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The Role of Ceramide-Mediated Metabolic Regulation in Retinal Vein Occlusion
Yang Biao, Xie Chuanqi*
Abstract
Objective This study aimed to investigate the causal effects of ceramides on retinal vein occlusion (RVO) and elucidate their potential mediating mechanisms using Mendelian randomization (MR) analysis. Methods We employed a two-sample MR approach, utilizing genome-wide association study (GWAS) data for four ceramide species as exposures and RVO GWAS data from the FinnGen database as the outcome. Additionally, GWAS data for 1,400 intermediate metabolites were analyzed to identify potential mediators in the ceramide-RVO pathway. Results Two ceramide species exhibited significant causal associations with RVO: ceramide (d40:1) (IVW OR: 0.750, 95% CI: 0.604–0.930; P < 0.05) and ceramide (d42:2) (IVW OR: 0.771, 95% CI: 0.632–0.941; P < 0.05), suggesting protective effects. Mediation analysis revealed that ceramide (d40:1) influenced RVO risk through metabolites including 3-methylxanthine, branched/straight-chain/cyclopropyl 10:1 fatty acids, glutamine, and hydroxypalmitoyl sphingomyelin (d18:1/16:0(OH)). Similarly, ceramide (d42:2) acted via N-methylhydroxyproline, the same fatty acid group, N1-methyladenosine, and the leucine-to-N-palmitoyl-sphingosine (d18:1/16:0) ratio. Conclusion Our findings demonstrate that ceramide (d40:1) and (d42:2) confer protection against RVO, partially mediated by specific metabolic pathways. These results highlight novel mechanistic insights into ceramide-related metabolic regulation in RVO pathogenesis.
[bookmark: _GoBack]Keywords ceramide; Mendelian randomization; retinal vein occlusion; metabolites; mediation analysis








神经酰胺调控中间代谢产物对视网膜静脉阻塞的作用
杨彪 解传奇*
摘要
目的：使用孟德尔随机化研究的方法探究神经酰胺对视网膜静脉阻塞（Retinal vein occlusion, RVO）的作用以及其中介调控关系。方法：选取4种神经酰胺全基因组关联研究（Genome-wide association studies，GWAS）数据为暴露，选取芬兰数据库中RVO的GWAS数据为结局，研究其因果关系。此外，选取1400种代谢产物的GWAS数据为待选择的中介因子，研究暴露到结局的中介作用。结果：神经酰胺（d40:1）（IVW OR(95%CI):0.750(0.604-0.930),P<0.05）和神经酰胺（d42:2）（IVW OR(95%CI):0.771(0.632-0.941),P<0.05）与RVO有因果关联。神经酰胺（d40:1）通过介导3-甲基黄嘌呤（3-methylxanthine）、支链或直链或环丙基 10:1 脂肪酸（Branched-chain, straight-chain, or cyclopropyl 10:1 fatty acid）、谷氨酰胺（Glutamine）、羟基棕榈酰基鞘磷脂 (d181160(OH))（Hydroxypalmitoyl sphingomyelin (d181160(OH))）调控RVO的发生。神经酰胺（d42:2）通过介导N-甲基羟脯氨酸（N-methylhydroxyproline）、支链或直链或环丙基 10:1 脂肪酸（Branched-chain, straight-chain, or cyclopropyl 10:1 fatty acid）、N1-甲基腺苷（N1-methyladenosine）、亮氨酸与 N-棕榈酰肌氨酸（d18:1-16:0）的比率（Leucine to N-palmitoyl-sphingosine (d181 to 160) ratio）调控RVO的发生。结论：神经酰胺（d40:1）和神经酰胺（d42:2）对RVO具有保护作用，其通过调控多种中介因子作用于RVO。
关键词：神经酰胺（Ceramide）；孟德尔随机化研究（Mendelian randomization study）；视网膜静脉阻塞（Retinal vein occlusion）；代谢产物（metabolite）；中介分析（Mediation analysis）。

