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纳米包装的虾青素通过消除过多内源性甲醛改善
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摘要 目的　探讨清除内源性甲醛 （formaldehyde，FA） 对双环己酮草酰二腙 （cuprizone，CPZ） 诱导的多发性硬化

（multiple sclerosis，MS）模型小鼠的脱髓鞘的改善效应及其机制。方法　采用0.2% CPZ建立MS慢性脱髓鞘模型，将80只

C57BL/6J 雌性小鼠随机分为 4 组：生理盐水（normal saline，NS）对照组、MS 模型（CPZ+NS）组、甲醛消除剂治疗组

（CPZ+NaHSO3）（NaHSO3，一种FA消除剂）、纳米虾青素（astaxanthin，ATX，一种高效FA消除剂）治疗组（CPZ+聚乙二

醇包装的纳米ATX（PEG-ATX）@NPs）。通过旷场、Y迷宫及爬杆实验评估运动能力及认知功能；采用免疫荧光组化法检测

脑组织离子化钙结合适配分子1（Iba1）表达；劳克坚牢蓝染色法检测脱髓鞘变化；通过酶联免疫吸附分析（enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）试剂盒检测血液、胼胝体与脊髓中肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白介

素（interleukin，IL） -1β和 IL-6含量；采用甲醛探针（Na-FA）测定脑及脊髓内源性FA水平及荧光成像定量组织活性氧类

（reactive oxygen species，ROS）强度。结果　与NS组相比，CPZ+NS组小鼠体重下降，运动协调及记忆能力减退，髓鞘再

生受阻（P<0.05），血液、脊髓和胼胝体中促炎症因子及FA含量显著升高（P<0.05），脑和脊髓组织FA及ROS荧光强度均

显著增强 （P<0.05），Iba1 阳性小胶质细胞数量明显增多 （P<0.05），胼胝体脱髓鞘严重 （P<0.01）。但是，FA 消除剂

NaHSO3和PEG-ATX@NPs干预显著降低脑与脊髓FA含量，减轻髓鞘损伤，抑制小胶质细胞活化，下调促炎症因子，并改

善模型小鼠的运动能力及认知行为。结论　纳米包装ATX可减少CPZ产生的FA，从而减缓MS模型小鼠的脱髓鞘及改善认

知能力。  
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多发性硬化症（multiple sclerosis， MS）是中

枢神经系统以白质炎性脱髓鞘为主要特征的自身免

疫性疾病［1］，病变常累及脑室周围白质、脊髓、

小脑与脑干等区域［2］。其主要病理包括髓鞘脱失、

炎症浸润、少突胶质细胞（oligodendrocyte，OL）

减少及轴突损伤［3］。MS多见于 20~40岁人群，女

性更为高发，全球患者约280万例［4］。临床表现取

决于病灶部位，可出现视物模糊、肌力下降、感觉

异常、运动协调障碍、认知与情绪损害等一系列神

经功能障碍［5］。研究发现，在髓鞘生成及轴突代

谢中发挥关键作用的是OL［6］，髓鞘健康对中枢神

经系统至关重要。因此MS研究多聚焦于改善髓鞘

再生及减缓脱髓鞘进程［7］。

甲醛（formaldehyde，FA）是早期地球环境中

重要的小分子，也是多种生物大分子如核糖、

RNA、DNA等有机物生成的前体［8］。同时，它作

为室内空气污染物，其导致动物记忆缺损和人类认

知能力下降的神经毒性作用已被广泛认知。它普遍

存在于脊椎动物细胞内，可来源于甲醇氧化及

DNA组蛋白去甲基化等代谢过程［9］。基础和临床
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研究显示，FA可诱发神经纤维丝蛋白变性、神经

