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摘要： 旨在建立一种免疫酶测定方法， 用于定量检测金黄色葡萄球菌肠毒素 Ｂ。 以金黄色葡萄球菌重组肠毒素 Ｂ 免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 制备鼠源单

抗； 筛选针对该毒素的配对单抗， 构建双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体系， 在保证检测特异性基础上增加生物素 ／ 链霉亲和素放大系统， 进一步提升敏

感度。 通过杂交瘤技术共获得 ６ 株针对重组 Ｂ 毒素的单抗克隆， 其中由 ００８５ （捕获抗体） 和 ００２０ （检测抗体） 构建的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体

系表现出良好的特异性， 与肠毒素 Ａ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ 均无交叉， 对肠毒素 Ｂ 的检测敏感度可达 ０􀆰 ６２５ ｎｇ ／ ｍＬ。 增加生物素 ／ 链霉亲和素放大系统后敏感

度可提升至 ０􀆰 １５６ ｎｇ ／ ｍＬ。 本研究构建的检测方法具有高特异性及高敏感性， 具有较强的应用前景。
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　 　 金黄色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ） 简称金

葡菌， 是严重威胁人类健康的条件致病菌， 主要引起

医院内感染和食品不当加工导致的食物中毒。 在该菌

众多的致病因子中， 金葡菌肠毒素 （ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ
ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ， ＳＥ） 所导致的病理过程最为严重， 因此

成为金葡菌感染后检测的重要靶标分子和疫苗研发中

的候选分子［１］。 作为一种超级抗原 （ ｓｕｐｅｒ ａｎｔｉｇｅｎ，
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ｚｈａｎｇｐｉｎｇｈｕ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

ｓＡｇ）， ＳＥ 是目前已知的人淋巴细胞最强的刺激剂和

最有力的细胞因子诱生剂， 其在抗肿瘤方面的应用前

景广阔， 已经成为治疗恶性肿瘤的临床生物制剂［２］。
ＳＥ 可分为多种血清型， 包括 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ、 Ｇ、 Ｉ
等， 其中以 ＳＥＢ 最为重要， 这是因为金葡菌的 ＳＥＢ
产毒量往往较高 （１００ ～ ２００ ｍｇ ／ Ｌ） ［３］， 且中毒剂量

低， 其对小鼠半数致死量 （ ＬＤ５０ ） 只有 ０􀆰 ０２３ ～ ５
μｇ ／ ｋｇ［４］。 ＳＥＢ 是 一 种 可 溶 性 蛋 白 质， 耐 热， 经

１００ ℃煮沸 ３０ ｍｉｎ 不被破坏， 也不受胰蛋白酶的影

响， 误食被肠毒素污染的食物会引起急性胃肠炎［５］。
另外， 美国疾控中心已把 ＳＥＢ 列为 ＩＩ 生物战剂， 在

气溶胶形式下吸入 ３０ ｎｇ， 人就会出现中毒症状， 丧
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失战斗能力［６］。 因此对包括 ＳＥＢ 在内的 ＳＥ 的精准检

测至关重要。 本研究以重组 ＳＥＢ 为免疫原， 通过传

统杂交瘤技术制备其单克隆抗体， 并在此基础上建立

了金葡菌 ＳＥＢ 的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

表达重组 ＳＥＢ （ ｒｅＳＥＢ） 质粒 ｐＥＴ－ ２８ａ （ ＋） －
ＳＥＢ、 大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）， 由本实验室构建保

存； 骨髓瘤细胞系 ＳＰ２ ／ ０ 由本实验室构建保存； 镍

亲和 层 析 柱、 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲 和 层 析 柱 购 自 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司； ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠由扬州大学比较医学

中心提供； 天然金葡菌肠毒素 Ａ、 Ｂ、 Ｃ２、 Ｃ３、 Ｄ、
Ｅ 购自南京妙迪生物科技有限公司； 辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ） 购自济南泰天和生物科技有限公司； 活化生

物素、 （ＴＭＢ＋Ｈ２Ｏ２） 底物购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；
ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自北京中杉生物； ＨＲＰ
标记链霉亲和素 （ ＳＡ － ＨＲＰ） 购自生工生物工程

