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！答：英文摘要中已核实无中文标点符号，已进行润色。
审稿人审稿结论：修改后终审

二、第二审稿人复审意见：
该文章研究了干眼症患者结膜上皮细胞及泪液中Toll样受体4（TLR4）、核因子κB（NF-κB）的表达情况，但干眼症可分为水样液缺乏性、黏蛋白缺乏性、脂质缺乏性，三者病因不同，TLR4及NF-κB的表达可能存在显著差异，该文章需对相关方面进行修改。
审稿人审稿结论：修改后再审答：本研究主要目的为分析TLR4及NF-κB表达对干眼症的诊断价值，分析不同病因患者血清表达情况不是本研究主要目的，后续可能对此进行探究。讨论中已补充不足之处“然而本研究仅分析TLR4、NF-κB表达水平对干眼症患者的诊断价值，未具体分析不同病因干眼症患者TLR4、NF-κB的表达情况，是本研究不足之处，后续将进一步进行探究。”

三、第三审稿人复审意见：
该研究为前瞻性研究，有结膜刮片等有创性检查操作，请提供伦理委员会审核批件和相关方案文件。
纳入标准中有三个月无眼部用药史，后面结果分析里又有频繁使用滴眼液，请问如何界定？答：纳排标准存在歧义，已删除“三个月无眼部用药史”。
泪液用试纸收集，请问如何保证试纸不会影响后续酶联吸附法对TLR4和NF-KB结果的测定？答：在试验过程中设置空白对照组，使用同样的试纸，经过相同的处理步骤，但是不加入泪液样本，减少试纸对结果产生的影响。

审稿人审稿结论：修改后终审
四、第四审稿人复审意见：
通过仔细阅读文章，作者在干眼泪液检测方面做了大量工作，这是一项前瞻性、观察性、横断面研究，作者认为干眼症患者结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达水平升高，TLR4与NF-κB与干眼症疾病的发展有关，两者升高增加患干眼症的风险，TLR4联合NF-κB对干眼症有一定诊断意义。然而还有很多问题值得探讨，具体如下：
1、文章中有很多措辞值得商榷，比如摘要部分、结论部分“TLR4、NF-κB表达水平升高增加患干眼症的风险”，该横断面研究只能说明“TLR4、NF-κB表达升高参与了干眼的发生，而不能说增加了患干眼风险，个人觉得研究内容增加干眼治疗后的TLR4、NF-κB表达水平，更有说服力。答：文中该部分描述已全部修改“TLR4、NF-κB表达水平升高与干眼症患病风险增加有关”。
2、该研究没有区分轻中重度干眼，干眼症状积分多少也不知道；另外入排标准是3个月内没有局部使用眼药水，而表2中又列出来频繁使用眼药水，自相矛盾。答：本研究主要目的是分析可用于干眼症诊断的生物标志物，未分析研究指标与患者病情严重程度的关系，是本研究不足之处，后续可进行相关研究，已在讨论部分补充本研究不足之处；临床常通过干眼症状积分来初步判断患者干眼的严重程度，然而对照组干眼症状积分为0，因此未纳入该研究指标。此外，纳排标准已删除“三个月无眼部用药史”。
3、干眼患者也没有排除睑板腺功能障碍的因素。答：排除标准已补充“（3）睑板腺功能异常”。
4、建议表2人 疾病组与对照组相关临床信息放在第一个（即表1），表4或表5建议删除一个。答：表2位置已进行修改，中英文摘要顺序也已修改。此外，表4或表5分别表示结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达对干眼症的诊断价值，因此未删除。
5、讨论部分，个人认为把针刺改为针灸治疗更直白，尽管参考文献写的是针刺。答：该部分内容已修改。
6、另外，讨论部分，为什么干眼患者TLR4、NF-κB表达水平升高，作者进行了深入讨论，但感觉有生搬硬套的感觉，一个横断面研究就可以推导出通路？表述需要修改。答：该部分已进行修改，是根据其它学者研究结果推测得到，“....，在本研究中，结膜上皮细胞和泪液中TLR4与NF-κB为正相关关系，推测TLR4与NF-κB可能共同参与相关信号通路调控干眼症的发展过程。”
审稿人审稿结论：修改后再审

