一、第一审稿人复审意见：

英文摘要存在以下问题：
英文摘要部分请找英语专业人士润色并仔细修改！避免英文摘要中出现中文标点符号，谢谢合作！

回复：已修改
审稿人审稿结论：修改后终审

二、第二审稿人复审意见：

该论文通过检测2型糖尿病患者血清中的lncRNA XIST、SIRT1表达水平，并探讨其与DR的相关性，研究得出DR患者血清lncRNA XIST、SIRT1水平均降低，lncRNA XIST联合SIRT1对DR发生有较好的评估效能。研究内容新颖，具有较好的创新性，研究结果对临床和科研工作有较好的指导意义。


审稿人审稿结论：



四、第四审稿人复审意见：

该论文研究比较了2型糖尿病人群中非DR和DR组血清lncRNA XIST、SIRT1的检测结果，研究方法比较简单，得到的结果可信，研究结论是lncRNA XIST联合SIRT1对DR发生有较好的评估效能。


审稿人审稿结论：2型糖尿病视网膜病变与血清lncRNA XIST和SIRT1表达水平的关系及其诊断价值
摘要
目的：检测2型糖尿病（Type 2 diabetes，T2DM）患者血清长链非编码RNA（Long non-coding RNA，lncRNA）X非活性特异性转录本（X Inactive specific transcript，XIST）、沉默信息调节因子2相关酶1（Silencing information regulatory factor 2 associated enzyme 1，SIRT1）表达水平，并探讨其与糖尿病视网膜病变（DR）的相关性及其诊断价值。方法：前瞻性选取214例2022年1月2023年2月在我院收治T2DM患者作为研究对象。检测血清lncRNA XIST、SIRT1水平。结果：与对照组比较，非DR组和DR组血清lncRNA XIST、SIRT1水平依次降低（P＜0.05）；DR患者血清lncRNA XIST和SIRT1水平呈正相关（r=0.639，P＜0.05）；受试者工作特征曲线（Receiver operating characteristic，ROC）分析显示，血清lncRNA XIST、SIRT1联合预测DR的曲线下面积（Area under the curve，AUC）为0.940，高于血清lncRNA XIST、SIRT1单独检测的AUC（0.855、0.875）。Logistic回归分析显示，lncRNA XIST（OR=0.752）、SIRT1（OR=0.694）是DR发生的影响因素（P<0.05）；结论：DR患者血清lncRNA XIST、SIRT1水平均降低，lncRNA XIST联合SIRT1对DR发生有较好的评估效能。
关键词  长链非编码RNA X非活性特异性转录本；沉默信息调节因子2相关酶1；2型糖尿病；糖尿病视网膜病变；诊断价值
The relationship between type 2 diabetic retinopathy and the expression of serum lncRNA XIST and SIRT1 and its diagnostic value
Abstract
Objective: To detect the expression levels of long non-coding RNA (lncRNA) X Inactive specific transcript (XIST) and Silencing information regulatory factor 2 associated enzyme 1 (SIRT1) in serum of patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM), and to explore their correlation and diagnostic value with diabetic retinopathy (DR). Methods: A total of 214 patients with T2DM admitted to our hospital from January 2022 to February 2023 were prospectively selected as the research objects, and the serum levels of lncRNA XIST and SIRT1 were detected. Results: Serum lncRNA XIST and SIRT1 levels in control group, non-DR group and DR Group were decreased successively (P < 0.05). There was a significant positive correlation between serum lncRNA XIST and SIRT1 levels in DR Patients (r=0.639, P < 0.05). ROC analysis showed that the AUC of serum lncRNA XIST and SIRT1 combined predicted DR Was 0.940, which was higher than that of serum lncRNA XIST and SIRT1 alone (0.855, 0.875). Logistic regression analysis showed that lncRNA XIST (OR=0.752) and SIRT1 (OR=0.694) were the influencing factors for the occurrence of DR (P<0.05).Conclusion: Serum lncRNA XIST and SIRT1 levels were decreased in patients with DR, and lncRNA XIST combined with SIRT1 had better efficacy in evaluating the occurrence of DR.
Keywords long non-coding RNA X-inactive specific transcript; silence information regulator 2 homolog 1; type 2 diabetes mellitus; diabetes retinopathy; diagnostic value
糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）是糖尿病（diabetes，DM）致盲性并发症之一，其特征是慢性高血糖导致的神经血管变性，其临床特征主要是基底膜增厚、内皮细胞异常增殖和血管生成[1-2]。DR起病具有隐匿性，早期通常无症状，多数患者在接受治疗前已进展到不可逆阶段，因此，筛选早期诊断标志物对于改善患者视力至关重要。研究显示，DM病程、氧化应激、长期高血糖、炎症反应等均与DR发生发展相关[3]。长链非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）X非活性特异性转录体（X inactive specific transcript，XIST）是作为Xq13.2上自身无编码能力的LncRNA成员之一，可调控氧化应激和炎症反应，其异常表达在DM及其并发症如DR、糖尿病周围神经病变（diabetic peripheral neuropathy，DPN）、糖尿病白内障病理过程有关[4-5]。沉默信息调节因子2相关酶1（silencing information regulatory factor 2 associated enzyme 1，SIRT1）可调控氧化应激、炎症反应、胰岛素抵抗等病理生理过程，研究表明SIRT1可减轻DM引起的器官损伤，缓解DR进展，是治疗DR的潜在靶点[6]。有研究报道，lncRNA XIST、SIRT1在高糖诱导的人视网膜Müller细胞系中下调表达，lncRNA XIST通过与SIRT1相互作用，稳定SIRT1蛋白表达，进而抑制DR中Müller细胞激活和减少炎症因子的产生[7]。鉴于此，本研究通过分析lncRNA XIST、SIRT1与DR的关系，评估二者单独及联合对DR的预测价值，为早期发现DR及延缓病情提供帮助。
1  资料与方法
1.1 一般资料


