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摘要：本研究以产生金黄色葡萄球菌新型肠毒素 P 的食品源分离株 SA-106 为研究对象，采用平板计数和酶联免疫方法研究菌株

在 LB 培养基、脱脂乳和无菌熟猪肉中的生长及肠毒素 SEP 的动态分泌；同时探索食品添加剂茶多酚和 Nisin 对菌株 SEP 蛋白分泌

影响。结果表明菌株 SA-106 在 LB 液体培养基和脱脂乳中生长时，细菌均能在 12 h 左右进入生长稳定期，在细菌生长过程中，肠毒

素 SEP 蛋白分泌呈持续增加趋势，在检测的第 120 h 分别达到 10.28 g/mL 和 6.59 g/mL；菌株在猪肉中生长时，24 h 左右进入稳定

期，在检测的第 48 h 时，SEP 分泌量可达到 9.12 g/g。通过比较发现，菌株 SA-106 在熟猪肉和 LB 培养基中生长，SEP 蛋白分泌量

较高，在脱脂乳中 SEP 蛋白分泌量稍低，说明不同培养基质对肠毒素蛋白 P 的分泌强度有影响；另外，茶多酚和 Nisin 的添加对细菌

的生长和肠毒素 SEP 的产生有一定抑制效果。研究结果对葡萄球菌肠毒素 P 的产生和控制提供一定参考。 
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Abstract: In this study, the food-source Staphylococcus aureus SA-106 strain, which produces new staphylococcal enterotoxin P, was 

used as a research object. The growth of strain in LB medium, skim milk and sterile cooked pork was studied by plate counting, and the 

secretion of staphylococcal enterotoxin P was determined by enzyme-linked immunosorbent assay. At the same time, the effects of food 

additives (tea polyphenols and Nisin) on the secretion of SEP protein were also explored. The results showed that when SA-106 was grown in 

LB medium and skim milk, the bacteria could enter the growth stationary period at about 12 h; and the secretion of enterotoxin SEP protein 

continued to increase during the growth, reaching 10.28 g/mL and 6.59 g/mL at 120 h, respectively. While when grown in pork, the strain 

entered the growth stationary period at about 24 h, and the SEP secretion was 9.12 g/g at 48 h. By comparison, the secretion of SEP protein of 

strain S-106 was higher in cooked pork and LB medium, and the secretion of SEP protein in skim milk was slightly lower, indicating that 

different culture medium had an effect on the secretion of enterotoxin protein P. Further, the addition of tea polyphenols and Nisin has a certain 

inhibitory effect on the growth of bacteria and the production of enterotoxin SEP. This study has a certain reference value for the production and 

control of staphylococcal enterotoxin P. 
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微生物 

可引起食物中毒、皮肤软组织感染、肺炎、败血症等

疾病[1-4]。由金黄色葡萄球菌所造成的食物中毒事件，

在许多国家均被广泛报道[5-7]。引起食物中毒病症的主

要致病因子是葡萄球菌肠毒素（ Staphylococcal 

enterotoxins，SEs）[8,9]。目前已经发现了 24 种不同的

血清型，SEA~SEE 被称为传统肠毒素，SEG~SElY 被

命名为新型肠毒素。其中，SEP 属于新型肠毒素的一
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种。Kuroda 等[10]首次描述了新型类肠毒素 selp 基因，

核苷酸序列有 729 个，编码 286 个氨基酸残基。2013

年，Omoe 等[11]进一步证实 selp 基因编码的 SElP 蛋白

具有让灵长类动物呕吐的活性。因此，将类肠毒素

SElP 蛋白重新定义为肠毒素蛋白 SEP。Chiang 等[12]

对 147 株临床分离菌株检测发现 sep 基因携带率可高

达 27.9%；Calderwood 等[13]的研究发现携带 sep 基因

的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（Methicillin-resistant S. 

aureus，MRSA）有增加败血症的风险；Wu
[14]等对中

国社区获得性耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（Community-acquired MRSA，CA-MRSA）进行基因

调查时发现，基因 sep 的携带率为 61.6%，仅次于新

型肠毒素基因 sek 所占的比例。说明肠毒素 SEP 蛋白

引起食物中毒的潜在风险高。由于金黄色葡萄球菌极

易污染乳制品和各类熟肉制品[15]。因此，研究肠毒素

在这些食品基质中的分泌变化情况十分必要。目前已

有的研究中，大多数是针对食物基质中肠毒素基因表

达或是传统肠毒素蛋白的分泌研究，如王琼[16]等研究

了 sek基因在猪肉中不同时间的表达变化；Valihrach
[17]