背景
视网膜静脉阻塞（Retinal vein occlusion, RVO）是第二大最常见的视网膜疾病，发病率仅次于糖尿病视网膜病变，不同的种族，发病率略有差异，估计为0.3%至2.3%，并可导致血管性失明[1]。视网膜静脉阻塞常见于中青年人，其引发的黄斑水肿导致中心视力受损，对患者的生理及心理造成重大损害。视网膜静脉阻塞并不是一个孤立的疾病，它与全身系统疾病特别是心血管疾病息息相关[2]。常见的危险因素包括高血压、糖尿病、高胆固醇血症、脂质代谢异常等[3,4]。神经酰胺是鞘脂代谢产物，神经酰胺在体内的堆积可能引发胰岛素抵抗、甘油三酯产生、细胞凋亡和纤维化的信号传导和代谢途径[5]。在以啮齿类动物为模型的研究中，抑制神经酰胺的合成可改善高脂血症、2型糖尿病[6]、动脉粥样硬化[7]等。由于血浆中神经酰胺浓度与胰岛素抵抗和心血管不良事件密切相关，有机构以血浆中的神经酰胺浓度预测心血管事件死亡率[8]。由此可见，神经酰胺是多种与心血管疾病相关代谢疾病的危险因素，但是其对RVO的作用尚不明确。本文利用孟德尔随机研究的方法，探究神经酰胺与视网膜静脉阻塞的关系，并初步探讨其可能的调控机制，以期找到对视网膜静脉阻塞预测和治疗新的靶点。
孟德尔随机化（Mendelian Randomization, MR）是一种利用遗传变异作为工具变量，推断暴露因素与疾病结局之间因果关系的统计方法。MR的基本思想源于孟德尔的遗传定律，假设基因型在受精时被随机分配，因此个体的基因型不受环境因素的影响，也不易受表型的逆向干扰，从而为因果推断提供了天然的随机化设计。[9,10]

方法
1.研究设计
本研究采用双样本孟德尔随机化方法，探究神经酰胺对RVO的作用，得到结果为总效应。进而进行反向孟德尔随机化研究及正向贝叶斯加权法验证。为了进一步探寻其中介作用，研究中挑选了代谢物为中介因素，进行两步法孟德尔随机化研究。以神经酰胺对代谢物的效应值与代谢物对RVO的效应值之乘积为中介效应。相对应的，以总效应减去中介效应为所得到的直接效应。（图1）本文作者在此做以下声明：1.利益冲突声明：本文不存在利益冲突。2.作者贡献声明：杨彪（第一作者）论文选题与修改，初稿撰写，文献检索，数据分析； 解传奇（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：研究符合伦理学标准，且通过商丘市第一人民医院医学伦理委员会审查（审批号：2018-19）。
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	图1 研究设计及分析方法