前瞻性选取2022年1月-2023年2月我院收治的T2DM患者214例，根据是否发生视网膜病变，分为非DR组126例（126眼），DR组88例（88眼）。另取2022年1月2023年2月本院体检健康者130例为对照组。纳入标准：（1）符合T2DM诊断标准[8]，DR病变符合T2DM患者DR诊断标准[9]；（2）≧18岁；（3）入组前无DR治疗史；（4）知情并签署同意书；（5）均接受眼底检查。排除标准：（1）角膜瘢翳、角膜炎、葡萄膜炎、视神经疾病等；（2）先天性弱视；（3）恶性肿瘤患者；（4）其他影响糖代谢疾病；（5）急慢性感染；（6）既往眼底激光治疗史；（7）合并DM高渗昏迷、DM酮症酸中毒。本研究经医院伦理委员会批准。
1.2 临床资料收集
查阅病例系统，记录患者性别、年龄、身体质量指数（body mass index，BMI）、收缩压、舒张压、基础疾病、T2DM病程。
对照组在体检当天，非DR组与DR组在入组后采集空腹静脉血

（未用药），送至检验科，采用全自动生化分析仪（AU5800型）及其配套试剂检测空腹血糖（fasting blood glucose，FBG）、总胆红素（total bilirubin，TBIL）、三酰甘油（triacylglycerol，TG）、丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、血尿酸（blood uric acid，SUA）、低密度脂蛋白-胆固醇（low density lipoprotein - cholesterol，LDL-C）、血肌酐（serum creatinine，Scr）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、尿素氮（urea nitrogen，BUN）、高密度脂蛋白-胆固醇（high-density lipoprotein - cholesterol，HDL-C）、总胆固醇（total cholesterol，TC）、超敏C反应蛋白（hypersensitive C-reactive protein，hs-CRP）；采用糖化血红蛋白仪（HLC-723G8型，日本东曹公司）检测糖化血红蛋白（glycosylated hemoglobin，HbA1c）。
1.3 血清lncRNA XIST和SIRT1的表达水平检测
采集空腹外周血，高速离心（半径8cm）10min后，获得血清，贮存在-80℃环境下待测。采用Trizol试剂盒（康为世纪公司，货号：CW0582）提取血清的总RNA，取RNA样品将其逆转录合成cDNA（康为世纪公司，货号：CW2020）。将获得的cDNA按照TB Green® Fast qPCR Mix（Takara公司，货号：RR430）说明书，在荧光定量PCR仪（型号：QuantStudio 3，美国ABI公司）进行qRT-PCR表达分析。扩增程序：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 10 s，40个循环。引物由上海汉恒生物公司提供设计并合成（见表1），lncRNA XIST以GAPDH作为内参。采用2-ΔΔCt法分析lncRNA XIST的相对表达量。采用酶联免疫吸附法检测血清SIRT1水平，试剂盒货号为ZY3785EH-96T，由上海泽叶生物科技有限公司提供。
表1  引物序列
	引物名称
	序列

	lncRNA XIST
	正向：5'-CTCTCCATTGGGTTCAC-3'

	
	反向：5'-GCGGCAGGTCTTAAGAGATGAG-3'

	GAPDH
	正向：5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'

	
	反向：5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3'


