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摘 要：目的　通过实验室检测及全基因组测序，分析一起金黄色葡萄球菌肠毒素（SEs）中毒，为应对此类食源性

暴发事件提供经验。方法　采集可疑受污染食品、病例肛拭子和环境涂抹样本，采用金黄色葡萄球菌 5 种肠毒素

（SEA、SEB、SEC、SED、SEE）的酶联免疫吸附实验（ELISA）检测及肠毒素基因（sea、seb、sec、sed、see）荧光 PCR 方法检

测；对分离株进行耐药表型检测和全基因组测序并构建进化树。结果　3 件可疑受污染的食品未检出 SEs。荧光

PCR 检测 3 件可疑污染食品的增菌液结果都为 nuc+/seb+。从 3 件可疑受污染食品中共分离到 9 株 seb+金黄色葡

萄球菌，其中从食品 1 中分离到 2 株 t78 型和 1 株 t437 型，食品 2 和食品 3 中分离到的菌株均为 t437 型，同一 spa

分型菌株具有相同耐药表型。从 1 件环境涂抹中分离出 2 株 5 种肠毒素基因均为阴性的金黄色葡萄球菌，均为

t571 型。由 9 株食品分离株和 2 株环境分离株构建 cgSNP 进化树，显示形成 3 个独立且遗传关系较远分支。9 株

食品分离株产毒培养后 ELISA 肠毒素检测结果为 SEB 阳性。结论　本起事件为可疑 SEB 中毒事件，全基因组测

序可提供较为全面的生物信息数据以应对此类事件。
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Abstract： Objective　 To provide experience for the response to Staphylococcus aureus enterotoxin （SEs） poisoning 
outbreak， lab test and whole genome sequencing （WGS） technology was used to analyze a SEs poisoning outbreak.
Methods　 Suspected contaminated food， anal swabs and environmental smear samples in this event was collected.  
enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） for five SEs （SEA， SEB， SEC， SED， SEE）， and real time PCR for genes 
of SEs （sea， seb， sec， sed， see） were performed.  Drug resistance phenotype and WGS were performed in Staphylococcus 

aureus strains isolated from samples， and a cgSNP evolutionary tree was constructed. Results　SEs were negative for three 
suspected contaminated foods.  Real time PCR for enrichment solution of the three suspected contaminated foods were all 
nuc+/seb+ ， and 9 isolates of seb+ S.  aureus were isolated from three suspicious contaminated foods， among which two 
isolates of type t78 and one isolate of type t437 from food 1， and the isolates from food 2 and food 3 were all type t437， 
with the same spa typing isolates having the same drug-resistant phenotype.  Two isolates of S.  aureus were isolated from 
one environmental smear， which negative for five SEs genes and presenting the same type t571.  Three independent and 
genetically distant branches were formed in a cgSNP evolutionary tree constructed based on nine food isolates and two 
environmental isolates of S.  aureus.  Nine food isolates were positive for SEB by ELISA. Conclusion　 This incident is a 

实验技术与方法

收稿日期：2023⁃06⁃30
基金项目：首都卫生发展科研专项（2024-2G-7106）
作者简介：李湛  女  微生物检验技术主管技师  研究方向为病源微生物  E-mail：lz19940509@sina.com
通信作者：李颖  男  副主任技师  研究方向为微生物检验  E-mail：liying19830805@126.com

——910



北京某区一起疑似金黄色葡萄球菌肠毒素中毒分析——李湛，等

suspected SEB intoxication， and whole genome sequencing may provide more comprehensive bioinformatic data to respond to 
such incidents.
Key words： Food poisoning； Staphylococcus aureus enterotoxin； whole genome sequencing； real time PCR； enzyme-

linked immunosorbent assay

金黄色葡萄球菌广泛分布在自然界中，在人和

动物的鼻咽部、体表及排泄物中均可分离［1］，是一种

重要的人兽共患病原菌。食品及容器容易受到金

黄色葡萄球菌的污染，部分金黄色葡萄球菌可分泌

肠毒素（Staphylococcus aureus enterotoxins，SEs），极

低浓度 SEs 即可引起食物中毒［2］。常见 SEs 型别为

A、B、C、D 和 E 型，分别由 sea、seb、sec、sed、see 基因

编码，其中以 SEA 导致食物中毒事件居多，SEB
次之［3-7］。

在 SEs 中毒事件的实验室检测中，病原学诊断

首选方法为直接对可疑污染食品进行 SEs 的酶联

免疫吸附试验（Enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA），也可进行金黄色葡萄球菌分离培养，再对

