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长期残留在根管内的细菌引发的感染，是根

管治疗术失败的主要原因。粪肠球菌因其在根管

治疗后再感染的根管内的检出率较高，被认为是

顽固性、继发性根管内感染的主要致病菌 [1]。粪

肠球菌在根管内主要以生物膜的形成存在，生物

膜细胞外聚合物（extracellular polymeric substan-
ces，EPS）对粪肠球菌有保护作用。粪肠球菌 EPS
由多糖、核酸、蛋白质和磷脂等有机物组成，在

细菌黏附聚集、空间构型、细菌间信息交流、耐

药性和免疫逃避等方面起重要的作用。

1 粪肠球菌生物膜

根管生物膜是由根管内浮游细菌借助菌毛和

EPS 黏附、聚集于牙本质上或浸入牙本质小管深

部形成的含丰富管道系统的生态群落。生物膜的

形成可大致分为浮游细菌黏附、细菌繁殖和细胞

外基质产生、生物膜成熟并形成三维结构、生物

膜分散等阶段。粪肠球菌具有形成生物膜能力强，

生物膜成熟时间短的特点。Kishen等[2]通过扫描电

子显微镜和激光共聚焦显微镜发现，粪肠球菌可

定植于经体积分数 5.25%的次氯酸钠消毒 1 周后

的根管牙本质表面，并分泌网格状基质，2 周后

可生成蘑菇样生物膜结构，粪肠球菌表面及其周

围附着大量的纤维束状细胞外基质，水道、孔隙

穿通其间。在营养受限的根管中，粪肠球菌生物

膜具有钙化的特点。George等[3]通过测定生物膜各

时期的钙磷比发现，营养匮乏组粪肠球菌生物膜

钙磷比增加，故推测在根管充填情况下，粪肠球

菌生物膜可在牙本质表面诱导羟磷灰石再沉积，

形成近似钙化的生物膜，有利于其在再感染中持

续存在。

2 粪肠球菌的细胞外聚合物组分

检测EPS 的方法有微观结构观察和组分分析。
研究生物膜及其 EPS 的分布和空间构型的方法有

扫描电镜、傅里叶红外光谱仪和激光共聚焦显微

镜观察等，分析 EPS 组分的方法主要有高效液相

层析法、磁共振分析、拉曼光谱分析和紫外分光

光度法[4]。
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[摘要] 粪肠球菌是根管治疗后再感染的主要致病菌，常以生物膜的形式存在。包绕在细菌周围或黏附在细菌

表面的糖类、核酸和分泌蛋白对粪肠球菌的初始黏附、生物膜空间结构和细菌间信息交流等起重要的作用。本

文就粪肠球菌生物膜及其细胞外聚合物组分和去除方法作一综述。
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[Abstract] Enterococcus faecalis is a predominant organism that plays a major role in the etiology of persistent
periradicular lesions after root canal treatment by forming biofilms. The matrix, which holds bacterial biofilms to-
gether, is a complex mixture of macromolecules including expolysaccharides, nucleic acid and protein. Extracelluar
matrix contributes significantly to bacterial adhesion, biofilm structure and information exchanging between bacte-
rias. This review mainly focused on the bioflim structure, extracelluar matrix and ways to eliminate the Enterococ-
cus faecalis biofilm.
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2.1 细胞外多糖

