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[bookmark: _Toc232419400]中文摘要
[bookmark: OLE_LINK2]（提示：摘要是对整篇论文的高度凝练，需以最简洁的文字完整呈现研究所涵盖的全部关键信息，内容应包含研究目的、研究方法、研究结果、研究结论及关键词，不用设立标题，字数控制在1000字以内。范文如下）
铝（aluminum，Al）具有神经毒性，过量摄入可引起神经系统损伤，导致神经退行性疾病的发生。凋亡被认为是铝神 经毒性的病理基础和核心机制。前期扫描电镜观察发现贯叶金丝桃素（hyperforin，HF）可显著减少Al暴露PC12细胞表面凋亡小体的形成和细胞膜完整度下降，故提出HF通过抑制氧化应激和神经细胞凋亡来缓解铝神经毒性的假说。本试验选用PC12细胞为研究对象，用梯度浓度HF处理PC12细胞，并设不同时间，通过细胞活性试验，筛选出HF干预实验的最佳剂量和时间；而后用最适浓度（1 μM）的HF预处理PC12细胞12 h，再加500 μM Al-malt，作用48 h，建立HF干预Al-malt暴露的PC12细胞模型。试验共设4组，即对照组（C组）、染麦芽酚铝组（500 μM Al-malt）、HF干预组（500 μM Al-malt+1 μM HF）和HF组（1 μM），通过观测PC12细胞的活力、LDH释放量和细胞形态，氧化与抗氧化状态（ROS和MDA水平、SOD和GSH-Px活性），细胞凋亡（细胞凋亡率，MMP，Cyt-c蛋白表达，Caspase-3活性，Bcl-2、Bax及Caspase-3 mRNA表达），验证HF对铝暴露PC12细胞氧化损伤和凋亡的保护作用，并阐明其相关机制，为铝神经毒性的解除研究提供理论依据。试验结果如下：
（1）染铝组PC12细胞活力显著低于对照组（p<0.01），LDH释放量显著高于对照组（p<0.01）；HF干预组PC12细胞活力显著高于染铝组（p<0.01），LDH释放量显著低于染铝组（p<0.01）；HF组与对照组相比PC12细胞活力和LDH释放量无显著差异，表明HF可缓解铝诱导的PC12细胞损伤，且HF对PC12细胞无毒性作用。
（2）扫描电镜观察可见，对照组和HF组PC12细胞生长良好，呈星形或金字塔形，细胞间连接完整；染铝组PC12细胞变圆，细胞体收缩，细胞膜完整性丧失，细胞表面形成凋亡小体；HF干预组PC12细胞形态和细胞间连接恢复正常，且凋亡小体减少，表明HF可缓解铝诱导的PC12细胞形态损伤。
上述结果说明，HF可有效缓解铝诱导的PC12细胞氧化损伤和凋亡，研究结果可为缓解铝的神经毒性提供理论基础和试验依据。

