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金黄色葡萄球菌肠毒素 SEK 的纯化及 

DAS-ELISA 检测方法的建立与应用 
 

杨丹茹，赵燕英，唐俊妮 
（西南民族大学生命科学与技术学院，青藏高原动物遗传资源保护与利用教育部重点实验室，四川成都 610041） 

摘要：本研究目的为建立一种快速检测金黄色葡萄球菌新型肠毒素 SEK 的双抗夹心酶联免疫吸附方法。将构建的原核表达载体

pET-28a(+)-ΔNspSEK 转化入 BL 21(DE3) pLysS 细胞中诱导表达，经 Ni2+-NTA 亲和层析柱纯化获得重组 SEK 蛋白作为抗原。利用双

抗夹心酶联免疫方法检测程序，确定抗 SEK 单克隆抗体及抗 SEK 多克隆血清的最佳稀释度，并使用该方法应用于检测 SEK 人工污

染样品的加标回收率和茶多酚及乳酸链球菌素（Nisin）对 7 株 sek 阳性菌株的 SEK 蛋白分泌影响。结果表明，原核表达载体得到可

溶性表达，重组 SEK 蛋白分子量约为 27.7 ku；建立的双抗夹心酶联免疫检测方法中，单克隆抗体最佳包被浓度为 2.89 μg/mL、抗血

清的最佳稀释度为 1:500，回归方程为 y=0.2165x+0.1627，相关系数 R2=0.9993，最低检测限为 0.1 μg/mL；检测 SEK 人工污染脱脂奶、

LB 肉汤和牛肉糜中的加标回收率高达 97%以上；并且，采用建立的方法测得茶多酚和 Nisin 的添加浓度在其 MIC 及以下浓度时，茶

多酚对 7 株 sek 阳性菌株蛋白分泌抑制效果更明显。 
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Abstract: To measure a newly recognized staphylococcal enterotoxin K (SEK), a double-antibody sandwich enzyme-linked 

immunosorbent assay (DAS-ELISA) was established in this study. The recombinant protein SEK was expressed in BL21 (DE3) pLysS cells and 

purified by Ni2+-NTA affinity chromatography. Using the protein as an antigen, the monoclonal antibody and polyclonal antibodies were 

prepared. They were employed for detection and capture of SEK in the DAS-ELISA system that was developed to be capable of detecting SEK 

in piked skimmed milk, LB medium and minced beef. Subsequently, the ELISA system was applied to determine SEK secretion for 7 sek 

positive S. aureus isolates with tea polyphenols and Nisin treatment. The results showed that the recombinant protein SEK was successfully 

expressed and purified with the expected molecular weight of 27.7 ku. The DAS-ELISA for SEK was developed with the optimal anti-SEK 

monoclonal antibody concentration 2.89 μg/mL, the serum dilution ratio 1:500, the regression equation y=0.2165x+0.1627(R2=0.9993), and the 

sensitivity 0.1 μg/mL. Using the developed ELISA assay, the recovery rates of SEK in spiked skimmed milk, LB medium and minced beef were 

more than 97%. Furthermore, both tea polyphenols and Nisin, especially tea polyphenols, inhibited the secretion of SEK at the concentration of 

MIC. 
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金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是引起细

