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：

本文探讨了新生血管性青光眼（NVG）患者房水中的Apelin和DLL4水平与临床分期及疗效的关系，研究Apelin和DLL4水平的变化对于早期评估NVG患者的病情和疗效具有一定临床参考价值。

本研究的局限性：

样本量有限：研究样本量为96例NVG患者，相对较小，可能影响结果的普遍性和统计学效力。建议扩大样本量以提高结果的可靠性。回复：因受到课题经费、研究时间等因素的限制，已将您提出关于样本量的宝贵意见作为本研究的不足补充于讨论结尾，感谢老师指导。
缺乏对NVG原发病因的描述，病因不同可能对治疗效果产生长远影响。回复：已补充，感谢老师指导。
对采用了何种治疗描述不清晰，只是简单一带而过：Ⅱ～Ⅲ期患者先采用各种方法（包括降眼压药物、前房穿刺、抗青光眼手术等）降低眼压。回复：已修改叙述，感谢老师指导。
随访时间较短：研究随访时间为3个月，对于长期疗效的评估可能不够全面。建议延长随访时间。回复：本次研究仅仅考察了短期的疗效，暂未对长期疗效进行探讨，有待后续扩大样本量，延长随访时间开展更为深入的研究以提高本研究结果的可靠性，现已将此条宝贵意见作为本研究的不足补充于讨论结尾，感谢老师指导。
缺乏机制研究：研究主要集中在临床水平，缺乏对Apelin和DLL4在NVG发生和发展中的具体机制的深入探讨。

缺乏其他生物标志物的比较：研究未与其他已知的生物标志物进行比较。回复：已修改，感谢老师指导。
审稿建议：建议完善资料后再审。

审稿人审稿结论：修改后再审

三、第三审稿人复审意见：

1.本研究具有一定临床意义，但仍有部分缺陷；

2.伦审批件号建议附上；回复：已补充，感谢老师指导。
3."NVG患者疗效的单因素分析"建议统计OR值，以显示高风险因素；回复：已补充，感谢老师指导。
4.爱帕琳肽（Apelin）、缺口（Notch），建议不要使用翻译名称。回复：已删除，感谢老师指导。
审稿人审稿结论：修改后再审

五、第五审稿人复审意见：

1.样本量：研究样本量为96例NVG患者和96例对照组，虽然样本量较为充足，但在分组后，Ⅲ期患者仅有27例，可能影响该组的统计结果。建议未来研究中增加样本量，尤其是各临床分期患者的样本数量，以提高结果的可靠性。回复：已将样本量的意见作为本研究不足补充于讨论结尾，感谢老师指导。
2.变量控制：研究中未纳入所有可能影响NVG患者疗效的因素，如患者的糖尿病控制情况、其他合并症的严重程度等。未来研究中应考虑更多的变量，以更全面地评估Apelin和DLL4水平对NVG患者疗效的影响。回复：本次研究已将可能影响NVG患者疗效的因素纳入研究，后续将纳入更多的因素开展更为深入的研究，感谢老师指导。
3.实验验证：本研究主要通过观察性分析，缺乏实验验证。建议未来研究中加入体外或动物模型实验，进一步验证Apelin和DLL4在NVG发病机制中的具体作用，如通过抑制Apelin或DLL4的信号通路，观察其对NVG的影响。回复：老师您好，本文仅为初步研究，后续还会开展体外或动物模型实验以探讨Apelin和DLL4在NVG发病机制中的具体作用，感谢老师指导。
4.图表展示：图表较为清晰，但部分图表的标注可以更详细，例如ROC曲线图应标明各指标的具体数值，以便读者更好地理解。回复：已修改图片，感谢老师指导。
5创新性：本研究首次系统地探讨了Apelin和DLL4在NVG患者房水中的表达水平，并与临床分期和治疗效果相关联，填补了这一领域的研究空白，为NVG的诊断和治疗提供了新的生物标志物。