元脱髓鞘等，这一病理现象在神经退行性疾病患者

尸检中常见，与MS类似。气态 FA暴露会导致记

忆下降及体内髓鞘丢失，引发相关脱髓鞘疾病［10］。

例如，阿尔茨海默病模型小鼠脑内FA蓄积，伴随

脑皮层灰质存在多处脱髓鞘，神经元脱髓鞘会损害

神经冲动传导，阻碍神经核团间通讯，导致记忆紊

乱。MS 患者脑内胼胝体和脉络丛的神经元脱髓

鞘，也会造成运动和记忆能力受损［11-12］。1989年，

Khokhlov等［13］发现，MS患者血液和脑脊液中FA

浓度异常升高，而甘氨酸可降低FA浓度，对病情

有缓解作用。这提示消除FA可能延缓脱髓鞘。

双环己酮草酰二腙（cuprizone，CPZ）诱发脱

髓鞘，是制备经典MS动物模型的药物。模型脑受

损的特征为OL凋亡、小胶质细胞激活及胼胝体脱

髓鞘［14］。已有研究表明，CPZ诱导的小鼠不仅出

现运动协调下降，还表现出学习及记忆障碍［15］，

该模型能够较为准确地再现MS等脱髓鞘疾病的典

型临床表现。停止 CPZ 喂养后，小鼠可出现部分

髓鞘再生［16］，但修复有限，这与MS患者髓鞘再生

不足的临床特征一致［17］。进一步研究发现，髓鞘

再生依赖少突胶质前体细胞的活化与分化，因此该

模型对揭示MS机制及筛选促髓鞘再生药物具有重

要价值［18］。

FA 消 除 剂 亚 硫 酸 氢 钠 （sodium bisulfite， 

NaHSO3）可有效清除体内内源性FA毒性，可通过

亲核加成反应形成稳定的羟甲基磺酸盐，从而快速

降低体内FA水平，阻断其引发的炎症及血脑屏障

损伤［19］。该反应在生理条件下即可迅速进行，能

直接、快速地降低体内游离FA水平。其作为食品

添加剂和临床药物已有长期的使用记录，安全性明

确，适合作为本研究验证“清除内源性FA”策略

的阳性对照［20］。而另一种高效的FA消除剂虾青素

（astaxanthin，ATX） 具备抗氧化和 FA 清除能力，

其羟基和酮基结构可与FA发生加成反应。ATX是

类胡萝卜素中最有效的天然抗氧化剂，可通过中和

单线态氧抑制氧化应激、增强免疫系统功能，不仅

可用作营养补充剂、抗氧化剂和免疫增强剂，还能

预防糖尿病、心血管疾病及神经退行性疾病［21］。

但是由于ATX水溶性差、易分解，临床应用有限，

因此本研究以粒径<100 nm 的纳米脂质体为载体包

封 ATX，再对包封 ATX 的脂质体进行聚乙二醇

（polyethylene glycol，PEG）表面修饰，最终获得

PEG 修饰 ATX 纳米颗粒（PEG-ATX@NPs）。可提

升其稳定性和脑部递送效率，同时 PEG修饰能增

强血脑屏障穿透能力［22］，使脑内ATX浓度高于游

离状态［23］。研究结果显示，PEG-ATX@NPs 可减

少脑内 CPZ 产生的 FA，改善 MS 模型小鼠的认知

和脱髓鞘。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物

鉴于MS在女性中发病率显著高于男性［24］，为

更好地模拟人类疾病性别特征，本研究选用雌性

C57BL/6J 小鼠进行实验。本实验选用 6~8 周龄的

C57BL/6J小鼠共计80只，体重范围为18~20 g，实

验用动物购买自北京维通利华实验动物技术有限公

司提供的无特定病原体 （special pathogen free，

SPF）小鼠，具备合法的实验动物生产资质，编号

为 SYXK （浙） 2023.0047。实验前，所有小鼠均

在湖北科技学院SPF级动物实验中心进行适应性饲

养，环境条件控制为温度（20±2）℃，相对湿度

维持在 45%~50%，并采用 12 h昼夜光照周期。经

过为期 1周的适应期后，正式进入各项实验阶段。

所有实验操作严格遵循国家及学校关于实验动物使

用的伦理规范，获湖北科技学院实验动物伦理审查

委员会的批准（批准文号为202101012）。

1.1.2　药物与试剂

磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate-buffered saline， 

PBS）（P1003）、ATX （A9241）、蛋白酶抑制剂混

合 液 （P6730）、 活 性 氧 类 （reactive oxygen 

species，ROS） 检测试剂盒 （CA1410） 均由北京

索莱宝科技有限公司提供； CPZ （B802761）、

NaHSO3 （S818005）均由上海麦克林科技有限公司

提供；离子化钙结合适配分子 1 （ionized calcium 

binding adapter molecule-1， Iba1） 抗 体 （019-

19741）由WOKO和光纯药公司提供；AF647标记

山羊抗兔 IgG （H+L）（A0468）、放射免疫沉淀法

裂解缓冲液 （radio-immunoprecipitation assay lysis 

buffer，RIPA）（P10013B）和4',6-二脒基-2-苯基吲

哚二盐酸盐（4',6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）

染色液（C1005）购自上海碧云天生物技术有限公

司；小鼠肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）（ml002095-1）、小鼠白介素（interleukin，

IL） -6 （ml002293-1） 和小鼠 IL-1β（ml063132-1）

酶联免疫吸附分析（enzyme-linked immunosorbent 

assay，ELISA）试剂盒均由上海酶联科技有限公司
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提供；髓鞘染色试剂盒 （牢固蓝 -焦油紫法）

（G3245） 购自索莱宝公司；色谱级二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）（D103273） 购自上