等研究了菌株在牛奶中传统肠毒素蛋白 SEC 的分泌

情况；也有学者通过使用添加剂抑制肠毒素的分泌和

表达，如 Zhao
[18]等研究了茶多酚、壳聚糖等 5 种食物

添加剂对菌株肠毒素 I 的分泌影响；王琼[19]等探究了

Nisin、茶多酚等 6 种食品防腐剂对菌株 sek 基因表达

的影响。还未见对葡萄球菌SEP蛋白分泌的相关研究。

基于金黄色葡萄球菌新型肠毒素 sep 基因流行的广泛

性和 SEP 潜在的致病性，本研究以产肠毒素 SEP 的金

黄色葡萄球菌分离株为研究对象，研究菌株在不同培

养基质中肠毒素 P 的分泌情况，并选择两种常见的食

品添加剂-茶多酚和 Nisin，探究两种添加剂对肠毒素 P

蛋白分泌的影响，研究结果为葡萄球菌肠毒素 P 的产

生和控制提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株和试剂 

金黄色葡萄球菌食品分离株 SA-106，由本实验室

分离鉴定保存；脱脂牛奶，蒙牛乳业有限公司；猪肉，

购于成都市菜市场；茶多酚（食品级），河南绿邦有

限公司；Nisin（食品级），宁波王龙科技股份有限公

司；胰蛋白胨大豆肉汤培养基（trypticase soy broth，

TSB）、胰酪胨大豆琼脂培养基（tryptose soya agar，

TSA）、LB 肉汤、Baird-Parker（BP）琼脂基础，青

岛海博生物；磷酸盐缓冲溶液（1PBS）、含有Tween-20

的 PBS 缓冲液（PBST），实验室配制；浓硫酸（分析

纯），天津市致远化学试剂有限公司；金黄色葡萄球菌

肠毒素 P（SEP）蛋白纯品、抗 SEP 单克隆抗体（2.3 

mg/mL）、抗 SEP 多克隆兔血清（1.57 mg/mL），实验

室自制；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG、辣根过

氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG，内蒙古苏尔特生物科技

公司。 

1.2  实验仪器与设备 

HZQ-F160 全温振荡培养箱，上海齐欣科学仪器

有限公司；Eppendorf 5804R 型冷冻离心机，成都世纪

方舟科技有限公司；Elx-808 型酶标仪，基因（美国）

有限公司；96 孔酶标板，Costar 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  金黄色葡萄球菌纯化及种子液制备 

取携带肠毒素 sep 基因的冻存菌株 SA-106 菌液

50 L 于 5 mL 的 TSB 肉汤中进行活化，37 ℃，150 

r/min 培养过夜，在 BP 平板上划线纯化；再次挑选单

菌落于 TSB 液体培养基中，在同样条件下培养过夜。

取菌液 500 L 于 4.5 mL 生理盐水中，进行 10 倍梯度

稀释，选择合适的稀释度，并测定菌落数。根据平板

计数结果，种子液浓度为 10
8 

cfu/mL，将种子液放入

4 ℃冰箱备用。 

1.3.2  样品中 SEP 含量测定 

采用本实验室已建立的SEP夹心双抗酶联免疫方

法（Double antibody sandwich ELISA，DAS-ELISA）

进行样品中 SEP 蛋白含量的检测，详细检测流程见参

考文献[20]。 

1.3.3  菌株在 LB 培养基、脱脂乳、无菌熟猪

肉中的生长曲线测定和上清液中SEP蛋白检测 

有研究报道，肠毒素在细菌生长对数期或稳定期

开始分泌[21]。本实验为了研究菌株在 LB 培养基和脱

脂乳中蛋白产生变化，进行了 0~120 h 的生长监测。 

取 1.3.1 中制备的种子液 500 L，分别加入到 500 

mL 的 LB 培养基、灭菌脱脂乳中，放入恒温震荡培养

箱中，37 ℃，150 r/min 培养。在培养的 0 h、12 h、

24 h、36 h、48 h、60 h、72 h、84 h、96 h、108 h、120 

h 的每个时间点上各取 5 mL 培养液，用于细菌平板计

数和 SEP 蛋白检测。 

对于猪肉样品，菌株在猪肉中的生长和蛋白表达

情况进行了 0~48 h 监测。将 1.3.1 中制备的种子液用

生理盐水稀释至含有 10
2
 cfu/mL 的菌悬液。取 100 L

菌悬液接种到分别装有 10 g 无菌熟猪肉的锥形瓶中，

共制备 21 瓶，每个样品重复三瓶，37 ℃，培养 48 h。

在培养的 0 h、8 h、16 h、24 h、32 h、40 h、48 h 分
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别取样，用于平板计数和 SEP 蛋白含量测定。 

