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%实验研究%

甲基纤维素滴眼液使用和存放过程中的微生物

监测分析

宫瑞中!张红!王丽!王峻峰!王婧!张琳!冀明

!!&摘要'!背景!目前大多数滴眼剂为多剂量包装$为保证滴眼液在使用中的安全性$对滴眼液瓶开启后
使用过程中的微生物相关研究很有必要(!目的!研究甲基纤维素"?@#滴眼液开启后在社区常温)社区冷
藏及病区常温 ( 种环境下使用和存放时微生物污染情况及保持无菌的时间(!方法!将 ?@滴眼液按照模拟
试验的温度)湿度和污染指数等环境的不同分为社区常温组)社区冷藏组和病区常温组$每个环境组取含或不
含防腐剂尼泊金乙酯的 ?@滴眼液各 3&& 支$其中分为启封药物和不启封药物( 由专业人员开启滴眼液瓶并
标注开启时间$模拟点眼操作每次 % 滴$每日 ( 次$每次药液空气中暴露时间为 5 A%& 1$用后分别在相应环境
中存放( 分别于药瓶开启后 %)3)()7)5)*)))8)4 和 %& B 的 8!&& 取样$由同一检验员进行细菌培养和真菌培
养$并通过全自动微生物分析系统进行菌种鉴定(!结果!药瓶开启后社区常温组)社区冷藏组和病区常温组
无防腐剂启封药细菌阳性率均在 (&C左右$而未启封药物未见微生物生长( 药瓶开启后 %& B$社区常温组)

社区冷藏组和病区常温组无防腐剂的启封药细菌培养阳性率分别为 (&C)(3C和 (*C$而含防腐剂药物的启
封药细菌阳性率分别为 %5C)%4C和 3(C$组内比较差异均有统计学意义 "!3 D*E753)7E778)7E&*($均 !F
&E&5#*根据 G,HIJJK法计算社区常温组与社区冷藏组)病区常温组与社区冷藏组以及病区常温组与社区常温
组间无防腐剂启封药细菌阳性率差值的 45C可信区间""##分别为L&E%** A&E%3*)L&E%%& A&E%4& 和L&E&88 A
&E3&8$而含防腐剂启封药物细菌阳性率差值的 45C"#分别为L&E%54 A&E&)4)L&E&84 A&E%*4 和L&E&7( A
&E3&($尚不能认为不同环境间差异有统计学意义( 培养的微生物经鉴定分别为藤黄微球菌)鲁氏不动杆菌)

枯草芽孢杆菌)抗辐射不动杆菌)香味菌和木糖葡萄球菌(!结论!防腐剂尼泊金乙酯可以降低 ?@滴眼液使
用过程中的微生物污染率*滴眼液的常见使用环境对 ?@滴眼液的微生物污染情况无明显影响( ?@滴眼液
污染的菌群均属于大气)土壤等环境菌种$并非眼部常见致病菌(!

&关键词'!滴眼液* 药物污染* 药品保存* 细菌+分离和纯化* 甲基纤维素滴眼液* 杀菌防腐剂* 尼
泊金乙酯
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!!眼科常用药物剂型为滴眼剂$其安全性一直受到
关注

+%, ( 滴眼剂的有效期指药品未开启状态下的有
效保存期限$而容器开启后药物的合理使用期限却鲜
有研究( 绝大多数药物的滴眼液为多剂量包装$容器
开启后容易被空气中的微生物污染$成为眼部感染的
潜在原因

+3L(, ( 为保证滴眼液在使用中的安全性$对
滴眼液瓶开启后使用过程中的微生物相关研究很有必

要( 本研究中采用微生物直接接种培养法观察含或不
含防腐剂尼泊金乙酯的甲基纤维素"-IMH;:,I::S:>1I$
?@#滴眼液在病区常温)社区常温和社区冷藏等 ( 种
环境中进行细菌和真菌检查并进行菌种鉴定(