海阿拉丁生化科技有限公司；蛋黄卵磷脂（E80，

F2020999045277） 购自合肥巴斯夫生物技术有限

公司；PEG-15 羟基硬脂酸酯（D8371）购自大连

美伦生物科技有限公司；FA 探针（Na-FA）由济

南大学荧光探针与生物医学成像研究所捐赠。

1.1.3　仪器

多 功 能 荧 光 酶 标 仪 （Hidex Chameleon V，

Hidex，芬兰），可用于荧光检测等实验；酶标仪

（Bio Tek ELx800， SN211805，美国），适用于

ELISA 等 检 测 ； 低 温 冷 冻 离 心 机 （5424R，

Eppendorf，德国），用于样本离心处理；DFC450C

型荧光显微镜，可观察荧光标记样本；CM1950型

冰冻切片机（德国Leica仪器有限公司），用于制作

冰冻切片；KZ-III-F型低温型研磨仪（武汉塞维尔

生物科技有限公司），用于样本低温研磨；HH-42

三用电热恒温水箱（北京长源实验仪器厂），提供

恒温环境；小动物活体成像系统（IVIS Spectrum，

瑞孚迪生物医学（上海）有限公司），可进行活体

成像观察；Y迷宫和旷场箱（深圳市瑞沃德生命科

技股份有限公司），用于小鼠行为学实验。

1.2　方法

1.2.1　模型制备及分组

本研究选用 80只C57BL/6J小鼠，依据体重随

机分配至4个实验组别：生理盐水（normal saline，

NS）组、MS模型（CPZ+NS）组、FA消除剂治疗

（CPZ+NaHSO3） 组、纳米 ATX 治疗 （CPZ+PEG-

ATX@NPs）组。实验饲料通过粉碎后与CPZ粉末

混合配制，最终获得含0.2% CPZ（剂量6 mg/kg/d）

的特殊饲料。除NS组保持常规饲料喂养外，其余

3组持续摄入含CPZ饲料 4周，以构建慢性脱髓鞘

动物模型。模型建立完成后，所有实验组均恢复常

规饲料喂养。随后，NaHSO3组每 48 h经腹腔注射

100 mg/kg NaHSO3， CPZ+PEG-ATX@NPs 组 每   

48 h 经腹腔注射 10 mg/kg PEG-ATX@NPs，NS 组

及CPZ+NS组则注射等量生理盐水，持续干预14 d

（图1a）。PEG-ATX@NPs的制备策略及其增强血脑

屏障穿透能力的有效性，参考了本团队前期已建立

的方法［23］，该研究通过活体成像和高效液相色谱

分析证实了 PEG 修饰的纳米脂质体可显著提高

ATX在脑组织中的富集。NaHSO3（100 mg/kg）的剂

量参考了其他模型中有效清除内源性 FA 并且       

显示其安全性的文献报道［19］。PEG-ATX@NPs

（10 mg/kg）的剂量则基于本课题组前期的预实验

和药效学研究，该剂量能在保证安全性的前提下发

挥最佳疗效。整个实验周期包括模型构建与药物干

预两个阶段，共计 6周（图 1a）。因实验设计和检

测方法需求，部分检测（如免疫荧光、活体成像）

所需样本量较小（n=3~4），而行为学及 ELISA 等

检测所需样本量较大（n=7~8）。

PEG-ATX@NPs纳米粒子的制备。采用乳化法

制备 PEG-ATX@NPs。4 g 蛋黄卵磷脂溶解于 2 ml 

95% 乙醇中，50℃水浴加热，形成橙黄色透明液

体。然后加入20 mg ATX（用适当的DMSO增溶）、

4 g长链脂肪酸、1g PEG-15羟基硬脂酸酯，在水浴

中摇匀加热至 60℃。因此，磷脂分子被组装得到

ATX 包裹的脂质体（ATX@NPs）。然后在上述混

合溶液中加入 0.15 g PEG2000，加热 30 min 至

50℃。PEG2000与ATX脂质体偶联（ATX@NPs）。

采用 220 nm过滤膜对脂质体进行挤压，制备均匀

的纳米颗粒（nanoparticles，NPs）。为了消除未包

封的药物，采用离心分离法，将制备的药物在4℃

的温度和 3 000 r/min的转速下离心 5 min，使未封

装的药物从上清液中分离并随后去除。在本实验室

前期已完成相关课题 PEG-ATX@NPs 纳米粒子的

制备，同时对粒径、Zeta电位、包封率等都已经验

证，检测出本实验研究所用 PEG-ATX@NPs 的平

均粒径为 79.4 nm，聚集度指数 （polydispersity 

index，PDI）<0.20，Zeta电位为-34.2 mV，包封率

为（81.7±2.5）%［23］。基于课题组已有研究，本研

究利用该药物具有较好的透过血脑屏障的特性，进

行对MS模型的疗效验证。

1.2.2　小鼠行为学检测

小鼠模型构建后，实验过程中每隔 1 d在固定

时间点对各组小鼠的体重进行记录。给药6周结束

后，进行行为学测试，在正式实验前，先让小鼠适

应实验环境以减少应激影响，所有行为学测试均在

隔音、光照均匀的实验室内进行。a. 旷场实验。在

启动行为分析系统并完成相关参数设置后，实验人

员背向小鼠，将实验对象轻柔地放置于清洁、无刺

激性气味的实验箱内，持续观察并记录其在10 min

内的运动轨迹与行为表现。每次实验结束后，对实

验装置进行彻底清理，确保下一组实验的环境一致

性。b. Y型迷宫实验。实验装置由 3个长度相等、

宽度约为 10 cm、长度约 40 cm的通道构成，形成

“Y”字形结构，各通道之间的夹角为 120°。将单
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只小鼠置于迷宫中央位置，允许其自由探索 5 min