6方法学：研究采用了酶联免疫吸附法检测Apelin和DLL4水平。

统计学分析部分包括单因素分析、多因素Logistic回归和ROC曲线分析，全面评估了Apelin和DLL4水平对NVG患者疗效的评估价值。

审稿人审稿结论：修改后再审
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新生血管性青光眼患者房水Apelin、DLL4水平与临床分期及疗效关系

朱峰，陈年均▲，蔡维，李习梅，雷琦峰

国药东风总医院眼科中心 湖北 十堰 154005

基金项目：湖北省创新发展联合基金项目（WJ2022H083）

第一作者/通讯作者：朱峰（1979.10-），男，硕士研究生，副主任医师，研究方向：青光眼、泪道眼眶病，邮箱：13797869057@163.com
【摘要】目的 探讨新生血管性青光眼（NVG）患者房水Apelin、δ样配体4（DLL4）表达水平与临床分期及疗效的关系。方法 选取2022年1月～2024年3月我院收治的NVG患者96例（NVG组）和同期在我院接受白内障手术的白内障患者96例（对照组），NVG患者根据临床分期分为Ⅰ期组（22例）、Ⅱ期组（47例）、Ⅲ期组（27例），根据疗效分为无效组（20例）和有效组（76例）。采用酶联免疫吸附法检测房水Apelin、DLL4水平。通过多因素非条件Logistic回归分析NVG患者疗效的影响因素，受试者工作特征（ROC）曲线分析房水Apelin、DLL4水平对NVG患者疗效的评估效能。结果 与对照组比较，NVG组房水Apelin、DLL4水平升高（P＜0.05）。Ⅰ期组、Ⅱ期组、Ⅲ期组房水Apelin、DLL4水平依次升高（P＜0.05）。96例NVG患者治疗有效率为79.17%（76/96），与有效组比较，无效组房水Apelin、DLL4水平升高（P＜0.05）。临床分期Ⅲ期、眼压高、Apelin高、DLL4高为NVG患者治疗无效的独立危险因素（P＜0.05）。房水Apelin、DLL4水平联合评估NVG患者疗效的曲线下面积为0.874，大于房水Apelin、DLL4水平单独评估的0.790、0.786（P＜0.05）。结论 NVG患者房水Apelin、DLL4水平升高，与临床分期增加和疗效较差有关，房水Apelin、DLL4水平联合评估NVG患者疗效的效能较高。
【关键词】新生血管性青光眼；Apelin；δ样配体4；临床分期；疗效

The relationship between aqueous humor Apelin and DLL4 levels and clinical stage and efficacy in patients with neovascular glaucoma

Zhu Feng, Chen Nian-jun▲, Cai Wei, Li Xi-mei, Lei Qi-feng

Ophthalmologic Center, Guoyao Dongfeng General Hospital, Shiyan, Hubei, 154005
[Abstract] Objective To investigate the relationship between Apelin and δ-like ligand 4 (DLL4) expression levels in patients with neovascular glaucoma (NVG) and clinical stage and efficacy. Methods 96 NVG patients who were admitted to our hospital from January 2022 to March 2024 (NVG group) and 96 cataract patients who underwent cataract surgery in our hospital during the same period (control group) were selected, NVG patients were divided into stage one group (22 cases), stage two group (47 cases) and stage three group (27 cases) according to the clinical stage, patients were divided into ineffective group (20 cases) and effective group (76 cases) according to efficacy. Aqueous humor Apelin and DLL4 levels were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. The influencing factors of the efficacy of NVG patients were analyzed by multivariate unconditional Logistic regression analysis, the evaluation efficacy of aqueous humor Apelin and DLL4 levels on the efficacy of NVG patients was analyzed by receiver operating characteristic (ROC) curve. Results Compared with control group, aqueous humor Apelin and DLL4 levels in NVG group were increased (P<0.05). Aqueous humor Apelin and DLL4 levels in stage one group, stage two group and stage three group increased in turn (P<0.05). The effective rate of 96 NVG patients was 79.17% (76/96), compared with effective group, aqueous humor Apelin and DLL4 levels in ineffective group increased (P<0.05). Clinical stage III, high intraocular pressure, high Apelin and high DLL4 were independent risk factors for ineffective treatment in NVG patients (P<0.05). The area under the curve of the combined evaluation of aqueous humor Apelin and DLL4 levels in evaluating the efficacy of NVG patients was 0.874, which was greater than 0.790 and 0.786 of aqueous Apelin and DLL4 levels alone (P<0.05). Conclusion Aqueous humor Apelin and DLL4 levels in NVG patients increase, which are relate to the increase of clinical stage and poor efficacy, the combination of aqueous humor Apelin and DLL4 levels is more effective in evaluating the efficacy of NVG patients.
[Keywords] Neovascular glaucoma; Apelin; δ-like ligand 4; Clinical stage; Efficacy

