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1 引言

随着电子产品的普及，工作、学习压力的增大，多数人出

现了眼睛疲劳和损伤的情况，主要症状是眼干、炎症、角膜损

伤等。与此同时，市面上出现了形形色色的滴眼液，打着“药到

病除”的旗号，让诸多患者不知如何选择。但是，滴眼液都是无

害的吗？滴眼液直接与眼部接触，多剂量滴眼液，如果主药本

身不具有充分的抗菌活性，在使用过程中就会被微生物污染，

导致眼睛引起新的疾病[1]。但是，长期使用含防腐剂的滴眼液

对眼睛也会造成伤害，因此需要探讨如何更有效地控制滴眼

液中的微生物的污染，从而减轻防腐剂对眼睛的伤害[2]。

2 仪器材料

2.1 仪器及耗材

主要包括无菌检验隔离系统、超净工作台、二氧化碳培养

箱 Thermo 310、生化培养箱、酶标仪、高压灭菌锅、震荡水浴摇

床、XDS-1B 倒置显微镜、微量加样枪。

2.2 材料及试剂

L-929 细胞、WISH 细胞，购自中国药品生物制品检定所

MTT。
RPMI1640（Invitrogen），lot no1155259，小牛血清（武汉三

利）。
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图 4 WISH 加防腐剂

图 5 苯扎溴铵

滴眼液，长春迪瑞制药有限公司提供，生产批号 120403，
规格：5ml/瓶。

三氯叔丁醇，生产批号 20101001，湖南尔康药业。

苯扎溴铵，生产批号 20111101，太仓制药厂。

苯扎溴铵，生产批号 20111025，山东福瑞达制药有限公司。

羟苯乙酯，生产批号 20110702，玻璃酸钠，生产批号

20110702，广州康乔汉普有限责任公司。

3 方法

3.1 使用防腐剂的必要性

操作方法：取滴眼液，开封后，室温放置不同时间，进行无

菌和微生物检验。实验发现，开封后，室温放置的滴眼液会被

微生物污染，结果如表 1 所示。随着时间的变长，污染的微生

物种类和数量逐渐增多，结果如表 2 所示[3]。

3.2 防腐剂的危害性考察

3.2.1 方法

根据不同厂家使用的防腐剂，考察各种防腐剂的毒性。培

养细胞，进行传代，待细胞状态良好，稀释至适宜浓度，加入 96
孔板，每孔 100ul，做两组，培养 24 小时。然后每孔加入 100ul
防腐剂溶液（根据产品说明书配方配成适宜浓度）。其中一组，

继续培养 24 小时，另一组培养 48 小时。培养结束后，进行染

色，用酶标仪在 570nm 测定每孔的 OD 值。实验证明，苯扎溴

铵对细胞的毒性最大，具体如图 1 至图 8 所示。不同防腐剂作

用结果如表 3 所示。

3.2.2 考察苯扎溴铵对 WISH 细胞的毒性

分别取浓度为 0.0025%、0.005%、0.01%的苯扎溴铵溶液，

样品
时间

8h 24h 48h 72h
含防腐剂 - - - -

不含防腐剂 + + + +
稀释液对照 - - - -

表 1 样品无菌检验结果

注：“-”代表无菌生长，“+”代表有菌生长。

样品 检出菌名称
时间

8h 24h 48h 72h
含防腐剂 金黄色葡萄球菌 - - - -

铜绿假单胞菌 - - - -
白色念珠菌 - - - -

梭菌 - - - -
不含防腐剂 金黄色葡萄球菌 - +（3cfu） +（32cfu）+（不可计数）

铜绿假单胞菌 - +（1cfu） +（7cfu） +（22cfu）
白色念珠菌 - - - +（13cfu

梭菌 - - - -
稀释液对照 需氧菌总和 0 0 0 0

表 2 样品微生物检验结果

注：cfu 为每个平皿上肉眼可观察、可计数的菌落个数。

图 1 L929 第一天

图 2 L929 第二天

图 3 WISH

图 6 三氯叔丁醇
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浓度 OD 值
作用时间

12h 24h 48h
0.0025% 0.35 0.23 0.17
0.005% 0.21 0.18 0.11
0.01% 0.12 0.11 0.06
细胞组 0.78 0.84 0.76

图 7 羟苯乙酯

图 8 苯扎氯铵

表 3 不同防腐剂作用结果

按照以上步骤进行检验，测定结果如表 4 所示。加入苯扎溴铵

不同时间段的 WISH 细胞的变化如图 9 至图 11 所示。

实验结果表明，苯扎溴铵浓度越大，作用时间越长，对细

胞造成的不可逆伤害越大[4]。

3.3 应对措施

取浓度为 0.01%的苯扎溴铵溶液，同时加入不同浓度的

玻璃酸钠溶液，同法，进行上述实验，结果如表 5 所示。

实验证明，玻璃酸钠可以有效地对抗苯扎溴铵对细胞的

伤害，在低浓度范围内，随着玻璃酸钠浓度的增加，保护作用

逐渐增大，当浓度过高时，保护作用不明显，推测玻璃酸钠黏

性较大，影响细胞的正常代谢，反而不利于增长[5]。

4 结语

综上所述，为了防止多剂量包装的滴眼液在使用过程中

被微生物污染，引起药源性疾病，主药不含抗菌活性的滴眼液

应添加一定的防腐剂，同时加入一定量的玻璃酸钠，进行抗氧

化作用，保护眼上皮细胞。另外，如果工艺和成本允许，尽量开

发单剂量包装滴眼液，更加安全卫生，减少二次污染的概率[6]。
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时间

OD 值

供试液

苯扎

溴铵

三氯叔

丁醇

羟苯

乙酯

苯扎

氯铵

细胞

对照

生理盐水

对照

12h 0.22 0.48 0.32 0.28 0.78 0.81
24h 0.12 0.34 0.24 0.21 0.83 0.85
48h 0.07 0.21 0.12 0.14 0.76 0.77

图 9 正常 WISH 细胞

图 10 加苯扎溴铵 24h

表 4 不同浓度苯扎溴铵作用效果

图 11 加苯扎溴铵 48h

表 5 苯扎溴铵与不同浓度玻璃酸钠作用效果

浓度 OD 值
作用时间

12h 24h 48h
0.01%苯扎溴铵 0.14 0.12 0.06

0.01%苯扎溴铵+1%玻璃酸钠 0.28 0.25 0.22
0.01%苯扎溴铵+2%玻璃酸钠 0.32 0.25 0.26
0.01%苯扎溴铵+4%玻璃酸钠 0.58 0.61 0.52
0.01%苯扎溴铵+8%玻璃酸钠 0.36 0.34 0.27

细胞组 0.75 0.86 0.81
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