关键词：贯叶金丝桃素；麦芽酚铝；氧化损伤；细胞凋亡；PC12细胞
[bookmark: _Toc232419401]1 前 言
[前言的撰写可类比知识科普式的逻辑铺陈，遵循由大到小、层层递进的写作思路：先从核心研究对象的基础定义入手，明确其内涵、存在形式及环境分布等基本概况；再逐步拓展至其全球污染特征、环境归趋等宏观现状；随后向生命科学领域过渡，结合生物链传递、人体 / 动物体内蓄积等机制，将研究视角聚焦至生物机体层面；进而阐述其多器官毒性效应，并逐步聚焦至具体靶器官等核心研究内容；最后基于现有国内外研究进展，凝练提出本研究拟解决的科学问题或研究假设，在阐述中逐渐搭建起论文的整体研究框架。科技论文的写作，有时候遵从“总-分-总”的形式，先总结概况（前言第一段），再分头叙述（前言各个小标题），再进行总结性的表述（目的与意义）。字数控制在7500字以内，只允许设置两级标题，为了防止文章赘述不建议设置1.1.1.1类的四级标题。范文如下]
铝（Al）是地壳中含量最丰富的金属元素，约占地壳总量的8.8%，以不溶解的硅铝酸盐形式存在于土壤、矿物和岩石中[1]。长期以来，铝被认为是无毒元素，且因其具有良好的理化性质被广泛应用于国防、食品、医药及工农业生产等方面，成为人们生活中不可或缺的一部分[2]。然而，其广泛应用极大地增加了人和动物接触摄入铝的机会，使机体铝负荷逐渐增高，终因其排泄速度小于摄入速度而发生蓄积，引起毒性作用。长期铝暴露或摄入铝超标可对神经系统、造血系统、骨骼、泌尿系统、生殖系统、呼吸系统和免疫系统产生毒性作用[3]。大脑被认为是铝积累的主要靶器官，铝可改变血脑屏障（BBB）通透性，进入中枢神经系统（CNS）干扰大脑的意识与记忆功能，导致人类和动物视觉-运动协调失灵，认知能力、记忆能力、逻辑推理能力下降。另外，动物在采食富含铝饲料过程中磷酸铝过量的摄入会影响动物钙磷吸收，致使骨钙化过程受影响，诱发动物铝骨病的发生，影响动物生产性能[4]。此外，过量铝可影响植物生长，因根部发育受阻而死亡，最终影响粮食产量[5]。1989年世界卫生组织和联合国粮农组织(WHO/FAO)正式将铝确定为食品污染物加以控制，并暂定人体铝的周耐受摄入量(PTWI)为7 mg/kg体重[2]。2005年我国《食物中污染物限量》（GB 2762-2005）也规定面制食品中铝的残留量应低于100 mg/kg[6]。虽然对铝的使用做出多种限制措施，但由于含铝食品添加剂的应用、铝工业的发展以及生态环境的破坏，国内外仍有相当多关于食品铝超标及污染现象的报道。2006年广西疾病预防控制中心对市售面点中铝的污染情况进行调查，结果发现部分面点中铝残留量严重超标，尤其是油条类，合格率仅为4.8%[6]。2008年深圳市部分超市、酒楼、摊档、集体食堂等经营的面制食品中铝含量超标严重，其中油条合格率仅为16.7%[7]。另有研究表明，铝作业工厂工人肺通气功能严重受损[8]。2011年加拿大环境污染学教授Boullemant研究表明，PM2.5的主要成分为铝盐颗粒[9]，而我国铝冶炼产生的PM2.5粉尘达80~100 万吨/年[10]。因此，2011年WHO/FAO重新规定人体铝的PTWI为2 mg/kg体重[11]。2013年广西市居民膳食营养调查中，市售面制食品中铝的残留量严重超标，监测的4148份面制食品中，平均铝含量为157.81 mg/kg，铝超标率为35.29%，油炸食品类超标率最高，为62.57%[12]。同年欧洲食品安全管理局调查显示，婴儿和儿童铝的周摄入量分别高达11.3~156.2 mg/kg和26.9~286.8 mg/kg[13]。2014年WHO调查发现铝过量摄入会影响儿童及青少年对铁、锌、钙等吸收，严重危害人类健康[14]。同年英国权威专家Exley教授报道指出铝在大脑中积累会加剧老年痴呆症等神经退行性疾病。并有流行病学调查显示，铝引起的老年痴呆患者人数正以每年250万的速度增加[15]。尽管我国国家卫生计生委在2014年发布公告明令禁止含铝食品添加剂在面制食品生产中使用[16]，且我国国务院也在2016年明确规定，各地不得以任何方式新增电解铝产能[17]。但人们依旧饱受铝污染的毒害。因此，如何有效降低铝污染和防治铝毒害成为人类亟需攻克的热门课题和研究热点。
铝是一种强蓄积性的神经毒物，其诱导的空间记忆障碍与脑中的铝含量和铝化合物的形式密切相关，不同的含铝化合物表现出不同的毒性。乳酸铝，氯化铝和柠檬酸铝是研究神经毒性的常用铝盐，这些铝盐在正常pH条件下易水解形成氢氧化铝（Al（OH）3）沉淀，这会减低脑中铝含量及其生物利用度[18-20]。麦芽酚铝（Al-malt）对动物和神经细胞的毒性高于乳酸铝或氯化铝[18-20],是近年来被用于Al神经毒性研究的新型铝盐，因其在生理pH条件下不会形成不溶性的Al（OH）3沉淀，并释放出大量的Al3+可增加铝的解度，从而提高Al的生物利用度[21]。麦芽酚（3-Hydroxy-2-methy-4-pyrone，maltolate）是人类饮食中的常见成分，它可以在蔗糖热解或淀粉热降解过程中形成，也是美国和澳大利亚批准的食品添加剂，用作咖啡和巧克力牛奶等饮料中的增味剂及作为面包和蛋糕中的调味剂[22]。由于麦芽酚与Al的高亲和力，可在胃肠道中与Al结合形成Al-malt[23]。胃肠道是Al吸收的主要部位[24]，并且吸收的Al被分布在[25]。此外，由于Al-malt具有高亲脂性[26]，导致Al3+的吸收率较其他形式的铝盐更高，潜在毒性更大。虽然Al神经毒性的机制尚不完全清楚，但目前比较公认的机制有氧化应激、细胞凋亡、淀粉样β蛋白聚集和炎症[27-30]。其中，氧化应激被认为是铝神经毒性的病理基础[31-33]。因此，治疗氧化应激可能有效缓解Al神经毒性。