五、第五审稿人复审意见：
本文研究探讨了TLR4和NF-ΚB在干眼患者结膜上皮细胞及泪液中的表达情况，提出了这两种分子作为干眼诊断标志物的潜力。这为干眼的早期诊断提供了新的生物标志物，有助于提高诊断的准确性和及时性。答：表3多因素分析结果显示与泪膜破裂时间（BUT）、泪液分泌试验（SIT）、泪膜厚度（TFT）、角膜荧光素染色（CFS）相比，TLR4和NF-ΚB更为显著，因此分析TLR4和NF-ΚB对干眼的诊断价值。
本文需要修改的问题如下：
（1）请把所有的“干眼症”改为“干眼”，干眼症代表干眼这种疾病的症状，或者功能性干眼（仅有症状），因此依据《干眼诊疗专家共识：2020》，严格意义上来说应为“干眼”。答：全文已进行修改。
（2）请详述如何获取结膜上皮细胞，比如具体的部位、手法、深度、刮取用的器械、如何保证每位患者取材的标准化等。答：结膜上皮细胞：研究对象采用仰卧位或坐位，眼睛向上看，医生分开眼睑充分暴露球结膜，手持细胞刮刀，于球结膜表面轻柔、平稳的刮取，放入冻存管，于-80℃低温环境保存。操作人员进行统一的培训，减少对取材质量的影响。
（3）请详述TLR4和NF-ΚB的检测方法，试剂盒的生产商、具体操作流程等。答：采用酶联免疫吸附法测定研究对象结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB水平，操作严格按照试剂盒（上海科艾博生物CB10221-Hu、武汉华美生物CSB-E12107h）说明进行。标准液、样本分别加入孔板，孵育后弃液，加入A工作液孵育后弃液并清洗，加入B工作液孵育后弃液并清洗，加入基底液孵育后加入终止液，酶标仪进行检测。
（4）讨论中“采用针刺可以降低 NF-κB 表达水平”是何意？答：该部分内容已删除。
（5）本文引用了很多NF-ΚB相关信号通路在干眼炎症发展中的作用的文献，说明这方面的研究很充分，反而降低了本文的创新性，希望作者修改。答：本研究引用其它研究是为解释干眼患者TLR4、NF-κB表达变化的原因，本研究分析了结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达对干眼的诊断价值，是本研究的研究重点，同时本研究发现TLR4、NF-κB可能参与干眼的发生发展，临床上可为干眼的发病机制与药物治疗提供参考。


审稿人审稿结论：修改后再审

六、第六审稿人复审意见：

[bookmark: _GoBack]本文主要讨论干眼的诊断问题，全文选用TLR4和NF-kB，两个指标进行观察统计，略显单薄，建议增加干眼观测指标，并进行互相的比较，哪个指标对诊断更有优势。答：本研究中已纳入其它干眼观测指标包括泪膜破裂时间（BUT）、泪液分泌试验（SIT）、泪膜厚度（TFT）、角膜荧光素染色（CFS），多因素分析结果中TLR4和NF-ΚB更为显著，因此在ROC诊断分析时仅选用TLR4和NF-ΚB进行分析。


1 请补充所有作者的姓名、单位名称及单位邮编；第一作者和通讯作者的学历、学位、职称、职位、研究方向和邮箱。                             
2 所有的论文正文中均需要补充以下内容：
1）利益冲突声明：本文不存在利益冲突。
2）作者贡献声明：xx（第一作者）论文选题与修改，初稿撰写。xx文献检索，数据分析； xx（通讯作者）选题指导，论文修改及审阅。所有作者阅读并同意最终的文本。
3）医学伦理描述：
     临床类文章：本研究取得医学伦理委员会审查批准（批准号： ）所有参与者（及其监护人）均签署知情同意书。
    基础类文章：研究符合伦理学标准，且通过伦理学委员会审查（审批号：）
3普莱斯指数是一个衡量各个学科领域文献老化量度的指标，用以量度文献的老化速度和程度。普莱斯指数=出版年限不超过5年的被引文献量/被引文献总量，本刊要求新投稿的单篇文章的普莱斯指数大于40%，尽量不引用或少引用陈旧性文献，如不符合要求者敬请及时修改。答：已核对，参考文献符合要求。
4查阅《国际眼科杂志》和International Journal of Ophthalmology近2年最新刊发的相关类似文章，在讨论中分析本文与既往刊发的文章相比的新颖性，参考2~3篇即可，避免集中引用。答：已补充文献9姜祎, 庞雨莲, 张旭. 干眼检查方法的研究进展[J]. 国际眼科杂志, 2023, 23(4):573-577.[10]耿玉倩,王婉丽,叶倩,等.环境气象因素对脂质异常型干眼发病的风险研究[J].国际眼科杂志,2023,23(11):1880-1886.
5并在每条参考文献后面添加文章的DOI或者文章网址。答：已补充。
6请根据审稿意见和编辑意见在正文中逐条核对并修改（同时将修改情况说明放置于正文上部和修回说明处）。
7修改时请直接在我们发回的附件上用红色字体修改，修改完请及时发回，以便于文章下一步的审理。





