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菌株聚集和成膜特性对开菲尔粒成粒作用的影响 
 

韩雪，井雪萍，杨喆，刘采云 

（哈尔滨工业大学化工学院，黑龙江哈尔滨 150090） 

摘要：开菲尔粒是一种天然的发酵剂，原粒在牛奶中经长期培养后会不断长大，分裂产生新的开菲尔粒。开菲尔的成粒特性已

经引起了人们的广泛关注，然而到目前为止，人们还无法人工合成开菲尔粒，这与其粒中复杂的微生物体系及成分组成等息息相关；

开菲尔粒的形成是一个复杂的过程，其中所含的微生物菌系、蛋白质、多糖等成分均会影响开菲尔粒的形成。因此，本文根据国内外

的研究动态，介绍了开菲尔粒中微生物的多样性及分布，阐述了开菲尔粒中的微生物及蛋白质、多糖等成分对菌株聚集及生物膜形成

特性的影响，进而从微生物的聚集能力及生物膜形成能力的角度出发，综述了开菲尔粒的成粒特性，以期为研究开菲尔粒的形成机制，

建立人工合成开菲尔粒的方法，开发开菲尔产品提供思路。 
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Abstract: Kefir grain is a natural starter culture, and the original grain can grow and split to produce new Kefir grains after long-term 

subculturing in milk. The grain formation properties of the Kefir grain have attracted considerable research attention. However, synthetic Kefir 

grains still cannot be obtained due to the complex microbial system and the grain composition. Kefir grain formation is a complex process, and 

can be affected by the microbial strains present, proteins, polysaccharides, and other components. Therefore, based on results from recent studies, 

the diversity and distribution of microorganisms in Kefir grains were investigated and the effects of the microorganisms, proteins, and 

polysaccharides in the Kefir grain on microbial strain aggregation and biofilm formation were discussed. Subsequently, the features of Kefir 

grain formation were summarized based on the aggregation and biofilm formation abilities of the microorganisms. These findings can help to 

reveal the mechanism underlying Kefir grain formation, establish new methods for synthesizing artificial Kefir grains, and provide new 

approaches for developing Kefir products. 
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开菲尔粒是一种乳白色、胶质状、呈块状的天然

菌种，有一定的弹性，直径在 1~15 mm 不等，有活

性的开菲尔粒可浮在乳表面，原粒在牛奶中经长期培

养后会不断长大、分裂产生新的开菲尔粒[1]，开菲尔

粒和西藏灵菇粒是不同来源的同一品系的菌粒[2]。经

开菲尔粒发酵的开菲尔奶的风味与普通酸奶有较大差

别，除了具有发酵奶特有的酸味、香味，还有轻微的

醇香味，这是因为开菲尔粒的发酵过程除乳酸发酵 
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外，还伴有轻微的由酵母菌引起的酒精发酵。此外，

开菲尔奶还具有高蛋白质、低糖、低热量的特点，其

中含有的大量有益菌，能产生有益于人体的代谢产

物，具有改善消化机能、抗菌消炎、增强免疫系统等

多种保健功能，因此受到了人们广泛的关注[3]。传统

开菲尔粒不易保藏，受环境因素影响大，需不断进行

传代培养，且粒的增长速度过慢，使得其产品不稳

定，无法实现工业化大规模生产[4]。但至今为止，开

菲尔粒数量的增加仅依赖于原粒在乳中的分裂，在没

有原粒存在条件下，人们仍无法合成新的开菲尔粒
[5]。开菲尔粒的成粒是个复杂的过程，人们还无法解

释其成粒的具体机制，由于从开菲尔粒中分离出的菌

有许多具有聚集和生物膜形成的能力，并且开菲尔粒

中含有的蛋白质、多糖等成分对微生物的聚集和生物
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膜形成有促进的作用，因此可以猜测开菲尔的成粒机