以适应环境，随后记录其首次选择的臂、进入次数

及在各个臂中的停留时间等行为指标。c. 爬杆实

验。采用高度为50 cm、表面粗糙且顶部连接有粗

糙球体的塑料杆作为实验工具。将小鼠头部朝上放

置于杆顶，待其调整方向朝下沿杆向下移动时，开

始计时，记录从杆顶下降至底部所需的时间作为评

估指标，实验方法详见图1c。

1.2.3　组织样本制备

用 1.25% 三溴乙醇麻醉小鼠后，取眼球血备

用，用于ELISA检测。每组随机选取4只小鼠，经

心脏灌注生理盐水和4%多聚甲醛后，解剖取脑组

织与脊髓组织，经多聚甲醛固定，依次置于 10%、

20%、30%蔗糖溶液中梯度脱水，冷冻切片包埋剂

（optimal cutting temperature compound， OCT） 包

埋后用液氮速冻，存放于-80℃冰箱备用，后续用

冰冻切片机切成20 μm的脑组织切片，用于免疫荧

光 染 色 和 劳 克 坚 牢 蓝 染 色 （Luxol fast blue， 

LFB）。各组其余小鼠仅经心脏灌注生理盐水，取

脑组织的皮层、海马、胼胝体等部分，存放于

-80℃冰箱，用于后续ELISA检测。每组留存 6只

小鼠，用于小动物活体成像和FA探针的荧光强度

检测。

1.2.4　胼胝体区域LFB染色检测脱髓鞘变化

将冷冻切片浸入 1×PBS 缓冲液 3 min 以去除

OCT包埋介质，然后将切片依次置于 100%、95%

和 85%梯度的乙醇中，每个染缸浸泡 5 min。再取

出切片，置于Luxol溶液中，在60℃下孵育染色过

夜。取出切片，置于 95% 乙醇溶液中浸洗 5 min。

将组织切片从乙醇溶液中转移到去离子水中。将组

织切片放置于 0.05% Li2CO3溶液中，15 s后迅速取

出切片。将切片立即置于 70% 乙醇溶液中，直到

能够清晰分辨出灰质和白质。将切片于 95% 和

100% 乙醇溶液中脱水，在二甲苯溶液中透明        

5 min，最后用中性树胶作为封片剂，显微镜下观

察并拍片。

1.2.5　胼胝体区域免疫荧光染色检测Iba1表达情况

将冷冻切片浸入1×PBS缓冲液3 min以去除包

埋介质。使用免疫组化的标记笔对玻片上脑组织区

域进行定位后，加入 1% BSA溶液进行封闭处理，

持续 20~30 min。随后应用 0.5%Triton X-100 进行

组织通透处理，处理时长为30 min。Iba1一抗（稀

释比例1∶1 000）滴加至切片表面，置于湿盒中并

在 4℃条件下进行 12~18 h的孵育。完成一抗孵育

后，使用1×PBS缓冲液进行5次充分洗涤，5 min/次。

随后加入荧光标记的二抗（稀释比例1∶300），在

室温避光环境中孵育2 h，再次进行3次PBS洗涤。

最后采用含DAPI的抗荧光猝灭封片剂进行封片处

理，通过荧光显微镜观察 Iba1 的表达。定量分析

时，利用 Image J软件对视野内阳性染色细胞进行

计数，以此获得各组 Iba1的相对表达量。

1.2.6　ELISA检测血液、脑和脊髓组织中TNF-α、

IL-6、IL-1β含量

各组实验动物的胼胝体与脊髓组织被取出后，

进行称重处理，并按照组织重量与 RIPA 裂解液     

1∶9的比例进行混合。随后将混合样本置于低温

研磨器中（设定温度为 4℃，工作频率为 60 Hz），

进行30 s的研磨操作，间隔15 s后重复2次，直至

组织完全匀浆，无明显颗粒状残留物。匀浆完成

后，将所得样本转移至预冷的离心管中，使用预先

冷却至 4℃的高速离心机，在 12 000 r/min 的转速

下离心30 min。离心结束后，小心吸取上清液，并

将其转移至新的EP管中备用。根据ELISA试剂盒

的操作指南，对各组小鼠的胼胝体、脊髓组织以及

血液样本中的TNF-α、IL-6和 IL-1β等炎症因子的

浓度进行定量检测。

1.2.7　全脑和脊髓FA荧光成像检测

向4组小鼠腹腔分别注射浓度为5 μmol/L的特

异性 FA 荧光探针 Na-FA，等待 30 min 后，用

1.25%三溴乙醇溶液麻醉小鼠。将小鼠安乐死后，

分离脑组织和脊髓组织，用PBS冲洗以去除表面血

液及杂质，随后将组织样品转移至细胞培养 12孔

板中，吸去周围液体，放置于成像暗箱平台。实验

全程在冰面上进行且避免光线照射，选择激发/发

射滤波器（λex/λem=430 nm/540 nm），进行荧光成像

和软件定量。

1.2.8　血液、脑和脊髓组织FA浓度检测

样本处理同 1.2.6方法。取组织样本加入黑色

96孔板，每孔依次加入40 μl小鼠组织样品或FA标

准溶液、120 μl PBS及40 μl Na-FA工作液，在常温

条件下避光孵育 30 min 后，采用多功能酶标仪对

样品进行荧光强度的测定，其中激发波长设定为

440 nm，发射波长选择 543 nm。依据FA标准溶液

构建标准曲线，通过曲线方程计算血液及各组织的

FA浓度。

1.2.9　血液、胼胝体和脊髓组织ROS荧光强度检测

样本处理同 1.2.6方法。取样本上清液加入黑

色 96 孔板，每孔加 200 μl 稀释倍数后的上清液及  
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2 μl 二氢乙锭（dihydroethidium，DHE）探针，用

移液枪吹打混匀，37℃避光孵育 30 min 后，采用

多功能酶标仪对样品进行 ROS 荧光强度的检测，

其中激发波长设定为 488 nm，发射波长选择     

610 nm，定量每组的ROS荧光强度。

1.2.10　数据统计

本研究所有数据计算均采用GraphPad Prism 10

软件完成，免疫荧光结果分析借助 Image J软件进

行。实验数据以均数±标准差（mean±SD）表示，

以此反映数据的集中趋势与离散程度。在组间差异

比 较 中 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析

（ANOVA），若总体比较存在显著性，则进一步采

用Bonferroni法，用于检验多组样本均值是否存在

统计学差异；而不同组间的两两比较则选用 t 检

验，检测两组间差异。统计学显著性阈值设定为  

P<0.05，当P值小于该阈值时，组间差异具有统计

学意义。本研究部分实验组样本量（如n=3）虽能

显示趋势，但可能限制了统计功效，根据前期预实

验结果，设定n=8可使行为学差异的统计效能达到

80%以上。结论的解释需考虑此局限性，未来研究

将增加样本量以提供更稳健的证据。

2　结 果

2.1　CPZ诱导MS模型小鼠体重下降及行为学异常

本文利用旷场实验、爬杆实验、Y迷宫实验以

及体重测试，检测了4组小鼠的自发活动、运动协

调 、 短 期 空 间 记 忆 能 力 和 体 重 变 化 情 况             

（图1b~e）。

体重测试结果显示：与 NS 组相比，CPZ+NS

组小鼠出现进食量减少、体重增长缓慢，从第 21

天起体重呈下降趋势，至第 43 天体重显著下降 

（P<0.000 1）；但是经NaHSO3和PEG-ATX@NPs干
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Fig. 1　Schematic of the experimental design and effects of different treatments on behavioral changes and body weight in 
mice (mean±SD, n=3－8)

(a) Schematic diagram of experimental group design; (b) open field test trajectory diagram; (c) pole climbing test schematic diagram; (d)Y-maze test 

trajectory diagram; (e) statistical analysis of weight changes during modeling and drug administration; (f) statistical analysis of total movement 

distance in the open field test; (g) statistical analysis of total movement time in the pole climbing test; (h) statistical analysis of total movement 

distance in the Y-maze test; (i) statistical analysis of total movement distance and spontaneous alternation rate in the Y-maze test. All data are 

presented as mean±standard deviation. One-way analysis of variance (ANOVA) was used for statistical analysis, followed by Bonferroni post hoc 

test. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.
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预后，小鼠体重至第43天体重逐步回升（P<0.05， 图1e）。

旷场实验结果显示：与 NS 组相比，CPZ+NS

组小鼠在旷场的轨迹路程减少（图1b），同时在旷

场实验中活动总距离显著减少（P<0.05，图1f）。

爬杆实验结果显示：与 NS 组相比，CPZ+NS

组小鼠在爬杆实验中从平衡杆爬至地面的时间明显

延长（P<0.01，图1g）；与CPZ+NS组相比，CPZ+

NaHSO3组和CPZ+PEG-ATX@NPs组从平衡杆爬至

地面的时间明显缩短（P<0.05，图1g）。

Y 迷宫实验结果显示：与 NS 组相比，CPZ+

NS 组小鼠在 Y 迷宫实验中活动总距离显著减少 

（P<0.01，图 1h） 和短时记忆能力明显下降 （P<

0.001，图 1i）；与 CPZ+NS 组相比， CPZ+PEG-

ATX@NPs组小鼠在Y迷宫实验中活动总距离显著

增加（P<0.05，图 1h），CPZ+NaHSO3组小鼠在 Y

迷宫实验中短时记忆能力显著提升 （P<0.05，

图1i）。

以上结果表明，两种FA消除剂可改善CPZ诱

导的脱髓鞘、体重减轻及行为学异常。

2.2　FA清除剂降低MS模型小鼠体内甲醛水平

通过Na-FA探针分别检测小鼠血液、胼胝体和

脊髓中FA的浓度（图2）。

血液中 FA 检测结果显示：与 NS 组相比，

CPZ+NS 组血液 FA 浓度显著升高 （P<0.01，图

2a）；与CPZ+NS组相比，CPZ+NaHSO3组血液FA

浓度显著降低（P<0.01，图2a）。

胼胝体中 FA 检测结果显示：与 NS 组相比，

CPZ+NS组胼胝体FA浓度显著升高（P<0.001，图

2b）；与 CPZ+NS 组相比，CPZ+NaHSO3组胼胝体

FA浓度显著降低（P<0.05，图2b）。

脊髓中 FA 检测结果显示：与 NS 组相比，

CPZ+NS 组脊髓 FA 浓度显著升高 （P<0.01，图

2c）；与 CPZ+NS 组相比，CPZ+NaHSO3组脊髓组
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Fig. 2　Effects of different treatments on endogenous formaldehyde levels in the blood, callosum and spinal
(a) Quantitative statistical analysis chart of FA concentration in mouse blood detected by Na-FA probe; (b) quantitative statistical analysis chart of FA 

