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摘  要：探究唐菖蒲伯克霍尔德菌椰酵亚种（Burkholderia gladioli pathovar cocovenenans，BGC）在

吊浆粑中的产米酵菌酸（bongkrekic acid，BA）特征及环境温度、湿度对其产 BA 的影响。在吊浆粑

样品中接种 BGC，调整接种浓度（103、105、107 CFU/mL）、培养环境的温度（10±1、15±1、20±1、

25±1、30±1 和 36±1 ℃）和湿度（20%、40%和 60%），以高效液相色谱–串联质谱法测定不同条件下 BA

的含量。结果表明，各实验组的吊浆粑样品在培养 1 天后即可检出 BA。当接种浓度为 103 CFU/mL 时，

BGC 在吊浆粑中产生并积累的 BA 含量高于接种浓度为 105和 107 CFU/mL 的组别，组间差异为 1~3 μg/kg。

较低温度（10±1、15±1 和 20±1 ℃）和较低湿度（20%）的环境可减少 BGC 在吊浆粑中产生 BA。

提示居民应食用新制作的吊浆粑，避免长时间贮存于高温、潮湿环境，以降低食物米酵菌酸中毒风险。 

关键词：唐菖蒲伯克霍尔德菌；米酵菌酸；吊浆粑；HPLC-MS/MS 

中图分类号：TS201    文献标识码：A    文章编号：1007-7561(2023)03-0079-06  

The Impact of Environmental Factors on the Production of Bongkrekic  
Acid in Fermented Glutinous Rice Flour 

LU Yu-jian1, QIAO Xin2, CHEN Yu-jie1, LIU Hua-liang1,3, ZHOU Yong-lin3 

(1. School of Public Health, Nanjing Medical University, Nanjing, Jiangsu 211166, China; 

2. Institute of Food Safety and Assessment, Jiangsu Provincial Center for Disease Control and  

Prevention, Nanjing, Jiangsu 210009, China; 3. Institute of Physical and Chemical Analysis, Jiangsu  

Provincial Center for Disease Control and Prevention, Nanjing, Jiangsu 210009, China) 

Abstract: This study aimed to explore the characteristics of bongkrekic acid (BA) produced by Burkholderia 

gladioli pathovar cocovenenans (BGC) and the effects of ambient temperature and humidity on BA 

production in the fermented glutinous rice flour (FGRF). In the specific environment with various ambient 

temperatures (10±1, 15±1, 20±1, 25±1, 30±1, 36±1 ℃) and relative humidity (20%, 40%, 60%), The FGRF 
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was incubated with different bacteria counts of BGC (103, 105, 107 CFU/mL), and BA in the FGRF was 

measured with high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). The 

results revealed that BA could be detectable after only one day of incubation. The BA produced and 

accumulated by BGC with an initial bacteria count of 103 CFU/mL was more than that in the groups with the 

initial bacteria counts of 105 and 107 CFU/mL (with a difference of 1-3 μg/kg between groups). Lower 

temperatures (10±1, 15±1, 20±1 ℃) and humidity (20%) were found to reduce the BA production of BGC in 

the FGRF. To minimize the risk of foodborne BA poisoning, it is recommended to consume freshly prepared 

FGRF promptly and avoid storing it for extended periods under hot and humid conditions. 

Key words: Burkholderia gladioli; bongkrekic acid; fermented glutinous rice flour; HPLC-MS/MS 