粪肠球菌产生的多糖分为3类[5]：第 1 类是葡

聚糖，由 α-1,6-糖苷键连接的葡萄糖组成，因糖

苷键的存在，易与细胞外蛋白质结合而形成大相

对分子质量的聚合物；第 2 类是磷壁酸，由双糖

组成，主要来自细胞壁裂解；第 3 类是杂聚糖，

又名鼠李聚糖，由鼠李糖、葡萄糖、半乳糖、甘

露糖胺和葡萄糖胺等单糖组成，其中甘露糖胺和

葡萄糖胺均含有 N-乙酰残基。粪肠球菌的杂聚糖

α 皆由上述 5 种单糖组成，但因单糖顺序和连接

位点的不同，杂聚糖在不同菌株中的结构具有高

度多样化的特征。
细胞外多糖能促进细菌间的黏附，为生物膜

形成所必需。粪肠球菌黏多糖的产生与细菌生

物膜的形成能力直接相关。定量黏附测试[6]显示，

只有能产生黏多糖的粪肠球菌才能形成生物膜。
Theilacker等[7]通过构建生物膜相关糖脂合成基因

bgsA 突变株和 bgsA 过度表达株发现，粪肠球菌

产生的糖脂参与生物膜聚集，细胞外多糖的产生

对生物膜细菌具有保护作用。一方面，生物膜菌

株分泌的大量水不溶性多糖构成生物膜细菌生长

的外环境，有利于生物膜抵抗抗生素和冲洗液的

渗透以及特异性抗体、自然杀伤细胞和吞噬细胞

等对细菌的免疫清除作用。研究[8]显示，氨基葡

聚糖有利于粪肠球菌躲避小鼠腹部巨噬细胞的吞

噬，即细胞外多糖的屏蔽作用能阻碍机体的免疫

防御。另一方面，细胞外多糖的多孔网状结构有

利于细菌捕获周围营养，保证细菌饥饿状态下的

新陈代谢。Portenier等[9]通过透射电镜发现，饥饿

期粪肠球菌产生了丰富的酸性细胞外多糖，这种

多糖能被钌红染色而不能被单宁酸染色，且与霍

乱弧菌饥饿条件下产生大量被铁蛋白染色的细胞

外多糖相似。这说明细胞外多糖的产生是细菌适

应不利条件的一种反射，保障其饥饿条件下营养

的供给。
2.2 细胞外核酸

细胞外核酸有细胞外 DNA 和细胞外 RNA 两

种，细菌生物膜细胞外核酸主要用于研究细胞外

DNA。细胞外 DNA 是细胞外基质的重要组分，对

生物膜的三维结构起支撑作用，有利于生物膜的

形成和生物膜特殊耐药性的产生。有关铜绿假单

胞菌生物膜的研究[10]显示，细胞外 DNA 成分是其

生物膜形成所必需。在 DNaseⅠ存在时，生物膜

细菌数量明显减少，但随生物膜的成熟，DNase

Ⅰ对生物膜的干扰逐渐削弱，即成熟生物膜有抵

挡外部 DNA 酶的作用。这种情况也适合于粪肠球

菌[11]。细胞外 DNA 不仅参与生物膜的形成，而且

能增强生物膜的耐药性。有研究[12]显示，细胞外

DNA 通过螯合阳离子增加生物膜的耐药性。
关于生物膜细胞外 DNA 的来源，目前有 2 种

解释。一种认为是细菌主动分泌的。对蜡样芽胞

杆菌的研究 [13]提示，嘌呤合成缺陷株不影响细菌

的正常生长繁殖，但无细胞外 DNA 的产生和生物

膜的形成。不同的生长期，细胞外 DNA 的产量不

同。处于指数生长期的浮游细菌产生大量的细胞

外 DNA，处于静止期的蜡样芽胞杆菌并不释放细

胞外 DNA。另一种观点认为，生物膜细胞外 DNA
来源于死亡菌体裂解的被动释放。这个过程由自

溶素介导，参与生物膜的初期形成。Thomas等 [11]

