalis were 6.25 and 12.50 mg/L， respectively. The overall 
difference in the colony reduction rates of Enterococcus faecalis among the four groups was statistically 
significant （F = 306.46，P＜0.001）. The colony reduction rates of groups A， B， C， and D were （25.69 ± 
7.41）%， （73.38 ± 1.69）%， （85.89 ± 2.09）%， and （96.60 ± 1.33）%， respectively. Compared with group 
A， groups B， C， and D exhibited significantly higher colony reduction rates. Moreover， group C showed a 
significantly higher antibacterial effect than group B but a lower bactericidal efficacy than group D （all P＜

0.001）. These results indicated that SAEW exerts a concentration‑dependent antibacterial effect， while its 
immediate bactericidal potency is inferior to 5.25% sodium hypochlorite. Scanning electron microscopy 
revealed varying degrees of bacterial ultrastructural damage in each group. Quantitative confocal laser 
scanning microscopy with SYTO 9/PI staining showed bacterial membrane‑damage rates of 0.84% for the 
0.9% sodium ‑ chloride group， 74.39% for the low ‑ concentration ‑ SAEW group， 87.38% for the high ‑
concentration‑SAEW group， and 92.62% for the 5.25% sodium‑hypochlorite group， with significant inter‑
group differences （F = 2 056.72， P＜0.001）. These findings indicated that SAEW exerted antibacterial 
effects by disrupting bacterial membrane integrity in a concentration ‑ dependent manner. At effective 
antibacterial concentrations， the viability of HGFCs remained above 90% in SAEW ‑ treated groups， 
whereas cell viability was below 10% in the sodium‑hypochlorite‑treated group. Conclusions   This study 
demonstrated that SAEW could effectively inhibit and kill E. faecalis. Although its immediate in vitro 
bactericidal potency may be lower than that of high ‑ concentration sodium hypochlorite， SAEW showed 
promising potential as a supplementary or alternative root‑canal irrigant owing to its favorable antibacterial 
performance and biocompatibility. Further validation using complex biofilm and in vivo models is required.
  【Key words】   Root canal infection；   Slightly acidic electrolyzed water；   Enterococcus faecalis；    
Antibacterial efficacy
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  理想的根管冲洗剂应兼具强效的抗菌杀菌能力、