concentration in mouse callosum detected by Na-FA probe; (c) quantitative statistical analysis chart of FA concentration in mouse spinal cord detected 

by Na-FA probe; (d) fluorescence imaging of FA in mouse brain and spinal using Na-FA probe via in vivo animal imaging system; (e) statistical 

quantitative analysis chart of fluorescence intensity in mouse brain by small animal in vivo imaging; (f) statistical quantitative analysis chart of 

fluorescence intensity in mouse spinal cord by small animal in vivo imaging. All data are presented as mean±standard deviation. Statistical analysis 

was performed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni post hoc test. n=3-6; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; ns: not 

statistically significant.
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织 FA 浓度显著降低 （P<0.05，图 2c）。但是，与

CPZ+NS 组相比，CPZ+PEG-ATX@NPs 组小鼠血

液、胼胝体和脊髓中FA的浓度有下降趋势，但无

显著意义。

通过小动物活体成像系统对小鼠全脑及脊髓组

织进行检测，成像结果显示，与NS组相比，CPZ+

NS组全脑和脊髓成像的荧光更强，但经过NaHSO3

和 PEG-ATX@NPs 干 预 后 ， CPZ+NaHSO3 组 和

CPZ+PEG-ATX@NPs 组全脑和脊髓成像的荧光减

弱（图2d）。

进一步统计分析发现：与 NS 组相比，CPZ+

NS 组全脑荧光强度更高 （P<0.01，图 2e）；与

CPZ+NS组相比，CPZ+NaHSO3组全脑荧光强度降

低（P<0.05，图2e）。与NS组相比，CPZ+NS组脊

髓的荧光强度也更高 （P<0.01，图 2f）；与 CPZ+

NS 组相比，CPZ+NaHSO3 组全脑荧光强度降低 

（P<0.05，图 2f）。与 CPZ+NS 组相比，CPZ+PEG-

ATX@NPs 组脊髓 FA 荧光强度有下降趋势，但无

统计意义。

上述结果表明，FA 消除剂 NaHSO3 和 PEG-

ATX@NPs减少了小鼠的胼胝体组织、脊髓组织及

血液中的FA浓度。

2.3　FA清除剂减少MS模型小鼠促炎症因子的

释放

通过 ELISA 方法检测血液、胼胝体和脊髓的

促炎症因子TNF-α、IL-1β和 IL-6含量水平（图3）。

血液中检测结果显示：与 NS 组相比，CPZ+

NS 组小鼠血液中 TNF-α（P<0.01，图 3a）、IL-1β

（P<0.001，图 3d） 和 IL-6 （P<0.05，图 3g） 含量

显著升高；与CPZ+NS组相比，CPZ+NaHSO3组小

鼠血液中 TNF-α （P<0.01，图 3a） 和 IL-1β （P<

0.05， 图 3d） 含 量 显 著 降 低 ， CPZ+PEG-

ATX@NPs 组小鼠血液 IL-1β（P<0.01，图 3d） 含

量显著降低。

胼胝体中检测结果显示：与NS组相比，CPZ+

NS组小鼠胼胝体中TNF-α（P<0.001，图 3b）、IL-

1β（P<0.001，图3e）和 IL-6（P<0.001，图3h）含

量显著升高；与CPZ+NS组相比，CPZ+NaHSO3组

小鼠胼胝体中 IL-1β（P<0.01，图 3e）含量显著降

低，CPZ+PEG-ATX@NPs 组小鼠胼胝体中 TNF-α

（P<0.05，图 3b）、IL-1β（P<0.01，图 3e） 和 IL-6

（P<0.01，图3h）含量显著降低。

脊髓中检测结果显示：与 NS 组相比，CPZ+

NS组小鼠脊髓中TNF-α（P<0.001，图 3c）、IL-1β

（P<0.01，图 3f） 和 IL-6 （P<0.01，图 3i） 含量显

著升高；与CPZ+NS组相比，CPZ+NaHSO3组小鼠

脊髓中 TNF-α （P<0.05，图 3c） 含量显著降低，

CPZ+PEG-ATX@NPs 组 小 鼠 脊 髓 中 IL-1β （P<

0.01，图 3f） 和 IL-6 （P<0.01，图 3i） 含量显著

降低。

以上结果提示，清除内源FA可抑制神经炎症

反应。

2.4　FA清除剂减轻胼胝体脱髓鞘

采用 LFB 组织化学染色评估胼胝体脱髓鞘变

化，定位小鼠脑的胼胝体部位（图4b）。染色结果

（图4a）显示，与NS组相比，CPZ+NS组在CPZ诱

导4周后有髓鞘区域的密度（蓝色）明显降低，说

明该组小鼠胼胝体出现明显的髓鞘脱失，在

NaHSO3和PEG-ATX@NPs干预后，观察到有髓鞘

区域的密度显著增加。通过量化胼胝体区域髓鞘缺

失（脱髓鞘）的面积与空白对照组相比的比率的定

量分析结果表明，与NS组相比，CPZ+NS组小鼠

脱髓鞘面积比较严重（P<0.01）（图 4c），与CPZ+

NS 组 相 比 ， CPZ+NaHSO3 组 和 CPZ+PEG-

ATX@NPs 组小鼠的脱髓鞘会有缓解但无显著意

义。这些结果说明，通过清除FA可以有效缓解胼

胝体脱髓鞘。

2.5　内源FA蓄积增强胼胝体氧化应激

氧化应激也是脱髓鞘的一种重要机制。为进一

步阐明FA毒性是否涉及氧化应激途径，本文评估

了小鼠血液、胼胝体和脊髓中的 ROS 荧光强度，

并分析了 ROS 荧光强度与胼胝体 FA 浓度的相关

性（图5）。

血液中检测结果显示：与 NS 组相比，CPZ+

NS 组小鼠的血液中 ROS 荧光强度显著升高 （P<

0.01，图 5a）；与 CPZ+NS 组相比， CPZ+PEG-

ATX@NPs组小鼠的血液中ROS荧光强度显著降低

（P<0.05，图5a）。

胼胝体中检测结果显示：与NS组相比，CPZ+

NS组小鼠的胼胝体中ROS荧光强度显著升高（P<

0.01，图 5b）；与 CPZ+NS 组相比， CPZ+PEG-

ATX@NPs 组和 CPZ+NaHSO3 组小鼠的胼胝体中

ROS荧光强度有降低趋势且无显著意义。

脊髓中检测结果显示：与 NS 组相比，CPZ+

NS 组小鼠的脊髓中 ROS 荧光强度显著升高        

（P<0.001，图 5c）；与 CPZ+NS 组相比， CPZ+

NaHSO3组小鼠的脊髓中ROS荧光强度有显著降低

（P<0.05，图 5c），CPZ+PEG-ATX@NPs 组小鼠的
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脊 髓 中 ROS 荧 光 强 度 有 显 著 降 低 （P<0.01，

图5c）。

相关性分析发现，CPZ+NS 组小鼠胼胝体的

FA浓度与血液中ROS荧光强度呈正相关（P<0.01，

图 5d）、与胼胝体组织中 ROS 荧光强度呈正相关

（P<0.01，图 5e），与脊髓组织中 ROS 荧光强度呈

正相关（P<0.01，图5f）。

以上结果表明，通过清除内源性 FA，可有效

抑制氧化应激反应，从而减轻小鼠的脱髓鞘程度。

2.6　FA清除剂减少小胶质细胞活化

小胶质细胞活化作为判断神经炎症的核心环

节，为在细胞水平去验证FA清除的抗炎效果，本
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Fig. 3　The effects of different treatments on the expression of neuroinflammatory cytokines
(a) Statistical analysis of TNF-α concentration in blood; (b) statistical analysis of TNF-α concentration in callosum; (c) statistical analysis of TNF-α 

concentration in spinal; (d) statistical analysis of IL-1β concentration in blood; (e) statistical analysis of IL-1β concentration in callosum; (f) statistical 

