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[摘  要]  目的：探讨异位表达血红蛋白亚基（HBA/HBB）对缺氧条件下嵌合抗原受体T细胞（CAR-T细胞）功能障碍的改善作

用及其对肿瘤细胞的杀伤效应。方法：全基因合成技术合成靶向HER2的CAR序列，构建共表达HBA或HBB的CAR慢病毒载

体，包装慢病毒后感染人原代T淋巴细胞，制备异位表达HBA/HBB的CAR-T细胞，命名为HBA CAR-T和HBB CAR-T。采用缺

氧探针检测小鼠实体瘤缺氧状态。通过流式细胞术检测瘤内CAR-T细胞占比、异位表达血红蛋白亚基的CAR-T细胞阳性率及

CAR-T细胞的活性氧、凋亡水平。WB法检测HBA CAR-T和HBB CAR-T内相关血红蛋白亚基表达情况，采用细胞计数板计数

检测细胞增殖水平，通过萤光素酶报告基因法检测 CAR-T 细胞对肿瘤细胞的杀伤能力，qPCR检测CAR-T细胞中缺氧诱导因

子-1α（HIF-1α）表达水平，利用MitoXpress Intra试剂盒检测CAR-T细胞内氧气含量。结果：不同细胞构建的实体瘤模型均存在

明显缺氧情况，且CAR-T细胞浸润水平与缺氧程度呈显著负相关（P < 0.000 1）。HBA CAR-T与HBB CAR-T构建成功（阳性

率 > 60%），相应血红蛋白亚基可稳定表达。缺氧环境下HBA CAR-T和HBB CAR-T的ROS水平、凋亡水平显著下降，增殖、对肿

瘤细胞的体外杀伤能力显著强于传统CAR-T细胞（均P < 0.05）。HBA CAR-T与HBB CAR-T内HIF-1α表达降低（均P < 0.001），

且缺氧程度显著降低（均P < 0.001）。结论：异位表达血红蛋白亚基可改善缺氧条件下CAR-T细胞功能障碍并增强其对肿瘤细

胞的体外杀伤作用。
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[Abstract]  Objective: To investigate whether ectopic expression of hemoglobin subunits (HBA/HBB) improves chimeric antigen 

receptor T cell (CAR-T cell) function and enhances cytotoxicity against tumor cells under hypoxic conditions. Methods: The CAR 

sequence targeting HER2 was synthesized by full gene synthesis technology, and the CAR lentiviral vectors co-expressing HBA or 

HBB were constructed. After packaging the lentivirus, human primary T lymphocytes were infected to prepare HBA CAR-T and HBB 

CAR-T. Hypoxia in mouse solid tumors was detected by hypoxia probes. The proportion of CAR-T cells in the tumor, the percentage of 

CAR-T cells expressing hemoglobin, and the levels of reactive oxygen species and apoptosis of CAR-T cells under different conditions 

were detected by flow cytometry. The expression of related hemoglobin subunits in CAR-T cells was detected by WB assay. The 

proliferation level of cells was detected by hemocytometer, the cytotoxicity of CAR-T cells against tumor cells was detected by 
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luciferase reporter assay, the expression level of HIF-1α in CAR-T cells was detected by qPCR, the oxygen content in T cells was 

detected by MitoXpress Intra kit. Results: The solid tumor models constructed from different cell lines all exhibited significant 

hypoxia, and the infiltration level of CAR-T cells was significantly negatively correlated with the degree of hypoxia (P < 0.000 1). HBA 

CAR-T and HBB CAR-T were successfully constructed (positive rate > 60%), and the corresponding hemoglobin subunits were stably 

expressed. Under hypoxic conditions, the ROS level and apoptosis level of HBA CAR-T and HBB CAR-T significantly decreased, and 

their proliferation and cytotoxicity against tumor cells were significantly stronger than those of conventional CAR-T cells (all P < 0.05). 

