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基于高通量测序的大黄鱼 

表面微生物群落组成及变化分析 
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（浙江海洋大学食品与医药学院，浙江省海产品健康危害因素关键技术研究重点实验室，浙江舟山 316022） 

摘要：为了探究茶黄素对低温贮藏大黄鱼表面附着的微生物组成的影响情况，本实验以空白处理和 0.3 mol/L Vc 溶液浸泡处理

为对照，采用 0.3 mol/L 茶黄素对冷藏和冻藏大黄鱼分别进行浸泡处理，通过对大黄鱼表面附着微生物提取及高通量测序分析，获得

不同处理样品中微生物组成及变化情况。结果表明，大黄鱼样本中有效序列范围为 22879~55910 条，Operational taxonomic unit（OTU）

范围为 28~49，其中以采用 Vc 浸泡处理后冻藏大黄鱼 OTU 数最低。实验组的 Chao1 值、Shannon 指数和 Simpson 指数与空白处理组

相比均有明显变化，其中 Shannon 指数分别下降 17.80%和 13.79%，Simpson 指数分别上升 50.80%和 71.72%，表明茶黄素对大黄鱼

表面菌落多样性和丰富度具有显著影响。经过茶黄素处理后，大黄鱼表面菌落分布发生了变化，冷藏条件下的大黄鱼表面的类香味菌

属、嗜冷杆菌属、黄杆菌属的相对丰度占比从 20.55%、11.02%、7.38%均下降到 1%以下，冻藏条件下的不动杆菌属等菌属生长受到

抑制。以上结果说明，茶黄素具有较好的抗氧化性，对脂肪含量较高的大黄鱼表面微生物菌落组成有一定的影响，可以抑制部分菌属

生长，延长大黄鱼贮藏时间。研究结果可为大黄鱼品质保障、复合生物保鲜剂的开发等提供基础参考。 
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Abstract: To investigate the effect of theaflavin on the microbial composition on the surface of large yellow croaker (Larimichthys crocea) 

in low-temperature storage, microbial composition and changes in different samples were obtained by microbial extraction and high-throughput 

sequencing analysis after soaking the refrigerated and frozen yellow croaker with 0.3 mol/L theaflavin and 0.3 mol/L Vc solution. The results 

showed that the effective sequence range was 22879~55910, and the operational taxonomic unit (OTU) range was 28~49 in large yellow croaker. 

The number of OTUs in the frozen large yellow croaker after Vc soaking was the lowest. The Chao1 value, Shannon index, and Simpson index 

of refrigerated and frozen large yellow croaker treated with theaflavin were significantly changed compared with the blank group, among that 

Shannon index decreased by 17.80% and 13.79%, Simpson index increased by 50.80% and 71.72% respectively, indicating that theaflavin had a 

significant effect on the colony diversity and richness of bacteria on the surface of large yellow croaker. The surface colony distribution of the 

large yellow croaker was changed, the relative abundance of Myroides, Psychrobacter and Flavobacterium on the surface of refrigerated large 

yellow croaker treated with theaflavin decreased from 20.55%, 11.02% and 7.38% to less than 1%, and the growth of Acinetobacter was 
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inhibited by theaflavin treatment. Taken together, theaflavin had a good antioxidative effect on the microbial composition on the surface of large 

yellow croaker with high-fat content, which could inhibit bacteria growth and prolong the storage time of large yellow croaker. The research 

provides a basic reference for the quality assurance of large yellow croaker and the development of compound biological preservative. 

Key words: large yellow croaker; high-throughput sequencing; microbial  

 

