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摘要　 目的　 探讨三结构域蛋白 ５９（ＴＲＩＭ５９）对人结直肠癌

ＨＣＴ１１６ 细胞生物学功能的影响及其作用机制。 方法　 构建

重组 ＴＲＩＭ５９ 干扰质粒 ＲＮＡ（ ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９），采用脂质体转染

法将 ＴＲＩＭ５９ 敲减质粒转染至结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 中，ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证转染效率；ＣＣＫ⁃８ 法、克隆形成实

验、流式细胞术检测 ＴＲＩＭ５９ 基因沉默对结直肠癌细胞增

殖、克隆形成及细胞周期的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＤＫ４ 和

ｃｙｃｌｉｎＤ１ 细胞周期蛋白表达水平。 结果　 ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 及

蛋白在结直肠癌细胞中的表达水平高于正常结直肠黏膜细

胞（Ｐ ＜ ０. ０５）；敲减 ＴＲＩＭ５９ 表达后，ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖活

性和克隆形成能力受到抑制（Ｐ ＜ ０. ０５），细胞周期阻滞在

Ｇ０ ／ Ｇ１ 期；同时，细胞周期相关蛋白 ＣＤＫ４ 和 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的表

达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ＴＲＩＭ５９ 在结直肠癌细胞中高

表达，下调 ＴＲＩＭ５９ 表达可抑制结直肠癌细胞的增殖、克隆形

成能力，提示 ＴＲＩＭ５９ 有望成为结直肠癌基因治疗的新靶点。
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　 　 近年来，我国结直肠癌发病率及患病率呈逐年
上升趋势［１ － ２］，尽管近年来结直肠癌的诊断和治疗

技术已经取得了较大进展，但由于在早期筛查、早期
诊断上的诸多困难，部分患者失去了最佳治疗时期，
五年生存率并未有明显提高［３］。 因此，探究结直肠
癌的发生发展机制非常迫切。 三结构域蛋白 ５９
（ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅ ｍｏｔｉｆ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５９， ＴＲＩＭ５９）是一个新型
的三结构域蛋白家族（ ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅ ｍｏｔｉｆ， ｔｒｉｍ）家族成

员，其主要通过介导蛋白与蛋白间的互相作用，调控
蛋白稳定性，进而促进肿瘤细胞的无序化增殖，促进

肿瘤发生［４］。 现阶段 ＴＲＩＭ５９ 已被证实在肝癌［５］、
非小细胞肺癌［６］ 等肿瘤中高表达，而 ＴＲＩＭ５９ 在结
直肠癌中的研究鲜有报道，该研究探讨沉默 ＴＲＩＭ５９
对结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 增殖和细胞周期的影响，

旨在为结直肠癌的诊断、分子治疗提供理论基础。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、胰蛋白酶和胎

牛血清购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；细胞计数试剂盒

（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８， ＣＣＫ⁃８）、电化学发光试剂盒以

及细胞周期试剂盒购自上海碧云天生物有限公司；
磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＰＢＳ）、二
甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ， ＤＭＳＯ）细胞冻存液、蛋
白质裂解缓冲液（ＲＩＰＡ）均购于北京索莱宝生物有

限公司；ＲＮＡ 提取试剂盒购于北京天根生化科技有

限公司；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购于武汉博士

德生物工程有限公司；靶向 ＴＲＩＭ５９ 的干扰质粒

ＲＮＡ（ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９）和阴性对照质粒（ｓｉ⁃ＮＣ）购自上海

吉玛基因科技有限公司；兔抗人 ＴＲＩＭ５９ 单克隆抗

体、ＣＤＫ４、ｃｙｃｌｉｎＤ１ 抗体以及辣根过氧化物酶标记

的二抗购于美国 Ａｂｃａｍ 生物公司；引物由武汉擎科

创新生物科技有限公司合成。
１． ２　 细胞培养 　 结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０、
ＳＷ４８０ 及人正常结直肠黏膜细胞 ＦＨＣ 均购于中国

科学院典型培养物保藏委员会细胞库，用含有 １０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基培养，置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 的恒温培养箱中培养，每隔 １ ｄ 更换新鲜培养

液。 次日倒置荧光显微镜下观察细胞生长状况，待
细胞铺满培养瓶，细胞可进行细胞传代。 细胞传代

步骤：吸净旧的培养基，０. ２５％ 胰蛋白酶消化细胞，
收集细胞悬液与离心管中，置于离心机中以１ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ；重新混悬细胞，并将悬液于新的培

