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非结核分枝杆菌!

05>

"是除结核分枝杆菌复合群!

>5+

"和麻风分支杆菌以外的分枝杆菌总称'近

年来
05>

导致人类感染的发病率不断上升$其感染的临床症状与
>5+

感染极为相似$但两者治疗方案却

存在差异$临床亟须快速(准确的鉴定方法用于诊断
05>

感染'单细胞拉曼光谱技术!

4+N4

"具有非标记(

免培养(快速(准确(低成本等优势'据此$我们提出了一种基于显微共聚焦单细胞拉曼光谱技术鉴定
05>

的方法'通过对临床常见的六种
05>

!脓肿分枝杆菌(戈登分枝杆菌(偶发分枝杆菌(土分枝杆菌(鸟分枝

杆菌以及堪萨斯分枝杆菌"的拉曼光谱进行处理比较$并结合峰位注释进行分析'采用无监督低维可视化的

I2

分布式随机邻域嵌入方法展示六种
05>

的拉曼数据结构$证明其数据在低维空间上的可分性后$比较分

类中常用的六种分类器%支持向量机分析!

4a>

"(

i

最近邻分类算法!

i00

"(偏最小二乘判别分析!

:?42

b;

"(随机森林!

NY

"(线性判别分析!

?b;
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ZA@FF=L

&的效果'

4a>

和
?b;

在
05>

分类中效果最好$分

别达到了
//$%!

和
/)$)!

的测试准确率)

4a>

仅对于堪萨斯分枝杆菌!

/&$/.!

$

%)

#

%/

"的分类准确性略

低$其余均为
"**!

)

?b;

对于脓肿分枝杆菌!

/($.(!

$
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#
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"和戈登分枝杆菌!

/.$'*!

$

#.

#

#&

"$其余也

均为
"**!

'因此$单细胞拉曼检测结合
4a>

分类器为
05>

快速准确鉴定提供了富有潜力的新工具'

关键词
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单细胞拉曼技术)非结核分枝杆菌)病原微生物鉴定)支持向量机分析
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非结核分枝杆菌!
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05>

"

作为分枝杆菌属中除结核分枝杆菌复合群!

B

>

7J/.7IKA'L!

IL/KA7LMJ*'*7J!

%

MK=

$

>5+

"和麻风分支杆菌以外的分枝杆

菌$截至目前共发现近
#**

种$致病能力各不相同%

"

&

'分枝

杆菌具有相似的生物学性状*多生长周期长!

"

$

)

周"(有抗

酸性'

05>

导致人类感染无论是临床症状还是其培养后的

菌落常与
>5+

难以区分$导致其易被误认为
>5+

进行诊

治$但常规的
>5+

治疗方案对
05>

可能没有效果$还会

诱导耐药菌的产生%

#2'

&

'近年来
05>

的分离率不断增加$许

多国家和地区在结核病的发病率不断下降的同时
05>

的感

染率和耐药率却在不断上升%

%2(

&

'

05>

感染的诊断和治疗依

赖于病原学依据%

.2&

&

'由于存在生物安全风险$常规实验室

多未对分枝杆菌进行鉴定'目前$基因测序是
05>

鉴定的

金标准$但操作相对繁琐$需在专业实验室进行检测'商品

化试剂盒用于鉴别
05>

其敏感性受标本质量影响较大$仅

能用于常见
05>

鉴定$无法对新物种检测%

)2/

&

'当下亟须一

种能快速(准确区分和鉴定
05>

的新方法来帮助临床诊断

05>

感染'

单细胞拉曼光谱技术!
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JC2ICJJN,-,H=
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CILBF=IF

1P

$

4+N4

"是基于拉曼光谱分析原理实现检测物质结构的新方

法$通过收集检测物的生物学信息!包括蛋白质(核酸(脂质

等"组成生物体特有的4指纹图谱5$并结合不同的分析方法

实现对检测物的快速(准确区分%

"*2""
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'由于
4+N4

检测样本



无需特殊处理(操作简便$

#*

世纪初
4+N4

开始应用于病原

微生物研究在微生物鉴定方面展现了强大的应用前景%

"#2"'

&

'

本次实验选择了
05>

菌群中六种最常导致临床感染的

05>

菌株$通过直接单个细胞拉曼检测(原始拉曼光谱比

较(峰位注释分析(比较常用的六种分类器效果$来寻找最

适合
05>

区分鉴定的分类方法$为临床快速(准确鉴定

05>

提供新思路'

"

!

实验部分

S,S

!

