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摘  要: 金黄色葡萄球菌是常见的食源性致病菌之一, 肠毒素是导致金黄色葡萄球菌污染食物中毒的最主要

原因。现有肠毒素检测方法包括免疫学方法、分子生物学方法、生物传感器方法和质谱法等。各方法均存在

优劣, 酶联免疫法作为现有国家、行业标准推荐方法, 虽然灵敏度高, 但存在交叉反应, 且价格昂贵。质谱分

析技术具有高通量、专属性强等优点, 已成为近年肠毒素检测技术研究热点。由于食品基质含有脂质、糖类

等多种复杂成分, 对肠毒素的分离与检测具有较强的干扰, 因此选择恰当的样品前处理方法是实现肠毒素准

确检测的关键。本文分别从肠毒素性质、肠毒素检测方法及原理、样品前处理方法等方面对现有研究进展进

行阐述。通过对现有技术方法的比较分析, 基于高效液相分离技术结合质谱检测技术开发肠毒素检测方法, 不

仅能够从食品中实现多种肠毒素的高效分离富集, 还具有灵敏度高、专属性强等优点, 有望成为肠毒素检测方

法的主要研究方向。 
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ABSTRACT: Staphylococcus aureus is one of the common foodborne pathogens. Enterotoxin is the main cause of 

food poisoning caused by Staphylococcus aureus. The existing detection methods of enterotoxin include 

immunological methods, molecular biology methods, biosensor methods and mass spectrometry, etc. Each method 

has its own advantages and disadvantages. As an existing national and industrial standard recommended method, 

enzyme-linked immunosorbent assay has high sensitivity, cross reaction and high price. Mass spectrometry has 

become a research hotspot of enterotoxin detection technology in recent years because of its high throughput and 

strong specificity. Because the food matrix contains many complex components such as lipids and sugars, it has a 

strong interference to the separation and detection of enterotoxin. Therefore, the selection of appropriate sample 
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pretreatment method is the key to realize the accurate detection of enterotoxin. This paper expounded the existing 

research progress from the aspects of enterotoxin properties, enterotoxin detection methods and principles, sample 

pretreatment methods and so on. Through the comparative analysis of existing technical methods, the development of 

enterotoxin detection method based on high performance liquid separation technology combined with mass 

spectrometry detection technology could not only realize the efficient separation and enrichment of a variety of 

enterotoxins from food, but also had the advantages of high sensitivity and strong specificity. It was expected to 

become the main research direction of enterotoxin detection methods.  
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0  引  言 

