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开菲尔微生物多样性及互作关系研究进展
黎世威，白 英*

（内蒙古农业大学食品科学与工程学院，内蒙古 呼和浩特 010018）

摘  要：开菲尔是一种天然混菌发酵乳制品，主要包含乳酸菌、酵母菌和醋酸菌等特定的微生物群落，有着良好的

风味和功能性，但目前开菲尔粒的形成机理尚未明确，一般认为开菲尔粒的形成是以细菌生物膜作为前体。本文综

述了不同地区开菲尔的微生物多样性和其中微生物对发酵乳功能性和风味的影响，以及开菲尔中微生物间的相互作

用和发酵过程中的菌落演替，并对开菲尔粒形成过程相关生物膜的形成进行介绍，以期为开菲尔粒形成机理的研究

提供一定参考。
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Abstract: Kefir is a fermented dairy beverage produced by using natural microbiota which mainly contains specific 
microbial communities such as lactic acid bacteria, yeast and acetic acid bacteria, and it has good flavor and health beneficial 
functions. However, the formation mechanism of kefir grains is not clear at present, and it is generally believed that the 
formation of kefir grains is based on bacterial biofilm as the precursor. This paper reviews the microbial diversity of kefir 
from different regions and the effects of microorganisms in kefir grains on the function and flavor of fermented milk, as well 
as the microbial interactions and succession during kefir fermentation. The role of biofilm formation in kefir grain formation 
is also described in order to provide some references for future research on the formation mechanism of kefir grains.
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开菲尔是一种具有黏性、含有轻度酒精的乳饮料，

呈酸性，其使用开菲尔粒作为发酵剂，通过牛乳发酵进

行生产。开菲尔原产于高加索和中东地区以及我国西藏或

蒙古[1]，由于其有益健康，现已遍布世界各地。开菲尔由

牛乳与开菲尔粒中的细菌（包括乳酸菌和醋酸菌）和酵母

共同发酵而成[2]，乳酸菌分解乳糖产生葡萄糖和半乳糖，

促使酵母菌生长，引起乙醇发酵，并产生二氧化碳，酵

母菌的生长繁殖又能对乳酸菌和醋酸菌的生长起促进作

用[3]。开菲尔发酵一般应用到牛乳中，也涉及一些其他

乳如羊乳、驼乳等。开菲尔粒呈白色至黄白色，形状结

构不规则，是像花椰菜一样的“小花”，由多糖/蛋白质

基质组成，这些胞外多糖被称为Kefiran，对开菲尔粒结

构中微生物具有保护作用[4]，含有稳定和特定的微生物群

落，由不同的乳酸、醋酸菌和酵母菌组成，具有复杂的共

生关系。这种特殊的结构赋予了有机体生物活性，它们

生长、繁殖，并将其特性传递给下一代新的开菲尔粒[5]， 
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同时开菲尔粒的微生物区系相对比较稳定，其活性在适

宜的培养条件下可以维持较长时间。最开始的开菲尔粒

被认为是在贮存在由动物皮、肠或膀胱制成的容器中的

牛乳中自发生长的，与特定的微生物种群有关，由这些

微生物种群生产的饮料具有独特的感官特性。

开菲尔由于其复杂的微生物组成及其独特的营养价

值，引起国内外研究者的广泛研究，从Web of Science上
以“kefir”为主题检索近10 年发表的研究型文章，共获

得1 208 篇，下载含有摘要的文本文件后，用VOSviewer
可视化分析软件进行关键词网络图绘制，通过“密度”

