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泮托拉唑钠为第3代质子泵抑制剂，在中性和弱酸性条件
下相对稳定，在强酸性条件下迅速活化。其具有的pH依赖的
活化特性，使其对H+/K+-三磷酸腺苷（ATP）酶的作用具有更好
的选择性[1]。注射用泮托拉唑钠属于非最终灭菌无菌制剂，主
要适用于十二指肠溃疡、胃溃疡、急性胃黏膜病变、复合性溃
疡等引起的急性上消化道出血[2]。

根据新版《药品生产质量管理规范》（GMP）的要求[3]，应当
依据所用灭菌方法的效果确定灭菌前产品（如冻干制剂过滤
除菌前配制液）微生物污染水平的监控标准，并定期监控。企
业在日常生产过程中应做好微生物的污染水平的监控工作，

对产品含菌量的变化进行趋势分析，及时发现不良趋势，采取
相应的措施确保产品的无菌保证水平[4]。这就要求对微生物
限度检查方法进行验证以保证方法的可靠性和有效性，从而
准确了解产品的微生物污染水平[5]。笔者在此建立了注射用
泮托拉唑钠过滤除菌前配制液的微生物限度检查方法，并进
行了方法学验证。

1 材料
1.1 仪器

HTY-601型智能集菌仪、HTY型反复使用全封闭集菌培
养器（杭州高得泰林生物技术设备有限公司）；LRH-250型恒
温培养箱（上海索普仪器有限公司）。

1.2 样品与试剂
注射用泮托拉唑钠过滤除菌前配制液（简称配制液，批

号：1208043、1208073、1208083、1208093、1208113、1208143、

1208173，质量浓度：20 mg/ml，pH 值：10.8～11.3）、0.9％无菌
氯化钠溶液（批号：12032622）、pH 7.0的无菌氯化钠-蛋白胨缓
冲液（批号：12032621）均为自制。

注射用泮托拉唑钠处方为 ：泮托拉唑钠 40 g（以
C16H15F2N3O4S计），甘露醇 50 g，依地酸钙钠 1.5 g，注射用水加
至2 000 ml，制成1 000支。

1.3 试验用菌种（第4代）
金黄色葡萄球菌[CMCC（B）26003]、枯草芽孢杆菌[CMCC

（B）63501]、大肠埃希菌[CMCC（B）44102]、白色念珠菌[CMCC

（F）98001]、黑曲霉 [CMCC（F）98003]均来自中国工业微生物
菌种保藏管理中心。

1.4 培养基
营养琼脂培养基（批号：110613）、玫瑰红钠琼脂培养基

（批号：1109052）、改良马丁培养基（批号：110525）、营养肉汤
培养基（批号：110407）、改良马丁琼脂培养基（批号：101028）

均由北京三药科技开发有限公司提供。

2 方法与结果
2.1 菌液的制备

分别接种大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的
新鲜培养物至营养肉汤培养基，30～35 ℃培养18～24 h；接种
白色念珠菌的新鲜培养物至改良马丁培养基，23～28 ℃培养
24～48 h。上述培养物用0.9％无菌氯化钠溶液稀释成50～100

CFU/ml的菌悬液；接种黑曲霉的新鲜培养物至改良马丁琼脂
斜面培养基，培养 5～7 d，使大量孢子产生，加入 3～5 ml 含
0.05％（V/V）聚山梨酯 80的 0.9％无菌氯化钠溶液，将孢子洗
脱，然后吸出孢子悬液（管口带有薄的无菌棉花过滤菌丝）至
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验结果对样品以100、300 ml 0.9％无菌氯化钠溶液冲洗后再进行验证试验。结果：预试验中各菌回收率大于70％，但白色念珠菌

生长受抑；在样品经300 ml 0.9％无菌氯化钠溶液冲洗后进行的验证试验中，所有菌的回收率均大于70％，且未见生长受抑情况。

结论：确定样品微生物限度检查方法为细菌检查时样品直接过滤不冲洗；霉菌及酵母菌检查时样品过滤后需用0.9％无菌氯化钠

溶液300 ml冲洗。建立的方法有效可行，可用于该品种配制液的微生物限度检查。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for microbial limit test of liquid preparation of Pantoprazole sodium for injec-
tion before filtration sterilization. METHODS：The membrane-filter method was used for pre-experiment. Validation test was con-
ducted after the samples were rinsed with 100 and 300 ml sterile 0.9％ Sodium chloride solution according to pre-experiment. RE-
SULTS：The recoveries of all test bacteria in the pre-experiment were greater than 70％；the growth of Candida albicans had been
inhibited. The recoveries of all test bacteria after rinsed with 300 ml sterile 0.9％ Sodium chloride solution were greater than 70％
in validation test；no inhibition of bacteria growth was found. CONCLUSIONS：In microbial limit test，the samples only should be
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灭菌试管内，用含0.05％聚山梨酯80的0.9％无菌氯化钠溶液
将菌液稀释至50～100 CFU/ml的菌悬液，备用。