养瓶内继续培养。
１． ３　 细胞分组及细胞转染　 选择处于对数生长期

的 ＨＣＴ１１６ 细胞用于后续实验，设置 ＴＲＩＭ５９ 干扰组

（ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９ 组）和阴性对照组（ ｓｉ⁃ＮＣ 组）。 将 １ ×
１０５ ／孔细胞量接种 ６ 孔板，培养 １２ ～ ２４ ｈ 后，待细胞

融合密度达到 ６０％ ～７０％ 时开始进行细胞转染，根
据转染操作说明书，每孔转染 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９
或 ｓｉ⁃ＮＣ。 转染完成后采用实时荧光定量聚合酶链

式反应（ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证质粒转染效果。
１． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验 　 根据 ＴＲＩｚｏｌ 操作说明书提
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取 ＨＣＴ１１６ 细胞总 ＲＮＡ。 使用 ＲＮＡ 提取试剂盒提

取 ＨＣＴ１１６ 细胞中的总 ＲＮＡ；利用随机引物反转录

成 ｃＤＮＡ。 根据荧光定量试剂盒操作说明书进行

ＰＣＲ 定量反应。 引物序列分别为：ＴＲＩＭ５９ 正义链

为 ５′⁃ＧＧＡＣＡＴＧＣＴＧＴＧＴＣＡＣＡＴＣＣＴ⁃３′， 反 义 链 为

５′⁃ ＣＴＣＣＴＧＴＴＧＧＴＣＴＣＡＴＴＴＧＧＴ⁃３′；ＧＡＰＤＨ 正义链

为 ５′⁃ ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ⁃３′，反义链为

５′⁃ ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ ⁃３′。 ＰＣＲ 反应

条件如下： ＰＣＲ 预变性 ５ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，然后

６０ ℃退火 ３０ ｓ，６５ ℃延长 ６０ ｓ，共 ３５ 个循环。 以

ＧＡＰＤＨ 作为内参，用 ２ － ΔΔＣｔ 方法计算目的基因

ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 的相对表达量，重复 ３ 次实验。
１． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 收集转染后的 ＨＣＴ１１６ 细

胞并用细胞裂解液裂解细胞，提取总蛋白并采用

ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 上样后在 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶

电泳 １. ５ ｈ，将分离的蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上，１０％
脱脂 牛 奶 封 闭 １ ｈ， 分 别 加 入 ＴＲＩＭ５９ 抗 体

（１ ∶ ６ ０００）、ｃｙｃｌｉｎＤ１ 抗体（１ ∶ ８ ０００）、ＣＤＫ１ 抗体

（１ ∶ ４ ０００）、ＳＴＡＴ３ 抗体（１ ∶ ４ ０００）、ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抗体

（１ ∶ ２ ０００）、ＪＡＫ２ 抗体（１ ∶ ４ ０００）、ｐ⁃ ＪＡＫ２ 抗体

（１ ∶ ２ ０００），在 ４ ℃下过夜。 ＴＢＳＴ 漂洗，加入辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔二抗在孵育 １ ｈ，取出

ＰＶＤＦ 膜后再 ＴＢＳＴ 漂洗，用电化学发光试剂盒显

影，计算目标条带的相对表达量。
１． ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖能力　 吸取 １００ μｌ 密
度为 ２ × １０４ 个 ／ ｍｌ 细胞悬液接种于 ９６ 孔板上，待细

胞贴壁生长后加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂，使用酶联免疫检测

仪分别在 ０、２４、４８、７２ ｈ 时 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度

（Ａ）值，实验重复 ３ 次，并绘制细胞生长曲线。
１． ７　 克隆形成试验　 收集转染 ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９ 和 ｓｉ⁃ＮＣ
转染后的 ＨＣＴ１１６ 细胞，胰酶消化制备单细胞悬液，

以 ５００ 个细胞数目 ／孔接种于 ６ 孔板中，并在完全培

养基中培养 ２ ～ ３ 周。 每 ４ ｄ 更换 １ 次新鲜培养基。
待细胞克隆形成后，采用 ４％ 多聚甲醛固定细胞，
１％结晶紫染色 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ ～ ５ 次，获取