1.3.4  茶多酚和 Nisin 对菌株 SEP 蛋白分泌影

响的测定 

参考马伊萨兰[22]等的方法，采用微量肉汤稀释法

测定茶多酚和Nisin对金黄色葡萄球菌SA-106的最小

抑菌浓度。取 1.3.1中制备的种子液 500 L加入到 500 

mL 的 TSB 培养基中，另外，再加入 1/2MIC 的茶多

酚或 1/2MIC 的 Nisin 各 500 L。同时设置对照组，

用无菌水代替茶多酚和 Nisin。在恒温震荡培养箱中，

37 ℃培养至 120 h。在 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h、

60 h、72 h、84 h、96 h、108 h、120 h 分别取样，用

于平板计数和 SEP 蛋白含量测定。 

1.3.5  数据处理分析 

数据用 Excel 软件进行处理，不同取样点的蛋白

含量用 SPSS 18.0 进行分析，并采用单因素方差分析

（analysis of variance，ANOVA）分析组间差异性

（p<0.05 为差异具有统计意义）。 

2  结果与分析 

2.1  菌株在 LB 培养基、脱脂乳、无菌熟猪肉

中的生长曲线及 SEP 蛋白分泌情况 

 

 
图1 菌株SA-106在 LB培养基（a）和脱脂乳（b）中的生长曲

线及SEP蛋白含量变化 

Fig.1 The growth curve and SEP protein secretion curve of 

SA-106 in LB and skim milk 

菌株SA-106在LB培养基和脱脂乳中的生长曲线

（0~120 h）及蛋白含量变化分别如图 1a、1b 所示。

从图中可以看出，菌株在 LB 和脱脂乳中培养 12 h 左

右，细菌的生长均趋于稳定，在 72 h 后脱脂乳中菌落

总数出现明显下降趋势。 

LB 和脱脂乳培养液中 SEP 的含量在 0~48 h 内都

有明显增长，在 48~120 h 内增长较为缓慢，但总的含

量一直持续上升。细菌培养的第 120 h 时，SEP 在 LB

培养基和脱脂乳中的含量分别可达到 10.28 g/mL 和

6.59 g/mL。 

 
图2 菌株SA-106在熟猪肉中的生长曲线及SEP蛋白含量变化 

Fig.2 The growth curve and SEP protein secretion curve of 

SA-106 in sterile cooked pork 

菌株 SA-106 在熟猪肉中（0~48 h）的生长曲线及

蛋白含量变化如图 2 所示。培养到 24 h 后，细菌进入

稳定期。猪肉中分泌的 SEP 含量在 0~48 h 内也呈现

持续增长趋势，48 h 时 SEP 含量已达到 9.12 g/g。 

通过比较发现：菌株 SA-106 在熟猪肉和 LB 培养

基中，SEP 蛋白的分泌量较高，在脱脂乳中 SEP 蛋白

的分泌量稍低，与熟猪肉和 LB 培养基差异显著

（p<0.05），说明不同培养基质对肠毒素蛋白 P 的分

泌强度具有一定的影响。 

2.2  茶多酚和 Nisin 亚抑制浓度对菌株 SEP 蛋

白分泌影响 

通过最小抑菌浓度测试，发现食品添加剂茶多酚

和 Nisin 对菌株 SA-106 的最低抑菌浓度分别为 0.10 

g/L 和 0.25 g/L。 

菌株在对照的TSB培养基及分别添加1/2 MIC茶

多酚和1/2 MIC Nisin的培养基中的生长曲线如图3所

示。在 TSB 培养基中，菌株在 12 h 后生长开始进入

稳定期，在 72 h 后，菌株生长有衰退趋势。在添加了

茶多酚和 Nisin 的培养基中，菌株的生长受到部分抑

制，但抑制效果不显著（p>0.05），细菌在添加了茶

多酚和 Nisin 的培养基中，24 h 后开始进入稳定期。
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72 h 后抑制效果逐渐失去，三种培养液中细菌的生长