金黄色葡萄球菌是世界上最常见的细菌性疾病病原

体之一, 存在于一系列宿主中。金黄色葡萄球菌可分泌胞

外蛋白、超抗原(super antigen, SAg), 产生各种毒素介导

的疾病, 如脓疱病、食物中毒、烫伤皮肤综合征和中毒性

休克综合征 [1]。其中肠毒素(staphylococcal enterotoxins, 

SEs)与金黄色葡萄球菌食物中毒 (staphylococcal food 

poisoning, SFP)密切相关, 由经典肠毒素 SEA、SEB、SEC、

SED、SEE 引起的 SFP 高达 95%[2]。肠毒素中毒剂量低, 摄

入 100 ng 的肠毒素就会导致 SFP[3], 表现症状为恶心和剧

烈呕吐, 并伴有水样腹泻、虚弱和中度发热。症状通常在

24 h 内消退, 但对于儿童和老年人可能是致命的, 病死率

高达 4.4%[4]。SFP 在全球范围内影响广泛, 美国疾病控制

中心每年总计约 24 万例 SFP 病例[5], 我国 SFP 事件也时

有发生[6]。 

鉴于肠毒素的危害性, 研究人员已开发多种检测方

法。近年来, 随着质谱技术在蛋白质组学的不断深入研究, 

肠毒素的质谱学方法得到广泛应用, 其中样品前处理是分

析方法的关键步骤。因此, 本文简要介绍肠毒素的性质, 

综合比较多种检测方法的优劣, 并着重阐述相关样品前处

理技术, 为今后肠毒素的检测方法开发提供借鉴作用。 

1  肠毒素的性质与表达 

肠毒素是一类具有超抗原活性, 分子量约为 26~30 

kDa 的蛋白质[7]。肠毒素对高温及酸碱环境具有良好的稳

定性, 并且对胃肠道多种消化酶表现抗性[8]。这些毒素能

选择性地激活 T 细胞, 同时与 T 细胞受体 β链上的 Vβ区和

抗原呈递细胞上的主要组织相容性复合体 II (major 

histocompatibility complex class II, MHC II)类分子交联, 释

放大量细胞因子引起中毒性休克[9]。在过去的几十年中, 

基于它们抗原性的差异, 人们已经认识到 5 种主要的经典

肠毒素(SEA~SEE)[10]。经典肠毒素是引起金黄色葡萄球菌

食物中毒的主要类型, 其中又以 SEA 最为常见, 约占食物

中毒事件的 70%[11]。2000 年后, 研究人员不断发现新型肠

毒素, 基于它们与经典肠毒素的序列相似性, 将其分为 2

大类: 能够引起灵长类动物呕吐的归为肠毒素(SEs), 不能

引起灵长类动物呕吐的称为类肠毒素 (staphylococcal 

enterotoxin-like toxins, SEls)[12]。迄今, 已经鉴定了 24 种不

同的 SEs 和 SEls[13]。 

编码 SEs 和 SEls 的基因主要位于金黄色葡萄球菌可

移动遗传元件上, 包括质粒、前噬菌体、致病岛等, 并由

多个调控元件和 DNA 结合蛋白协调[14]。肠毒素蛋白的表

达不仅由基因元件调控, 并且受环境因素影响, 如 pH、温

度、氧气、碳源、盐等对毒力基因的转录均有一定影响[13,15]。

由于遗传学的多样性与复杂性, 不同类型肠毒素的产毒机

制及调控方式目前尚未有明确的结论, 有待进一步研究。 

2  肠毒素检测方法 

2.1  检测方法比较 

过去几十年至今, 已有大量基于不同原理、灵敏度及

选择性的肠毒素检测方法, 包括生物学方法[16]、免疫学检

测[17‒18]、分子生物学方法[19]、生物传感器方法[20]、质谱方

法[21]等, 已见相关综述文献报道[3,22‒24]。肠毒素传统的检

测方法为动物实验法, 因实验动物不易获得性, 存在伦理

问题, 已被逐渐淘汰。血清学实验为早期检测肠毒素的方

法, 包括凝胶扩散实验和凝集实验, 开发的反向被动胶乳

凝集(reversed passive latex agglutination, RPLA)检测试剂

盒, 由于缺乏特异性, 未被广泛应用。 

酶联免疫法是目前应用最为广泛的免疫学检测方法, 

GB 4789.10—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 

金黄色葡萄球菌检验》中采用酶联免疫吸附实验法(enzyme 

linked immunosorbent assay, ELISA)检测肠毒素, 国际标准

ISO 19020:2017 采用酶联免疫荧光法 (enzyme linked 

fluorescent immunoassay, ELFA)进行检测。商业化的葡萄球

菌肠毒素免疫试剂盒可检测的种类仅为经典肠毒素

(SEA~SEE), 研究表明新型肠毒素同样与食品中毒事件紧

密相关[25]。酶联免疫方法存在一定的缺陷, 由于天然抗体

的生产过程复杂、耗时长、半衰期短、在高温和极端 pH

条件下易变性失活, 导致检测成本昂贵。试剂盒多采用多
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克隆抗体, 不同的肠毒素之间同源性高, 容易产生交叉反

应, 导致结果假阳性假阴性率高。 

分子生物学方法从基因水平鉴定肠毒素, 难以证明

肠毒素蛋白的表达, 不能作为最终的检测手段。生物传感

器方法由于缺乏通用性, 对于实际样品的应用较少。综上, 

各检测方法均存在优劣之分, 如表 1, 其中质谱分析技术

因具有特异性强、准确性高、可实现高通量检测的优势被

认为是最具有前景的方法。 

2.2  质谱检测方法 

随着质谱仪器的不断发展, 质谱技术在蛋白质组学

的应用越来越广泛 , 尤其是液相色谱 -质谱法 (liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS)的最新发展极