（上海） 股份有限公司。
１􀆰 ２　 ｒｅＳＥＢ 的表达和纯化

将 ｒｅＳＥＢ 质粒 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） －ＳＥＢ 转化至大肠

杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）。 挑取单菌落， 接种 ＬＢ 培养基，
加入终浓度 ５０ μｇ ／ ｍＬ 的卡那霉素， ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
摇床振荡培养过夜。 次日， 过夜培养物按 １ ∶ １００ 转

接大瓶 ＬＢ 培养基， 摇床振荡培养 ３～４ ｈ 至 ＯＤ６００ ｎｍ大

约为 １􀆰 ０， 加 入 终 浓 度 为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ，
３０ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导过夜。 培养物沉淀经超声波粉

碎、 离心， 上清液使用 ＡＫＴＡ ｅｘｐｌｏｒｅｒ 纯化仪进行镍

亲和层析纯化， 用含有 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的磷酸盐缓

冲液洗脱目的蛋白， 并透析至 ＰＢＳ 中备用。
１􀆰 ３　 ＳＥＢ 单克隆抗体的制备

将纯化的 ｒｅＳＥＢ 先后与弗氏完全 （或不完全） 佐

剂混合乳化后， 皮下免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 两次免疫间

隔 ２ 周， 共免疫 ３ 次。 摘除小鼠脾脏取脾细胞， 并与

ＳＰ２ ／ ０ 细胞融合。 用间接 ＥＬＩＳＡ 法筛选阳性克隆， 并

进行亚克隆操作 ２ ～ ３ 次。 稳定杂交瘤细胞株接种小

鼠腹腔， ２ 周后收集腹水， 经适当处理后用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ
亲和层析柱纯化、 定量， 并透析到 ＰＢＳ 中， 测浓度，
－２０ ℃冻存备用。
１􀆰 ４　 基于双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体系中抗体配对的

选择

　 　 在 ＥＬＩＳＡ 平台上对获得的单抗进行彼此配对，
以期获得捕获和检测抗体。 将单抗蛋白分别与 ＨＲＰ
偶联 （按照活化 ＨＲＰ 产品说明书操作） 作为酶标抗

体。 将未标记的单抗蛋白分别包被 ９６ 孔酶标板 （１
μｇ ／ ｍＬ）， 经洗涤后用 ５％的脱脂牛奶 ４ ℃封闭。 向酶

标板中加入 ｒｅＳＥＢ （浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍＬ， １００ μＬ ／孔），
３７ ℃ 孵育 １ ｈ， 用 ＰＢＳＴ （在 ＰＢＳ 中加入终浓度为

０􀆰 ０５％ 的 Ｔｗｅｅｎ－２０） 洗涤 ５ 次。 向酶标板中加入 １００
μＬ ／孔的酶标抗体 （ １ ∶ １ ０００ 稀释）， ３７ ℃ 孵育

０􀆰 ５ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后， 加入 １００ μＬ ／孔 ＴＭＢ ＋
Ｈ２Ｏ２ 底物， 室温孵育 ５ ｍｉｎ， 加入 ５０ μＬ ／孔终止液，
于 ４５０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值。
１􀆰 ５　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体系特异性和敏感性

鉴定

　 　 对于获得的抗体配对， 利用购置的天然金葡菌肠

毒素 （Ａ、 Ｂ、 Ｃ２、 Ｃ３、 Ｄ、 Ｅ） 测试该抗体配对的

检测特异性， 操作方法同上。 测试配对抗体的检测敏

感性 （天然 ＳＥＢ 从 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 开始进行倍比稀释）， 操

作方法同上。
１􀆰 ６　 生物素 ／链霉亲和素系统对本检测体系敏感性的

提升

　 　 首先将检测抗体进行生物素化 （按照活化生物

素产品说明书操作）。 天然 ＳＥＢ 倍比稀释后 （从

５ ｎｇ ／ ｍＬ 开始）， 加入酶标板 （包被有捕获抗体），
１００ μＬ ／孔， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次。 加入