干眼症干眼患者结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB的表达及临床意义
刘国英1  侯江平2  吴幻1  蒋益1
1、泰兴市人民医院，眼科，江苏泰兴225400
2、山东省立医院，眼科，山东济南250021
【摘要】目的：探究干眼症干眼患者结膜上皮细胞及泪液中Toll样受体4（TLR4）、核因子κB（NF-κB）的表达情况及临床诊断价值。方法：选择2023年1月~2024年6月104例在本院就诊的干眼症干眼患者（疾病组）以及本院体检的100名健康者（对照组），分析研究对象结膜上皮细胞及泪液TLR4、NF-κB的变化，Pearson分析结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达的相关性；Logistic分析影响患干眼症干眼的因素；ROC分析结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值。结果：疾病组与对照组使用滴眼液情况、BUT值、SIT值、TFT、CFS评分差异具有统计学意义（χ2/t=9.525、29.069、38.498、21.722、27.487，P<0.05）。疾病组结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达水平皆显著高于对照组（P<0.05）。结膜上皮细胞和泪液中TLR4与NF-κB皆为正相关（r=0.392、0.348，P<0.05）。疾病组与对照组使用滴眼液情况、BUT值、SIT值、TFT、CFS评分差异具有统计学意义（χ2/t=9.525、29.069、38.498、21.722、27.487，P<0.05）。频繁使用滴眼液、CFS评分、TLR4、NF-κB是患干眼症干眼的危险因素（OR=2.153、3.183、1.578、2.452，P<0.05），BUT值、SIT值、TFT是患干眼症干眼的保护因素（OR=0.654、0.755、0.276，P<0.05）。结膜上皮细胞中TLR4联合NF-κB诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为86.54%、81.00%、0.889，结膜上皮细胞中TLR4、NF-κB两者联合对干眼症干眼的诊断比单独诊断价值高（Z两者联合-TLR4=3.506、P=0.001，Z两者联合-NF-κB=3.165、P=0.002）。泪液中TLR4联合NF-κB诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为82.69%、70.00%、0.818，泪液中TLR4、NF-κB两者联合对干眼症干眼的诊断比单独诊断价值高（Z两者联合-TLR4=3.117、P=0.002，Z两者联合-NF-κB=2.363、P=0.018）。结论：干眼症干眼患者结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达水平升高，TLR4与NF-κB与干眼症干眼疾病的发展有关，两者升高增加与患干眼症干眼患病的风险增加有关，TLR4联合NF-κB对干眼症干眼有一定诊断意义。
【关键词】干眼症干眼；Toll样受体4；核因子κB；诊断