大黄鱼（Larimichthys crocea）是中国海水养殖产

量最高和最具出口优势的水产品之一，其肉质细嫩，

蛋白质含量高，胆固醇含量低，含有丰富的无机盐及

微量元素，具有延缓衰老，提高机体免疫力，治疗贫

血等多重功效[1,2]。大黄鱼肌肉的水分含量高达 74%，

适合腐败菌生长[3]，易生成胺、硫化物、醛、酮、酯、

有机酸等，影响气味和味道，导致新鲜鱼肉的腐败，

影响消费者对食品感官，导致这些不良影响的细菌就

是该鱼肉的特定腐败菌（Specific spoilage organism，

SSO）[4-7]。对于大黄鱼等不易贮藏的水产品的保藏，

国内外主要采用低温保藏技术[8,9]，但是一般的冰温和

冷藏保鲜不能大幅度延长水产品的货架期，且大黄鱼

经过冻藏后易出现口感降低、营养价值损失的问题
[10,11]。所以，寻求一种适于大黄鱼的贮藏前处理方式

对促进养殖、加工及贮运等产业极为重要[12]。目前，

绝大数水产品的贮藏通过添加生物保鲜剂等手段来进

行保鲜。生物保鲜剂是指从动植物、微生物中提取的

天然的或利用生物工程技术改造获得的对人体安全的

保鲜剂[13]，因其具有安全、无毒、高效等优点，使得

成为水产品加工企业用来延长产品保质期的手段之

一，常见的生物保鲜剂有茶多酚、壳聚糖、乳酸链球

菌素、乳酸菌等[14]。茶黄素是一种新型的食品添加剂，

它不仅具有抗氧化性，还拥有许多对人体有利的活性

物质[15,16]，将其添加于食品当中，不仅保护了食品原

有的营养价值，还赋予食品新的营养价值，如抗炎症、

调节神经功能等[17,18]。目前，研究发现茶黄素可作为

有效控制虾黑变的天然抗氧化剂[19]，但是，关于茶黄

素应用于大黄鱼的保鲜的研究尚未报道。因此认定茶

黄素用来保鲜大黄鱼是合理可行的。 
近年来，宏基因组学技术迅速发展，其避开了传

统微生物的分离培养方法，直接从测试样品中提取总

DNA 进行分析[20]。相比于传统的实时定量荧光聚合

酶链式反应、变性梯度凝胶电泳及末端限制性片段长

度多态性分析技术，高通量测序技术能更完整地反映

样品中微生物的群落特征，可以同时实现对几百万

DNA 分子的测序，更全面地鉴定样品中微生物单一基

因和全基因组[21,22]。随着现代测序技术快速发展，高

通量测序技术已成功应用于多个学科领域，如植物多

样性，海洋和肠道环境、发酵食品、人类健康与疾病

等多个方面[23]。本研究基于高通量测序技术，研究茶

黄素对大黄鱼保鲜过程中微生物组成差异情况，旨在

为大黄鱼保鲜中菌群组成及茶黄素保鲜技术提供基础

信息。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

养殖新鲜大黄鱼，购于浙江省舟山市东河市场；

茶黄素，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；L-抗坏

血酸，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；琼脂糖，

AXYGEN 公司；DKY-Ⅱ型恒温调速回转式摇床，倍

辉北京产品部；ABI GeneAmp®9700 型 PCR 仪，美

国 ABI 公司；QuantiFluor™-ST 蓝色荧光定量系统，

美国Promega公司；Nanodrop2000超微量分光光度计，

美国 Thermo Scientific 公司；TransGen AP221-02 
TransStartFastPfu DNA Polymerase，北京全式金生物技

术有限公司；TruSeqTM DNA Sample Prep Kit 等测序

用试剂，美国 Illumina 公司；AxyPrepDNA 凝胶回收

试剂盒，美国 AXYGEN 公司；SW-CJ-1F 型超净工作

台，苏州净化设备有限公司；TG16-WS 型台式高速离

心机，安徽中佳科学仪器有限公司。 

1.2  试验分组与处理 

取同一批次养殖的新鲜大黄鱼六组，采取三种不

同的处理方式，其中两组在 4 ℃条件下完全浸没于 0.3 
g/L 茶黄素溶液 30 min 后用纱布轻拭去表面水分，两

组在 4 ℃条件下完全浸没于 0.3 g/L L-抗坏血酸（Vc）
溶液中 30 min 后用纱布轻拭去表面水分，剩下两组不

做任何处理，处理完后，分别用封口袋包装进行后续

分组。取三种不同的处理方式的样品各一组，贮藏于

4 ℃冰箱中 24 h 后，切取大黄鱼表皮；剩下三组样品

冻藏于-18 ℃冰箱中 30 d 后，流水快速解冻，切取大

黄鱼表皮。 

1.3  微生物提取与分析 

1.3.1  大黄鱼表面微生物提取[24] 
将以上各组大黄鱼表皮样品进行研磨粉碎后，取

10 g 鱼皮粉末置于无菌锥形瓶中，加入 9 倍体积的无

菌生理盐水，在培养摇床中以 300 r/min 提取 60 min
（室温），然后采用无菌纱布过滤并用无菌水淋洗后，
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在 12000 r/min 条件下离心 10 min，将离心获得菌体沉