analysis of IL-1β concentration in spinal; (g) statistical analysis of IL-6 concentration in blood; (h) statistical analysis of IL-6 concentration in 

callosum; (i) statistical analysis of IL-6 concentration in spinal. All data are expressed as mean±standard deviation. Statistical analysis was performed 

using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni post hoc test. n=7; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; ns: not statistically 

significant.
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Fig. 5　Quantification of reactive oxygen species levels in tissues and their correlation with formaldehyde concentration in 
the callosum

(a) Fluorescence intensity of reactive oxygen species in mouse blood; (b) fluorescence intensity of reactive oxygen species in callosum tissue of 

mouse brain; (c) fluorescence intensity of reactive oxygen species in mouse spinal; (d) correlation between reactive oxygen species fluorescence 

intensity in mouse blood and formaldehyde concentration in the callosum; (e) correlation between reactive oxygen species fluorescence intensity in 

the mouse callosum and formaldehyde concentration in the callosum; (f) correlation between reactive oxygen species fluorescence intensity in the 

mouse spinal and formaldehyde concentration in the callosum. P values represent results of Pearson correlation analysis, and R values indicate 

Pearson correlation coefficients. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post hoc 

test. All data are presented as mean±standard deviation. n=7;  *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Fig. 4　Characterization of demyelination in the corpus callosum assessed by LFB histochemistry
(a) Representative images of LFB-stained coronal sections of the callosum from four different types of modeled mice; (b) the marked area on the 

brain coronal section represents the callosum region; (c) quantitative assessment of the demyelinated area ratio in each group using Image J software. 

All data are presented as mean±standard deviation. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.    

n=4; **P<0.01; ns: Not significant.
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文通过免疫荧光染色观察了胼胝体区小胶质细胞标

志物 Iba1的表达与形态变化（图 6），定位小鼠脑

部的胼胝体区域 （图 6b）。通过荧光图结果显示

（图 6a），NS 组小鼠脑内小胶质细胞多呈分支状，

而CPZ+NS组小鼠脑中小胶质细胞多呈阿米巴样，

胞体增大，呈类圆形巨细胞形态，分支短小，也可

以看到 CPZ+NaHSO3 和 CPZ+PEG-ATX@NPs 组小

鼠小胶质细胞形态较CPZ+NS组有所改变，形态趋

于正常组。

进一步定量分析发现：与 NS 组比较，CPZ+

NS组小鼠胼胝体区域的 Iba1阳性小胶质细胞数量

明显增多（P<0.001）（图 6c）；与CPZ+NS 模型组

比较，CPZ+PEG-ATX@NPs 组小鼠胼胝体小胶质

细胞数量明显减少（P<0.01）（图 6c）。同时与NS

组比较，Iba1阳性细胞占DAPI标记总细胞的比例

也增加（P<0.001）（图 6d）；与CPZ+NS模型组比

较，CPZ+PEG-ATX@NPs组 Iba1阳性细胞占DAPI

标记总细胞的比例也减少（P<0.01）（图6d）。

以上结果说明，清除FA可以有效抑制小胶质

细胞中 Iba1的表达，减少小胶质细胞异常活化。

2.7　FA水平与炎症因子浓度、行为学相关性分析

CPZ饲料干预的小鼠血清、胼胝体和脊髓组织

的FA浓度与细胞因子释放促炎症因子之间是有关

系的［25］，本文通过线性相关性分析，以检验这些

变量之间的关系。

结果显示，检测的 CPZ+NS 组小鼠组织样本

中，血清 FA 水平与 TNF-α呈正相关（P=0.000 1，

图 7a）、与 IL-1β浓度呈较弱正相关 （P=0.727 1，

图 7b）和 IL-6 浓度呈较弱正相关（P=0.057 9，图

7c），胼胝体 FA 水平与 TNF-α浓度呈较弱正相关

（P=0.395 0， 图 7d）、 与 IL-1β 浓 度 呈 正 相 关        

（P<0.05，图7e）和 IL-6浓度呈正相关（P<0.01，图

7f），脊髓FA水平与TNF-α浓度呈较弱正相关（P=

0.455 1，图7g）、IL-1β浓度呈较弱正相关（P=0.123 4，

图7h）与IL-6浓度呈正相关（P<0.05，图7i）。

此外，还分析药物主要作用的脑区中胼胝体组

织 FA 水平与旷场的运动距离呈较弱负相关 （P=

0.163 1，图 7j），与爬杆的下降时间的平衡能力呈

正相关（P<0.05，图 7k），与Y迷宫的自发交替率

的记忆能力下降时间的平衡能力呈负相关 （P<

0.01，图7l）。

本研究也观察到FA水平与其他部分炎症指标
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Fig. 6　Immunofluorescence analysis of microglial activation and morphological changes in the callosum
(a) Immunofluorescence staining of microglia was performed using Iba1 antibody and DAPI dye. Iba1: ionized calcium-binding adapter molecule 1 

(red, a microglial marker). DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole (blue, a nuclear dye). (b) The labeled area on the brain coronal section represents the 

corpus callosum region. (c) Statistical analysis of the number of branches in microglia. (d) Statistical analysis of the number of branches in microglia. 