趋于相同。 

 
图3 茶多酚和Nisin对菌株SA-106生长的影响 

Fig.3 Effect of tea polyphenol and nisin on the growth of strain 

SA-106 

采用 DAS-ELISA 检测程序，检测三种培养液中

SEP 蛋白的分泌情况（结果如图 4 所示）。在添加了

茶多酚和 Nisin 后，SEP 的分泌受到比较明显的抑制

（p<0.05）。在培养的 120 h 时，TSB 培养基中 SEP

蛋白含量可达到 10.12 g/mL；而添加茶多酚和 Nisin

的培养基中，SEP 蛋白含量分别为 8.23 g/mL 和 8.02 

g/mL。可见，常见的食品添加剂茶多酚和 Nisin 对金

黄色葡萄球菌肠毒素 P 的分泌具有一定的抑制效果。 

 
图4 茶多酚和Nisin对菌株SA-106蛋白SEP分泌的影响 

Fig.4 Effect of Tea Polyphenol and NIsin on the Secretion of 

SEP protein by SA-106 

3  结论 

3.1  本研究以保存的食品源金黄色葡萄球菌分离株

SA-106 为研究对象，探究菌株在 LB 培养基、脱脂乳

和无菌熟猪肉中的生长，以及不同培养基质中肠毒素

SEP 蛋白分泌的情况。同时，本研究也探究了两种常

见食品添加剂茶多酚和 Nisin 对菌株生长及 SEP 蛋白

分泌的影响。从实验结果来看，菌株在 LB 培养基中

生长 120 h 时，肠毒素 SEP 蛋白的含量高达 10.28 

g/mL，相同培养条件下，菌株在脱脂乳中 120 h 时，

蛋白的含量为 6.59 g/mL，比在 LB 培养基中的分泌

量低。这一结果与 Valihrach
[17]等的实验结果相类似，

他们的研究也认为菌株在牛奶中 sec 的表达量低于在

实验室培养基中的表达量。目前还不清楚牛奶中抑制

肠毒素分泌的具体原因。菌株在无菌熟猪肉中的 SEP

蛋白分泌量比 LB 培养基和脱脂乳更高，差异显著。

王琼等[16]对菌株在猪肉中肠毒素 sek 基因表达研究发

现，在培养 12~120 h 内，肠毒素 sek 基因全程都有表

达，且出现了两次高峰期，一次发生在细菌生长的对

数期，一次发生在细菌的稳定生长后期；杨静等[23]的

研究表明菌株在五香牛肉中培养时，传统肠毒素基因

sea~see 均有检出，且基因的相对表达水平均在培养过

程中出现二次提高现象。分析这些研究，我们认为肠

毒素基因在肉类基质中可以获得更好的表达，部分解

释了猪肉中 SEP 蛋白分泌量高的原因。 

3.2  通过在培养基中添加亚抑制浓度的茶多酚和

Nisin 后，菌株的生长和蛋白分泌均受到抑制，但菌株

的生长抑制不那么明显，相反，两种常见的添加剂对

肠毒素SEP蛋白的分泌抑制更明显一些。培养的48 h，

细菌在 TSB 中分泌量为 10.12 g/mL，添加茶多酚和

Nisin 后，SEP 蛋白分泌量分别为 8.23 g/mL 和 8.02 

g/mL。王琼等[19]发现，茶多酚和 Nisin 可以有效抑制

肠毒素基因在转录水平上的表达；Shimamura
[24]等研

究表明多酚类添加剂可以显著减少肠毒素 SEA 的表

达；杨丹茹等[25]的研究也认为茶多酚对肠毒素 SEK 蛋

白分泌抑制效果明显。这些研究与本实验的结果吻合。

文献报道了茶多酚是通过抑制微生物的粘附和破坏细

胞结构达到抑菌效果[26]；Nisin 是通过在细胞膜上形成

孔洞结构抑制细菌的生长代谢和增殖活性[27,28]。以后

可以进一步深入开展茶多酚和 Nisin 对肠毒素蛋白抑

制机制方面的研究。 

3.3  基于金黄色葡萄球菌新型肠毒素 SEP 流行的广

泛性和潜在的致病性[13,14]，对食品安全的威胁大，因

此，应该给予重视。特别是肠毒素 SEP 能够在脱脂乳、

肉类等常见食品中分泌且表达量高。茶多酚和 Nisin

可以在一定程度上抑制 SEP 的分泌，但并不能完全抑

制。在后续的研究中，还需要寻找更加有效的防控措

施，进一步降低金黄色葡萄球菌肠毒素 P 引起食物中

毒的风险。 
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