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金黄色葡萄球菌肠毒素B功能表位及中和抗体研究进展
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摘要：金黄色葡萄球菌（金葡菌）肠毒素B（SEB），是造成食物中毒乃至中毒性休克综合征的主要病

因。SEB也是一种超级抗原，可以刺激T细胞，能够同时与抗原呈递细胞上的主要组织相容性复合物Ⅱ类

分子和T细胞受体上的Vβ结合。随着SEB的结构逐步得到解析，揭示了SEB结构与功能的关键表位。临

床上尚无针对SEB中毒的有效疫苗和药物。SEB中和抗体因其高特异性和低毒副作用，成为研究者们的研

究首选和重点，从鼠源抗体、人鼠嵌合抗体到人源抗体等均有报道。本文对SEB功能表位及其中和抗体的

研究进展进行综述。

关键词：金葡菌；肠毒素B；表位；中和抗体

中图分类号：R967 文献标志码：A 文章编号：1000-3002-（2020）01-0045-07
DOI：10.3867/j.issn.1000-3002.2020.01.007

葡萄球菌属（Staphylococcus）属于革兰阳性

菌，广泛分布于自然界，如空气、水、土壤和物品表

面，也存在于人和动物的体表、鼻咽部及肠道。绝

大多数葡萄球菌对人类不致病，少数对人、兽致病，

其中致病力最强的是金黄色葡萄球菌（Staphylo⁃
coccus aureus，亦称金葡菌）。金葡菌能引起皮肤、

组织和器官的化脓性炎症［1］，人食用受到金葡菌污

染的食物后会导致中毒。金葡菌可以产生多种能

引发急性中毒的肠毒素，目前已发现的金葡菌肠毒

素（staphylococcal enterotoxin，SE）超过 33种，包

括SEA～SEE、SEI及类肠毒素G（enterotoxin-like
serotypes G，selG）、selH 和 selJ～selU 等，其中

SEA～SEE被认为是引起中毒的主要毒素，尤其是

SEB的毒性大且稳定性强，被认为是最强效的毒素

之一［2］。在SEB解毒剂研究方面，短肽［3］、细胞因子

抑制剂［4］、T细胞功能抑制分子（如抗B7抗体等）［5］、

减毒疫苗［6］和抗体［7］等均有报道，抗体因其安全、高

效成为研究重点。本文将综述SEB功能表位及其

中和抗体的研究进展。

1 金葡菌肠毒素B

SEB为一单链多肽，分子质量约为28.5 ku，包
含2个结构域。结构域1在N端1～120位残基，包

含 2个 β片层和 3个 α螺旋；结构域 2包括 C端

127～239个残基，含2个α螺旋、2个短β折叠和2个
β片层［8］。SEB是一种外源性超抗原，可以结合T细

胞抗原受体（T cell receptor，TCR）β链V区和抗原

递呈细胞表面的主要组织相容性复合物Ⅱ（major
histocompatibility complexⅡ，MHCⅡ）类分子，形

成MHCⅡ-SEB-TCR复合物［9］，直接引起T细胞活

化，分泌干扰素γ（interferon-γ，IFN-γ）和肿瘤坏死

因子β（tumor necrosis factor-β，TNF-β）等炎症细胞

因子。SEB的晶体结构已由PAPAGEORGIOU等［10］

解析，解析度达1.5 Å（0.15 nm）。在SEB的N端包

括 3个关键区域，与MHCⅡ类分子结合，影响T细

胞活性。9～23位残基为双功能位点，同时影响与

TCR和MHCⅡ类分子结合；40~53位残基在葡萄

球菌中相对保守，是肠毒素与MHCⅡ类分子结合的

重要位点；60和61位残基主要影响TCR活性［11］。

SEB中毒会引起一系列中毒反应乃至中毒性

休克综合征，临床表现为高热、低血压、红疹、体质

量减轻和多器官功能衰竭甚至死亡，病死率可达

50%［12］。人体接触SEB后潜伏期4~6 h［13］。据估计，

SEB造成人群失能的半数有效剂量约为0.4 ng·kg-1，

半数致死剂量可能为0.02 μg·kg-1；同时，SEB热稳
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定性很强，100℃煮沸30 min也不能使其失活［2］；并