2.GWAS数据来源
本研究采用的全部数据来自于公共数据库，神经酰胺GWAS数据引用Linda Ottensmann、Rubina Tabassum等人对7174名欧洲人群受试者血浆中的179脂质的全基因组关联分析，数据上传在GWAS catalog（编号GCST90277238-GCST90277416）[11]。为了验证神经酰胺对RVO的中介效应，我们选取了1400种代谢产物为待筛选的中介因子，数据引用于Yiheng Chen、Tianyuan Lu等人对欧洲人群中1091种血液代谢物和309种代谢物的全基因组关联分析，数据上传在GWAS catalog（编号GCST90199621-90201020）[12]。本研究RVO的GWAS数据来源与芬兰数据库（FinnGen）的R9版本，共纳入775例病例及308633对照，FinnGen研究是一项大规模的基因组学计划，它分析了 50 多万份芬兰生物库样本，并将基因变异与健康数据相关联，以了解疾病机制和易感性。该项目是芬兰国内研究机构和生物库与国际行业合作伙伴之间的合作项目。
3.工具变量的选择
工具变量的选择标准要符合孟德尔随机化研究的三大假设：相关性假设、排他性假设、独立性假设。具体筛选标准如下：（1）与所选暴露因素具有明显显著性（P<1×10-5） 的遗传变异单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）位点，由于在全基因组显著性（p< 5×10-8）下获得的SNP有限，这种宽松的阈值设置也被应用于以往许多研究中[13]。（2）设置连锁不平衡（LD）参数为（r2）阈值为0.001，遗传距离为10 000碱基对。（3）去除回文SNP。（4）计算F统计量量化各个SNP的统计强度，以F>10为纳入标准。
4.孟德尔随机化分析
本研究中采用孟德尔随机化研究中常用的5中方法，即逆方差加权法（inverse-variance weighting，IVW）、MR-Egger回归法[14]、加权中位数法[15]、简单模式法和加权模式法。IVW的应用基于所有SNP都是有效工具变量的前提。因此，该方法可以获得准确的估计结果[16]。本次研究以IVW为主要的结果，使用MR-Egger和加权中位数方法、简单模式法和加权模式法作为IVW的补充。另外，本研究利用贝叶斯加权法进行暴露到结局的辅助验证。所有统计分析在R4.3.2统计软件中分析。
5.中介分析
中介分析是一种用于研究自变量（暴露因素）如何通过中介变量影响因变量（结局变量）的统计方法。其基本目标是探索自变量对因变量的影响是否是通过某些中介机制（如生物标志物、行为、环境因素等）实现的，进而揭示潜在的因果路径。
本研究中我们从1400中代谢物中筛选出有中介效应的代谢物。采用两步法进行中介分析，整体效应分解为间接效应（通过中介）和直接效应（不通过中介）[16]。如图1所示，beta1为总效应，表示神经酰胺与RVO的总体效应。中间效应为beta2*beta3，表示神经酰胺通过介导特定的代谢产物作用于RVO的效应。
6.敏感性分析
水平多效性检测采用MR-Egger回归方法检测，MR-Egger评估工具变量的方向多效性，其中截距可以解释为遗传变异的平均多效性的估计值。使用Cochran's Q统计量用检查结果的异质性，并使用留一分析法检查单个SNP的灵敏性，是否存在显著异常的SNP[17]。如存在显著异常SNP，则剔除此SNP。
结果
1.神经酰胺与视网膜静脉阻塞关系
本次研究共用到4种神经酰胺的GWAS数据，分别是神经酰胺（d40:1）、神经酰胺（d40:2）、神经酰胺（d42:1）、神经酰胺（d42:2）。经分析发现只有神经酰胺（d40:1）（IVW OR(95%CI):0.750(0.604-0.930),P<0.05）和神经酰胺（d42:2）（IVW OR(95%CI):0.771(0.632-0.941),P<0.05）与RVO有因果关联（表1）。贝叶斯加权孟德尔随机化（BWMR）结果显示神经酰胺（d40:1）（OR(95%CI):0.748(0.593-0.944),P<0.05）和神经酰胺（d42:2）（OR(95%CI):0.769(0.626-0.946),P<0.05）均与RVO有因果关系。在随后的反向孟德尔随机化研究中RVO与神经酰胺（d40:1）（P>0.05），RVO与神经酰胺（d42:2）（P>0.05）均无因果关联（表2）。敏感性分析均未发现异质性与多效性（表3）。
	表1 神经酰胺与视网膜静脉阻塞的MR分析

	Exposure
	Outcome
	nsnp
	IVW

	
	
