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摘   要：纳米抗体(nanobodies, Nbs)是在骆驼科动物和鲨鱼中发现的一种独特的单域抗体，即重链

抗体可变区(variable domain of the heavy chain of heavy-chain antibody, VHH)，具有很强的抗原靶向

性和结合能力，规避了传统抗体体积大、稳定性低、免疫原性高以及清除速度慢的缺点。Nbs 与毒

素、酶、放射性核苷酸、荧光基团等官能团的生物偶联，增强了 Nbs 的功能，使其在人与动物疾病

诊断和治疗方面展现出潜在的应用价值。本文综述了 Nbs的结构特性，Nbs库的构建、筛选以及亲和

力成熟策略，概述了 Nbs 在诊断和治疗中的应用现状，为疫病的诊断试剂研发与临床治疗提供了参考。 
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Abstract: Nanobodies (Nbs), the unique single-domain antibodies discovered in the species of 
Camelidae and sharks, are also known as the variable domain of the heavy chain of heavy-chain 
antibody (VHH). They offer strong antigen targeting and binding capabilities and overcome the 
drawbacks such as large size, low stability, high immunogenicity, and slow clearance of 
conventional antibodies. Nbs can be boosted by bioconjugation with toxins, enzymes, 
radioactive nucleotides, fluorophores, and other functional groups, demonstrating potential 
applications in the diagnosis and treatment of human and animal diseases. This article 
introduces the structures and characteristics of Nbs, the construction and screening of Nb 
libraries, and the strategies for affinity maturation and then reviews the current applications of 
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Nbs in diagnosis and treatment, providing a reference for the development of diagnostic 
reagents and clinical therapies for infectious diseases. 
Keywords: nanobodies; affinity maturation; immunotherapy; diagnosis of infectious disease 

 
传统的免疫球蛋白 G (immunoglobulin G, 

IgG)在诊断和治疗领域广泛应用，但其存在体积

大、结构复杂、生产耗时以及对哺乳动物细胞表

达的依赖性强等问题[1]。随着基因工程技术的快

速发展，抗原结合片段 (fragment of antigen 
binding, Fab)以及单链抗体(single-chain fragment 
variable, scFv)有望成为传统抗体的替代品。这两

类抗体虽然保持了良好的抗原特异性，但因缺乏

Fc 结构域，增加了抗体片段聚集和错误折叠的

风险，同时这些抗体片段的产量、溶解度以及稳

定性较低，影响了抗体的大规模生产[2-3]。近年

来，在骆驼科动物和鲨鱼中发现的纳米抗体

(nanobodies, Nbs)因其纳米级大小、高稳定性、

高亲和力以及高渗透性等特性，在多个领域引起

广泛关注并展现出潜在的应用价值 [4]。本文对

Nbs 的结构、特性、筛选以及应用等方面进行概

述与分析，并对其未来发展方向和前景做出展

望，以期为疫病的诊断与治疗提供参考。 

1  纳米抗体概述 
Nbs 由 Hamers-Casterman 等[5]于 1993 年首

次报道，他们从骆驼科动物的血清中分离出仅

有重链的同源二聚体，这种同源二聚体被称为

重链抗体(heavy-chain antibody, HCAb)，为了与

传统抗体的重链可变区 (heavy-chain variable 
region, VH)加以区分，将 HCAb 的 N 端具有功

能性抗原结合特性的单个可变结构域称为重链

抗体可变区片段(variable domain of heavy-chain 
antibody, VHH)，分子量约为 15 kDa，又被称为

Nbs[6]。除了骆驼科动物，在鲨鱼血清中也发现

了类似 HCAb 结构的免疫球蛋白新抗原受体

(immunoglobulin new antigen receptor, IgNAR)，

其 N端具有大小仅为 12 kDa的抗原受体可变区

(variable domain of new antigen receptor, 
VNAR)，VHH 或 VNAR 是源自骆驼科动物或

软骨鱼类中天然存在的 HCAb 或 IgNAR 的最小

的完整抗原结合域[7-8]。 

1.1  纳米抗体的结构 
传统抗体由 2 条相同的重多肽链(H 链)和 

2 条相同的轻多肽链(L 链)组成，L 链包括 2 个

结构域，而 H 链折叠成 4 个结构域，H 链和 L
链的 N 端结构域的序列因抗体而异，即抗体的

重链可变区(heavy-chain variable region, VH)和
轻 链 可 变 区 (light-chain variable region, 
VL)[9](图 1A)。骆驼科动物血清中分离的 HCAb
与传统抗体相比缺乏轻链和 CH1 区，可变区只