淀物用于后续微生物菌落分析。 
1.3.2  大黄鱼表面微生物群落分析 

1.3.2.1  DNA 抽提 
参照基因组 DNA 提取试剂盒说明，提取大黄鱼

表面微生物中总基因组 DNA，使用超微量分光光度计

检测提取的 DNA 纯度和浓度，并利用 1%琼脂糖凝胶

电泳，5 V/cm 电压，检测抽提的基因组 DNA 的完整

性。 

1.3.2.2  PCR 扩增 
按指定测序区域，合成带有 barcode 的特异引物，

进行 PCR 扩增。针对 16S rRNA 基因 V3~V5 区合成

特 异 引 物 ， 利 用 515F （ 5’-GTGNCAGCMGCC 
GCGGTAA-3’）和 907R（5’-CCGTCAATTCCT-3’）
引物进行 PCR 扩增。每组样品平行三次，将同一样品

的 PCR 产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳检测，再使

用AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒切胶回收 PCR 产物，

并用 2%琼脂糖电泳检测经 Tris-HCl 洗脱的产物。 
表1 PCR扩增的引物信息 

Table 1 Primer information for PCR amplification 
测序类型 引物名称 引物序列 扩增区域 长度 

微生物 
515F 5’-GTGNCAGCMGCCGCGGTAA-3’ 

V3~V5 750 bp 
907R 5’-CCGTCAATTCCT-3’ 

PCR 采用 25 μL 反应体系：5×FastPfu Buffer 5 μL；
2.5 m MdNTPs 2.5 μL；Forward Primer（5 μM）1 μL；
Reverse Primer（5 μM）1 μL；FastPfu Polymerase 0.5 
μL；BSA 0.25 μL；Template DNA10 ng；添加双蒸馏

水补充至 25 μL。PCR 反应参数：95 ℃预变性 3 min；
95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，共

27 个循环；72 ℃延伸 5 min，降至 10 ℃。 
1.3.2.3  荧光定量 

将PCR产物用QuantiFluorTM-ST蓝色荧光定量系

统进行检测定量，之后按照每个样品的测序量要求，

进行相应比例的混合。 
1.3.2.4  Illumina PE250 文库构建与测序 

进行 Illumina Miseq 2x 300 bp 高通量测序及生物

信息学分析，由微基生物科技（上海）有限公司协助

完成。 
1.3.3  大黄鱼表面微生物信息分析 

采用 MiSeq 测序平台进行数据分析。首先按照

barcode 和引物序列进行拆分，去除 Barcode 序列和

PCR 扩增引物序列，得到每个样品的有效序列；根据

overlap 关系，采用 FLASH 对拆分好数据中每个样品

的 reads 进行拼接，同时对序列质量进行质控和过滤，

拼接好的优质序列为原始 Tags 数据（Raw Tags）[25]；

根据 Qiime[26]的 Tags 步骤，将 Raw Tags 从≤3 连续低

质量值碱基数达到设定长度的第一个低质量碱基位点

截断；Tags 经过截取后得到 Tags 数据集，进一步过滤

掉其中连续高质量碱基长度小于 Tags 长度 75%的

Tags；经处理后得到的 Tags 序列与数据库（Gold 
database）进行比对（UCHIME Algorithm）[27]检测嵌

合体序列，并最终去除其中的嵌合体序列[28]，得到最

终的有效数据（Effective Tags）。生物多样性和群落分

析，采用 Uparse 软件（v7.0.1001）[29]将序列按照序列

相似性为 97%的阈值进行 OTUs 操作分类单元聚类。

基于 OTU 聚类分析结果，进行多种多样性指数分析，

以及对测序深度进行检测。 
1.3.4  数据处理 

使用 Qiime 软件计算 Observed-species、Chao1、
Shannon、Simpson、ACE、Goods-coverage，使用 R
语言工具绘制稀释曲线和 Shannon-Wiener 曲线。基于