菌性食物中毒的重要食源性致病菌之一，还可以引起

化脓性感染、中毒性休克综合征等多种感染性疾病[1]。

该菌在自然界中分布广泛，可以通过各种途径和方式

污染食品。因此，各个国家和地区的细菌性食物中毒

事件中，由金黄色葡萄球菌引发的案例所占比例位居

前列[2]。在加拿大，该比例可达 45%[3]；在美国，金

黄色葡萄球菌每年大约引起 24.1 万人食物中毒[4]；在

我国，20%~25%的细菌性食物中毒病例是由金黄色葡

萄球菌引起的[5]。金黄色葡萄球菌的致病力主要来源

于其表达和分泌的一系列酶和毒素，包括血浆凝固酶、

肠毒素和溶血素等，其中，肠毒素(Staphylococcal 
enterotoxins，SEs)是引发细菌性食物中毒最主要的毒

力因子[6]。 
SEs 是一类分子量约为 26~29 ku 的肠毒素蛋白，

也是一种热源性超抗原[7]。肠毒素蛋白具有显著的热

稳定性和耐酸能力，受污染的食物经过一般加热处理

或温和烹饪，含有的肠毒素不会变性而仍具有致病性
[8]。当毒素进入消化道后，它们对胃肠道蛋白酶（包

括胃蛋白酶，胰蛋白酶，凝乳酶和木瓜蛋白酶）也具

有抗性，导致恶心、呕吐、肠胃炎和休克等症状。对

SEs 的检测多局限于 5 种传统的肠毒素（SEA~SEE），
新型肠毒素SEG~SElX的检测方法还需要加大研究力

度。现有的研究表明，检测 SEs 的方法主要有传统的

生化检测、分子生物学方法、免疫学方法以及适配体

传感器方法等[9]。分子生物学方法研究的最为广泛，

但只是在核酸水平上检测，不能直接检测 SEs 蛋白。

适配体传感器方法虽然特异性和灵敏度较好，但存在

操作复杂和技术不稳定等问题[10]。已经建立的定量检

测肠毒素蛋白的方法主要还是基于免疫学方法。其中，

酶联免疫法（enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA）是利用抗体与对应抗原发生特异性结合这一

性质，通过将特定抗体/抗原作为选择性试剂来对相应

待测抗原/抗体进行分析测定的方法，具有分析时间

短、灵敏度高、特异性好的优点[11,12]。其他学者和本

实验室研究报道，已经建立了双抗夹心 (double- 
antibody sandwich，DAS)-ELISA 检测金黄色葡萄球菌

新型肠毒素 SEG、SEI、SEM 和 SEP[13~16]，但还未见

检测新型肠毒素 SEK 的报道。 
因此，本研究拟进行构建载体的原核表达与纯化，

获得 SEK 重组蛋白，试图建立一种DAS-ELISA 方法，

实现对金黄色葡萄球菌 SEK 蛋白的快速检测及定量

分析，并将该方法应用于检测 SEK 人工污染样品的回

收和研究茶多酚与 Nisin 对金黄色葡萄球菌 SEK 蛋白

的分泌影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、抗体及血清 
金黄色葡萄球菌 SA-005 株（NCBI 登录号：KU 

574280.1）及 7 株 sek 阳性菌株（SA-21、SA-131、
SA-134、SA-135、SA-136、SA-137、SA-140）由西

南民族大学食品微生物实验室分离鉴定及保存；BL 
21(DE3) pLysS 大肠杆菌感受态细胞购自天根生化科

技（北京）有限公司；抗 SEK 单克隆抗体（0.87 
mg/mL）、抗 SEK 多克隆兔血清（效价>512000）均为

本实验室自制；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 
(HRP-IgG)购自北京博奥森生物技术有限公司。 
1.1.2  主要材料及试剂 

蛋白质分子量标准、SDS-PAGE 5×上样缓冲液、

四甲基联苯胺（TMB）购自天根生化科技（北京）有

限公司；丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺购自 Amresco 公司；

咪唑、Tris 购自北京博奥拓达科技有限公司；Ni-NTA 
Agarose 购自 Qiagen 公司；重力纯化柱购自北京博奥

森生物技术有限公司；脱脂奶粉、胰蛋白胨、酵母粉

购自 Oxoid 公司；96 孔聚苯乙烯酶标板购自 Corning
公司；茶多酚（食品级）购自河南绿邦有限公司；Nisin
（食品级）购自宁波王龙科技股份有限公司；其他试

剂均为分析纯。 
1.1.3  主要仪器 

HZQ-F160 全温振荡培养箱；Eppendorf 5804R 型

冷冻离心机；DYY-6C 型电泳仪；宁波新芝 JY92-IIN
型超声破碎仪；Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra电泳槽；