The expression and clinical significance of TLR4 and NF-κB in conjunctival epithelial cells and tears of patients with dry eye syndrome
Liu Guoying1, Hou Jiangping2, Wu Huan1, Jiang Yi1
1. Department of Ophthalmology, Taixing People's Hospital, Jiangsu Taixing 225400
2. Department of Ophthalmology, Shandong Provincial Hospital, Jinan, Shandong 250021
Abstract Objective: To investigate the expression and clinical diagnostic value of Toll like receptor 4 (TLR4) and nuclear factor-κB (NF-κB) in conjunctival epithelial cells and tears of patients with dry eye syndrome. Methods: From January 2023 to June 2024, 104 dry eye patients (disease group) who visited our hospital and 100 healthy individuals (control group) who underwent physical examination were selected. The changes of TLR4 and NF-κB in conjunctival epithelial cells and tears were analyzed. Pearson analysis was applied to analyze the correlation between TLR4 and NF-κB expression in conjunctival epithelial cells and tears. Logistic analysis was applied to analyze the factors that affected dry eye syndrome. ROC was applied to analyze the diagnostic value of TLR4 and NF-κB expression in conjunctival epithelial cells and tears for dry eye syndrome. Results: The differences in the use of eye drops, BUT value, SIT value, TFT, and CFS scores between the disease group and the control group were statistically significant (χ2/t=9.525, 29.069, 38.498, 21.722, 27.487, P<0.05). The expression levels of TLR4 and NF-κB in conjunctival epithelial cells and tears in the disease group were obviously higher than those in the control group (P<0.05). There was a positive correlation between TLR4 and NF-κB in conjunctival epithelial cells and tears (r=0.392, 0.348, P<0.05). The differences in the use of eye drops, BUT value, SIT value, TFT, and CFS scores between the disease group and the control group were statistically significant (χ2/t=9.525, 29.069, 38.498, 21.722, 27.487, P<0.05). Frequent use of eye drops, CFS score, TLR4, and NF-κB were risk factors for dry eye syndrome (OR=2.153, 3.183, 1.578, 2.452, P<0.05), while BUT value, SIT value, and TFT value were protective factors for dry eye syndrome (OR=0.654, 0.755, 0.276, P<0.05). The sensitivity, specificity, and AUC of TLR4 combined with NF-κB in conjunctival epithelial cells in the diagnosis of dry eye were 86.54%, 81.00%, and 0.889%, respectively. The combination of TLR4 and NF-κB in conjunctival epithelial cells had higher diagnostic value for dry eye than alone diagnosis (Z combination - TLR4=3.506, P=0.001, Z combination - NF-κB=3.165, P=0.002). The sensitivity, specificity, and AUC of TLR4 combined with NF-κB in tears for diagnosing dry eye syndrome were 82.69%, 70.00%, and 0.818, respectively. The combination of TLR4 and NF-κB in tears had higher diagnostic value for dry eye syndrome than alone diagnosis (Z combination - TLR4=3.117, P=0.002, Z combination - NF-κB=2.363, P=0.018). Conclusion: The expression levels of TLR4 and NF-κB in conjunctival epithelial cells and tears of patients with dry eye syndrome are elevated. TLR4 and NF-κB are related to the development of dry eye syndrome, and that elevated levels of both are associated with an increased risk of dry eye disease.and The increase in both can increase the risk of developing dry eye syndrome. The combination of TLR4 and NF-κB has certain diagnostic significance for dry eye syndrome.