优异的生物安全性及对宿主组织的低刺激性，以避

免在清创过程中损伤根尖周组织［11‑12］。目前，次氯

酸钠（NaClO）溶液凭借其广谱的杀菌作用和出色的

组织溶解能力，已成为临床应用最广泛的根管冲洗

剂［11，13］。然而，该药剂在临床使用中也存在一定风

险。若操作技术不当、根管解剖复杂或药剂浓度控

制不佳，可能导致一系列并发症，例如引发化学性

根尖周炎、造成牙本质过度脱矿（增加牙体折裂风

险），或在未有效隔湿情况下对口腔黏膜造成化学

性烧伤，这些都可能损害口腔硬软组织健康［14‑15］。

  次氯酸（HClO）是微酸性电解水（slightly acidic 
electrolyzed water，SAEW）的主要抗菌成分，它不仅

是一种高效的体外消毒剂，也是人体先天免疫系统

的重要组成部分，由活化的中性粒细胞和巨噬细胞

在呼吸爆发过程中产生，用以杀灭入侵的病原

体［16］。其抗菌机制主要依赖于强大的氧化能力，能

够非特异性氧化破坏微生物的蛋白质、核酸和膜脂

质等关键生物大分子，并干扰能量代谢，从而有效

杀灭细菌并瓦解生物膜［17］。越来越多的研究证据

支持其在管理急慢性感染性伤口方面的治疗潜

力［18‑19］，这为其临床转化应用提供了重要依据。

  与NaClO相比，HClO分子本身具有独特的理化

优势。HClO相对分子质量小，有利于向牙本质小管

和生物膜深层渗透；且其为电中性分子，可避免与

带负电荷的细菌细胞表面产生静电排斥，这一特性

可能使其对某些病原体的作用更为直接［20］。这些

特性构成了以 HClO 分子为主要抗菌成分的 SAEW
作为一种潜在根管冲洗剂的理论基础。基于此，如

何将HClO有效地应用于临床成为研究热点。

  为应对口腔微生物耐药性挑战，科研人员正探

索稳定型 HClO 溶液作为口腔辅助药物的可能

性［21］。然而，该策略虽通过添加稳定剂延长了保存

期限，但仍存在稳定剂引入额外毒性风险、有效氯

随时间衰减导致效能不确定，以及成本与工艺复杂

等固有缺陷，制约其临床转化。相比之下，即配型

SAEW（现场制备、即时使用）从机制上避免了上述

问题，展现出更直接的转化潜力。目前关于 SAEW
在牙髓病治疗领域，特别是针对复杂根管感染中关

键病原菌的抗菌效能研究仍存在明显不足，其作为

根管冲洗剂的有效性与适用性亟待系统评估。本研

究旨在通过体外实验，系统比较即配型 SAEW 与临

床常用浓度NaClO溶液对E. faecalis的抗菌效果，以

期为开发更安全、稳定和有效的根管消毒策略提供

实验依据。

材料与方法

  一、实验仪器

  电热恒温培养箱（天津市泰斯特仪器有限公

司）；超纯水系统（Labconco，美国）；涡旋振荡器

（Scientific Industries，美 国）；高 速 低 温 离 心 机

（Eppendorf，德国）；生物安全柜（山东新华医疗器械

股份有限公司）；酶标仪（Tecan，瑞士）；光学显微镜

（Olympus，日本）；激光共聚焦扫描显微镜（Zeiss，德
国）；扫描电镜（scanning electron microscope，SEM；

Hitachi，日本）；细胞培养箱（Thermo Fisher，美国）；

SAEW发生器（合肥巧士健康科技有限责任公司）。

  二、试剂

  脑心浸出液琼脂与脑心浸液肉汤（brain heart 
infusion agar/broth，BHI；青岛海博生物技术有限公

司）；SYTO 9（Invitrogen，美国）；碘化丙啶（propidium 
iodide，PI）、2.5%戊二醛溶液（北京索莱宝科技有限

公司）；细胞计数试剂盒（cell counting kit‑8，CCK‑8；
上海碧云天生物技术股份有限公司）；胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）、DMEM 培养基［赛默飞世

尔生物化学制品（北京）有限公司］；0.25%胰酶消化

液（苏州新赛美生物科技有限公司）；无水乙醇（上

海国药集团化学试剂有限公司）。

  三、细菌的培养及菌液制备

  本研究采用E. faecalis标准质控菌株ATCC 29212
（安徽医科大学第一附属医院传染病实验室保存）

进行实验。其复苏、培养及菌悬液流程均遵循严格

的无菌操作与标准化原则。复苏后的细菌接种于

脑心浸出液（brain heart infusion，BHI）平板，经鉴定

后选取状态良好的菌落转移至 BHI液体培养基，并

置于 5% CO2、37 ℃条件下培养孵育 24 h，经离心收

集后以无菌 1×磷酸盐缓冲液（phosphate buffered 
saline，PBS）调整菌液浓度至 1×107 CFU/mL 供后续

实验。

  四、即配型微酸性电解水的制备

  本研究使用即配型 SAEW，其通过电解氯化盐

溶液现场制备。具体方法为精确称取 0.1 g电解质，

溶于 300 mL超纯水中，经磁力搅拌至完全溶解后将

配制好的溶液移至 SAEW 发生装置的反应槽内，在

（25 ± 1） ℃、相对湿度 45% ~ 65% 的环境中，避光

电解 60 s。反应结束后，即获得澄清透明、有效氯
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浓度（available chlorine concentration，ACC）为（25 ± 
0.4） mg/L，pH值为 6.5 ± 0.1的 SAEW 原液。所有实

验用 SAEW 溶液均为每次实验前新鲜配制，整个制

备过程独立重复3次，以确保一致性。

  五、即配型微酸性电解水对浮游态粪肠球菌活

性的影响

  本实验采用96孔板微量稀释法测定即配型SAEW
对 E. faecalis的抗菌活性，并以 5.25% NaClO 溶液作

为阳性对照，所有药物浓度均以 ACC 表示。分别

将 SAEW原液［ACC = （25 ± 0.4） mg/L］及NaClO原液

（ACC = 50 100 mg/L，由 5.25% 的 NaClO 溶液换算得

出）用无菌PBS进行2倍梯度稀释，共制备8个浓度梯

度。SAEW的测试浓度梯度为25.00 mg/L至0.76 mg/L 
ACC；NaClO的测试浓度梯度为 12 525.00 mg/L至约

391.41 mg/L ACC（即原液依次稀释 4、8、16、32、64
和 128 倍）。每孔加入 50 μL 稀释液后，加入 50 μL 
E. faecalis菌悬液（最终浓度约 5×105 CFU/mL），混匀