Bio-Tek Elx-808 型酶标仪。 

1.2  重组蛋白的诱导表达、可溶性分析及纯化 

将本实验室构建的重组表达载体 pET-28a(+)- 
ΔNspSEK[17]，转化到表达工程菌 BL 21(DE3) pLysS，
均匀涂布于含有 30 μg/mL 硫酸卡那霉素和 34 μg/mL
氯霉素的 LB 琼脂培养基上，37 ℃恒温培养过夜。挑

取单个阳性菌落接种至含相应抗生素的 LB 肉汤中，

再经 1 L 含相应抗生素的 LB 肉汤扩大培养，37 ℃水

平震荡至对数生长期，加入 0.5 mmol/L 的 IPTG 进行

诱导表达 12 h，所得菌液 8000 r/min 离心 20 min，收

集菌体。参考田万帆[18]等方法，对收集的菌体超声裂

解，SDS-PAGE 对 SEK 重组蛋白进行可溶性检测，使

用 Ni2+-NTA 亲和层析柱对其进行纯化。以含有 SEK
重组蛋白的组分穿透 Ni2+-NTA 亲和层析柱，以含有

10、50 和 100 mmol/L 咪唑的 Tris-NaCl 缓冲液分别洗
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脱非目的蛋白及目的蛋白，经 SDS-PAGE 检测洗脱的

蛋白收集液。 

1.3  SEK的DAS-ELISA检测方法流程 

以磷酸盐包被缓冲液适当稀释抗 SEK 单克隆抗

体至一定浓度，每孔 100 μL 加入酶标板，置于 4 ℃
包被过夜；每孔加入 200 μL 5%脱脂奶粉磷酸盐缓冲

液，37 ℃封闭 1.5 h 后倾倒板内液体，用含 Tween-20 
(0.5 μL/mL)的磷酸盐缓冲液（PBST）洗涤 3 次；随后，

每孔 100 μL 加入一定浓度 SEK 重组蛋白，37 ℃反应

1.5 h，PBST 洗涤 3 次；以按一定浓度稀释的抗 SEK
多克隆兔血清作为一抗，每孔加入 100 μL，37 ℃孵

育 1 h，PBST 洗涤 3 次；以 1:6000 稀释的羊抗兔

IgG(HRP-IgG)作为二抗，每孔加入 100 μL，37 ℃孵

育 30 min，PBST 洗涤 3 次；最后，每孔加入 TMB 底

物溶液 100 μL，37 ℃避光反应 15 min 后，再加入 100 
μL 2 mol/L 的硫酸溶液终止反应。测定 450 nm 处 OD
值，并以检测样品的 OD450 nm记为 P 值、阴性对照的

OD450 nm记为 N 值，计算 P/N 值。 
1.3.1  最佳检测抗体浓度选择 

采用 1.3 的方法对抗 SEK单克隆抗体的不同包被

浓度（2.18、2.89、4.34 μg/mL）和抗 SEK 多克隆兔

血清不同稀释度（1:500、1:1000、1:1500、1:2000、
1:3000）进行检测，采用 1:6000 稀释度 IgG/HRP 及已

知浓度的 SEK 重组蛋白（10 μg/mL）为阳性，磷酸盐

缓冲液代替抗原为阴性，测定 OD450 nm值，计算 P/N
值，选择 P/N 值最高的配对组合，确定抗 SEK 单克隆

抗体、抗 SEK 兔血清的最佳稀释度。 
1.3.2  测定 DAS-ELISA 标准曲线 

按照 1.3 的步骤，用 DAS-ELISA 法检测不同质量

浓度（0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3.2、6.4、12.8、25.6 
μg/mL）SEK 重组蛋白，测定 OD450 nm绘制标准曲线。 