2.2 细菌、霉菌和酵母菌检查方法的验证
2.2.1 细菌、霉菌及酵母菌检查方法的验证（预试验 ，样品批
号：1208043）。（1）试验组：取配制液 20 ml，至含 50 ml 0.9％无
菌氯化钠溶液的集菌培养器中，并分别加入50～100 CFU的大
肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌菌悬液，过滤，取出
滤膜，菌面朝上贴至营养琼脂培养基平板上，于30～35 ℃倒置
培养3 d。取配制液20 ml，至含50 ml 0.9％无菌氯化钠溶液的
集菌培养器中，分别加入50～100 CFU的白色念珠菌、黑曲霉
菌悬液，过滤，取出滤膜，菌面朝上贴至玫瑰红钠琼脂培养基
平板上，于23～28 ℃倒置培养5 d。（2）菌液组：方法同试验组，

不加样品。测定每一菌株所加的试验菌数。（3）供试品对照组：

照试验组项下方法操作，不加菌悬液，作为供试品本底菌数。

计算试验组回收率[（试验组平均菌落数－供试品对照组
平均菌落数）/菌液组平均菌落数×100％]。结果大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉的菌回
收率分别为 89％、91％、86％、92％、90％，白色念珠菌在不冲
洗的情况下菌落生长情况（第3天）见图1。

虽然白色念珠菌的最终回收率大于70％，符合规定，但是
试验组较菌液组菌落生长缓慢，表明样品对白色念珠菌的生
长有抑制作用。故此法虽可用于该样品的细菌检查，但不适
用于霉菌及酵母菌检查，需要对样品进行适当冲洗。

2.2.2 霉菌及酵母菌检查方法的第 2 次验证（样品批号：

1208073）。（1）试验组：取配制液20 ml，至含50 ml 0.9％无菌氯
化钠溶液的集菌培养器中，过滤，分别用100、300 ml 0.9％无菌
氯化钠溶液冲洗，每次100 ml，在最后一次冲洗液中加入50～

100 CFU的白色念珠菌、黑曲霉菌悬液，取出滤膜，菌面朝上贴
至玫瑰红钠琼脂培养基平板上，于23～28 ℃倒置培养5 d。（2）

菌液组：方法同试验组，不加样品。测定每一菌株所加的试验
菌数。（3）供试品对照组：照试验组项下操作，不加菌悬液，作
为供试品本底菌数。（4）稀释剂对照组：取试验菌1 ml，至含50

ml 0.9％无菌氯化钠溶液的集菌培养器中，过滤，分别用0.9％
无菌氯化钠溶液100、300 ml冲洗，取出滤膜，菌面朝上贴至玫
瑰红钠琼脂培养基平板上，于23～28 ℃倒置培养5 d。

结果样品过滤后冲洗100 ml，试验组的白色念珠菌较菌液
组菌落生长缓慢；而冲洗300 ml后，试验组的白色念珠菌与菌
液组菌落生长情况一致，且回收率都符合规定，结果见图2。

由此得到样品微生物限度检查方法如下：细菌检查时样
品直接过滤不冲洗；霉菌及酵母菌检查时样品过滤后需用
0.9％无菌氯化钠溶液300 ml冲洗。对3批配制液按此法进行

重复验证，结果见表1。

表1 3批样品菌回收率验证结果（％％）
Tab 1 Results of validation tests of recovery rate of 3 batch-

es of samples（％％）

批号

1208073

1208083

1208093

组别
试验组
稀释剂对照组
试验组
稀释剂对照组
试验组
稀释剂对照组

大肠埃希菌
103

98

90

85

76

76

金黄色葡萄球菌
83

99

89

79

89

94

枯草芽孢杆菌
95

88

100

99

96

75

白色念珠菌
92

99

92

81

92

95

黑曲霉
92

95

89

93

98

91

由表 1可见，各菌的回收率均符合规定，故采用此法进行
微生物限度检查。
2.3 样品微生物限度检查

对3批配制液进行微生物限度检查，结果见表2。
表2 3批配制液的微生物限度检查结果

Tab 2 The microbial limit test of 3 batches of liquid prepa-
ration

批号

1208113

1208143

1208173

细菌数

0

0

0

霉菌及酵
母菌数

0

0

0

细菌、霉菌及
酵母菌总数

0

0

0

结果

符合规定
符合规定
符合规定

标准规定

应不得过
2 CFU/20 ml

3 讨论
由于泮托拉唑钠与pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液中的

磷酸二氢钾、磷酸氢二钠组成的缓冲液电离出来的H+反应生
成泮托拉唑，泮托拉唑不溶于水且遇光易变色，故会产生白色
沉淀影响滤过[6-7]，因此用0.9％无菌氯化钠溶液代替pH 7.0无
菌氯化钠-蛋白胨缓冲液进行验证试验。

本品在不冲洗及冲洗量为 100 ml的情况下，白色念珠菌
在第 3天时，试验组长势较菌液组弱，但到第 5天时与菌液组
长势相同且回收率也符合规定。所以在进行药品微生物限度