分离菌株产毒培养后进行 SEs 的 ELISA 检测［8-9］。

在中毒事件中常通过荧光 PCR 法检测样本的增菌

（Whole genome sequencing，WGS）被广泛应用在细

菌性疾病暴发事件中，其能全面反映病原体基因组

变异，在暴发溯源调查中拥有广阔的应用前景。通

过 WGS 可获得金黄色葡萄球菌 A 蛋白基因分型

（spa 分 型）、多 位 点 序 列 分 型（Multilocus sequence 
typing，MLST），可进行基于菌株核心基因组单核苷

酸多态性（cgSNP）进行遗传聚集性和遗传进化分

析，但目前 WGS 在 SEs 导致暴发事件中进行分离

株特征解析的实例还鲜有报道。既往基于一代测

序进行 spa 分型检测的报道中，t701、t127、t091 型在

我国 SEs 暴发事件中最为常见［10-14］。

本事件基于 2022 年 8 月发生在北京地区一起

SEB 导致中毒暴发事件，期间应用荧光 PCR 筛查肠

毒素基因并使用 WGS 技术进行暴发溯源，为类似

事件实验室应对提供经验。

1　材料与方法

1. 1　流行病学调查

暴发事件发生在某工地食堂，5 名病例在同一

食堂于当日 11：00 用午餐后出现急性胃肠炎症状

并到医院就医，首发病例为当日 13：30，症状为腹

泻，随后出现恶心、腹痛；末发病例为当日 15：30，首
发症状为腹泻、呕吐。病例各症状出现频率为腹泻

（100%，5/5）、呕吐（80. 00%，4/5）和腹痛（60. 00%，

3/5），病例潜伏期为 2~4 h。5 名病例配合调查人员

采集到肛拭子样本（命名为 P1~P5），同时采集到病

例共同食用过的全部可疑污染食品 3 件（命名为

F1~F3）和食堂环境涂抹样本 8 件（T1~T8）。所有样

本在 4 ℃条件下转运至区疾控中心实验室进行病原

学检测。

1. 2　主要仪器与试剂

CFX96 荧光 PCR 仪（Bio-Rad）；VITEK2 Compact
全自动细菌鉴定系统（法国梅里埃公司）；革兰氏阳

性需氧菌药敏检测板（复星科技诊断上海有限

公司）。

金黄色葡萄球菌显色培养基（科马嘉公司）；

7. 5% 氯化钠肉汤、Baird-Park 琼脂平板、甘露醇卵

黄多黏菌素平板、金黄色葡萄球菌产毒培养基和营

养琼脂平板（北京陆桥生物技术有限公司）；SEs 分

型检测 ELISA 试剂盒（RIDASCREEN® SET ABCDE，

德国 r-biopharm）；Genomic Wizard 试剂盒（Promega）；

金黄色葡萄球菌和肠毒素荧光 PCR 检测试剂盒、沙

门菌、志贺菌、弯曲杆菌、致泻大肠埃希菌、副溶血

性弧菌、诺如病毒、扎如病毒、轮状病毒、肠道腺病

毒实时荧光 PCR 检测试剂盒（北京卓成惠生公司）；

磁珠法核酸提取试剂盒（江苏硕世公司）；

1. 3　方法

1. 3. 1　荧光 PCR 检测、分离培养和 ELISA 检测

原始食品样本 SEs 检测、金黄色葡萄球菌分离

培养及分离株产毒后 SEs 检测均参照食品安全国

家标准 GB 4789. 10—2016《金黄色葡萄球菌检验》

方法进行［8］；食品、病例肛拭子和环境涂抹均使用

7. 5% NaCl 肉汤 36 ℃增菌 24 h，将增菌液 8 000 r/min
离心 5 min，然后使用 500 μL 去离子水重悬，分别

使用磁珠提取法（已确认可以用于革兰阳性菌的提

取）和水煮法提取细菌 DNA，进行金黄色葡萄球菌

nuc、sea、seb、sec、sed、see 基因实时荧光 PCR 检测，反

应条件按照试剂盒说明书进行。肛拭子和环境涂

抹样本增菌 24 h 后接种 Baird-Park 平板，所有疑似

菌落均使用镜检、血浆凝固酶、VITEK2 Compact 全

自动细菌鉴定系统鉴定。

1. 3. 2　耐药表型检测

金黄色葡萄球菌分离株药敏试验参考临床

实验室标准化协会（Clinical and Laboratory Standard 
Institute，CLSI）［15］M100 微量肉汤稀释法对金黄色葡

萄球菌分离株进行 12 种抗生素的最低抑菌浓度

（Minimum inhibitory concentration，MIC）测定并进行
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耐药折点判读，抗生素包括氨苄西林（Ampicillin，
AMP）、青霉素（Penicillin，PEN）、苯唑西林（Oxacillin，
OXA）、红 霉 素（Erythromycin，ERY）、克 林 霉 素