1.4  SEK的DAS-ELISA方法的应用 

1.4.1  人工污染样品中 SEK 加标回收检测 

参照文献[19]制备 SEK 人工污染样品，样品选择脱

脂牛奶、LB 肉汤和牛肉糜。用生理盐水将 SEK 重组

蛋白稀释成不同浓度（6.4、3.2、1.6、0.8、0.4、0.2 μg/mL）
作为阴性对照，在三种样品中添加 SEK 重组蛋白使其

终浓度为 6.4、3.2、1.6、0.8、0.4、0.2 μg/mL 作为实

验组。采用 1.3 建立的 SEK DAS-ELISA 检测方法分

别检测实验组和对照组，每个梯度重复三次，记录

OD450 nm，以回收率=测量浓度/实际添加浓度×100%计

算样品的回收率。 
1.4.2  检测茶多酚和 Nisin 对金黄色葡萄球菌

分离菌株中 sek 阳性菌株蛋白分泌的影响 

根据《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》

（GB 2760-2014）规定的茶多酚和 Nisin 最大使用限

量 0.8 mg/mL 以及 0.5 mg/mL 的要求，使用无菌水配

制质量浓度为 8 mg/mL 的茶多酚储液和 5 mg/mL 的

Nisin 储液，置于 4 ℃备用。参考马伊萨兰等[20]的方

法，采用微量肉汤稀释法测定茶多酚和 Nisin 对金黄

色葡萄球菌最小抑菌浓度（MIC）。将本实验室-80 ℃
保存的 7 株 sek 阳性的金黄色葡萄球菌分离菌株复苏

后，接种于 TSB 中，37 ℃水平震荡培养 12 h，用生

理盐水适当稀释使其终浓度达到 105 CFU/mL。利用二

倍稀释法，茶多酚的终浓度分别设置为 800、400、200、
100、50、25、12.5 μg/mL 及对照组，Nisin 的终浓度

分别设置为 500、250、125、62.5、31.25、15.62 μg/mL
及对照组，同时设置空白组。试验组中加入 160 µL 的

TSB、20 µL 菌液及 20 µL 各稀释浓度的茶多酚或

Nisin，对照组中用 20 µL 的无菌水代替茶多酚或

Nisin，空白组中只加 200 µL TSB。37 ℃培养 16 h，
观察能够抑制金黄色葡萄球菌生长的茶多酚或 Nisin
的最低浓度作为各组 MIC。根据最小抑菌浓度的结

果，添加相应 MIC 及 MIC 以下不同终浓度的茶多酚

和 Nisin 至接种 sek 阳性菌株的 TSB 中，在 0、6、12、
24 h 分别取 1 mL 菌液，离心后取上清置于-20 ℃备

用，用 1.3 的DAS-ELISA 方法分别检测各组OD450 nm。 

2  结果与分析 

2.1  SEK重组蛋白的表达、可溶性及纯化检测 

    
图1 SDS-PAGE检测重组蛋白的表达、可溶性及纯化效果 

Fig.1 Verification of expression, solubility analysis and 

purification of SEK protein by SDS-PAGE 

注：a：重组蛋白的表达及可溶性分析；M：蛋白质分子

量标准；泳道 1：菌体裂解沉淀；泳道 2：菌体裂解上清。b：

重组蛋白的纯化；M：蛋白质分子量标准；泳道 1：10 mmol/L

咪唑Tris-NaCl缓冲液洗脱；泳道 2~3：50 mmol/L咪唑Tris-NaCl

缓冲液洗脱；泳道 4：100 mmol/L 咪唑 Tris-NaCl 缓冲液洗脱。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.3 

228 

经 IPTG 诱导表达培养后，对收集的菌体超声裂

解，通过对上清液及沉淀进行 SDS-PAGE 检测，结果

表明 SEK 重组蛋白主要存在于上清液中，其分子量大

小与预期（27.7 ku）相符，说明目的蛋白成功表达（图

1a）。利用 Ni2+-NTA 亲和层析柱对 SEK 重组蛋白进行

纯化，由图 1b 可知，目的蛋白在含 50 mmol/L 咪唑的

Tris-NaCl 缓冲液洗脱浓度下开始流出，但含有部分杂

蛋白；以含 100 mmol/L 咪唑的 Tris-NaCl 缓冲液洗脱

时，所得目的蛋白纯度较高，说明纯化效果良好（图

1b）。 
表1 不同抗体包被浓度下的OD450nm 

Table 1 The OD450nm values at different concentrations of antibodies 

组别 
单克隆抗体质量包被浓度/(μg/mL) 