随着铝神经毒性研究的深入及其与神经退行性疾病关系的阐明，推动了铝神经毒性防治药物的研究。目前缓解铝神经毒性作用的药物可大致分为金属螯合剂、植物源类生物制品、动物源类生物制剂以及一些抗氧化药物或微量元素等五大类，但由于副作用、耐药性等原因尚未应用于临床治疗[34-36]。本课题组前期研究发现贯叶连翘提取物（HPE）可以通过抗氧化、抗炎性反应和调节Aβ生成等药理特性有效缓解氯化铝诱导的大鼠脑区的阿尔茨海默病样病理变化[3]。贯叶金丝桃素（hyperforin，HF）是HPE的主要活性成分，具有抗氧化、抗抑郁，促进学习记忆等药理作用[37]。我们前期实验扫描电镜观察发现，HF可显著减少Al暴露PC12细胞表面凋亡小体的形成和细胞膜完整度下降，故提出HF通过抑制氧化应激和神经细胞凋亡来缓解铝神经毒性的假说。然而，HF是否能通过其抗氧化性缓解铝神经毒性目前尚无报道。因此本试验旨在探明HF对铝诱导的PC12氧化损伤和凋亡的保护作用及机制，为铝神经毒危害的解除提供理论基础和试验依据。
[bookmark: _Toc232419402]1.1 铝的神经毒性作用
铝是一种蓄积性神经毒物，与阿尔茨海默氏病、肌萎缩侧索硬化症、透析性脑病和帕金森综合症等神经退行性疾病的发病相关，是神经退行性疾病的病因或加重因素之一[38]。1886年，Siem首次报道了铝具有神经毒性并可导致学习记忆功能障碍[39]。1976年，Jack等报道，透析性脑病患者的神经功能障碍与透析液中Al浓度过高以及使用含Al的磷酸盐结合凝胶有关[40]。1994年，Sjogren等对接触铝和锰的焊工问卷调查表明，铝和镁暴露可能导致运动功能、学习及记忆能力下降[41]。2001年，杨红光等调查研究发现，铝熔铸工人注意力、手的运动协调能力、感知记忆力均下降，最慢反应时间、数字译码和视觉保留时间延长[42]。Neri等人研究指出，受铝污染的饮用水是导致人罹患AD的主要危险因素之一[43-45]。Buchta等人报道，长期职业接触含Al焊接烟雾的神经毒性，以延迟暴露工作人员的总体反应时间[46]。以上流行病学调查均表明铝暴露可引起学习记忆功能损害。同时，流行病学研究表明铝也是一些神经退行性疾病的诱发或加重因素之一。1992年，Yasui M等通过比较26个地区帕金森病患者脑中铝浓度发现，在黑质、尾状核、苍白球中铝浓度显著高于对照人群，在脑灰质和基底核中铝浓度极显著高于对照人群[47]；2002年，Shirabe等人研究发现慢性肾功能衰竭的Al脑病患者的大脑表现出神经细胞萎缩和基质海绵状血管病轻度丧失，星形胶质细胞和小胶质细胞在大脑皮层、基底神经节和丘脑中的增殖[48]。2006年，Walton等调查发现阿尔茨海默综合症患者脑组织中有高浓度的铝蓄积，提示阿尔茨海默综合症的发病与铝暴露有关[49]。2012年，Ramirez-Altamirano等人研究发现具有神经管缺陷症状的新生儿头发中Al浓度显着升高，表明铝可能是导致神经管缺陷的发展因素[50]。鉴于铝神经毒性严重影响人类的生活质量，并造成家庭和社会的经济负担，因此在过去的几十年中研究人员对铝毒性损伤机制进行了大量的实验室研究，并取得了巨大的进展，但由于中枢神经系统的复杂性，其确切机制尚不清楚。目前研究表明，氧化应激、细胞凋亡是公认的铝造成中枢神经系统损伤和功能障碍主要病理特征和重要机制[51]。
[bookmark: _Toc232419403]1.2 铝与氧化损伤
氧化损伤是指机体在遭受有害刺激（包括金属盐[52]、烟草[53]、污染物[54]、紫外线和电离辐射等）时，机体氧化与抗氧化系统失衡，体内高活性分子如活性氧自由基（ROS）产生过多或清除过少，使蛋白质、核酸和脂质结构和功能发生改变从而导致组织损伤[55]。
ROS是机体正常氧化代谢的一种副产物，包括氧自由基和能转化为自由基的物质，ROS具有重要的生理作用，少量的ROS可以清除机体有害微生物、调节机体免疫力及调控细胞信号通路控制的细胞生存、迁移和增殖[56]。生理状态下，由于机体自身抗氧化系统的存在，ROS的产生和清除处于动态平衡，代谢产生的ROS不会对机体造成损伤。机体内的ROS按照来源不同可分为外源性和内源性，其中内源性ROS是机体内ROS的主要来源[57]。内源性的ROS主要来自于线粒体的有氧呼吸和代谢过程，是呼吸链的副产物。正常状态下，真核细胞线粒体内，电子经酶复合物I-IV从还原性分子转移到氧（O2），其中复合物酶IV（细胞色素C氧化酶）位于电子传递链末端，确保O2接受四个电子还原为水[58]；另外，除了线粒体，内源性的ROS还可来源于细胞的其他组分，如细胞色素P450、巨噬细胞、中性粒细胞、NADPH氧化酶、过氧化物酶体、微粒体等[59]。生理状态下，由于机体自身机体存在的两类抗氧化系统，一类是酶抗氧化系统，包括超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和过氧化氢酶（CAT）等；另一类是非酶抗氧化系统，包括谷胱甘肽（GSH）、维生素C和类胡萝卜素等，代谢产生的ROS不会对机体造成损伤，且具有重要的生理作用；在应激状态、外源性刺激物或病理条件下，ROS生成增加或（和）抗氧化酶活性降低，使组织中ROS含量上导致蛋白质、核酸和脂质结构和功能发生改变，最终导致细胞功能障碍甚至凋亡。生物膜是细胞的重要组分，具有特殊的功能，可以参与物质运输、信息传递、能量转换、细胞识别。ROS对生物膜（质膜、线粒体膜、高尔基体膜和内质网膜等）的损伤主要涉及组成成分中的磷脂，磷脂含有大量的多不饱和脂肪酸，ROS对不饱和共价键具有一种特殊的亲和力，因此，在机体内，ROS最容易攻击生物膜磷脂中的不饱和脂肪酸，从而引起膜脂质过氧化反应[60]。脂质过氧化产物丙二醛（MDA）可进一步与蛋白质的-SH和-NH基发生交联，从而必须依赖-SH和-NH基来维持活性的酶和受体抑制。因此，MDA的含量常作为评价脂质过氧化指标。