包含 1 个 VHH 片段(图 1B)，驼源 Nbs 与传统

抗体的 VH 具有相同的结构域，即 4 个保守骨

架区(framework region, FR)和 3 个互补决定区

(complementarity-determining region, CDR)[10]。

鲨鱼血清中分离出的 IgNAR 天然缺失 VL，仅

有 2 条 VH 形成同源二聚体，它的 VH 是由 1 个

可变区和 5 个恒定区组成，其中可变区包含 1 个

完整的抗原结合域 VNAR[11](图 1C)。 
传 统 抗 体 的 VH 中 保 守 骨 架 区 2 

(framework region 2, FR2)内有 4 个高度保守的

疏水性氨基酸(V42、G49、L50 和 W52)，并通

过形成疏水界面促进 VH 与 VL 的连接以维持

IgG 的稳定，但是 IgG 在高浓度下易出现聚集

以及错配的现象。而在驼源 VHH 抗体中，上

述 4 个疏水性氨基酸被替换成亲水性的氨基

酸(F42 或 Y42、E49、R50 和 G52)，并且这些

亲水性氨基酸能够促进 Nbs 在单体状态下维

持构象的稳定，同时也增加了 Nbs 的水溶性，
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提高了药物的利用率 [12]。对 Nbs 进行基因改

造后，可以形成单价、多价、多特异性以及融

合 Nbs 等不同类型 [13](图 2A)。其中多价 Nbs
相较于单价 Nbs 亲和力更高；而多特异性 Nbs
可以识别不同的抗原表位，在抗肿瘤应用中具

有重要作用；将 Nbs 单体与不同物质如酶、

荧光基团以及药物进行偶联，可以在成像或治

疗中广泛应用[14](图 2B)。此外，驼源 VHH 的互补

决定区 3 (complementarity-determining region 3, 
CDR3)由 16−18 个氨基酸组成，而人源 VH 的

CDR3 仅由 14 个氨基酸组成，驼源 VHH 具有更

长的 CDR3，可以形成凸环结构，能够特异性地

与酶活性位点以及病毒颗粒的保守表位结合，增

强对隐藏抗原表位的识别能力[15-16]。 
 

 
 

图 1  传统抗体与纳米抗体结构示意图   A：传统抗体. B：重链抗体与纳米抗体. C：鲨源纳米抗体. VL：

轻链可变区；VH：重链可变区；CL：轻链恒定区；CH：重链恒定区；Ab：抗体；VHH：重链抗体可

变区片段；HCAb：重链抗体；VNAR：抗原受体可变区；IgNAR：免疫球蛋白新抗原受体 
Figure 1  Schematic diagram of the structure of conventional antibody and nanobody. A: Conventional 
antibody. B: Heavy-chain antibody and nanobody. C: Shark nanobody. VL: Light-chain variable region; VH: 
Heavy-chain variable region; CL: Light-chain constant region; CH: Heavy-chain constant region; Ab: 
Antibody; VHH: Variable domain of heavy-chain antibody; HCAb: Heavy-chain antibody; VNAR: Variable 
domain of new antigen receptor; IgNAR: Immunoglobulin new antigen receptor. 

