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金黄色葡萄球菌 A 型肠毒素双抗体夹心 ELISA 
检测方法的建立及应用 
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(浙江大学动物科学学院 浙江省动物预防医学重点实验室  浙江 杭州  310058) 

 
 

摘  要：【目的】建立一种快速、灵敏、特异的金黄色葡萄球菌 A 型肠毒素(Staphylococcal 
enterotoxin A，SEA)检测方法。【方法】以原核表达的可溶性重组 SEA 蛋白为免疫原，获得特异

性强、亲和力高的单克隆抗体作为捕获抗体，同时制备抗 SEA 兔多抗血清作为检测抗体建立双

抗体夹心 ELISA (Double antibody sandwich ELISA，DAS-ELISA)检测方法。【结果】该方法对 SEA
的线性检测区间为 2−128 µg/L (y=1.102x−0.07，R2=0.994)，检测下限为 1.89 µg/L，与 SEB、SEC2
和 SED 之间无交叉反应；鲜奶 SEA 人工污染试验测定回收率为 94%−114%，变异系数小于 10%。

应用该方法对 46 株金黄色葡萄球菌水产品分离株和 164 株奶牛乳腺炎金黄色葡萄球菌分离株的

体外培养上清进行检测，阳性率分别为 4.4%和 50.6%，表明 SEA 污染普遍存在。【结论】建立的

DAS-ELISA 方法特异性、灵敏度和稳定性好，为检测 SEA 的食源性污染提供了有效手段。 
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Development and application of DAS-ELISA for 
detection of staphylococcal enterotoxin A 

SHI Yu-Fei  ZHANG Xian  XIE Hui  WANG Xin  FANG Wei-Huan* 
(Zhejiang Province Key Laboratory of Preventive Veterinary Medicine, College of Animal Science, Zhejiang University, 

Hangzhou, Zhejiang 310058, China) 

Abstract: [Objective] The research aimed to establish a rapid, sensitive and specific method for 
detection of staphylococcal enterotoxin A (SEA). [Methods] The soluble protein His-tagged SEA 
expressed in Escherichia coli was used as the immunogen to produce specific antibodies with high 
affinity. A double antibody sandwich ELISA (DAS-ELISA) was developed using anti-SEA monoclonal 
and polyclonal antibodies as capture antibody and detection antibody respectively. [Results] There was 
good linearity in the toxin range of 2−128 µg/L (y=1.102x−0.07, R2=0.994) with the detection limit at 
1.89 µg/L. The assay showed no cross-reactivity with SEB, SEC2 or SED. The average recovery rates 
for SEA in milk ranged from 94%−114% with the variation coefficient less than 10%. In addition, the 
method was also successfully used to detect SEA-producing strains in culture filtrates. Of 
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46 Staphylococcus aureus isolates from aquatic products, 4.4% were SEA-producing, while 50.6% for 
164 bovine mastitis isolates. [Conclusion] Therefore, the DAS-ELISA method was sensitive and 
specific, and could be used as a mean for monitoring food-borne SEA contamination. 

Keywords: Staphylococcal enterotoxin A, Monoclonal antibody, DAS-ELISA 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus，SA)是
一种广泛分布的重要人兽共患病病原，其致病力强