分类学信息，在各个分类水平上进行群落结构统计分

析[30]，使用 R 语言工具绘制各分类级别样本柱状图、

PCoA 图。在上述分析基础上，最后进行一系列群落

结构和系统发育等深入的统计学和可视化分析。 
表2 各组样品有效序列与OTU数量统计 

Table 2 Observed valid sequence and OTU numbers in different groups 

组别 优化有效序列 碱基数量 平均长度/bp OTU 数量 
蒸馏水组冷藏 57054 21404026 375.15 49 

Vc 组冷藏 49662 18669688 375.94 41 
茶黄素组冷藏 55910 21016043 375.89 43 
蒸馏水组冻藏 39102 14719878 376.45 36 

Vc 组冻藏 22879 8607617 376.22 28 
茶黄素组冻藏 47885 18011112 376.13 34 
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表3 各组样品的多样性指数分析 

Table 3 Diversity of bacterial community in different groups 

组别 OTU 数量 ACE 指数 Chao1 指数 Shannon 指数 Simpson 指数 Coverage 指数 

蒸馏水组冷藏 49 50 49 2.64 0.1004 0.999963 

Vc 组冷藏 41 44 43 1.98 0.2262 0.999892 

茶黄素组冷藏 43 46 44 2.17 0.1514 0.999899 

蒸馏水组冻藏 36 37 36 2.18 0.1531 0.999904 

Vc 组冻藏 28 29 28 1.66 0.3349 0.999946 

茶黄素组冻藏 34 36 35 1.88 0.2629 0.999921 

2  结果与分析 

2.1  样品测序数据分析 

采用 Illumina 高通量测序，获得不同样本原始序

列数据后，再经序列优化及统计，得到各实验组有效

序列范围为 22879~57054 条，平均长度范围为

375.15~376.45 bp。对样品序列进行聚类分析，在 97%
相似水平下的 OTU 生物信息统计发现，各组样品

OTU 数量范围为 28~49。在冷藏处理条件下，空白组

的 OTU 数量最高，为 49，茶黄素处理的样品的 OTU
数量为 43，Vc 处理的样品的 OTU 数量为 41。说明在

冷藏条件下茶黄素有明显的抑菌作用。这可能因为茶

黄素是一类具有苯骈卓酚酮结构的物质，其苯骈卓酚

酮环上的羟基起到抗菌活性的作用[31]。在冻藏处理条

件下，空白组的 OTU 数量为 36，Vc 处理的样品的

OTU 数量为 28，茶黄素处理的 OTU 数量为 34。说明

在冻藏条件下茶黄素有一定的抑菌作用。茶黄素带负

电荷，嗜冷微生物含有丰富的负电脂多糖[32]，因此影

响茶黄素破坏阴性菌的活性，这可能是冻藏条件下较

冷藏条件下效果不太显著的原因。 

2.2  样品多样性指数分析 

单样本多样性分析（Alpha 多样性）反映微生物

群落的丰度和多样性，各组样品中 Alpha 多样性指数

如表 2 所示。其中，Chao1 指数和 ACE 指数主要用于

表征样本中的菌群丰度（Community richness），Chao1
指数越大，表示物种种类越多，ACE 值越大，样本的

真实物种种类越多；Shannon 和 Simpson 指数主要用

于表征样品中菌群多样性（Community diversity）；
Coverage 是指各样本中低丰度 OTU 的覆盖率，其数

值越高，则样本中序列被测出的概率越高，直接反映

测序结果是否代表样本中微生物的真实情况[33,34]。由

表 3 结果可知，各组样本的测序覆盖率（Coverage）
均在 0.99 以上，说明测序对样本中细菌的覆盖率高、

测序深度适合，可满足各组样品中细菌多样性分析的

需要[35]。 
在冷藏条件下，茶黄素处理的样品相对于空白组

样品，其 Ace、Chao1 和 Shannon 指数值较低，而

Simpson 指数较高。同样的，在冻藏条件下，大黄鱼

的菌群丰富度和多样性明显下降，其中，相对于空白

组，茶黄素处理的样品的 Ace、Chao1 和 Shannon 指

数值较低，Simpson 指数较高，表明茶黄素处理能降

低菌群丰度和多样性。在不同温度储藏条件下，经 Vc
处理的大黄鱼样品的 Ace、Chao1 和 Shannon 指数值

均最低，Simpson 指数最高。结果可能是因为茶黄素

发挥抑菌作用，通过与细菌膜相互作用并引起不可逆

的损伤乃至改变病原菌细胞膜性质[36]。 

 

