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[摘  要]  目的：探究环状核酸适配体-药物偶联物（ApDC）联合抗CD19嵌合抗原受体T/NK（CAR19-T/NK）细胞对Nalm6白血

病细胞杀伤效果的增强作用。方法： 用数据库分析寻找白血病细胞的标志物蛋白酪氨酸激酶7（PTK7），设计合成靶向PTK7的

核酸适配体 sgc8，进一步合成两种ApDC：核酸适配体偶联吉西他滨（sgc8-GEM）和环状核酸适配体偶联吉西他滨（C-sgc8-

GEM），琼脂糖凝胶电泳分析其稳定性。用CD19-CAR过表达慢病毒转染人外周血T/NK细胞构建CAR19-T和CAR19-NK细胞，

流式细胞术检测 sgc8 与 Nalm6 细胞的结合力，CCK-8 法和流式细胞术检测 sgc8-GEM、C-sgc8-GEM，以及其分别与CAR19-T

和CAR19-NK 细胞联合应用对Nalm6细胞的杀伤能力。结果： PTK7 mRNA 在白血病细胞中呈高表达（P < 0. 01）；C-sgc8-

GEM比 sgc8-GEM 稳定性更高，与GEM比较，sgc8-GEM 更能有效杀伤 Nalm6 细胞（P < 0.001）；C-sgc8-GEM或 sgc8-GEM分

别与 CAR19-T/NK 细胞联合应用比单独用 C-sgc8-GEM、sgc8-GEM、CAR19-T/NK 细胞对 Nalm6 细胞的毒性均更强（P < 

0.001）。结论：成功建立环状ApDC与CAR19-T/NK细胞联合应用法，通过双靶点有效提高了对Nalm6细胞的毒性，为急性淋巴

细胞白血病提供了新的治疗思路。
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Circular nucleic acid aptamer-drug conjugates combined with CAR19-T/NK cells 
enhance cytotoxicity against acute lymphoblastic leukemia cells
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[Abstract]  Objective: To investigate the enhanced cytotoxic effect of circular nucleic acid aptamer-drug conjugates (ApDC) combined 

with anti-CD19 chimeric antigen receptor T/NK (CAR19-T/NK) cells on Nalm6 leukemia cells. Methods: Database analysis was used 

to identify the marker protein tyrosine kinase 7 (PTK7) in leukemia cells. An aptamer targeting PTK7, sgc8, was designed and 

synthesized. Subsequently, two ApDCs were prepared: nucleic acid aptamer-conjugated gemcitabine (sgc8-GEM) and circular nucleic 

acid aptamer-conjugated gemcitabine (C-sgc8-GEM). Their stability was analyzed using agarose gel electrophoresis. Human peripheral 

blood T/NK cells were transfected with CD19-CAR overexpression lentivirus to construct CAR19-T and CAR19-NK cells. The binding 

affinity of sgc8 to Nalm6 cells was detected using flow cytometry. The cytotoxicity of sgc8-GEM, C-sgc8-GEM, and their combination 

with CAR19-T or CAR19-NK cells against Nalm6 cells was evaluated using CCK-8 assay and flow cytometry. Results: PTK7 mRNA 

was highly expressed in leukemia cells (P < 0.01). C-sgc8-GEM exhibited higher stability than sgc8-GEM, and sgc8-GEM exhibited 

more effective cytotoxicity against Nalm6 cells compared to GEM alone (P < 0.001). The combination of C-sgc8-GEM or sgc8-GEM 

with CAR19-T/NK cells showed significantly stronger cytotoxicity against Nalm6 cells than C-sgc8-GEM, sgc8-GEM, or CAR19-T/