制与其中复杂的微生物菌系、菌体的聚集、生物膜的

形成有关。本文介绍了开菲尔粒的微生物多样性，菌

体聚集及微生物生物膜成膜的研究现状，综述了开菲

尔粒的成粒特性，以期为建立人工合成开菲尔粒的方

法，实现开菲尔产品的工业化生产提供理论依据。 

1  开菲尔粒中微生物的多样性与分布 

开菲尔粒中含有丰富的微生物，主要为乳酸菌、

其次为酵母菌及少量醋酸菌等。目前对开菲尔粒中微

生物的研究多集中在乳酸菌和酵母菌而对醋酸菌研究

较少，但醋酸菌有助于维持开菲尔粒中各种微生物之

间的互生关系，也可通过增加制品的黏度来提高制品

的稳定性[6]。开菲尔微生物种群中乳杆菌含量较高，

在 可分 离出 的菌 种中 ，乳 杆菌 的含 量可 达

70%~80%[7] ， 其 中 主 要 有 马 乳 酒 样 乳 杆 菌

(Lactobacillus kefiranofaciens)、高加索酸奶乳杆菌

(Lactobacillus kefiri) 、 瑞 士 乳 杆 菌 (Lactobacillus 
helveticus)、干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)、内氏乳

杆菌(Lactobacillus Nagelii)等；酵母菌主要是酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)、平常假丝酵母(Candida 
inconspicua)、克鲁维酵母(Kluyveromyces marxianu)等
[8,9]；已从开菲尔粒中分离出的醋酸菌较少，有东方醋

酸 菌 (Acetobacter orientalis) 、 巴斯德 醋 酸 杆菌

(Acetobacter pasteurianus)[10]；此外开菲尔粒中的微生

物还有嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)、屎肠

球菌(Enterococcus faecium)等[9]。开菲尔粒中微生物含

量丰富、菌系分布复杂，关于微生物在开菲尔粒中的

分布情况尚未达成共识。一种观点认为开菲尔粒中的

长杆菌主要分布在开菲尔粒的内部，短杆菌主要分布

在开菲尔粒的外部，乳球菌、醋酸菌都分布在开菲尔

粒的表面，越靠近内层含量越少[11]；酵母菌则分布在

开菲尔粒的内外两层，位于内层的酵母菌不发酵乳糖，

位于外层的酵母菌发酵乳糖；菌群密度方面内部的菌

群密度小于外部[12]。另一种观点认为开菲尔粒外层主

要为酵母和球菌；内层微生物以短杆菌为主，兼有部

分酵母菌和长杆菌，内层菌体密度比较大[13]。开菲尔

粒中微生物的差异可能是由于开菲尔粒的来源不同、

观察方法不同、以及观察区域的不同导致的。尽管开

菲尔粒中微生物的分布存在一定的差异，但所有研究

结果都表明这种分布是有一定规律性的，并不是杂乱

无章的。 

2  开菲尔粒成粒特性的研究 

目前，有学者通过微胶囊技术包埋开菲尔粒中优

势菌来模拟形成开菲尔粒，使产品具有开菲尔发酵特

性。Chen[14]等通过将分离自开菲尔中的微生物进行包

埋，固定化来形成近似于开菲尔粒的结构，使其在发

酵乳性能上与天然粒相近。周剑忠[15]对从西藏灵菇粒

中分离出的优势菌进行混合发酵制备了微囊化纯培养

发酵剂，结果表明，利用混合微囊化发酵剂发酵的酸

乳在挥发性风味成分上与西藏灵菇粒的发酵乳有90%
相同。虽然这些方法都获得了近似天然开菲尔产品的

性质，但其制品功能性及质量都无法与天然粒发酵的

产品相比[16]。曲宜[17]分别采用包埋和开菲尔发酵制得

的干酪为载体，模拟天然西藏灵菇粒，并与天然西藏

灵菇粒的菌系相比，得出两种载体中的酵母菌菌落的

结构相似，而在细菌方面，人工载体的瑞士乳杆菌含

量较多，马乳酒样乳杆菌含量较少，进一步对两种载

体连续传代培养，发现人工载体的主要成分含量有接

近西藏灵菇粒主要成分含量的趋势，但这种人工载体

在连续传代培养过程中质量有所损失，增值率为负，

未能实现人工开菲尔粒的合成。 
 

 
图1 开菲尔粒的形成[11] 

Fig.1 Schematic diagram of kefir grain formation[11] 

注：a.菌团颗粒形成；b.生物膜形成；c.颗粒结构形成；d.开菲尔粒形成。 

波兰的 Kaminsky 提出了开菲尔粒的形成过程：

首先由乳酸菌分解乳糖产生乳酸，其次由于酵母的作

用进行酒精发酵。同时，由其产生的乳酸可作为开菲

尔粒中杆菌的生长促进物质。杆菌利用乳糖分解所产
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生的葡萄糖而形成黏质膜，黏质膜可黏附其它微生物，