视图（图1）可以看出，目前对开菲尔的研究热点主要

集中于微生物菌株，尤其是乳酸菌的分离鉴定以及相关

微生物特性的研究。开菲尔的微生物多样性传统上是通

过培养方法鉴定不同物种来评估的，但此方法不能可靠

完整地表征微生物生态系统，因此目前有研究者通过非

培养方法，如变性梯度凝胶电泳和16S rRNA基因等保

守基因文库的构建和分析，研究开菲尔及开菲尔粒的微

生物组成。这些技术已经检测到所有常用的培养物种，

以及一些以前未检测到的微生物。通过培养和非培养技

术，乳酸菌已被确定为发酵产品中的主要成分，这从热

点图中也可以反映出来。研究表明开菲尔的乳酸菌组成

主要包括乳杆菌属、醋酸杆菌属、葡糖杆菌属、芽孢杆

菌属、双歧杆菌、乳球菌属、孔链球菌属、肠球菌属和

明串珠菌属等[6]，酵母菌主要为克鲁维酵母属、假丝酵母

属、酒香酵母属、毕赤氏酵母属、酿酒酵母属和哈萨克

斯坦酵母属[7-8]。然而，由于地域环境等因素，其微生物

组成有着细微的差异，本文主要就不同地区开菲尔微生

物组成及其发酵过程中微生物的相互作用等进行综述。

图 1 开菲尔近10 年研究内容热点及交互关系

Fig. 1 Interactive relations among hot research topics on kefir in 

recent ten years

1 开菲尔的微生物区系

组成开菲尔的微生物种类非常丰富，但几乎都主要

包括乳酸菌、醋酸菌和酵母菌，开菲尔中的优势细菌和

真菌分别为Lactobacillus kefiranofaciens和Kluyveromyces 
marxianus。在此基础之上，所处环境不同也会影响当地

开菲尔微生物区系的多样性，因此产生了一些其他地区

来源开菲尔所没有的特殊菌株，这些相同的特征菌株和

特异菌株共同构成了多样的开菲尔微生物区系。

目前对于开菲尔菌种的研究结果大多来源于中国

和土耳其的不同地区。国内研究人员对西藏地区的开菲

尔粒进行了大量研究，Wang Xiaomeng等[9]对来自西藏

的两种不同开菲尔粒K1和K2及其发酵乳分别进行高通

量测序，并对扩增出的细菌16S rRNA基因和真菌内部

转录间隔区的微生物多样性进行研究，发现两种开菲尔

粒的细菌和真菌多样性与其对应发酵乳中细菌和真菌多

样性差异很大，并且在分类分析中，他们发现乳杆菌

是两种开菲尔粒中常见的优势菌种（98%），K1中丰

度排名前3的物种为L. kefiranofaciens、Bifidobacterium 
psychraerophilum和Lactobacillus kefiri，而K2中丰度排

名前3的物种为L. kefiranofaciens, Acetobacter lovaniensis
和Enterococcus durans，其中的真菌主要为K. marxianus
和Kazachstania turicensis，K. marxianus在K1发酵乳中可

达到95.57%，占据了发酵乳糖的酵母种群的绝大部分；

K. turicensis是K2中最丰富的物种，其在牛乳中培养48 h
后，含量降低，此外在K2中还发现两种K1中没有的真

菌Cutaneotrichosporon curvatus和C. cutaneum。上述作

者研究的两种开菲尔均出现了L. kefiranofaciens，且均占

到了微生物种类的一半以上，这表明L. kefiranofaciens
是这两种开菲尔中的优势菌种。Zeng Xuejun等[10]也研

究了3 种西藏开菲尔的微生物区系结构，通过宏基因组

测序得出的数据同样证明了L. kefiranofaciens是这3 种开

菲尔的优势菌种，同时在50 种最丰富的菌株中，45 种
是3 种开菲尔粒共有的，可以认为三者的优势微生物区

系组成相近，此外3 种开菲尔中均含有一定量的粪肠球

菌。Wang Xingxing等[11]研究了西藏地区开菲尔在自然

培养和无菌培养两种培养条件下的优势菌种，分析结果

表明，无论培养条件和时间如何，L. kefiranofaciens都是

其所研究的西藏地区开菲尔中唯一的稳定的优势菌种。

此外，将两种开菲尔用戊二醛固定后在扫描电子显微镜

下观察，发现L. kefiranofaciens在开菲尔粒内外部结构

中存在着不同形态，结构外部的L. kefiranofaciens长约

3.0 μm，内部的长度为10.0 μm。Wang Shengyao等[12]的研

究结果相同，利用扫描电子显微镜观察开菲尔内外部结

构，发现L. kefiranofaciens内部的长度长于外部（图2）， 

这可能是因为内部颗粒中的细胞可利用的营养物质数量

有限，进而导致颗粒不同部位的细胞生长阶段有所差

异。通常情况下，同一种菌株细胞更大通常是接近衰亡

状态的典型特征，内部细菌由于生长环境限制，提前进
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入衰亡阶段。Tong Guangsen等[13]同样在研究西藏地区