    青光眼是全球最常见的不可逆性致盲眼病，2020年全球约有361万人失明，414万人因青光眼而视力受损，青光眼占所有失明的8.39%[1]。新生血管性青光眼（neovascular glaucoma，NVG）是继发于小梁网表面、前房角、眼部虹膜新生血管生成的一种难治性青光眼，常见于糖尿病视网膜病变、视网膜中央静脉阻塞、眼缺血综合征等患者，是造成眼球胀痛和不可逆性视力丧失的重要原因，尽管抗血管内皮生长因子（vascular endothelial cell growth factor，VEGF）联合手术具有一定疗效，但仍有部分患者因受个体差异和视网膜缺血持续存在等因素影响导致预后较差[2-3]。故及时评估NVG患者临床分期和疗效，对于改善此类患者预后至关重要。新生血管生成是NVG发生发展的重要原因[4]。Apelin是一种生理调节肽，能通过结合血管生成素受体（angiotensin receptor J，APJ）促进血管生成[5]。Hubens WHG等[6]通过小核糖核酸（ribonucleic acid，RNA）测序发现，Apelin是青光眼患者房水中的差异表达基因。δ样配体4（δ-like ligand 4，DLL4）是Notch信号通路的关键配体，能激活Notch信号通路促进血管生成[7]。Ren JS等[8]实验报道，DLL4在新生血管性眼病细胞模型中高表达，并与病理性血管生成有关。但关于NVG患者房水Apelin、DLL4表达水平与临床分期及疗效的关系尚不清楚，本研究就此展开分析并报道如下，以期为改善NVG患者疗效提供更多依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料  选取2022年1月～2024年3月我院收治的NVG患者96例（NVG组），年龄范围42～71岁，平均（58.53±5.24）岁；女51例、男45例；病程范围2～14个月，平均（8.05±3.19）个月。根据临床分期[9]分为Ⅰ期组（青光眼前期，22例）、Ⅱ期组（开角型青光眼期，47例）、Ⅲ期组（闭角型青光眼期，27例）。另选取同期在我院接受白内障手术的白内障患者96例（对照组），年龄范围45～75岁，平均（59.11±5.36）岁；女50例、男46例。2组年龄和性别有可比性（P＞0.05）。纳入标准：①临床信息完整；②年龄≥18岁；③NVG符合《中国新生血管性青光眼诊疗专家共识（2019年）》[9]诊断标准；④白内障符合《临床诊疗指南-眼科学分册》[10]诊断标准；⑤单眼发病者。排除标准：①依从性差不能评估治疗疗效者；②血液系统疾病者；③对本研究药物过敏者；④合并干眼症、白内障等其他眼病的NVG患者；⑤急慢性感染患者；⑥近3个月内使用抗炎药物；⑦恶性肿瘤患者；⑧眼部外伤史、手术史或丧失光感、没有可能挽救视功能者；⑨合并严重心肝肾功能损害；⑩妊娠、哺乳期妇女。本研究取得医学伦理委员会审查批准（批准号：2022-KY-024 ），所有参与者（及其监护人）均签署知情同意书。
1.2 方法