 

 
 

图 2  纳米抗体类型示意图   A：单价、双价、双特异性纳米抗体. B：纳米抗体偶联物 
Figure 2  Schematic diagram of the types of nanobodies. A: Monovalent, multivalent and bispecific 
nanobodies. B: Nanobody conjugates. 
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1.2  纳米抗体的特性 
Nbs 的分子量仅为传统抗体的 10%，具有

穿透致密组织的能力，并且能够深入渗透肿瘤

以及穿过血脑屏障，在成药性上具有独特的潜

力[17-18]。与传统抗体的 VH 相比，Nbs 中的 CDR3
环向外延伸，能高亲和力地与离子通道或病毒

糖蛋白的保守表位结合[19]。Nbs 中互补决定区 1 
(complementarity-determining region 1, CDR1)
和互补决定区 2 (complementarity-determining 
region 2, CDR2)中含有较多的疏水氨基酸，骨

架区域的残基也参与抗原结合。此外，Nbs 体

积小，可以通过肾小球的滤过作用从体内快速

清除[20]。同时，Nbs 内部存在环间二硫键，这些

额外的二硫键使其在恶劣环境中仍然可以维持

构象的稳定，比常规抗体更耐高温[21]、酸碱和有

机溶剂[22]，便于储存、运输和极端条件下的使用。

Nbs 相较于传统抗体而言，4 个疏水性氨基酸被亲

水性氨基酸所取代，溶解性和稳定性更高[23]。 

1.3  纳米抗体库的分类 
纳米抗体文库可分为 3 类，即天然纳米抗

体库、免疫纳米抗体库以及合成纳米抗体库，

纳米抗体文库的构建对于产生不同亲和力的

Nbs 具有十分重要的作用。 
1.3.1  天然纳米抗体库 

某些弱免疫原性或非免疫原性的抗原不能

刺激机体产生 HCAb，可以用未经免疫的骆驼

科动物或者鲨鱼的外周血淋巴细胞来构建天然

纳米抗体库。天然纳米抗体库的多样性随着收

集的淋巴细胞种类和数量的增加而增加，因此，

从不同动物中收集大量的血液样本是保证天然

纳米抗体库多样性的先决条件[24]。为了能够筛

选到高亲和力的 Nbs，必须收集足量的动物血

液，使天然纳米抗体库的大小达到 109−1011 左

右，在这个天然纳米抗体库中 80%左右的序列

能够编码具有功能的 Nbs[25]。天然纳米抗体库

需要进行体外亲和力成熟才能获得更高亲和力

的 Nbs。 
1.3.2  免疫纳米抗体库 

相较于天然纳米抗体库，免疫骆驼科动物

刺激体细胞成熟将使抗体文库对目标抗原具有

更高的特异性和更高的亲和力[26]。免疫纳米抗

体库可以通过免疫接种产生 HCAb 的单峰骆

驼、骆驼以及转基因小鼠等动物获得[27]，是 Nbs
筛选中最常见的策略。免疫纳米抗体文库的制

备需要将某一特定抗原多次免疫骆驼科动物或

鲨鱼，在其体内产生 HCAb 或 IgNAR 并进行体

内亲和力成熟，接着从动物外周血淋巴细胞中

获得 VHH 片段，并通过噬菌体展示技术、细胞

表面展示技术以及高通量测序等技术筛选出具

有高亲和力的 Nbs[28]。从免疫文库中获得的 Nbs
水平通常低至 nmol 甚至 pmol 水平，库容量相

较于另外 2 个库更小，仅有 106−108 [29]。除了对

骆驼科动物进行免疫外，研究人员还发现了一种

能够分离出 HCAb 的转基因小鼠[30]，同时一种

名为“UniRat”的全人源抗体转基因大鼠技术平

台也已经被报道用于开发人源 HCAb 或单域抗

体[31]。在难以免疫骆驼科动物的情况下，转基

因小鼠是其良好的替代品。此外，骆驼科动物

可能存在个体之间免疫力的自然差异，使得免

疫纳米抗体库的建立进一步复杂化。 
1.3.3  合成纳米抗体库 

相较于免疫纳米抗体库，合成纳米抗体库

缺乏体细胞成熟的过程，但可以弥补抗原种类

受限的缺点。合成纳米抗体库中 Nbs 的多样性

主要体现在 CDR3 区，可以通过对 CDR3 进行

特定的突变与改造来识别不同的抗原[32]。因此，

可以基于天然存在的 VHH 序列，通过 CDR3 长

度和序列的随机突变来构建合成纳米抗体库[33]。

目前已经设计使用了一种合成纳米抗体库支架

cAbBCII10，其框架区序列具有稳定、表达良好
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以及高度通用性的特点，与其他需要保守的二