大地促进了生物医学的研究发展[26]。LC-MS 对于复杂生

物或非生物基质中蛋白质的表征、鉴定、确认和定量的

重要性日益凸显[27]。基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱法 (matrix-assisted laser desorption/ionization time of 

flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)对于生物大分

子的鉴定发挥着不可替代的作用, 具有高通量、分辨率

高、速度快、耗时短等突出优势, 往往只需几分钟就能得

到结果[28]。因此, 研究人员开始将肠毒素的检测与质谱技

术相结合, 通常采用样品添加肠毒素标准品(纯度＞95%, 

美国 Toxin Technology 公司)的形式, 实现对肠毒素的定

性定量检测。 

肠毒素质谱检测方法相较于酶联免疫方法, 具有准

确性高、耗时短、高通量等优势。质谱检测的灵敏度与准

确性主要取决于样品的制备, 而实际样品中肠毒素含量低, 

需要通过有效的分离富集得以检测。食物中含有大量的蛋

白质, 碳水化合物和其他生物分子, 大多数会产生电荷竞

争抑制效应, 干扰目标毒素的检测, 造成定性定量结果不

准确, 因此样品前处理是质谱分析的关键步骤。 

3  样品前处理方法 

3.1  透析与蛋白沉淀法 

欧 洲 官 方 筛 查 方 法 (European official screening 

methods, ESM)[29]中对于食品基质采用透析方法进行毒素

提取, 例如 SOSPEDR 等[30]采用透析法从果汁中纯化肠毒

素。ANDJELKOVIC 等[31]按照 ESM 方法对肠毒素进行提

取浓缩, 并开发了一种在线固相萃取(solid phase extraction, 

SPE)结合 LC-MS/MS 检测牛奶中的 SEA 和 SEB, 但整个

过程耗时长。MEYRAND 等[32]比较了透析浓缩法和三氯乙

酸(trichloroacetic acid, TCA)沉淀法 2 种肠毒素提取方法, 

发现 TCA 沉淀法优于透析浓缩法, 结果无假阴性, 且速度

较快, 仅需 1 h, 而透析浓缩法所需时间为 18~24 h。因此, 

TCA 沉淀法是一种方便、廉价、可靠的提取方法, 可替代

透析法用于乳制品安全性评价并适用于肠毒素大规模提

取。BAO 等[33]采用 TCA 沉淀法, 对加标的鸡肉样品进行

处理, 进一步酶解后的多肽混合物通过 LC-MS 分析, 成功

鉴定了 SEB 的 9 个蛋白水解片段, 总序列覆盖率为 35%, 

该方法的回收率在 69%~103%。KOIKE 等[34]将 TCA 沉淀

法结合 LC-MS/MS技术用于牛乳中 SEA的检测, 回收率在

80%左右。TONACINI 等[35]使用甲醇氯仿沉淀制备方法, 

结合 MALDI-TOF MS 对金黄色葡萄球菌液中的 SEA、

SEB、SEC 以完整蛋白形式实现鉴定, 但该方法应用于牛

奶样品时, 由于基质成分复杂, 干扰肠毒素的检出。因此, 

利用 MALDI-TOF MS 检测食品中肠毒素时, 需要提高样

品前处理方法的特异性。 

蛋白沉淀法是目前肠毒素提取的最普遍方法 , 

SOEJIMA 等[36]发现 TCA 沉淀法中, 三氯乙酸、氯仿和盐

酸可能会破坏肠毒素分子结构 , 造成沉降过程中含量损

失。蛋白沉淀法虽然简单易行, 由于实际样品复杂多样, 

低丰度蛋白质容易受到高丰度蛋白信号抑制, 影响质谱检

测灵敏度。 
 

 
表 1  金黄色葡萄球菌肠毒素的检测方法比较 

Table 1  Comparison of detection methods for staphylococcal enterotoxins 

时间 检测方法 优点 缺点 参考文献 

1930—1980s 动物实验 判断直观, 准确 实验动物来源困难, 特异性差, 灵敏度低 [16] 