的开菲尔时指出，发酵乳微生物群落的主导优势菌也为

L. kefiranofaciens，此外Acetobacter syzygii和Lactococcus 
lactis也是其中的优势菌种，此外，还在发酵乳中观测到

Lactobacillus lactis、Leuconostoc pseudomesenteroides、
Bacillus sporothermodurans、Lactobacillus parakefiri和
Lactobacillus plantarum等，而其中核心真菌区系主要由

K. marxianus、K. unispora和S. cerevisiae组成。发酵乳中

分离出的真菌株K. unispora、P. fermentans、T. delbrueckii

和S. cerevisiae等均为乳糖阴性，此类真菌需要依靠发酵乳

中由其他微生物代谢产生的半乳糖和葡萄糖生长繁殖[14]。 

Wang Jiangyue等 [15]从新疆地区开菲尔中分离出发酵

所用的优质乳酸菌，共22 株Lactobacillus kefir、3 株 

L. pseudomesenteroides和2 株Leuconostoc mesenteroides，
其中优势菌为L. kefiri，虽然与上述研究不同，其优势

细菌并非L. kefiranofaciens，但L. kefiri也能代谢出合成

开菲尔粒所需的胞外多糖。与以上国内研究相类似，

土耳其研究者Ilikkan等 [16]对当地两种开菲尔细菌和真

菌的多样性进行了研究，16S rDNA和26S rDNA测序结

果表示，其中一种优势菌为L. kefiranofaciens，另一种

为Bifidobacterium longum，此外两者均包含的菌株包括

L. lactis和Lactobacillus helveticus等，而Nalbantoglu[17]

和Yusuf[18]等的研究均证明其所研究的土耳其地区开菲

尔优势细菌为L. kefiranofaciens。Bicer等[19]对土耳其当

地5 种开菲尔进行了微生物区系研究，发现在属水平

上主要为乳杆菌、乳球菌、链球菌、肠球菌、明串珠

菌、乳杆菌、漫游球菌、不动杆菌、假单胞菌、梭菌、

四球菌、果杆菌、肠球菌等。与此相似，马来西亚的 

Zamberi等[20]、希腊的Kalamaki等[21]的研究结果也证明了

其中的优势细菌为L. kefiranofaciens。然而，Yegin等[22]在

对土耳其科尼亚地区的开菲尔进行研究时发现，其细菌

群落结构与其他地区的开菲尔有显著差异，宏基因组测

序结果虽未检测到L. kefiranofaciens，但最优势的菌属仍

为乳杆菌属，其次为酒球菌属、肠球菌属、链球菌属、

片球菌属、明串珠菌属等，部分参考文献所示国家和地

区开菲尔优势菌种统计见表1。

5 µm15 kV     3 000 5 µm15 kV     3 000

A B

A.外层结构；B.内层结构。

图 2 开菲尔的微观结构[12]

Fig. 2 Microstructure of kefir[12]

表 1 部分国家和地区开菲尔优势菌种

Table 1 Dominant strains in kefir grains from some countries and regions

开菲尔来源 主要菌属 优势菌种 参考文献

西藏
乳杆菌属、双歧杆菌属、克鲁维酵母属 kefir K1：L. kefiranofaciens、K. marxianus

[9]
乳杆菌属、肠球菌属、哈萨克斯坦酵母属 kefir K2：L. kefiranofaciens、K. turicensis

西藏 乳杆菌属 L. kefiranofaciens [10]

西藏
乳杆菌属、乳球菌属、
醋杆菌属、克鲁维酵母属

L. kefiranofaciens、A. syzygii、K. marxianus [13]

新疆 乳杆菌属、明串珠菌属 L. kefiri [15]

土耳其
乳杆菌属 kefir G：L. kefiranofaciens

[16]
双歧杆菌属 kefir A：Bifidobacterium longum

土耳其 乳杆菌属 L. kefiranofaciens [17]
土耳其 乳杆菌属 L. kefiranofaciens [18]

土耳其

链球菌属、乳杆菌属、乳球菌属、
双歧杆菌属、明串珠菌属

预富集kefir：Streptococcus salivarius、Lactobacillus 
acidophilus、Bifidobacterium animali、

[22]
乳球菌属、链球菌属、
双歧杆菌属、明串珠菌属

未预富集kefir：S. salivarius、
B. animalis、L. pseudomesenteroides

马来西亚 乳杆菌属 L. kefiranofaciens [20]
希腊 乳杆菌属、肠球菌属、拟杆菌属 L. kefiranofaciens [21]