HBA CAR-T and HBB CAR-T showed decreased HIF-1α expression (all P < 0.001), and their level of hypoxia significantly decreased 

(all P < 0.001). Conclusion: The ectopic expression of hemoglobin can reverse the functional impairment of CAR-T cells under 

hypoxic conditions and enhance their cytotoxicity against tumor cells in vitro.
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嵌合抗原受体 T 细胞（chimeric antigen receptor 

T cell, CAR-T细胞）疗法是指通过基因工程，使T细

胞表达能够识别肿瘤相关抗原的嵌合受体，从而精

准靶向并杀伤肿瘤细胞[1-2]。CAR-T细胞疗法对血液

系统恶性肿瘤的临床治疗效果显著，目前已取得了

令人振奋的进展[3-4]。然而，实体瘤中肿瘤靶抗原表

达的异质性，CAR-T细胞向肿瘤部位的有效迁移和

浸 润 不 足 ，以 及 复 杂 的 肿 瘤 微 环 境（tumor 

microenvironment, TME），导致CAR-T细胞疗法对实

体瘤疗效有限[5-6]。其中，实体瘤内普遍存在的缺氧

微环境，是阻碍CAR-T细胞在实体瘤治疗中发挥抗

肿瘤功能的核心障碍之一[7-9]。

肿瘤细胞的快速增殖常导致其生长速度超过新

血管形成速度，致使肿瘤组织内部出现供血不足的

区域，从而引发缺氧[10]。研究[11-12]表明，实体瘤内部的

氧气含量普遍较低，平均为1.3%，显著低于正常组织

的平均氧气含量（5.9%）。在实体瘤TME中，肿瘤浸

润T细胞同时暴露于缺氧、持续抗原刺激及肿瘤产生

的抑制性代谢物等不利因素下，易发生功能耗竭，丧

失抗肿瘤活性，甚至死亡。因此，深入理解肿瘤缺氧

微环境对T细胞功能的影响，并开发更有效的实体瘤

免疫治疗策略，对推动CAR-T细胞在实体瘤治疗中

的发展具有重要的科学意义和临床价值[13-14]。

血红蛋白是红细胞中负责运输氧气的蛋白，生

理状态下存在于红细胞内，由两个α-珠蛋白亚基（由

HBA基因编码）和两个 β-珠蛋白亚基（由HBB基因

编码）组成四聚体，每个亚基结合一个血红素辅基[15]。

研究[16]报道，存在于软骨细胞中的血红蛋白在单独过

表达HBB时能在细胞质内形成无膜的血红蛋白小

体。这种血红蛋白小体作为氧气储存结构，可在组

织缺氧时释放其中储存的氧气，以维持软骨细胞的

存活和发育。本研究旨在构建可异位表达血红蛋白

亚基的CAR-T细胞（HBA CAR-T或HBB CAR-T），以

期借助血红蛋白亚基的储氧能力改善缺氧条件下

CAR-T细胞自身的氧气供应，增强其在缺氧TME中

的适应性和体外抗肿瘤效应。

1  材料与方法

1.1  材  料

1.1.1  动物、细胞及主要试剂

24只雌性 6周龄NSG小鼠，购自百奥赛图江苏

基因生物技术有限公司（实验动物生产许可证号：

B202411270091），饲养于空军军医大学实验动物中

心[实验动物使用许可证号：SYXK（陕）2024-003]，采

用 SPF 级独立通风笼饲养，环境控制为室温（22 ± 

2） ℃、湿度（50 ± 10）%，12 h光照/黑暗周期，自由摄

食饮水并定期消毒。本研究动物实验方案经过空军

军医大学实验动物伦理委员会审批，审批号：

20210565。

稳定表达HER2蛋白和萤火虫萤光素酶（firefly 

luciferase, Fluc）的人宫颈癌 HeLa 细胞、人肺腺癌

NCI-H1975细胞、人非小细胞肺癌PC-9细胞（分别命

名为 HER2+ Fluc+ HeLa 细胞、HER2+ Fluc+ NCI-H1975

细胞、HER2+ Fluc+ PC-9 细胞）及人胚肾细胞（HEK-

293T），生物素修饰的人HER2蛋白（HER2-Biotin）、

pLVX-P1h2-CD28-CD3ζ 慢 病 毒 质 粒 、辅 助 质 粒

pMD2.G和psPAX2由空军军医大学生物化学与分子

生物学实验室构建或保存，HBA CAR 或 HBB CAR

的全基因序列由北京奥科生物技术有限责任公司合

成，HypoxyprobeTM-1缺氧探针检测试剂盒购自北京

博蕾德生物科技有限公司，T细胞活化磁珠购自北京

百普塞斯生物科技有限公司，DMEM培养液和胎牛

血清购自美国Gibco公司，X-VIVO15培养液购自瑞

士Lonza公司，人重组 IL-2购自上海普欣生物技术有

限公司，转染试剂 LipofectamineTM 2000 购自美国

Invitrogen公司，APC标记的链霉亲和素、PE-Cy7标

记的抗人Annexin Ⅴ抗体购自美国BioLegend公司，

人缺氧诱导因子-1α（hypoxia inducible factor-1α, HIF-

1α）和GAPDH引物由北京擎科生物科技股份有限公

司合成，小鼠肿瘤组织解离试剂购自德国 Miltenyi 
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Biotec公司，OCT包埋剂购自武汉赛维尔生物科技有

限公司，活性氧检测试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司 ，MitoXpress Intra 试剂盒购自美国