1 一级标题（模板样式）
正文
[bookmark: _Toc232419404][bookmark: _Hlk226452197]1.1 二级标题（模板样式）
正文
[bookmark: _Toc232419405]1.1.1 三级标题（模板样式）
正文
1.1.1.1 四级标题（模板样式）
正文


[bookmark: _Toc232419406]2 材料与方法
[材料与方法部分需客观、详实、规范撰写，保证研究过程清晰可追溯、实验方法可重复验证。需明确写明实验材料的具体名称、规格及来源购买途径；实验动物需注明品种、品系、日龄、体重、性别及饲养环境等信息；实验处理需明确分组方式、给药 / 处理剂量、浓度、时间节点及日程安排；所有计量单位须规范统一、准确无误；实验方法与操作步骤需详细具体，逻辑清晰，便于他人重复验证，同时注明所用仪器型号、试剂厂家及相关参考方法依据。需明确说明实验的生物学重复与技术重复次数（n = ?），保证实验结果具有统计学可靠性；所有实验数据需注明统计分析方法、使用的统计软件及版本，明确差异显著性判定标准（如 P 值）；数据处理过程需规范严谨、结果可复现，原始数据记录完整，图表标注清晰，计量单位统一准确。范例如下]
[bookmark: _Toc232419407]2.1 主要仪器与设备
表2-1 主要仪器与设备
Tab.2-1 Primary instrument and equipment
	仪器与设备
	生产厂家