4.34 2.89  2.18 

抗血清稀释度 对照 OD450nm P/N OD450nm P/N  OD450nm P/N 

1:500 
阳性 0.78±0.01  0.80±0.05   0.84±0.03  

阴性 0.111 6.99 0.115 7.01  0.131 6.43

1:1000 
阳性 0.69±0.01  0.76±0.03   0.75±0.00  

阴性 0.138 5.01 0.137 5.53  0.147 5.09

1:1500 
阳性 0.43±0.01  0.49±0.00   0.48±0.01  

阴性 0.092 4.67 0.1 4.88  0.112 4.25

1:2000 
阳性 0.56±0.03  0.55±0.03   0.56±0.02  

阴性 0.10 5.44 0.102 5.36  0.106 5.29

1:3000 
阳性 0.36±0.02  0.35±0.00   0.35±0.00  
阴性 0.09 3.89 0.09 4.02  0.08 4.21

2.2  最佳检测抗体工作浓度 

采用棋盘法确定抗 SEK 单克隆抗体最佳包被浓

度及抗 SEK 多克隆兔血清的最佳稀释度，结果如表 1
所示，当抗 SEK 单克隆抗体包被浓度为 2.89 μg/mL、
抗 SEK 多克隆兔血清的稀释度为 1:500 时，P/N 值最

大，确定其为最佳抗体浓度。 

2.3  DSA-ELISA标准曲线 

根据最佳的抗体工作浓度，以 0.1~25.6 μg/mL 线

性范围内不同浓度 SEK 重组蛋白作为抗原进行测定

并制做标准曲线、进行线性回归分析，得到的回归方

程为 y=0.2165x+0.1627，相关系数 R2=0.9993（图 2）。
经过多次实验确定该方法的最低检测限为 0.1 μg/mL。 

 
图2 SEK DAS-ELISA检测标准曲线 

Fig.2 Standard curve of DAS-ELISA for SEK 

2.4  人工污染样品中 SEK加标回收率 

表2 DAS-ELISA检测污染样品SEK的回收率 

Table 2 The recovery rate of SEK in samples by using 

DAS-ELISA 

样品 
SEK 浓度/(μg/mL) 

回收率/% 
实际浓度 检测浓度 

脱脂牛奶

6.4 6.33±0.04 98.90 

3.2 3.19±0.02 99.70 

1.6 1.61±0.10 101 

0.8 0.78±0.10 97.50 

0.4 0.42±0.11 105 

0.2   

牛肉糜 

6.4 6.42±0.04 100 

3.2 3.18±0.02 99.40 

1.6 1.58±0.03 98.80 

0.8 0.88±0.16 110 

0.4 0.39±0.08 98.50 

0.2   

LB 肉汤 

6.4 6.43±0.04 100 

3.2 3.21±0.11 100 

1.6 1.58±0.12 98.80 

0.8 0.79±0.09 99.30 

0.4 0.39±0.07 97.75 
0.2 0.14±0.01 71.50 
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通过检测不同浓度 SEK 污染的脱脂牛奶、LB 肉

汤和牛肉糜样品中 SEK 回收率，样品污染浓度及最终

检测浓度详见表 2，可以得知人工污染的三种样品中

SEK 污染浓度为 0.4 μg/mL 及以上时，样品检测的准

确度高，回收率达 97%以上，且 SEK 回收率和检测准

确度随着 SEK 污染浓度的增加而增高。 
表3 茶多酚和Nisin对 7株sek阳性菌株的最小抑菌浓度 

Table 3 MIC of additive tea polyphenols and Nisin for 7 sek positive S. aureus isolates 

菌株编号 SA-21 SA-131 SA-134 SA-135 SA-136 SA-137 SA-140 

茶多酚 MIC/(μg/mL) 100 100 100 100 100 100 100 

Nisin MIC/(μg/mL) 125 250 250 125 125 125 125 

 

 

 

