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摘  要: 单克隆抗体是重要的生物大分子，在免疫检测、体外诊断以及药物开发等领域获得广泛的应用。但是

单克隆抗体的分子量大、结构复杂等固有属性正日益成为制约其进一步发展的关键因素。因此，当前迫切需要

开发单克隆抗体的替代品。鲨源单域抗体即鲨源新抗原受体可变区 (Variable domain of immunoglobulin new 

antigen receptor，VNAR)，是基于鲨总目鱼类天然存在的新抗原受体 (Immunoglobulin new antigen receptor，

IgNAR) 并通过基因工程技术获得的抗原结合域，其分子量仅为 12 kDa，是目前已知脊椎动物中尺寸最小的抗

原结合域。鲨源单域抗体具有分子量小、亲和力高、稳定性强、溶解度好、组织穿透性强以及可识别隐藏抗原

表位等优点，在免疫试剂以及药物开发等领域受到广泛的关注。文中综述了鲨源单域抗体的结构及功能特性、

制备及人源化改造技术、亲和力成熟策略以及应用领域，并系统性分析了鲨源单域抗体的优缺点，最后对其发

展前景进行了展望。 

关键词: 鲨总目，鲨源单域抗体，新抗原受体，新抗原受体可变区 

Progress in shark single-domain antibody 
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Abstract:  Monoclonal antibody (mAb) is an important biological macromolecule and widely used in immune detection, in 

vitro diagnostics, and drug discovery. However, the inherent properties of mAb restrict its further development, such as high 

molecular weight and complex structure. Therefore, there is an urgent need to develop alternatives for mAb. Various types of 

miniaturized antibodies have been developed, among which the variable domain of immunoglobulin new antigen receptor 

(VNAR) is very attractive. The shark single-domain antibody, also known as shark VNAR, is an antigen-binding domain 

obtained by genetic engineering technology based on the immunoglobulin new antigen receptor (IgNAR) that naturally exists 

in selachimorpha. It has a molecular weight of 12 kDa, which is the smallest antigen-binding domain found in the known 

vertebrates at present. Compared with mAb, the shark VNAR exhibits various superiorities, such as low molecular weight, 

high affinity, tolerance to the harsh environment, good water solubility, strong tissue penetration, and recognition of the hidden 
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epitopes. It has attracted wide attention in the fields of immunochemical reagents and drug discovery. In this review, various 

aspects of shark VNAR are elaborated, including the structural and functional characteristics, generating and humanization 

techniques, affinity maturation strategies, application fields, advantages and disadvantages, and prospects. 

Keywords:  Selachimorpha, shark single domain antibody, immunoglobulin new antigen receptor, variable domain of 