NK cells alone (P < 0.001). Conclusion: The circular ApDCs combined with CAR19-T/NK cells were successfully developed. This 

dual-targeting strategy effectively increased the cytotoxicity against Nalm6 cells, providing a new treatment approach for acute 

lymphoblastic leukemia. 
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急 性 淋 巴 细 胞 白 血 病（acute lymphoblastic 

leukaemia, ALL）是分化早期的淋巴细胞恶性增生的

血液疾病，可侵入血液、骨髓及髓外组织[1]。传统疗

法如化疗、放疗及造血干细胞移植虽能延长患者的

生存期，但预后仍较差[2]。近年来，嵌合抗原受体T细

胞（CAR-T 细胞）疗法为 ALL 治疗带来新希望。

CAR-T 细胞疗法以特定肿瘤表面抗原如 CD19、

CD20、CD22和BCMA等为靶点[3]，其中CD19在ALL

等多种血液恶性肿瘤中高表达，成为广泛应用的靶

点[4]。抗 CD19 CAR-T 细胞（CAR19-T 细胞）疗法在

复发或难治性CD19阳性血液恶性肿瘤中疗效显著，

完全应答率达 70%~90%[5]，美国 FDA 已批准四种

CAR19-T细胞产品用于此类疾病治疗[6]。尽管CAR-

T细胞疗法效果显著，但多达 50%患者在CAR19-T

细胞治疗后一年内复发[7]，原因可能有CAR-T细胞持

久性不足[8]、靶抗原丢失或改变[9]及免疫抑制性肿瘤

微环境[10]等；此外，CAR19-T细胞疗法还可能诱导肿

瘤细胞抗原丢失，降低 CD19 表达密度，逃避免疫

监视[11]。

本研究提出一种新型联合治疗策略：CAR19-T

及CAR19-NK细胞通过CD19识别介导肿瘤直接杀

伤[12]；吉西他滨（gemcitabine, GEM）则通过引起肿瘤

细胞DNA损伤和凋亡增强肿瘤细胞对CAR-T/NK细

胞杀伤的敏感性[13]；蛋白酪氨酸激酶 7（protein 

tyrosine kinase 7, PTK7）与CD19双靶点可协同抑制

肿瘤增殖并克服抗原逃逸；此外，GEM诱导的免疫原

性细胞死亡有望进一步增强抗原提呈与T细胞活化，

与CAR细胞形成协同抗肿瘤循环。

GEM是脱氧胞苷类似物，通过抑制DNA合成及

诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤作用[14]，广泛用于胰腺癌等

实体瘤治疗[15]。GEM虽非淋巴瘤一线药物，但在血

液肿瘤中具有研究价值：其作为S期特异性药物，可

有效靶向快速增殖的ALL细胞；临床前研究[16]显示，

GEM能抑制T细胞ALL细胞增殖、诱导线粒体凋亡

通路激活，并与ABT-199等靶向药协同；此外，GEM

在难治性淋巴瘤清髓方案（如GEM/氯法拉滨/白消安

方案）中也展现出高活性且毒性可控[17]。基于GEM

在抗白血病机制、临床前研究支持及联合治疗的潜

力，本研究选用其作为核酸适配体 -药物偶联物