综上所述，一般情况下，即使是不同地区的开菲

尔，也大都含有L. kefiranofaciens和K. marxianus，这两

种菌株应该分别为开菲尔发酵乳优势细菌和优势真菌，

同时也是开菲尔的特征菌株。此外，在属水平上一般含

有乳杆菌属、乳球菌属、明串珠菌属、肠球菌属、链

球菌属、双歧杆菌属、醋酸杆菌属、克鲁维酵母属、

酿酒酵母属、假丝酵母属等[23-25]。L. kefiranofaciens负责

生产Kefiran，这是一种水溶性多糖，是开菲尔粒的基本

和关键成分，其具有很强的共聚集能力，能够让菌株

聚集到一起[26]。而K. marxianus则是因为它具有酵母菌

少有的利用乳糖发酵能力，在开菲尔发酵乳中能够正

常生长繁殖，代谢产生细菌需要的维生素、氨基酸和

其他基本生长因子[27]，为乳酸菌生长创造适宜的环境。 

L. kefiranofaciens和Saccharomyces turicensis具有较

强的自聚集能力，并且开菲尔乳杆菌表现出显著的

生物膜形成特性，当Turisensis和开菲尔乳酸菌菌株 

L. kefiranofaciens、L. kefiri共培养时，发现显著的共聚

集能力[12]，因此推断L. kefiranofaciens和K. marxianus、 

K. turicensis与开菲尔粒形成有较大关联。

2 开菲尔发酵乳的特性

2.1 开菲尔的益生性和功能性

开菲尔有着复杂的微生物区系，其中存在着一些表

现出良好益生性的细菌和真菌，这些微生物可进入肠道

对人体肠道菌群产生影响[28-29]，表现出抗病原菌活性[30-31]

和抗氧化活性[32]，能调节机体免疫系统，为抵抗病原体

和癌变提供了基础。此外，这些微生物的初级代谢产物

和次生代谢产物也表现出良好的功能性，对机体具有积

极影响，是潜在的生物医药成分。
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Walsh等 [33]通过宏基因组测序在开菲尔微生物中

检测到与益生菌功能相关的基因，这些基因对益生

菌性状的调控是其呈现出益生性的基础。Tal ib等 [34]

从开菲尔中分离出乳杆菌Lactobacillus harbinensis、
Lactobacillus paracasei和L. plantarum，这些乳杆菌在

低pH值下的存活率很高，pH值为3和4时分别能达到

（98.0±3.3）%和（96.1±1.7）%，在胆盐质量分数为

0.3%和0.5%时存活率分别可达到（96.89±0.02）%和

（96.84±0.02）%，对胆盐有着较高的耐受能力，同时

对肠细胞显示出较高的黏附能力（（96.3±0.01）%），

没有溶血活性，对1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基表现

出良好的清除活性，因此，开菲尔中的乳杆菌有作为益

生菌食品和饮料的巨大潜力。在动物实验中，开菲尔

被证明能够缓解肥胖、2型糖尿病、血脂异常和非酒精

性脂肪性肝病，这可能是通过调节宿主脂肪生成、脂

质氧化和减少全身炎症实现的[35]，Bourrie等[36]研究证明

开菲尔中的微生物能够降低肝脏中编码3-羟基-3-甲基戊

二酰辅酶A还原酶、过氧化物酶体增殖物激活受体γ和
CD36中胆固醇和脂质代谢的基因的表达，从而调控肥

胖病症。Zeng Xuejun等[37]使用从开菲尔中分离得到的

L. kefiranofaciens和Saccharomyces cerevisiae对直肠癌模型

小鼠进行治疗，结果显示这两种微生物对小鼠的微生物

肠道菌群有着积极调节作用，降低了促炎细胞因子和癌

细胞增殖指标的表达，直肠癌得到缓解。

开菲尔的生物活性肽和代谢产物可作为有益健康的

成分，对某些病毒有拮抗作用，并且可作为血友病患者

骨质疏松症的补充治疗[38]，孙敏等[39]从西藏开菲尔中分

离筛选出一株干酪乳杆菌，该菌株可代谢产生抗菌肽，

对大肠杆菌ATCC25922和金黄色葡萄球菌ATCC25923
的生长具有良好的抑制作用。其抗菌机制主要包括破

坏致病菌细胞膜、裂解细胞、降解核酸、抑制蛋白质合

成[40]。Wang Hao等[41]研究了来自中、美、徳三国的3 种
开菲尔的蛋白图谱，发现它们相似度较高，同时细菌多

样性具有很高的相似性，其中αs1-酪蛋白、αs2-酪蛋白和

β-酪蛋白是潜在的抗高血压物质。Hurtado-Romero等[42] 