图像，计算细胞克隆形成数量。
１． ８　 流式细胞术检测细胞周期　 细胞量按照 ５ ×
１０５ ／孔接种在培养板中；待细胞融合密度达到 ６０％
～７０％时转染细胞，胰酶消化收集细胞；以１ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取沉淀细胞，ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次；经
预冷的 ７０％乙醇固定并低温下孵育 ３ ｈ，离心弃固

定液，调整细胞浓度为 １ × １０６ ／ ｍｌ，加入 ５０ μｇ ／ ｍｌ 碘
化丙啶（ＰＩ）染液室温下避光反应 ３０ ｍｉｎ 进行 ＤＮＡ
染色，最后流式细胞仪检测细胞周期分布情况，实验

重复 ３ 次。
１． ９　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行分析，
计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，两组组间比较使用独立样本

ｔ 检验进行分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＴＣＧＡ 数据库分析 ＴＲＩＭ５９ 在结直肠癌组织

中的表达及其与患者预后的相关性　 采用 ＴＣＧＡ 数

据库的在线网站 ＧＥＰＩＡ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ． ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ．
ｃｎ ／ ）数据表明，与癌旁组织相比，ＴＲＩＭ５９ 在结直肠

癌组织中明显高表达，差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０. ０１） （图 １Ａ）； 进一步通过 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 分析

ＴＲＩＭ５９ 表达与结直肠癌患者总生存期和无病生存

期之间的关系，结果表明，ＴＲＩＭ５９ 低表达组患者的

总生存期和无病生存期较 ＴＲＩＭ５９ 高表达患者无明

显缩短，差异无统计学意义（ ｌｏｇ ｒａｎｋ Ｐ ＝ ０. ５７，ｌｏｇ
ｒａｎｋ Ｐ ＝ ０. ５４）（图 １Ｂ、Ｃ）。 上述结果表明 ＴＲＩＭ５９
在结直肠癌中高表达，但与结直肠癌患者不良预后

图 １　 ＴＣＧＡ 数据库分析 ＴＲＩＭ５９ 在结直肠癌及正常结直肠黏膜组织中的表达水平及其与患者预后的相关性

　 　 Ａ：结直肠癌组织及癌旁组织中 ＴＲＩＭ５９ 的相对表达水平；Ｂ：Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线分析 ＴＲＩＭ５９ 表达与结直肠癌患者总生存期的关系；Ｃ：
Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线分析 ＴＲＩＭ５９ 表达与结直肠癌患者无病生存期的关系
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无关。
２． ２　 ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 在结直肠癌细胞中的表达水

平　 采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结直肠癌细胞及正常结直

肠黏膜细胞中 ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 表达水平。 结果显

示， ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 在 结 直 肠 癌 细 胞 ＨＣＴ１１６、
ＳＷ６２０、ＳＷ４８０ 中表达高于正常结直肠黏膜细胞

ＦＨＣ，尤其是在 ＨＣＴ１１６ 细胞表达最高。

图 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测人结直肠癌细胞中

ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 的表达水平

２． ３ 　 ＴＲＩＭ５９ ｓｉＲＮＡ 对结直肠癌细胞中 ＴＲＩＭ５９
ｍＲＮＡ 及蛋白表达量的影响 　 将 ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９ 和 ｓｉ⁃
ＮＣ 转染 ＨＣＴ１１６ 细胞中，结果显示，ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９ 组的

ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 表达水平和蛋白表达水平低于 ｓｉ⁃ＮＣ
组 （ ｔ ＝ １８. ５６， Ｐ ＜ ０. ０１ ）。 ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９ 干 扰 组

ＴＲＩＭ５９ 蛋白相对表达水平低于 ｓｉ⁃ＮＣ 组 （ ｔ ＝
１６. ９３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ３。
２． ４　 敲减 ＴＲＩＭ５９ 对结直肠癌细胞增殖及细胞克

隆形成能力的影响　 ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，在细胞

转染 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 后，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组相比，敲减 ＴＲＩＭ５９
表达后，ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖能力下降（４８ ｈ： ｔ ＝

３. ９３９，Ｐ ＜ ０. ０５；７２ ｈ： ｔ ＝ ８． ８２８，Ｐ ＜ ０. ０１）；细胞克

隆形 成 实 验 结 果 表 明， 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组 相 比， 敲 减

ＴＲＩＭ５９ 后 ＨＣＴ１１６ 细胞集落形成数目减少 （ ｔ ＝
５. １８， Ｐ ＜ ０. ０１），表明干扰 ＴＲＩＭ５９ 表达可显著抑

制结直肠癌细胞的增殖能力。 见图 ４。

图 ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染 ＴＲＩＭ５９ ｓｉＲＮＡ 后

结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 中 ＴＲＩＭ５９ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平

Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ＣＣＫ⁃８ 和细胞克隆形成实验检测敲减 ＴＲＩＭ５９ 对 ＨＣＴ１１６ 细胞增殖和克隆形成能力的影响

Ａ：ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖；Ｂ：细胞克隆形成实验；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ５　 流式细胞术检测敲减 ＴＲＩＭ５９ 对人结直肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞周期的影响

Ａ：ｓｉ⁃ＮＣ 组；Ｂ：ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９ 组；Ｃ：直方图；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５　 敲减 ＴＲＩＭ５９ 对人结直肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞周

期的影响 　 流式细胞术检测结果显示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组

相比，ｓｉ⁃ＴＲＩＭ５９ 组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞百分比显著增加，
Ｓ 期比例下降，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。
见图 ５。
２． ６　 敲减 ＴＲＩＭ５９ 对细胞周期相关蛋白的影响　
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲减 ＴＲＩＭ５９ 对细胞周期蛋

白 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ＣＤＫ４ 表达水平 ，结果显示 ，敲减

ＴＲＩＭ５９ 后 ＨＣＴ１１６ 中细胞周期相关蛋白 ＣＤＫ４ 和

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达降低（ ｔ ＝ ３８. ４１， Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝ １１. ６５，
Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ６。

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测干扰 ＴＲＩＭ５９
对 ＨＣＴ１１６ 细胞周期蛋白的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 ＴＲＩＭ５９，又称为 Ｍｒｆ１（ｍｏｕｓｅ ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
１），属于 ＴＲＩＭ 蛋白超家族的成员之一，其主要位于

人类第 ３ 号染色体上［７］。 ＴＲＩＭ５９ 结构包含高度保

守的 ＲＢＣＣ 结构域和涉及蛋白跨膜定位的 ＴＭ 结构

域，其主要功能是参与调控 ＴＲＩＭ５９ 细胞内定位［８］。
ＴＲＩＭ５９ 可作为原癌基因，在多种实体恶性肿瘤的侵

袭、迁移、增殖和凋亡等过程中发挥重要作用［９］。
Ｈａｏ ｅｔ ａｌ［１０］ 研究表明， ＴＲＩＭ５９ 在非小细胞肺癌

（ＮＳＣＬＣ）中的表达明显上调，其表达与 ＮＳＣＬＣ 患者

的年龄、性别、吸烟状态、肿瘤分期、淋巴结转移和病

理分期密切性相关；此外，Ｃｏｘ 回归分析结果表明

ＴＲＩＭ５９ 是 ＮＳＣＬＣ 的独立预后因子。 提示 ＴＲＩＭ５９
可作为非小细胞肺癌预后的独立预测指标和潜在的

治疗靶点。 Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ［１１］ 采用 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测 ５０ 例胃癌组织和配对正常组织中 ＴＲＩＭ５９
的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平， 结果表明， 胃癌组织中

ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 和蛋白水平较癌旁组织明显升高，且
其高表达与胃癌患者生存时间缩短相关。 在胰腺癌

的研究中，Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１２］研究表明，ＴＲＩＭ５９ 在胰腺癌组

织中的表达显著增加，并且其高表达与胰腺癌患者

不良预后呈正相关。 Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ［１３］ 研究表明 ＴＲＩＭ５９
在人前列腺癌组织中高表达，干扰 ＴＲＩＭ５９ 表达可

明显抑制前列腺癌细胞增殖和克隆形成能力，干扰

ＴＲＩＭ５９ 可增加 Ｓ 期细胞的比例，降低 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞

比例，且 ＣＤＣ２５Ａ、ＣＤＣ２ 和 ｃｙｃｌｉｎＢ１ 三个细胞周期

调节蛋白表达水平下降。
　 　 与上述结果相类似，本研究结果表明，ＴＲＩＭ５９
在结直肠癌组织及细胞中均高表达，提示 ＴＲＩＭ５９
可能在结直肠癌的发生发展过程中发挥重要作用。
　 　 以结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 为研究对象，构建
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ＴＲＩＭ５９ 基因 ｓｉＲＮＡ 载体，将此载体以瞬时转染方