@6材料与方法

@'@6主要试剂及仪器
金黄色葡萄球菌+@?@@"\# 3*&&(,)大肠埃希菌

+@?@@"\#77%&3,)枯草芽孢杆菌+@?@@"\#*(5&%,)生
孢梭菌 +@?@@"\# *747%,)白色念珠菌 +@?@@"_#
48&&%,)黑曲霉 +@?@@"_# 48&&( ,及铜绿假单胞菌
+@?@@"\#%&%&7,"以上菌种均由中国食品药品检定
所提供$均为第 ( 代 #( 营养琼脂培养基 "批号!
%3((&#)营养肉汤培养基"批号!%3&(%33#)硫乙醇酸
盐培养基"批号!%(&7%&3#)玫瑰红钠琼脂培养基"批
号!%3&7%&#)改良马丁培养基"批号!%3&5%5#)改良马
丁琼脂培养基 "批号!%3&%%( # "中国食品药品检定
所#*规格 %& -:的含尼泊金乙酯 ?@滴眼液 "批号!
3&%(&*&(#)规格 %& -:的无尼泊金乙酯 ?@滴眼液

"批号!3&%(&*&)# "山西省眼科医院制剂室#( Ùa6
3&&&^型智能集菌仪)一次性全封闭集菌器"杭州高得
医疗器械有限公司#*G[b635&\6c型生物化学培养箱)
?Vb63&5\6c型霉菌培养箱 "上海博迅实业有限公
司#*?dG6()8& 高压蒸汽灭菌器 "日本三洋电机株式
会社#*@b3% _b% 型光学显微镜 "日本 #:;-NS1公
司#)X$U9e36,>-N.,M全自动微生物分析系统"法国梅
里埃公司#(
@'A6方法
@'A'@6实验分组及取样6根据药物使用环境不同分
为病区常温组)社区常温组和社区冷藏组$( 种环境的
室温分别为 35 A3* f)3* A38 f和 5 A8 f$相对湿度
分别为 *5C A*8C)*3C A**C和 *&C A*5C$实验
期间空气污染指数为 75 A%34( 每组无防腐剂 ?@滴
眼液和含防腐剂 ?@滴眼液各 3&& 支$每组均设不启
封的药物作为对照"表 %#( ?@滴眼液容器开启后标
注开启时间$模拟使用药物每次 % 滴$每日 ( 次$每次
使用后旋紧瓶盖$在相应环境中存放( 模拟点眼操作
均由专业技术人员完成$按无菌要求均做到用药前洗
手)滴眼液容器与眼不接触)用药后拧紧瓶盖)空气中
暴露时间控制在 5 A%& 1"从开盖到闭盖#等( 分别于
药瓶开启后 %)3)()7)5)*)))8)4 和 %& B 的 8!&& 取样$

每次取启封和未启封滴眼液各 %& 支$共取 %& 次$取样
后细菌培养和真菌培养均由同一检验员进行(
@'A'A6微生物的监测6精密量取样品溶液 3 -:接种
于硫乙醇盐流体培养基和改良马丁培养基$分别置于
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(5 f和 35 f恒温箱中培养$连续 %7 B 观察有无细菌
和真菌菌落( 用无菌接种环取培养物$在相应的培养
基平板上划线分离单克隆进行培养$观察是否具有典
型的菌落形态$然后选取单克隆$革兰染色后光学显微
镜下观察其染色特性及菌落形态$并通过全自动微生
物分析系统进一步鉴定(
@'B6统计学方法

采用 G[GG %)'& 统计学软件进行统计分析( 本研
究中测量指标的计数资料用率进行表达$不同组间细
菌培养阳性率的差异比较采用 !3检验( 根据 G,HIJJK
法计算阳性率之差的 45C 可信区间 " ,>2J0BI2,I
02IOP.:$"##( 采用双尾检测法$检验水准 "D&E&5(

