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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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肉汤稀释法对上述菌种进行药物敏感性实验。
１． ２　 仪器与试剂 　 Ａｕｔｏｆ ｍｓ１０００ 全自动微生物质

谱检测系统及配套试剂（郑州安图实验仪器有限公

司）、生物安全柜（上海瑞仰净化装备有限公司）、
ＵＰ７００ 恒温培养箱（英国 ＧｒｅｅｎＰｒｉｍａ 公司）、微量移

液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）、科马嘉显色培养基（合
肥天达诊断试剂有限公司）。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 ＭＡＬＤＩ – ＴＯＦ ＭＳ 数据采集　 数据采集流

程：① 菌株接种，３５ ℃温箱过夜培养 １６ ～ １８ ｈ；②
挑选生长良好的单个菌落均匀涂抹于靶板上；③ 加

入 １ μｌ 甲酸；④ 加入 １ μｌ 基质溶液；⑤ 使用质谱仪

Ａｕｔｏｆ ｍｓ１０００ 进行峰值采集。
１． ３． ２ 　 特征峰选择 　 采用随机森林（ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅ⁃
ｓｅｔ，ＲＦ）算法［１０］ 对特征峰重要性进行评分，１０ 倍交

叉验证保证结果的稳定，挑选出重要性排名前 １０ 的

特征峰，使用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ⁃ｔｅｓｔ 对特征峰进行相

关性分析（表 １），检验均为双侧检验，Ｐ ＜ ０. ０１ 具有

统计学意义。 符合条件的峰值作为特征峰用于 ＲＦ
模型及径向基函数核非线性支持向量机（ ｔｈｅ ｒａｄｉａｌ
ｂａｓｉｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｕｐｐｏｒｔ ｖｅｃｔｏｒ ｍａｃｈｉｎｅ，ＲＢＦ⁃ＳＶＭ）模型

的开发。
１． ３． ３　 ＲＦ 模型及 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型构建与性能评估

　 本实验引入 ＲＦ 模型及 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型对热带念

珠菌敏感株和耐药株进行识别分类。 ＲＦ 模型及

ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型均基于 Ｐｙｔｈｏｎ 环境开发的机器学习

模块 ｓｃｉｋｉｔ⁃ｌｅａｒｎ［１１］提供预封装的工具包进行构建。
ＲＦ 模型调优：使用随机搜索交叉验证对参数决策树

数量 、最大深度进行调优，然后用网格搜索在一定

浮动范围内微调选择参数最优解。 ＳＶＭ 模型调优：
再通过相同的方法，确定 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 的最佳核参数

（γ）和最佳代价参数（Ｃ）。 对 ＲＦ 模型及 ＳＶＭ 模型

进行 １０ 倍交叉验证以确保参数的稳定性。 在模型

的性能评估中，计算每种模型的准确性、ＡＵＣ、Ｆ１
值、特异性和敏感性作为评价指标。 此外绘制非线

性分类器 ＲＦ 模型与 ＳＶＭ 模型受试工作者特征（ｒｅ⁃
ｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）曲线，对模

型进行更直观的比较。 模型构建流程见图 １。
１． ４ 　 统计学处理 　 采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ⁃ｔｅｓｔ 对

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 质谱峰特征进行分析，所有统计检验均

为双侧检验，Ｐ ＜ ０. ０１ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 数据采集结果　 所有热带念珠菌应用 ＭＡＬＤＩ⁃

ＴＯＦ ＭＳ 进行光谱采集的结果均处于得分区间

［９. ０， １０. ０］ ，达到种水平置信度。 耐药株及敏感

株在质荷比２ ０００ ～ ２０ ０００范围内的所得到的总光

谱峰数分别为５ ７４６、９ ６２０个，特征峰得到 ７６ 个。

图 １　 模型构建流程图

２． ２　 特征峰选择结果　 特征峰３ ４８１、７ ５４９、６ ５００、
３ ０４８、６ ８９２ ｍ ／ ｚ 经过双侧检验后 Ｐ ＜ ０. ０１，据有统

计学意义。 为了尽量减少数据内部信息的损失，根
据 ＲＦ 算法的结果，基于 １０ 倍交叉验证，６０％ 以上

的模型筛选出２ ５９６ ｍ ／ ｚ 也纳入后续模型的构建。
２． ３　 ＲＦ 模型及 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型性能评估的结果

　 图 ２ 显示对于模型区分热带念珠菌中敏感株和耐

药株的性能，最佳预测模型为 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型（ＡＵＣ
＝ ０. ９３０ ５，９５％ ＣＩ：０. ８６８ １ ～ ０. ９５５ ３）。 其中 ＲＦ
模型（ＡＵＣ ＝０. ９２７ ３，９５％ ：０. ８３０ １ ～ ０. ９４９ ９）具有