后避光静置 5 min，继而每孔补加 100 μL BHI 液体

培养基。实验同时设立阴性对照［0.9%无菌氯化钠

（NaCl）溶液］组及空白对照组，每孔终体积为200 μL，
每组设5个重复孔。将96孔板置于5% CO2、37 ℃条

件下培养 24 h，以肉眼观察培养基澄清与否判断细

菌生长情况，以完全抑制细菌生长的最低药物

ACC，确 定 为 最 低 抑 菌 浓 度（minimum inhibitory 
concentration，MIC）。 为 测 定 最 低 杀 菌 浓 度

（minimum bactericidal concentration，MBC），将上述

培养后的 96 孔板中各孔液体混匀，分别吸取 5 μL
均匀涂布于 BHI琼脂平板表面，再次于相同条件下

培养 24 h。以平板上无菌落生长的最低药物有效氯

浓度，判定为MBC。所有MIC与MBC测定实验均独

立重复3次。

  六、离体牙预备

  本研究选取安徽医科大学第一附属医院口腔科

门诊于 2024 年 1—12 月期间因治疗需要拔除的单

根管恒牙20颗作为实验样本。样本的排除标准包括

存在根管弯曲、严重钙化或已发生内/外吸收的牙齿。

在感染根管模型的建立后对 20 颗符合纳入标准的

单根管离体恒牙采用随机数字表法生成随机分配

序列，依据序列将样本随机分为 4 组，每组 5颗。所

有样本均顺利完成全部实验流程，无中途剔除，20颗

牙齿的数据全部纳入最终统计分析。

  所有入选牙体样本均经过标准化预处理。首

先去除部分冠方牙体组织，统一将牙根工作长度制

备为 15 mm。根管预备采用机械化学方法：先使用

ProTaper 手用镍钛锉进行初步成形，随后采用

ProTaper机用镍钛锉系统按标准流程最终预备 25#，
06锥度。在预备过程中及完成后，依次使用 5.25% 
NaClO 溶液、17% 乙二胺四乙酸（ethylene diamine 
tetraacetic acid，EDTA）溶液与 0.9% 无菌 NaCl 溶液

交替冲洗根管各1 min，以清除玷污层及预备残屑。

  为隔绝实验过程中外源性微生物的污染，在根

管口以下的牙体样本外表面均匀涂布 2层指甲油进

行密封。最后，将所有样本置于高压蒸汽灭菌器

内，在 121 ℃、0.1 MPa条件下灭菌 15 min，以备后续

实验使用。

  七、感染根管模型的建立

  使用BHI液体培养基调整菌液至1×108 CFU/mL，
将预备好的离体牙样本完全浸没于 3 mL菌悬液中，

置于 37 ℃恒温摇床内持续孵育 14 d。为维持细菌

代谢活性及稳定感染状态，每 48 h在无菌条件下更

换 1次菌悬液。培养期间，每周随机抽取样本进行

涂板培养，以监测并确保体系中无杂菌污染。

  八、微生物取样

  培养结束后，采用完全随机分组法，将 20 颗牙

齿采用随机数字表法随机分为 4 组，每组 5颗进行

第 1 次根管内微生物取样，具体操作为使用无菌

1×PBS 溶液浸没根管，然后使用 2502 型号的 H 锉

插入根管 14 mm，在根管内沿管壁切削 15 s，使用消

毒后的纸尖在根管内浸泡 60 s，将纸尖转移到含有

1.0 mL PBS的试管中。

  第 1 次取样后，分别使用 4 种不同冲洗液对根

管进行 60 s的化学冲洗，冲洗液的浓度设定基于前

述 MIC/MBC 测定结果：A 组使用 0.9%无菌NaCl 溶
液；B组使用低浓度SAEW溶液（MIC），此浓度为体外

测定中完全抑制浮游E. faecalis生长的最低浓度，用

于评估其抑菌效应阈值在复杂根管环境中的有效

性；C组使用高浓度 SAEW 溶液（2×MIC），浓度即为

体外测定中对浮游E. faecalis的最低杀菌浓度，用于

评估其完全杀菌效力在根管内的实现情况；D组，使

用5.25% NaClO溶液。

  为模拟临床实际并控制变量，所有冲洗操作均

在无菌条件下完成，采用 5 mL注射器配合侧方开口

冲洗针头，以约 10 mL/min 的恒定流速进行。冲洗

结束后，按照与第 1次取样完全相同的方法，再次采

集根管内微生物样本。样本经系列稀释后接种于

BHI琼脂平板。将冲洗前、后的平板置于 37 ℃恒温
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培养箱中孵育 24 h，通过菌落计数分别计算两次样