immunoglobulin new antigen receptor 

自 Kohler 和 Milstein[1]发明杂交瘤技术以来，

理化性状均一、生物活性单一的单克隆抗体被广

泛应用于免疫检测、医学诊断以及疾病治疗等领

域。其中，首个抗体药物抗 CD3 抗体 (OKT3) 于

1986 年通过美国 FDA 的审查，随后，由于靶向

性好、副作用小等优点，抗体药物逐渐成为生物

制药行业发展最快的种类之一。到 2018 年底，据

不完全统计已有 69 种抗体药物通过 FDA 批准上

市[2-3]。据 Grilo 及 Mantalaris 统计，2017 年抗体

药物的市场销售额为 980 亿美元，预计到 2022 年

销售额将达到 1 370 亿至 2 000 亿美元，领跑所有

的生物类药物[3]。 

回顾整个抗体应用 (药物及免疫试剂) 的发

展历程，可以发现传统抗体的固有属性一直是制

约其发展的关键因素。首先传统抗体尺寸大，难

以穿越肿瘤组织以及人体屏障，限制了抗体药物

的应用范围。其次，传统抗体结构复杂、稳定性

差，导致其作为免疫试剂时易失效，从而限制了

相关抗体试剂的应用领域。为了克服上述问题，

通过基因工程技术对传统抗体进行了多种形式的

小型化改造，先后开发出了抗体可变区片段 

(Antigen-binding fragment ， Fab) 、 单 链 抗 体 

(Single-chain variable fragment，ScFv) 等小分子

抗体，然而这些小分子抗体往往表现出较差的稳

定性以及亲和力[4-5]。 

1993 年天然缺失轻链的重链抗体  (Heavy- 

chain antibodies，HcAbs) 首先在骆驼科动物中被

发现[6]。随后，1995 年，在护士鲨 Ginglymostoma 

cirratum 体内发现了具有类似重链抗体结构的免

疫球蛋白，被称为 IgNAR[7]。HcAbs 及 IgNAR 的

发现为抗体小型化研究提供了新的发展方向，并

引发了对单域抗体 (VHH 及 VNAR) 的研究热

潮。单域抗体所固有的分子量小、亲和力高、稳

定性强、溶解度好、组织穿透性强以及可识别隐

藏抗原表位等优点使其在免疫检测 [8]、医学成  

像[9]、体外诊断[10-11]以及疾病治疗[12-13]等领域中

受到广泛的关注。由于骆驼科动物的饲养较鲨鱼

更为容易等原因，早期对单域抗体的研究主要集

中于骆驼科动物。目前国内外已有大量文献综述

了 VHH 的结构及功能特性及其在各领域的应用。

近年来针对鲨源单域抗体的研究日益增多，对其

结构及功能的认识不断加深，应用也日渐广泛。

但是，目前国内未见关于鲨源单域抗体的综述报

道。因此，文中详细综述了鲨源单域抗体的结构

及功能特性、制备及人源化改造技术、亲和力成

熟策略以及应用领域，并系统性分析了鲨源单域

抗体的优缺点，最后对其发展前景进行了展望。 

1  IgNAR 的发现 

20 世纪 60 年代首次证明，鲨鱼能够对抗原

刺激产生保护性免疫应答[14]，表明其存在适应性

免疫系统。首先在鲨鱼体内发现的免疫球蛋白为

IgM，其具有 2 种不同沉降系数 (19S 及 7S) 的类

型。其中，7S 型 IgM 的亲和力经免疫后会提高，

并且存在记忆效应[15-16]。第 2 种被发现的免疫球

蛋白为 IgW，其与高等脊椎动物 IgD 同源性较高。

分泌型 IgW 存在 2 种类型，分别包括 3 个和 7 个

结构域[17]。 

1995 年，Andrew 等在护士鲨体内发现了不同

于 IgM 和 IgW 的新型免疫球蛋白 IgNAR，其最初

被发现与 T 细胞抗原受体 (T cell receptor，TCR) 

同源性较高，从而被命名为新抗原受体 (New 
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antigen receptor，NAR)[7]，但是后续研究发现该分

子与免疫球蛋白存在诸多类似的结构及功能特性，

因此被重新命名为 IgNAR[18]，IgNAR 与传统抗体

不同，它是由 2 条重链组成的同源二聚体，缺乏轻

链 (图 1)。与经典的 B 细胞受体一样，IgNAR 以

分泌型和膜结合型的形式存在，由被称为 VNAR

的可变区和不同数量的恒定区组成。其中，分泌型

IgNAR 具有 5 个恒定区[19]。IgNAR 在适应性免疫

中的作用由 Dooley 等首次证实，其以鸡卵清溶菌

酶 (HEL) 为抗原免疫护士鲨，经过长达 3 年的监

控，发现在多次间隔免疫之后，护士鲨产生了快速

且显著增强的 IgNAR 免疫应答反应[20]。 

2  IgNAR 的起源及进化  

软骨鱼纲 (Chondrichthyes) 是与哺乳动物在

进化上距离最远的具有真正适应性免疫系统的脊

椎动物，由全头亚纲 (Holocephali) 和板鳃亚纲

(Elasmobranchii) 组成[21]。其中板鳃亚纲可分为鲨

总目 (Selachimorpha) 和鳐总目 (Batoidea)[22]。 

2006 年 Criscitiello 等在护士鲨等体内发现

NAR-TCR 的存在[23]。最初认为，NAR-TCR 是

IgNAR 基因簇和 TCR 位点基因重组的产物。但

是，2007 年 Venkatesh 等对全头亚纲鱼类象鼻鲨

Callorhinchus milii 的全基因组数据分析，只发现 

 

 
 
图 1  不同类型抗体的结构示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of different types of 
antibodies. 

了 NAR-TCR 的存在，而没有找到 IgNAR 存在的

证据[24-25]，表明 NAR-TCR 的出现早于 IgNAR，

因此推测 IgNAR 的可变区可能源于 NAR-TCR。

同时由于 IgNAR 中最后 4 个恒定区与 IgW 的恒

定区同源性较高，因此有学者认为在 2.2 亿年前

软骨鱼纲分化为全头亚纲和板鳃亚纲前后，

NAR-TCR 与 IgW 发生基因重组，并丢失 CH1，

导 致 在 板 鳃 亚 纲 鱼 类  ( 鲨 、 鳐 ) 中 出 现 了

IgNAR[23,26-27]，因此基于 IgNAR 所开发的 VNAR

包括鳐源及鲨源 2 种。至于 VNAR 的起源，到目

前为止依然没有定论，因为它与任何已知的抗原

受体都没有很高的相似性[28]。 

据不完全统计目前鲨总目存在超过 450 个不

同的种[29]，鳐总目存在约 560 个不同的种[22]，由

此可知板鳃亚纲鱼类种类远多于骆驼科动物，为

VNAR 的开发提供了丰富的材料，由于当前针对

VNAR 的研究集中于鲨总目，为叙述方便，本文

所述 VNAR 特指鲨源单域抗体。 

3  IgNAR 的多样性来源  

与在其他脊椎动物中发现的转座子 (VnDnJnC)