从而形成开菲尔粒[18]。Wang[19]在对开菲尔粒中菌株的

自聚集及共聚集研究的基础上，对开菲尔成粒的机制

提出了假设（图 1），首先，马乳酒样乳杆菌和图列茨

酵母(Saccharomyces turicensis)进行自动聚集和相互聚

集形成小菌团颗粒（图 1a）。随着 pH 的降低，高加索

酸奶乳杆菌、克鲁维酵母、和发酵毕赤酵母(Pichia 
fermentum)由于其细胞表面特性和较强的相互聚集能

力吸附到小菌团颗粒的表面，形成较薄的生物膜（图

1b）。生物膜形成后，酵母菌和乳酸菌继续聚集到菌团

颗粒上，使其呈现三维立体结构（图 1c）。随着发酵

的进行，菌团颗粒的密度不断增大，更多的微生物聚

集到颗粒表面最终形成开菲尔粒（图 1d）。但由于开

菲尔粒菌系及成分的复杂，其成粒机制仍在进行研究，

至今未能解释清楚，但极有可能与菌体的聚集和生物

膜的形成有关。 

3  开菲尔粒菌株成膜特性的研究 

细菌形成的生物膜是细菌生长过程中为适应生存

环境而形成的一种与游走态细胞(Planktonic cell)相对

应的存在形式[20]，多数较浓密且肉眼可见。目前已经

证实，大部分的细菌都可以在非生物物体或者生物物

体表面形成生物膜结构。鉴定细菌生物膜的方法有试

管法、银染法、结晶紫染色等，这类方法易操作且经

济，适合大多数实验室操作，但这种方法不能观察到

生物膜微结构，并且无法观察形成的生物膜中是否有

活菌，具有一定的局限性。现在可利用扫描电镜、透

射电镜、激光共聚焦扫描电镜等方法来检测生物膜，

这类检测方法可以观察到生物膜不同生长时期的三维

结构形态[21]。用扫描电镜观察到大面积聚集细菌及连

接于细菌之间的纤维样组织，即可认为大量生物膜存

在[22]，通过激光共聚焦显微镜观察用双荧光染色的生

物膜以及不同时期的生物膜时，可以观察到生物膜中

活菌分布情况以及不同时期生物膜的厚度[21]。 
生 物 膜 是由 细 胞 外多 聚 基 质 (Extracellular 

maxtrix，ECM)包裹细菌菌落形成的有结构的菌细胞

群体，其上还有数百万的原核和真核细胞，ECM主要

由多糖和其它大分子如蛋白质，DNA，酯和腐殖质构

成，在多数生物膜内，微生物细胞占生物膜干重的比

例较少，ECM几乎占生物膜干重的90%以上[23]。生物

膜的结构主要与ECM有关，而开菲尔粒的成分中除多

种微生物外还含有大量的胞外多糖与蛋白质[24]，其组

成成分会随来源的不同、培养条件的不同而不同，但

没有显著的差异[25]。开菲尔的组成成分与生物膜的成

分相近，因此推测生物膜的形成可能是开菲尔粒形成

的关键。生物膜的形成是一个变化的过程，细菌由浮

游状态变成成熟的生物膜大概要经过以下几个阶段：

细菌可逆的吸附到基质中，细胞与细胞之间吸附与增

殖形成小菌落，形成早期的生物膜、生物膜的成熟阶

段、细菌的脱离[26]，其中，吸附阶段是细菌生物膜形

成的关键步骤，它涉及到几个黏附分子的相互作用，

能够引起细胞与附着物表面的物理化学反应。生物膜

的形成，无论是同一种细菌还是各种不同的细菌都没

有一致的途径，它们可以随着环境的变化而产生相应