（Clindamycin，CLI）、环丙沙星（Ciprofloxacin，CIP）、

达 托 霉 素（Daptomycin，DAP）、复 方 新 诺 明

（Sulfamethoxazole，SXT）、万古霉素（Vancomycin，VAN）、

四环素（Tetracycline，TET）、氯霉素（Chloramphenicol，
CHL）、庆大霉素（Gentamicin，GEN），经数据分析得到

MIC 值药敏数据表达敏感 S、中介敏感 I 和耐药 R。

1. 3. 3　全基因组测序

菌株增菌培养后，参考 Genomic Wizard 试剂盒

说明书提取基因组 DNA。构建长度为 350 bp 插入

片段的 DNA 测序文库；采用 Illumina 公司的 Illumina 
HiSeq X Ten 测定序列，读长为双端 150 bp。使用

SPAdes 3. 12 软件进行序列组装；使用 MUMmer、
SAMtools 等软件进行序列比对并获取核心基因组

单 核 苷 酸 多 态 性（Single nucleotide polymorphism，

SNP），MUMmer 使用默认参数“-mum -b -c”，SAMtools
使用 mpileup 参数，再使用 bcftools 进行 SNP 和 Indel
的分析；使用 RaxML 软件构建最大似然树，Bootstrap
设置为 1 000；将组装后的 fasta 数据提交在线网站

（http：//genomicepidemiology. org/services）获得菌株

spa 分型［15］。

2　结果

2. 1　样本检测

3 件食品（F1~F3）ESISA 检测 SEs 结果均为阴

性，食品增菌液的荧光 PCR 结果均为 nuc+/sea-/

seb+/sec-/sed-/see-；使用磁珠法提取和水煮法提取

后的增菌液荧光 PCR 阳性结果分布一致。3 件食

品共分到 9 株金黄色葡萄球菌（每件食品均分离到

3 株，菌株命名为 2022BF06SA001~2022BF06SA009），

1 件环境涂抹（T6，垃圾桶）分离出 2 株金黄色葡萄

球菌（命名为 2022BF06SA010 和 2022BF06SA011）。

病例肛拭子未检出金黄色葡萄球菌。所有样本沙

门菌、志贺菌、弯曲杆菌、致泻大肠埃希菌、副溶血

性弧菌、诺如病毒、札如病毒、轮状病毒、肠道腺病

毒实时荧光 PCR 检测均为阴性，致病菌检出情况

见表 1。
2. 2　分离金黄色葡萄球菌的肠毒素、肠毒素基因、

spa 分型和耐药表型检测

分离自 3 件食品的 SEs 检测结果均为 SEB+，

其肠毒素基因携带特征均为 sea-/seb+/sec-/sed-/

see-。分离自食品 1 的 2 株菌（2022BF06SA001 和

2022BF06SA003）spa 分型均为 t078，分离自食品 1
的 1 株菌（2022BF06SA002）以及从食品 2 和食品 3
中分离的 6 株菌（2022BF06SA004~2022BF06SA009）
spa 分型均为 t437。分离自环境涂抹的 2 株金黄色

葡萄球菌（2022BF06SA010 和 2022BF06SA011）肠

毒素及肠毒素基因检测结果均为阴性，菌株 spa 分

型均为 t571，见表 1。
9 株由食品分离的金黄色葡萄球菌有 2 种耐药

谱，2 株 t078 菌株耐药表型均为 PEN，7 株 t437 均为

PEN+ERY+CLI+TET 耐药；2 株由环境涂抹分离的金

黄色葡萄球菌耐药表型均为 PEN+ERY。见表 1。
2. 3　分离金黄色葡萄球菌菌株构建进化树

9 株分离自食品和 2 株分离自环境涂抹金黄色

葡萄球菌基于 cgSNP 构建进化树。以 GCF000013425 
S.  aureus 为参考菌株，11 株菌形成 3 个相互独立且

遗传距离较远的分支，2 株 t078 菌株、7 株 t437
菌株和 2 株 t571 各位于一个独立分支，标记为

Lineage 1、Lineage2 和 Lineage 3。Lineage 1 中 2 株

菌 SNP 差异为 1，Lineage 2 中 7 株菌 SNP 差异介于

0~3，Lineage 3 中 2 株菌 SNP 差异为 1。

3　讨论

本事件中病例的潜伏期介于 2~4 h，病例中呕

吐症状出现频率高，病例共同食用的全部食品中均

检出 seb+金黄色葡萄球菌，且菌株产毒培养后 SEB 
ELISA 检测结果阳性，在不同食品中分离到相同 spa

分型的高度克隆化金黄色葡萄球菌。疑似污染食

图 1　11 株金黄色葡萄球菌 cgSNP 进化树

Figure 1　Core genome SNPs (cgSNPs) based phylogenetic tree of 11 S. aureu strains
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品及病例肛拭子中均未检测到除金黄色葡萄球菌