基因系统不同，板鳃亚纲鱼类的免疫球蛋白 

(IgM、IgW 和 IgNAR) 基因以基因簇 (VDJC)n 形

式存在 (图 2)。每个基因簇由 1 个 V 基因片段 

(Variable gene segment)、多个 D 基因片段 

(Diversity gene segment)、1 个 J 基因片段 (Joining 

gene segment)和恒定区外显子组成[30-31]。IgNAR

也由基因簇中的基因编码，其每个基因簇中含有

3 个 D 基因片段，因此通常需要 4 次基因重排，

才能产生 1 个完整的 VNAR 基因序列[30]。由于

IgNAR 不含轻链，缺少重链和轻链的组合多样性，

同时 IgNAR 基因簇数量较少，因此 IgNAR 最主要

的多样性来源于长且高度突变的 CDR3 区[32-33]。

同时，CDR1、HV2和HV4区的突变也能增加 IgNAR

的多样性[34]。此外对 VNAR 的结构分析表明，非

典型半胱氨酸残基的数量及位置的不同会导致

VNAR 抗原结合区的构象存在巨大的差异[35-37]。    
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图 2  高等脊椎动物和板鳃亚纲鱼类免疫球蛋白基因

的转座子及基因簇排列方式比较 
Fig. 2  Comparison of transposons and cluster 
arrangement of immunoglobulin genes in higher 
vertebrates and elasmbranchs. 
 

因此，VNAR 中的二硫键不仅可以增加结构的稳

定性，还能产生各种各样的构象，从而进一步扩

展 IgNAR 的多样性。 

4  VNAR 的类型  

根据 CDR 区和 FR 区中非典型半胱氨酸残基

及保守色氨酸残基的位置和数量可以将 VNAR 划

分为不同的亚型 [38]。到目前为止，已经定义了   

3种主要的 VNAR，分别称为类型Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ[39-40]。

此外有些 VNAR 只包含 2 个高度保守的典型半胱

氨酸残基，Liu等[41]和 Streltsov等[28]将这些 VNAR

称为Ⅱb 型。同时将在 CDR1 区含有保守色氨酸

残基以及只含有典型半胱氨酸残基的 VNAR 称为

Ⅲb 型[38]。所有当前命名的 VNAR 类型见图 3。

此外，2019 年 Feng 等[42]通过对约 119 万条来源

于护士鲨的 VNAR 序列分析发现，护士鲨中存在

约 5%其他类型的 VNAR，其不含或只含有 1 个半

胱氨酸残基。 

迄今为止，Ⅰ型 VNAR 只在护士鲨中被发现，

可能为该物种所特有[40]。该亚型 VNAR 分别在

FR2 和 FR4 区中存在 2 个非典型半胱氨酸残基，

同时在 CDR3 区中也存在 2 个以上的半胱氨酸残

基。晶体结构分析发现，FR2 和 FR4 中存在的半

胱氨酸残基会与 CDR3 中的 2 个半胱氨酸残基分 
 

 
 

图 3  不同类型的 VNAR 示意图 (左侧为 VNAR 序列的特征图，其中黑点为典型半胱氨酸残基，白点为非典型

氨基酸残基，黑色实线和虚线为二硫键. 右侧为不同类型 VNAR 的三维结构模型，其是利用 Pymol 软件对已报

道的 VNAR 序列[41,44]进行同源建模而获得) 
Fig. 3  Schematic diagram of different types of VNAR. The characteristic diagrams of VNAR are on the left. The canonical 
cysteine residues (black dots), non-Canonical cysteine residues (white dots), disulphide bonds (solid and dashed lines), and 
conserved tryptophan (W) are shown in their relative positions. The three-dimensional structural models of different types of 
VNAR are on the right, which are obtained by homology modeling of reported VNAR sequences[41,44] using Pymol software. 
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别形成二硫键，从而形成 1 个紧密结构[37] (图 3)。

