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摘　要：纳米抗体 (nanobody, Nb) 作为抗体行业的新成员，近年来在免疫检测领域的发展突飞猛进。Nb具
有分子量小、稳定性好、亲和力和特异性高、易于在原核表达系统中高质量生产等特性。应用 Nb 的检测

试剂改善了传统依赖单克隆抗体检测试剂存在的运输和保存困难、试剂研发成本高、抗体试剂批间差异大

的问题，并且提高了检测的灵敏度。Nb 在免疫检测中展现出广阔的应用前景。该文重点综述了 Nb 的结构、

特性及其在免疫检测中的研究进展，并对其在免疫检测方面的应用前景进行展望。
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Abstract: As a new member of antibody industry, nanobodies have been rapidly developing in the field of 
immunoassay in the recent years. Nanobodies have valuable properties such as small molecular weight, high 
stability, high affinity and specificity, and high-quality production by prokaryotic expression system, etc. The 
application of nanobody reagents have improved the issues of traditional monoclonal antibody-based detection 
reagents, such as difficulties of reagent transportation and storage, higher costs of research and development, or 
larger differences among product batches, and also increased the detection sensitivity. Therefore, nanobodies have 
shown a wide application prospect in immunoassay. This article reviews the structure, characteristics and the recent 
research progress in immunoassay of nanobody, and envisages a prospect for the future of nanobody-based 
immunoassay.
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1975 年，Köhler 和 Milstein 创建了杂交瘤技术，

开启了单克隆抗体的新时代 [1]。单克隆抗体尽管被

广泛应用于各种疾病的诊断和治疗中，但在实际应

用中仍存在着一些不足，包括成本高昂、工艺复杂，

以及通过免疫原诱发实验动物腹水生产抗体所致的

动物伦理问题等。基因工程技术可无需动物即可获

得高稳定性、高特异性和低免疫原性的重组抗体 [2]，

但基因工程技术生产的抗体依然存在蛋白片段折叠

不正确、生产成本高等不足 [3]。因此，开发分子量小、
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稳定性好、易量产的新型抗体成为目前的主要研究

热点之一。

1993 年，Hamers-Casterman 等 [4] 在骆驼体内

发现天然轻链缺失的仅含重链的抗体 (heavy chain 
only antibody, HcAbs)，HcAbs 仅由两条重链组成，

其中具有抗原结合能力的单个可变域称为纳米抗体

(nanobody, Nb)。Nb 是目前可获得的具有稳定抗原

结合性的最小抗体单位。Nb 具有相对分子质量小、

组织穿透性强、稳定性高、易于生产、生产成本低

等优点 [5] ；也易于在其特殊位点与放射性核素、光

敏剂等物质进行偶联 [6]。Nb 凭借这些优势在免疫

检测方面崭露头角，本文将首先介绍 Nb 的结构和

特性，然后详细阐述 Nb 近年来在免疫检测中的研

究进展，最后对 Nb 的未来发展前景进行展望。

1　纳米抗体的结构

Nb 体积小，一般呈椭圆形，主要由两个部分组

成，一个是骨架区 (framework region, FR)，另一个是

负责特定识别抗原的互补决定区 (complementarity 
determining region, CDR)[7]，如图 1 和图 2 所示。传

统单克隆抗体是由两条重链 (heavy chain, H) 和两条

轻链 (light chain, L) 组成的，其重链可变区 (variable 
region of heavy chain, VH) 共含有 6 个 CDRs ( 图 3)；
而 Nb 的重链可变区 (variable domain of heavy chain 
of heavy chain antibody, VHH) 只有 3 个 CDRs，且