Agilent Technologies公司，萤火虫萤光素酶报告基因

检测试剂盒购自翌圣生物科技（上海）股份有限公

司，D-萤光素钾盐购自和元李记（上海）生物技术有

限公司，RIPA裂解液、无蛋白快速封闭液（1 × ）购自

上海雅酶公司，兔抗 CD28 抗体购自美国 Abcam 公

司，小鼠抗GAPDH抗体、兔抗HBA多克隆抗体、兔

抗HBB多克隆抗体、HRP标记山羊抗兔/小鼠 IgG均

购自武汉三鹰生物技术有限公司，RNAiso Plus RNA

提取试剂、反转录酶购自日本TaKaRa公司。

1.1.2  主要仪器

Forma Ⅱ系列三气培养箱购自美国 Thermo 

Fisher Scientific 公 司 ，C1000/S1000 型 PCR 仪 、

1645052 型 Western blotting（WB）电泳仪购自美国

Bio-Rad公司，MiniChemi® 化学发光成像系统购自北

京森西赛智科技有限公司，流式细胞仪购自美国

Beckman Coulter 公司，BX50 型荧光显微镜、连续

扫描数字切片显微镜购自日本 Olympus 公司，

IVIS® Lumina Series Ⅱ小动物活体光学成像系统购

自美国PerkinElmer公司。

1.2  方  法

1.2.1  小鼠荷瘤模型构建

将 5 × 105个HER2+ Fluc+ HeLa细胞、HER2+ Fluc+ 

PC-9细胞、HER2+ Fluc+ NCI-H1975细胞用 200 μL生

理盐水重悬后，经皮下注射接种于NSG小鼠右侧背

部，建立小鼠荷瘤模型。接种后每日观察小鼠肿瘤

生长情况，当肿瘤体积达到 100~500 mm³时，视为造

模成功。接种第 7天经尾静脉注射 1 × 107个CAR-T

细胞进行治疗，并根据实验设计进行后续实验。

1.2.2  检测肿瘤组织缺氧程度

荷瘤后第14天，按照HypoxyprobeTM -1缺氧探针检

测试剂盒说明书的方法进行处理：在麻醉处死小鼠前

60~90 min，通过腹腔注射缺氧探针，剂量根据体质量计

算（1只25 g的小鼠，注射1.5 mg缺氧探针），剖取肿瘤

组织经固定包埋后连续切片，进行免疫荧光染色。通

过荧光显微镜观察并拍摄小鼠肿瘤组织切片的荧光分

布，将拍摄的图像通过ImageJ软件进行定量分析，每个

样本随机选取5个视野，以平均荧光强度表示瘤内缺氧

程度。

1.2.3  重组质粒构建

本实验室构建并保存的传统二代 CAR 分子

（conventional CAR, Conv. CAR）以靶向HER2的人源

化单链抗体P1h2作为抗原识别区，连接CD8α铰链区

及跨膜区段，胞内信号传导结构域包括 CD28 和

CD3ζ。通过自剪切多肽2A（T2A）将HBA或HBB基

因与上述 CAR 结构相连。将合成的完整序列经

EcoRⅠ和MluⅠ酶切位点定向克隆至 pLVX-EF1α - 