	
	OR(95%CI)
	P

	Ceramide (d40:1)
	RVO
	28
	0.750(0.604-0.930)
	0.008

	Ceramide (d40:2)
	RVO
	21
	0.861(0.700-1.060)
	0.159

	Ceramide (d42:1)
	RVO
	27
	0.947(0.730-1.229)
	0.682

	Ceramide (d42:2)
	RVO
	29
	0.771(0.632-0.941)
	0.010



	表2 神经酰胺与RVO正反向MR分析及BWMR分析

	Exposure
	Outcome
	nsnp
	Method
	OR(95%CI)
	P

	Ceramide (d40:1)
	RVO
	28
	IVW
	0.750(0.604-0.930)
	0.008

	Ceramide (d40:1)
	RVO
	28
	BWMR
	0.748(0.593-0.944)
	0.014

	RVO
	Ceramide (d40:1)
	60
	IVW
	1.019(0.998-1.040)
	0.073

	Ceramide (d42:2)
	RVO
	29
	IVW
	0.771(0.632-0.941)
	0.010

	Ceramide (d42:2)
	RVO
	29
	BWMR
	0.769(0.626-0.946)
	0.013

	RVO
	Ceramide (d42:2)
	60
	IVW
	1.011(0.990-1.033)
	0.301


2.神经酰胺（d40:1）-代谢产物-RVO的关系
神经酰胺（d40:1）与RVO的孟德尔随机化分析共用到5种方法，其中IVW方法具有显著性（P<0.05），由于IVW是判断因果关系的主要方法，因此认为此因果关系成立（图2A）。本研究利用两样本孟德尔随机化研究，分别分析了神经酰胺（d40:1）与1400种代谢物的关系，1400种代谢物与RVO的关系，以IVW为主要参考结果，以P<0.05为具有显著性标准，剔除具有多效性的待选代谢产物。最终确定了4种具有中介效应的代谢产物，分别是3-甲基黄嘌呤（3-methylxanthine）、支链或直链或环丙基 10:1 脂肪酸（Branched-chain, straight-chain, or cyclopropyl 10:1 fatty acid）、谷氨酰胺（Glutamine）、羟基棕榈酰基鞘磷脂 (d181160(OH))（Hydroxypalmitoyl sphingomyelin (d181160(OH))）（图2）。以神经酰胺（d40:1）为暴露，以4种选定的代谢物为结局，使用IVW的方法计算的效应值及P值可见图2B，以4种选定的代谢物为暴露，RVO为结局，使用IVW的方法计算的效应值及P值可见图2C。各个步骤的的分析均未见明显的异质性与多效性（表3）。
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	图2A：神经酰胺（d40:1）与RVO之间关联的MR估计值；B：神经酰胺（d40:1）与选定代谢物之间关联MR估计值；C：选定代谢物与RVO之间关联MR估计值。a:fatty acid:Branched-chain, straight-chain, or cyclopropyl 10:1 fatty acid



3.神经酰胺（d42:2）-代谢产物-RVO的关系
本研究还分析了神经酰胺（d42:2）-代谢产物-RVO的关系。神经酰胺（d42:2）与RVO的孟德尔随机化分析采用的5种方法中，IVW和加权中位数法均具有显著性（P<0.05）（图3）。随后分别分析了神经酰胺（d42:2）与1400种代谢物的关系，1400种代谢物与RVO的关系，以IVW为主要参考结果，以P<0.05为具有显著性标准，筛选出4种具有中介效应的代谢物或代谢物比，分别为N-甲基羟脯氨酸（N-methylhydroxyproline）、支链或直链或环丙基 10:1 脂肪酸（Branched-chain, straight-chain, or cyclopropyl 10:1 fatty acid）、N1-甲基腺苷（N1-methyladenosine）、亮氨酸与 N-棕榈酰肌氨酸（d18:1-16:0）的比率（Leucine to N-palmitoyl-sphingosine (d18:1 to 16:0) ratio）（图3）。以神经酰胺（d42:2）为暴露，以4种选定的代谢物为结局，使用IVW的方法计算的效应值及P值可见图3B，以4种选定的代谢物为暴露，RVO为结局，使用IVW的方法计算的效应值及P值可见图3C。各个步骤的的分析均未见明显的异质性与多效性（表3）。
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	图3 A：神经酰胺（d42:2）与RVO之间关联的MR估计值；B：神经酰胺（d42:2）与选定代谢物之间关联MR估计值；C：选定代谢物与RVO之间关联MR估计值。a:fatty acid:Branched-chain, straight-chain, or cyclopropyl 10:1 fatty acid;b:Leucine to N-palmitoyl-sphingosine (d181 to 160) ratio




	表3 敏感性分析

	Exposure
	Outcome
	Heterogeneity
	Pleiotropy

	
	
	Q
	P
	Egger intercept
	SE
	P

	Ceramide (d40:1)
	RVO
	29.960 
	0.269 
	0.023 
	0.033 
	0.502 

	Ceramide (d42:2)
	RVO
	30.573 
	0.289 
	-0.008 
	0.037 
	0.838 

	Ceramide (d40:1)
	3-methylxanthine
	26.837 
	0.418 
	-0.013 
	0.009 
	0.167 

	Ceramide (d40:1)
	fatty acid
	20.833 
	0.751 
	-0.005 
	0.009 
	0.599 

	Ceramide (d40:1)
	Glutamine
	68.656 
	0.000 
	-0.015 
	0.015 
	0.329 

	Ceramide (d40:1)
	Hydroxypalmitoyl sphingomyelin (d181160(OH))
	50.878 
	0.002 
	-0.004 
	0.012 
	0.737 

	3-methylxanthine
	RVO
	10.966 
	0.975 
	-0.034 
	0.033 
	0.314 

	fatty acid
	RVO
	19.395 
	0.196 
	-0.023 
	0.028 
	0.433 

	Glutamine
	RVO
	22.373 
	0.557 
	0.012 
	0.036 
	0.747 

	Hydroxypalmitoyl sphingomyelin (d181160(OH))
	RVO
	31.489 
	0.343 
	0.014 
	0.030 
	0.655 

	Ceramide (d42:2)
	N-methylhydroxyproline
	28.154 
	0.456 
	-0.015 
	0.011 
	0.212 