[Keywords] Dry eye syndrome; Toll like receptor 4; Nuclear factor-κB; Diagnosis

干眼症干眼发病率较高，是较为常见的眼部疾病，年龄、生活环境、生活方式等因素都与干眼症干眼的发病有关[1-2]。干眼症干眼多因患者泪液分泌不足、成分异常等原因导致，引发患者眼疲劳、眼部不适，严重可导致视力下降、角膜损伤等不良情况，影响患者日常生活[3]。目前多使用药物替代泪液、促进泪液分泌或使用抗炎药物对患者进行治疗，缓解患者症状[4]。研究发现眼表免疫稳态失衡、泪液成分的变化、氧化应激等因素与干眼症干眼的发生有关，延误治疗会导致患者病情加重，引发角膜穿孔或感染，严重威胁患者健康[5]。因此，本研究旨在寻找与干眼症干眼有关的生物标志物，探究与干眼症干眼发病有关的因素，为干眼症干眼临床预防及诊断提供依据，对患者眼部健康有重要意义。
Toll样受体4（TLR4）与机体免疫反应相关，参与多条信号通路调节炎症因子的分泌，调控机体炎症反应，与干眼症干眼的发生发展密切相关[6]。核因子κB（NF-κB）存在与多种组织和细胞中，与机体炎症反应有关，研究发现PI3K/AKT/NFκB信号通路参与调节干眼症干眼相关的炎症反应，抑制其表达可以对眼表组织起保护作用[7]。结膜上皮细胞中生物标志物可能与干眼的病理生理变化有关，探究干眼发病密切相关的分子或通路可为治疗提供理论基础，泪液的检查是诊断干眼的重要指标，因此，本研究探究干眼症干眼患者结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB的表达情况，分析TLR4、NF-κB对干眼症干眼的临床价值。
1 方法
1.1 研究对象
选择2023年1月~2024年6月104例在本院就诊的干眼症干眼患者为疾病组，男49例，女55例，年龄37~74岁，平均年龄53.48±9.76岁。纳入标准：（1）符合干眼症干眼相关诊断标准[8]：有干燥感、异物感、烧灼感、疲劳感、不适感、视力波动等且泪膜破裂时间（BUT值）≤5 s；（2）无其它眼部疾病；（3）无眼部手术史；（4）近三个月无眼部用药史；（5）自愿参与本研究；（6）临床资料完整。排除标准：（1）合并精神障碍；（2）合并心脑血管疾病、重要脏器功能障碍；（3）睑板腺功能异常。另选取本院体检的100名健康者为对照组，男46例，女54例，年龄36~72岁，平均年龄52.17±9.62岁。研究对象皆同意参与本研究，本研究经过本院伦理委员会审批（批准号：LS2022098）。
1.2 结膜上皮细胞及泪液收集
结膜上皮细胞：研究对象采用仰卧位或坐位，眼睛向上看，医生分开患者眼睑充分暴露球结膜，手持细胞刮刀，于球结膜表面轻柔、平稳的刮取2-3次，刮取研究对象上睑结膜放入冻存管，低速离心后于-80℃低温环境保存；泪液：在研究对象下睑部位约三分之一处放置试纸，试纸与眼睑贴合后闭眼5 min，之后将试纸放置在离心管中于-80℃低温环境保存。
1.3 TLR4、NF-κB检测
采用酶联免疫吸附法测定研究对象结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB水平，操作严格按照试剂盒（上海科艾博生物CB10221-Hu、武汉华美生物CSB-E12107h）说明进行。标准液、样本分别加入孔板，孵育后弃液，加入A工作液孵育后弃液并清洗，加入B工作液孵育后弃液并清洗，加入基底液孵育后加入终止液，酶标仪进行检测。
1.4 资料收集
收集研究对象年龄、性别、BMI、吸烟史、饮酒史、近视情况、使用滴眼液情况、泪膜破裂时间（BUT值）、泪液分泌试验（SIT值）、泪膜厚度（TFT）、角膜荧光素染色（CFS）评分等资料。
1.5 统计学分析


SPSS 23.0进行数据处理与分析，性别等计数资料行χ2检验，结果以n（%）表示，TLR4等计量资料行t检验，结果以±表示，Pearson分析结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达的相关性；Logistic分析影响患干眼症干眼的因素；ROC分析结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值，P<0.05代表差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 疾病组与对照组相关临床信息对比
表1为疾病组与对照组相关临床信息对比，可知疾病组与对照组年龄、性别、BMI、吸烟史、饮酒史、近视情况差异不具有统计学意义（χ2/t=0.965、0.025、0.594、0.067、0.291、0.913，P>0.05），疾病组与对照组使用滴眼液情况、BUT值、SIT值、TFT、CFS评分差异具有统计学意义（χ2/t=9.525、29.069、38.498、21.722、27.487），疾病组频繁使用滴眼液占比、CFS评分高于对照组，BUT值、SIT值、TFT低于对照组（P<0.05）。
表1 疾病组与对照组相关临床信息
	指标
	例数
	疾病组（n=104）
	对照组（n=100）
	χ2/t
	P

	年龄
	
	53.48±9.76
	52.17±9.62
	0.965
	0.336

	性别
	
	
	
	0.025
	0.873

	男
	95
	49（47.12）
	46（46.00）
	
	

	女
	109
	55（52.88）
	54（54.00）
	
	

	BMI（kg/m2）
	
	23.73±1.49
	23.59±1.86
	0.594
	0.553

	吸烟史
	
	
	
	0.067
	0.795

	有
	65
	34（32.69）
	31（31.00）
	
	

	无
	139
	70（67.31）
	69（69.00）
	
	

	饮酒史
	
	
	
	0.291
	0.589

	有
	69
	37（35.58）
	32（32.00）
	
	

	无
	135
	67（64.42）
	68（68.00）
	
	

	近视
	
	
	
	0.913
	0.339

	有
	113
	61（58.65）
	52（52.00）
	
	