的变化[27]。 

3.1  开菲尔粒菌株的聚集能力及成膜特性 

菌的聚集能力是菌体形成生物膜的基础，细菌的

聚集能力包括同种菌株之间的自动聚集能力和不同菌

株之间的共聚集能力[28]。酵母菌的细胞壁表面有3种
主要成分包括葡聚糖、甘露聚糖和角素，这些成分在

共聚集作用中起着重要的作用，甘露聚糖在酵母菌的

表面形成荚膜状的结构，细菌会吸附到这种荚膜结构

中，使得细菌与酵母菌之间形成共聚集，如分离自开

菲 尔 粒 的 高 加 索 酸 奶 乳 杆 菌 和 解 脂 酵 母

(Saccharomyces lipolytica)有共聚集现象，但这种共聚

集现象有其特异性，不是所有的细菌均具有这种聚集

能力，分离自开菲尔的20种高加索酸奶乳杆菌菌株中

只有6种可以与解脂酵母发生共聚集[29]。开菲尔粒中

菌株之间的相互聚集关系与菌株的表面电荷、疏水性、

胞外多糖及表面蛋白密切相关[12]。分离自开菲尔粒中

的植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)与酿酒酵母也

有共聚集作用，这种共聚集作用会显著影响生物膜的

形成，并且植物乳杆菌的表面蛋白和酿酒酵母的表面

甘露聚糖有助于生物膜的形成[30]。乳酸菌与酵母菌的

聚集能力是由乳酸菌表面正电荷与酵母细胞表面负电

荷发生的静电反应产生的[31]。乳酸菌表面蛋白和酵母

菌细胞壁上的多糖对酵母菌与乳酸菌的共聚集起着重

要作用，乳酸菌表面蛋白与多糖的交互作用可以调节

乳酸菌与酵母菌的聚集能力，但聚集程度与多糖的含

量及结构有关[32,33]。开菲尔粒中菌株之间及粒的成分

之间如何交互作用还不清楚，可以推测开菲尔粒菌株

之间发生共聚集作用，进一步增殖，与蛋白质、多糖

共同作用形成生物膜。 
微生物是否能形成生物膜及生物膜形成能力的强

弱可以用生物膜形成指数(BFI)来表征，BFI值大于

1.10时即认为微生物有较强的生物膜形成能力，BFI
值小于0.35时即认为不能形成生物膜[34]。任晓镤[35]从

新疆酸奶中分离出了110株菌，在检测的乳酸菌中，生

物膜为阳性的共70株，占菌株总数的63.64%，其中生
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物膜阳性乳酸菌全为乳杆菌，并且生物膜阳性乳杆菌

的比例占总数的68.32%，从中可以看出乳杆菌生物膜

形成能力较强。Lebeer发现鼠李糖乳杆菌(Lactobacillus 
rhamnosus) 在体外条件下能较强的吸附到薄壁细胞

和粘液中，并且在无生命表面体上有较强的生物膜形

成能力[36]。目前对可形成生物膜的微生物研究多集中

在致病菌或腐败菌[37]，国内外对开菲尔粒的成膜性质

的报道还比较少，但已有研究表明开菲尔粒中的微生

物可发生自动聚集现象进而可以形成生物膜。Wang[19]

对开菲尔粒中分离出的4种乳酸菌：马乳酒样乳杆菌、

高加索酸奶乳杆菌、肠膜明串株菌 (Leuconostoc 
mesenteroides)、乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)，3种酵