弱主要取决于其产生的毒素以及侵袭性酶[1]，包括

肠毒素(Staphylococcal enterotoxins，SEs)、溶血素、

杀白细胞素、血浆凝固酶等。该菌不仅能够引起人

和动物的化脓性感染及脓毒败血症，是造成奶牛乳

腺炎的最主要病原[2]，其肠毒素还可通过污染食物

而引起食源性疾病的暴发[3]。 
SEs 是由耐热核酸酶或血浆凝固酶阳性菌株产

生的一类对热稳定的低分子量可溶性胞外蛋白质，

除了 5 种传统肠毒素 SEA、SEB、SEC、SED、SEE
外，SEG、SEH、SEI、SEJ、SEK、SEL、SEM、

SEN、SEO、SEIP、SEIQ、SEIR、SEIU 和 SEIV 等

肠毒素也随着研究不断被发现[4]，已成为第二大类

细菌毒素[5]。 
近年来，由 SEs 引起的食物中毒已成为世界性

的 公 共 卫 生 问 题 之 一 [6] ， 其 中 以 A 型 肠 毒 素

(Staphylococcal enterotoxin A，SEA)引起的食物中毒

发生率最高、毒性最大、危害最为严重。在美国，

SEA 引起的食物中毒占肠毒素引起的中毒事件的

77.8%，其次是 SED 和 SEB，分别占 37.5%和 10%；

在日本、法国、英国的 SEs 食物中毒事件中，SEA
的地位居高不下[7]；我国也以 A 型最为常见[8-10]，

被分泌 SEA 的金黄色葡萄球菌污染的食品原料是

造成食物中毒的重要原因。因此，建立快速、灵敏、

特异的检测方法以实现对食品及其原料中微量

SEA 的检出是预防 SEA 食物中毒的必要条件，具

有重要的公共卫生意义。本研究以筛选特异性强、

亲和力高的单克隆抗体为基础，建立了 DAS-ELISA
检测方法，可实现对 SEA 样品的定性及定量检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验动物及菌株：6 周龄 Balb/c 雌性小鼠和

2−3 kg 清洁级新西兰大白兔雌兔均购自浙江省中

医学院实验动物中心；金黄色葡萄球菌水产品分离

株 46 株由浙江省舟山市出入境检验检疫局惠赠；

金黄色葡萄球菌奶牛乳房炎分离株 164 株由浙江大

学奶业科学研究所惠赠；pMD-18T 克隆载体购自

TaKaRa 宝生物(大连)公司；产 A 型肠毒素的金黄色

葡萄球菌(SA120926)，DH5α 和 Rosetta 大肠杆菌感

受态细胞及原核表达载体 pET-28a 质粒，骨髓瘤细

胞 SP2/0 等为本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂：SEA、SEB 和 SED 标准品购自北

京军事医学科学院；His-SEC2 重组蛋白由本实验室

制备冻存；PrimerSTAR 高保真酶、Nde I、Xho I 和

DNA 连接试剂盒均购自 TaKaRa 宝生物(大连)公

司；弗氏完全佐剂(FCA)和不完全佐剂(FIA)购自美

国 Sigma 公司；RPMI 1640 培养基及次黄嘌呤、氨

基喋呤、胸腺嘧啶脱氧核苷(HAT)和次黄嘌呤胸腺

嘧啶脱氧核苷(HT)均购自 GIBCO 公司；ProteinA/G

抗体纯化柱购自上海悦克生物科技有限公司；辣根

过氧化物酶(HRP)标记的羊抗鼠和羊抗兔 IgG 均购

自天津三箭生物技术有限公司；TMB 显色液购自北

京泰天河生物技术有限公司；肠毒素产毒培养基购

自青岛海博生物技术有限公司。 

1.1.3  主要器材：SpectraMax M5 酶标仪购自美国

Molecular Divice 公司；96 孔 ELISA 酶标板、细胞

培养板和细胞培养皿购自美国 Corning 公司。 

1.2  重组 SEA 免疫抗原制备 
1.2.1  sea基因的扩增和克隆：根据 GenBank 公布

的 sea 基因序列(GenBank：M18970.1)设计特异性引

物(S. aureus-sea-F-Nde I: 5′-GAATTCCATATG 

AGCGAGAAAAGCGAAG-3′，S. aureus-sea-R-Xho I: 
5′-CCGCTCGAGTTAACTTGTATATAAATATATAT 
CAATATGC-3′)，并在引物的 5′端分别引入 Nde I 和

基因组抽提试剂盒提取产 SEA 毒素金黄色葡萄球
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菌菌株(SA120926)基因组后，用设计的引物进行

PCR 扩增。反应体系为：DNA 模板(118 mg/L) 1 μL，

上下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，PrimerSTAR 0.3 μL，

dNTPs mixture (2.5 mmol/L) 2.4 μL，2×PrimerSTAR® 
GC buffer 15 μL，ddH2O 10.3 μL。反应条件为：98 °C 