	无
	91
	43（41.35）
	48（48.00）
	
	

	频繁使用滴眼液
	
	
	
	9.525
	0.002

	有
	122
	73（70.19）
	49（49.00）
	
	

	无
	82
	31（29.81）
	51（51.00）
	
	

	BUT值（s）
	
	3.43±0.84
	9.71±2.03
	29.069
	0.000

	SIT值（mm）
	
	3.47±1.01
	9.94±1.37
	38.498
	0.000

	TFT（μm）
	
	19.51±1.84
	26.76±2.84
	21.722
	0.000

	CFS评分（分）
	
	2.13±0.47
	0.62±0.29
	27.487
	0.000


2.12 疾病组与对照组结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达分析
表12为疾病组与对照组结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达情况，可知疾病组结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达水平皆显著高于对照组（P<0.05）。
表12 疾病组与对照组结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达
	组别
	例数
	TLR4（ng/mL）
	NF-κB（pg/mL）
	TLR4（ng/mL）
	NF-κB（pg/mL）

	
	
	结膜上皮细胞
	泪液

	疾病组
	104
	5.27±1.26
	34.76±7.84
	4.03±0.96
	27.32±5.76

	对照组
	100
	3.98±0.81
	26.17±6.15
	3.13±0.72
	21.18±5.63

	t
	
	8.661
	8.684
	7.552
	7.696

	P
	
	0.000
	0.000
	0.000
	0.000


2.2 疾病组结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达的相关性分析
采用Pearson分析疾病组结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达的相关性，可知结膜上皮细胞和泪液中TLR4与NF-κB皆为正相关（r=0.392、0.348，P<0.05）。
2.3 疾病组与对照组相关临床信息对比
表2为疾病组与对照组相关临床信息对比，可知疾病组与对照组年龄、性别、BMI、吸烟史、饮酒史、近视情况差异不具有统计学意义（χ2/t=0.965、0.025、0.594、0.067、0.291、0.913，P>0.05），疾病组与对照组使用滴眼液情况、BUT值、SIT值、TFT、CFS评分差异具有统计学意义（χ2/t=9.525、29.069、38.498、21.722、27.487），疾病组频繁使用滴眼液占比、CFS评分高于对照组，BUT值、SIT值、TFT低于对照组（P<0.05）。
表2 疾病组与对照组相关临床信息
	指标
	例数
	疾病组（n=104）
	对照组（n=100）
	χ2/t
	P

	年龄
	
	53.48±9.76
	52.17±9.62
	0.965
	0.336

	性别
	
	
	
	0.025
	0.873

	男
	95
	49（47.12）
	46（46.00）
	
	

	女
	109
	55（52.88）
	54（54.00）
	
	

	BMI（kg/m2）
	
	23.73±1.49
	23.59±1.86
	0.594
	0.553

	吸烟史
	
	
	
	0.067
	0.795

	有
	65
	34（32.69）
	31（31.00）
	
	

	无
	139
	70（67.31）
	69（69.00）
	
	

	饮酒史
	
	
	
	0.291
	0.589

	有
	69
	37（35.58）
	32（32.00）
	
	

	无
	135
	67（64.42）
	68（68.00）
	
	

	近视
	
	
	
	0.913
	0.339

	有
	113
	61（58.65）
	52（52.00）
	
	

	无
	91
	43（41.35）
	48（48.00）
	
	

	频繁使用滴眼液
	
	
	
	9.525
	0.002

	有
	122
	73（70.19）
	49（49.00）
	
	

	无
	82
	31（29.81）
	51（51.00）
	
	

	BUT值（s）
	
	3.43±0.84
	9.71±2.03
	29.069
	0.000

	SIT值（mm）
	
	3.47±1.01
	9.94±1.37
	38.498
	0.000

	TFT（μm）
	
	19.51±1.84
	26.76±2.84
	21.722
	0.000

	CFS评分（分）
	
	2.13±0.47
	0.62±0.29
	27.487
	0.000


2.4 影响患干眼症干眼的因素分析
Logistic分析影响干眼症干眼患病情况的因素，以是否患干眼症干眼为因变量，以滴眼液使用情况、BUT值、SIT值、TFT、CFS评分、TLR4、NF-κB为自变量进行分析，结果见表3，可知频繁使用滴眼液、CFS评分、TLR4、NF-κB是患干眼症干眼的危险因素（OR=2.153、3.183、1.578、2.452，P<0.05），BUT值、SIT值、TFT是患干眼症干眼的保护因素（OR=0.654、0.755、0.276，P<0.05）。
表3 影响患干眼症干眼的因素分析
	指标
	β
	SE
	Waldχ2
	P
	OR
	95%CI