硫键才能正确折叠的 Nbs 不同，cAbBCII10 即

使没有保守的二硫键也可以正确折叠，并且该支

架的人源化也能最大限度地降低其免疫原性[34]。

合成纳米抗体库容量在 108−109 左右，而且与天

然纳米抗体库和免疫纳米抗体库相比具有更好

的 CDR3 多样性，且无需对动物进行免疫或收

集大量血液样本[35]。 

2  纳米抗体的筛选与亲和力成熟 
高效的筛选方法以及亲和成熟策略在开发

具有高亲和力 Nbs 中起着关键作用。本文对 Nbs
的筛选以及亲和成熟过程中采用的策略进行了

总结。 

2.1  纳米抗体的筛选 
2.1.1  噬菌体展示 

噬菌体展示是将肽或蛋白质与噬菌体外壳

蛋白融合表达并展示在病毒粒子表面的一种技

术[36]。该技术最早在 1985 年提出，通过将短肽

链与丝状噬菌体 pIII 蛋白的编码基因进行融合

从而实现了短肽链在噬菌体上的展示[37]，随后

研究人员利用该技术筛选得到了第 1 个 Nbs[6]。

该技术是从免疫动物的外周血单个核细胞

(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)中提

取总 mRNA，反转录为 cDNA，使用套式 PCR
对 VHH 片段进行扩增；将 VHH 片段插入噬菌

体外壳，再转化至大肠杆菌中使其表达并展示

在噬菌体表面，随后经过 3−5 轮生物淘洗从噬

菌体展示文库中富集得到具有高亲和力的

Nbs；其中丝状噬菌体(Ff 噬菌体)作为噬菌体展

示的主要工具和载体，主要分为 f1、fd 和 M13，
它们能够分泌到环境中但不会杀死宿主，并且

对极端 pH、高温以及存在蛋白水解酶等恶劣环

境具有一定的抵抗力[38]。噬菌体展示技术的库

容量和多样性虽然受到限制，但相较于其他展

示技术而言操作简便、成本低且适应恶劣环境

的能力较强，使得通过噬菌体展示筛选 Nbs 的

应用较为广泛[39-40]。 
2.1.2  细菌展示 

细菌展示是一种用于革兰氏阳性和革兰氏

阴性细菌细胞表面呈现异源蛋白的常用技术[41]。

2013 年在革兰氏阳性细菌表面首次成功展示了

Nbs[42]。而在革兰氏阴性菌中，大肠杆菌因其遗

传特点和高转化效率而被广泛使用[43]，但是大

肠杆菌的外膜结构在一定程度上阻碍了细菌展

示技术的应用，有研究表明，自主转运蛋白

(autotransporters, ATs)家族分泌的蛋白不需要任

何人工处理即可通过内膜，在细菌展示技术中

应用广泛[44]。常见的细菌表面展示技术是通过

基因工程原理将 VHH 片段插入 ATs 的 β 结构域

产生融合蛋白，ATs 的 N 端信号肽 (signal 
peptide, SP)引导多肽链依赖于 Sec 易位子(sec 
translocon)在内膜上的易位，之后信号肽被信号

肽酶切割，融合蛋白被释放到周质中，ATs 的 C
端 β 结构域插入外膜，β 结构域促进了 ATs 中

位于信号肽和 β 结构域之间的乘客结构域的外

膜易位，从而使 Nbs 展示于细菌细胞表面[45]。

细菌表面展示技术在去除重金属和有害化学物

质的全细胞生物催化剂、生物传感器以及开发

活菌疫苗递送系统等方面广泛应用[46-47]。 
2.1.3  酵母表面展示 

随着生物技术的发展，更具优势的酵母表

面展示(yeast surface display, YSD)成为了近年

来应用最为广泛的真核蛋白表达系统[48]。酵母

细胞是最适合细胞表面展示的宿主细胞之一，

主要包括酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) 
H、毕赤酵母(Pichia pastoris) R[49]和解脂耶氏酵