CDR3 形成的凸形结构有利于 Nb 与抗原更好的结

合。因此，Nb 具备高特异性结合抗原的能力和高

亲和力。

2　纳米抗体的特性

Nb 相对分子质量约 15 kDa，外形上呈椭球形，

较小的分子量和体积使得其具有较强的组织穿透能

力 [7]。Nb的稳定性好，可以在37℃保存一周，在 -80℃
长期保存，甚至可以抵抗 90℃的高温、高压和极端

的 pH 环境 [7-8]。简单的分子结构使得 Nb 更易于在酵

母菌、大肠杆菌等微生物表达系统中大量表达，并

可以进行工业化大规模生产 [9]。Nb 无 Fc 段，编码

VHH的序列信息与人类VH家族 3和 4高度同源 [9-10]，

还可以进行人源化，故其免疫原性较低 [11]。Nb 部

分疏水性氨基酸被亲水性氨基酸取代，提高了 Nb
的溶解性 [12]。除此之外，Nb 的 CDR1 和 CDR3 比

传统单克隆抗体 VH 稍长，能够深入抗原的内部，

与传统的单克隆抗体较平或凹陷的抗原结合结构区

域相比 [13]，Nb 能更好地与抗原结合。目前，大多

数商业检测试剂盒依赖单克隆抗体作为检测抗体，

但由于试剂盒在反复使用过程中环境温度条件和理

化性质的变换易使单克隆抗体的活性降低，影响了

试剂盒的检测效果和稳定性。Nb 基于上述诸多优

良特性，能有效地克服单克隆抗体为检测抗体的检

测试剂盒的一些不足和缺陷；并且作为一种新型的

小型化抗体，Nb 能够在固相载体表面形成更高的

结合密度，可以实现对微量小分子抗原的检测，在

免疫检测应用方面显示出巨大的发展空间和潜力。

3　纳米抗体在免疫检测中的应用

近年来，Nb 在酶联免疫吸附检测、荧光免疫

吸附检测、化学发光酶免疫分析检测、电化学发光

免疫分析、时间分辨荧光免疫层析检测、胶体金免

疫层析、免疫组化以及免疫 PCR 等免疫检测技术

中得到了研发和应用。

图1  骆驼血液中的重链抗体(左)和纳米抗体(右)结构示

意图

图2  VH和VHH结构示意图

图3  传统单克隆抗体结构示意图
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3.1　纳米抗体在酶联免疫吸附检测技术中的应用

酶联免疫吸附试验 (enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA) 是一种简单、快速、高通量的检测技术，

在实验室研究以及临床疾病的辅助诊断中具有重要

的价值。目前研发的 ELISA 试剂盒中的检测抗体主

要采用单克隆抗体，但单克隆抗体存在生产时间长、

抗体纯化与标记操作困难、价格昂贵等不足，导致

了商业化 ELISA 试剂盒的研发周期长和研发成本高。

相比较而言，Nb 具有体积小、生产成本低、产量高

且易于在原核表达系统中表达等优势，被广泛应用

于 ELISA。比如，有研究利用含有 6 × His 或 HA 标

签蛋白的 Nb 作为检测抗体，Nb 的标签蛋白可以与

相对应的酶标抗体结合，加入底物后，通过酶催化

底物显色来对微量抗原以及小分子物质进行检测，其

检测的灵敏度与传统的 ELISA 检测结果相当 [14-16]。

为了进一步提高检测的灵敏度，Sun 等 [17] 开

发了一种基于 Nb 和生物素链霉亲和素的 ELISA 检

测法。生物素与链霉亲和素的结合是目前已知的最

强的非共价相互作用之一 [18]。1 个生物素能结合 4
个链霉亲和素，且亲合力高、结合牢固，能够实现

多级放大效应使检测更加灵敏。生物素链霉亲和素

复合物也可以抵抗有机溶剂、蛋白水解酶、极端温

度和 pH 等恶劣环境条件。利用基于 Nb 和生物素

链霉亲和素的 ELISA 检测法检测谷物中的赭曲霉毒

素 A，其检出限可达 0.011 ng/mL。此外，Zhu 等 [19]