样品

实验涉及
05>

菌株共六种!表
"

"$由重庆市公共卫生

医疗救治中心实验室提供'经灭活后送至北京睿博兴科生物

技术有限公司!

ND9@9F@9F5CI8

"进行
".4BN0;

测序鉴定$

确定细菌种类'

在
(

级生物安全柜内将
05>

菌株接种在
?FC]CH=LC9H2

SCH=CH

!

?2S

"培养基上$置于细菌培养箱中$

'&n

培养
"%O

'

培养后的
05>

菌落于生理盐水中制备菌悬液'放入恒温金

属浴中
"**n"(-9H

$对
05>

菌株灭活'已有研究证实高

温灭活微生物细胞对后续拉曼检测结果影响不大%
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&

'

表
S

!

菌株列表及获得单细胞拉曼光谱数
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细菌名称 光谱数

脓肿分枝杆菌
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7J/.7IKA'L!./*7K**L* /#

戈登分枝杆菌
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偶发分枝杆菌
B

>

7J/.7IKA'L!
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土分枝杆菌
B
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鸟分枝杆菌
B
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堪萨斯分枝杆菌
B
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拉曼光谱检测

检测单细胞的拉曼光谱由临床单细胞拉曼耐药性快检仪

!

+;452N

$青岛星赛"收集'具体配备含有
('#H- 0Oo

U;A

激光器!

IFEFJL

$

4]COCH

"$

++b

图像传感器!

;HOFB

$

Vi

"$

"**

倍长焦镜头!

0;c*$/(

$

WJ

P

-

1

D=

$

S,

1

,H

"等'

取
"-?

菌液$

"****

7

离心
#-9H

收集菌体后用超纯水

洗涤
'

次$重悬于
"-?

超纯水中'取重悬后的菌液
"

%

?

于

干净的氟化钙玻片上$将样品置于拉曼光谱仪的显微镜下$

进行拉曼测量'每个样品随机选取
"**

个单细胞和
%

个无细

胞区域$逐一收集拉曼光谱'单细胞拉曼光谱测量参数为*

输出激光为
('#H-

$输出强度约为
"**-X

$

(*!M9JLCB

下

收集时间为
(=

'

S,E

!

光谱数据处理

采用
N

软件对
.

种单细胞拉曼光谱进行减背景(一阶导

数变换和
4,G9L̂6

P

2AFJ,

P

卷积平滑处理$将处理后的数据按

照
&o'

的比例划分成训练集和测试集$采用训练集数据构

建各类预测模型$应用该模型对测试集进行预测$测试模型

性能'处理后的光谱进行
I2

分布式随机邻域嵌入$测试支持

向量机分析!
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算法!
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"(线性判别分析!

J9HC,BO9=IB9-92
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等的分类效果'
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结果与讨论

A,S

!

六种
O-'

细胞平均拉曼光谱的外形比较及峰位归属

分析

本研究共获得
.

种
05>

菌株细胞拉曼特征光谱
(('

例$表
"

记录了具体光谱分布'经基线扣除及归一化处理后$

各样品的绝对峰值差异已经消除$各样品已基本处于分析的

同一水平线'从不同类别细胞光谱的平均光谱可以看出$不

同分枝杆菌的单细胞拉曼光谱的大致形态相似$但根据平均

光谱的差异峰谱可以看出$不同分枝杆菌的单细胞拉曼光谱

在局部波数范围内存在不同程度的差异!图
"

"'

图
S

!

六种
O-'

细胞平均拉曼光谱及差异峰谱
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其中$戈登分枝杆菌与其他分枝杆菌的差异较大$主要

表现在类胡萝卜素!

""('$)#

和
"(")$##I-

_"

"含量高于其

他细胞$代表戈登分枝杆菌单细胞相较于其他分枝杆菌而言

存在细胞色素的累积!表
#

"'土分枝杆菌的单细胞拉曼光谱

显示其苯丙氨酸!

"**%$%/I-

_"等"位置上与其他分枝杆菌

的光谱相比强度较低$代表土分枝杆菌中苯丙氨酸的含量相

对较少'分枝杆菌细胞壁中复合脂质含量较高$其主要成分

为分枝菌酸!碳原子含量
&*

$

/*

个"$分枝菌酸被认为是分

枝杆菌不同种属间特异性的化合物$不同种的分枝杆菌菌酸

含量存在差异%

"(

&

'从
05>

细胞的拉曼光谱图中也可观察到

这种差异性$在
"%%/$%&I-

_"位置上$六种分枝杆菌的拉曼

信号强度呈现阶梯式差异$代表六种
05>

单细胞内菌酸含

量呈现不同程度的差异'
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表
A

!