母(Yarrowia lipolytica) D[50]等，其中酿酒酵母展

示系统发展较完善。酵母细胞壁由内层的葡萄

糖骨架以及外层的甘露糖蛋白构成，其中甘露 
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糖蛋白中存在一类含有锚定区域的 α 凝集素，α
凝集素由核心亚基 Aga1p 和小结合亚基 Aga2p
组成，将融合有 VHH 片段的外源蛋白引入酵母

细胞。由于融合后的蛋白含有锚定酵母细胞壁

的结构，诱导表达后，通过糖基磷脂酰肌醇

(glycosylphosphatidylinositol, GPI)锚定在酵母

细胞壁中[51]，与小结合亚基 Aga2p 的 N 末端或

C 末端进行融合，融合后 Aga2p 亚基通过 2 个

二硫键与 Aga1p 亚基结合，由信号肽引导融合

蛋白向细胞外分泌，从而将 Nbs 固定在酵母细

胞表面[52]。酵母表面展示技术能够促进外源真

核蛋白的翻译后加工，即外源真核蛋白的折叠

和糖基化[53]，同时酵母表面展示技术与流式细

胞 荧 光 分 选 技 术 (fluorescence-activated cell 
sorting, FACS)相结合可以筛选出高亲和力和高

稳定性的 Nbs[54]。 
2.1.4  mRNA 展示 

mRNA 展示平台已被证明是肽设计、蛋白

质工程和蛋白质相互作用研究的有力工具[55]。

mRNA 展示的关键物质是抗菌的天然产物嘌呤

霉素，它类似于氨酰 tRNA 的 3ʹ末端，可以进

入核糖体 A 位点终止翻译，从而抑制蛋白质的

合成[56]。该技术首先需要 DNA 文库，该文库

具有 T7 RNA 聚合酶、启动子、5ʹUTR、3ʹUTR
以及亲和纯化标签等；在 T7 RNA 聚合酶的作

用下将 DNA 文库中的 DNA 转录为 mRNA，生

成的 mRNA 3ʹ末端连接嘌呤霉素，嘌呤霉素进

入核糖体 A 位点并与翻译的蛋白质多肽链的

羧基末端共价偶联，形成 mRNA-蛋白质复合

物 ， 然 后 将 该 复 合 物 纯 化 并 反 转 录 形 成

mRNA-cDNA-蛋白质复合物，通过酶联免疫吸

附试验或磁珠法等体外选择过程，筛选出与靶

标蛋白特异性结合的 mRNA-cDNA-蛋白质复

合物，最后分离出 cDNA 链并进行 PCR 扩增；

从 mRNA 转录、翻译、纯化筛选、逆转录以及

体外筛选，最后到 PCR 扩增，这一过程被称为

1 轮筛选富集；一般需要 5−7 轮筛选富集才能获

得足够高亲和力的 Nbs[57](图 3)。mRNA 展示完 

 

 
 

图 3  mRNA 展示技术流程 
Figure 3  Flowchart of mRNA display technology. 
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全在体外进行，因此序列数量不受转化步骤的