IRES-Puro质粒中，构建得到两种重组慢病毒质粒，

分别命名为HBA CAR和HBB CAR。

1.2.4  慢病毒包装

将 HEK-293T 接种到 12 孔板中，待细胞汇合度

达到 75% 时，按照转染试剂 LipofectamineTM 2000 说

明书，将目的质粒与辅助质粒pMD2.G、psPAX2共转

染细胞。转染 48 和 72 h 后收取含病毒的上清液，

1 000 × g离心 5 min，取上清液用 0.45 μm滤器过滤，

获得病毒液，分别为Conv. CAR慢病毒、HBA CAR慢

病毒和HBB CAR慢病毒。

将获得的Conv. CAR慢病毒、HBA CAR慢病毒

和HBB CAR慢病毒分别设置不同梯度，感染HEK-

293T细胞，通过流式细胞术检测不同梯度病毒的感

染效率，计算病毒滴度。计算公式：病毒滴度（TU/

mL）=（感染时细胞数 × 阳性细胞比例）/加入病毒体

积，计算时选取阳性率为 10%~30%的病毒用量进行

线性拟合计算。

1.2.5  Conv. CAR-T 细胞及过表达 HBA/HBB 的

CAR-T细胞制备

密度梯度离心法分离志愿者外周血的单个核细

胞，通过磁珠分选后获得CD3+ T细胞[后续作为未处

理T（Untreated T）细胞]，经抗CD3/CD28抗体磁珠活

化 24 h 后 ，以感染复数（multiplicity of infection, 

MOI） = 2加入适量体积的病毒液，通过离心辅助转

导（800 × g，90 min）后培养 24 h。弃去病毒液，更换

为含有胎牛血清、青霉素-链霉素和重组人 IL-2的X-

VIVO15培养液进行扩增培养，获得Conv. CAR-T细

胞及过表达HBA或HBB的CAR-T细胞，分别命名为

Conv. CAR-T、HBA CAR-T及HBB CAR-T。

志愿者均自愿参与本研究，并签署知情同意书，

研究方案已获空军军医大学伦理委员会审准（审准

号：KY20214016-1）。共纳入志愿者5名，其中男性3

名、女性2名，年龄25~35岁，身体健康，无恶性肿瘤、

自身免疫性疾病等病史，近 3个月未用免疫抑制剂、

未输血，血常规正常。

1.2.6  流式细胞术检测CAR-T细胞阳性率、活性氧

（reactive oxygen species, ROS）水平及凋亡情况

检测 CAR-T 细胞阳性率：取制备培养 7 d 后的

CAR-T 细胞 1 × 106 个，用流式细胞清洗液洗涤 3

次，加入 1 μg 生物素化的人 HER2 蛋白，4 ℃放置

30 min。经流式细胞清洗液洗涤3次，加入100 μL流

式细胞清洗液和 1 μL APC标记的链霉亲和素，4 ℃

静置30 min；再次洗涤 3 次后重悬细胞，通过流式
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细胞仪检测 ，APC 阳性率即为 CAR-T 细胞的阳