3 min；98 °C 10 s，57 °C 5 s，72 °C 1 min，30 个循

环；72 °C 10 min。产物纯化后连接到 pMD-18T 载

体中，转化重组质粒 pMD-18T-sea 至大肠杆菌

DH5α 感受态细胞中。挑取单菌落，PCR 鉴定为阳

性之后，提取质粒。 
1.2.2  重组质粒 pET-28a-sea 构建：用限制性内切

酶 Nde I 和 Xho I 分别对阳性质粒 pMD-18T-sea 和

表达载体 pET-28a 进行双酶切，经琼脂糖凝胶电泳

回收后连接，将连接产物转化入表达感受态细胞

Rosetta 中，提取质粒，经酶切鉴定后，将含有阳性

重组质粒的菌命名为 Rosetta-pET-28a-sea，将菌液

送北京华大基因科技股份有限公司测序。 

1.2.3  可溶性 SEA 的低温诱导表达及纯化：将测

序正确的阳性菌接入含有卡那霉素的 LB 液体培养

基(g/L，胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，氯化钠 10)，

37 °C、200 r/min 培养至 OD600 为 0.6 时，加入 IPTG 

(终浓度 1 mmol/L) 16 °C 诱导表达 5 h，设置梯度摸

索最佳诱导时间。将最佳诱导条件下表达的菌液经

超声波裂解，分离上清与沉淀并进行 SDS-PAGE 分

析。经镍螯合层析柱纯化获得目的蛋白，SDS-PAGE

电泳分析其纯度，利用 BCA 法测定浓度后加甘油

分装，−20 °C 备用。 

1.3  抗 SEA 单克隆抗体的制备及纯化 
根据免疫程序[11]，利用纯化后的重组 His-SEA

免疫 6 周龄 Balb/c 小鼠 4 次后，取血清抗体效价最

高小鼠的脾细胞与杂交瘤细胞进行融合，先后用含

HAT 和 HT 的细胞培养基对融合后的细胞进行筛

选。间接 ELISA 检测细胞上清筛选阳性杂交瘤细

胞，以 His-SEA 作为抗原，以杂交瘤细胞上清作为

一抗，以羊抗鼠 IgG-HRP 作为二抗，同时设立

His-SEC 为阴性对照排除与 His 标签反应的假阳性

孔，选出特异性高、敏感性好、细胞生长旺盛的阳

性孔有限稀释。3−5 次亚克隆后，将阳性单克隆细

胞株扩大培养注入石蜡提前致敏的小鼠腹腔，制备

腹水，Protein A/G 抗体纯化柱纯化，SDS-PAGE 对

纯化效果进行分析。 

1.4  抗 SEA 多克隆抗体的制备 
将 SEA 与等量弗氏完全佐剂混合，乳化后对新

西兰大白兔进行背部皮下多点注射免疫，500 μg/只。

之后改用弗氏不完全佐剂乳化，隔两周免疫一次，

四免后两周心脏采血获得血清，离心初纯后−20 °C
备用。 

1.5  单克隆抗体的鉴定 
1.5.1  单克隆抗体亲和力常数的测定：参考文献[12]

所述方法对单克隆抗体进行亲和力常数测定，用

2.5 mg/L 和 1.25 mg/L 的 SEA 进行包被，倍比稀释

已知浓度的单克隆抗体进行间接 ELISA，酶标仪读

波长为 450 nm 处的 OD 值，将平台期(抗体过量、

抗原饱和，该区间内 OD450 值波动极小)的 OD450 值

记为 100%，并根据公式计算单克隆抗体亲和力

常数： 

Ka=(n−1)/2(n×Ab1−Ab2)，n=Ag2/Ag1 

式中：Ag1、Ag2 为两个不同的抗原包被质

量浓度(mg/L)；Ab1、Ab2 为相应抗原包被浓度

下 OD450 值为平台期一半时的对应的抗体摩尔

浓度(mmol/L)。  
1.5.2  单克隆抗体特异性的测定：用 Western blot
对单克隆抗体的特异性进行鉴定，将 His-SEA、

SEA、SEB、His-SEC2、SED 以及产 SEA 菌株

(SA120926)上清蛋白浓缩样 SDS-PAGE，转膜后分

别与腹水抗体作用来鉴定单克隆抗体与 SEA 的反

应特异性。 

1.6  DAS-ELISA 检测方法的建立 
1.6.1  方阵试验确定最佳抗体工作浓度：采用亲和

力最高的单克隆抗体及兔多抗血清分别作为捕获

抗体及检测抗体，方阵法确定最佳抗体浓度。捕获

抗体包被浓度为 1:250、1:500、1:1 000、1:2 000 倍
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稀释，检测抗体工作浓度为 1:1 000、1:2 000、