将粪肠球菌生物膜细胞外 DNA 与 细菌染色体

DNA 扩增并且经琼脂糖电泳发现，两者具有一致

性。他们推测粪肠球菌生物膜细胞外 DNA 主要来

源于细菌自溶。粪肠球菌自溶和细胞外 DNA 的释

放由细菌分泌明胶酶（gelatinase，Gel）和丝氨酸蛋

白酶（serine protease，Spr）共同调控：gel 缺陷菌

株的浮游状态和生物膜状态都不能释放细胞外

DNA，生物膜形成量少、结构不完整；spr 缺陷菌

株大量死亡，释放细胞外 DNA，细菌生物膜产量

增加。这两种蛋白酶主要是通过控制自溶素 atlA
的合成来调控 DNA 释放的[14]。
2.3 细胞外蛋白

有关粪肠球菌生物膜细胞外蛋白，研究较多

的是 Gel。Gel 是粪肠球菌产生的一种含锌分泌型

基质金属蛋白酶，可以水解明胶、胶原质、酪蛋

白和纤维蛋白，gelE 是其编码基因。此基因与Spr
编码基因 sprE 位于同一个操纵子，两者的表达由

反馈移位寄存器 fsr 编码的二元组分密度感应系

统调控 [15]。 fsr 操纵子含 fsrA、 fsrB、 fsrC 和 fsrD
基因，fsrD 表达的一种名为 Gel 合成激活蛋白质

（gelatinase biosynthesis-activating pheromone，GB-
AP）的自诱导肽[16]是含 11 个氨基残基的内酯环肽，

当这种信号肽积累到一定量时，fsr 操纵子下游调

控基因 gelE-sprE 被激活，分别表达 Gel 和 Spr 蛋

白； fsrB 基因产物具有蛋白水解作用，能切开

fsrD 编码的肽内酯；fsrA 和 fsrC 编码 gel 和 spr 的

反应调节器，fsrC 能感受细胞外组氨酸激酶的质

量浓度，从而激活 fsrA 基因的表达。fsr 操纵子中

任何一个基因突变都会导致粪肠球菌生物膜的形
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成能力下降，即粪肠球菌生物膜的形成受到密度

感应系统的调控。有关粪肠球菌 gelE 基因突变株

的研究[11，17]显示，在 gelE 插入失活或基因敲除的

情况下，生物膜的形成明显减少，即 gelE 影响生

物膜的形成。也有研究[18]认为：gelE 基因突变株

和野生株在粪肠球菌生物膜的生物量和厚度等方

面没有显著差别，gelE 与生物膜的形成能力无相

关性。
Gel 调控粪肠球菌生物膜形成的机制至今不

明，但其促进生物膜形成与以下因素有关[19]。首

先，细菌黏附是生物膜形成的初始阶段，细菌表

面的无极性疏水基团有利于细菌之间以及细菌与

物面的附着。Gel 能切断细菌表面与疏水基团的

连接键，使疏水基团外露，从而增强细菌的黏附

能力。其次，生物膜的形成受密度感应系统的调

控，gelE 是 fsr 密度感应系统的下位调节基因，

具有调节细菌群体行为的作用。gel 与生物膜的毒

力相关，突变或敲除 gelE，粪肠球菌生物膜毒力

显著下降。

3 粪肠球菌生物膜的去除

3.1 常规临床控制措施

针对根管生物膜的去除，临床上主要采用根

管预备和根管消毒手段。常用的根管消毒液有次

氯 酸 钠、氯 己 定 和 乙 二 胺 四 乙 酸 ， 体 积 分 数

5.25%的次氯酸钠对粪肠球菌生物膜的清除最

佳[20]。近年来，光活化消毒和臭氧等新型根管消

毒技术提高了粪肠球菌生物膜的清除率。
3.2 降解生物膜细胞外基质

粪肠球菌细胞外蛋白是生物膜密度感应系统

的核心成分，以细菌密度感应为靶点的信号干扰

是抑制生物膜形成和去除生物膜的新方法。在粪

肠球菌 fsr 密度感应系统中，GBAP 起着关键作

用，阻断 GBAP 的信号传导和抑制 GBAP 的生物

合成，均能起到抑制生物膜形成的作用。Nakaya-
ma等 [21]报道的一株放线菌属次级代谢产物 siamy-
cin，在亚抑菌质量浓度时，可大大降低粪肠球菌

GBAP 和 Gel 的产量，可失活细菌自身产生的和

外源性的 GBAP，使粪肠球菌不能启动密度感应

系统，生物膜形成减少。其机制是，siamycin 阻

断 GBAP 信号对 gel 和 spr 的反应调节器 fsrA-fsrC
双组分的激活作用，切断信号传导通路。近年来，

Nakayama等 [22]报道的另一种真菌代谢产物ambuic
酸，通过抑制 GBAP 的合成，可达到阻断粪肠球

菌密度感应系统的作用；但当加入外源性 GBAP，

fsr 密度感应系统激活，生物膜形成能力恢复。
DNase、RNase 和多糖降解酶以及天然中草药

如五倍子[23]，可协同抗生素控制生物膜。其中酶

和天然药物能降解细胞外基质，有利于抗生素的

渗入，增强生物膜对抗生素的敏感性，从而达到

消除生物膜的作用。此类研究在金黄色葡萄球菌

和铜绿假单胞菌已经展开，但是对粪肠球菌研究

较少[11]。

4 小结

粪肠球菌EPS 是生物膜的重要成分，在细菌

的黏附聚集及其空间构型以及细菌间信息交流、
耐药性和免疫逃避等方面起重要的作用。近年来，

其研究已经取得一定的进展，但仍有待进一步探

索，以提高根管生物膜的清除率和根管治疗的临

床疗效。
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