性率。

检测ROS水平：取1 × 106个目标CAR-T细胞，用

流式细胞清洗液洗涤 3次。将 1 μL碧云天MitoSOTM 

Red加入 1 mL PBS（1× ）中制成工作液，取 500 μL工

作液重悬细胞，37 ℃孵育30 min（期间混匀一次），经

流式细胞清洗液清洗细胞3次，加入400 μL流式细胞

清洗液重悬细胞，通过流式细胞仪检测 ROS 水平，

FITC阳性率即为ROS水平。

检测凋亡细胞占比情况：取1 × 106个目标CAR-T

细胞，用流式细胞清洗液洗涤细胞 3次，加入 50 μL 

Annexin Ⅴ Binding Buffer 重悬细胞 ，加入 5 μL 

PC5.5标记的 7-AAD流式抗体及 10 μL PE-Cy7标记

的Annexin Ⅴ流式抗体，置于室温下避光结合 15 min，

加入 250 μL Annexin Ⅴ Binding Buffer重悬细胞，通

过流式细胞仪检测，PE-Cy7和 PC5.5双阳性率即为

凋亡细胞占比。

1.2.7  WB法检测CAR分子、HBA、HBB的表达水平

取 1 × 106个 HBA CAR-T 或 HBB CAR-T，加入

RIPA裂解液冰浴裂解30 min，12 000 × g离心10 min

后取上清液，采用BCA法测定蛋白质量浓度，统一蛋

白上样量后，加入5 × SDS-PAGE缓冲液煮沸15 min。

样品经SDS-PAGE分离后，转至PVDF膜，封闭后分

别加入小鼠 抗 GAPDH 抗 体（1∶30 000）、兔抗

CD28抗体（1∶1 000）、兔抗HBA/HBB抗体（1∶3 000），

4 ℃处理过夜 ；用 TBS HRPT 洗涤后分 别 加 入

HRP 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 IgG（1∶10 000）、HRP标

记的山羊抗兔 IgG（1∶10 000），置于摇床内20 ℃反

应1 h；TBST洗涤3次后在化学发光成像系统中对蛋

白条带进行化学显影，最后通过 ImageJ分析蛋白条

带灰度值。

1.2.8  肿瘤组织内浸润CAR-T细胞数量测定

按照方法 1.2.1构建小鼠荷瘤模型，CAR-T细胞

治疗后第 14天，剥离肿瘤组织，去除周围筋膜后剪

碎。加入小鼠肿瘤组织解离液，37 ℃裂解 90 min制

备单细胞悬液，洗涤细胞3次。将所得到的细胞按照

方法1.2.5中CAR-T细胞阳性率的检测方法，检测

肿瘤内部CAR-T细胞的浸润数量。

1.2.9  持续抗原刺激下CAR-T细胞在不同氧气条件

下的增殖能力检测

取各组CAR-T细胞（4 × 105个细胞）接种于预铺有

2 × 105个HER2+ Fluc+ HeLa细胞的X-VIVO15完全培养

基中，分别在缺氧条件（37 ℃、1% O2、5% CO2）和常氧

条件（37 ℃、21% O2、5% CO2）下进行培养，命名为缺氧

组和常氧组。培养期间每 48 h 在显微镜下用血球

计数板对各组细胞进行计数，同时将上述各组T 细

胞转移至新的预铺有HER2+ Fluc+ HeLa细胞的培养

基中维持抗原刺激，记录T细胞数量变化。

1.2.10  萤光素酶报告基因实验检测CAR-T细胞杀

伤能力

取1 × 104个HER2+ Fluc+ HeLa细胞作为靶细胞铺

于透明底黑色96孔板中，每组设置3个重复，以Untreated 

T 作为阴性对照组，按照 2∶1、1∶1、1∶2、1∶4效靶比加

入CAR-T细胞，分别于常氧（37 ℃、21% O2、5% CO2）或

缺氧（37 ℃、1% O2、5% CO2）条件下处理12 h；用PBS洗

涤2次，加入D-萤光素钾盐底物，通过光学成像系统检

测萤光素酶相对荧光强度并计算杀伤效率。杀伤率 =

（靶细胞对照萤光值 - 实验组萤光值）/ 靶细胞对照萤

光值 × 100%

1.2.11  MitoXpress Intra 试剂盒检测 CAR-T 细胞缺

氧情况

取1 × 106个经过常氧或缺氧条件处理的CAR-T

细胞，按照MitoXpress Intra试剂盒说明书的方法进

行处理：将MitoXpress Intra试剂以无菌水复溶后，与

经过包被固定处理的CAR-T细胞共培养过夜（ > 14 h），

使纳米探针通过内吞进入胞内。次日去除含探针培

养基，用预热的缓冲液洗涤细胞 2次，每孔加 150 μL