A6结果

A'@6不同处理组滴眼液样本微生物阳性率的比较
社区常温组)社区冷藏组和病区常温组无防腐剂

的启封药物细菌阳性率均在 (&C左右$而未启封药物
未见细菌生长( 随着药瓶开启时间的延长$?@滴眼
液中细菌阳性率逐渐升高$而未启封 ?@滴眼液在培
养 %7 B 内均未检出细菌或真菌"表 %#( 启封的药瓶
开启后 %& B 滴眼液样本细菌培养结果为阳性$真菌培
养结果为阴性( 社区常温组无防腐剂的启封药中有
% 支滴眼液在药瓶开启后 ( B 取样$培养 3 B 时显示细
菌培养结果阳性$含防腐剂药在开启使用后 5 B 取样$
培养 8 B 时显示细菌阳性( 社区常温组无防腐剂药物
启封后 %& B 内细菌培养阳性率高于含防腐剂启封药$
差异有统计学意义"!3 D*E753$!F&E&5#*社区冷藏组
无防腐剂启封药物细菌培养阳性率高于含防腐剂启封

药$差异有统计学意义"!3 D7E778$!F&E&5#*病区常温
组无防腐剂启封药细菌培养阳性率高于含防腐剂启封

药$差异有统计学意义"!3 D7E&*($!F&E&5#"表 3#(
药物开启后 %& B 内$不同组及采用不同处理的药

物间细菌阳性率进行多重比较$根据 G,HIJJK法计算得
到的 45C"#均包含 &$表明社区常温组)社区冷藏组
及病区常温组无防腐剂滴眼液开启后的细菌培养阳性

率差异无统计学意义$而含防腐剂滴眼液细菌培养阳
性率尚不能认为差异有统计学意义"表 ($7#(

表 @6药瓶开启后 @C 3各组微生物阳性率的比较"D#

组别
样本量

"支#

无防腐剂

启封药 未启封药

含防腐剂

启封药 未启封药

社区常温组 %&& (& & %5 &

社区冷藏组 %&& (3 & %4 &

病区常温组 %&& (* & 3( &

表 A6无或有防腐剂启封药开启后 @C 3
细菌培养阳性率的比较"D#

药物 样本量"支# 社区常温组 社区冷藏组 病区常温组

无防腐剂 %&& (& (3 (*

有防腐剂 %&& %5 %4 3(

!3 *E753 7E778 7E&*(
! F&E&5 F&E&5 F&E&5

!"!3检验#

表 B6不同组间无防腐剂启封药物的细菌阳性率差值

组别 样本量"支# 差值 45C "#

社区常温组与社区冷藏组 %&& L&E&3 L&E%**L&E%3*

病区常温组与社区冷藏组 %&& &E&7 L&E%%&L&E%4&

病区常温组与社区常温组 %&& &E&* L&E&88L&E3&8

!注!"#!可信区间

表 E6不同组间含防腐剂启封药物的细菌阳性率差值

组别 样本量"支# 差值 45C "#

社区常温组与社区冷藏组 %&& L&E&7 L&E%54L&E&)4

病区常温组与社区冷藏组 %&& &E&7 L&E&84L&E%*4

病区常温组与社区常温组 %&& &E&8 L&E&7(L&E3&(

!注!"#!可信区间

A'A6细菌种类的鉴定
培养的细菌经分离鉴定为藤黄微球菌)鲁氏不动

杆菌)枯草芽孢杆菌)抗辐射不动杆菌)香味菌和木糖
葡萄球菌等$均属于在大气)土壤等环境中生长繁殖的
菌种$部分是条件致病菌(

B6讨论

B'@6本研究采用的方法学依据
依据-中国药典.3&%& 年版二部附录!`无菌检

查法$目前常采用直接接种法和薄膜过滤法对 ?@滴
眼液进行无菌检查

+7L5, ( ?@滴眼液为无色)微黏稠)

澄明的液体$薄膜过滤法不易操作$而直接接种法操作
方便$且可定量计算微生物阳性率$因此本研究中采用
直接接种法对 ?@滴眼液样本进行微生物培养(
B'A6药物分组的设置

?@滴眼液防腐剂是尼泊金乙酯$无防腐剂滴眼
液易受到外界空气中的微生物污染

+*L), $而长期使用
含防腐剂的滴眼液会对角膜造成一定程度的损伤

+8, $
因此若确保滴眼液在开启后能无菌保存$则应谨慎添
加尼泊金乙酯( ?@滴眼液主要用于治疗干眼$而目
前干眼患者的发生率呈逐渐增多的趋势$炎症)高热)
过敏)风湿病和手术等因素均可导致干眼$而使用污染
的滴眼液易引起眼部感染