且由于 SEB 容易雾化，可以被用来制造生物武

器［14］。SEB是联合国《禁止生物武器公约》核查清

单所列举的11种毒素之一，已被美国国家过敏和传

染病研究所归类为B类毒素。20世纪60年代曾被

美军列为常规储存的“标准”生物战剂。1972年以

来，特别是2001年美国炭疽“粉末事件”之后，美军

一直努力寻求有效的针对SEB的预警和防治方法，

但是至今仍无针对SEB人用疫苗或药物上市［13］。

同时，在日常生活中，SEB也是引起食物中毒的主

要毒素之一。早在2000年，日本就爆发过“雪印奶

粉”事件，14 000多人感染［15］。我国每年也会出现

类似的中毒病例。

更加值得一提的是，随着青霉素的问世，金葡

菌引起的感染性疾病受到较大的控制。但随着抗

生素的广泛使用，部分金葡菌产生了青霉素酶，能

水解β内酰胺环，从而表现为青霉素耐药。基于此，

一种耐青霉素酶的半合成青霉素——甲氧西林

（meticillin）应运而生，1959年用于临床后曾有效地

控制了金葡菌产酶株的感染。然而，随着甲氧西林

的使用，出现了耐甲氧西林金葡菌（meticillin-resis⁃
tant Staphylococcus aureus，MRSA），给人们的健

康带来了极大威胁。目前MRSA感染几乎遍及全

球，已成为医院和社区感染的重要病原菌之一。

2015年，广州地铁系统曾检出MRSA，这一事件向

我国公共卫生、国民健康乃至反恐防生体系提出了

强烈警示。而SEB蛋白序列保守，结构稳定，一直

被认为是针对MRSA药物研发的良好靶点，受到研

究者们的广泛关注。

2 金葡菌肠毒素B功能表位

近年来，SEB结构逐步得到解析，揭示了包括

TCR表位和与MHCⅡ分子结合的立体表位等结构

信息［16］。TCR表位包括 18T19G20L22E23N26V60N90Y91Y177

F178N210Q等氨基酸残基，而MHCⅡ分子结合表位包

括 43Q44F45L46Y47F65R67E89Y92Q94F96S98K115Y209D211S215M等，

二者相邻但并不重叠［8］。这些表位与相应靶分子结

合的亲和力与 SEB激活 T细胞密切相关［2］。对

SEB抗原保护性表位的鉴定和精细定位，将有助于

阐明金葡菌感染后SEB在体内的应答机制，有利于

设计基于SEB表位的保护性疫苗，有利于筛选和优

化针对金葡菌乃至MRSA感染的抗体药物。

ZHAO等［17］运用短肽重叠法精细定位SEB抗

原的线性B细胞表位。他们利用无毒SEB突变体

免疫BALB/c小鼠，观察其对MRSA感染的保护作

用。结果显示，SEB突变体+磷酸铝组免疫小鼠的

血清中SEB特异性抗体的滴度明显升高，且小鼠存

活率为80%，高于单用磷酸铝组（存活率20%）及磷

酸盐缓冲液组（全部死亡），表明SEB突变体可以诱

导产生特异性中和抗体。利用重叠肽 ELISA法

筛选出 3 个 SEB 的 B 细胞表位，包括 SEB205- 222，

SEB97-114和SEB247-261。晶体结构显示，SEB97-112位于

SEB的内部环状区域，而SEB207-222和SEB247-257位于

SEB外的b-区域。在小鼠脾细胞体外培养模型中，

3条SEB多肽抗血清（抗SEB97-112血清，抗SEB207-222

血清和抗SEB247-257血清）均能抑制SEB诱导T细

胞增殖，下调 IL-2，IFN-γ和 TNF-α等细胞因子水

平；同源性分析表明，SEB97-112和SEB207-222在不同的

金葡菌株中高度保守，提示这些表位可以作为良好

药靶，有助于针对MRSA疫苗设计和药物开发。而

且该团队开发了多重B细胞表位疫苗，评估SEB多

重B细胞表位疫苗对MRSA SEB中毒的防治效果，

并探讨其作用机制。除上述3个B细胞表位外，研

究者们又找到了3个新的B细胞表位——SEB31-48，

SEB133-150和SEB193-210，能够诱导小鼠产生保护性抗

体；然后，他们联用6种表位对小鼠进行免疫，发现

这一多重表位疫苗能诱导强烈的特异性 IgG1免疫

应答。而且在细菌清除方面，多表位疫苗似乎比

SEB全抗原更有效，可以抵抗不同MRSA菌株的感

染，发挥吞噬作用清除细菌［18］。

CHOI等［11］构建了一系列无毒SEB突变体。小

鼠脾细胞体外实验表明，这些突变体不激活T细胞，

提示这些突变体中突变的氨基酸位点是T细胞激活

的关键位点。免疫保护实验结果显示，SEB突变体

可有效诱导小鼠产生抗SEB中和抗体，保护小鼠抵

御SEB毒性。用SEB突变体免疫后，小鼠血清中

IgG1和 IgG3水平明显升高，表明这些突变体能够同

时诱导机体产生Th1和Th2免疫应答。在这一系列

突变体中，双点突变体S9（N23A和Y90A）和四点

突变体 S19（N23A，Y90A，R110A和 F177A）免疫

能够完全保护小鼠抵抗致死剂量SEB的攻击，为中

和抗体等药物的设计和效应优化提供了实验依据。

单克隆抗体的发现为SEB功能表位的确定提

供了帮助。HAMAD等［19］获得4株表位均不重叠的

单 抗 B334（IgG1），B327（IgG2b），B87（IgG1）和

2B33（IgG1），证实SEB的N23，N60和Y61为TCR
的结合表位，SEB 的 44~48 位氨基酸 FLYFD 为

MHCⅡ类分子的结合表位。XIA等［20］利用多株单

抗对SEB的识别开展了SEB功能表位的研究。他
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们基于中和性抗SEB单抗 3E2，分析了SEB-3E2
Fab复合物的晶体结构。显示3E2识别的中和表位

位于SEB的Y46和K71等残基，可以阻断SEB与

MHCⅡ类分子的相互作用，抑制 SEB 功能。

VARSHNEY等［21］获得4株 IgG1单克隆抗体20B1，
6D3，14G8和 4C7，首先确定 20B1，14G8和 6D3
识别位点不完全重叠。然后，构建表达野生型