需要注意的是，Ⅰ型 VNAR 由于二硫键的束缚导

致 CDR3 区形成的指凸结构的长度较短，难以识

别蛋白裂隙深处的抗原表位[36]。 

Ⅱ型 VNAR 与Ⅰ型的不同之处是 CDR1 区和

CDR3 区中的 2 个非典型半胱氨酸会形成二硫键，

使上述区域靠近，同时 CDR3 区可形成 1 个较长

的指凸结构，从而易于与蛋白裂隙等隐藏抗原表

位结合。迄今为止，在所有研究的鲨鱼中都发现

了Ⅱ型 VNAR[40]。 

Ⅲ型 VNAR 与Ⅱ型类似，在 CDR1 和 CDR3

区分别存在 1 个非典型半胱氨酸，此外该亚型在

CDR1 区半胱氨酸残基附近存在 1 个保守的色氨

酸残基。需要注意的是Ⅲ型 VNAR 的多样性较低。

据推测，Ⅲ型 VNAR 是保护新生鲨鱼抵御常见病

原体的早期广谱抗体，通常只在幼鲨 (<1 岁) 中

表达[32]。除Ⅲ型 VNAR 外，所有类型的 VNAR

都能产生高亲和力[43]。 

5  VNAR 的主要特性  

5.1  结构特性  

VNAR 与哺乳动物传统 VH 及驼源动物 VHH

在结构上最大的不同是，其缺乏包含有 CDR2 区

的 C′和 C″的 β 链，同时在 C-D 和 D-E 的 β 链之

间分别存在额外的高变区 (HV2 和 HV4) (图 4)。

2 条 β 链的缺失，使得 VNAR 的分子量约为     

12 kDa，比 VHH 小约 20%，是已知脊椎动物中尺

寸最小的抗原结合域[37,43]。 

基于有限的 VNAR 晶体结构可知[36-37,44-45]，

HV2 区通常与 CDR1、CDR3 以及 HV4 区距离较

远 (图 5)，有可能作为独立抗原结合区而存在。

Zielonka 等[46]以上皮细胞粘附分子 EpCAM 特异

性 VNAR 为模板，通过随机化 HV2 区 (包含 9 个

氨基酸残基) 构建了酵母展示文库，经淘选获得

特异性针对细胞表面分子 CD3ε 以及人 Fcγ 的

VNAR，新分离获得的 VNAR 依然保留了识别

EpCAM 的高亲和力。该研究表明同一 VNAR 的 

 
 
图 4  VH、VHH 和 VNAR 结构示意图 
Fig. 4  Structural schematic diagram of VH, VHH and 
VNAR. 

 

 
 
图 5  不同类型 VNAR 与 HEL 结合模拟图[36] 
Fig. 5  Simulation on the interaction between different 
types of VNAR and HEL[36]. 
 

不同区域可以作为独立的抗原识别区识别不同的

抗原。更为重要的是，该研究为双特异性抗体的

开发提供了新思路。 

5.2  功能特性  

5.2.1  识别隐藏表位  

针对一系列抗酶抗体的研究发现，传统抗体与

单域抗体可能优先识别不同的抗原表位[37,47-48]。这

主要是因为传统抗体的 VH-VL 界面通常是平面
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或者凹面，无法识别蛋白裂隙等隐藏抗原表位，

而单域抗体的 CDR3 区通常较长，可以形成指凸

结构，从而能够深入到酶活性中心等蛋白裂隙。

目前有限的 VNAR 与酶免疫复合物的晶体结构研

究证实了上述观点，VNAR 的 CDR3 区可以深入

酶活性中心[37] (图 5)。  

不仅酶活性中心，VNAR 也能识别其他折叠

蛋白的裂隙。恶性疟原虫顶端膜抗原 1 (AMA1)

是一种重要的蛋白抗原，存在于目前所有已验证

的疟原虫中，其含有 1 个进化上保守的蛋白裂隙。

Nuttall 等利用半合成库，淘选得到 AMA1 特异性

的 VNAR，命名为 12Y-2[49]。随后作者对 12Y-2

进行一系列突变，并对 2 株突变体与 AMA1 的晶

体结构进行研究，结果显示，VNAR 的 CDR3 区

能够深入到 AMA1 的疏水裂隙中[44]。因此有学者

认为识别裂隙等隐藏抗原表位可能是单域抗体的

基本特征[47]。 

5.2.2  高水溶性和稳定性 

IgNAR 可 在 含 有 350 mmol/L 尿 素 和       

1 000 mOsm/kg 渗透压盐离子的鲨鱼血液中保持

生物活性，主要是因为 IgNAR 具有极强的稳定   

性[50-51]。通常认为 IgNAR 的稳定性可以归因于以

下 2 个因素：1) 高水溶性，与传统抗体 VH-VL

界面相比，VNAR 带有大量的带电和亲水氨基酸

残基，如 Tyr37、Glu46、Lys82、Gln84、Arg101 和

Lys104，其中 Glu46、Lys82 和 Lys104 氨基酸残基的

保守性最强，其通过相互之间以及与水分子之间

的氢键形成 1 个带电的内陷结构。此外 Tyr37 作为

免疫球蛋白超家族的保守氨基酸残基与 Gln84、

Arg101 参与形成 CDR3 区与 FR 区的氢键网络，最

终使得 VNAR 形成亲水性界面，提高溶解性并保

护保守的免疫球蛋白疏水性骨架[28]；2) VNAR 的

特殊结构，Buchner 等发现与哺乳动物抗体相比，

VNAR 包含 1 个额外的盐桥和延伸的疏水核。将

这些增强稳定性的结构转移到人抗体的可变区之

后，可显著提高其稳定性[52]。此外 VNAR 内部的

二硫键也有利于提高其稳定性[28,37,51]。 

5.2.3  较强的组织穿透性 

由于眼部特殊的构造，抗体等大分子药物通

常只能通过玻璃体注射等方式给药，往往存在感

染以及视网膜脱落等副作用。因此，急需开发组

织穿透性强的药物，以便改变给药途径。葡萄膜

炎是眼科常见的致盲性疾病，其成因复杂，多属于

自身免疫性疾病。诱导共刺激因子配体 (ICOSL) 