	Ceramide (d42:2)
	fatty acid
	44.240 
	0.026 
	0.004 
	0.013 
	0.773 

	Ceramide (d42:2)
	N1-methyladenosine
	31.438 
	0.298 
	0.002 
	0.011 
	0.820 

	Ceramide (d42:2)
	Leucine to N-palmitoyl-sphingosine (d181 to 160) ratio
	29.884 
	0.369 
	0.000 
	0.010 
	0.974 

	N-methylhydroxyproline
	RVO
	16.376 
	0.229 
	0.024 
	0.071 
	0.736 

	fatty acid
	RVO
	19.395 
	0.196 
	-0.023 
	0.028 
	0.433 

	N1-methyladenosine
	RVO
	27.515 
	0.596 
	-0.025 
	0.037 
	0.500 

	Leucine to N-palmitoyl-sphingosine (d181 to 160) ratio
	RVO
	15.728 
	0.733 
	0.019 
	0.044 
	0.673 



4.中介分析
通过以上分析，可计算出神经酰胺(d40:1)与RVO的总效应值为beta(95%CI)=-0.288(-0.504- -0.072)。由此我们认为神经酰胺(d40:1)对RVO是一种保护因素。通过中介分析，我们找到神经酰胺(d40:1)通过调控羟基棕榈酰基鞘磷脂 (d181160(OH))（中介效应beta(95%CI)=-0.025（-0.084-0.034））和谷氨酰胺（中介效应beta(95%CI)=-0.032（-0.099-0.035））降低RVO的发病风险。然而，我们也发现神经酰胺(d40:1)通过调控支链或直链或环丙基 10:1 脂肪酸（中介效应beta(95%CI)=0.019（-0.032-0.070））、3-甲基黄嘌呤（中介效应beta(95%CI)=0.018（-0.053-0.088））升高RVO的发病风险。神经酰胺(d42:2)同样也是RVO的保护因素（总效应beta(95%CI)=-0.260(-0.459--0.061)），其通过调控亮氨酸与 N-棕榈酰肌氨酸（d18:1-16:0）的比率（中介效应beta(95%CI)=-0.039（-0.221-0.144））和N-甲基羟脯氨酸（中介效应beta(95%CI)=-0.041（-0.307-0.225））降低RVO的发病风险，而通过调控支链或直链或环丙基 10:1 脂肪酸（中介效应beta(95%CI)=0.018（-0.033-0.069））和N1-甲基腺苷（中介效应beta(95%CI)=0.019（-0.058-0.096））升高了RVO的发病风险。
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	图4 神经酰胺（d40:1）调控RVO总效应及其中介效应
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	图5 神经酰胺（d42:2）调控RVO总效应及其中介效应