 
图1稀释曲线（a）和Shannon-Wiener曲线（b）分析 

Fig.1 Results of the rarefaction curves (a) and Shannon-Wiener 

curves (b) 

各组样品的群落稀释曲线和Shannon-Wiener曲线

如图 1 所示。由图 1 可知，六组样品中菌落 Observed 
OTU数目和Shannon指数随着测序深度增加逐渐上升
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并趋于平缓。进一步说明本次测序结果能够较全面地

反映样品所包含的菌落多样性信息。 

2.3  样品中物种组成分析 

2.3.1  属分类水平上的物种注释及分析 
根据六种不同处理的大黄鱼表面菌群的物种注释

结果，选取了大黄鱼表面菌群在属水平上丰度大于1%
的物种的分布情况，如图 2 所示。 

 
图2 不同样品微生物物种组成（属水平） 

Fig.2 Bacterial community composition at genus level in 

different groups 

在冷藏条件下，大黄鱼表面分布的微生物主要是

不动杆菌属（Acinetobacter）、类香味菌属（Myroides）、
嗜 冷 杆 菌 属 （ Psychrobacter ）、 假 单 胞 菌

（Pseudomonas）、黄杆菌属（Flavobacterium）、环丝

菌属（Brochothrix）、希瓦氏菌属（Shewanella）、乳杆

菌 目 （ Lactobacillales_unclassified ）、 肠 杆 菌 科

（ Enterobacteriaceae_unclassified ）、 漫 游 球 菌 属

（Vagococcus）、气单胞菌属（Aeromonas）、乳球菌属

（Lactococcus）、库特氏菌属（Kurthia）等。其中，

蒸馏水冷藏组中优势微生物（具有最适生活度、繁殖

最快、数量最多的微生物种群）有不动杆菌属

（Acinetobacter）、类香味菌属（Myroides）、嗜冷杆菌

属（Psychrobacter）、假单胞菌（Pseudomonas）。经过

茶黄素和 Vc 溶液浸泡处理后，大黄鱼表皮的菌属数

量和种类有明显的下降，说明茶黄素有一定的抑菌作

用。表皮中类香味菌属、嗜冷杆菌属、黄杆菌属的相

对丰度有明显的下降，这可能是因为这三类菌属受环

境的影响较大。同时，处理后样品的优势微生物发生

了改变，Vc 冷藏组主要有不动杆菌属（Acinetobacter）、
假单胞菌（Pseudomonas）、希瓦氏菌属（Shewanella），
茶黄素冷藏组主要有不动杆菌属（Acinetobacter）、假