1.2.1 房水Apelin、DLL4水平检测  行前房穿刺术获取所有患者房水：术前0.5%左氧氟沙星滴眼液（珠海联邦制药股份有限公司中山分公司，国药准字：H20020327）滴眼6次，1次/5min。表面麻醉后用开睑器开睑，利用1ml无菌注射器从角膜缘穿刺进入前房，抽取约0.1ml房水，然后退出注射器，并用左氧氟沙星滴眼液冲洗结膜囊，术毕。使用上海西唐生物科技有限公司提供的Apelin酶联免疫吸附法试剂（货号：F00124）和深圳海思安生物技术有限公司提供的DLL4酶联免疫吸附法试剂（货号：HAS-50669）检测房水Apelin、DLL4水平。

1.2.2 资料收集  收集NVG患者资料，包括性别、年龄、病程、眼别、原发疾病、临床分期、合并症、有无吸烟史、有无饮酒和治疗前眼压。

1.3 疗效分组  所有NVG患者参考《中国新生血管性青光眼诊疗专家共识（2019年）》[9]进行相关治疗：Ⅰ期患者首先进行眼球内注射抗VEGF药物以促使虹膜新生血管退行，待眼压和屈光间质透明度恢复后，择期或尽快完成全视网膜光凝术。Ⅱ～Ⅲ期患者首先使用降眼压药物、前房穿刺等措施进行眼压控制，如需进一步控制眼压，可选择抗青光眼手术（如小梁切除术、青光眼引流管植入术等）。在眼压稳定后，再行眼球内注射抗VEGF药物，促使虹膜新生血管退行，随后根据眼压控制情况，决定是否进行抗青光眼手术、白内障摘除术和/或玻璃体切除术，并择期或尽快完成全视网膜光凝术。NVG患者治疗后通过住院及门诊随访3个月，将眼压＜21mmHg且视野视盘损伤改善定义为治疗有效，反之为无效[11]。根据疗效将NVG患者分为无效组（20例）和有效组（76例）。
1.4 统计学分析  选用SPSS28.0软件。正态计量资料以[image: image1.wmf]xs

±

表示，行t或F检验，LSD检验进行组间两两比较；等级资料U检验；计数资料以例（%）表示，行χ2检验；多因素非条件Logistic回归分析NVG患者疗效的影响因素，受试者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线分析房水Apelin、DLL4水平对NVG患者疗效的评估效能；检验水准α＝0.05。
2 结果

2.1 NVG组与对照组房水Apelin、DLL4水平比较  见表1，与对照组比较，NVG组房水Apelin、DLL4水平升高（P＜0.05）。

表1 NVG组与对照组房水Apelin、DLL4水平比较（[image: image2.wmf]xs

±

）

	组别
	例数
	Apelin（ng/ml）
	DLL4（pg/ml）

	NVG组
	96
	1290.75±420.96
	45.10±14.47

	对照组
	96
	760.03±292.76
	29.52±6.56

	t值
	-
	10.141
	9.419

	P值
	-
	＜0.001
	＜0.001


2.2 不同临床分期NVG患者房水Apelin、DLL4水平比较  见表2，Ⅰ期组、Ⅱ期组、Ⅲ期组房水Apelin、DLL4水平依次升高（P＜0.05）。

表2 不同临床分期NVG患者房水Apelin、DLL4水平比较（[image: image3.wmf]xs

±

）

	组别
	例数
	Apelin（ng/ml）
	DLL4（pg/ml）

	Ⅰ期组
	22
	924.41±299.43
	34.06±14.11

	Ⅱ期组
	47
	1182.51±280.03a
	43.89±7.98a

	Ⅲ期组
	27
	1777.67±235.37ab
	56.22±16.03ab

	F趋势值
	-
	118.435
	40.148

	P值
	-
	＜0.001
	＜0.001


注：与Ⅰ期组比较，aP＜0.05；与Ⅱ期组比较，bP＜0.05
2.3 NVG患者疗效的单因素Logistic回归分析  96例NVG患者治疗有效率为79.17%（76/96）。见表3，单因素Logistic回归分析显示，与有效组比较，无效组临床分期Ⅲ期比例、眼压和房水Apelin、DLL4水平更高（P＜0.05），两组患者性别、年龄、病程、眼别、原发疾病、合并症、吸烟史、饮酒史比较无明显差异（P＞0.05）。