细胞拉曼光谱的峰位归属
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++W
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9I,J
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+
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+
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(
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"#%)$&) ;-9OC

&

"'%*$%' +<=LBCLI89H

7

FM,OCH9HC
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ECHO9H

7
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7
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1

8F=

1
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1
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)

!
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##

"

O9,

7

HF=L9I MFB

L8C

1

BC=CHICFM,I,BFLCHF9O

=LBDILDBC

$

-F=LJ96CJ

P

,ICJ2

JDJ,B

1

9

7

-CHL

)

!

+ +

##

"

I,BFLCHF9O

"(&%$)& :8CH

P
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".*%$.)
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P
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$

L

P

BF=9HC

$

##

+ +

"../$&( ;JJ

P ##

J + + =LBCLI8C=

A,A

!

无监督学习对六种
O-'

的光谱数据结构分析

为验证光谱数据结构是否具有可分性$在训练分类器之

前$采用低维投影可视化的方法测试数据在低维空间上是否

可分'将原始光谱进行减背景$一阶导数变换及
4,G9L̂6

P

2

AFJ,

P

卷积平滑处理!图
#

"$然后采用
I2403

的方法展示数

据在二维空间上的区分程度'

图
A

!

预处理后的六种
O-'

细胞平均拉曼光谱

)*

+

,A

!

"1/51/453/954>/14

+

/K43496

B

/05142<6*\O-'6

!!

将高维的光谱数据在二维空间中进行展示!图
'

"'根据

结果可以看出$六种
05>

可以较好的相互区分开$代表虽

然属于同一菌属的分枝杆菌在生物学性状上不易区分$但它

们的拉曼光谱数据结构存在很好的可分性'其中土分枝杆菌

和堪萨斯分枝杆菌相对其他种类的分枝杆菌的区分程度更显

著'

A,E

!

对六种
O-'

采用不同分类器训练后的测试效果比较

为获得更好的分类效果$本研究测试了六种常用的机器

学习的方法构建分类器$分别为
4a>

$

i00

$

:?42b;

$

NY

$

?b;

和
ZA@FF=L

'六种分析方法对分枝杆菌单细胞拉

曼光谱进行建模分析$采用相同的训练及测试过程$通过比

较测试集的分类准确率选择最合适的分类方法'

首先按照
&o'

的比例将预处理后的数据随机划分成训

练集和测试集$采用相同的训练集数据对不同方法的模型进

行预测$应用模型对相同的测试集进行验证$测试模型性

能'根据测试的结果显示
4a>

和
?b;

的预测准确率较高$
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对六种分枝杆菌的分类效果较好$预测准确率分别为
//$%!

和
/)$)!

$而且几乎所有分类器的分类效果都能达到
)*!

图
E

!

六种
O-'

单细胞拉曼光谱的
$$(OV
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提取两个模型的混淆矩阵后可以发现$
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"$对其他分枝杆菌的分类

效果可以达到
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通过对六种不同的分类器的效果比较$提出一种基于特

征拉曼光谱训练
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模型的方法来鉴定六种非结核分枝杆

菌'在利用已知种类的单细胞拉曼光谱样本构建数据库的基

础上$可以实现对未知非结核分枝杆菌样本的鉴定'单细胞

拉曼技术有快速(简易(成本低等优势$未来通过大量临床

样本的检验及数据库的扩充$具备为临床医生提供更快速(

便捷(低成本的临床辅助诊断方案的巨大潜力'

此外$还可以结合拉曼分选与单细胞测序!
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谱直接识别和分选出耐受特定抗生素的临床大肠杆菌$并进

行了精 确 到 一 个 细 胞 的 全 基 因 组 测 序$覆 盖 度 可 达

//$(!
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'这一高覆盖保证了基因组上所有耐药基因突变

均得以全面(精确地揭示'因此$本研究基于拉曼光谱的
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分类和鉴别$为一个针对
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的
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奠定了

基础'这种在单个病原微生物细胞精度的临床分析$代表着

生命单元和进化单位水平的病原识别(基因组追踪与药敏机

制研究$因此对于新一代的疾病防控平台具有重要的意义'

综上$显微共聚焦单细胞拉曼光谱技术与各种机器学习

的方法可以对生物样本进行种类鉴定$从生物大分子的结

构(组成及相对含量等方面给出依据$可为临床诊断及微生

物学研究提供有力的技术支撑'
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