测量液，37 ℃平衡20~30 min。随后置于荧光显微镜

下观察并拍摄细胞内荧光水平，通过 ImageJ软件对

图像的荧光信号进行定量分析，每个样本随机选取5

个视野，分别读取荧光数值，以荧光强度反映细胞内

部缺氧情况。

1.2.12  qPCR法检测HIF-1α的表达情况

取2 × 106个经过常氧或缺氧条件处理的CAR-T

细胞，RNAiso Plus试剂提取细胞内总RNA，经反转

录后获得 cDNA，取 2 μL稀释后的 cDNA（稀释比例

为 1∶10）作为模板进行 qPCR反应。qPCR反应程序

为95 ℃、2 min；95 ℃、10 s，60 ℃、30 s，共40个循环，

熔解曲线分析使用仪器默认程序。最后采用 2-ΔΔCt法

计算3组CAR-T细胞中HIF-1α mRNA的表达水平变

化 。（内参 GAPDH 正向引物序列为 5'-AGAAGG 

CTGGGGCTCATTTG-3'、反向引物序列为 5'-AGG 

GGCCATCCACAGTCTTC-3'；HIF-1α 正向引物序列

为 5'-TTCCCGACTAGGCCCATTC-3'、反向引物序列

为5'-CAGGTATTCAAGGTCCCATTTCA-3'）。

1.3  统计学处理

使用 SPSS 23.0 软件（IBM, Chicago, USA）进行

统计分析，采用GraphPad Prism 8软件对实验数据进

行图表制作，各组数据以 x̄ ± s表示，每个实验至少独

立重复3次，两组间差异分析采用 t检验，多组间差异

分析采用 one-way/two-way ANOVA，以 P < 0.05 或

P < 0.01表示差异有统计学意义。
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2  结  果

2.1  实体瘤缺氧微环境降低CAR-T细胞浸润水平

按照流程图（图1A）成功建立小鼠皮下荷瘤模型。

免疫荧光染色结果（图 1B）显示，HER2+ Fluc+ HeLa、

HER2+ Fluc+ PC-9及HER2+ Fluc+ NCI-H1975 3种细胞

构建的小鼠肿瘤内部均存在缺氧区域 ，其中

HER2+ Fluc+ HeLa 细胞形成的肿瘤缺氧程度最高

（P < 0.001或P < 0.01）。流式细胞术结果（图1C）进

一步表明，肿瘤组织缺氧程度越高，其内部浸润的

CAR-T细胞占比越低。对缺氧程度与肿瘤组织内浸

润 CAR-T细胞占比进行统计分析显示，两者之间呈

显著负相关（R2 = 0.738 2，图1D）。上述结果证实，实体

瘤内部普遍存在缺氧区域，缺氧微环境显著限制

CAR-T细胞浸润能力，且这种抑制效应与缺氧程度呈

显著负相关。

A：NSG小鼠皮下荷瘤模型构建流程图；B：荧光显微镜观察不同实体瘤组织的缺氧程度；C：流式细胞术检测不同实体瘤组织内

CAR-T细胞的占比；D：实体瘤缺氧程度与瘤内CAR-T细胞浸润程度的相关性分析。**P < 0.01、***P < 0.001。

图1    实体瘤缺氧微环境降低CAR-T细胞浸润水平

2.2  缺氧导致CAR-T细胞功能受损

按照（图 2A）所示对CAR-T细胞进行培养和处

理。实验结果（图 2B）显示，与常氧组相比，缺氧组

CAR-T细胞增殖能力显著降低（P < 0.01）。萤光素

酶报告基因杀伤实验结果（图 2C）显示，与常氧组相

比，缺氧组CAR-T细胞的杀伤能力在不同效靶比下均

显著下降（P < 0.05，P < 0.01或P < 0.001）。流式细胞

术结果（图2D、E）进一步表明，缺氧处理后的CAR-T

细胞内ROS水平及凋亡水平均显著高于常氧组（均

P < 0.001）。上述结果表明，缺氧会导致CAR-T细胞

内ROS水平显著升高，抑制其增殖与杀伤功能，并促

进凋亡。

2.3  HBA/HBB CAR-T细胞的制备及鉴定

通过对本实验室构建的靶向 HER2 的序 Conv. 

CAR序列进行改造（图3A），构建可异位表达血红蛋

白亚基的HBA CAR-T或HBB CAR-T。利用WB法

检测CAR分子及HBA/HBB 的表达水平，通过流式

细胞术检测 CAR 分子在细胞表面的表达阳性率。

WB 结果（图 3B）显示，HBA 和 HBB 蛋白成功在

CAR-T 细胞中表达；流式结果（图 3C）表明 Conv. 