品的菌落浓度（CFU/mL），并以两者的差值评估各冲

洗液的即刻抗菌效果。

  九、细菌形态学观察

  为评估即配型 SAEW 对根管内 E. faecalis 表面

结构的影响，本研究使用 SEM对根管冲洗液中的细

菌进行形态学观察。具体操作如下：收集各组根管

冲洗后各组冲洗液，离心收集细菌沉淀。菌体沉淀

经电镜固定液固定、锇酸后固定，并经乙醇梯度脱

水后，采用临界点干燥仪进行干燥。样品经离子溅

射仪喷金处理后，于SEM下观察细菌形态结构。

  十、激光共聚焦显微镜分析

  为评估即配型 SAEW 的杀菌效果，本研究采用

基于细胞膜完整性的 SYTO 9/PI 荧光染色，并结合

激光共聚焦显微镜进行观测。具体操作为收集经

SAEW 及对照处理后的菌液，离心获得细菌沉淀。

用PBS轻柔清洗菌体 2次，以彻底去除残留处理液；

随后，将细菌沉淀与 SYTO 9/PI 荧光染色工作液按

比例混合，室温避光孵育 15 min。染色完成后，取

10 μL菌液制片，立即在激光共聚焦显微镜下观察；

通过绿色荧光与红色荧光的分布与强度，区分膜完

整的活菌与膜受损的细菌，从而评估不同处理组的

抗菌效果。活/死染色样品的激光共聚焦图像使用

Zeiss LSM 900 采集。每组样品采用系统随机抽样

法选取 5个非重叠视野（200×）进行拍摄，并保持所

有图像采集参数相同，以确保数据可比性。荧光信

号的量化分析采用 ImageJ 软件进行，对每个视野，

按以下公式计算膜受损细菌比例

  所有定量数据均基于每组 5个视野（n = 5）的测

量值进行计算，最终结果以 x ± s表示。

  十一、即配型微酸性电解水对人牙龈成纤维细

胞毒性的影响

  本实验室从新鲜组织中提取人牙龈成纤维细

胞（human gingival fibroblast cell，HGFC）并传代培

养。取处于对数生长期、状态良好的HGFC，经0.25%
胰蛋白酶消化后，用含血清的完全培养基终止消

化，离心收集细胞。用完全培养基重悬并计数，将

细胞密度调整至 5×104/mL，以每孔 100 μL 的体积

（约 5×103/孔）接种至 96孔板的内圈 60个孔中，外围

一圈孔加入 100 μL PBS 以减少边缘蒸发效应。将

培养板置于37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养

24 h，使细胞充分贴壁。待细胞贴壁后，吸弃培养

基，用PBS轻柔清洗细胞 2次。随后，更换为 100 μL
不含血清的基础培养基，预孵育1 h。
  为系统评估即配型SAEW在其有效抗菌浓度范

围内的生物安全性，本实验依据其体外抗菌活性

（MIC与 MBC）设定关键测试浓度。具体而言，选择

MIC 用于评价其在抗菌作用起点的细胞相容性；选

择已达到最低杀菌浓度的 2×MIC 用于评估实现完

全杀菌效应时的细胞毒性，此为临床应用的关键安

全性参考点；选择 4×MIC用于考察其毒性的浓度依

赖性并探索其安全窗口。

  吸弃原有培养基，分别向各孔加入 100 μL对应

处理液，分为 A、B、C、D、E 共 5 组。其中，A 组加入

0.9% 无菌 NaCl 溶液；B 组加入低浓度 SAEW 溶液 
（MIC），该浓度为体外可完全抑制浮游粪肠球菌生长

的最低浓度，用于探究 SAEW 最低抑菌阈值在实验

环境下的作用效果；C组加入高浓度 SAEW溶液（2×
MIC），对应体外杀灭浮游粪肠球菌的最低杀菌浓

度，用于评估 SAEW 的有效杀菌效能；D 组加入 4×
MIC 浓度的 SAEW 溶液，用于观察高剂量 SAEW 的

细胞作用特征；E 组加入 5.25% NaClO 溶液。避光