外其他导致急性胃肠炎的常见病原，且肛拭子样本

中也未检出 SEB 肠毒素及其菌株。本次研究的局

限是未能采集到病例呕吐物标本。因 SEs 导致暴

发事件潜伏期短，且通常以呕吐为最主要临床症

状，在缺少病例呕吐物中金黄色葡萄菌分离株的情

况下，无法完成食品和病例分离菌株的溯源比对。

但综合现场流行病学调查及临床特征和实验室检

测结果，本事件部分结果证据符合 WS/T 80—1996
中葡萄球菌肠毒素食物中毒的病原学诊断标准［9］，

故事件判定为疑似 SEB 肠毒素导致食物中毒。

本次事件从 3 件可疑受污染食品中分离的金

黄色葡萄球菌全部产 SEB，且都检测到一组高度克

隆化菌株（t437），说明 3 件食品中存在交叉污染。

而除 t437 菌株外，在食品 1 中还分离到 t078，说明

导致本次暴发的产 SEB 菌株并非单一克隆。多克

隆产 SEs 金黄色葡萄球菌导致的食物中毒也有既

往报道［16］，说明在此类事件中，有必要多挑取菌落

培养并进行分子特征分析。从 3 件食品增菌液荧

光 PCR 结果可以看出，魔芋酱鸭增菌后荧光 PCR
检测 nuc 基因和 seb 基因的 Ct 值均低于另外 2 件受

污染食品，这可能与魔芋酱鸭中产 SEB 金黄色葡萄

球菌载量更高有关，本次暴发中魔芋酱鸭可能发挥

了更大的致病作用，且具有更高的致病风险。相关

研究显示国内常见导致 SEs 中毒食品主要包括熟

肉制品、蛋及蛋制品、乳制品等［17-20］，熟肉制品中蛋

白质含量丰富，在加工、运输、销售过程中一旦受污

染容易造成细菌大量繁殖，进而导致食物中毒，这

与本事件中魔芋酱鸭（熟肉制品）具有更高风险相

符合。

3 件 可 疑 受 污 染 食 品 的 原 始 样 本 直 接 使 用

ELISA 检测 SEs 结果均为阴性，但该方法是国标

GB4789. 6—2016 中的方法，也是目前检测 SEs 中

毒最常用且最为快速的方法。本次暴发中食品原

始样本 ELISA 检测结果和分离培养产毒后进行

ELISA 检测结果完全相反，这可能与原始食品中

SEs 载量低，无法达到 ELISA 方法检出限有关，因此

分离株产毒后再检测毒素的方法十分必要。另外

本案例中基于食品增菌液检测肠毒素基因、基于分

离株检测肠毒素基因和基于分离株进行 SEs ELISA
检测结果完全一致，说明肠毒素基因检测是暴发应

对中比较重要的辅助检查手段。

3 件食品分离株的 spa 分型包含 t437 和 t078。
有报道称 t437 被确定为来自亚洲的主要社区相关

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌［21］，也有报道称零售蔬

菜中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌优势 spa 分型为

t437［22］；而 t078 金黄色葡萄球菌与亚洲社区获得性

皮肤和软组织感染有关［23］，此分型是耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌的主要分型之一。 t437 和 t078 金黄

色葡萄球菌应在疾病、食品等的监测工作中引起

关注。

本事件中对 3 件食品增菌液均同步进行磁珠

法和水煮法提取细菌 DNA，并进行荧光 PCR 检测，

虽然 2 种提取方法 nuc 基因和肠毒素基因检测定性

结果完全一致，但各样本基于磁珠法 Ct 值均低于水

煮法，尤其 F1 食品增菌液水煮法检测 seb 基因 Ct
值较高（32. 73），接近检测灰区（通常为 35），这可能

与该菌为革兰阳性菌，水煮法破坏细菌细胞壁能力

较差有关。金黄色葡萄球菌相关样本 PCR 检测应

优先考虑较为优化的 DNA 提取方法，避免因样本

低载量继而发生漏检。

我国食品中毒事件高发月常为 5~9 月，其主要

致病因素为沙门菌、副溶血性弧菌和金黄色葡萄球

菌等［24］。在 SEs 暴发事件中，对污染食品中分离金

黄色葡萄球菌进行深入的病原特征分析意义重大。

首先，沙门菌、副溶血性弧菌等致病菌导致暴发事

表 1　金黄色葡萄球菌分离株荧光 PCR、ELISA 试验、spa 分型和耐药表型结果

Table 1　Result of real time PCR, ELISA, spa typing results and resistant phenotype