SEB的C端缺失突变体与20B1，14G8和6D3不结

合，推测C端可能为SEB的构象表位，突变后导致

SEB结构发生变化。最后，根据SEB晶体结构衍生

的计算机辅助三维模型重点研究了7个残基（135-

Arg，137-Phe，186-Tyr，188-Lys，229-Lys，231-Glu
和233-Tyr）。鉴定SEB与抗体结合的位点可能为

单抗 20B1与残基 135-R，137-F，186-Y，235-T和

236-T相互作用；单抗14G8与残基135-R，137-F，
186-Y，188-K，231-E，233-Y，235-T和 236-T相互

作用；单抗6D3与残基135-R和186-Y相互作用；单

抗4C7与残基135-R，137-F，186-Y，188-K，235-T
和236-T相互作用。总体来说，对SEB线性B细胞

表位、MHCⅡ类分子结合表位和TCR表位等的精

细定位，有助于深入了解SEB致病机制，优化分子

设计方案，获得疗效更优的药物。

3 抗金葡菌肠毒素B中和抗体

抗体是体液免疫的主要效应分子，属于糖蛋白

分子，能够特异性结合抗原，对外来抗原或病原体

起调理作用、中和毒素和病毒、发挥抗体依赖的细胞

毒作用等。经过40多年的发展，抗体药物已经成为

生物技术药物的主流。由于鼠源单克隆抗体会产生

人抗鼠抗体（human anti-mouse antidody，HAMA）
反应，上市的抗体基本都是人源化抗体或人源抗体。

金葡菌感染由多种毒素蛋白如 SEB，SEK和

TSST-1等介导，而中和抗体的疗效已在中毒休克

动物模型中被证实。例如，抗SEK单抗 4G3，5G2
和9H2等能够在体内保护小鼠，提高金葡菌败血症

的存活率，抑制细胞因子产生。而且表位不同的2
株抗体联用的保护效果更优［22］。与其他毒素相比，

SEB稳定性极强，能够刺激T细胞激活，诱导机体

产生中毒性休克综合征［23］，是金葡菌感染中的主要

毒素。目前，临床上尚无针对SEB中毒的有效疫苗

或药物，而治疗性抗体因其高特异性、低毒副作用，

成为研究的首选和重点。国内外多个研究小组陆

续获得了一系列抗SEB中和抗体，发挥抑制SEB
诱导T淋巴细胞激活、在体内保护动物抵御SEB中

毒等功能。

3.1 鼠源性单克隆抗体

针对SEB的鼠源性抗体已经被证实具有体内

外保护活性。国内已有多个团队获得了抗SEB中和

单抗，如原第二军医大学（现海军医科大学）郭亚军

教授团队利用杂交瘤技术获得了 6株中和单抗

1A5，4A3，3E2，3C1，1D1和 2G9，能够有效阻断

SEB诱导的人外周血单核细胞的激活，发挥中和保

护作用［24］。SINGH等［25］利用噬菌体鼠源单链抗体

片段（single chain antibody fragment，scFv）抗体

库技术，获得了亲和常数为3.16 nmol·L-1的抗体。

郭亚军教授团队［26］还通过解析鼠源性单抗m3E2和
SEB的晶体结构，发现鼠源性单抗m3E2识别的关

键氨基酸为Y46和K71。在此基础上，他们构建了

双特异性抗体 3E2-4A3，可同时阻断与 SEB 的

MHCⅡ和TCR功能域的结合；体外功能实验证实，

该双特异性抗体的中和效果强于鼠源性单抗 3E2
和4A3抗体联用。

VARSHNEY团队长期致力于SEB的作用机制

研究及保护性药物的寻找。早在2011年，他们就报道

了一组鼠源抗SEB抗体，并利用表位作图法（epitope
mapping）鉴定了抗体识别的抗原表位。结果显示，

这些表位位于SEB羧基端180~239。他们利用T细

胞体外增殖实验以及 2种体内SEB诱导鼠致死模

型，验证了单抗的体内外功能，证实单克隆抗体

20B1可以保护HLA-DR3转基因小鼠，而单抗14G8
和6D3单用时不具保护性，但二者联合用药却显示

出保护效果［21］。他们又利用产SEB的MRSA株细

菌建立了脓毒症致死小鼠模型，验证了单抗20B1的
疗效。结果显示，预先给予单抗 20B1可以保护小

鼠，减少脓肿形成，降低促炎细胞因子水平、淋巴细

胞增殖和中性粒细胞募集［27-29］。

3.2 人源化抗体和人源抗体

鼠源抗体存在明显的副作用，因此人源化抗体

及人源抗体成为抗体药物开发的主流。VARSHNEY
团队对单抗20B1进行了人源化改造，获得了2株人

源化抗体。小鼠体内实验结果显示，2株抗体能够

作为万古霉素的辅助治疗，用于SEB的中毒救治。

同时，他们还指出，人源化单抗20B1的不同亚型突

变体（IgG2a或 IgG2b）体内疗效存在差异，人源化单

抗20B1的 IgG2a突变体保护效应更强，尽管二者在

体外亲和力测定、T细胞增殖测定等实验中并不显

示明显差异［30-31］。

2010年，TILAHUN等［32］鉴定了 2株抗SEB嵌

合抗体Ch82M和Ch63。结果显示，2株单抗的亲
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和常数均为pmol·L-1，均能够抑制SEB诱导的人和