+4, $因此滴眼液的适宜保存
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环境至关重要( 本研究中设置了 ( 种常见的使用环
境$包括社区常温)社区冷藏和病区常温环境$以寻求
能够减少滴眼液污染的最适宜环境(
B'B6模拟实验中滴眼液的用法和用量

一般的滴眼液每滴约为 35 A(& ":$而结膜囊的泪
液容量最多为 %& ":$实际上只有较少的滴眼液保留在
眼结膜囊内$因此常规治疗每次只需 % 滴滴眼液即
可

+%&, $多余的药物可能溢出或沿鼻泪管流向鼻腔$对
患者产生药物刺激$影响眼表的有效药物浓度( 因此
本研究模拟滴眼液的常规用法和用量$即每次 % 滴$每
日 ( 次( 整个实验持续 %& B$滴眼液药瓶共打开 (& 次(
B'E6?@滴眼液开启后保持无菌状态的时间

本研究中未启封的对照药 %& B 内均未检出细菌
或真菌$有或无防腐剂滴眼液在开启后保持无菌的时
间分别为 7 B 和 78 H(
B'F6尼泊金乙酯对 ?@滴眼液微生物污染的影响

在社区常温组)社区冷藏组和病区常温组 ( 种环
境下$含防腐剂 ?@滴眼液微生物污染的阳性率均明
显低于无防腐剂 ?@滴眼液$提示防腐剂可抑制 ?@
滴眼液中微生物的生长$从而减少污染( 因此$?@滴
眼液配制中有必要加入适量尼泊金乙酯(
B'G6环境对 ?@滴眼液使用过程中微生物污染的影响

在社区常温组)社区冷藏组和病区常温组 ( 种环
境中$含防腐剂的启封药微生物的阳性率与无防腐剂
的启封药比较差异均无统计学意义$因此尚不能认为
( 种环境对 ?@滴眼液开启后的微生物污染有影响(
本研究中所采用的滴眼液瓶材质为低密度聚乙烯$密
封性良好$可排除冰箱存放时空气污染的可能性( 社
区冷藏组滴眼液在使用过程中温度控制在 5 A8 f$不
适宜微生物的生长和繁殖$理论上微生物培养阳性率
应该最低$但由于 ?@滴眼液的主要成分为甲基纤维
素$属于高分子化合物$冷藏保存后可能由于滴眼液瓶
中空气热胀冷缩$在瓶口产生泡沫$反而使滴眼液与空
气的接触面积增大$从而增加了滴眼液微生物污染的
可能性( 医院环境中空气中病原微生物多于其他公共
场所$微生物污染的可能性大 +%%, ( 本研究中选取的社
区常温环境平均温度比病区约高 3 f$温度较高$也会
增加感染的可能性$因此病区常温组与社区常温组的
微生物阳性率比较差异无统计学意义(

滴眼液在使用过程中受到污染时会增加患者发生

严重眼部感染的风险$目前已有滴眼液被微生物污染

后导致角膜感染$甚至溃疡和穿孔的报道 +%3, ( 尼泊金
乙酯的添加可降低 ?@滴眼液中微生物培养的阳性
率$临床上使用 ?@滴眼液的环境温度为 5 A38 f)相
对湿度 *&C A*8C时存放 7 B 内无菌生长$但后期可
有细菌生长( 临床使用多剂量包装的滴眼液$如 ?@
滴眼液时$即使每次使用时滴眼液瓶口与眼部严格不
接触$患者局部点眼也有感染的可能$感染菌群属于大
气和土壤等环境中的常见菌种$而并非是眼部的常见
致病菌( 由于本实验旨在排除滴眼液使用过程中眼对
药物造成污染的前提下来研究不同环境对滴眼液保存

的安全性$因此检测出的菌种与眼部常见致病菌存在
一定差异( 对于某些物理化学性质不稳定并易受空
气)光线)温度和湿度等外界因素影响的滴眼液$建议
使用单剂量包装(
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