单胞菌（Pseudomonas）、希瓦氏菌属（Shewanella）、
气单胞菌属（Aeromonas）。以上结果进一步证明茶黄

素对大黄鱼表面中腐败菌的生长有较好的抑制作用，

进而能延长大黄鱼的货架期。 

在冻藏条件下，大黄鱼表面分布的微生物主要是

不动杆菌（Acinetobacter）、希瓦氏菌属（Shewanella）、
嗜 冷 杆 菌 属 （ Psychrobacter ）、 假 单 胞 菌

（Pseudomonas）、环丝菌属（Brochothrix）、乳杆菌目

（ Lactobacillales_unclassified ）、 漫 游 球 菌 属

（Vagococcus）、气单胞菌属（Aeromonas)。其中，蒸

馏 水 冷 藏 组 中 优 势 微 生 物 有 不 动 杆 菌 属

（Acinetobacter）、希瓦氏菌属（Shewanella）、嗜冷杆

菌属（Psychrobacter）、假单胞菌（Pseudomonas）。样

品经过茶黄素和 Vc 溶液浸泡处理后，其表皮的菌属

数量和种类有明显的下降。其中，不动杆菌相对丰度

下降最为明显，不动杆菌属的相对丰度显著下降，可

能与其低温耐受性相对较弱有关[37]，茶黄素本身具有

广谱的抑菌作用[38]，在温度更低的条件下，其作用发

挥更加明显。不动杆菌属菌群含量可显著影响水产品

腐败程度，其相对丰度增加可加速水产品的腐败[39]。

因此，茶黄素在冻藏条件下能够更好地抑制不动杆菌

属的生长，延缓大黄鱼的腐败。嗜冷杆菌属为典型的

耐寒性细菌类，其喜好低温环境，在南极磷虾、鲐鱼

和大黄鱼等多种水产品中均有大量检出，并可随冷藏

时间的延长而含量逐渐上升[40]。通过茶黄素的作用

下，大黄鱼表面的嗜冷杆菌属相对丰度有显著下降，

这可能是因为嗜冷杆菌属于革兰氏阴性菌，茶黄素中

苯骈卓酚酮环上的羟基发挥了一定的作用[31]，从而抑

制其生长。同时，实验组处理后样品的优势微生物也

发生了改变， Vc 冻藏组主要有不动杆菌属

（Acinetobacter）、假单胞菌（Pseudomonas）、希瓦氏

菌属（Shewanella）、环丝菌属（Brochothrix）；茶黄素

冻藏组主要有环丝菌属（Brochothrix）、不动杆菌属

（Acinetobacter）、假单胞菌（Pseudomonas）、希瓦氏

菌属（Shewanella）。从结果可知，在冻藏条件下，茶

黄素和 Vc 的抗菌作用更加明显，说明冻藏条件下茶

黄素可以作为控制大黄鱼鱼皮表面微生物的生长的添

加剂，从而保证大黄鱼品质。 
2.3.2  优势物种群落分析 

选取同一温度贮藏的样品中丰度最高的一些物种

（属水平）绘制柱状图并显示该物种对应的门水平分

类信息，其中，同一颜色物种表示来源于同一门类。 
在冷藏条件下，大黄鱼表面的微生物有不动杆菌

属（Acinetobacter）、假单胞菌（Pseudomonas）、类香

味菌属（Myroides）、希瓦氏菌属（Shewanella）、气单

胞菌属（Aeromonas）、嗜冷杆菌属（Psychrobacter）。
优势微生物主要是变形菌门（Protebacteria），占

82.14%，还有占少数的拟杆菌门（Bacteroidetes）和

厚壁菌门（Firmicutes）。说明冷藏条件下大黄鱼保鲜
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主要控制变形菌门（Protebacteria）生长的抑制，茶黄

素的作用主要是针对变形菌门中的微生物，以达到抑

菌、延缓大黄鱼变质的作用。 

 
图3 冷藏条件下大黄鱼表面的优势菌种 

Fig.3 Dominant species on the surface of Larimichthys crocea 

under refrigerated conditions 

在冻藏条件下，大黄鱼表面的微生物主要是不动

杆菌属（Acinetobacter）、希瓦氏菌属（Shewanella）、
环丝菌属（Brochothrix）、漫游球菌属（Vagococcus）、
假单胞菌（Pseudomonas）。其中，优势微生物主要是

变形菌门（protebacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes），
分别占 69.74%和 29.44%。经过茶黄素处理后，大多

数的微生物丰度呈现下降趋势，说明茶黄素对变形菌

门（protebacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes）的微

生物抑制生长有显著的作用。茶黄素的冻藏处理对大

黄鱼表面菌群的种类影响较不大，对其丰度有较大的

影响。 

 
图4 冻藏条件下大黄鱼表面的优势菌种 

Fig.4 Dominant species on the surface of Larimichthys crocea 

under frozen storage conditions 

2.4  样品间的 β多样性分析 

主成分分析，即 PCoA 分析（Principal Component 
Analysis），是一种对数据进行简化分析的技术，这种

方法可以有效的找出数据中最主要的元素和结构，去

除噪音和冗余，将原有的复杂数据降维，揭示隐藏在

复杂数据背后的简单结构。其优点是简单且无参数限

制。通过分析不同样本 OTU（97%相似性）组成可以

反映样本间的差异和距离，PCoA 运用方差分解，将

多组数据的差异反映在二维坐标图上，坐标轴取能够

最大反映方差值的两个特。不同样本可能表现出分散

和聚集的分布情况，样本组成越相似，其反映在 PCoA
图中的距离越近[41]。 

 

 