样本

类别

食品

环境

样本

编号

F1

F2

F3

T6

样本

名称

番茄

炒鸡蛋

魔芋酱鸭

肉炒豆角

垃圾桶

食品原始样本肠

毒素 ELISA 检测

结果（SEA/SEB/
SEC/SED/SEE）

(−/−/−/−/−)

(−/−/−/−/−)

(−/−/−/−/−)

/

增菌液荧光 PCR 结果

Ct值（磁珠法/水煮法）

nuc基因

30.63/32.08

23.41/27.47

27.58/31.43

22.69/25.12

seb 基因

30.70/32.73

24.64/27.87

29.62/31.90

−/−

分离金黄色葡萄

球菌菌株编号

2022BF06SA001
2022BF06SA002
2022BF06SA003
2022BF06SA004
2022BF06SA005
2022BF06SA006
2022BF06SA007
2022BF06SA008
2022BF06SA009
2022BF06SA010
2022BF06SA011

分离株肠毒素

ELISA 检测结果

（SEA/SEB/SEC/
SED/SEE）

(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/+/−/−/−)
(−/−/−/−/−)
(−/−/−/−/−)

spa

分型

结果

t078
t437
t078
t437
t437
t437
t437
t437
t437
t571
t571

耐药表型

PEN
PEN+ERY+CLI+TET

PEN
PEN+ERY+CLI+TET
PEN+ERY+CLI+TET
PEN+ERY+CLI+TET
PEN+ERY+CLI+TET
PEN+ERY+CLI+TET
PEN+ERY+CLI+TET

PEN+ERY
PEN+ERY
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件以病例腹泻为主，采集粪便及肛拭子标本即可分

离培养上述病原菌，得到病例分离株，进行病例与

食品分离株的分子特征比对，继而达到溯源的目

的［25-27］；而 SEs 暴发事件以病例呕吐为主，呕吐物较

难采集，且由于胃肠道内温度较高，难以培养得到

分离株［28］。其次，SEs 食物中毒事件最先使用 ELISA
方法直接检测污染食品中的 SEs，但大部分 SEs 食

物中毒还是需要增菌培养分离到产 SEs 金黄色葡

萄球菌来支撑暴发事件的判定［10，16］。第三，金黄色

葡萄球菌在自然界广泛分布，单纯的分离培养阳性

无法证明该菌是导致暴发的致病菌，1996 年发布的

暴发诊断标准中认为食品中分离到金黄色葡萄球

菌，且菌株产 SEs，即可判定暴发［9］，但与沙门菌、副

溶血性弧菌等相关暴发事件相比，实验室可提供的

SEs 暴发相关“证据链”数据较少。基于上述背景，

对食品分离金黄色葡萄球菌进行深入的菌株特征

分析对支撑 SEs 导致暴发事件具有重要意义。本

事件应用 WGS 测序数据构建了 cgSNP 的进化树，

相同 spa 分型菌株均为高度克隆化菌株且具有相同

的耐药表型结果。相对于传统的 PFGE 分子分型，

WGS 提供了更为精细的菌株遗传特征数据，测算出

3 件食品中含有一组高度克隆化菌株，这为本次暴

发中 3 件可疑受污染食品可能为同一污染来源的

结论提供了较强证据。WGS 技术在 SEs 导致暴发

中可进一步推广应用，为暴发应对提供更为充足的

实验室证据。

该事件提示相关部门对工地等大型食堂的管

理不应忽视。由于厨师等食堂工作人员存在未按

食品安全要求进行操作的情况，易发生食源性暴发

事件。相关监管部门应加强开展餐饮从业人员食

品安全培训，重点防控由致病微生物引起的熟食类

等肉制品的污染或变质，做到器具专用，生熟分开，

烹饪过程烧熟、煮透，防止生、熟食品交叉污染。此

外，食品监管部门应加强对食物原料的卫生监管，

做到源头管理，防止类似事件发生，保障食品安全。
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