表3 NVG患者疗效的单因素Logistic回归分析

	因素
	无效组
（n＝20）
	有效组
（n＝76）
	β值
	SE值
	Waldχ2值
	P值
	OR值
	95%CI

	性别[例（%）]
	
	
	
	
	
	
	
	

	男
	11（55.00）
	34（44.74）
	0.412
	0.505
	0.665
	0.415
	1.510
	0.561～4.064

	女
	9（45.00）
	42（55.26）
	
	
	
	
	
	

	年龄（岁，[image: image4.wmf]xs

±

）
	60.35±5.98
	58.05±4.96
	0.085
	0.050
	2.973
	0.085
	1.089
	0.988～1.200

	病程（月，[image: image5.wmf]xs

±

）
	9.20±2.91
	7.75±3.21
	0.154
	0.086
	3.190
	0.074
	1.166
	0.985～1.380

	眼别[例（%）]
	
	
	
	
	
	
	
	

	左
	11（55.00）
	45（59.21）
	-0.172
	0.506
	0.115
	0.734
	0.842
	0.312～2.272

	右
	9（45.00）
	31（40.79）
	
	
	
	
	
	

	原发疾病[例（%）]
	
	
	
	
	
	
	
	

	糖尿病视网膜病变
	11（55.00）
	43（56.58）
	-0.246
	0.845
	0.085
	0.771
	0.782
	0.149～4.097

	视网膜中央静脉阻塞
	5（25.00）
	17（22.37）
	0.140
	0.611
	0.052
	0.819
	1.150
	0.347～3.806

	眼缺血综合征
	2（10.00）
	10（13.16）
	0.265
	0.884
	0.090
	0.765
	1.303
	0.231～7.364

	其他
	2（10.00）
	6（7.89）
	-
	-
	0.264
	0.967
	-
	-

	临床分期[例（%）]
	
	
	
	
	
	
	
	

	Ⅰ期
	0（0.00）
	22（28.95）
	-
	-
	11.801
	0.003
	-
	-

	Ⅱ期
	5（25.00）
	42（55.26）
	-0.423
	0.721
	0.345
	0.557
	0.655
	0.159～2.688

	Ⅲ期
	15（75.00）
	12（15.79）
	1.618
	0.685
	5.572
	0.018
	5.042
	1.316～19.317

	合并症[例（%）]
	
	
	
	
	
	
	
	

	高血压
	8（40.00）
	28（36.84）
	0.134
	0.515
	0.067
	0.795
	1.143
	0.417～3.134

	高脂血症
	10（50.00）
	30（39.47）
	0.427
	0.505
	0.716
	0.397
	1.533
	0.570～4.126

	吸烟史[例（%）]
	
	
	
	
	
	
	
	

	有
	13（65.00）
	45（59.21）
	0.246
	0.524
	0.221
	0.638
	1.279
	0.458～3.571

	无
	7（35.00）
	31（40.79）
	
	
	
	
	
	

	饮酒史[例（%）]
	
	
	
	
	
	
	
	

	有
	10（50.00）
	33（43.42）
	0.265
	0.504
	0.276
	0.599
	1.303
	0.486～3.496

	无
	10（50.00）
	43（56.58）
	
	
	
	
	
	

	眼压（mmHg，[image: image6.wmf]xs

±

）
	33.45±3.30
	29.88±3.32
	0.307
	0.088
	12.209
	＜0.001
	1.359
	1.144～1.614

	Apelin（ng/ml，[image: image7.wmf]xs

±

）
	1621.21±332.63
	1203.79±399.57
	0.003
	0.001
	12.972
	＜0.001
	1.003
	1.001～1.004

	DLL4（pg/ml，[image: image8.wmf]xs

±

）
	57.14±13.61
	41.93±13.01
	0.095
	0.026
	13.517
	＜0.001
	1.100
	1.045～1.157


2.4 房水Apelin、DLL4水平与NVG患者疗效的多因素非条件Logistic回归分析  以NVG患者疗效（无效/有效＝1/0）为因变量，临床分期（Ⅰ期/Ⅱ期/Ⅲ期＝1/2/3）、眼压、Apelin、DLL4为自变量（原值录入连续型变量）进行多因素非条件Logistic回归。见表4，临床分期Ⅲ期、眼压高、Apelin高、DLL4高为NVG患者治疗无效的独立危险因素（P＜0.05）。