限制；同时形成的 mRNA-蛋白质复合物无核糖

体的存在，筛选效率较高。但是由于无细胞参

与，缺乏蛋白质翻译后的加工与修饰，需要进

一步研究来完善 mRNA 展示的缺陷[58] (表 1)。目

前 mRNA 展示技术应用最广泛的体外翻译系统

是重组的大肠杆菌 PURE 系统(protein synthesis 
using recombinant elements, PURE)，该系统主要

由翻译因子、大肠杆菌(Escherichia coli)的核糖

体与 tRNA、氨基酸等缓冲体系组成[59]，可以

更严格地控制蛋白质表达条件。 

2.2  纳米抗体的亲和力成熟 
2.2.1  亲和力成熟 

在免疫应答过程中，B 淋巴细胞初次接触

抗原时产生的抗体对抗原的亲和力较低，但随

着突变的发生，抗体的亲和力逐渐升高，这一

过程被称为亲和力成熟[60]。筛选具有更高亲和

力的 Nbs 可能需要多轮突变和生物淘洗，以及

大量克隆的分离与表征。以上展示技术在提高

亲和力方面仍有很大的局限性[61]，因此，开发

更多亲和力成熟的策略至关重要。 
2.2.2  纳米抗体亲和力成熟策略 

在体内免疫反应过程中，为了增强免疫球

蛋白识别和结合外来抗原的能力，抗体 H 链在

经历 V-D-J 基因片段重组后，幼稚 B 细胞通过

在生发中心进行类别转换重组 (class switch 
recombination, CSR)并在 CDR 中经历体细胞超

突变(somatic hypermutation, SHM)来实现体内亲

和力成熟[62-63]。Nbs 的特性以及易于基因改造的

特点使其更适用于体外亲和力成熟策略[64]。目

前有许多抗体体外亲和力成熟策略已经被报

道，包括易错 PCR、DNA 改组、链置换、紫外

线或化学突变等[65]。对传统抗体与 VHH 进行的

结构分析表明，VHH 的 CDR 相较于传统抗体表

现出更多的结构多样性[66]。CDR-H3 环在抗原识

别中起着关键作用，因此对 Nbs 的 CDR 进行突变

或改造是体外亲和力成熟的最主要方式，可以通

过将特异性 CDR 嫁接到骆驼科动物的 VHH 可变

结构域的 CDR 中，来增强 Nbs 的结合亲和力[67]；

或基于合成纳米抗体库支架 cAbBCII10 来构建合

成噬菌体文库并在 VHH 的 CDR3 中引入随机序 
列[68]；或者通过丙氨酸扫描模拟 Nbs 的位点进

行定点饱和突变等策略来筛选得到更高亲和力的

Nbs[69]。同时也可以利用计算机模拟构建饱和诱变

Nbs 库，对 CDR 进行饱和诱变后，筛选得到具有

更高亲和力和广谱活性的 Nbs[70-72]。 
 
表 1  Nbs 展示技术的优缺点 
Table 1  Advantages and disadvantages of nanobody display technologies 
Nanobody display 
technology 

Advantages Disadvantages References 

Phage display Simple operation, endurance capability for 
severe environment 

The capacity and diversity of phage display 
libraries are limited 

[39-40] 

Bacteria display High transformation efficiency, gram positive 
bacteria have a comparative higher tolerance 
to mechanical stress due to a thicker cell wall 

The presence of the outer membrane has 
hindered the development of effective display 
technologies in Escherichia coli 

[43-44] 

Yeast display Efficient posttranslational modification 
machinery, without the need for soluble 
protein expression and purification steps 

Small storage capacity and low transformation 
efficiency 

[53] 

mRNA display Large storage capacity, high screening 
efficiency, not limited by the transformation 
efficiency 

No cell involvement, lack of protein 
posttranslational processing and modification 

[58] 
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3  纳米抗体的应用 
3.1  在诊断中的应用 

Nbs 因其独特的生物学特性，在体外和体

内诊断方面发挥着重要作用。在体外诊断领域，

Nbs 已被成功应用于多种基于酶联免疫吸附试

验(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)