	频繁使用滴眼液
	0.767
	0.336
	5.209
	0.022
	2.153
	1.114~4.160

	BUT值
	-0.425
	0.189
	5.048
	0.025
	0.654
	0.452~0.947

	SIT值
	-0.281
	0.127
	4.897
	0.027
	0.755
	0.589~0.968

	TFT
	-1.287
	0.642
	4.021
	0.045
	0.276
	0.078~0.971

	CFS评分
	1.158
	0.557
	4.321
	0.038
	3.183
	1.068~9.483

	TLR4
	0.456
	0.181
	6.351
	0.012
	1.578
	1.107~2.250

	NF-κB
	0.897
	0.349
	6.605
	0.010
	2.452
	1.237~4.860


2.5 结膜上皮细胞中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值
表4与图1是结膜上皮细胞中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值，可知结膜上皮细胞中TLR4诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为61.54%、82.00%、0.763，结膜上皮细胞中NF-κB诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为63.46%、85.00%、0.771，结膜上皮细胞中TLR4联合NF-κB诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为86.54%、81.00%、0.889，由Z两者联合-TLR4=3.506、P=0.001，Z两者联合-NF-κB=3.165、P=0.002可知，结膜上皮细胞中TLR4、NF-κB两者联合对干眼症干眼的诊断比单独诊断价值高。
表4 结膜上皮细胞中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值
	变量
	AUC
	截断值
	95%CI
	敏感性
	特异性
	Youden指数

	TLR4
	0.763
	4.89 ng/mL
	0.698~0.828
	61.54%
	82.00%
	0.435

	NF-κB
	0.771
	32.21 pg/mL
	0.705~0.836
	63.46%
	85.00%
	0.485

	两者联合
	0.889
	-
	0.843~0.934
	86.54%
	81.00%
	0.675



[image: ]
图1 结膜上皮细胞中TLR4、NF-κB表达诊断干眼症干眼的ROC曲线
2.6 泪液中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值
表5与图2是泪液中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值，可知泪液中TLR4诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为62.50%、75.00%、0.722，泪液中NF-κB诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为74.04%、73.00%、0.769，泪液中TLR4联合NF-κB诊断干眼症干眼的敏感性、特异性、AUC分别为82.69%、70.00%、0.818，由Z两者联合-TLR4=3.117、P=0.002，Z两者联合-NF-κB=2.363、P=0.018可知，泪液中TLR4、NF-κB两者联合对干眼症干眼的诊断比单独诊断价值高。
表5 泪液中TLR4、NF-κB表达对干眼症干眼的诊断价值
	变量
	AUC
	截断值
	95%CI
	敏感性
	特异性
	Youden指数