1:4 000、1:8 000 倍稀释，固定夹心抗原 SEA 浓度

同时设立阴性对照，然后用 DAS-ELISA 一般方法

进行试验，选择检测下限最低且对应夹心抗原浓度

下 P/N 值最大的组合确定为最佳抗体工作浓度。 
1.6.2  DAS-ELISA 试验条件优化：根据 1.6.1 确定

的抗体最佳工作浓度，分别试验在不同反应条件

下，不同包被时间(37 °C 2 h，4 °C 12 h)；封闭液(5%
脱脂奶粉，10%脱脂奶粉，5% BSA，1% BSA)，封

闭时间(37 °C 1 h，37 °C 2 h，4 °C 12 h)；多抗血清

作用时间(37 °C 0.5 h，37 °C 1 h，37 °C 1.5 h，37 °C 
2 h)；酶标二抗(1:2 000−1:10 000)，二抗作用时间

(37 °C 0.5 h，37 °C 1 h，37 °C 1.5 h，37 °C 2 h)，采

用方阵法进行 ELISA 试验。检测同一阳性样品和阴

性样品，选择 P/N 值最大时为最佳反应条件。 
1.6.3  临界值的确定：选取 40 株经 PCR 鉴定为 SEA
阴性的金黄色葡萄球菌菌株，经肠毒素产毒培养基

培养 24 h 后滤除菌体取上清作为 SEA 阴性样品，

按照上述建立的 DAS-ELISA 方法进行测定。每份

样品重复 2 孔，测定 OD450 值，进行统计学分析，

计算 40 份培养上清 OD450 值的平均值( )和标准方

差(s)，根据统计学原理，大于等于 +3s 为阳性，小

于等于 +2s 为阴性，小于 +3s 且大于 +2s 为可疑

样品。 
1.6.4  标准曲线的绘制：根据 1.6.1 和 1.6.2 确定最

佳反应条件，在该条件下建立 DAS-ELISA 曲线，

夹心抗原的浓度区间为 0.5−512 µg/L。以 SEA 的浓

度对数为横坐标、OD450 为纵坐标构建 DAS-ELISA
标准曲线，并求得曲线方程和相关系数。 

1.7  DAS-ELISA 检测的特异性、灵敏性及重复

性评价 
用建立的 DAS-ELISA 方法检测 1 mg/L 的

SEB、His-SEC2、SED 等毒素样品，SEA 标准品为

阳性对照，同时设立空白对照，根据结果判定其特

异性。根据 1.6.3 计算 +2s 在曲线中对应的质量浓

度，计算该试验方法的检测下限[13]。在线性范围内

选择 3 个质量浓度点，在一次试验中每个质量浓度

测 8 个重复，连续测 4 个批次，计算批内及批间变

异系数。 

1.8  初步应用 
1.8.1  鲜奶加标回收检测：应用 DAS-ELISA 对光

明、伊利、蒙牛等品牌的 15 种产品(涵盖奶粉，鲜

奶，酸奶，纯奶等)进行检测，选择不含肠毒素的产

品进行加标回收试验。将已知浓度的 SEA 添加到不

含肠毒素的鲜奶中，制备不同污染程度的样品。采

用 DAS-ELISA 对污染后的样品进行检测，每个质

量 浓 度 测 5 个 重 复 ， 计 算 OD450 平 均 值 在

DAS-ELISA 标准曲线中对应的质量浓度为实测浓

度，根据实测浓度/添加浓度×100%计算回收率。 

1.8.2  金黄色葡萄球菌分离株中 SEA 阳性株检测：

应用 DAS-ELISA 对 2012 年舟山进出口检疫局自水

产 品 中 分 离 的 46 株 金 黄 色 葡 萄 球 菌 以 及

2005−2015 年期间浙江大学奶业科学研究所从浙

江、上海、新疆、山东、内蒙、河北、兰州、重庆、

广东、陕西等地奶牛乳腺炎中分离到的 164 株金黄

色葡萄球菌进行检测。金黄色葡萄球菌分离株接种

LB 复苏后转接入 5 mL 肠毒素产毒培养基，37 °C

产毒培养 24 h 后 DAS-ELISA 检测培养上清筛选阳

性菌株。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pET28a-sea的鉴定 
琼脂糖凝胶电泳可见，双酶切后得到约 750 bp