的检测方法，如戊型肝炎病毒、猪圆环病毒 2

型(porcine circovirus type 2, PCV2)、犬弓形虫以

及大肠杆菌等病原体的检测[73-76]。其中 Nbs 对

有机溶剂具有一定的耐受性，通过 ELISA 方法

来监测有机农药的含量效率高且成本相对较

低，对我国食品安全防控具有重要意义[77]。然

而，与电化学生物传感器的实时监测以及便于

携带等特点相比，ELISA 方法通常需要较长的

孵育时间，为了提高检测效率，目前已经开发了

多种基于 Nbs 的电化学生物传感器，例如检测

唾液中幽门螺杆菌的免疫传感器[78]；基于 Nbs

与有机电化学晶体管(organic electrochemical 

transistor, OECT)联合使用的有机电化学生物传

感器，在新型冠状病毒和中东呼吸综合征病毒

的检测中具有更高的灵敏性和特异性[79]；并且

最新研究发现检测新型冠状病毒 S 蛋白的无标

记电化学免疫传感器，其检测限低于传统电化

学传感器[80]。在实际应用中，ELISA 方法和电

化学生物传感器的选择还要取决于检测目标、

灵敏度要求、操作便利性以及成本等因素。在

体内诊断试验中，Nbs 由于缺少与体内免疫细

胞上 Fc 受体非特异性结合的 Fc 结构域，不会

引起 Fc 介导的细胞毒性作用，因此有望在体内

成像技术中广泛应用。同时 Nbs 具有的高稳定

性、低免疫原性和易于标记的特性使其成为理

想的示踪剂之一，例如靶向神经元突触中的突

触结合蛋白 1 (synaptotagmin-1, Syt-1)或其他疾 

病诊断标志物的 Nbs 与荧光蛋白偶联可用于活 

体体内成像，为疾病诊断提供新的途径[81-82]；

此外，Nbs 与放射性核素偶联可以用于单光子

发射计算机断层显像 (single photon emission 
computed tomography, SPECT)、正电子发射计

算机断层显像 (positron emission tomography, 
PET)、计算机断层显像(computed tomography, 
CT)等成像技术，实现可视化诊断，尽管放射性

核素偶联会影响 Nbs 的抗原结合活性，但通过

与碱性磷酸酶、辣根过氧化物酶或荧光蛋白等

标签蛋白结合，可以进一步提高其在活细胞中

结合抗原的能力[83]。 

3.2  在疾病治疗中的应用 
近年来，Nbs 在肿瘤治疗、自身免疫病以

及病毒性疾病中得到广泛应用[84]。Nbs 因具有

肿瘤渗透和识别独特抗原的能力，在肿瘤治疗领

域中发挥着重要作用。血管内皮生长因子受体 2 
(vascular endothelial growth factor receptor 2, 
VEGFR2) 是肿瘤治疗的一个重要靶点，将

VEGFR2 特异性的 Nbs 与截短形式的假单胞菌

外毒素 A 融合后可抑制癌细胞的增殖[85]。此外，

基于 Nbs 的偶联物易于制备且具有强大的抗肿

瘤活性，使 Nbs 成为肿瘤治疗中有前途的载体，

例如 Nbs 与药物偶联可以增强对肿瘤组织的主

动靶向性，提高药物递送途径的特异性和高效

性，减少对正常细胞的损伤[86]；与放射性同位

素以及靶蛋白进行偶联，可以靶向放射性核素

治疗，达到抗肿瘤的作用[87]；或与微气泡偶联

作为新型分子示踪剂可以靶向肿瘤的治疗[88]。

除了直接作为治疗性载体外，Nbs 也可作为免

疫检查点抑制剂发挥抗肿瘤作用，抑制免疫检

查点是肿瘤免疫治疗中最有效的方法之一，通

过将 Nbs 与细胞毒性 T 淋巴细胞抗原 4 
(cytotoxic T lymphocyte antigen 4, CTLA-4)等免

疫检查点分子进行结合可以有效提高抗肿瘤免 
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疫应答[89]。 
目前，Nbs 在治疗自身免疫性疾病方面也

发挥着重要作用。自身免疫性疾病的发生与细

胞因子有着密切的联系，针对自身免疫性疾病的

新型治疗药物主要靶向白介素 6 (interleukin-6, 
IL-6)、白介素 17 (interleukin-17, IL-17)、肿瘤

坏死因子 α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)等细

胞因子[90]。Nbs 药物的开发为这些疾病的治疗

提供了新的途径。全球首个获批的 Nbs 治疗药

物卡普赛珠单抗 (Caplacizumab)是一种靶向血

管性血友病因子 (von willebrand factor, vWF) 
A1 结构域的双价纳米抗体药物，通过减少血小

板聚集和微血管血栓的形成，用于治疗血栓性

血小板减少性紫癜[91]。此后不久其他 Nbs 药物

也投入临床应用中，例如靶向 2 个 TNF-α 和   
1 个抗人血清白蛋白 (human serum albumin, 
HSA)的三价双特异性 Nbs 药物奥利组单抗