	TLR4
	0.722
	3.65 ng/mL
	0.652~0.792
	62.50%
	75.00%
	0.375

	NF-κB
	0.769
	24.55 pg/mL
	0.704~0.834
	74.04%
	73.00%
	0.470

	两者联合
	0.818
	
	0.761~0.876
	82.69%
	70.00%
	0.527
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图2 泪液中TLR4、NF-κB表达诊断干眼症干眼的ROC曲线
3 讨论
干眼症干眼是慢性眼表疾病，患者泪膜功能异常，导致炎症反应，患者可能出现眼部干涩、异物感、眼部胀痛、畏光等症状，影响患者生活，严重导致患者失明[9]。干眼症干眼的发生与多种因素有关，与肠道菌群失调、遗传、激素失调、神经损伤、自身免疫等内部因素有关，此外与环境因素、生活习惯、眼部手术等外部因素也有着密切关联[10]。人工泪液、凝胶是治疗干眼症干眼的常用药物，减轻眼部干涩情况，减缓炎症情况[11]。早期预防和及时诊断可以减少干眼症干眼的发病和不良情况的发生[12]，因此，本研究探究干眼症干眼患者结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达情况的变化，以及影响干眼症干眼患病的影响因素，为干眼症干眼的临床预防和诊断提供参考依据。
在本研究中，干眼患者结膜上皮细胞及泪液中TLR4表达水平高于健康者，TLR4、是患干眼的危险因素，表明TLR4表达水平升高与干眼患病风险增加有关。研究发现GSDMD介导的细胞焦亡与NLRP12与NLRC4炎症小体有关，产生IL-33，这一过程需要TLR4诱导激活粘膜角膜上皮细胞中的半胱天冬酶-8，因此，TLR4在干眼症干眼的发展中起着重要作用[13]。在本研究中，疾病组结膜上皮细胞及泪液中TLR4表达水平高于对照组，表明TLR4表达水平升高增加干眼症患病风险，分析原因，可能是TLR4参与了多条与炎症反应相关的信号通路，研究发现TLR4可参与TLR4/NF-κB/NLRP3信号通路，对干眼症干眼动物模型的炎症反应和免疫活动起调节作用，通过药物治疗后细胞中TLR4表达水平降低，此时炎症小体表达被抑制，TLR4/NF-κB/NLRP3信号通路被抑制，从而有利于保护眼表结构[14]，Jiang等[15]研究发现在糖尿病干眼症干眼模型小鼠体内TLR4、NF-κB、NLRP3和IL-1β的表达水平升高，TLR4/NF-κB/NLRP3信号通路对干眼症干眼疾病的进展起调节作用。此外，有研究发现HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路也与干眼症干眼的发展有关，使用抑制炎症的药物使HMGB1、TLR4、NF-κB表达水平降低，减轻眼表炎症与角膜上皮细胞结构功能障碍[16]。本研究中结膜上皮细胞及泪液中TLR4表达对干眼有一定诊断价值。
本研究发现疾病组结膜上皮细胞及泪液中NF-κB表达水平高于对照组，表明NF-κB水平升高与干眼患病风险增加相关。多名学者研究发现NF-κB参与和眼部疾病有关的信号通路，抑制其表达可对患者眼部起保护作用，采用针刺可以降低NF-κB表达水平，从而抑制NF-κB信号通路，可降低炎症反应造成的角膜损伤[17-18]。王超群等[19]研究发现干眼模型大鼠经过治疗后，结膜上皮细胞中炎症因子（白细胞介素-1、肿瘤坏死因子-α）表达水平降低，NF-κB表达水平降低。本研究发现疾病组结膜上皮细胞及泪液中NF-κB表达水平高于对照组，表明NF-κB水平升高导致干眼症患病风险增加。分析原因，抑制NF-κB表达能够减弱角膜周围免疫细胞活性，从而降低机体炎症反应，使患者眼表情况得到改善，孙心怡等[20]研究发现干眼症干眼模型豚鼠与健康豚鼠相比，BUT值以及泪液分泌量均降低，CFS和角膜上皮细胞附近的免疫细胞数量均上升，炎症因子含量以及NF-κB表达明显升高，经过电针治疗后BUT值以及泪液分泌量均增加，CFS和角膜上皮细胞附近的免疫细胞数量均降低，炎症因子和NF-κB表达水平下降。
TLR4/NF-κB炎症信号通路参与干眼症干眼的发生发展过程，Fu等研究发现经过治疗后的糖尿病干眼症干眼大鼠模型的角膜、结膜、泪腺等病理变化减轻，眼表症状改善，TLR4、NF-κB和TNF-α的表达水平降低，抑制TLR4/NF-κB信号通路减轻炎症反应[21]。在本研究中，结膜上皮细胞和泪液中TLR4与NF-κB为正相关关系，推测表明TLR4与NF-κB可能共同参与相关信号通路调控干眼症干眼的发展过程。
综上，在本研究中干眼症干眼患者结膜上皮细胞及泪液中TLR4、NF-κB表达水平升高，两者升高增加与患干眼症干眼疾病的风险增加有关，且两者呈正相关，同时研究发现TLR4联合NF-κB对干眼症干眼有一定诊断意义，未来可能用于干眼症干眼临床诊断中。然而本研究仅分析TLR4、NF-κB表达水平对干眼患者的诊断价值，未具体分析不同病因及病情程度干眼患者TLR4、NF-κB的表达情况，是本研究不足之处，后续将进一步进行探究。
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