与共刺激因子 (ICOS) 相互作用，在 T 细胞活化

过程中起着重要作用。通过阻断这种相互作用可

以抑制 T 细胞的完全活化，从而改善疾病症状。

Kovaleva 等[53]利用 ICOSL 免疫的护士鲨建立免

疫库，并淘选得到特异性识别 ICOSL 的 VNAR。

作者利用角膜划伤的小鼠模型研究了 VNAR 穿越

组织的能力，通过滴加的方式给小鼠模型用药，

药物包括 VNAR、VNAR-Fc 以及 mAb，给药    

20 min 之后，只有 VNAR 可以穿透角膜，在小鼠

眼睛的前房被发现。该结果显示了 VNAR 具有较

强的组织穿透性。 

6  VNAR 的制备技术 

6.1  免疫库 

制备免疫库首先需要对鲨鱼等动物进行免

疫，目前用于产生高亲和力 IgNAR 的免疫方案已

有报道[54-55]。然而，与哺乳动物相比，鲨鱼的免

疫周期通常较长 [27,38]。Dooley 等以鸡蛋溶菌酶

(HEL) 为抗原免疫护士鲨，建立了首个 VNAR 噬

菌 体 展 示 免 疫 文 库 ， 并 从 中 淘 选 获 得 多 株

VNARs，其中性能最好的被命名为 5A7，其亲和

力为 20 nmol/L[20]。需要注意的是，并不是所有测

试的鲨鱼种类都能产生适应性 IgNAR 免疫应答。

Crouch等[56]以人血清白蛋白 (HSA) 以及 HEL作

为抗原免疫斑点猫鲨 Scyliorhinus canicula，经过

长达 37 周的免疫程序，没有发现机体产生抗原特

异性 IgNAR 的证据。 

6.2  天然库 

由于天然库缺乏免疫过程中刺激机体所发生

的体细胞突变，导致使用该策略淘选得到的
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VNARs 的亲和力通常较低。不过使用数量较多的

动物，通过增加文库库容以及多样性的方式，有

助于淘选获得高亲和力的 VNARs。Feng 等[42]基

于 EASeL 技术用 6 条护士鲨构建噬菌体展示天然

库，其库容可达 1.2×1010，作者从该天然库中淘

选获得特异性识别癌症治疗相关抗原  (GPC3、

HER2 和 PD1)、病毒刺突蛋白 (SARS 和 MERS)