(Ozoralizumab)能够特异性地结合并中和 TNF-α，
从而抑制其生物活性，可以用于治疗类风湿关

节炎[92]；沃巴利珠单抗(Vobarilizumab)则是一种

靶向 IL-6 和抗白蛋白结构域的双特异性 Nbs
药物，能够治疗类风湿关节炎以及系统性红斑

狼疮 [93]，目前还有多种 Nbs 药物进入临床研

究阶段。尽管 Nbs 在自身免疫性疾病治疗中

取得了显著的进展，但在病毒性疾病治疗领域

的应用相对较少。目前已经报道了靶向呼吸道

合胞病毒(respirtory syncytial virus, RSV)融合

蛋白的三价纳米抗体药物 ALX-0171，主要起

到抗病毒感染的作用 [94]。Nbs 在病毒性疾病的

治疗中具有良好的效果，但是 Nbs 的半衰期

短限制了其在治疗领域中的应用，可以通过构

建多价 Nbs 或偶联白蛋白等大分子物质来延

长其半衰期 [95]。随着 Nbs 药物研发技术的不

断进步和创新，将为更多疾病的治疗提供新的

策略和方法。  

4  总结与展望 
Nbs 来源于骆驼科动物血清中分离的

HCAb，是一种天然存在的最小抗原结合片段。

相较于单克隆抗体，Nbs 具有更小的分子结构、

良好的组织渗透性、高亲和力以及高溶解性等

特性，使其在靶向药物递送、分子成像以及疾

病诊断等领域中具有极高的应用价值[96]。抗原

特异性 Nbs 的鉴定高度依赖于 Nbs 文库的构

建，目前应用最广泛的仍然是通过动物免疫建

立的免疫纳米抗体库，但这种方法需要针对不

同的抗原建立不同的免疫文库；同时天然纳米

抗体库缺乏体细胞成熟过程；而合成纳米抗体

库避免了动物免疫以及血液样本的采集，并对

CDR 进行突变与改造，通过分子克隆的方式便

可以获得高亲和力的 Nbs[97]，这种方法为 Nbs
的建库提供了新的途径。随着生物技术的快速

发展，特异性 Nbs 的筛选技术逐渐得到完善，

将筛选技术与高通量测序以及细胞分选技术相

结合，极大地提高了筛选高亲和力 Nbs 的效率，

也为临床诊断与治疗开辟了新的可能性。 
Nbs 的特性使其在疾病治疗、研究以及诊

断中具有独特的潜力，但是在实际应用中还需

要考虑更多的因素。随着对靶向治疗需求的增

加，尤其是在某些难以用传统抗体治疗的疾病

领域，Nbs 因其体积小、渗透性强、血液清除

快等特性，可以通过静脉注射、药物偶联或放

射性核素偶联从而深入细胞内部或组织间隙，

然而 Nbs 的半衰期较短，需要更多的剂量来达

到更好的治疗效果，通过将 Nbs 与白蛋白等大

分子物质偶联从而延长其在血液循环中的半衰

期是一个值得深入探索的方向；双特异性纳米

抗体能够同时识别 2 种不同的抗原或者表位，

相较于 Nbs 具有更强的亲和力、特异性和靶向

性，也延长了其在体内的作用时间，在抗体工
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程研究领域以及肿瘤治疗领域具有非常广阔的

前景。Nbs 也可在多个研究领域中发挥重要作

用，将 Nbs 与磁珠、琼脂糖凝胶等介质偶联来

提高蛋白质与蛋白质间相互作用的灵敏度；研

究 Nbs 与同源抗原之间的相互作用来解析蛋白

质的晶体结构；利用 Nbs 不断开发出各种诱导

型降解子来研究蛋白质的靶向降解等。在诊断

方面，增加免疫学检测的灵敏度与特异性是体

外诊断方法建立的关键指标。Nbs 可以与药物、

其他抗体和检测标签等分子结合，形成多功能

的捕获和检测平台，有望在快速检测、特异性

以及成本效益等方面展现出独特优势，特别是

在传染病检测和早期癌症诊断中扮演关键角

色。Nbs 的更多应用途径还有待探索，但作为

一种新兴的抗体，Nbs 因其独特的生物学特性

和应用潜力，也已成为兽医领域的研究热点，

有望为动物疫病的治疗和诊断提供新的解决

方案。 
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