（aptamer-drug conjugate, ApDC）。核酸适配体是经

指数富集配体系统进化（systematic evolution of 

ligands by exponential enrichment, SELEX）技术产生

的短单链DNA/RNA 分子，其具有无免疫原性、易合

成修饰、可位点特异性偶联荧光染料等特性[18]。因

此，ApDC可解决特异性转运、抗癌药水溶性高、亲和

力弱等问题[19]，其中环状核酸适配体稳定性更高，兼

具特异性靶点识别、细胞高效摄取及酯酶触发药物

释放等特性[20]。目前，环状ApDC（circular ApDC, C-

ApDC）研究取得一定进展，但其与 CAR-T 和 CAR-

NK细胞疗法的结合应用尚属空白。PTK7是受体酪

氨酸激酶家族假激酶成员，在多种肿瘤中高表达，对

肿瘤发生发展有重要作用[21]。本研究通过SELEX技

术筛选出能特异性结合 PTK7 的 DNA 适配体

sgc8，构建靶向 PTK7 的 C-ApDC（C-sgc8-GEM），

探讨C-sgc8-GEM结合CAR-T和CAR-NK细胞疗法

能否提高对ALL细胞的杀伤力。

1  材料与方法

1.1  细胞、主要试剂及仪器

人外周血单个核细胞（PBMC）、HEK293T细胞、

CAR19-NK细胞由上海儿童医学中心提供，人 IL-2购

自北京双鹭药业股份有限公司，T4 DNA 连接酶、

10 × T4 DNA连接酶缓冲液均购自美国NEB公司，

PBS、D-PBS、MgCl₂-6H₂O、GEM均购自上海生工生

物技术有限公司，DAPI和CCK-8试剂均购自百优泰

生物技术有限公司，CPD-eF670 细胞增殖荧光染料

（后续简称 CPD670）、CTSTM AIM VTM培养基、RPMI 

1640培养基和胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）均

购自赛默飞世尔科技（北京）有限公司，琼脂糖购自

上海烨森生物科技有限公司，无血清细胞冻存液和

青霉素-链霉素均购自NCM生物技术（苏州）有限公

司，CD19-CAR质粒、慢病毒包装辅助质粒psPAX2和

pMD2.G均由上海儿童医学中心提供。C-sgc8-GEM

和DNA寡核苷酸等均由上海生工生物技术有限公司

合成，核酸适配体核酸序列见表1。ChemiDoc MP成

像系统购自美国Bio-Rad公司，流式细胞仪购自美国

BD FACS Canto Plus公司，Tecan Infinite® 200 PRO酶

标仪购自中国上海帝肯实验器材有限公司。

表1  核酸适配体序列（5'-3'）

核酸适配体

sgc8-GEM-5p

sgc8-loop-GEM

sgc8-FAM

正向序列

GTCTAACTGCTGCGCCGCCGGAAAATACTGTACGGTTAGACGACCTT/iGEM/TTGGTC

GTCTAACTGCTGCGCCGCCGGAAAATACTGTACGGTTAGACGACCTT/iGEM/TTGGTC

FAM-GTCTAACTGCTGCGCCGCCGGGAAAAATACTGTACGGTTAGAC
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1.2  数据库分析PTK7在白血病细胞中的表达及其