母菌：克鲁维酵母、图列茨酵母、发酵毕赤酵母进行

研究，结果显示，马乳酒样乳杆菌和图列茨酵母有较

强的自动聚集能力，高加索酸奶乳杆菌、克鲁维酵母

和发酵毕赤酵母有生物膜形成特性，并且当图列茨酵

母、马乳酒样乳杆菌和高加索酸奶乳杆菌共同培养时，

有较强的共聚集现象。由于开菲尔粒中含有丰富的乳

酸菌、酵母菌，而酵母菌具有良好的产荚膜能力，可

以吸附其他细菌从而形成生物膜，醋酸菌虽然在开菲

尔粒中含量较少，但醋酸菌具有很好的成膜性[38]，而

且，醋酸菌位于开菲尔粒的表面，可以增加开菲尔粒

的表层黏度[16]，因此对富集浮游微生物可能起着重要

作用，对开菲尔粒的形成也起着不可忽视的作用。 

3.2 开菲尔粒中的成分对菌株成膜特性的影响 

生物膜上包裹菌体的基质的主要成分是胞外多糖

(EPS)，占总量的 50%~90%，从开菲尔粒中分离出的

乳酸菌大多具有产胞外多糖的能力[39]，EPS 与乳酸菌

生物膜的形成有直接关系，是生物膜形成的必需条件，

它既能增强微生物细胞对外界环境的抵抗能力，又是

影响生物膜稳定的关键因素[35]。一方面，EPS 可以促

进细菌吸附到生物或非生物体的表面，有助于生物膜

的完整性；另一方面，生物膜细胞生存的直接条件与

生物膜的孔隙度、吸附性、带电性、疏水性和机械稳

定性等因素直接相关，而 EPS 可以通过影响这些因素

来决定微环境中生物膜细胞的生存。用扫描电镜观察

植物乳杆菌产生的胞外多糖，发现该胞外多糖表面光

滑、结构致密，并且具有生物膜的可塑性[40]。由开菲

尔粒产生的乳酸菌胞外多糖称为开菲尔多糖，开菲尔

多糖由半乳糖和葡萄糖构成，是一种水溶性的中性支

链黏性多糖[41]。在开菲尔发酵乳及脱蛋白乳清中开菲

尔多糖的含量分别可以达到 218 mg/L和 247 mg/L[42]，

开菲尔多糖能够增加溶液的黏性、提高脱脂酸乳凝胶

的流变特性、增加凝胶的表观黏度、提高脱脂酸乳凝

胶的储存时间等[43]。开菲尔多糖浓度为 2%的溶液即

成一种黏性的液体，开菲尔多糖可作为黏合剂，使微

生物固定在其上，有利于开菲尔生物膜的形成[44]。对

从开菲尔粒中分离出的开菲尔多糖进行生物膜成膜试

验，发现开菲尔多糖可以形成生物膜，并且当开菲尔

多糖的浓度达到 10g/kg 时，即可形成透明的显而易见

的生物膜[45]。 
开菲尔粒中也含有较多的蛋白质，其含量约为

4.5%，这些蛋白成分有助于生物膜的形成[46]。在生物

膜形成各个阶段其蛋白含量变化较大，用聚丙烯酰胺

凝胶电泳分别分析生物膜形成的各个阶段蛋白质含量

的变化，浮游细菌转变成不可逆的吸附阶段时可检测

到的蛋白含量增加了 29%；从不可逆的吸附细胞过度

到生物膜成熟阶段蛋白含量增加了 40%[47]。对开菲尔

中蛋白质的研究多数都是关于 S 层蛋白，体外的 S 层

蛋白能自发形成晶体结构，并具有黏附功能，可以覆

盖在细菌表层形成特殊的生物膜结构[48]。细菌 S 层蛋

白存在于几乎所有的细菌种类中，S 层蛋白是菌体的

外层成分，经菌体合成后分泌到胞外，其主要功能之

一就是作为细胞吸附到各种靶体上的媒介，在微生物

黏附定植方面有较大作用，若通过化学方法使细菌表

面缺失 S 层蛋白或在长期培养过程中用其他分子覆盖

在 S 层蛋白表面时，细菌与靶体的黏附性降低[49]。但

S 层蛋白与宿主的黏附机制的研究至今没有达成共

识，其中一种猜想是认为 S 层蛋白赋予了菌体细胞表

面的疏水性，使得菌体可黏附到各种组织表面[50]。S
层蛋白的黏附性对生物膜的形成有重要的作用。 

开菲尔粒中含量较多的开菲尔多糖和蛋白质均有

黏附和形成生物膜的能力，因此推测，生物膜的形成

对开菲尔粒的形成有重要的作用。目前，关于开菲尔

粒中的其他成分，如脂质、矿物质等物质的相关报道

较少，这些成分对生物膜及开菲尔粒的形成的作用还

有待探索。 

4  展望 

由于开菲尔粒微生物构成及其产物的复杂性，目

前对开菲尔粒的研究多集中在菌相分布、代谢产物及

其功能性方面，而对其粒的形成机制知之甚少。尽管

许多研究都试图通过将原粒中分离出的菌株进行互配

来模拟天然开菲尔粒的菌群构成，从而人工合成开菲

尔粒，但都未成功。目前可以使用纯培养发酵剂获得

质量稳定的开菲尔产品，但其制品在发酵及功能特性

上无法和原粒发酵的产品相媲美，开菲尔粒发酵产品

的产业化、市场化仍未实现，因此对开菲尔粒的成粒

机制的研究势在必行。文章重点阐述了开菲尔粒中的
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微生物、开菲尔多糖、蛋白质等成分对菌株聚集及生

物膜形成的作用及影响，期望从生物膜的角度探索开

菲尔粒的成粒机制，为研究开菲尔成粒机制提供新思

路。 
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