All data are presented as mean±standard deviation. One-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test was used. n=3; **P<0.01, ***P<0.001.
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及行为学参数之间存在一定的变化趋势，尽管未达

到统计学显著性，这些数据也表明内源性FA水平

与部分炎症因子存在关联性，尤其是胼胝体组织中

内源性FA蓄积对炎症因子和行为变化的影响。

3　讨 论

3.1　蓄积的FA是诱发MS的可能机制

本研究探讨了胼胝体与脊髓组织中内源性FA
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Fig. 7　Correlation analyses between endogenous formaldehyde levels, inflammatory cytokines and behavioral indices
(a) Statistical analysis of the correlation between blood FA levels and TNF-α; (b) statistical analysis of the correlation between blood FA levels and IL-

1β; (c) statistical analysis of the correlation between blood FA levels and IL-6; (d) statistical analysis of the correlation between callosum FA levels 

and TNF-α; (e) statistical analysis of the correlation between callosum FA levels and IL-1β; (f) statistical analysis of the correlation between callosum 

FA levels and IL-6; (g) statistical analysis of the correlation between spinal FA levels and TNF-α; (h) statistical analysis of the correlation between 

spinal FA levels and IL-1β; (i) statistical analysis of the correlation between spinal FA levels and IL-6; (j) statistical analysis of the correlation 

between FA levels in the corpus callosum and total distance traveled in the open field test; (k) statistical analysis of the correlation between FA levels 

in the corpus callosum and total time spent in the pole climbing test; (l) statistical analysis of the correlation between FA levels in the corpus callosum 

and memory performance. P values are Pearson correlation analyses and R values are Pearson correlation coefficients. 
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蓄积与MS发生的联系，发现FA消除剂NaHSO3和

PEG-ATX@NPs 可降低体内 FA 浓度。特别是胼胝

体与脊髓组织中蓄积的FA浓度与促炎症因子水平

呈显著正相关。蓄积的FA可穿透血脑屏障直接诱

发炎症反应［26］。清除 FA 能够降低组织炎症水

平［27］，减少小胶质细胞活化并改善运动与认知缺

陷，提示蓄积的FA诱发了MS的发生。

FA驱动脱髓鞘的可能存在多种机制。a. 蛋白

质修饰介导的直接损伤作用：FA可对髓鞘碱性蛋

白核心结构发生修饰，导致蛋白质构象与功能异

常，直接削弱髓鞘的结构完整性与稳定性，进而触

发髓鞘的分解及降解进程。b. 刺激炎症因子释放

FA 可刺激巨噬细胞和小胶质细胞释放炎症因子，

而后者导致轴突损伤并继发性诱导髓鞘丢失，这一

过程是脱髓鞘疾病病理进展的关键环节［28］。就小

胶质细胞而言，其形态学特征与生理功能存在显著

关联：在生理稳态下，这类细胞处于静息态，表现

为细长突起的固定分布，并通过突起的动态延伸感

知微环境变化；然而，当CNS遭遇损伤性刺激时，

小胶质细胞会快速转化为阿米巴样活化态［29］。研

究数据表明，TNF-α、IL-1β、IL-6等炎症介质的异

常分泌是小胶质细胞激活的重要标志［30］。di Penta

等［31］研究表明，降低氧化应激水平及促炎症细胞

因子的表达，有助于改善与神经炎症相关的脱髓鞘

和轴突损伤［32］。c. 本研究发现，FA积累与ROS水

平升高显著相关。FA可促进小胶质细胞释放大量

ROS，进一步加剧少突胶质细胞的氧化应激损伤，

同时使机体氧化应激反应异常增强，且相关氧化应

激酶的活性与含量显著降低［33］，同时抑制OL存活

与髓鞘再生能力，形成了内源性FA在体内过多的

蓄积进而导致脱髓鞘病变的恶性循环 （图 S1a）。

通过 NaHSO3 和 PEG-ATX@NPs 这两种 FA 清除剂

可以有效地作用于体内的内源性FA，减少FA的蓄

积对体内髓鞘的影响（图S1b，c）。未来的研究将

聚焦于验证FA是否通过调控如核因子κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）或核转录因子红系2相关因子2