与患者预后的关系 

通过 GEPIA 网站（http://gepia.cancer - pku.cn/），

获取PTK7在白血病和正常血细胞中的表达数据，以

直观的箱线图呈现，并分析PTK7 mRNA表达水平与

患者预后的关系。

1.3  细胞培养

Nalm6 细胞用含 10% FBS 和 1% 青 -链霉素的

RPMI 1640培养基，于37 °C、5% CO₂培养箱中培养，

用 5 µg/mL 抗人 CD3/CD28 抗体激活 T 细胞（从人

PBMC 中分离） 48 h，并在 CTSTM AIM VTM培养基中

培养，该培养基中含4% FBS和300 IU/mL人 IL-2，每

3~4 d更换一次培养基。

1.4  CAR19-T细胞的构建

用 CD19-CAR 质粒、psPAX2 和 pMD2.G 共转染

HEK293T 细胞以产生慢病毒颗粒。在转染后 48、

72 h收集培养基上清液，4 °C下以 300 × g离心 2 h，将

病毒颗粒重悬于 PBS 中，用 10 μg/mL 聚苯乙烯将

CD19-CAR慢病毒感染T细胞。48 h后流式细胞术

检测CD19-CAR阳性细胞的比例，确认CAR19-T细

胞构建是否成功。

1.5  C-ApDC的构建与稳定性分析

C-ApDC由中国生工生物技术有限公司合成，并

进行 5'-磷酸化修饰。将线性核酸适配体与T4 DNA

连接酶16 °C下孵育过夜，使其环化，3%琼脂糖凝胶

电泳确认其环化。为进行稳定性分析，以RPMI 1640

培养基为反应基质，配制 200 μL 反应体系，含 10% 

FBS，将各核酸适配体稀释至终浓度为10 μmol/L，于

37 ℃分别在 0、8、16、24、32和 40 h每个时间点取样

20 μL。样品经 95 °C加热 5 min后，进行 3%琼脂糖

凝胶电泳分析，用ChemiDoc MP成像系统采集凝胶

图像。

1.6  流式细胞术检测C-ApDC与Nalm6细胞的结合

能力

取对数生长期的 Nalm6 细胞（1 × 10 ⁶个）在

500 μL的结合缓冲液中与终浓度 500 nmol/L的核酸

适配体溶液混匀，在37 °C下避光处理60 min，PBS洗

涤2次，流式细胞仪进行检测分析。

1.7  CCK-8 法检测各组 ApDC 和 GEM 对 Nalm6 细

胞的毒性作用

取对数生长期的Nalm6细胞，将其密度调整为

1.5 × 10⁶个/mL，以 1.5 × 105个/孔接种 96孔板中，用

0、3.906 25、7.812 5、15.625、31.25、62.5、125、250 和

500 nmol/L的 sgc8、sgc8-GEM、C-sgc8-GEM、GEM分

别处理细胞，培养 48 h 后，在每个孔中加入 10 μL 

CCK-8试剂，继续避光培养 30 min，用Tecan Infinite® 

200 PRO酶标仪检测450 nm处的光密度（D）值，以D

值代表细胞的增殖活力。

1.8  流式细胞术检测药物毒性

Nalm6 细胞作为靶细胞 ，分别与 CAR19-T、

CAR19-NK两种效应细胞，按效应细胞∶靶细胞为 1∶4

的比例进行共培养，CPD670 标记 Nalm6 细胞，在

37 ℃、5% CO₂下培养24 h后收集细胞，DAPI染色细

胞后进行流式细胞仪检测，对凋亡或死亡Nalm6细胞

的百分比进行量化，以评估效应细胞毒性。

1.9  统计学处理

用 GraphPad Prism 9 软件对实验数据进行统计

处理。符合正态分布的计量数据用 x̄x̄  ± s表示，两组

间比较用非配对 t检验，线性关系用简单线性回归进

行评估，用 Pearson 相关检验进行相关性检验。以 

P < 0.05 或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  PTK7 mRNA在白血病细胞中呈高表达且与患

者预后有关联

数据库数据分析结果（图 1）显示，PTK7 mRNA

在白血病患者中呈高表达且与患者预后有关联

（P < 0.05或P < 0.01）。

A：PTK7 mNRA在白血病患者和正常人白细胞中的表达；

B：PTK7 mNRA在高危和低危白血病患者白细胞中的表达。
*P < 0.05，**P < 0.01。

图1  白血病患者血细胞中PTK7mRNA表达及与患者预后

的关系

2.2  C-sgc8-GEM稳定性明显增强并显著提升GEM

对Nalm6细胞的靶向毒性

琼脂糖凝胶电泳分析结果（图 2A）显示，40 h后

线性 sgc8 和 sgc8-GEM 明显降解，而环化的 C-sgc8-
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GEM条带仍保持稳定，直观反映了不同结构核酸的