1960—1990s 血清学实验 灵敏度高, 操作简单 半定量, 缺乏特异性 [17] 

1970—至今 酶联免疫法 灵敏度高, 特异性强 容易引起交叉反应, 假阴性假阳性高 [18] 

1990—至今 分子生物学 可靠, 特异性强, 快速简便 实验技术要求较高, 不能证实蛋白的表达 [19] 

1990—至今 生物传感器 高亲和力, 选择性、 稳定性好 灵活性差, 难以从不同的基质中捕获目标分子 [20] 

2000—至今 质谱仪器法 灵敏、快速准确、高通量, 可定量 样品前处理复杂, 电荷竞争抑制效应 [21] 
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3.2  超滤法 

超滤法是使用一定分子截留量的过滤器, 确保截留

在肠毒素(20~30 kDa)的分子量范围内, 选择性浓缩样品中

的肠毒素。SOEJIMA 等[36]采用超滤法替代 TCA 沉淀法提

取肠毒素, 得到的回收率与 TCA 沉淀法相近, 但超滤法更

为简单、快速、可靠, 适用于多种乳制品的浓缩方法进行

常规的肠毒素检测。 

CALLAHAN 等[37]采用两步超滤法, 第 1 步从样品中

去除低分子量成分, 用胰蛋白酶消化剩余的含有蛋白质的

高分子量成分。第 2 步从残留的生物聚合物中分离出肠毒

素酶解片段, 并用 LC-MS/MS 进行分析, 可检测到苹果汁

中 5 ng/mL 的 SEB。MURATOVIC 等[38]同样应用超滤法结

合超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)。 

超滤后再酶解, 有效避免了食物中多余酶解片段在质谱图

上的分布, SEA 和 SEB 在牛奶和对虾中的定量限(limit of 

quantitation, LOQ)和检测限(limit of detection, LOD)均为

2.5 ng/g。超滤法通常作为样品浓缩的第一步, 与其他方法

相结合, 有助于进一步对完整蛋白或酶解后的多肽进行质

谱分析, 提高质谱检测肠毒素的灵敏度。 

3.3  离子交换树脂法 

离子交换树脂法是蛋白质纯化常用的分离技术之一, 

由于离子洗脱通常在温和的条件下进行, 蛋白质在洗脱过

程中不会发生变性。BALABAN 等[39]使用阳离子交换剂羧

甲基纤维素从蘑菇和婴儿大豆配方奶粉中提取 SEB, 结合

蛋白质免疫印迹法检测, 回收浓度可低至 0.75 ng/g。ASAO

等[40]讨论了离子交换树脂作为 SEA 的提取方法, 使用阳

离子交换剂羧甲基纤维素琼脂糖凝胶批量从乳制品中提取

SEA, 并应用免疫试剂盒检测 SEA。 

HAMADA 等[41]利用阳离子交换树脂(磺丙基葡聚糖)