 
图3 不同浓度茶多酚对7株sek阳性菌株的SEK蛋白分泌影响 

Fig.3 Effect of different concentrations of tea polyphenol on the 

SEK protein secretion for 7 sek positive S. aureus isolates 

注：a、b、c、d、e、f、g 分别为 SA-21、SA-131、SA-134、

SA-135、SA-136、SA-137、SA-140 菌株。 

2.5  茶多酚和Nisin对金黄色葡萄球菌SEK蛋

白分泌的影响 
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图4 不同浓度Nisin对7株sek阳性菌株的SEK蛋白分泌影响 

Fig.4 Effect of different concentrations of Nisin on the SEK 

protein secretion for 7 sek positive S. aureus isolates 

注：a、b、c、d、e、f、g 分别为 SA-21、SA-131、SA-134、

SA-135、SA-136、SA-137、SA-140 菌株。 

茶多酚和 Nisin 对金黄色葡萄球菌最小抑菌浓度

实验结果见表3，茶多酚的MIC对于不同菌株均为100 
μg/mL；Nisin 对于不同菌株的 MIC 为 125 μg/mL 或

250 μg/mL。分别以各株菌的 MIC 为最高添加浓度，

利用二倍稀释法添加不同质量浓度的茶多酚和 Nisin
至接种菌株的 TSB 中，在 0、6、12、24 h 分别取样

后，用建立的 DAS-ELISA 方法检测上清液中的 SEK
蛋白含量，观察茶多酚和Nisin对金黄色葡萄球菌SEK
蛋白分泌的影响情况，结果如图 3、图 4 所示。在接

种菌株的培养基中添加茶多酚时，随茶多酚质量浓度

的升高，培养菌液的上清液中 SEK 蛋白含量下降；当

茶多酚添加浓度为 100 μg/mL 时，对除菌株 SA-137
外的其他6株菌株SEK蛋白的分泌均有较为明显的抑

制效果。同时发现菌株 SA-137 和 SA-140 在培养 6 h
以后，SEK 含量基本不再增加，增加量低于 0.02 
μg/mL，表明抑制效果良好（图 3）。 

由图 4 可知，以 125 μg/mL 或 250 μg/mL 为最高

添加浓度的各浓度梯度的 Nisin 对 7 株菌分泌 SEK 蛋

白的抑制效果主要为 2 种情况：一是添加 Nisin 的质

量浓度为 MIC 时，对菌株有较为明显的抑菌效果：特

别是图 4b 中的 SA-131 在 0~12 h 阶段中 SEK 的浓度

几乎没有变化，在 12 h 时出含量仅为 0.02 μg/mL；图
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4d 的 SA-135 在 0~6 h 阶段中检测 SEK 浓度为 0。可

见在前期生长阶段内，Nisin 抑制菌株 SA-131 和

SA-135 SEK 蛋白分泌的效果强；二是添加低于 MIC
的不同质量浓度的 Nisin 对于菌株分泌 SEK 蛋白的抑

制作用不显著，在培养 24 h 中，SEK 含量变化曲线具

有相似的增长趋势，除菌株 SA-131 和 SA-135，其他

5 株菌在 24 h 时测得 SEK 含量均高于 1 μg/mL。 

3  讨论 

金黄色葡萄球菌作为最常见的食源性致病菌之

一，其分泌的肠毒素是导致食物中毒和过敏性休克的

关键毒力因子，近年来，随着研究的不断深入，除传

统肠毒素外，许多新型肠毒素也被相继报道。针对肠

毒素 SEK 的研究经常是应用 PCR 技术检测基因是否

存在，Cheng 等[21]报道，sek 在携带 SEs 基因的金黄

色葡萄球菌中检出率达 18.60%；Varshney 等[22]在检测

207 株金黄色葡萄球菌临床分离菌株中新型 SEs 时发

现，sek 检出率高于 50%，在新型 SEs 基因检出率中

位列第三。也有研究认为 sek 基因与社区获得性耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌有显著相关性[22~24]，这提示