１００ μＬ ／孔生物素化检测抗体 （ １ ∶ １ ０００ 稀释），
３７ ℃孵育 ０􀆰 ５ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后， 加入 １００
μＬ ／孔的 ＳＡ－ＨＲＰ （１ ∶ １ ０００ 稀释） ３７ ℃孵育０􀆰 ５ ｈ，
用 ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后加入 １００ μＬ ／孔 ＴＭＢ ＋ Ｈ２Ｏ２ 底

物， 室温孵育 ５ ｍｉｎ， 加入 ５０ μＬ ／孔终止液， 于

４５０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｒｅＳＥＢ 的表达

ｒｅＳＥＢ 以可溶形式表达， 存在于细胞破碎后的上

清液中。 使用镍亲和层析纯化并透析至 ＰＢＳ 中，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示获得了高纯度的 ｒｅＳＥＢ， 相对分

子质量 （Ｍｒ） 约为 ２８ ｋＤａ， 与理论值相符 （图 １）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｒｅＳＥＢ 蛋白。

图 １　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测纯化的 ｒｅＳＥＢ 蛋白
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２􀆰 ２　 应用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 选择最佳抗体配对

应用传统的鼠源杂交瘤技术， 并经过多次亚克隆

操作， 本次融合最终共获得 ６ 个单抗克隆， 分别命名

为 ００２０、 ００８１、 ００８２、 ００８３、 ００８４、 ００８５。 在 ＥＬＩＳＡ
平台上， 经过彼此配对获得了 ００８５ 作为捕获抗体、
００２０ 作为检测抗体的最佳配对（００８５ ／ ００２０）（表 １）。

表 １　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体系抗体配对选择 （ＯＤ４５０ ｎｍ值）

捕获抗体
检测抗体

００２０－ＨＲＰ ００８１－ＨＲＰ ００８２－ＨＲＰ ００８３－ＨＲＰ ００８４－ＨＲＰ ００８５－ＨＲＰ

００２０ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ２１４

００８１ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０５４ ０􀆰 ０５４ ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０５７

００８２ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ０６８

００８３ ０􀆰 ０４６ ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ０５４ ０􀆰 ０５２

００８４ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ３９７ ０􀆰 ０９８ ０􀆰 ７２９ ０􀆰 ０８８ ０􀆰 ２６５

００８５ ２􀆰 ７０１ ０􀆰 ０４１ ０􀆰 ３２０ １􀆰 １３４ ０􀆰 ０６２ ０􀆰 ０７６

２􀆰 ３　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体系特异性和敏感性

特异性测试结果表明 （图 ２）， 在天然金葡菌肠

毒素 （Ａ、 Ｂ、 Ｃ２、 Ｃ３、 Ｄ、 Ｅ） 浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 条

件下， 由 ００８５ ／ ００２０ 组成的 ＥＬＩＳＡ 体系可有效地检测

ＳＥＢ， 与 ＳＥＡ、 ＳＥＣ２、 ＳＥＣ３、 ＳＥＤ、 ＳＥＥ 均无交叉反

应。 在敏感度检测中， ５％脱脂奶粉 ／ ＰＢＳ 作为阴性对

照 （ ＮＣ ）， 临 界 值 设 定 为 阴 性 对 照 平 均 值

（０􀆰 ０４７ ２５） 的 ２􀆰 １ 倍， 即 ０􀆰 ０９９。 该 ＥＬＩＳＡ 体系的

检测敏感性可达 ０􀆰 ６２５ ｎｇ ／ ｍＬ （表 ２）。
为了进一步提高其检测敏感性， 在上述检测体系

的基础上增加生物素 ／链霉亲和素放大系统。 由表 ３
可见， 临界值设定为阴性对照平均值 （０􀆰 ０６４） 的

２􀆰 １ 倍， 即 ０􀆰 １３４ ４。 由 ００８５ ／ ００２０ 组成的 ＥＬＩＳＡ 体

系的检测敏感性可从 ０􀆰 ６２５ ｎｇ ／ ｍＬ （表 ２） 进一步提

升至 ０􀆰 １５６ ｎｇ ／ ｍＬ， 提升 ４ 倍。
图 ２　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 的检测特异性