CAR-T、HBA CAR-T、HBB CAR-T的阳性率均超过

60%。上述结果表明HBA/HBB CAR-T构建成功，可

用于后续功能实验。
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A：常氧组与缺氧组细胞处理方法；B：常氧组与缺氧组CAR-T细胞增殖曲线；C：萤光素酶报告基因实验检测常氧组与缺氧组

CAR-T细胞对肿瘤细胞的杀伤能力；D：流式细胞术检测CAR-T细胞内ROS水平；E：流式细胞术检测CAR-T细胞凋亡水平。
*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图2    缺氧导致CAR-T细胞功能受损

A：可异位表达血红蛋白亚基的CAR基因结构示意图；B：WB法检测Untreated T、Conv. CAR-T、HBA CAR-T和HBB CAR-T中

CAR、HBA及HBB的表达情况；C：流式细胞术检测Utreated T、Conv. CAR-T、HBA CAR-T和HBB CAR-T CAR阳性率。

图3    HBA/HBB CAR-T的制备及鉴定
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2.4  异位表达血红蛋白亚基改善CAR-T细胞的缺

氧状况并抑制HIF-1α的表达

按照图 4A 所示对细胞进行培养和处理，使用

MitoXpress Intra试剂盒检测T细胞内氧气含量，缺氧的

细胞会发出红色荧光，且荧光强度随缺氧程度加重而

增强（图 4B）。检测结果（图 4C、D）显示，与Conv. 

CAR-T相比，HBA CAR-T和HBB CAR-T缺氧程度显

著降低（均P < 0.001）。qPCR结果（图4E）表明，缺氧条

件下血红蛋白亚基CAR-T细胞中HIF-1α的mRNA表

达水平显著下调（P < 0.001）。综上，表达血红蛋白亚基

可有效增强CAR-T细胞在缺氧条件下摄氧和储存氧气

的能力，并显著抑制HIF-1α的表达。

A：实验设计示意图；B：缺氧探针检测示意图；C：荧光显微镜观察各组CAR-T细胞内缺氧探针的荧光强度；D：对C图各组CAR-T

细胞荧光强度的定量统计；E：qPCR法检测CAR-T细胞中HIF-1α的表达水平。***P < 0.001。

图4  表达血红蛋白亚基改善CAR-T细胞的缺氧状况并抑制HIF-1α的表达

2.5  异位表达血红蛋白增强CAR-T细胞在体外缺

氧环境下对肿瘤细胞的杀伤能力

按照图5A所示对细胞进行培养和处理。萤光素

酶报告基因杀伤实验结果（图 5B）显示，在缺氧条件

下，HBA CAR-T和HBB CAR-T体外杀伤细胞的能力

显著强于Conv. CAR-T（P < 0.05）。此外，HBA/HBB 

CAR-T细胞的增殖能力均显著高于Conv. CAR-T细

胞（均 P < 0.05，图 5C）。流式细胞术检测结果（图

5D、E）进一步表明，缺氧培养后HBA CAR-T和HBB 

CAR-T 内 ROS 水平、细胞凋亡水平均显著低于

Conv. CAR-T（均P < 0.001）。实验结果表明，异位表

达血红蛋白亚基能在缺氧条件下增强CAR-T细胞的

体外杀伤能力和增殖能力，并降低其细胞凋亡水平

及胞内ROS水平。

3  讨  论

本研究旨在克服实体肿瘤缺氧微环境对CAR-T

细胞的免疫抑制作用，通过基因工程手段将天然的

氧气载体——血红蛋白亚基（HBA或HBB）整合至第

二代CAR-T细胞中，成功构建可异位表达血红蛋白

亚基的CAR-T细胞。实验结果表明，在模拟实体瘤

缺氧微环境的培养体系下，血红蛋白亚基CAR-T细

胞相较于Conv. CAR-T展现出诸多优势，例如增殖与

杀伤能力显著增强、胞内ROS水平及缺氧程度显著

降低、凋亡细胞比例明显减少。上述结果验证了通

过表达血红蛋白亚基可以改善缺氧条件下CAR-T细

胞效应功能的科学假设，为突破实体瘤缺氧障碍提

供新策略。
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A：实验设计示意图；B：不同效靶比下Untreated T、Conv. CAR-T、HBA CAR-T和HBB CAR-T对肿瘤细胞的杀伤能力；