	-80℃超低温冰箱
	美国Thermo Fisher Scientific公司

	电热恒温培养箱
	上海跃进医疗器械厂

	低温高速离心机
	德国BECKMAN公司

	高速台式离心机
	杭州奥盛仪器有限公司

	PowerGenModel125匀浆器
	美国ThermoFisherScientific公司

	快速混匀器
	江苏中大仪器厂

	手持式便携pH计
	唐山力辰科技有限公司

	涡旋泵
	群安实验仪器有限公司



[bookmark: _Toc232419408]2.2 主要试剂
表2-2 主要试剂
Tab.2-2 Primary reagent
	药品与试剂
	生产厂家

	LPS（分析纯，99%，用于动物实验）
	美国sigma

	LYC（≥90%，用于动物试验）
	北京索莱宝科技有限公司

	顺铂
	北京索莱宝科技有限公司

	LYC（≥98%，用于细胞试验）
	美国Merke公司


[bookmark: _Toc232419409]2.3 纳米番茄红素制备与应用
[bookmark: _Toc232419410]2.3.1 nLYC的制备
nLYC的制备在叔丁醇/甘油/水/PVP体系中制备，按照罗等人的方法并稍作修改[213, 214]。首先，将371.25 mg硝酸锌添加到含有50%叔丁醇的水溶液中作为溶液A，即触发溶剂。将10 mg的LYC，480.0 mg 咪唑-2-甲醛（ICA）和50.0 mg聚乙烯吡咯烷酮（PVP）加入到含有50%甘油的水溶液中作为溶液B，提前在磁力搅拌器中预混10 min。然后，在搅拌下的条件下将溶液A按照一定滴速滴加到溶液B中。随后，AB的混合物以1500 g的速度搅拌0.5 min，随着反应，体系中会出现淡黄色，代表制备开始。所有反应均在室温环境下进行。最后，将反应溶液离心（14000 g，30 min×3）得到ntLYC纳米颗粒，每次离心的沉淀需过量甲醇洗涤。然后在-55°C真空干燥12h。冻干过程中可选用D-（+）-海藻糖二水合物作冷冻干燥保护剂以防止纳米颗粒的聚集。
[bookmark: _Toc232419411]2.3.2 试验动物分组与处理
在整个实验过程中，小鼠被饲养在东北农业大学动物饲养中心。实验室严格遵守国家实验小鼠饲养标准，确保小鼠的生活环境良好。环境在25℃之间，采用照明/黑暗各半的光照循环模式，稳定湿度在45-55%之间。每隔3天更换一次垫料，以保证小鼠的卫生和健康。体内实验部分以28日龄的雄性ICR小鼠为受试对象，200只随机分成2个模型，分别为Cis模型和LPS模型。其中，Cis模型，分别为空白对照组（Con）、Cis组（剂量为5 mg/kg/d的Cis腹腔注射）、Cis+LYC组（剂量为5 mg/kg/d的LYC灌胃处理，剂量为5 mg/kg/d的Cis腹腔注射）和Cis+nLYC组（剂量为1 mg/kg/d的nLYC尾静脉注射，剂量为5 mg/kg Cis腹腔注射），Cis连续腹腔注射5天，nLYC连续进行尾静脉注射5天，灌胃给药的LYC为LYC与玉米油混合后进行。前期研究表明，玉米油作为溶媒不影响试验的正常结果，无副作用。
[bookmark: _Toc232419412]2.3.3 nLYC对t-BOOH处理TM4细胞活力的影响
在96孔细胞板中接种1×105密度的TM4细胞，培养24h。在细胞培养基中添加20 μM的t-BOOH新细胞培养液，培养24h，经过PBS清洗，弃培养液后加入4 μg/mL终浓度的nLYC培养液，继续培养24h。培养完毕后，在每个孔中加入10 μL CCK-8溶液并在37℃，5％CO2细胞培养箱中孵育。30 min孵育结束后，在450 nm处使用自动酶标仪测定每个样品的光密度。细胞活力表示为对照的百分比。每组设6个复孔，实验重复3次。