从米糕中吸附肠毒素并洗脱, 接着用 mini VIDAS 试剂盒

检测 SEA 和 SEC1, 证实了肠毒素与金黄色葡萄球菌食物

中毒爆发事件有关。FUJIKAWA 等[42]采用阳离子交换树脂

从乳制品中提取肠毒素, 结合荧光免疫分析法测定, SEA

回收率为 60%左右, SEB 的回收率只有 30%。文章探讨了

等电点与洗脱条件造成的差异, 但只探究了 SEA 的最优洗

脱条件, 尚未开发肠毒素通用洗脱方法, 该方法不具备通

用性。离子交换树脂虽然具有更高的选择性, 可以提高肠

毒素的检测限, 但由于操作过程烦琐费时, 回收率偏低, 

与质谱的结合应用有待进一步开发。 

3.4  免疫磁珠法 

磁性纳米颗粒(magnetic nanoparticles, MNPS)性质稳

定, 体积小, 通过表面修饰不同官能团可连接不同的配体

(如抗体、核酸等)以特异性吸附目标物, 被广泛应用于实际

样品中的分离与提取。操作简单, 只需要通过外界磁场操

纵, 即使在复杂介质中也可实现高灵敏度的检测[43]。随着

抗体技术的发展, 免疫磁珠富集技术已成为细胞分选和蛋

白质组学研究的重要技术支持[44]。MNPS 作为免疫磁分离

试剂, 为待分析物提供了更高效、更快速地富集和纯化, 

使样品前处理方法发生了革命性的变化。 

NISTER 等 [45]将氧化铁 -硅壳层磁性纳米复合材料

(iron oxide-silicon shell magnetic nanocomposites, MNCs)与

SEB 抗体联用 , 建立了一种基于免疫磁珠 (immunom 

agnetic bead, IMB)的高灵敏化学发光夹心免疫分析方法, 

SEB 于牛奶中的检测限为 50 ng/L。SCHLOSSER 等[46]将

SEB 抗体固定在商品化磁珠上, 制备了亲和分子探针用于

选 择 性 分 离 SEB, 优 化 了 亲 和 捕 获 程 序 , 并 结 合

MALDI-TOF MS 对 SEB 进行检测, 检测限为 6 ng/mL。

ADRAIT等[47]采用免疫磁珠法结合 nano-LC-MS/MS, 通过

稳定同位素作为内标的蛋白质标准绝对定量方法(protein 

standard absolute quantitative methods, PSAQ), 对血液样本

中的 SEA 进行高灵敏检测和绝对定量, SEA 的 LOD 和

LOQ 分别为 352 pg/mL 和 1057 pg/mL。BRAGINA 等[48]

提出了一种侧向流动(lateral flow, LF)平台(见图 1), 能够

对抗原有效预浓缩和磁性富集, 在 LF 测试条上能够准确

定量, SEB 检测灵敏度高达 6 pg/mL。NEDELKOV 等[49]建

立了生物分子相互作用分析质谱(biomolecular interaction 

analysis of mass spectrometry, BIA/MS)检测 SEB 的方法, 

通过免疫亲和捕获表面等离子体共振 (surface plasmon 

resonance, SPR)结合 MALDI-TOF 质谱分析, 对蘑菇中的

SEB 检测限可低至 1 ng/mL。 

免疫磁珠法虽然操作简单、快速、不受实际样品基质

的限制、灵活性高, 但由于使用特异性抗体, 只能检测单

一毒素, 无法实现对肠毒素的多重检测, 不具备通用性, 

存在一定局限性。 

 

 
 

图 1  MNPS-LF 检测平台示意图 

Fig.1  Proposed platform concept of MNPS-LF 
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3.5  凝胶电泳法 

十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳法 (sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
蛋白分离技术与质谱的结合已广泛应用于蛋白质组学研究
[50], 一维 SDS-PAGE 根据不同蛋白质分子量的差异进行分