式抑制细胞中 ＴＲＩＭ５９ ｍＲＮＡ 表达；结果显示，敲减

ＴＲＩＭ５９ 的表达抑制了 ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖能力和

细胞集落形成能力，导致 Ｇ１ 期比例增加，Ｓ 期比例

减低，提示 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞周期阻滞。 以上研究表

明，ＴＲＩＭ５９ 在结直肠癌发展中发挥促进作用。
　 　 随后，本研究对 ＴＲＩＭ５９ 促进结直肠癌细胞增

殖的相关分子机制进行初步探索。 有研究［１４ － １５］ 表

明，ＣＤＫ４ 作为细胞 Ｇ１ ／ Ｓ 期转换的关键调控因子，
它与细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 形成复合物后可使肿瘤细胞蛋

白发生磷酸化失活，驱动细胞周期进展，从而影响肿

瘤的恶性进程。 本研究表明敲减 ＴＲＩＭ５９ 表达后可

通过下调 ＣＤＫ４ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达来抑制细胞周期

Ｇ１ ／ Ｓ 期转变，从而抑制细胞生长。 癌基因和抑癌基

因的异常表达参与细胞周期的调节，从而导致肿瘤

细胞异常增殖。
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基于 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 平台结合机器学习算法
鉴别三唑耐药热带念珠菌

王金宇，张　 可，夏翠萍，王中新

摘要　 目的 　 利用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）平台数据分析和机器学习算法快速鉴别

三唑（氟康唑、伏立康唑、伊曲康唑）耐药和敏感的热带念珠

菌。 方法　 从临床各类标本中收集 １９１ 株热带念珠菌，其中

７１ 株为三唑耐药热带念珠菌，１２０ 株为三唑敏感热带念珠

菌。 使用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 平台进行数据采集，并根据 Ｍａｎｎ⁃
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ⁃ｔｅｓｔ 及随机森林（ＲＦ）算法获得的重要性评分对耐

药株及敏感株的质荷比特征进行分类和选择。 利用 ＲＦ 算

法及径向基函数核非线性支持向量机（ＲＢＦ⁃ＳＶＭ）构建分类

模型，计算相同实验数据下 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型和 ＲＦ 模型的准

确度、敏感度、特异度、 Ｆ１ 值及受试工作者曲线下面积

（ＡＵＣ）以评估模型鉴别性能。 结果　 所有菌株经过 ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ 平台分析后共得到 ７６ 个独特的质谱峰。 其中，通过

特征降维处理后选择 ６ 个峰 ３ ４８１、 ７ ５４９、 ６ ５００、 ３ ０４８、
６ ８９２、２ ５９６ ｍ ／ ｚ 作为模型建立的特征峰。 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型和

ＲＦ 模型的准确度均为 ０. ８４， ＡＵＣ 分数分别为 ０. ９３０ ５、
０. ９２７ ３。 结论　 机器学习算法结合 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 平台进

行数据分析可作为一种快速区分三唑耐药热带念珠菌和三

唑敏感菌株的方法。
关键词　 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术；机器学

习算法；热带念珠菌；支持向量机；随机森林算法
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　 　 近年来，随着免疫抑制剂和广谱抗生素不合理

地应用，以及各种侵入性诊疗的进行，临床真菌感染

率、耐药率及病死率大幅升高［１］。 为了指导临床抗

生素的使用，需要及早检测出真菌对抗生素的耐药

性。
　 　 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘ⁃
ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）以其快速、可靠的菌

种鉴定能力，已广泛用于实验室菌种的快速鉴

定［２ － ４］。 同时，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 主要通过分析指纹

图谱特征峰的差异来区分耐药株及敏感株［５］，但是

仅通过有限的特征很难准确区分。 机器学习算法能

够计算出数据的统计相关性和非线性特征之间的影

响。 为了充分利用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 数据中包含的

信息来简化耐药性的测定［６ － ９］，该研究引入机器学

习算法来探讨一种快速区分三唑（氟康唑、伏立康

唑、伊曲康唑）耐药和敏感热带念珠菌的方法。

１　 材料与方法

１． １　 菌株来源　 收集 ２０１８ 年 １ 月—２０２１ 年 ３ 月自

安徽医科大学第一附属医院临床各类标本中 １９１ 株

热带念珠菌，其中 １２０ 株为三唑敏感的热带念珠菌，
７１ 株为三唑耐药的热带念珠菌。 所有分离株均通

过 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 平台进行鉴定。 耐药性依据美

国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）指南，使用微量
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