以及假单胞菌外毒素  (PE38) 的 VNARs，其中  

1 个识别 PE38 的 VNAR 具有较高的亲和力  

(10.1 nmol/L)。该研究表明利用库容大、多样性

丰富的天然库也可淘选得到高亲和力的 VNAR。 

6.3  半合成库 

随着对 VNAR 结构及功能的认知，发现体内

VNAR 的多样性主要来源于长且高度突变的

CDR3 区。因此以 VNAR 作为框架，通过 CDR3

区的随机化构建半合成 VNAR 文库，可以获得类

似甚至优于天然库的效果。Nuttall 等以斑纹须鲨

Orectolobus maculates VNAR 为框架，通过随机化

CDR3 区 (包含 16 或者 18 个氨基酸残基) 构建了

第 1 个 VNAR 噬菌体展示半合成文库，并利用其

淘选得到针对 AMA1 的 VNAR，其亲和力为    

200 nmol/L[57]。 

7  VNAR 的亲和力成熟策略  

7.1  随机突变 

Nuttal 等[49]利用易错 PCR 在针对 AMA1 的

VNAR (12Y-2) 的 CDR1 和 CDR3 区进行随机突

变并建立突变库，随后通过严格淘选，使得 VNAR

突变株的亲和力提高了 10 倍。此外该研究团队还

利用来源于 Qβ噬菌体的低保真 RNA 聚合酶以及

核糖体展示文库技术构建突变库，通过严格淘选，

使得 VNAR 突变株的亲和力提高了 23 倍[58]。 

7.2  定点突变 

Fennell 等[59]以 HEL 特异性结合的 VNAR 为

模型，利用核糖体展示技术以及易错 PCR 对

VNAR 序列中各氨基酸的功能进行了系统性研

究。通过反复突变以及淘选，获得 320 个含有突

变氨基酸并保留抗体活性的序列，经测序及分析，

作者确定了保持结构及功能完整性的关键位点、

与亲和力密切相关的位点以及允许高度突变的位

点。其中 3 个位点氨基酸的突变 (A1D、S61R 和

G62R) 可以提高亲和力，最终结合这 3 种突变，

使 VNAR 突变体的亲和常数达到 460 pmol/L，比

野生型 5A7 提高了 20 倍。该工作通过对 VNAR

序列中各氨基酸功能的系统性研究，为 VNAR 的

定点突变提供了参考。 

7.3  分步式突变 

Zielonka等[60]首先以条纹斑竹鲨Chiloscyllium 

plagiosum VNAR 为框架，通过随机合成 CDR3

区 (包含 12 个氨基酸残基) 构建了酵母展示文

库，并以 3 种肿瘤标志物上皮细胞粘附分子

(EpCAM)、肝配蛋白 A 受体 2 (EphA2) 以及人丝

氨酸蛋白酶 (HTRA1) 为靶分子淘选 VNAR，经

过 3 轮淘选后，收集 VNARs 并以其为模板随机

合成 CDR1 区 (包含 5 个氨基酸残基)，并进行再

次淘选。最后通过对淘选得到的 VNARs 序列分

析，发现针对 EpCAM 的 3 株 VNARs 拥有完全相

同的 CDR3 区且与最初淘选得到的 VNAR 序列相

同，通过亲和力分析发现，CDR1 区突变的 3 株

VNARs 的平均亲和常数为 11.2 nmol/L，比原始

VNAR 的亲和力提高了 65 倍。针对 HTRA1 的

VNAR 也存在类似的现象。以上结果证明，通过

对 CDR 区的分步式突变可以获得高亲和力的

VNAR，这种 CDR 区的分步式体外亲和力成熟策

略与护士鲨免疫系统中 IgNAR 亲和力成熟的过

程类似。 

8  VNAR 的人源化改造 

通过序列分析，发现 VNAR 与人源抗体可变

区之间氨基酸的同源性约为 25%–30%[61]，然而基

于现有 VNAR 的晶体数据可知，VNAR 的结构与

人源抗体可变区的结构具有较高的相似度，因此
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可以通过框架移植实现对 VNAR 的人源化改造。

目前首个被人源化改造的 VNAR 是由 Müller等从

人血清白蛋白  (HSA) 免疫的白斑角鲨 Squalus 

acanthias 噬菌体展示文库中分离获得，其最初被

命名为 E06。E06 自身并不能用于疾病治疗，药

物分子通过与 E06 进行融合可以增加在血清中的

半衰期，从而提高药物的疗效[62]。为了降低 E06

的免疫原性，利用与 VNAR 相似度最高的人类免

疫球蛋白可变区框架 DPK9 对 E06 进行人源化改

造。结果发现，人源化 E06 的亲和力及特异性得

到 了 较 好 的 保 留 。 随 后 该 团 队 以 人 源 化

huE06v1.10为模板利用易错 PCR进行随机突变并

构建突变库，经过淘选获得一系列突变株。作者

利用树突细胞-T 细胞系统 (DC-T) 测试突变株的

免疫原性，发现 BA11 等突变株几乎没有免疫原

性。最终基于亲和力、免疫原性以及半衰期等数

据，认为突变株 BA11 最具临床应用价值，并将

其重命名为 NDure™[63-64]。 

值得注意的是，除了上述传统人源化改造技

术外，Nuttall 等基于 VNAR 晶体结构类似于免疫

球蛋白超家族 I-set 类群的现象，提出以人源 I-set

类群分子 (如人类神经细胞粘附分子) 为模板进

行 VNAR 的人源化改造，从而降低 VNAR 免疫原

性的设想[65]。 

9  VNAR 的应用 

VNAR 所具备的分子量小、亲和力高、稳定

性强、溶解度好、组织穿透性强以及可识别隐藏

抗原表位等特性，使得其在应用时具有产品质量

稳定、生产成本低、易储存以及货架期长等优点，

在药物开发、体外诊断以及免疫检测等领域受到

广泛的关注 (表 1)。 

 
表 1  VNAR 在各领域的应用 
Table 1  Applications of VNARs in various fields 

Name Target Species Library type Affinity Application fields References

T43 TNFα Heterodontus francisci Immune library NR Drug [66] 

V13 VEGF165 Heterodontus francisci Immune library NR Drug [69] 

VNAR1 ICOSL Ginglymostoma cirratum Immune library 1–11 nmol/L Drug [53] 

5A7 HEL Ginglymostoma cirratum Immune library 20 nmol/L Drug [48] 

E06 HSA Squalus acanthias Immune library 200 pmol/L Drug [62] 

D01 Aurora-A  Orectolobus maculatus Naive library 2 μmol/L Drug [67] 

12A-9 Kgp protease Orectolobus maculatus Semi-synthetic library 130 nmol/L Drug [70] 

H6 HBeAg Orectolobus maculatus Semi-synthetic library 53 nmol/L Drug [68] 

12F-11 Tom70 Orectolobus maculatus Semi-synthetic library 2 nmol/L Drug [71] 

A05 BAFF Ginglymostoma cirratum Semi-synthetic library NR Drug [72] 

653 VHVS Triakis scyllium Semi-synthetic library NR Drug [73] 

H8 PfHRP2 Orectolobus maculatus Immune library NR Diagnostic [74] 

12Y-1 AMA-1 Orectolobus maculatus Semi-synthetic library 200 nmol/L Diagnostic [57] 

NR EpCAM Chiloscyllium plagiosum Semi-synthetic library 0.02–1 μmol/L Diagnostic [60] 

DSTL096 Ebola virus  Ginglymostoma cirratum Immune library NR Immunoassay [75] 

SP1 Cholera toxin Squalus acanthias Naive library NR Immunoassay [41] 

PE38-B6 PE38 Ginglymostoma cirratum Naive library 10.1 nmol/L Immunoassay [42] 

NR SEB Squalus acanthias Semi-synthetic library 0.1–0.4 μmol/L Immunoassay [76] 