和 5 000 bp 的片段，与预期条带大小相符。测序结

果与 GenBank 中 M18970.1 相比，核苷酸的相似性

为 100%。 

2.2  重组蛋白的可溶性表达及纯化 
Rosetta-pET28a-sea 经 IPTG (终浓度 1 mmol/L) 

16 °C 低温诱导表达 5 h 后表达量理想，收集菌体超

声破碎后进行 SDS-PAGE 发现，SEA 重组蛋白总表

达量的 90%以上位于上清中。SEA 重组蛋白大小在

30 kD 左右，与预期相符。收集 Rosetta-pET28a-sea
经 IPTG 16 °C 诱导 5 h 后的菌体裂解上清，通过镍

柱纯化获得高纯度的重组 SEA 蛋白(图 1)。 
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图 1  SEA 重组蛋白的可溶性表达及纯化 
Figure 1  The soluble detection and purification of 
recombinant SEA protein 
注：M：蛋白 Marker；1：未诱导的 Rosetta-pET28a-sea 全菌蛋

白；2–4：诱导 1、3、5 h 的全菌蛋白；5：诱导 5 h 后的菌裂解

沉淀；6：诱导 5 h 后的菌裂解上清；7：纯化后的重组 SEA. 
Note: M: Protein molecular marker; 1: Non-induced 
Rosetta-pET28a-sea; 2–4: Whole bacteria with IPTG induction for 
1, 3 and 5 hours; 5: Precipitate after ultrasonication; 6: Supernatant 
after ultrasonication; 7: Purified recombinant SEA protein. 
 
2.3  单克隆抗体的纯化 

获得 6 株单克隆细胞株，分别命名为 3D12、

2C10、1G6、1F8、2A12 和 4C9，腹水效价均高于

20 万。Protein A/G 纯化柱纯化后 SDS-PAGE，在泳

道中仅出现两条带，分子量大约在 50 kD 和 25 kD

左右(图 2)，与抗体的重、轻链分子质量大小一致，

纯化效果较好。 

2.4  单克隆抗体的鉴定 
2.4.1  单克隆抗体亲和力常数的测定：亲和力常

数 3D12>2C10>1G6>1F8>2A12>4C9 ， 分 别 为

9.61×108、1.45×108、1.18×108、9.07×107、8.93×107、

5.37×107 L/mol，一般认为亲和常数为 107−1012 L/mol
的抗体亲和力高[14]，所以 6 株单克隆抗体细胞株

均 具 有 较 高 的 亲 和 力 ， 选 择 亲 和 力 最 强 的

Anti-SEA-3D12 细胞株进行后续 DAS-ELISA 试验

体系的建立。 
2.4.2  单克隆抗体特异性的测定：Anti-SEA-3D12
细胞株与 His-SEA、SEA 标准品、产 SEA 菌株提取

物反应呈阳性，与 SEB、His-SEC2、SED 无交叉反

应(图 3)，表明单抗特异性好。 
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图 2  纯化的腹水抗体 SDS-PAGE 电泳图谱 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of purified ascetic mAb 
注：M：蛋白 Marker；1：未纯化的腹水；2：纯化后的腹水. 
Note: M: Protein molecular marker; 1: Non-Purified ascetic mAb; 
2: Ascitic mAb purified by protein A/G plus beads. 
 