降解稳定性差异。进一步对DNA降解率进行量化分

析，重复测量方差分析（repeated measures ANOVA）

则证实，3 组的降解效果存在显著差异（F = 10.73, 

P = 0.021 4）。上述结果与电泳分析的直观现象一

致，共同表明环化修饰可显著提升核酸的抗降解能

力，而线性结构的核酸更易发生降解。流式细胞术

检测结果（图2B）显示，sgc8-FAM与Nalm6细胞具有

较高的结合力，证实该适配体对目标肿瘤细胞具备

良好的靶向结合能力。

A：琼脂糖凝胶电泳分析 sgc8、sgc8-GEM和C-sgc8-GEM随时间变化的降解情况；B：流式细胞术检测 sgc8-FAM与Nalm6细胞的

结合力；C：CCK-8法检测不同ApDC和GEM对Nalm6细胞的毒性作用；D：流式细胞术检测ApDC和GEM对Nalm6细胞的毒

性。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001。

图2  核酸适配体稳定性分析及其对Nalm6细胞的毒性作用

CCK-8法检测结果显示（图2C），与 sgc8组比较，

GEM、sgc8-GEM 和 C-sgc8-GEM 组 Nalm6 细胞的细

胞活率均明显下降（均 P < 0.01）；与 GEM 组比较，

sgc8-GEM和C-sgc8-GEM组Nalm6细胞的细胞活率

均明显下降（P < 0.05），sgc8-GEM和C-sgc8-GEM组

间无显著差异（P > 0.05），提示环化修饰未改变

ApDC的抗肿瘤作用。通过流式细胞术检测其抗肿

瘤作用，结果显示（图 2D）：与 sgc8 组比较，GEM、

sgc8-GEM 和 C-sgc8-GEM 组 DAPI 阳性细胞百分率

均明显升高（P < 0.01）；与GEM组比较，sgc8-GEM和

C-sgc8-GEM 组 DAPI 阳性细胞百分率均明显升高

（P <0.001）；sgc8-GEM 与 C-sgc8-GEM 组间 DAPI 阳
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性细胞百分率无明显变化。实验结果说明，sgc8能明

显提升GEM对Nalm6细胞的靶向毒性。

2.3  sgc8-GEM或C-sgc8-GEM与CAR19-T细胞联合

应用显著增强对Nalm6细胞的毒性

利用 4-1BB 作为共刺激分子设计了第二代

CAR19-T细胞，CAR19载体包括细胞外FMC63单链

可变片段、跨膜域及人 4-1BB和CD3ζ的胞浆区（图

3A）。从人 PBMC 中分离出 T 细胞，刺激 48 h 后用

CAR19慢病毒转导，制备的CAR-T细胞的CAR阳性

率达 80%以上（图 3B）。流式细胞术检测结果显示

（图 3C），与单独 CAR19-T 细胞或单独药物处理比

较，药物与CAR19-T细胞联合后对Nalm6细胞的细

胞毒性均显著增强（均P < 0.001）；而空白对照组与

sgc8 处理组相比无显著差异，表明 sgc8 本身对

Nalm6 细胞无杀伤作用；与CAR19-T细胞单独作用

组相比，sgc8联合CAR19-T细胞亦未表现出杀伤活

性的增强效应。实验结果说明，sgc8-GEM、C-sgc8-

GEM 与 CAR19-T 细胞联合应用能明显提升其对

Nalm6的毒性作用，而单独 sgc8无增强作用。

2.4  sgc8-GEM或C-sgc8-GEM与CAR19-NK细胞联

合显著增强对Nalm6细胞的毒性

CAR19-NK 通过流式细胞术进行检测，CAR19

的阳性率接近100%（图4A）。与GEM、sgc8-GEM及

C-sgc8-GEM单独处理相比，上述药物与CAR19-NK

细胞联合应用均能明显增强对Nalm6细胞的毒性（均

P < 0.001）；与 sgc8 单独处理组比较，sgc8 联合

CAR19-NK细胞组对Nalm6细胞的毒性无显著差异，

提示 sgc8 与 CAR19-NK 细胞联合应用未增强对

Nalm6细胞的杀伤效应（图 4B）。实验结果说明，核

酸适配体偶联GEM与CAR19-NK细胞联合应用能

显著增强对Nalm6细胞的毒性。

A：CAR19载体结构示意图；B：CAR19-T细胞阳性率的检测；C：C-sgc8-GEM、sgc8-GEM、GEM单药及联合CAR19-T细胞杀伤

Nalm6细胞的流式图（左）及统计分析（右）。***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图3  C-ApDC与CAR19-T细胞联合应用对Nalm6 细胞的毒性

A：流式细胞术检测CAR19-NK细胞的CAR19阳性率；B：C-sgc8-GEM、sgc8-GEM、GEM单药及联合CAR19-NK细胞杀伤Nalm6

细胞的流式图（左）及统计分析（右）。***P < 0.001,****P < 0.000 1。

图4 GEM、sgc8-GEM和C-sgc8-GEM分别与CAR19-NK细胞联合应用对Nalm6 的细胞毒性作用
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3  讨  论