1.4  分组
依据眼底检查（眼底荧光血管造影检查）结果，根据DR发展阶段[9]将88例DR患者分为非增生性DR（NPDR）组、增生性DR（PDR）组。
1.5 统计学分析
SPSS 25.0用于统计学分析。计数资料以n（%）表示，采用(2检验；计量资料如SUA、hs-CRP、SIRT1以（
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±s）表示，两组间采用t检验，三组间用one-way ANOVA，两两比较采用SNK-q检验；受试者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线评价血清lncRNA XIST、SIRT1单独及联合对DR的预测价值，多因素Logistic回归分析影响T2DM患者发生DR的危险因素；Pearson法分析lncRNA XIST和SIRT1表达的关系；双侧P＜0.05代表差异有统计学意义。
2 结果
2.1 对照组、非DR组、DR组临床资料比较
对照组、非DR组、DR组之间性别、BUN、hs-CRP、年龄、SUA、TC、BMI、舒张压、高血脂症、吸烟史、饮酒史、AST、收缩压、ALT、高血压相比差异无统计学意义（P>0.05）。非DR组、DR组TBIL、FBG、HDL-C、HbA1c、Scr、TG、LDL-C均高于对照组，DR组HbA1c、LDL-C、T2DM病程高于非DR组，差异有统计学意义（P＜0.05）；对照组、非DR组和DR组血清lncRNA XIST、SIRT1水平逐次降低（P＜0.05）见表2。
表2 三组对象临床资料比较[（
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x

±

）/n]
	临床资料


	对照组（n=130）
	非DR组（n=126）
	DR组（n=88）
	t/F/(2值
	P值

	性别（男/女）（例）
	74/56
	65/61
	42/46
	1.864
	0.394

	年龄（岁）
	51.35±6.72
	52.76±7.04
	53.19±6.85
	2.258
	0.106

	BMI（kg/m2）
	23.71±2.58
	24.09±2.69
	24.25±3.08
	1.146
	0.319

	吸烟史（例）
	36
	32（25.40）
	21（23.86）
	0.425
	0.809

	饮酒史（例）
	21
	17（13.49）
	10（11.36）
	1.038
	0.595

	T2DM病程（年）
	-
	6.93±2.66
	9.87±2.84
	7.737
	<0.001

	高血压（例）
	35
	37（29.37）
	16（18.18）
	2.798
	0.247

	高血脂症（例）
	26
	20（15.87）
	14（15.91）
	0.950
	0.622

	收缩压（mmHg）
	110.73±11.49
	112.47±10.56
	113.33±12.12
	1.531
	0.218

	舒张压（mmHg）
	75.86±6.02
	77.29±7.14
	76.85±7.40
	1.469
	0.232

	SUA（μmol/L）
	270.51±31.44
	273.06±43.51
	280.41±37.69
	1.856
	0.158

	TBIL（μmol/L）
	10.29±2.18
	12.73±2.06a
	11.82±2.15a
	42.803
	<0.001

	Scr（μmol/L）
	60.94±7.64
	65.18±8.52a
	66.96±7.08a
	17.594
	<0.001

	FBG（mmol/L）
	4.36±0.55
	8.29±0.72a
	8.42±0.79a
	1384.698
	<0.001

	HbA1c（%）
	4.67±0.61
	10.15±1.17a
	10.80±1.26ab
	1285.406
	<0.001

	TC（mmol/L）
	4.39±0.76
	4.51±0.69
	4.56±0.83
	1.518
	0.221

	TG（mmol/L）
	1.32±0.30
	1.79±0.20a
	1.83±0.34a
	122.884
	<0.001

	LDL-C（mmol/L）
	1.98±0.35
	2.20±0.39a
	2.66±0.52ab
	71.609
	<0.001

	HDL-C（mmol/L）
	1.40±0.41
	2.34±0.52a
	2.40±0.55a
	157.251
	<0.001

	BUN（mmol/L）
	4.96±1.02
	5.20±1.29
	5.31±1.18
	2.652
	0.072

	hs-CRP（mg/L）
	2.08±0.59
	2.36±0.67
	2.09±0.66
	2.094
	0.125

	AST（U/L）
	20.83±5.12
	21.61±4.92
	22.03±5.24
	1.600
	0.203

	ALT（U/L）
	22.71±6.58
	23.26±7.25
	23.60±6.96
	0.463
	0.630

	lncRNA XIST
	1.00±0.11
	0.79±0.24a
	0.50±0.13ab
	218.718
	<0.001

	SIRT1（ng/ml）
	9.12±0.87
	5.64±0.72a
	4.38±0.55ab
	1242.006
	<0.001


注：a与对照组相比，b与非DR组相比，P<0.05
2.2 NPDR组、PDR组患者血清lncRNA XIST和SIRT1水平比较
不同程度DR患者血清lncRNA XIST、SIRT1水平比较显示，PDR组患者血清lncRNA XIST、SIRT1表达水平显著低于NPDR组（P＜0.05）。见表3。
表3 NPDR组、PDR组患者血清lncRNA XIST和SIRT1水平比较
	组别
	例数
	lncRNA XIST
	SIRT1（ng/ml）