将Nb作为包被抗体对抗原进行双夹心ELISA检测，

通过链霉亲和素将生物素化的 Nb 包覆在酶联免疫

吸附板上对 H5N1 抗原进行定向捕获，辣根过氧化

物酶 (horseradish peroxidase, HRP) 偶联 Nb 用作检

测抗体。相比传统的 ELISA 试剂盒，这种检测方

法成本更低且灵敏度更高。随后，有研究用相似的

检测模式实现了对人可溶性过氧化物水解酶、黄曲

霉毒素、苏云金芽孢杆菌 Cry1B 毒素等物质的灵敏

检测，为这些抗原的检测提供新的策略 [20-22]。

尽管基于生物素与链霉亲和素标记 Nb 的 ELISA
方法改善了检测的成本、灵敏度等问题，但其在抗

体纯化和酶标记等方面仍有待改善。Nb 融合蛋白

具有酶标记抗体操作简单、对酶标签的效果影响小、

可以大量表达、纯化成本低、节省 ELISA 检测中

酶标记二抗孵育时间等优势。HRP 是 ELISA 试剂

盒中常用的标记酶，因此，Sheng 等 [23] 首次将 Nb-
HRP 融合蛋白作为检测探针，建立了更灵敏、快速

的竞争 ELISA 检测方法来检测鸡血清中抗新城疫

病毒抗体。除此之外，还有报道用 Nb 与 AviTag 融合

作为检测探针用于谷物中的赭曲霉毒素 A 的快速检

测 [24]。Avi-tag 是由 15 个氨基酸残基组成的短肽标

签，可以使蛋白质生物素化。Avi-tag 和 Nb 融合蛋

白的方法标记的专一性高，对蛋白空间结构的影响

图4  纳米抗体在免疫检测中的应用



赵欣悦，等：纳米抗体的特性及其在免疫检测中的研究进展第4期 475

小。由此可见，利用 Nb 的 ELISA 检测工具，在农

业毒素检测、环境分析以及病毒检测等领域具有广

阔应用前景和利用价值。

3.2　纳米抗体在荧光免疫吸附检测技术中的应用

荧光免疫吸附检测技术 (fluorescence-linked 
immunosorbent assay, FLISA) 是通过荧光信号来检

测物质，目前常用的方法是构建碱性磷酸酶 (alkaline 
phosphatase, AP) 与 Nb 融合蛋白作为检测探针 [25-28]。

与 AP 相比，生物荧光酶不易淬灭且检测灵敏度较

高，在免疫检测方面更具优势。Li 等 [29] 将 Nb 与

生物荧光酶融合，并在 Nb 和生物荧光酶中间插入

一个 C4 结合蛋白 (C4b-binding protein, C4BP) 形成

nanobody/C4BP/Nluc 七聚体来进一步提高检测的灵

敏度，从而实现了对微量四溴双酚 A 的一步超灵敏

生物荧光酶免疫测定。该检测方法弥补了以往样品

稀释处理造成的灵敏度降低的缺陷，相比传统两步

检测法，这种新型一步式生物荧光酶免疫测定灵敏

度提高了约 20 倍。除了融合生物荧光酶，Nb 还可

与荧光素酶融合来放大检测信号 [30-31]。Eom 等 [31]

利用融合荧光素酶与抗鼠 IgG1 Nb 基因构建了信号

放大器，这种信号放大器用 Nb 替代了传统单克隆

抗体，可以在原核表达系统中大量表达，通过简单

的一步纯化即可获得，显著降低了检测试剂的生产

时间和成本，且信号放大能力增强。随着更灵敏的

荧光标记物的出现以及 Nb 融合蛋白制备技术的成

熟，以 Nb 为基础的 FLISA 技术有望成为未来微量

分子免疫检测的理想工具。

3.3　纳米抗体在化学发光酶免疫分析检测技术中的

应用

化学发光酶免疫分析 (chemiluminescence enzyme 
immunoassay, CLEIA) 是将高特异性的免疫反应与

高灵敏度的化学发光技术相结合来进行物质检测分

析的技术。CLEIA 被广泛应用于临床常规分析以及

临床和生物医学研究中 [32-33]。Lin 等 [34] 利用 Nb 和

AP 构建了热稳定性高的融合蛋白，利用这种融合

蛋白建立的 CLEIA 法可检测血清样本中人癌胚抗

原相关的细胞黏附分子 5，检测线性范围宽为

0.31~640 ng/mL，检测灵敏度高，为人癌胚抗原相

关的细胞黏附分子 5的检测提供了新方法。Sun等 [35]

同样采用构建融合蛋白的方法，实现了对葡萄球菌

肠毒素 B 快速、灵敏的检测。

3.4　纳米抗体在电化学发光免疫分析技术中的应用

电化学发光 (electrochemiluminescence, ECL) 主
要是化学发光与电学发光相互作用的结果，对化学

发光物质施加一定的电压，通过电压与某种发光因

子相互碰撞而产生的一种光化学现象。ECL 具有毒

性低、检测仪器简单、检测灵敏度高、稳定性好、

可以多电极同时测定一份样品中不同的分析物等优

势 [36-37]。常见的 ECL 传感器包括联吡啶钌电化学

发光免疫传感器、鲁米诺电化学发光免疫传感器、

半导体纳米材料电化学发光免疫传感器等。近年来，

有研究人员尝试建立基于 Nb 的 ECL 检测方法。

Oloketuyi 等 [37] 在玻碳电极上沉积金纳米粒子，在 L-
半胱氨酸以及 EDC/NHS 的修饰下，通过 SpyTag-
SpyCatcher 共价标签系统在修饰电极表面共价固定

Nb 来设计的一种针对有毒微藻进行检测的电化学

免疫传感器。该方法利用了 Nb 在环境分析中体积

小、热稳定性以及化学 (pH 值，溶剂和洗涤剂 ) 稳
定性高等优势，可适用于任何水源的系统评估，无

需进行初步样品处理，检测结果稳定可靠。El-Moghazy
等 [38] 也将 Nb 与 ECL 技术相结合，通过将纳米纤

维材料、Nb 和电化学检测技术整合，建立了一种

新型的超灵敏的基于 Nb 的电化学免疫分析法用于

快速测定 3- 苯氧基苯甲酸，该方法检测范围为 0.8~ 
1000 pg/mL, 检测限为 0.64 pg/mL，对真实样本检

测发现该方法可以替代传统的 3- 苯氧基苯甲酸检

测法，并且操作简便、检测成本低、可重复使用、

分析快速，仅 45 min 即可得到检测结果。

3.5　纳米抗体在时间分辨荧光免疫层析检测技术中

的应用

时间分辨荧光免疫层析检测 (time-resolved fluo- 
rescence immunochromatographic assay, TRFICA) 是