本研究聚焦ALL治疗，用生物信息学数据分析

结果发现，PTK7 在白血病细胞中呈高表达。基于

此，本研究合成了与GEM偶联的核酸适配体 sgc8，并

进一步合成两种ApDC（sgc8-GEM和C-sgc8-GEM），

通过琼脂糖凝胶电泳评估了其稳定性。利用CCK-8

法评估 sgc8-GEM、C-sgc8-GEM及GEM对Nalm6细

胞的毒性作用，结果表明，sgc8-GEM和C-sgc8-GEM

对Nalm6细胞的杀伤能力显著强于GEM。最后分别

构建了CAR19-T细胞与CAR19-NK细胞，并将其与

sgc8-GEM和C-sgc8-GEM联合应用。CCK-8法检测

结果显示，sgc8-GEM 或 C-sgc8-GEM 与 CAR19-T、

CAR19-NK联合使用时，对Nalm6细胞的毒性均显著

强于单独使用 sgc8-GEM、C-sgc8-GEM、CAR19-T、

CAR19-NK 细胞。本研究构建的 C-sgc8-GEM 与

CAR19-T/NK细胞双靶点联合应用，能显著提升其对

Nalm6细胞的毒性作用，为ALL治疗提供了潜在的

高效新策略。

核酸适配体可化学合成并修饰偶联药物成为

ApDC，ApDC策略发展迅速，通过核酸适配体识别癌

细胞标志物递送抗癌药物[22]。与抗体-药物偶联物

（ADC）相比，ApDC表现出更小的体积、更强的化学

稳定性、更低的免疫原性、更高的组织穿透性和更简

单的工程设计等优越性能[23]。适配子凭借高特异性

结合能力和低免疫毒性，在性能上可与抗体媲美。

其制备成本低、合成修饰简便，且在极端条件下稳定

性良好。这些优势使其成为医学领域的研究热点。

PTK7是一种在多种淋巴细胞白血病细胞表面广泛

表达的抗原，其表达特征与CD19等传统靶点形成互

补[24]，作为新兴潜在靶点在淋巴细胞白血病治疗领域

展现出独特优势[25]。sgc8核酸适配体作为具有PTK7

靶点的血液恶性肿瘤的潜在治疗诊断剂，其与ALL

细胞（CCRF-CEM细胞）上的 PTK7具有高亲和力结

合而被鉴定，是有前景的特异性细胞内药物递送载

体，安全性好[26-28]，能特异性结合 ALL 细胞表面的

PTK7蛋白，且稳定性高、易修饰[29-30]。

CAR-T细胞疗法在ALL中初始反应率虽高，但

CAR-T细胞长期生存率不佳，主要因持续抗原刺激

及免疫抑制的肿瘤微环境。持续抗原刺激使CAR-T

细胞长期处于高激活状态，细胞内信号通路过度活

化，引发T细胞受体复合物及其共刺激分子表达下

调，增殖能力显著下降，无法及时补充效应细胞数量

以维持抗肿瘤效应，致CAR-T细胞耗竭，增殖、分泌

细胞因子及细胞毒性功能受损，持久性受限，无法持

续杀伤肿瘤细胞[31-32]。CAR-NK细胞PD-1表达低，免

疫抑制风险小，但与肿瘤细胞接触时，会通过吞噬作

用摄取靶抗原，致抗原丢失，高抗原密度ALL细胞中

更明显，引发免疫逃逸与耐药性[33-34]。C-ApDC靶向

PTK7（独立于CD19）递送药物，可弥补CAR-T/NK细

胞因抗原丢失或耗竭导致的疗效下降。联合应用形

成双靶点策略，C-ApDC与CAR19-T/NK细胞相互补

充，扩大对肿瘤细胞的杀伤范围，从多机制抑制肿瘤

细胞增殖与存活，有效降低ALL复发风险，可能为患

者带来更长效治疗收益。

尽管本研究明确展示了联合疗法的协同效果，

但其背后的分子机制仍有待深入揭示。推测该协同