2.5  DAS-ELISA 方法的建立 
2.5.1  DAS-ELISA 方法的建立及反应条件的优

化：通过方阵法和多次试验，得到了 DAS-ELISA

方法的最佳条件(表 1)。 

2.5.2  临界值的确定：40 份阴性样品 OD450 值最高

为 0.283，最低为 0.129，平均值( )为 0.181，标准

方差(s)为 0.043，临界值 +3s=0.309，因此 OD450

值≥0.309 即可判定为阳性。 

2.5.3  DAS-ELISA 标准曲线的绘制：由绘制得到 
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图 3  腹水抗体 3D12 的 Western-blot 分析 
Figure 3  Western-blot of anti-SEA ascetic mAb 3D12 
注：M：蛋白 Marker；1：His-SEA；2：SEA；3：SEB；4：

His-SEC2；5：SED；6：产毒 SEA 菌株 SA12096 三氯醋酸法

提取上清蛋白. 
Note: M: Protein molecular marker; 1: His-SEA; 2: SEA; 3: SEB; 
4: His-SEC2; 5: SED; 6: SEA natural toxin deposited by 
trichloroacetic acid form SA12096. 
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表 1  DAS-ELISA 检测方法的最佳反应条件的确定 
Table 1  The optimized conditions of the DAS- ELISA 

项目 
Items 

单抗包被 
mAb 3D12 

封闭条件 
Blocking conditions 

样品 
Sample 

多抗检测 
Rabbit Ab 

HRP标记二抗 
IgG-HRP 

Optimized dilutions 1:500 5% Skim milk powder  1:2 000 1:2 000 

Reaction conditions 4 °C, 12 h 37 °C, 2 h 37 °C, 1 h 37 °C, 1 h 37 °C, 1 h 
 
的曲线图(图 4A)，可知曲线在 SEA 质量浓度为

2−128 µg/L 范围时具有良好的线性，且包括了 6 个

标准点。根据这 6 个标准点绘制标准曲线(图 4B)，
曲线方程为 y=1.102x–0.07，R2=0.994。 

2.6  DAS-ELISA 检测的特异性、灵敏性及重复

性评价 
DAS-ELISA 方法检测 His-SEA 和 SEA 呈阳性，

SEB、His-SEC2 和 SED，OD450 值均小于 0.2 呈阴

性，说明建立的 DAS-ELISA 方法特异性良好。

DAS-ELISA 的有效检测范围为 2−128 µg/L， +2s

为 0.233，计算 OD 4 5 0 值 0.233 在标准曲线

(y=1.102x−0.07)中对应的质量浓度，该试验方法检 
 

 

 
 
图4  SEA的DAS-ELISA检测曲线(A)和线性回归分析(B) 
Figure 4  Detection of SEA by DAS-ELISA (A) and linear 
analysis (B) 

测下限为 1.89 µg/L。重复试验中，批内和批间变异

系数均小于 10% (表 2)，说明该方法重复性好。 

2.7  初步应用 
2.7.1  鲜奶加标回收检测：15 种牛奶产品的 SEA

检测均为阴性。选择保质期为 7 d 的食用鲜奶进行

加标回收试验，在 4 次试验中，对 5 个质量浓度点

的蛋白样品测量，得到的平均回收率在 94%−114%

范围内(表 3)，证明该方法对牛奶样品的检测效果较

好，可用于实际检测。 
2.7.2  金黄色葡萄球菌分离株中 SEA 阳性株检测：

DAS-ELISA 自 46 株水产品金黄色葡萄球菌菌株中

检出 2 株 SEA 阳性菌株，阳性率为 4.4%，自

164 株奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌分离株中检出 
 

表 2  重复性试验结果 
Table 2  Repeatability assay for DAS-ELISA 

批内变异系数 
Intra batch (n=8) 

批间变异系数 
Inter batch (n=4) SEA

(µg/L)
平均数 

±s 
变异系数 
CV (%) 

平均数 
±s 

变异系数
CV (%) 

8 
32 
64 

0.85±0.061 
1.66±0.076 
1.95±0.055 

7.17 
4.59 
2.82 

0.85±0.073 
1.67±0.101 
2.04±0.185 

8.61 
6.04 
9.06 

 

表 3  鲜奶肠毒素加标回收试验结果 
Table 3  Recovery rates of DAS-ELISA for milk samples 

spiked with SEA 

批内变异系数 
Intra batch (n=5) 

批间变异系数 
Inter batch (n=4) SEA 

(µg/L)
平均数 

±s 
变异系数 
CV (%) 

平均数 
±s 

变异系数
CV (%)