研究了从墨西哥开菲尔中分离出的乳杆菌、乳球菌、明

串珠菌、克鲁维酵母等菌种的聚合能力、抗菌活性、药

物敏感性和体外胃肠道消化耐药性，结果表明该益生菌

的性能优于市面上的益生菌，此外，这些细菌都有着不

错的γ-氨基丁酸生成能力，其中产量最高的是乳双歧杆

菌，可达到1.66 mmol/L。
开菲尔作为一个天然菌种库，其中存在丰富的益生

菌，同时其中的微生物还能产生具有良好功能性的代谢

产物，这些都与开菲尔的微生物多样性密切相关。

2.2 形成的风味物质

发酵乳中的风味物质来源主要包括乳本身的成分、

微生物代谢产生的风味物质以及加工过程中产生的物质

等[43-44]，而开菲尔风味差异则主要来自于其中微生物的差

异，不同乳酸菌发酵过程中产生的风味物质有着较大差

异，且不同微生物之间的相互作用同样会使发酵乳的风

味成分发生变化，进而可以通过改变其中微生物的种类

和数量来达到改变风味成分的目的。

风味物质一般包括两类，呈滋味和呈气味的物质，

前者性质一般比较稳定，后者则一般为一些挥发性成

分。开菲尔发酵乳中的风味物质的化学分类一般为糖、

羧酸、醇、醛、酮、酯等成分[45]，其中糖包括原料乳中

的乳糖、乳酸菌分解乳糖后得到的单糖，而细菌生成的

胞外多糖由于分子质量较大，一般不会对风味有着直接

贡献，但胞外多糖对发酵乳的稳定作用和增稠作用会使

得发酵乳的口感得到提升[46]；羧酸则是脂肪酸水解、生

化代谢过程和细菌代谢的结果[47]，在开菲尔中主要体现

为乳酸菌发酵产生的乳酸、醋酸菌发酵产生的醋酸、丁

酸等，但丁酸的气味一般被认为是令人不愉快的；醇类

主要为酵母菌发酵糖类产生的乙醇和乙醛通过乙醇脱

氢酶转化乙醇；醛、酮则是乳酸菌在发酵过程中产生

的风味物质，其中乙醛则被认为是酸奶的特征风味物

质[48]；酯类来源于有机酸和醇的反应，多为乳酸酯、乙

酸酯、丁酸脂等。微生物类群与风味之间存在因果关

系，添加L. kefiranofaciens增加了酯和酮的水平，而添

加Leuconostoc mesteroides增加了乙酸和2,3-丁二酮的水

平[33]。开菲尔在不同乳中发酵也有着显著的风味差异，

例如在羊乳和牛乳中发酵产生风味物质成分具有区别，

羊乳样品的乙酸平均含量显著高于牛乳样品，牛乳中不

含柠檬酸，丙酮酸含量显著高于羊乳，其余的挥发性

成分无显著差异，这可能是因为原料羊乳和牛乳中的成

分差异，导致发酵后产生的代谢物水平也有所差异[49]。

Guo Ting等[50]研究了新疆3 个开菲尔样品，除上述风味物

质以外，还包括烯烃和丁基羟基甲苯；用藏式开菲尔发

酵的切达干酪中，酯类和醇类的数量较大，含量较多，

风味较强，其中的酯类呈现出水果香气[51]。Hao Xiaona
等[52]从开菲尔中分离出来的益生菌L. plantarum 1-2形成

了4 种独特挥发性成分，包括乙苯、十二烷、己醇和丙

酮，与普遍情况下的成分有着较大差异。 

开菲尔发酵乳中的风味物质同样拥有一个相对稳定

的体系，包括糖、羧酸、醇、醛、酮、酯等，但受不同

开菲尔中的不同菌种的影响，代谢物有着不同程度的差

异，也体现出在共性中有着个体性差异的风味成分。同

时，伴随着发酵过程中菌种的演替，开菲尔的挥发性风

味成分也处于一个动态变化过程中[53]，并且二者之间有

着较为密切的关联性[54]。
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3 开菲尔中的菌落演替和相互作用