效应可能源于以下几个层面。首先，CAR-T/NK细胞

提供了强大且特异性的细胞毒性杀伤基础。其核心

机制始于CAR对肿瘤表面抗原（如CD19）的特异性

识别与结合，进而传递强烈的激活信号，导致CAR细

胞克隆性扩增并通过穿孔素/颗粒酶途径和死亡受体

途径直接诱导肿瘤细胞凋亡[35]。联合疗法通过多层

面叠加增效：在细胞水平上，GEM是一种核苷类似

物，通过抑制DNA合成（如阻断DNA聚合酶活性）及

干扰DNA修复，诱导肿瘤细胞发生DNA损伤反应，

进而触发凋亡信号通路，包括 caspase-3/7 的激活

等[36]。这使肿瘤细胞变得脆弱， 从而增强肿瘤细胞

对CAR-T/NK细胞介导的细胞毒性作用的敏感性；其

次，在免疫微环境层面，CAR-T/NK细胞在杀伤过程

中会释放大量细胞因子（如 IFN-γ），但同时也面临免

疫抑制性微环境的挑战。而GEM可能通过减少髓源

性抑制细胞或调节性T细胞等免疫抑制性细胞群体

的浸润，间接改善肿瘤微环境的免疫抑制状态，为

CAR细胞创造一个更有利的工作环境，促进CAR细

胞的存活与功能持久性[37]；此外，PTK7靶向与CD19

靶向的联合可能通过交叉抗原内化或下调互补性信

号通路，进一步抑制肿瘤细胞的增殖与存活信号网

络。更重要的是，这种双靶点策略能有效克服因单

一抗原（如 CD19）丢失而导致的免疫逃逸，这是

CAR-T/NK细胞治疗失败的主要原因之一；最后，从

细胞死亡方式来看，CAR细胞主要引发穿孔素-颗粒

酶或死亡受体介导的凋亡[38]，而GEM可能协同诱导

免疫原性细胞死亡，暴露钙网蛋白等吞噬信号，增强

抗原提呈与 T 细胞活化，形成正向抗肿瘤免疫循

环[39]。这不仅直接杀死肿瘤细胞，还可能通过激活宿

主自身的免疫系统（如内源性T细胞），与过继性的

CAR-T/NK细胞产生协同效应，实现对肿瘤的长期控

制；此外，CAR-NK细胞还具有其独特优势：即便肿瘤

细胞通过抗原调变逃逸了CAR的识别，其仍能通过

固有的 NK 细胞激活受体 [如自然杀伤细胞 2D 组

（natural killer group 2D, NKG2D）受体和自然细胞毒
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性受体（natural cytotoxicity receptor, NCR）]对肿瘤细

胞进行杀伤，这为联合疗法提供了又一重保障。

本研究成功合成C-ApDC sgc8-GEM，通过结构

优化构建 C-sgc8-GEM，显著增强了其在体内稳定

性。该C-ApDC以PTK7为特异性靶点，可将GEM精

准递送至Nalm6等ALL细胞，显著减少对正常细胞

的毒性。鉴于单一疗法存在局限，本研究探索 C-

ApDC与CAR19-T/NK细胞联合治疗：C-ApDC通过

靶向 PTK7 独立于 CD19 的递药机制，有效弥补了

CAR-T细胞因抗原丢失或耗竭导致的疗效衰减，以

及CAR-NK细胞因抗原吞噬引发的免疫逃逸问题。

这种双靶点协同策略形成了多层次抗肿瘤网络——

CAR19-T/NK细胞主导CD19阳性肿瘤细胞的直接清

除，而C-ApDC则通过PTK7靶向实现耐药克隆的深

度杀伤。该联合方案，为ALL治疗提供了创新且高

效的联合策略，展现出向临床转化的广阔前景。
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