处理 5 min后，吸弃处理液。立即向每孔加入110 μL
预先按体积比10∶1混合的完全培养基与CCK‑8试剂

混合液。同时设置3个仅含110 μL该混合液但不接

种细胞的孔作为空白对照。将 96孔板放回培养箱，

避光继续培养 2 h。培养结束后，用酶标仪测定各孔

在 450 nm处的吸光度（A）值。细胞相对存活率按以

下公式计算

  各实验均独立重复 3 次，每次实验各处理组设

5个平行孔。

  十二、统计学处理方法

  采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析。本研究

中所有实验均独立重复 3 次（n = 3），每次实验中的

每个处理组均设 3 个平行组。计量资料经 Shapiro 
Wilk检验验证数据的正态性，经Levene检验验证方

差齐性。符合正态分布且方差齐的资料以 x ± s（SD）
表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较选用 LSD 检验，以双侧 P＜0.05 为差异有统

计学意义。

实验组A450-空白组A450
存活率（%）=                                                 × 100%。

阴性对照组A450-空白组A450

膜受损细菌数
膜受损细菌比例（%）=                            × 100%。

总细菌数
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结  果

  一、即配型微酸性电解水对浮游态粪肠球菌活

性具有抑制作用

  SAEW及 5.25% NaClO溶液对E. faecalis的抗菌

活性通过MIC与MBC值进行评估，SAEW对E. faecalis
表现出有效的抑制作用。微量稀释法结果显示，当

SAEW 浓度达到 6.25 mg/L 时，所有重复孔的 BHI培
养基在 24 h培养后均保持澄清，而低于此浓度的孔

则出现明显浑浊（图 1A）。在相同实验条件下，

5.25% NaClO 溶液的 MIC 为 782.81 mg/L（有效氯浓

度）。0.9%无菌 NaCl溶液组显示正常细菌生长，空

白对照组无污染，证实实验系统可靠。据此确定

SAEW 与 NaClO 对浮游态 E. faecalis 的 MIC 分别为

6.25与782.81 mg/L。
  为测定MBC，将上述培养后无菌生长的孔内液

体涂布于 BHI 琼脂平板。结果显示，SAEW 浓度为

12.50 mg/L时平板上无菌落形成（图1B），而NaClO溶

液在浓度为 3 131.25 mg/L（有效氯浓度）时达到完

全杀菌效果。因此，SAEW 与 NaClO 溶液对浮游态

E. faecalis的MBC分别确定为12.50与3 131.25 mg/L。
  二、不同冲洗剂对根管内粪肠球菌的抗菌效果

比较

  在相同的冲洗时间内，4 组根管内粪肠球菌菌

落减少率总体比较差异具有统计学意义（F = 306.46，
P＜0.001）。A组（0.9%无菌NaCl溶液）菌落减少率为

（25.69 ± 7.41）%；与A组相比，B组（低浓度 SAEW）、

C组（高浓度 SAEW）、D组（5.25% NaClO溶液）细菌减

少率分别为（73.38 ± 1.69）%、（85.89 ± 2.09）%、（96.60 ± 
1.33）%，均显著升高（tB 组 = 18.875，PB 组＜0.001；tC组 = 
23.827，PC组＜0.001；tD组 = 28.063，PD组＜0.001）。C 组