表4 房水Apelin、DLL4水平与NVG患者疗效的多因素非条件Logistic回归分析

	变量
	β值
	SE值
	Waldχ2值
	P值
	OR值
	95%CI

	临床分期（参考：Ⅰ期）
	-
	-
	9.406
	0.009
	-
	-

	Ⅱ期
	-0.312
	0.830
	0.101
	0.751
	0.732
	0.107～5.024

	Ⅲ期
	1.987
	0.949
	4.379
	0.036
	7.291
	1.134～46.863

	眼压高
	0.495
	0.156
	9.995
	0.002
	1.640
	1.207～2.228

	Apelin高
	0.003
	0.001
	7.513
	0.006
	1.003
	1.001～1.005

	DLL4高
	0.083
	0.033
	6.262
	0.012
	1.086
	1.018～1.159


2.5 房水Apelin、DLL4水平对NVG患者疗效的评估效能  通过Logistic回归拟合房水Apelin、DLL4水平评估NVG患者疗效的概率[Logit（P）＝－10.177＋0.003×Apelin＋0.096×DLL4]。见表5和图1，ROC曲线显示，房水Apelin、DLL4水平联合评估NVG患者疗效的曲线下面积为0.874，大于房水Apelin、DLL4水平单独评估的0.790、0.786（Z值＝2.189、2.522，P值＝0.029、0.012）。

表5 房水Apelin、DLL4水平对NVG患者疗效的评估效能
	指标
	曲线下面积
	95%CI
	P值
	Cut-off
	敏感度（%）
	特异度（%）
	约登指数

	Apelin
	0.790
	0.695～0.867
	＜0.001
	1241.34 ng/ml
	95.00
	60.53
	0.5553

	DLL4
	0.786
	0.690～0.863
	＜0.001
	44.76 pg/ml
	90.00
	56.58
	0.4658

	二者联合
	0.874
	0.791～0.933
	＜0.001
	0.16
	90.00
	71.05
	0.6105
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图1 房水Apelin、DLL4水平评估NVG患者疗效的ROC曲线

3 讨论

    NVG是由视网膜缺血引起新生血管异常增生而导致的一种继发性青光眼，视网膜缺血能使眼内产生大量新生血管因子，促进房角、虹膜、眼底生成新生血管和新生血管膜，阻塞和牵拉房角使小梁网与虹膜粘连，导致房角关闭而增加眼压，眼压升高又会加剧视网膜缺血，从而形成恶性循环，最终导致失明[12]。抗VEGF治疗和手术虽然能减少新生血管形成和改善眼压来最大限度的保留视功能[13-14]。但部分NVG患者疗效不佳，严重影响患者生活质量，因此有必要早期、准确的评估NVG患者疗效。