	NPDR组
	52
	0.58±0.15
	4.81±0.60

	PDR组
	36
	0.38±0.10
	3.76±0.48

	t值
	
	6.990
	8.737

	P值
	
	<0.001
	<0.001


2.3 血清lncRNA XIST和SIRT1水平的相关性
经Pearson相关性分析发现，DR患者血清lncRNA XIST和SIRT1水平呈正相关（r=0.639，P＜0.05）。
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图1 血清lncRNA XIST和SIRT1水平的相关性
2.4 血清lncRNA XIST、SIRT1对DR发生的预测价值
ROC结果显示，血清lncRNA XIST单独预测DR的曲线下面积（area under the curve，AUC）为0.855（95%CI:0.804～0.905），敏感度、特异度分别为76.10%、84.90%，截断值为0.58；SIRT1单独预测DR的AUC为0.875（95%CI:0.827～0.922），敏感度、特异度分别为81.80%、85.70%，截断值为4.97ng/ml；两者联合预测DR的AUC为0.940（95%CI:0.909~0.970），敏感度、特异度分别为90.90%、83.30%，两者联合预测的AUC显著大于lncRNA XIST单独预测的AUC（Z=3.527，P=<0.001）及SIRT1单独预测的AUC（Z=3.113，P=0.002）。见图2。
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图2 血清lncRNA XIST、SIRT1预测DR的ROC曲线
2.5 T2DM患者发生DR的多因素Logistic回归分析
以DR发生为因变量（是=1，否=0），将HbA1c、LDL-C、T2DM病程、lncRNA XIST、SIRT1为自变量（均为实测值），纳入Logistic回归模型，利用逐步向前法筛选自变量，结果显示，HbA1c、LDL-C、T2DM病程、lncRNA XIST、SIRT1是DR发生的影响因素（P<0.05）。见表5。
表5  T2DM患者发生DR的多因素Logistic回归分析
	因素
	B
	SE
	Wald值
	P值
	OR值
	95%CI