小鼠T细胞增殖，而且2株抗体联用的中和效应强

于单抗单用。HLA-DR3转基因小鼠中毒模型的治

疗结果显示，单抗显示部分保护，而双抗联用可以

发挥完全保护效应。

人源抗SEB抗体也有报道。DROZDOWSKI
等［33］利用人“MORPHO-DOMA”技术，从血清抗

SEB阳性的健康人外周血中分离B细胞，获得了人

源单抗154。在外周血单核细胞模型中，该抗体能

够抑制SEB诱导促炎因子，例如 IFN-γ和TNF-α的

分泌，保护小鼠抵御脂多糖联合SEB 100 μg（ip）的

毒性。

LARKIN等［34］也利用噬菌体库方法筛选到了

10株人源抗SEB功能单抗，与SEB结合的亲和力

与多克隆 IgG的亲和力相当。体外细胞抑制模型

中，抗体作用的 IC50达到nmol·L-1水平。进一步利

用脂多糖联合SEB 2.5 μg构建小鼠中毒模型，证实

这些抗体能够发挥良好的体内保护效应；选择4株

Fab抗体序列构建表达载体并制备全抗，体外实验

结果显示，人源抗体与SEB结合的亲和力与Fab相

近，但细胞抑制功能增强了250倍，提示上述抗体能

够作为潜在的抗SEB治疗药物。

此外，KARAUZUM等［35］使用噬菌体展示技术，

筛选获得了一系列抗 SEB特异性人源 Fab抗体

GCI119，GCI120和GCI121，并分别利用哺乳动物细

胞表达系统和烟草表达系统实现了人源抗体的表

达。这些抗体作用于SEB的MHCⅡ结合区域，亲和

常数可以达到 nmol·L-1水平。体内外实验结果显

示，2种表达系统获得的抗体功能类似。在小鼠中毒

休克模型中，利用不同剂量的SEB攻击小鼠1 h后给

予 200 μg优化前的抗体GCI064，GCI073，GCI075
和GCI079治疗，小鼠几乎能够被完全保护，且血清

中 IFN-γ和 IL-2水平显著降低。

2019年，CHEN等［36］在上述工作的基础上运用

噬菌体库进行筛选，获得一株与SEB的TCR功能

域作用的抗体GC132，然后经过亲和力成熟改造获

得亲和力更高的抗体 IgG-GC132a。氢-氘交换与

质谱联用技术检测结果表明，IgG-GC132a 在

pmol·L-1水平仍具有较强活性；在体内中和毒性方

面 IgG-GC132a也非常有效，可发挥完全保护效应。

3.3 单域抗体（single domain antibodies，sdAb）
除了传统抗体，抗 SEB sdAb的研究也有报

道。 sdAb 仅包含重链可变区（variable- region
heavy-chain，VH），分子质量约为15 ku，制备相对

容易，稳定性高，组织穿透性强，是近年来抗体分子

研究的热点。目前，抗SEB sdAb被认为可以用于

SEB的高效检测，同时兼具成为治疗性抗体的可

能。GRAEF等［37］筛选了抗 SEB特异性的 sdAb
A3，并探讨了基于该抗体开发诊断、治疗性药物的

可行性。A3具有高亲和常数（Kd=75 pmol·L-1），且

与SEB的相似分子SEA、SED和志贺毒素等均无

交叉反应。该抗体热稳定性很强（Tm值约85℃），即

使加热到95°C变性后还能够重折叠恢复活性。利

用A3作为捕获和检测分子开发了基于Luminex的
检测方法，检测限（LOD）达到64 ng·L-1；为了能够

进行双夹心免疫测定，需要另一株识别SEB不同表

位的 sdAb。因此，该团队进一步分离并鉴定了 14
株 sdAb，找到了可配对进行双夹心测定、具有良好

灵敏度的单克隆抗体 03B2A，S222和2F2，并建立

了 sdAb双夹心检测方法［34］。利用这一方法检测

SEB的检测限能够低至64 ng·L-1，与之前Luminex
方法的检测限接近。同时，ZANGANEH等［38］构建

了噬菌体 sdAb库，经过5轮生物淘选，利用噬菌体