C：CAR-T细胞增殖曲线；D：CAR-T细胞内ROS水平；E：CAR-T细胞凋亡水平。*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。

图5  表达血红蛋白亚基增强CAR-T细胞在缺氧环境中的抗肿瘤活性

缺氧与持续抗原刺激是诱导T细胞耗竭的两个

关键因素，短期缺氧或单纯抗原刺激均不足以迅速

引发T细胞耗竭[17-18]。现有研究表明，尽管短期缺氧

可通过上调颗粒酶B的表达短暂增强T细胞的杀伤

活性[19]，但在实体瘤长期缺氧且持续抗原暴露的微环

境中，T细胞活性受损，最终呈现耗竭表型[20-22]。在这

一过程中，缺氧通过调控HIF-1α等转录因子，诱导T

细胞代谢重编程，导致线粒体功能异常、ATP生成不

足[23-24]；同时，肿瘤细胞代谢产生的大量抑制性副产

物，会进一步加剧T细胞耗竭及凋亡[25-26]。与T细胞

不同，肿瘤细胞能够更好地适应并利用这种免疫抑

制性微环境，显著增强其耐药性，并促进免疫逃逸的

发生[27-29]。

血红蛋白作为红细胞内的氧气载体，其在非红

细胞中的作用机制尚不明确。有研究[16]揭示，在软骨

细胞中存在大量血红蛋白β亚基，并在细胞质中形成

无膜结构的血红蛋白小体，该结构可作为氧气“缓冲

库”，在缺氧条件下释放所储存的氧气。基于此，本

课题组提出假设：在CAR-T细胞中异位表达血红蛋

白亚基，可能同样能够捕获并储存TME中的局部微

量氧气，并在更深层的缺氧区域将其释放，从而实现

对细胞内氧浓度的“微调”。本研究结果验证了上述

设想。

目前改善实体肿瘤缺氧问题的策略包括局部递

送氧气缓释材料和联合缺氧活性前药（hypoxia-

activated prodrug, HAP）等[30]。然而，这些策略普遍存

在维持时间短、缺乏特异性、高度依赖缺氧程度及潜

在细胞毒性等局限，其安全性和适用性仍需进一步

优化[31-32]。相较上述策略，本研究设计的CAR-T细胞

在安全性、靶向性及持续性方面均表现出显著优势。

本研究初步证实，异位表达血红蛋白亚基的

CAR-T 细胞在缺氧环境下可有效增强其抗肿瘤反

应，为后续研究提供了重要依据。基于当前成果，未

来研究将从以下几个方向进一步深化和拓展：首先，

本研究建立的体外缺氧模型为验证核心假设提供了

初步证据，但其终究难以完全模拟高度复杂的体内

肿瘤缺氧微环境。因此，在更贴近生理状态的小鼠

荷瘤模型中，系统评估该策略的增殖、浸润、持久性、

抗肿瘤效能及长期安全性，是推动其向临床转化的

关键步骤，这也是未来工作的核心方向之一。其次，

本研究已成功构建HBA/HBB CAR-T，为系统比较两

种血红蛋白亚基之间性能差异及筛选更具优势的

CAR-T细胞提供了可靠的研究体系。此外，尽管本

研究已证实血红蛋白亚基CAR-T细胞的诸多优势，
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但其具体分子机制尚待阐明，后续研究可聚焦于血

红蛋白亚基是否通过调控 HIF-1α、Blimp-1、FOXO1

等关键转录因子，进而影响代谢重编程、记忆亚群分

化及抑制性受体的表达等。最后，本研究为后续技

术优化提供了设计思路，例如采用缺氧响应型启动

子，以实现肿瘤缺氧微环境控制下的特异性基因表

达，对推动该策略向临床转化与安全性提升具有重

要意义。

综上所述，本研究设计的血红蛋白亚基CAR-T

细胞在体外缺氧模型下展现出显著增强的功能活

性，为CAR-T细胞疗法克服实体瘤微环境缺氧问题

提供了一种创新性策略。后续将进一步深入研究其

作用机制、体内效能及长期安全性，推动该策略向临

床转化。
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