相似的性能。 表 １ 列出了 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型和 ＲＦ 模

型预测性能评估结果，与 ＲＦ 模型相比，ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模

型敏感度为 ０. ９１ 低于 ＲＦ 模型，特异度为 ０. ７３ 高于

ＲＦ 模型。 所有结果均进行 １０ 倍交叉验证确定。 两

种预测模型性能很接近且整体预测性能都能达到

０. ８ 以上。

表 １　 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型和 ＲＦ 模型性能评估结果

分类模型 准确度 敏感度 特异度 Ｆ１ 值 ＡＵＣ
ＲＢＦ⁃ＳＶＭ ０． ８４ ０． ９１ ０． ７３ ０． ９５ ０． ９３０５
ＲＦ ０． ８４ ０． ９４ ０． ６８ ０． ９５ ０． ９２７３
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图 ２　 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型和 ＲＦ 模型性能评估结果

３　 讨论

　 　 机器学习算法［１１］ 主要包括支持向量机、ＲＦ、遗
传算法、Ｋ 近邻算法等。 目前，最佳的机器学习算法

尚未明确，国内外研究［５，８，１２ － １３］ 通过应用多种机器

学习算法建立不同的分类模型，最终选择结果最优

的模型作为最优分类模型，并且这些研究结果证明

了支持向量机算法和 ＲＦ 算法在分类模型中的优越

的表现，因此，本研究采用这两种算法对 ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ 平台收集的光谱进行分析。
　 　 模型构建的重点在于模型的稳定性和可靠性。
多数研究［８，１２ － １３］通过交叉验证（５ 或 １０ 倍）来避免

模型的过拟合。 模型构建图显示，在本研究实验流

程中，通过 １０ 倍交叉验证来实现模型的稳定性和可

靠性。 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型和 ＲＦ 模型性能评估结果显示

两种模型效能非常接近，这与 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［１３］ 研究结

果类似。 但是本研究中两种模型的准确度仅为 ０．
８４，这很可能与数据采集过程中多种因素有关，包括

菌种反复冻融、靶点上菌落涂抹厚薄不均、基质液裂

解不充分、ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 参数调优不佳等。
　 　 本研究得到的 ７６ 个特征峰中，并不是所有的特

征峰都有助于敏感株和耐药株的区分，通过 Ｍａｎｎ⁃
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ⁃ｔｅｓｔ 得 到 的 峰 中， 只 有 ３ ４８１、 ７ ５４９、
６ ５００、３ ０４８、６ ８９２ ｍ ／ ｚ 具有统计学意义。 Ｆａｎｇｏｕｓ
ｅｔ ａｌ［６］和 Ｒｈｏａｄｓ ｅｔ ａｌ［９］的研究通过单个或者几个特

征峰来判断菌株的耐药性，也证明了在判断敏感株

和耐药株时，并不是所有的峰都有意义。
　 　 在临床应用中，常规抗生素敏感性试验结果通

常在真菌分离后至少需要 ２４ ｈ 才能得到，成本也比

较昂贵。 抗生素治疗的不及时会导致住院时间延

长、治疗费用增加，以及因不恰当的抗生素治疗增加

住院死亡率。 然而本实验所研究的 ＲＦ 模型及 ＲＢＦ⁃
ＳＶＭ 模型的优点是速度快、成本低，可以快速获得

热带念珠菌药敏结果，从而指导临床医生进行准确

且快速的抗真菌感染治疗，这对于规范临床抗生素

的使用以及因抗生素的滥用导致细菌耐药率逐年增

高方面有着重要意义。
　 　 ＲＦ 和 ＲＢＦ⁃ＳＶＭ 模型虽然平均准确度都能够

达到 ０. ８ 以上，具有较好的分类识别能力，但是模型

的普适性仍有待研究。 如提取方法不同，Ｌｕ ｅｔ ａｌ［１４］

研究使用了试管提取法，而本实验使用直接涂板法，
这增加了数据采集时的不稳定；Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ［１２］ 研究中

特征峰是基于统计或多元回归进行选择的，相比之

下，本实验直接使用 ＲＦ 算法来选择特征峰值；到目

前为止，最佳的数据的降维处理方式还不明确，不同

的降维分析方式对于结果的影响有待后续的研究。
同时，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 光谱质量范围通常仅为 ２ ～ ２０
ｋｕ，然而，与真菌耐药密切相关的一系列高分子量酶

往往不在这一领域，如热带念珠菌中的羊毛甾醇

１４⁃α 去甲基化酶分子量远大于 ２ ｋｕ，细菌中的青霉

素结合蛋白分子量约为 ７６ ｋｕ［１５］，这将导致菌株中

一些重要信息无法在光谱中反应出来，使得分类模

型无法发挥到最佳性能。
　 　 综上所述，该研究表明机器学习算法结合

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 平台的方法可以一定程度上快速区

分热带念珠菌的敏感株和耐药株。 这种方法有助于

指导临床医师更快速、精确地使用抗生素，从而减少

患者住院时间和费用。 但是机器学习算法结合

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 平台方法仍处于起步阶段，在后续

的研究中有必要解决样本量小、缺乏外部验证、重现

性差等相关问题。
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