[bookmark: _Toc232419413]3 结 果
[结果部分是对于实验每一项检测结果的展示与陈述部分，要求仅描述组别之间的比较，严肃表达趋势变化，阶段性的写一到两句话的结论，不加入讨论、分析与主观评价，不要扩展或者天马行空地总结出严重超出结果之外的推论，科技论文为陈述句，不是推理悬疑。图表需规范清晰，数据标注完整，计量单位统一
需如实展示全部关键结果，包括阳性与阴性结果；不得随意取舍或篡改数据；结果描述应逻辑连贯，按实验顺序逐层呈现，与材料方法相对应；统计学分析结果需明确标注，确保数据真实可靠、可重复验证；结果要提及差异显著性，即与对照组相比，DEHP组海马区损伤面积显著增加（p<0.01）；要明确指出当下结果对应的图注信息，例：如图3-1所示（可灵活变化位置和表达）；涉及多图，要附加note解释ABC分别代表什么结果；全文结果图的尺寸请统一，格式统一为tiff，清晰度≥300dpi。范例如下]
[bookmark: _Toc116756307][bookmark: _Toc132809363][bookmark: _Toc232419414]3.1 nLYC材料表征部分
[bookmark: _Toc232419415]3.1.1 FSH对TM4细胞摄取nLYC影响的检测结果
FSH可以特异性地与TM4表面的FSH受体结合，并促进nLYC NPs的顺利摄取。如图3-18 A-B，对ntLYC NPs组相比，经过修饰的FSH修饰的nLYC NPs进入细胞的效率显著增加（P < 0.01）。
[image: ]
注：A：FSH对TM4细胞摄取nLYC NPs的影响；B：量化结果
图3-18 FSH对TM4细胞摄取nLYC NPs的影响
Fig. 3-18 Effect of FSH on TM4 cells uptake nLYC NPs