TNFα: tumor necrosis factor α; VEGF165: vascular endothelial growth factor 165; ICOSL: inducible co stimulator ligand; HEL: hen 
egg lysozyme; HAS: human serum albumin; HBeAg: hepatitis B e Antigen; Tom70: human mitochondrial translocase receptor; 
BAFF: B-cell activating factor; VHVS: viral hemorrhagic septicemia virus; PfHRP2: histidine-rich protein 2; AMA-1: malarial 
apical membrane protein 1; EpCAM: epithelial cell adhesion molecule; PE38: pseudomonas exotoxin 38; SEB: staphylococcal 
enterotoxin B; NR: not reported. 
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9.1  VNAR 在药物开发中的应用 

人肿瘤坏死因子 TNFα (rhTNFα) 是由免疫

细胞分泌的一种小分子蛋白。细菌内毒素等刺激

机体时会产生过量的 rhTNFα，从而引发中毒性休

克、肾上腺损害等严重疾病。因此，rhTNFα 抑制

剂的开发备受研究者的关注。Camacho-Villegas

等[66]利用佛氏虎鲨 Heterodontus francisci 制备噬

菌体免疫文库，经过 4 轮淘选分离获得针对

rhTNFα 的 VNAR，并命名为 T43。通过细胞实验

证实 T43 具有中和 rhTNFα 的能力。同时利用脂

多糖诱导的内毒素休克小鼠模型证实 T43 能显著

降低小鼠的死亡率。T43 所表现出的良好的治疗

效果以及组织渗透性等，使其有潜力成为免疫治

疗药物。 

9.2  VNAR 作为酶抑制剂的应用 

抗体作为酶抑制剂时，可以通过改变酶活性位

点构象或者直接结合酶活性位点等方式实现对酶

活性的抑制[47]。Aurora-A 激酶是一类进化上高度

保守的苏氨酸激酶，参与细胞有丝分裂过程，当其

过量表达时，会导致出现非整数倍染色体，使得细

胞增殖异常，最终诱发癌症。因此，Aurora-A 激

酶抑制剂的开发受到广泛关注。Burgess 等[67]以斑

纹须鲨 VNAR 为框架制备半合成库，获得特异性

识别 Aurora-A 激酶的 VNAR，命名为 D01。晶体

结构显示 D01 通过破坏 Aurora-A 激酶的 Lys-Glu

盐桥使得酶构象改变，从而失去活性。 

Dooley 等[37]利用鸡卵清溶菌酶 (HEL) 免疫

的护士鲨构建噬菌体免疫文库，并淘选得到多株

高亲和力的VNARs，包括 5A7等[48]。随后 Stanfield

等通过 5A7 与 HEL 共结晶的方式，系统性研究

了 VNARs 的晶体结构以及 5A7 与 HEL 的结合，

发现 5A7 中只有 CDR1 和 CDR3 区会与 HEL 接

触，且 CDR3 区的 Arg100 与 Tyr101 会深入到 HEL

的酶活性中心，从而抑制 HEL 的酶活性。 

9.3  VNAR 作为细胞内抗体的应用 

乙型肝炎病毒前体蛋白在内质网中被加工成

分泌型乙型肝炎病毒抗原 (HBeAg)，后者可引起

慢性感染。Walsh 等[68]以斑纹须鲨 VNAR 为框架

制备半合成库，并淘选到 1 株特异性结合乙型肝

炎病毒前体蛋白的 VNAR，命名为 H6。为了评估

H6 作为细胞内抗体结合乙型肝炎病毒前体蛋白

以减少 HBeAg 分泌的效果，H6 基因被插入到

pCMV/ER 表达载体，并转入 pTRE 细胞中，通过

蛋白印迹分析发现 H6 能够显著降低前体蛋白及

HBeAg 的含量，表明 VNAR 能在真核细胞内的还

原性环境下功能性表达并发挥效应，显示了

VNAR 作为细胞内抗体的潜力。 

9.4  VNAR 在疾病诊断中的应用 

早期诊断对于疾病的及时发现及治疗至关重

要，尤其是对于肿瘤等严重疾病。目前针对多种肿

瘤标志物的 VNAR 被成功开发。Zielonka 等[60]以条

纹斑竹鲨 VNAR 为框架通过分步式随机合成 CDR3

区和 CDR1 区，构建了酵母展示文库，分别淘选得

到识别 3 种肿瘤标志物 (EpCAM、EphA2 以及

HTRA1) 的 VNAR，其亲和力都为纳摩尔级，为后

续建立免疫学检测方法奠定了基础。 

9.5  VNAR 在致病微生物检测中的应用 

Goodchild 等[75]利用埃博拉病毒免疫的小鼠和

护士鲨制备噬菌体免疫文库，通过固相淘选法得到

2 株特异性识别病毒核蛋白 (Viral nucleoprotein，

NP) 的 VNAR，以及 2 株特异性识别埃博拉病毒基

质蛋白 (Viral matrix protein，VP40) 的 ScFv。其中

NP 蛋白与病毒 RNA 形成复合物并被病毒包膜包

裹，通常难以产生针对 NP 的传统抗体。上述淘选

结果证明 VNAR 倾向于识别传统抗体难以识别的

抗原表位。作者发现 VNAR 与 mAb 及 ScFv 相比，

对热变性具有更强的抵抗力。VNAR 在 80 ℃条件

下处理 3 h 依然能保留约 50%的生物活性，而 mAb

及 ScFv 则分别在 70 ℃以及 50 ℃下处理 3 h 后完全

丧失生物活性。VNAR 优越的热稳定性使其具有成

为现场免疫检测试剂的潜力。 
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9.6  VNAR 在食品安全危害因子检测中的应用 