5 
10 
20 
50 

100 

94.9±6.09
99.1±3.94

103.9±5.08
102.9±4.12
114.0±2.91

6.41 
3.97 
4.89 
4.00 
2.55 

97.8±9.82  
98.0±6.62  

100.2±9.37  
107.9±10.56 
111.4±6.59  

9.12 
6.75 
9.71 
9.79 
5.92 
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SEA 分离株 83 株，阳性率为 50.6%，表明 SEA 在

食品及原料中的污染普遍存在。 

3  讨论 

SEs基因往往以基因簇(cgc)[15]的形式存在，导

致同一株金黄色葡萄球菌能够同时产生多种分子

量相近、理化性质相似的肠毒素，用一般方法无法

从金黄色葡萄球菌培养上清中完成SEs的分离和纯

化，严重限制了SEA的纯化及检测方法的发展。本

实验通过原核表达，利用PCR技术从产SEA的金黄

色葡萄球菌菌株中扩增了sea序列，将该片段克隆至

pET-28a载体中，在16 °C低温条件下对重组菌

Rosetta进行诱导表达，表达产物主要以可溶状态存

在。原核表达的可溶性重组SEA与野生SEA在结构

和活性上都基本一致[16]。 

抗 SEA 单 克 隆 抗 体 筛 选 过 程 中 ， 以 重 组 的

His-SEC2作为阴性对照，排除了His标签以及其他

相似结构的影响，确保了筛选出的单克隆抗体是针

对SEA抗原的，具有良好的特异性。同时，通过比

较6株单克隆抗体的亲和性，最终选择了高亲和力

单克隆抗体杂交瘤细胞株3D12作为检测抗体并以

此为基础建立了DAS-ELISA检测方法。该方法与

SEB、His-SEC2、SED均无交叉反应，检测下限为

1.89 µg/L，精密度和回收率均良好，可以实现对SEA

样品的定量检测。采用DAS-ELISA检测方法对不同

来源的金黄色葡萄球菌分离株进行产毒检测，均检

测到SEA阳性菌株的存在。近年来的研究表明，奶

牛乳腺炎已经成为发生最普遍、防治最难的奶牛疾

病之一，在国内奶牛场的检出率可达54.3%[17]，而

金黄色葡萄球菌作为其最主要的病原菌，在奶牛乳

腺炎特别是隐性乳腺炎中的带菌率高达85.4%[18]。

本研究对2005−2015年从浙江、上海、新疆、山东、

内蒙、河北、兰州、重庆、广东和陕西等地奶牛乳

腺炎中分离到的164株金黄色葡萄球菌分离株进行

产毒检测，SEA产毒菌株阳性率高达50.6%，表明

具有SEA毒素分泌能力的金黄色葡萄球菌产毒菌株

在国内的奶牛场广泛存在，揭示乳及乳制品从来源

到成品都存在很大的安全风险。 

目前常用的 SEA 检测方法均有其局限性。PCR
方法仅能检测出肠毒素基因而不能直接检测肠毒

素，而一般烹饪方法可以杀灭食物中的金黄色葡萄

球菌却无法杀灭食物中的肠毒素，因此 PCR 方法很

容易造成漏检[19-20]。SN/T2416-2010 规定了 Western 
blot 法检测进出口食品中的 SEA，但该方法中易产

生假阳性，检测下限也较高，为 50 µg/L。在目前

的生产及实验中，ELISA 方法仍是应用最广泛、可

信度较高的方法，但普遍采用多克隆抗体[21-22]，无

法排除非特异性结合。刘鹏翀等[23]虽然利用单克隆

抗体建立了 SEs 检测体系，但筛选的单克隆抗体可

以与多种肠毒素反应，检测下限高达 307 µg/L，无

法满足高精度的检测要求。目前，SEA 检测试剂盒

主要由美国 Biocontrol 公司和德国拜发公司生产，

前者只能进行定性检测，后者的检测下限为 2 µg/L。

进口试剂盒价格高昂，无法广泛应用于生产。本研

究建立的 DAS-ELISA 检测方法特异性强、灵敏度

高，能够与进口试剂盒相媲美，可用于 SEA 的初步

定量及大批量样品检测，为相关食品中 SEA 污染的

检测及 SEA 阳性菌株的筛选提供了有效手段。 
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