（nuclear factor-erythroid 2-related factor 2，Nrf2）等

关键信号通路来介导这一过程。

3.2　蓄积的FA作为MS治疗新靶点

MS的发病机制尚未明确，现阶段临床干预方

案主要聚焦于免疫调节［34］，β干扰素、醋酸格拉

默、芬戈莫德等具有免疫调节特性的制剂［35］。尽

管这些已获批准的药物治疗可缓解病情并改善生活

质量，但对慢性进展期的持续性脱髓鞘与轴突损伤

作用有限，亦难以促进髓鞘再生［36］。因此，开发

新型、更具针对性的治疗策略具有迫切性。本研究

提出的“清除过量内源性FA”策略从非免疫途径

出发，可通过减少FA直接损伤髓鞘的作用，并缓

解与脱髓鞘伴随的炎症及氧化应激。既往研究亦提

示，FA可能在MS病理中发挥作用，其机制涉及氧

化应激、炎症反应及髓鞘破坏等［37-38］。尽管部分指

标变化未达到显著水平，但整体趋势支持“内源性

FA参与脱髓鞘病理过程”的假设，因果关系仍需

进一步机制实验验证。

所采用的CPZ模型具有OL丢失、持续脱髓鞘

与炎症激活等特征［39］，与 MS 慢性进展期高度相

关［40］。因此，本研究中NaHSO3与PEG-ATX@NPs

的干预策略，在转化意义上更侧重于MS慢性进展

阶段的神经保护，旨在延缓脱髓鞘进程、减轻继发

的神经炎症与氧化损伤，而非急性期的免疫抑制。

从临床转化角度看，NaHSO3具有既往安全性基础，

可作为辅助疗法，与现有免疫调节药物联合应用，

尤其适用于对常规治疗响应不佳的进展型 MS 患

者［41］。而 PEG-ATX@NPs 作为一种创新的脑内靶

向递送系统，其转化路径需经历更严格的临床前开

发，包括药代动力学、长期毒理学评价以及剂型优

化，未来有望成为针对血脑屏障穿透性要求高的神

经保护性治疗新选择［42］。

4　结 论

本研究结果表明：通过调控内源性FA的过度

生成，能够显著缓解 CPZ 诱发的小鼠脱髓鞘模型

中运动协调能力下降及行为异常现象，同时减少髓

鞘损伤程度。该机制主要涉及抑制小胶质细胞的病

理性激活，从而有效降低神经炎症与氧化应激水

平。这种干预方式不仅优化了脑组织的微环境，还

在髓鞘保护方面展现出显著效果。

本研究首次揭示了清除内源性FA在CPZ诱导

的慢性脱髓鞘模型中的保护作用，但仍存在一些局

限性。首先，实验干预周期相对较短，未能评估

NaHSO3与 PEG-ATX@NPs的长期使用安全性，例

如其对肝、肾等主要器官的潜在影响。其次，本研

究仅设置了单一剂量进行干预，缺乏系统的剂量-

效应关系研究，未来需通过设置不同剂量梯度以确

定最佳治疗窗。后续研究将重点考察长期给药的安

全性，并深入探索不同剂量下FA清除效率与神经

保护效果的关联，为最终的临床转化提供更充分的

实验依据。
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内源性FA的异常蓄积可能是影响脱髓鞘疾病

发生发展的重要因素，而清除体内过量内源性FA

作为潜在治疗靶点，有望为MS等脱髓鞘病变的干

预提供新策略。不过，其调控小胶质细胞的具体作

用机制仍需进一步实验验证。

附件  见本文网络版（http://www.pibb.ac.cn, http://

www.cnki.net ）：

PIBB_20250350_Figure_S1.pdf
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Abstract　Objective  Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory demyelinating disease of the central 

nervous system (CNS); however, its underlying neurological pathogenic mechanisms remain incompletely 

understood. Endogenous formaldehyde (FA), a metabolic byproduct of methylation-demethylation cycles, has 
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recently been implicated in neurotoxicity, oxidative damage, and cognitive impairment. This study aimed to 

investigate whether excessive FA contributes to myelin sheath demyelination in mice and to evaluate the 

protective effects and mechanisms of two FA-elimination strategies: sodium bisulfite (NaHSO3), a classical FA 

scavenger, and polyethylene glycol-modified astaxanthin nanoparticles (PEG-ATX@NPs), a brain-targeted nano-

antioxidant formulation. Methods  A chronic demyelination model was established by feeding female C57BL/6J 

mice a diet containing 0.2% cuprizone (CPZ) for four weeks, followed by a two-week intervention period. Eighty 

mice were randomly assigned to four groups: NS (normal saline), CPZ+NS, CPZ+NaHSO3, and CPZ+PEG-

ATX@NPs. Behavioral tests, including open-field, Y-maze, and pole-climbing assays, were conducted to assess 

locomotor activity, motor coordination, and working memory. FA levels in serum, corpus callosum, and spinal 

cord were measured using an Na-FA fluorescent probe and quantified via in vivo and ex vivo fluorescence 

imaging. Neuroinflammatory responses were evaluated by measuring TNF-α, IL-1β, and IL-6 levels using ELISA, 

while oxidative stress was assessed by reactive oxygen species (ROS) fluorescence intensity. Demyelination was 

examined via Luxol fast blue staining, and microglial activation was analyzed by Iba1 immunofluorescence. 

Correlation analyses were performed to explore relationships among FA levels, inflammatory cytokines, ROS 

intensity, and behavioral parameters. Results  Compared with the NS group, mice in the CPZ+NS group 

exhibited significant weight loss, impaired motor coordination and memory, and markedly reduced myelin 

regeneration (P<0.05). FA levels and pro-inflammatory cytokines were significantly elevated in serum, corpus 

callosum, and spinal cord (P<0.05). FA-associated fluorescence in brain and spinal tissues, as well as ROS 

intensity across all tissues examined, also increased substantially (P<0.05). CPZ treatment induced pronounced 

microglial activation and severe demyelination in the corpus callosum (P<0.01). Both NaHSO3 and PEG-

ATX@NPs effectively reduced FA accumulation in the brain and spinal cord, attenuated demyelination, 

suppressed microglial activation, decreased inflammatory cytokine levels, and improved motor and cognitive 

performance. These results confirm that CPZ induced severe demyelination accompanied by oxidative stress, 

neuroinflammation, and abnormal FA accumulation. Following intervention with either NaHSO3 or PEG-

ATX@NPs, endogenous FA levels in the CNS were substantially reduced. Both treatments alleviated 

demyelination and significantly decreased the number of activated microglia. Levels of TNF-α, IL-1β, and IL-6 in 

serum, corpus callosum, and spinal cord were downregulated. Behavioral performance improved significantly, as 

evidenced by enhanced locomotor activity, better coordination, and improved memory function. These findings 

indicate that both FA-scavenging agents mitigate CPZ-induced biochemical and behavioral abnormalities.

Conclusion  This study demonstrates that excessive endogenous FA is closely associated with cognitive 

impairment, inflammatory dysregulation, and demyelination in a CPZ-induced chronic demyelination mouse 

model. Clearing abnormally elevated FA effectively reduces neuroinflammation, suppresses microglial 

overactivation, decreases oxidative stress, and alleviates demyelination, ultimately improving motor and cognitive 

outcomes in mice. These results suggest that targeting endogenous FA represents a promising therapeutic strategy 

for MS and other demyelinating disorders. Further investigations are warranted to explore the long-term safety, 

dosage optimization, and molecular pathways involved in FA-mediated neurotoxicity.

Key words　 multiple sclerosis, endogenous formaldehyde, inflammatory factors, demyelination, cuprizone, 

astaxanthin
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