3.1 开菲尔发酵过程中的菌落演替

开菲尔是一个不同微生物群的独特共生组合，其中

微生物群的微小变化可能导致开菲尔产品的物理化学、

流变学、感官和营养特性的显著变化[55]，同时，即使是

相同的开菲尔在不同条件下发酵，由于率先生长的优势

菌株对后生长的菌株会产生不同的影响，发酵之后也会

呈现出不同的效果[56]，带来发酵过程中微生物群落的差

异[57]。因此，研究开菲尔发酵过程中的菌落演替有利于

了解其中潜在的菌种间相互作用、不同时间点下的优势

菌，并可在相应的时间点获取所需要的代谢产物。

马龙等 [43]对新疆地区的开菲尔在25 ℃的发酵过程

（每24 h取样，共120 h）进行了分析，结果显示在发酵

过程中乳杆菌属在48 h时丰度达到最大，而链球菌属和

芽孢杆菌属在整个发酵过程中丰度呈现出先下降再上升

的趋势，在48 h达到最低，此外还有着少量乳球菌属和

葡萄球菌属，以及微量嗜血杆菌属和奈瑟氏菌属，均随

着发酵进行而降低，与其他开菲尔的发酵不同的是，此

开菲尔中并没有检出大量的醋酸菌和酵母，二者几乎不

存在于发酵乳中，而在真菌丰度变化中，不同发酵时期

有着不同霉菌存在，且真菌菌属丰度占比呈逐渐减少趋

势。之后，在同样条件下研究发酵过程中酵母菌落变化

规律，证实了在发酵过程中酵母菌数量一直减少，72 h
时达到最少，此时出现的真菌多为霉菌[58]。同样以新疆

地区开菲尔为研究对象，史大伟等[59]研究了发酵过程中

细菌丰度变化，开菲尔发酵过程中细菌多样性随着发酵

进行而降低，然后达到稳态，在属水平上，0 h时相对

丰度大于1%的属有8 种，包括肠杆菌属、蛭弧菌属、嗜

甲基菌属、鞘氨醇单胞菌属、罗尔斯顿菌属、弯曲杆菌

属、食酸菌属、苯细菌属，这些菌属一般都少见于开菲

尔中，可能是牛乳中的原始菌种；24 h时芽孢杆菌属和肠

杆菌属达到最大，二者相对丰度达到了98%以上，其他

菌属非常少；48 h时主要为气单胞菌属、嗜热杆菌属和链

球菌属；72 h时主要为芽孢杆菌属、肠杆菌属和气单胞菌

属；96 h主要为芽孢杆菌属、肠杆菌属和链球菌属。王

毛毛等[60]研究了开菲尔在整个发酵过程中的菌属变化，

随着发酵的开始，牛乳中原始菌群丰度降低，乳杆菌属

和醋酸杆菌属的相对丰度快速升高，发酵前期乳杆菌属

为优势菌，占据发酵的主导地位，相对丰度可占到92%

以上，但随着发酵的不断进行，醋酸杆菌的相对丰度增

加，使得醋酸杆菌的相对丰度在1%～8%之间，这可能是

因为发酵初期乳杆菌因为厌氧发酵生长较快，但随着发

酵进行，发酵乳中醇类的积累和供氧量的增加导致乳杆

菌的生长受到抑制，而酵母和醋酸菌则受环境变化影响

较小。Blasche等[61]研究了德国开菲尔在90 h内的微生物

生长状态，认为发酵过程根据优势微生物变化可分为6 个
阶段，第1阶段以L. kefiranofaciens为主导，第2和第3阶
段则是乳酸乳杆菌和乳酸杆菌的快速生长，在第4阶段时