唐菖蒲伯克霍尔德氏菌椰酵亚种（Burkholderia 
gladioli pathovar cocovenenans，BGC）广泛存在

于自然环境及食品基质中[1-3]，并会在食品中产生

大量米酵菌酸（Bongkrekic acid，BA）[4]。这些

食品基质通常包括发酵米面类制品（湿米粉、醋

凉粉、发酵玉米面、吊浆粑）、变质的银耳和木

耳、薯类制品（土豆、红薯及山芋淀粉）、变质

的椰子类食物等 4 类食品[5]。BA 是一种仅由 BGC
产生的特异性细菌毒素[6]，人体摄入 1~1.5 mg BA

即可导致死亡[7]。在我国西南地区，吊浆粑是当

地农村地区盛行的自制酵米面食物，其制作工艺

为长时间（15~20 天）浸泡、碾磨制浆、过滤、

日晒、常温保存等[8]，在该制作流程中吊浆粑极

易受到自然环境中 BGC 的污染[9]。此外，夏季的

环境条件较为适宜 BA 的产生，在 2010—2020 年

期间，我国西南地区共有 6 起食源性 BA 中毒事

件发生在 5–7 月，中毒病例 48 例，死亡病例 17

例[10]。湿米粉和原料米中 BA 产生情况与接种菌

液浓度、环境温度和水分含量有关[11-13]，银耳中

BA 产生情况与其存储条件（是否真空包装、带菌

棒及温度）也存在一定关联[14]，但吊浆粑中 BA

产生情况的影响因素尚未见报道。本研究对吊浆

粑进行模拟污染实验，即在吊浆粑样品中接种不

同浓度的 BGC 菌悬液，设计不同的环境温度和湿

度，培养一段时间后测定 BA 浓度，进而探究吊

浆粑中 BA 产生的环境因素，为规避由米酵菌酸

导致的食物中毒提供支持。 

1  材料与方法 

1.1  标准菌株和食物样品 

标准菌株为 Burkholderia gladioli CICC® 

25108：中国工业微生物菌种保藏管理中心；实验

用吊浆粑的原料为糯米，于 2022 年购自四川省达

州市。 

1.2  试剂与设备 

改良马铃薯葡萄糖琼脂（mPDA）、GVC 增

菌液：海博生物技术有限公司；米酵菌酸标准品

（纯度 95%）：上海安谱实验科技股份有限公司；

甲醇（色谱纯）：美国天地有限公司；甲酸（色

谱纯）：恩科化学公司；乙腈、乙酸（均为分析

纯）：南京化学试剂股份有限公司；无水硫酸镁、

无水醋酸钠（均为分析纯）：国药集团化学试剂

有限公司；十八烷基硅烷化硅胶 C18：深圳逗点生

物技术有限公司。 

IN55 型恒温培养箱：德国美墨尔特公司；

LC-30A 高效液相色谱仪：日本岛津公司；AB 

SCIEX Q-TRAP 5500 质谱仪：美国 AB SCIEX 公

司；离心管（15/50 mL）：德国默克公司；移液

器（200/1 000 μL）：德国艾本德公司；Vortex-Genie 

2 型漩涡混合器：美国 Scientific Industries 公司；

2-16KL 型离心机：美国 Sigma 公司；EFAA-DC24

型氮吹仪、0.22 μm 针式滤器（尼龙滤膜）：上海

安谱实验科技股份有限公司。 

1.3  菌株在增菌液中的产毒规律（未引入食品

基质） 

无菌操作的条件下，用接种环挑取测试细菌

的纯培养物到盛有一定量无菌生理盐水管中，混

悬，以比色卡作为背景目测，直到浊度与 0.5 麦

氏比浊标准管的浊度相一致。0.5 号麦氏浊度标准

管相当于 1×108 CFU/mL 浓度，以此为参照值，

通过梯度稀释法（稀释液为 GVC 增菌液）获得不
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同初始浓度（103、105、107 CFU/mL）的增菌液，