SEK 蛋白对金黄色葡萄球菌的致病力和耐药性有潜

在影响。Orwin 等[25]用 Western-blot 法在 36 株金黄色

葡萄球菌中检出 14 株分泌 SEK，但未进行定量检测。

可见，涉及 SEK 的研究大多局限于基因水平而非蛋白

水平。Omoe 等[26]报道了 SEK 对灵长类动物食蟹猕猴

具有催吐作用，提示其具有引起人类食物中毒的能力。

鉴于目前还缺乏对肠毒素蛋白 SEK 检测方法的研究，

因此，本研究通过对金黄色葡萄球菌 SEK 的原核表达

载体 pET-28a(+)-ΔNspSEK 成功进行诱导表达，得到

了 SEK 重组纯化蛋白，并初步建立了 SEK 蛋白定量

检测方法。 
本研究中，建立了对金黄色葡萄球菌肠毒素 SEK

定量检测 的 DAS-ELISA 方法， 标准曲线 为

y=0.2165x+0.1627，相关系数 R2=0.9993，在 0.1~25.6 
μg/mL 范围内有良好的线性关系，最低检测限 0.1 
μg/mL，重复性、稳定性较好。但由于肠毒素种类较

多，肠毒素纯品及相应抗体的获取比较困难，本研究

的局限在于没有将 SEK 与其它肠毒素进行特异性验

证，在今后的研究中我们将进一步深入和完善。通过

进一步应用建立的 DAS-ELISA 方法，对模拟食品环

境的培养基质（脱脂牛奶、牛肉糜，以及 LB 肉汤中

人为添加的 SEK 纯化蛋白）进行检测，均有较高的回

收率和准确度，在一定程度上说明该方法对不同实际

食品样品中 SEK 的检测具有应用价值。另外，采用建

立的方法，本实验也探讨了茶多酚和 Nisin 两种食品

添加剂对肠毒素 SEK 表达的抑制影响。我们发现，在

添加量为两者最大使用限量时可完全抑制金黄色葡萄

球菌生长，说明茶多酚和 Nisin 对金黄色葡萄球菌具

有较好的抑菌效果，这与李柯欣[27]、王琼等[28]和胡艳

军等[29]的报道相符。同时，我们从检测 7 株携带 sek
基因的阳性分离菌株分泌 SEK 情况发现，茶多酚添加

浓度为 12.5 μg/mL、培养时间 24 h 时，除菌株 SA-21
外，其他菌株蛋白分泌量均在 1 μg/mL 以下，并且蛋

白表达水平随茶多酚质量浓度升高而下降；而添加各

质量浓度 Nisin 的菌株在 24 h 培养后，除菌株 SA-131
和 SA-135 SEK 含量分别为 0.68 μg/mL 和 0.56 μg/mL
外，其他菌株均高于 1 μg/mL。反映了茶多酚较 Nisin
对 sek 阳性菌株蛋白分泌的抑制效果更明显。 

综上，本研究成功表达和纯化了 SEK 蛋白，初步

建立了 SEK 蛋白检测的 DAS-ELISA 方法，并对方法

进行了应用与验证，表明建立的方法可用于食品中金

黄色葡萄球菌肠毒素 SEK 的分泌检测。建议以后对金

黄色葡萄球菌肠毒素食物中毒的调查，应考虑纳入新

型肠毒素的检测。 

4  结论 

本研究使用BL 21(DE3) pLysS细胞对金黄色葡萄

球菌 SEK 的原核表达载体 pET-28a(+)-ΔNspSEK 成功

进行了诱导表达，得到分子量为 27.7 ku的可溶性SEK
重组纯化蛋白，以该蛋白作为抗原，建立了一种检测

金黄色葡萄球菌新型肠毒素 SEK 的双抗夹心 ELISA
方法，该方法回归方程为 y=0.2165x+0.1627 ，

R2=0.9993，最低检测限 0.1 μg/mL，检测人工污染的

脱脂牛奶、LB 肉汤和牛肉糜样品，SEK 回收率达 97%
以上；本研究使用建立的 DAS-ELISA 方法监测添加

茶多酚和 Nisin 后 sek 阳性菌株分泌蛋白情况，发现两

种添加剂对菌株生长均有良好的抑制作用，但茶多酚

对菌株肠毒素 SEK 蛋白分泌的抑制作用较 Nisin 更

强。 
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