菌落减少率显著高于 B 组（t = 4.951，P＜0.001），但

显著低于D组（t = 4.237，P＜0.001），提示 SAEW的抑

菌效果呈浓度依赖性，且即刻杀菌效力弱于 5.25% 
NaClO溶液（图2）。

  三、微酸性电解水对粪肠球菌表面的损伤效果

  SEM观察结果显示，不同冲洗剂处理对根管内

E. faecalis的表面结构产生了显著差异（图 3）。0.9%
无菌 NaCl溶液组的细菌形态完整，表面光滑，细胞

饱满，未见明显损伤。经即配型 SAEW 处理的细菌

则呈现出明确的形态学改变：细胞壁出现皱缩、塌

陷，部分细菌表面可见不规则凹陷及内容物渗漏。

相比之下，5.25% NaClO溶液组细菌的损伤最为严重

和彻底，细胞壁皱缩极为明显。这些形态学证据直

观地证实，SAEW能有效破坏E. faecalis的细胞结构

完整性，其作用机制与细胞膜损伤密切相关，但作

用强度弱于传统的NaClO冲洗剂。

  四、微酸性电解水对粪肠球菌细胞膜完整性的

破坏作用

  激光共聚焦显微镜结合 SYTO 9/PI荧光染色的

定量分析表明，SAEW处理可显著增加E. faecalis中
膜受损的细菌数量。

图 1 即配型微酸性电解水（SAEW）对粪肠球菌（E. faecalis）的抗菌活性 A：最小抑菌浓度（MIC）检测；B：最小杀菌浓度（MBC）检测；MIC与

MBC分别为6.25与12.50 mg/L。

A

B

图 2 不同冲洗剂处理后的根管内粪肠球菌（E. faecalis）的抑菌率的

统计柱图 A组使用 0.9%无菌NaCl溶液；B组使用低浓度的 SAEW
溶液（MIC）；C 组使用高浓度 SAEW 溶液（2×MIC）；D 组使用 5.25% 
NaClO溶液；组间比较差异有统计学意义，aP＜0.001。
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  通过 ImageJ软件对 SYTO 9/PI荧光信号进行定

量分析（图 4 ~ 5），结果显示 4组E. faecalis活细菌占

比总体比较差异具有统计学意义（F = 2 056.8，P＜

0.001）。A组完整活细菌占比为（99.16 ± 0.33）%，细

胞膜受损细菌占比仅为（0.80 ± 0.30）%。与 A 组相

比，B组完整活细菌占比显著下降至（25.61 ± 3.79）%
（t = 86.39，P＜0.001）。升高 SAEW浓度后（C组），完

整活细菌占比进一步降至（12.62 ± 1.08）%（t = 
101.65，P＜0.001），提示 SAEW 破坏细菌细胞膜的

效应呈浓度依赖性。D 组完整活细菌占比最低，为

（7.38 ± 1.44）%，与 B 相比活细菌占比显著降低（t = 
21.42，P＜0.001），与 C组相比差异同样具有统计学

意义（t = 6.16，P＜0.001）。该结果从细胞膜完整性

角度，为 SAEW的抗菌作用提供直接定量证据。

  五、即配型微酸性电解水对人牙龈成纤维细胞

的毒性作用

  为评估即配型SAEW在有效抗菌浓度下的生物

安全性，采用CCK‑8法检测了SAEW对HGFC的细胞

毒性。结果显示，在模拟临床抗菌作用时间（5 min）
内，SAEW表现出浓度依赖性的细胞毒性。

  HGFC相对存活率 5组总体比较差异具有统计

学意义（F = 578.84，P＜0.001）。B组（MIC‑SAEW）、

C组（2 × MIC‑SAEW）HGFC相对存活率分别为（93.91 ± 
2.96）%和（91.41 ± 2.18）%；与 A 组（0.9% 无菌 NaCl
溶液组）（100.00 ± 1.25）%相比，B组细胞存活率下降，