L. kefiranofaciens达到稳定期，L. kefir则开始出现，到达

第5阶段时，几乎所有物种的增长都停止，到达最后一个

阶段时，仅有Acetobacter fabarum和Lactobacillus kefiri大
量生长。Walsh等[33]的研究也验证了这个结论，证明在发

酵早期阶段L. kefiranofaciens是稳定的优势菌种，而在后

期两者却存在差异，在他的研究中，后期优势菌种体现

为明串珠菌属。

综合以上研究可以发现，由于不同地区开菲尔中微

生物区系相差较大，菌落演替目前尚无具体可循规律，

但其核心均为乳杆菌属的菌种，而产生开菲尔多糖、促

使开菲尔粒形成的L. kefiranofaciens可能是演替中频繁

出现的乳杆菌属中的关键菌种。因此可以推断，开菲尔

粒的形成需要L. kefiranofaciens作为主导，以产生所需

的胞外多糖Kefiran[26]。同时，由于L. kefiranofaciens、
Lactobacillus kefiri和酵母较强的共聚集作用，使得开菲尔

粒的形成始于L. kefiranofaciens和酵母的共聚集而形成小

的颗粒[12]，然后开菲尔中的微生物和其他活性物质与小

颗粒发生黏附或聚集，最终形成开菲尔粒。此外，开菲

尔中微生物营养素消耗、代谢产物积累以及整个生命活

动过程对发酵环境产生的影响会对其他菌的生命活动产

生影响，并且此种影响交互发生，进而对开菲尔菌落演

替产生影响。

3.2 开菲尔微生物相互作用

开菲尔中存在着丰富的细菌、真菌，这些微生物

之间存在着稳定的相互作用，一般包括菌种间的共生、

拮抗作用。共生作用一般体现为各自的代谢物会对其他

菌株的生命活动产生正面影响，例如乳酸菌可分解乳糖

产生半乳糖和葡萄糖，以供酵母利用，酵母则为细菌提

供生长因子等，以及生产出开菲尔粒形成所必须的胞外 

多糖[24]，从而使得微生物聚集络合。张培等[56]发现从开

菲尔中分离的乳酸菌和酵母菌共培养对各自细胞损伤有

修复作用，对热压力和pH值压力的应答均有着显著促进

作用，但共培养对同为开菲尔中优势乳酸菌的嗜热链球

菌和酵母菌的破损修复作用不显著。巩小芬[62]对分离出

的明串珠菌、干酪乳杆菌、开菲尔乳杆菌和酵母菌进行

了抑菌圈拮抗实验，指出四者之间均无拮抗性，并且体

现出良好的相互作用，乳酸菌与酵母菌接种比例为5∶1的
复合发酵乳的凝乳时间从8～9 h缩短至6 h，并且获得了

更为良好的感官和风味。Golowczyc等[63]对从开菲尔中分

离出的20 株L. kefiri和Saccharomyces lipolytica进行了聚集

实验和血液凝集实验，结果显示其中6 株能与S. lipolytica
发生共聚集作用，纯化的L. kefiri的S层蛋白有较强的凝血

能力，表明细菌表面蛋白的凝集素样活性介导了其与酵
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母细胞的聚集，同时细菌表面的由多糖和蛋白质形成的糖