Liu 等[76]以白斑角鲨 VNAR 为框架通过随机合

成不同长度的 CDR3 区构建了噬菌体合成文库，利

用固相淘选法，获得特异性识别葡萄球菌肠毒素 B 

(SEB)、蓖麻毒素 A (BoNT/A) 和肉毒杆菌毒素 

(Ricin) 的 VNAR。作者发现 VNARs 针对 SEB、

BoNT/A 以及 Ricin 的最低检测限分别是 10 ng/mL、

40 ng/mL 以及 1 μg/mL，展示了 VNAR 应用于食品

安全危害因子检测的潜力。 

10  VNAR 作为免疫试剂和治疗药物的优

势和劣势 

VNAR 是目前在脊椎动物中发现的尺寸最小

的抗原结合域，以下因素使其作为免疫试剂或药

物时具有优势：1) 源于适应性免疫系统：IgNAR

是板鳃亚纲鱼类适应性免疫系统的重要组成部

分。漫长的进化过程以及严酷的生理环境使得

VNAR 形成独特的结构，具备极强的稳定性以及

重折叠能力。同时通过抗原免疫利用 IgNAR 的体

内亲和成熟可获得高亲和力的 VNAR。2) 尺寸小

以及组织穿透性强：由于缺乏 C′和 C″的 β 链，导

致 VNAR 的分子量仅为 12 kDa。小尺寸使得

VNAR 作为药物时，具有较强的组织穿透性[53,69]。

3) 识别隐藏抗原表位的倾向：与驼源 VHH 类似，

VNAR 的 CDR3 区能形成指凸结构，识别传统抗

体无法识别的隐藏抗原表位。4) VNAR 结构多样

性大：同为单域抗体的驼源 VHH 仅存在类似于

Ⅱ型 VNAR 的结构，即具有连接 CDR1 和 CDR3

的二硫键，而 VNAR 到目前为止至少存在 5 种不

同的结构类型。因此，多样化的 VNAR 结构为其

识别不同类型的靶分子奠定了基础。5) 与人类进

化距离远：由于鲨总目鱼类与人类在进化上距离

较远，可用于开发针对保守的哺乳动物蛋白等靶

点的抗体药物。当前离临床应用最近的 NDure™，

其靶分子即为保守的哺乳动物蛋白 HAS。6) 易于

大规模生产：VNAR 结构简单，由单基因表达，

可以通过各种表达系统进行大规模生产，有利于

降低成本。7) 商业竞争少：当前对于 VNAR 的

研究较少，没有形成严密的专利保护。 

当然，VNAR 作为免疫试剂或治疗药物时也

存在诸多不可回避的问题：1) 鲨鱼饲养困难：普

通实验室饲养及免疫鲨鱼存在较大困难。2) 免疫

周期长：鲨鱼免疫周期较长 (4–6 个月)，而骆驼

科动物则只需要 3 个月左右。较长的免疫周期会

增加饲养成本以及抗体开发周期。3) 免疫原性

大：由于鲨总目鱼类与人类进化关系较远，因此

在开发基于 VNAR 的药物时，VNAR 可能存在较

大的免疫原性，需要进行人源化改造。 

11  结论与展望 

VNAR 是迄今为止在脊椎动物中发现的尺寸

最小的抗原结合域。由于制备困难等原因，目前国

内外对其研究较少，特别是国内，鲜有团队开展相

关工作。近年来，随着驼源 VHH 在各个领域日渐

广泛的应用，尤其是首个 VHH 药物 (Cablivi®) 先

后被 EMA 和 FDA 批准上市之后，同属单域抗体的

VNAR 也日益成为抗体领域的研究热点。与 VHH

相比，虽然针对多种靶分子的 VNAR 被淘选得到，

但大多数只是研究了 VNAR 的特异性、亲和力和稳

定性等性能，其作为免疫试剂或者药物的应用性研

究则较少。然而 VNAR 较传统抗体所拥有的尺寸

小、稳定性强、亲和力高、识别隐藏抗原表位以及

易于大规模生产等优点，注定其在免疫检测和治疗

领域具有广泛的应用潜力。更为重要的是，目前用

于 VNAR 开发的鲨鱼种类不到 10 种，且未见鳐源

VNAR 的报道，而现存板鳃亚纲鱼类超过千余种 

(鲨总目约 450 种，鳐总目约 560 种)，能够为 VNAR

的研究提供极为丰富的材料。有理由相信，随着研

究的深入能够发现 VNAR 更多的结构及功能特性，

在拓展 VNAR 来源的同时有望进一步丰富抗体小

型化的理论基础。 
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