参考《食品微生物学检验 唐菖蒲伯克霍尔德氏菌

（椰毒假单胞菌酵米面亚种）检验》（GB 4789.29—

2020），将上述浓度的菌悬液分别置于(26±1) ℃和

(36±1) ℃中培养 5 天，每隔 1 天进行测定 BA 含量。 

1.4  污染模拟 

模拟条件的设置（引入食品基质）： 

（1）不同菌悬液浓度：在 2.0 g 吊浆粑样品中

分别接种 200 μL 浓度为 103、105、107 CFU/mL

的菌悬液，置于(26±1) ℃培养 5 天。（2）不同

环境温度：在 2.0 g 吊浆粑样品中接种 200 μL 浓

度为 103 CFU/mL 的菌悬液，分别置于(10±1)、

(15±1)、(20±1)、(25±1)、(30±1)和(36±1) ℃培养

3 天。（3）不同环境湿度：在 2.0 g 吊浆粑样品

中接种 200 μL 浓度为 103 CFU/mL 的菌悬液，分

别置于湿度为 20%、40%和 60%，(36±1) ℃培养

2 天。 

每组设置 3 个重复样本，在不同环境条件下

培养后待测定。按照菌悬液浓度、环境温度、环

境湿度的顺序依次开展实验，且基于前者的实验

结果，选择性调整后者的实验条件设置。 

1.5  米酵菌酸的测定 

1.5.1  样品前处理 

称取 2.0 g 样品于 50 mL 离心管内，加入 10 mL

超纯水，涡旋 1 min，加入 10 mL 乙酸–乙腈溶液

（1∶19，v/v），涡旋 1 min 加入 6.0 g 无水硫酸

镁和 1.5 g 醋酸钠，涡旋 1 min，4 000 r/min 离心

5 min。取 5 mL 上清液于预装 200 mg C18 粉末和

900 mg 无水硫酸镁的 15 mL 离心管中，涡旋     

1 min。取 2 mL 上清液于 40 ℃氮吹至干，1 mL

乙腈–水溶液（1∶1，v/v）复溶，涡旋 1 min，经

针式滤器过滤后上机检测。 

1.5.2  色谱条件 

进样量为 5 μL；色谱柱为 ACQUITY UPLC 

HSS T3（2.1 mm × 100 mm, 1.8 μm）；柱温为 40 ℃；

流速为 0.3 μL/min；流动相为 0.1%甲酸水溶液（A）

和甲醇（B），梯度洗脱程序为 0~1 min：30%B；

1~4 min：30%B~95%B；4~5 min：95%B；5~5.1 min：

95%B~30%B；5.1~8 min：30%B。 

1.5.3  质谱条件 

电喷雾负离子化，多反应监测扫描，毛细管

电压为 3.0 kV，干燥气温度为 550 ℃，干燥气流

量为 1 000 L/h，锥孔气流量为 50 L/h，定量和定

性离子对分别为 m/z 484.9>441.0 和 m/z 484.9> 

397.2，去簇电压均为–75 V，碰撞能量分别为–14

和–26 eV，标准品和检测试样（经 BGC 污染培

养 2 天的吊浆粑样品）的二级质谱图详见图 1 和

图 2。 
 

 
 

图 1  米酵菌酸标准品的二级质谱图 

Fig. 1  Fragments of bongkrekic acid from MS2 spectra 
 

 
 

图 2  检测试样的二级质谱图 

Fig. 2  Fragments of sample tested from MS2 spectra 
 

2  结果与分析 

2.1  菌株产毒能力（未引入吊浆粑食品基质） 

BGC 标准菌株在 GVC 增菌液中的产 BA 特征

规律如图 3 所示。当环境温度为(26±1) ℃时，增

菌液中 BA 含量远高于(36±1) ℃组。(26±1) ℃组

在第 1 天时均未检出 BA，在第 2 天起检出 BA

（15.56~34.49 μg/L），在第 4 天时达到最高值

（236.50~311.43 μg/L），在第 5 天时 BA 含量出

现不同程度下降，而(36±1) ℃组的 BA 最高值仅

为 3.31~4.22 μg/L（第 5 天），仅为(26±1) ℃组

的 1.1%~1.8%。一般而言，BA 的理化性质稳定，

仅在紫外线照射时易降解[15]，而培养过程中无强

烈外源性光源，本研究的实验环境不满足降解条
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件。随着培养时间延长，BA 含量逐渐上升，但由

于营养物质逐渐消耗殆尽，BGC 的生长状态逐渐

到达平台期，其可能存在反向利用 BA 的情况，

从而导致含量下降。研究显示，BA 的生物合成直

接受相关基因表达影响[16]，然而目前针对 BGC

是否能够转化 BA 尚无相关研究佐证，就该现象

出现的机制需要进一步的探索。 

当 BGC 浓度为 107 CFU/mL 时，其在第 0~3

天产 BA 速率最快，但最高 BA 量不及浓度为   

103 CFU/mL。这可能与细菌生长代谢水平和检测

时间节点相关，同时前者的 BA 峰值可能出现在

第 2~3 天内，在第 3 天时已出现降低。 

 

 
 

图 3  在(26±1)和(36±1) ℃时不同接种浓度的 

增菌液中米酵菌酸的含量变化 

Fig. 3  Variation of bongkrekic acid content in the enrichment 
solution with different inoculum levels 

 at (26±1) and (36±1) ℃ 

 