图1 预试验中白色念珠菌菌落生长情况（第3天）
A.菌液组；B.试验组

Fig 1 The growth of Candida albicans colonies in pre-experi-
ment（the third day）

A. bacilli group；B. experimental group

A B

A B

C

图2 第2次验证试验中白色念珠菌在不同冲洗量下菌落生长
情况（第3天）

A.菌液组；B.试验组（冲洗量300 ml）；C.试验组（冲洗量100 ml）

Fig 2 The growth of Candida albicans colonies under differ-
ent flush volume in 2nd test（the third day）

A. bacilli group；B. experimental group（300 ml of flush volume）；C.

experimental group（100 ml of flush volume）
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防御素（Defensins）是广泛存在于生物体中的一种富含半
胱氨酸的阳离子肽，分子质量为2～6 kD，存在于脊椎动物、无
脊椎动物和植物中，在先天免疫与抗细菌、真菌、原虫、病毒中
有重要作用[1]。成熟的防御素包含 6个半胱氨酸残基，形成 3

个分子内二硫键，根据半胱氨酸的位置及二硫键的排列，被分
为α、β、θ亚族[2]。人防御素β（HBDs）分布广泛，并且可被诱导
表达，在很多肿瘤中都存在表达失调的情况。近年的研究发
现，人防御素β有抗肿瘤作用，其机制主要为细胞周期阻滞、诱
导细胞凋亡、增强机体对肿瘤细胞的免疫监视、抗血管生成
等，有可能成为肿瘤治疗的有效靶点。笔者以“人防御素β”

“防御素”“肿瘤”“作用机制”等为关键词，查阅 1986－2012年
间维普、PubMed数据库中的国内外相关文献，就人防御素β在
肿瘤发生发展中的作用及机制研究作一综述。

1 人防御素β
首个人防御素β分离于肾透析者血浆，至今已经发现 4种

人防御素β：HBD1、HBD2、HBD3、HBD4。HBDs 基因簇定位
于人第 8号染色体的 p22～p23区间，主要包括 2个外显子，一

个编码富含亮氨酸的信号肽和原片段，一个编码成熟肽。

HBDs 前体比成熟肽长，带负电荷，而成熟的防御素带正电
荷；后者可被其前体的负电荷平衡，而前体帮助防御素正确地
折叠[3]。

HBDs以1-5，2-4和3-6配对的半胱氨酸残基区分，其一级
结构是可变的，二级结构和三级结构相对保守，均由 3个反向
平行的β片层和1个N端的α螺旋组成。其一级结构见图1[4]。

HBDs由人上皮细胞产生，在人体中既存在固有表达，也
可被微生物或脂多糖（LPS）诱导表达，对炎症反应具有双重
作用。在无诱导刺激时，HBDs 存在基础水平的表达，此时
HBDs发挥抗炎作用，维持无炎症的内环境。当受细菌、真菌
和病毒等外界因子刺激后，带正电荷的HBDs作为配体通过静

·综述讲座·
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摘 要 目的：综述人防御素β在肿瘤发生发展中的作用及机制。方法：以“人防御素β”“防御素”“肿瘤”“作用机制”等为关键词，

查阅1986－2012年间维普、PubMed数据库中的国内外相关文献，总结人防御素β与肿瘤的关系、对肿瘤的作用及机制。结果与结

论：1986年Lichtenstem A等首先发现防御素能裂解肿瘤细胞，此裂解作用与防御素的浓度密切相关，温度下降或加入血清可抑制

防御素的功能；人防御素β的表达失调促进肿瘤的发生发展，肿瘤形成后又进一步影响人防御素β的表达；人防御素β通过细胞周期

阻滞、诱导细胞凋亡、趋化免疫细胞、抗血管生成发挥对肿瘤细胞的作用，但作用机制尚未研究透彻，目前多限于体外水平。随着

研究的不断深入，防御素可能会成为未来肿瘤治疗领域一类高效低毒的新药物。

关键词 防御素β；肿瘤；作用机制；综述

检查法验证时，应当逐日观察，及时发现样品对试验菌微弱的
抑菌作用，便于寻求更有效的检验方法，保证对灭菌前微生物
污染状况实行有效监控，确保无菌药品的安全有效。

经查阅相关文献并未发现有明确针对冻干制剂过滤除菌
前配制液微生物限度的限度规定。为规范冻干制剂生产过程
中过滤除菌前产品微生物的质量监控，保证药品质量，本企业
制订了注射用泮托拉唑钠过滤除菌前配制液的微生物限度：

细菌、霉菌及酵母菌总数应不得过 2 CFU/20 ml。验证方法建
立后，取 3批样品按此方法检验，检查结果均符合规定。由此
表明建立的方法有效可行，可用于该品种配制液的微生物限
度检查。
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图1 HBDs的一级结构
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DHYN C VSSGGQ C LYSA C PIFJKIQGT C YRGKAK CC K

GIGDPV T C LKSGAI C HPVF C PRRYKQIGT C GLPGTK CC KKP

GIINTLQKY C RVRGGR C AVLS C LPKEEQIGK C STRGRK CC RRKK

Y EFELDRI C GYGTAR C RKK C RSQEYRIGR C PNTYA CC LRKWDESLLNRTKP

··4309