    NVG发生发展过程中新生血管生成发挥重要作用，涉及炎症反应、氧化应激和血管内皮细胞增殖、分化、迁移等机制[14]。Apelin是主要由血管内皮细胞、心肌细胞、脂肪组织以及胃肠道等多种组织表达和释放的一种内源性多肽因子，包含Apelin-12、-13、-17、-36四个成员，虽然长度和活性不同，但均能通过N末端氨基酸残基结合APJ，在体内发挥调节炎症反应、氧化应激和血管内皮细胞功能等作用，被认为是新生血管眼病的潜在治疗靶点[5]。如Yang N等[15]通过转录组芯片数据和人视网膜微血管内皮细胞的生物信息学发现，Apelin是视网膜新生血管形成的关键差异表达基因。实验报道，Apelin-13在糖尿病性黄斑水肿小鼠视网膜中上调，能促进视网膜血管内皮细胞增殖和迁移，从而增强血管通透性[16]；Apelin在缺氧诱导的视网膜病变小鼠中高表达，能结合APJ促进视网膜浅层和深层病理性血管生成[17]。这些实验表明Apelin在新生血管眼病发挥重要的促进作用。Hubens WHG等[6]指出，Apelin在原发性开角型青光眼患者房水中高表达。临床研究报道，血清Apelin水平升高与糖尿病视网膜病变患者病情程度加重和视网膜中央静脉阻塞患者视力预后不良有关[18-19]。糖尿病视网膜病变和视网膜中央静脉阻塞是NVG最常见的病因[9]。因而推测房水Apelin可能与NVG患者临床分期和疗效有关。本研究中，NVG患者房水Apelin水平升高，并随着临床分期增加而升高，是治疗无效的独立危险因素，说明房水Apelin水平升高与临床分期增加和治疗无效风险增加有关。其原因可能是，Apelin能结合APJ激活促血管生成通路，增强VEGF表达和诱导血管内皮细胞增殖、分化和迁移，促进新生血管生成和眼压升高，进而导致NVG患者临床分期增加和治疗无效风险增加；同时Apelin/APJ能激活磷脂酰肌醇3激酶/蛋白激酶B、丝裂原活化蛋白激酶/细胞外调节蛋白激酶信号通路，增强内皮细胞间紧密连接，促进视网膜内皮细胞增殖、迁移和新生血管生成，从而增加NVG患者临床分期和治疗无效风险[20]。

    Notch信号通路是一种高度保守的细胞间信号通路，参与调节细胞增殖、分化、迁移和凋亡等过程，与新生血管生成密切相关[21]。DLL4是主要由内皮细胞合成和分泌的一种配体，能通过外部结构域结合Notch受体激活Notch信号通路，从而参与新生血管生成过程[7]。如DLL4在氧诱导视网膜病变小鼠视网膜中高表达，能激活Notch信号通路促进病理性新生血管形成[22]；缺氧诱导的视网膜病变模型中，抑制DLL4/Notch信号通路能抑制视网膜血管内皮细胞活力和迁移，从而抑制新生血管形成[23-24]。这些实验表明DLL4在新生血管眼病发挥重要的促进作用。同时郭婧等[25]指出，血清DLL4水平升高与糖尿病视网膜病变分期增加和微血管损伤有关。因而推测房水DLL4可能影响NVG患者临床分期和疗效。本研究中，NVG患者房水DLL4水平升高，并随着临床分期增加而升高，是治疗无效的独立危险因素，说明房水DLL4水平升高与临床分期增加和治疗无效风险增加有关。其原因可能是，DLL4作为Notch信号通路的重要配体，DLL4水平升高能激活Notch信号通路，导致视网膜血管内皮细胞异常增殖与分化，促进新生血管形成而增加眼压，从而增加NVG患者临床分期和治疗无效风险[26]。

    本研究还发现，临床分期Ⅲ期和眼压高为NVG患者治疗无效的独立危险因素。考虑是，疾病分期高反映更严重的眼部病变，从而影响治疗疗效；NVG患者常因血管新生导致眼内压升高，眼压控制不良不仅会进一步加剧视神经压迫，还会影响药物治疗效果，增加手术操作难度，最终影响患者的视觉功能恢复。本研究ROC曲线显示，房水Apelin、DLL4水平联合评估NVG患者疗效的曲线下面积为0.874，大于房水Apelin、DLL4水平单独评估的0.790、0.786。这说明房水Apelin、DLL4水平有助于评估NVG患者疗效，而联合检测房水Apelin、DLL4水平可以更准确的评估。

综上所述，房水Apelin、DLL4水平升高与NVG患者临床分期增加和治疗无效密切相关，房水Apelin、DLL4水平联合检测对NVG患者疗效具有较高的评估效能。本研究存在一定的局限性：（1）本研究样本量相对较小；（2）随访时间较短；（3）未能纳入所有可能影响NVG患者疗效的因素；（4）本次研究仅通过观察性分析，尚缺乏实验验证。基于此，未来还需扩大样本量，延长随访时间，纳入更为完整的临床资料，并增加体外或动物模型实验，以进一步确定房水Apelin、DLL4水平对NVG患者临床分期及疗效的意义。
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