2.2  污染模拟（引入吊浆粑食品基质） 

2.2.1  接种浓度 

考虑到 BGC 菌株的最适产毒温度，本实验组

控制环境温度为(26±1) ℃，不同接种浓度的 BGC
在吊浆粑的产 BA 情况如图 4 所示。从含量变化而

言，各浓度组的 BA 含量均随时间呈现上升趋势，

在放置 1 天后即有 BA 检出，在相同培养时间节点，

不同接种浓度下 BGC 在吊浆粑中产生的 BA 含量差

异在 1~3 μg/kg。从产生速率而言，中高浓度组（接

种浓度为 105 和 107 CFU/mL）的 BA 含量在第 2~3

天出现平台期，而低浓度组（103 CFU/mL）的平台

期在第 5 天仍未出现。这可能是因为在相同营养

物质（吊浆粑）条件下，高浓度组的营养消耗速

率更快，营养物质消耗完后，BGC 不再增殖，其

产生 BA 的量也不再增加，从而 BA 的量进入平

台期，进入平台期的时间早于低浓度组。 

 
 

注：部分误差线过短在图中不显示。 

Note: Some error bars are too small to be visible. 

图 4  环境温度为 26 ℃时不同接种浓度下吊浆粑 

中米酵菌酸含量变化 

Fig.4  Variation of bongkrekic acid content  
in the Fermented Corn Flour with different 

 inoculum levels at 26 ℃ 

 

2.2.2  环境温度 

结合不同接种浓度下菌株在吊浆粑中的产

BA 情况，且由于在培养 3 天后吊浆粑极易出现霉

变，本实验组控制接种浓度为 103 CFU/mL，培养

时间为 3 天。不同环境温度下 BGC 在吊浆粑中的

产 BA 情况如图 5 所示。根据产 BA 情况可以把

温度分成 2 组，分别是 (10±1)~(20±1) ℃组和

(25±1)~(36±1) ℃组，前者产生的 BA 含量低于后

者，并且前后两者内部之间的 BA 含量差异较小。

这提示环境温度较低（<20±1 ℃）可能会抑制 BGC

在吊浆粑中产生 BA，这与其在湿米粉和银耳中的

产毒情况相类似 [11-14]。BGC 的适宜生长温度

30~37 ℃，适宜产毒温度 22~30 ℃[6]，而在含富

营养条件的低温（4 ℃）环境下，BGC 生长滞缓

且其产 BA 能力低下[17]，这表明 BGC 生长代谢均

具有温度敏感性特征，较低的环境温度能显著减

弱 BGC 在各类食品基质的生长代谢水平。 

 

 
 

图 5  接种浓度为 103 CFU/mL 时不同温度下吊 

浆粑中的米酵菌酸含量变化 

Fig.5  Variation of bongkrekic acid content in the  
Fermented Corn Flour with 103 CFU/mL BGC at  

different temperatures 



第 31 卷 2023 年 第 3 期  粮食加工 

 

 83  

2.2.3  环境湿度 

由于在(36±1) ℃时培养 2 天，吊浆粑中米酵

菌酸产生含量最高（见图 5），基于实验条件及

成本考虑，本实验组控制接种浓度和环境温度分

别为 103 CFU/mL 和(36±1) ℃，培养时间为 2 天。

当环境湿度为 20%、40%和 60%时，第 2 天的 BA

含量分别为 1.39、1.75 和 1.81 μg/kg。这提示中等

环境湿度可能会促进 BGC 在吊浆粑中产生 BA。 

3  结论 

在吊浆粑中于(36±1) ℃放置 2 天时产生的

BA 含量要略高于在(25±1) ℃和(30±1) ℃环境，

这与文献报道的 BGC 在湿米粉中于(36±1) ℃产

生的 BA 含量高于在(26±1) ℃环境类似[11]。相同

条件下，吊浆粑中的 BA 含量随环境湿度（20%~ 

60%）升高而增加。一般而言，食源性 BA 中毒

事件常在夏季高发[18]，这可能由于环境温度和湿

度升高促进细菌的生长并提高代谢水平。流调结

果表明，吊浆粑 BA 中毒病例均食用了放置多日的

吊浆粑[19]。本研究显示，低接种浓度（103 CFU/mL）

的 BGC 在污染吊浆粑五天后产生的 BA 含量高于

中高接种浓度，这提示吊浆粑中 BA 的产生在不

同污染程度时均可能出现。另外，在经 BGC 污染

的吊浆粑中，仅放置 1 天即可检出 BA。然而目前

缺乏关于 BGC 在不同环境产生 BA 的遗传和代谢

机制研究[4]，这对从细菌生物合成方面解释上述

结果提出挑战。综上，吊浆粑食品的制作和存储

过程均应避免长时间处于高温、潮湿及卫生条件

较差的环境，从而减少 BA 中毒风险。 
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