讨论
在本次研究中，我们探究了神经酰胺的不同亚型对RVO的作用，发现神经酰胺（d40:1）和神经酰胺（d42:2）均对RVO具有保护作用，进而我们进行了反向MR分析，结果均不显著，这说明暴露因素对结局存在明确的单向因果关系，而结局不会反向影响暴露因素。这种结果模式强化了因果推断的可靠性。通过中介分析，我们发现神经酰胺（d40:1）和神经酰胺（d42:2）可能通过不同的中介物质实现对RVO发病的调控，在某些调控的通路中可降低RVO的发病几率，而在另外一些调控通路中又升高了RVO的发病几率。在目前国内的孟德尔随机化研究中，多以单纯两样本为主[18]，本文以两样本孟德尔随机化研究为基础，结合中介分析，突显创新性。由于研究的局限性，本研究选取了1400种代谢产物为中介因子，但尚不能阐明所有的调控机制，有可能存在其他的调控通路共同作用使所述的神经酰胺亚型降低RVO的发病风险。
本次研究使用MR分析的五种方法，即逆方差加权法（inverse-variance weighting，IVW）、MR-Egger回归法、加权中位数法、简单模式法和加权模式法。IVW被选为主要方法的核心原因在于其统计学特性：当工具变量严格满足三大假设（关联性、独立性、排除性）时，IVW在五大常用方法中具有最高的检验效能（统计功效可达90%以上），且其本质是加权最小二乘法的无截距回归，能最直接反映SNP对暴露-结局的因果效应[19,20]。文中神经酰胺（d40:1）、神经酰胺（d42:2）与RVO之间关联分析中只有IVW的方法为显著结果，其他方法均不显著，可能是其他检验方法效能低于IVW引起。乘积法是传统中介分析的一种方法，通过路径系数相乘来估计间接效应。这种方法需满足：1.暴露→中介、中介→结局的因果路径均通过工具变量独立验证。2.工具变量对暴露、中介、结局均无多效性。本文中SNP的筛选和多效性分析可以满足以上假设，可以应用，而且也有诸多研究也是使用这种方法[21,22]。
在以往的研究中，神经酰胺作为一种信号分子发挥着重要的作用，与心血管性疾病密切相关。在脂质过载的情况下，神经酰胺可以促进脂肪酸合成甘油三酯储存在细胞内[5]。长期的营养负载会导致神经酰胺的堆积，导致胰岛素抵抗、损伤血管内皮从而增加糖尿病、心血管疾病的发生风险[23]。但是，还有一些研究认为适度的神经酰胺水平对于维持血管内皮细胞的正常功能是必要的，过低的神经酰胺水平可能导致内皮功能障碍和心血管疾病的加重。[24,25]因此，神经酰胺在血管健康中扮演着复杂的角色，既可能是血管性疾病的促进因子，也可能在某些情况下具有保护作用，这可能是神经酰胺的不同亚型会起到不同的作用。例如，神经酰胺的碳链长度和饱和度影响其与酶活性位点的结合能力。超长链神经酰胺（如C24:0）更易被鞘磷脂合酶（SGMS）转化为鞘磷脂，而中长链神经酰胺（如C16:0）优先被神经酰胺酶（ASAH1/2）降解为鞘氨醇[26]。但是，目前尚没有探讨神经酰胺与RVO的相关性的报道。在本研究中，神经酰胺（d40:1）和神经酰胺（d42:2）的增加则表现出对RVO的保护作用。这对进一步研究不同亚型的神经酰胺对RVO的作用有一定的意义。
游离脂肪酸是合成甘油三酯的重要原料，本研究中发现神经酰胺与脂肪酸有负相关的因果关联，这与以往研究相吻合，而脂肪酸与RVO有负相关的因果关联。由此我们认为神经酰胺通过脂肪酸的中介调控增加了RVO的发病风险。在Jiangbo Ren等人的研究中发现，RVO患者血浆中长链多不饱和脂肪酸浓度比正常对照组血浆中的长链多不饱和脂肪酸浓度明显升高，提示多不饱和脂肪酸与RVO的发生相关联[27]。在我们的研究中，两种神经酰胺均可通过介导脂肪酸调控RVO，提示脂肪酸在神经酰胺调控RVO通路中具有重要作用。
在Pinghui Wei等人的研究中发现，谷氨酰胺在房水中的浓度较正常对照组明显减低[28]。在本次研究中，我们发现神经酰胺（d40:1）通过谷氨酰胺介导RVO，而谷氨酰胺提高RVO的发病风险。此外，我们还发现神经酰胺可通过调控3-甲基黄嘌呤、羟基棕榈酰基鞘磷脂、N-甲基羟脯氨酸、N1-甲基腺苷（N1-methyladenosine）、亮氨酸与 N-棕榈酰肌氨酸（d18:1-16:0）的比率来调控RVO的发生，但这些中介因子对RVO的作用尚未见报道。
本研究发现的中介因子效能较弱且95%置信区间跨零，这可能是存在其他尚未探明替代中介路径干扰，也可能是统计效力不足或工具变量弱所导致。关于神经酰胺作用于RVO的中介通路仍需进一步的研究。
此次研究提示神经酰胺调控RVO的几种中介因子，但尚有一些不足之处：（1）本文只在选定的范围内进行筛选，其他的中介通路在本文中尚未涉及，比如炎症因子等，需要进一步研究。（2）孟德尔随机化研究可以有效减小混杂因素的影响，但是并不能完全消除，仍可能存在水平多效性的影响。（3）文中所涉及的GWAS数据均来自欧洲人群，国内缺乏相关的GWAS数据，对我国人群只能作为参考，未来可以对亚洲人群进行研究。（4）本文以双样本MR分析为基础，没有相关的实验验证，相关性证据略显单薄。（5）虽然结果显示神经酰胺（d40:1）和神经酰胺（d42:2）的增加表现出对RVO的保护作用，但具体的作用机制还需进一步探索。
综上所述，此次研究提示的神经酰胺对RVO的因果关系及可能的中介因素。提示神经酰胺及其中介因素可能是RVO的预防与治疗的参考的靶点，为后续的研究提供新的思路。
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