[bookmark: _Toc232419416]4 讨 论
[讨论是你结果部分的延续与全文逻辑关系的串联总结，整体思路就是按照你写作的逻辑顺序对应结果的一一讨论。比如你研究铁死亡，他的逻辑关系是这样的（铁死亡刺激→SLC7A11下调→GSH/GSSG失衡→GPX4活性降低→ACSL4上调→脂质过氧化加剧→COX2激活→铁死亡发生），那么这个时候你就要用心了，整个论文中所有的涉及铁死亡的关键蛋白的项管部表述都要从这个逻辑顺序！从目录、前言背景介绍、材料方法到结果的陈述环节都要有逻辑顺序，讨论更是！讨论亦是遵从“总分总”原则，先说铁死亡是什么，再说SLC7A11在铁死亡中扮演的关键作用，在引用或者表述其他人类似实验的结果，再说你自己的结果，说明研究结果相似，进一步佐证你的观点或者实验结果（适当把握，自己表达到位即可）。最后一句话总结，本实验/本研究结果表明，DEHP能够显著影响小鼠海马组织GPX4的活性。有时，为了丰富前后文的逻辑转承，我们还可以加上类似表达：“为了确定nLYC在细胞中的释放位置，本研究利用CY5.5代替LYC进行示踪研究”。范例如下]
[bookmark: _Toc132809379][bookmark: _Toc232419417]4.1 nLYC对炎症诱导睾丸结构变化的影响
据Rao等人的研究发现，将9 mg kg-1剂量的LPS通过腹腔注射方式给予小鼠，处理7天后小鼠体重和睾丸系数均有显著下降[225]。Reddy等人研究发现3 mg kg-1剂量的LPS持续腹腔注射三天，可睾丸和附属性器官的重量显着减少。同时伴随着生精小管尺寸减小，精子生成减少和生精上皮结构破坏，生精细胞脱落和间隙过大等现象[226]。这些结果均提示LPS诱导的炎症均对睾丸具有明显的破坏作用。睾丸系数（Testicular Size Index，TSI），也称为睾丸指数或睾丸容积指数，是指睾丸重量与受试动物体重体重比值。睾丸重量的变化通常会在一些病理状态下出现，如睾丸炎症等，因此TSI可以作为评判雄性生殖健康状况的参考指标之一。本研究中，腹腔注射LPS同样导致睾丸系数及体积的显著下降，使用LYC可以显著提升LPS暴露导致的睾丸系数。与LPS+LYC组比，LPS+nLYC组睾丸的恢复效果更显著。此外，本研究组织学观察和免疫组化结果发现，LPS暴露会导致不同程度的病变，包括生精小管管腔变薄、生精细胞间隙增大，生精细胞层数减少，成熟精子数量减少，以及睾丸间质稀疏，睾丸支持细胞细胞，睾丸间质细胞数量显著减少。此外，LPS可导致睾丸组织发生凋亡。然而，LYC可以显著恢复睾丸结构的损伤，减少空泡化，生殖细胞向睾丸腔内脱落，且与LPS+LYC组比，LPS+nLYC的恢复效果更显著，管腔内容排列紧凑，趋于正常。综上，nLYC NPs具有显著的抗炎治疗效果，其纳米化的番茄红素要比普通剂型表现出更好的治疗作用。
[bookmark: _Toc132809381][bookmark: _Toc232419418]4.2 nLYC对炎症诱导激素合成异常的影响
T是一种类固醇激素，主要由睾丸的Leydig细胞合成。T在男性身体发育、生殖和代谢方面起着重要作用。在睾丸中，T刺激了精原细胞的生长和分裂，促进了精子的形成。它还可以促进精子的成熟和精子质量的提高[230]。此外，T也可以增加精子的数量，从而增加生殖能力。除了对精子的影响，T也可以促进男性的性成熟，包括增加生殖器官的大小、促进体毛等雄性第二性征等[231]。T还可以促进肌肉的生长和骨骼的健康，影响代谢和脂肪分布，对男性身体的整体健康都有影响。Hassan研究结果表明，与对照大鼠相比，注射LPS后6h和12h后大鼠的T水平显着降低[232]。本研究得出类似的结果，LPS可显著降低T含量。然而，nLYC可以逆转由LPS暴露诱发的T合成降低。StAR是T激素生物合成的重要限速步骤[233]，免疫荧光切片结果表明在LPS暴露时，StAR表达量显著降低。此外，本研究还发现nLYC可以逆转由LPS暴露诱发的LH、FSH激素水平的下降，且相比较于LPS+LYC组，LPS+nLYC组治疗效果更为明显。综上，nLYC可显著缓解睾丸炎症导致的T合成降低。
[bookmark: _Toc232419419]4.3 nLYC的体内分布和安全评估
为了确定nLYC在细胞中的释放位置，本研究利用CY5.5代替LYC进行示踪研究。体内实验结果显示，尾静脉注射后，nLYC NPs显示出较好的靶向性，在12h时信号最强，达到峰值。而ntLYC NPs主要分布在肝脏。良好的靶向性会增加其药效，减少肝脏内的蓄积和代谢。为了验证FSH是否会靶向至睾丸支持细胞，本实验还对尾静脉注射后的小鼠进行了冰冻切片检测。结果显示，随着时间的增加，睾丸支持细胞内的荧光逐渐变大，表现出较好的靶向性。除睾丸支持细胞荧光强度较高外，睾丸间质细胞也被检测到有荧光信号，这可能说明，nLYC的靶向性输送至睾丸组织的支持细胞时，蓄积在睾丸中，部分被睾丸间质细胞摄取。此外，各脏器的组织学结果显示，不同剂量的nLYC NPs处理28d后不会对组织器官造成损伤，具有良好的安全性。肝功、肾功、肌酸激酶和血常规的结果均未出现异常。综上研究表明，本实验成功制备了生物安全的，具有睾丸靶向功能的nLYC NPs。


[bookmark: _Toc232419420]5 结 论
[结论需在研究结果基础上进行归纳提炼，客观总结本研究核心发现，明确回应前言提出的科学问题与研究假设；应突出研究的创新点与理论/实践意义，简明概括关键结论，避免简单重复结果内容。表述需严谨规范，不夸大、不臆断，对研究不足与未来展望可简要提及；逻辑清晰、层次分明，与前文研究内容高度呼应，形成完整闭环，硕士论文写3条结论即可。范例如下]
正确示范：
（1）纳米番茄红素具有优良的生理稳定性、生物安全性和组织分布性，经过靶向修饰后表现出较强的睾丸支持细胞靶向性和ATP响应性释放，表明靶向睾丸的nLYC NPs制备成功。

错误示范：
（1）纳米番茄红素的尺寸是100nm，经过一周的静置后发现，它具有优良的生理稳定性、生物安全性和组织分布性，表明靶向睾丸的nLYC NPs制备成功。
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