ELISA进行克隆筛选，从中筛选出一系列高亲和力

抗SEBsdAb，其中C7和C21亲和力最高。ELISA
结果显示，抗体亲和常数为约nmol·L-1，具有良好的

应用前景。

4 结语

SEB诱导T细胞活化，引起中毒反应乃至毒性

休克综合征，危害极大；同时，SEB的热稳定性强、

易雾化，被认为是潜在的生物战剂，一直是外军研

究的重点；此外，MRSA的出现，也为新型药物的开

发提出了迫切要求。目前还无针对SEB感染的疫

苗和药物上市，只有疫苗STEBVax进入了Ⅰ期临

床阶段。SEB表位结构特征的解析及中毒机制的

逐步揭示，为中和抗体的开发提供了结构基础，使

得新药发现不再拘泥于传统的免疫、库筛选等步

骤，能够基于结构及表位特征直接设计和优化人源

化抗体；同时，治疗方案也从单一抗体治疗拓宽至

多抗体联用/双特异抗体治疗等。但即使对SEB的

研究不断获得突破，SEB空窗期短、药效学评价复

杂等问题还是给新药的临床应用带来了诸多难题，

亟需对SEB发病机制进行深入探索，设计和优化安

全性高、特异性好的抗体药物，从而为金葡菌感染

的防治提供良好的解决方案。
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Advances in functional epitopes and neutralizing antibodies of
Staphylococcus aureus enterotoxin B
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Abstract: Staphylococcus aureus enterotoxin B (SEB), produced by Staphylococcus aureus, is
responsible for food poisoning and toxic shock syndrome. SEB is also a superantigen, that can stimu⁃
late a large part of T-cells. It can bind simultaneously to major histocompatibility complex classⅡmole⁃
cules in antigen-presenting cells and to the T-cell receptors that incorporate Vβ chains. As the structure
of SEB is gradually analyzed, the key epitopes of the structure and function are revealed. However, no
effective vaccine or drug against SEB is in clinic use. Therapeutic antibodies are safe and highly specific
with low side effects, which promise to be satisfactory drug candidates. Mouse antibodies, chimeric human-

mouse antibodies, and human antibodies et al have been reported. In this paper, we review the func⁃
tional epitopes of SEB and the development of anti-SEB neutralizing antibodies.
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