 
图5 不同样品PCoA分析 

Fig.5 Principal component analysis (PCoA) for different group  

注：PC1-2，PC1-3 和 PC2-3 分别是用前三个主要成分，

两两组合作图。图中 1 为蒸馏水组冷藏，2 为 Vc 组冷藏，3 为

茶黄素组冷藏，4 为蒸馏水组冻藏，5 为 Vc 组冻藏，6 为茶黄

素组冻藏。 

通过 PCoA 主坐标分析可以研究数据的相似性与

差异性，图 5 为不同样本大黄鱼表面的菌群属水平的

PCoA 主坐标分析结果。由图 5 可知，PC1 为第一主

成分，其对总菌群代表性的贡献率为 59.00%；PC2 为

第二主成分，其对总菌群代表性的贡献率为 17.29%；

PC3 为第三主成分，其对总菌群代表性的贡献率为
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14.72%。对于主成分 PC1-2 分析，可以发现，冷藏条

件下的三组样品间的距离较为相近，在冻藏条件下的

三组样品的距离较远，说明冻藏条件使得添加的茶黄

素和 Vc 的抗菌作用更加明显。因此在不同贮藏的温

度下，茶黄素的抗菌效果程度不同，冻藏条件有利于

提升茶黄素对大黄鱼的保鲜作用。对于主成分 PC1-3、
PC2-3 分析，整体来看，以上几组样品在该主成分水

平上，各组样品均存在着较大距离，表明贮藏环境温

度及添加的保鲜物质等，均对大黄鱼表面菌群组成产

生较大的影响。 

2.5  样品差异分析 

LEfSe 分析可以分析组间菌群差异，找出各组间

具有显著丰度差异的微生物种类，有助于开发

Biomaker 等研究[42]。图 6 为 LEfSe 分析得出的进化分

支图，由内至外辐射的圆圈代表了由界（单个圆圈）

至属（或种）的分类级别（不同的分类水平下圆圈的

层数不同，下图为 order 水平下进化图，所以有 4 层）。

在不同分类级别上的每一个小圆圈代表该水平下的一

个分类，小圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比。无

显著差异的物种统一着色为黄色，差异物种 Biomarker
跟随组进行着色，紫色节点表示在空白对照组中起到

重要作用的微生物类群，红色节点表示在 Vc 实验组

中起到重要作用的微生物类群，绿色节点表示在茶黄

素实验组中起到重要作用的微生物类群，图中英文字

母表示的物种名称在右侧图例中进行展示。从结果中

可以发现，通过茶黄素处理的大黄鱼表面存在显著丰

度差异的是疣微菌科（Ruminococcaceae）和普雷沃氏

菌科（Prevotellaceae），因此后续在研发复合添加剂的

时候，可以考虑茶黄素与能够有效抑制疣微菌科和普

雷沃氏菌科的物质结合，增强抗菌作用，达到更好的

保鲜效果。 

 
图6 冻藏条件下三组处理样品的分支进化图 

Fig.6 Bifurcation evolution diagram of three groups under freeze storage condition 

3  结论 

高通量测序可详细地反映大黄鱼表面附着的微生

物种类及其丰度信息。本研究以大黄鱼样品为研究对

象，通过添加茶黄素，与空白对照组和 Vc 处理对照

组比较，将微生物菌群组成进行对比分析。结果显示，

相比空白对照组，经过茶黄素处理的样品的 OTU 数

量，ACE 指数，Chao1 指数，Shannon 指数均明显下

降，Simpson 指数变大，说明茶黄素对大黄鱼表面菌

落多样性和丰富度具有显著影响，能有效延长大黄鱼

的贮藏时间。在冷藏条件下，茶黄素处理后的大黄鱼

表面的优势微生物主要有不动杆菌属、假单胞菌、希

瓦氏菌属，此时，茶黄素的作用主要是针对变形菌门

中部分的微生物；在冻藏条件下，茶黄素处理后的大

黄鱼表面的优势微生物主要有环丝菌属、不动杆菌属、

假单胞菌、希瓦氏菌属，此时，茶黄素对变形菌门的

微生物抑制生长有显著的作用，对拟杆菌门的微生物

抑制生长有一定作用，且对菌群种类影响较不大，对
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其丰度有较多影响。通过主成分分析发现，各组样品

均存在着较大距离，贮藏环境温度及添加的保鲜物质

对大黄鱼表面菌群组成有产生较大的影响。通过

LEfSe 分析发现，有效抑制疣微菌科和普雷沃氏菌科

的物质能与茶黄素协同作用，研究开发复合生物保鲜

剂。此次研究结果可提供一定的大黄鱼品质保障、复

合生物保鲜剂的开发的基础参考。 
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