蛋白也是微生物间信号传导的关键，这可能与生物膜和开

菲尔粒胞外基质的形成有着极大的关联。

如图3所示，拮抗作用主要体现为代谢物的积累对

微生物的生长产生影响。例如酵母和醋酸菌发酵积累乙

醇、乙酸等，乙醇和乙酸浓度不断增加会对细菌的生长

繁殖产生抑制作用 [60]，Lo等 [64]以乳酸为唯一碳源培养

K. marxianus，在不同的pH值条件下确定乳酸培养物中

的最佳生长和释放蛋白，并且发现通过高效液相色谱

二级质谱联用鉴定的蛋白与三羧酸循环、糖酵解途径

和细胞应激反应相关，其研究结果表明，乳酸可诱导

K. marxianus的生长和自溶，释放蛋白质和肽。因此在开

菲尔中，随着发酵的不断进行，乳酸菌代谢过程中不断

积累的乳酸会使得酵母菌发生自溶。

pH

图 3 开菲尔中乳酸菌、酵母菌和醋酸菌之间的相互作用

Fig. 3 Interaction between lactic acid bacteria, yeast and acetic acid 

bacteria in kefir

3.3 生物膜形成

细菌生物膜是包裹在由胞外多糖、蛋白质和DNA
组成的细胞外聚合物质中的结构化细胞群落[65]。生物膜

的一个主要特征是形成了细胞外多糖基质，这有助于提

高微生物对抗抗生素和酶的能力[66]，并且开菲尔表面具

有非晶态特征，较粗糙的表面使其具有良好黏附性[67]。

Wang Xiaomeng等[9]评估了开菲尔粒增殖速率、开菲尔

胞外多糖的结构特征，并通过使用Syto9绿色荧光核酸

染料、碘化丙啶、异硫氰基荧光素标记的刀豆球蛋白等

染料对开菲尔发酵过程中的死、活细胞和胞外多糖进行

染色，进一步验证了生物膜的形成，认为生物膜主要是

靠胞外多糖和开菲尔中细胞交叠形成的结构，确定了乳

酸菌产生的胞外多糖和生物膜对开菲尔粒形成有着直接

影响。生物膜基本骨架是由多种胞外多糖组成的三维结

构，对细菌在固体表面的黏附以及细胞内的聚集起关键

作用，并且生物膜的黏着性在很大程度上受胞外多糖含

量影响。笔者所在研究团队前期研究结果[68]表明，开菲

尔胞外多糖与乳蛋白存在相互作用，在中性水相介质

中，Kefiran与乳清蛋白的相互作用导致粒径增大以及电

位绝对值减小，而在发酵乳体系中，Kefiran使得发酵乳

粒径增大，Zeta电位绝对值降低，荧光强度减小，其微

观结构为片状结构，表面形成了部分网络结构，黏弹性

显著增加。Han Xue等[69]证明了活菌数与生物膜的形成

无直接关系，主要依赖于微生物代谢积累到胞外的生物

大分子，认为开菲尔生物膜的形成主要与K. marxianus有
关，该酵母具有极强的疏水性和共聚集能力，使其具有

强大的生物膜形成性能。与其研究结果相似，笔者所在

实验室从开菲尔发酵乳及开菲尔粒中分离出的开菲尔胞

外多糖的微观结构明显不同，且来自开菲尔粒的胞外多

糖由于其独特的结构特点，使其具有较强絮凝活性[70]。此

外，由于开菲尔粒及开菲尔发酵乳中微生物的种类不同，

所产胞外多糖的结构及功能也不同，这一点可从本研究团

队前期对乳酸菌胞外多糖的研究结果[71-72]中得到证实。

此外，Dong Jian等[73]还验证了醋酸菌也能在发酵过

程中产生生物膜，这可能是开菲尔形成的关键，见图4。
与其他研究人员类似，Dong Jian等[73]也认为开菲尔粒的

形成分为两个阶段，第一阶段是生物膜形成，在酵母的

共聚集作用下，乳酸菌、醋酸菌和酵母菌结合到一起，

黏附在醋酸菌产生的生物膜上，进而形成开菲尔基质生

物膜；第二阶段为开菲尔粒形成，开菲尔基质生物膜形

成后由于胞外多糖的作用折叠成封闭的囊泡结构，最终

形成开菲尔粒，但不同之处在于他们认为生物膜的形成

是以醋酸菌作为主导。总之，生物膜的形成源自于微生

物代谢物和微生物之间以及微生物与微生物之间的相互

作用，同时也是开菲尔粒形成的基础。
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图 4 开菲尔粒的形成机制与过程[73]

Fig. 4 Formation mechanism and process of kefir grains[73]

4 结 语

综上所述，开菲尔的微生物多样性体现为不同开菲

尔之间存在着同一性菌种和差异性菌种，这些开菲尔中

的微生物在发酵乳中体现出丰富的功能性，积累的代谢

产物具有良好风味，同时其分泌的生物大分子物质和微
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生物之间聚集形成生物膜。目前，对开菲尔的研究已经

在各个领域里展开，在益生性和功能性方面有着巨大的

研究潜力。除此之外，还包括丰富的风味成分和有益代

谢物，这一切都源于开菲尔复杂的微生物区系和其中微生

物与微生物及发酵环境之间的动态影响。已有很多学者通

过实验对开菲尔体系研究作出推论和验证，但这个复杂的

共生体系和开菲尔粒形成的具体机理仍需要进一步探究，

同时开菲尔是一个丰富的菌种库，从中筛选出生产所需要

的菌株，研究其功能特性，仍然是当前研究的热点。本研

究团队目前正在针对内蒙古不同地区开菲尔粒中微生物进

行分离鉴定，同时对其相互作用进行研究，以期为揭示开

菲尔粒的形成机理提供一定的研究基础。
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