差异具有统计学意义（t = 2.763，P = 0.02），但生物学

差异较小，细胞活性维持在 90% 以上；B 组与 C 组

细胞存活率差异无统计学意义（t = 1.134，P = 0.283）。

D组（4 × MIC‑SAEW）细胞相对存活率显著下降至

（81.50 ± 4.61）%，差异有统计学意义（t = 8.394，P＜
0.001）；D组存活率显著高于E组（5.25% NaClO溶液

组）（6.73 ± 1.50）%，差异也有统计学意义（t = 33.92，
P＜0.001），提示 SAEW相比传统NaClO具备更优的

细胞生物相容性（图6）。

讨  论

  E. faecalis 是根管治疗失败后再感染病例中检

出率最高的致病菌之一，尤其在慢性顽固性根尖周

图3 扫描电镜（SEM）下观察不同冲洗剂处理后粪肠球菌（E. faecalis）

的形态学变化 A：A组使用 0.9%无菌NaCl溶液，细菌形态完整，表

面光滑，结构正常；B：B 组使用低浓度的 SAEW 溶液（MIC），细菌细

胞壁出现破损、内容物泄漏；C：C组使用高浓度SAEW溶液（2×MIC），

细胞壁皱缩、不规则凹陷及内容物渗漏；D：D组使用 5.25% NaClO溶

液，细菌结构皱缩崩解。

A

C

B

D

图 4 激光共聚焦显微镜观察不同冲洗剂处理后的粪肠球菌

（E. faecalis）经 SYTO 9/PI染色结果 A：0.9%无菌NaCl溶液对照组，

细菌呈现强烈的绿色荧光，表明细胞膜完整；B：低浓度微酸性电解

水（SAEW）处理组，视野中同时出现大量红色荧光与绿色荧光，表明

细胞膜损伤细菌比例显著增加；C：高浓度 SAEW 处理组，膜受损细

菌进一步增加；D：5.25% NaClO溶液组，细菌呈现强烈的红色荧光，

膜受损细菌比例显著高于各SAEW组。

A

C

B

D

图 5 经不同冲洗剂处理后的粪肠球菌（E. faecalis）细胞膜未受损

率 A 组使用 0.9% 无菌 NaCl 溶液；B 组使用低浓度的 SAEW 溶液

（MIC）；C组使用高浓度 SAEW溶液（2×MIC）；D组使用 5.25% NaClO
溶液。组间比较差异有统计学意义，aP＜0.001。
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炎中占据主导地位［22］。该菌株具备天然耐药性、卓

越的生物膜形成能力以及对营养匮乏、高碱等极端

根管微环境的强适应性，恰好对应了根管清创中药

物失效、生物膜难除和隐匿菌残留三大核心临床难

题［23‑25］。因此，以其作为实验对象，能有效评估新型

冲洗剂与消毒剂的真实突破能力。

  SAEW自 20世纪 90年代由日本研制以来，其主

要活性成分HClO已被证实对细菌、病毒、真菌及芽

孢均有明确消杀作用，且其分解产物相对安全，对

环境与组织更友好［26］。当前，以 NaClO 为代表的传

统冲洗剂虽凭借其广谱抗菌与组织溶解能力被广

泛应用，但其对根尖周组织的潜在毒性及临床意外

风险不容忽视［27］。而其他常用试剂如 EDTA，虽能

有效去除玷污层，但缺乏可靠的抗菌活性。因此，

探索兼具高效抗菌与良好生物相容性的新型冲洗

剂，是根管治疗学持续发展的需求之一。

  本研究结果表明，5.25% NaClO溶液对E. faecalis
的即刻抗菌效能最为显著，而即配型 SAEW 同样对

E. faecalis表现出优异的抗菌活性，其MBC值显著低

于 NaClO。值得注意的是，SAEW 极低的 MBC 值

（12.50 mg/L ACC）及其与 MIC 接近，结合其主要活

性成分 HClO 所具备的高膜渗透性与快速氧化特

性［28］，提示SAEW可能具备快速杀菌的动力学特征。

若此特性在后续的杀菌动力学研究中得到证实，将

意味着 SAEW 在达到有效浓度后，可在极短接触时

间内实现完全杀灭。这为其在口腔冲洗、创面清创

等要求快速起效的临床场景中的应用提供了令人

期待的前景。

  此外，尽管在体外直接抗菌效力上 SAEW 略逊

于高浓度 NaClO 溶液，但本研究中观察到的 SAEW
低细胞毒性，与近年多项研究报道的、其细胞相容

性显著优于传统冲洗剂的结论相互印证［29‑30］。这表

明SAEW在有效抗菌与组织安全之间可能提供了一

个更优的平衡点。但本研究为一项体外初步探索，

样本量较小，虽然结果显示了明确的趋势和统计学

差异，但未来确证性研究需在实验前基于本研究的

效应量进行正式的样本量估算，并纳入更多的生物

样本，以提高结论的统计效力和外推性。

  综上所述，SAEW对E. faecalis展现出了可靠的

抗菌活性。虽然其在杀菌强度上未超越高浓度

NaClO 溶液，但其优异的生物安全性特征使其具备

了成为传统冲洗剂补充或替代方案的潜力，尤其适

用于对安全性要求更高的临床场景。本研究结果

为其进一步应用提供了体外实验依据。未来研究

应深入探讨SAEW在复杂生物膜模型中的渗透与清

除能力、与其他制剂（如 EDTA）的协同作用，探究

SAEW破坏细菌细胞膜完整性的具体分子机制并通

过动物实验验证其在体内复杂环境下的真实疗效

与安全性，以推动其向临床实践转化。
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