离, 二维双向凝胶电泳在一维的基础上, 根据分子量与等电

点两步分离 , 适用于更为复杂的蛋白混合物系统。

SOSPEDRA 等[51]利用 SDS-PAGE 分离肠毒素, 胶内酶解后

的肽段通过 MALDI-TOF 质谱检测, 从牛奶样品中鉴定出

13 个 SEA 的特征肽, 多肽序列覆盖率达到 58%, 可应用于

牛奶中的肠毒素的微量分析。DUPUIS 等[52]通过免疫捕获结

合 SDS-PAGE 凝胶电泳法, 使用 nano-LC-QTOF-MS 对可可

珍珠里的 SEA 进行蛋白质标准绝对定量检测, 定量限约为

1.47 ng/g。SDS-PAGE 作为样品前处理手段有具有成本低、

适用性强等优点, 但其操作过程烦琐, 费时费力, 不利于肠

毒素的快速检测。归纳整理后见表 2。 

3.6  分子印迹法 

分子印迹聚合物 (molecularly imprinted polymers, 

MIPS)是一类对目标分子具有高选择性和亲和力的新型材

料。MIPS 具有与目标印迹分子大小和形状互补的空腔, 因

此具备特异性识别功能。与蛋白质和核酸、抗体相比, 分

子印迹聚合物更稳定, 能够抵抗更苛刻的条件, 如高温、

极端 pH、压力和有机溶剂。MIPS 是一种稳定、经济的传

感元件, 有望替代天然受体和抗体用于检测。 

YAO 等[53]以丙烯酰胺(acrylamide, AM)和 N,N-亚甲基

双丙烯酰胺为聚合单体, 以 SEB 为模板, 采用反相悬浮聚

合法制备了 SEB 印迹聚丙烯酰胺凝胶小球 (protein 

-imprinted polyacrylamide gel beads, IPGB)( 见图 2) 。

SEB-IPGB 的吸附能力接近非印迹凝胶珠吸附能力的 3 倍, 

对 SEB 的吸附容量为 8.40 mg/g。与其他蛋白质相比, 对

SEB 表现出良好的识别能力。合成的 SEB-IPGB 有望成为

未来蛋白质毒素分离、提取和纯化的潜在材料。 

4  结束语 

综上, 肠毒素的质谱检测方法是近年来的研究趋势, 

具有高通量、高特异性、准确性高等优势, 随着质谱方法

的不断发展, 样品前处理的优化也受到人们的广泛关注。

蛋白沉淀法与超滤法是最常用的样品前处理方法, 具有简

单、操作方便的优势, SDS-PAGE 方法、免疫磁珠法、高效

液相分离技术与质谱技术的结合已较为成熟, 分子印迹及

离子交换树脂方法结合质谱学方法还存在较大的空白, 具

有良好的应用前景。目前大多数样品前处理方法仅针对菌

液、牛奶等液体样品, 对于复杂的固体基质研究较少, 而

肠毒素中毒事件在肉制品中时有发生。因此, 为拓展更为

复杂的食品基质检测, 追求更加快速简便的方法仍需改进

现有方法, 不断开发新的前处理方法。且目前大多数检测

方法只针对 1 种或 2 种肠毒素, 肠毒素的多重检测及新型

肠毒素将会是未来的研究方向。 

 

 
表 2  金黄色葡萄球菌肠毒素质谱检测方法 

Table 2  Staphylococcal enterotoxins detection methods based on MS 

基质 毒素 样品处理方法 检测方法 检测限 参考文献 

牛奶、果汁 SEA, SEB 沉淀法、过滤法 LC-MS 25 ng/mL [30] 

牛奶 SEA, SEB 透析法 UPLC-MS/MS 8 ng/mL [31] 

鸡肉 SEB TCA 沉淀、超滤 LC-MS/MS 6 ng/mL [33] 

牛乳 SEA pH 调节、TCA 沉淀 LC-MS/MS 10 ng/mL [34] 

菌株培养液 SEA,SEB 甲醇氯仿沉淀 MALDI-TOF MS 100 ng/mL [35] 

苹果汁 SEB 超滤法 LC-MS/MS 5 ng/mL [37] 

牛奶、虾 SEA, SEB 等电沉淀、超滤 UPLC-MS/MS 2.5 ng/g [38] 

牛奶 SEB 免疫磁珠法 MALDI-TOF MS 6 ng/mL [46] 

血清 SEA 免疫磁珠法、SDS-PAGE nano-LC-MS/MS 352 pg/mL [47] 

蘑菇 SEB 免疫亲和捕获 MALDI-TOF MS 1 ng/mL [49] 

牛奶 SEA SDS-PAGE MALDI-TOF MS 150 ng/mL [51] 

可可珍珠 SEA 免疫捕获、SDS-PAGE nano-LC-QTOF MS 1.47 ng/g [52] 
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图 2  SEB-IPGB 印迹小球合成图 
Fig.2  SEB-IPGB imprinted sphere synthesis diagram 
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