	LDL-C
	0.512
	0.173
	8.766
	0.003
	1.669
	1.189~2.343

	HbA1c
	0.710
	0.229
	9.626
	0.002
	2.035
	1.299~3.187

	T2DM病程
	1.189
	0.305
	15.222
	<0.001
	3.287
	1.807~5.976

	lncRNA XIST
	-0.285
	0.074
	14.835
	<0.001
	0.752
	0.650~0.869

	SIRT1
	-0.365
	0.087
	17.629
	<0.001
	0.694
	0.585~0.823


3 讨论
DR是DM的一种严重和特异性神经血管并发症，其特征是视网膜缺血性微血管疾病和视神经病变

，最终导致视力严重下降甚至丧失，在DM患者中的患病率约为34.6%[10]。随着DR的病程增加，患者出现广泛出血和牵引性视网膜脱离的几率增加

[11]。因此早期诊断十分重要，但眼科服务成本较高、可及性低。此外，目前DR筛查的金标准是基于临床检查(使用各种诊断工具)，但眼睛的生化和功能缺陷往往先于血管病变的发展和临床体征的出现[12]，因此开发新颖、准确、低成本和预测性的筛查工具至关重要，这些筛查工具可以为尚未发生临床明显视网膜病变且视觉功能完好的患者确定最佳治疗窗口。
LncRNA可影响自噬、调节神经炎症反应、调节氧化应激等过程，可用于T2DM和DPN的诊断和治疗。以往研究显示，lncRNA XIST通过不同信号通路参与DM、DR、DPN等疾病进展[4]。Li等[5]研究发现，lncRNA XIST可以通过海绵化miR-130a-3p抑制ALK2的表达，并促进胰岛β细胞铁超载和T2DM的发生和发展，该通路可能是治疗T2DM的有效策略。高糖诱导的人视网膜色素上皮ARPE-19细胞中lncRNA XIST呈下调表达，而lncRNA XIST可以通过has-miR-21-5p的竞争性结合提供对DR中高血糖相关损伤的保护[13]。且lncRNA XIST在DPN中呈低表达[14]。本研究显示，对照组、非DR组、DR组血清lncRNA XIST水平依次下降，这与Wang M等[14]，Zhang J等[7]结果相似，提示lncRNA XIST水平的降低可能与DR的发生及病情进展有关。分析原因，1）过表达的lncRNA XIST可以通过抑制高糖诱导的视网膜Müller细胞的活化来减少促炎细胞因子产生[7]；2）lncRNA XIST可以减少ROS和氧化应激水平，促进视网膜细胞增殖，从而阻止DR进展[15]。本研究还发现，PDR组患者血清lncRNA XIST水平低于NPDR组，提示lncRNA XIST可能与DR病情严重程度有关，其水平降低，患者病情加重。ROC结果显示，血清lncRNA XIST单独预测DR的AUC为0.855，提示血清lncRNA XIST对DR有一定预测价值，lncRNA XIST可能成为DR诊断和治疗的靶点。为进一步探究lncRNA XIST与DR的关系进行了多因素回归分析，结果显示，lncRNA XIST低水平是DR发生的危险因素，表明随着血清lncRNA XIST水平降低，T2DM患者DR发生风险随之升高，推测lncRNA XIST可能通过靶向相关基因的表达，影响自噬、调节氧化应激及炎症因子，最终影响DR的发生和发展。
SIRT1可以使组蛋白H3K9、H4K16去乙酰化以调节染色质功能，还可以使p53、FOXO、NF-κB、PGC-1α等许多转录因子去乙酰化，以正向或负向调节靶基因的表达[16]。SIRT1与DR进展密切相关，在DR患者血清以及高糖诱导的DR模型中，SIRT1表达降低[17]。高糖诱导人HUVECs中ROS生成和NLRP3炎症小体活性增加，过表达SIRT1可通过抑制NLRP3炎症诱导的视网膜色素上皮细胞炎症反应，而SIRT1激活剂显著逆转HG诱导的NLRP3炎症小体活化和细胞死亡[18]。本研究中，DR组患者血清SIRT1低表达，且PDR组血清SIRT1水平低于NPDR组，与以往研究一致，说明SIRT1与DR的发生发展有关。这可能与SIRT1通过调节NF-κB的去乙酰化来抑制NF-κB，从而抑制与DR相关的炎症反应有关，且SIRT1可以通过调节p53、Bax或其他途径抑制视网膜细胞凋亡[19]，因此SIRT1低表达时DR的病情严重程度更高。进一步ROC曲线发现，SIRT1预测DR的AUC为0.875，敏感度为81.80%，及时监测SIRT水平可用于临床DR的早期辅助诊断。多因素Logistic回归结果显示，SIRT1低水平是T2DM患者发生DR危险因素，提示T2DM患者血清SIRT1水平降低可促进DR发生发展，分析其原因，血清SIRT1可通过抗炎、抗氧化应激、调节细胞增殖等途径，对DR患者的视网膜神经节功能有着积极保护作用，而SIRT1水平降低则加重氧化应激，促使DR发生。已有实验证实，汉黄芩苷通过上调SIRT1减轻高糖诱导的人视网膜微血管内皮细胞（hRMECs）的氧化应激和炎症反应，缓解DR大鼠视网膜损伤[20]。
lncRNA XIST、SIRT1在DPN小鼠模型中表达受到抑制，lncRNA XIST通过miR-30d-5p/SIRT1轴诱导自噬来减弱DPN进展[21]。另有学者证实，lncRNA XIST通过降低SIRT1泛素化，增加SIRT1蛋白表达抑制炎症水平，进而参与DR进展[7]。本研究相关性分析显示，DR患者血清lncRNA XIST、SIRT1水平呈正相关，与上述报道相符，说明lncRNA XIST可能通过miRNA/SIRT1轴，或直接调控SIRT1稳定性，参与DR发生发展。为提高单一指标敏感度，本研究进一步使用血清lncRNA XIST、SIRT1联合预测DR发生情况，其AUC为0.940，且敏感度最高达90.90%，提示血清lncRNA XIST、SIRT1联合可能更有助于临床早期预测DR发生情况。
综上所述，DR患者血清lncRNA XIST、SIRT1水平均降低，是DR发生的影响因素，lncRNA XIST联合SIRT1对DR发生有较好的评估效能，可能有助于临床早期发现DR。未来仍需要扩大样本量更全面分析lncRNA XIST、SIRT1对T2DM患者DR发生的早期预测价值以及二者参与DR病变病理机制，以助于临床DR尽早筛查以及靶向治疗提供支撑。
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回顾性临床研究还是前瞻性临床研究？
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