表 ２　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体系的敏感性 （ＯＤ４５０ ｎｍ值）

批次
ＳＥＢ 浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

５􀆰 ０００ ２􀆰 ５００ １􀆰 ２５０ ０􀆰 ６２５ ０􀆰 ３１３ ０􀆰 １５６
ＮＣ１ ＮＣ２

第 １ 次 ０􀆰 ９３６ ０􀆰 ５０６ ０􀆰 ２６７ ０􀆰 １４５ ０􀆰 ０８４ ０􀆰 ０５８ ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ０４６

第 ２ 次 １􀆰 ０３１ ０􀆰 ５１７ ０􀆰 ２８１ ０􀆰 １５２ ０􀆰 ０７９ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ０５１

表 ３　 生物素 ／链霉亲和素放大系统对双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 体系检测敏感度的优化 （ＯＤ４５０ ｎｍ值）

批次
ＳＥＢ 浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

５􀆰 ０００ ２􀆰 ５００ １􀆰 ２５０ ０􀆰 ６２５ ０􀆰 ３１３ ０􀆰 １５６ ０􀆰 ０７８
ＮＣ１ ＮＣ２

第 １ 次 ３􀆰 ２１６ ３􀆰 ０２３ ２􀆰 ２５５ ０􀆰 ９１６ ０􀆰 ３４３ ０􀆰 １７２ ０􀆰 １０８ ０􀆰 ０６２ ０􀆰 ０６２

第 ２ 次 ３􀆰 １９１ ２􀆰 ９６１ ２􀆰 ３４２ １􀆰 ０８２ ０􀆰 ３７７ ０􀆰 １９５ ０􀆰 ０９４ ０􀆰 ０６７ ０􀆰 ０６５

３　 讨论

由于肠毒素在金葡菌致病过程中的重要作用， 建

立一种快速、 可靠的检测金葡菌肠毒素的方法对诊断

感染及指导治疗具有重要意义。 尽管毒素基因检测是

一种有效工具， 但由于毒素基因的表达受环境因素的
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影响， 其基因的存在与是否表达往往并不一致［７］，
而基于抗原 ／抗体特异性结合的免疫学方法检测的则

是肠毒素抗原本身， 具有临床实际意义。 本研究即是

利用免疫酶检测平台， 对金葡菌肠毒素中重要一员

ＳＥＢ 进行精准检测。
如何在保证检测特异性的前提下， 进一步提高检

测敏感性是本研究面临的两大挑战。 目前国内广泛使

用的金葡菌肠毒素检测试剂多来自德国拜发公司， 但

该产品存在严重交叉反应 （ Ａ ／ Ｅ、 Ｅ ／ Ａ、 Ｂ ／ Ｃ、 Ｃ ／
Ｂ）。 良好的检测特异性基础在于配对单抗的特异性，
本研究以 ｒｅＳＥＢ 为免疫原， 通过杂交瘤技术制备鼠源

单克隆抗体。 为了保证检测特异性， 在进行抗体配对

时使用了天然而非重组肠毒素， 最终从 ６ 株单抗中成

功获得了 ００８５ ／ ００２０ 这一抗体配对， 该配对抗体只与

ＳＥＢ 反应， 而与其他毒素无交叉反应。
双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 体系一般使用 ＨＲＰ 作为指示

物， 当与底物一起孵育时， ＨＲＰ 即可催化产生有色

产物， 从而实现定性或定量检测。 虽然通过对荧光或

发光衍生物的检测可进一步提高检测敏感度［８］， 但

是该类检测严重依赖高端设备。 本研究使用较为普通

的 ＴＭＢ 底物产生有色衍生物， 检出限可以达到

０􀆰 ６２５ ｎｇ ／ ｍＬ。 为了进一步提升检测敏感度， 在原检

测体系基础上增加了生物素 ／链霉亲和素放大系统，
其敏感度可达 ０􀆰 １５６ ｎｇ ／ ｍＬ， 提升 ４ 倍， 不仅高于以

往国内外公开报道的 ０􀆰 ０７８ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ 的检测限［９］，
而且略高于近期报道的同类试剂的检出限， 因而可实

现大多数检测的实际需求［３－１０］。 需要指出的是， 本研

究过程中由于缺少现场样本， 没有进行实地检测， 是

其不足， 有待后续进一步验证。
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