一种用于微量物质检测的新技术，检测灵敏度高 [39]。

TRFICA 常采用镧系元素，如 Eu(III)、Tb(III) 等作

为示踪剂，这些示踪剂具有较长的荧光寿命，背景

干扰低，可以实现更加灵敏和特异性的检测。但由

于镧系化合物荧光强度较低，通常将镧系元素包裹

在聚苯乙烯等材料中以增强其荧光强度 [40-41]。Tang
等 [42] 就利用一种增强荧光的 Eu/Tb (III) 纳米球作为

标记并结合来自骆驼体内的独特型 Nb，首次建立了

基于 Nb 的快速、定量，并可以同时检测玉米制品

中的黄曲霉毒素 B1 和玉米烯酮两种毒素的 TRFICA
方法。该方法不仅实现了两种毒素的同时检测，更

重要的是该方法对黄曲霉毒素 B1 和玉米烯酮检测的

敏感性分别比基于单克隆抗体的 TRFICA 法高 18.3
倍和 20.3 倍。 
3.6　纳米抗体在胶体金免疫层析技术中的应用

胶体金免疫标记技术是 20 世纪 90 年代发展起
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来的一种新型体外诊断技术 [43]，该技术利用胶体金

作为显色剂，在层析膜上通过抗原抗体反应对物质

进行检测。丁豪杰等 [44] 采用双抗体夹心的方法，

用柠檬酸三钠还原法制备胶体金溶液标记 Nb，制

备金标垫，用日本血吸虫可溶性虫卵抗原作为检测

线，羊抗鼠 IgG 作为质控线，建立胶体金免疫层析

试纸，用于检测日本血吸虫感染。这种基于 Nb 的

免疫层析试纸条对可溶性虫卵抗原的最低检测量为

3.4 ng/mL，对血吸虫患者阳性血清的检出率为2.27%，

显示出良好的特异性，为血吸虫病快速诊断奠定了

基础，并有望在临床中实现床边快速检测。

3.7　纳米抗体在免疫组化检测技术中的应用

免疫组化 (imunohistochemistry, IHC) 是用酶或

显色剂标记的特异性抗体对组织或细胞中的抗原进

行检测的技术。Yamagata 和 Sanes [45] 建立了一种基

于Nb的敏感的单分子免疫组化检测试剂RANbodies，
具体方法是将 Nb 基因序列与酶或抗原的报告基因

融合，并附加一个蛋白标签，RANbodies 可用于检

测细胞和组织中的抗原。RANbodies 由于融合了 Nb
与检测报告基因，因此具有检测敏感性高、特异性

好、易于生产、便于纯化、成本低、能以 DNA 或

基因序列的形式永久储存等优越特性，这些特性使

其不仅能用于免疫组化检测，还有望用于超分辨率

显微镜和电子显微镜检测中。

3.8　纳米抗体在免疫PCR技术中的应用

免疫 PCR (immuno-polymerase chain reaction, 
IPCR) 是在 ELISA 检测基础上建立起来的新方法，

它用 PCR 扩增替代传统 ELISA 的酶催化底物显色

过程，从而实现微量抗原更灵敏的检测。在 IPCR
的发展和应用中，抗体与 DNA 报告基因的结合是

IPCR 广泛应用的关键。目前已经报道多种方法来

制备抗体与 DNA 的偶联物，如利用生物素 - 链霉

亲和素系统或利用传统的化学交联剂 - 半胱氨酸 /
赖氨酸将抗体与 DNA 报告基因结合，但通过这些

方法产生的抗体与 DNA 偶联物存在偶联物不均匀、

抗体亲和力较低，并且抗体偶联 DNA 的数量难以

控制等问题。为了改善这些问题，Lei 等 [46] 将噬菌

体展示技术与 Nb 应用于 IPCR，建立了一种以抗独

特型 Nb 噬菌体展示为基础的免疫 PCR，可定量检

测谷物中黄曲霉毒素和玉米烯酮，检测结果与金标

准高效液相色谱法的结果一致。Anzai 等 [47] 进一步

建立了一种新的 IPCR 方法，利用 cDNA 展示技术

结合 Nb 作为一个系统进行检测。与噬菌体展示相

比，cDNA 展示技术在文库大小等方面更具优势，

且嘌呤霉素衍生物的偶联机制使得 DNA 总是以 1:1
的比例与 Nb 的 C 端偶联。此外，Nb 和 cDNA 展

示文库还在有机溶剂、强酸强碱、高温等恶劣条件

下具有高稳定性。

4　结语和展望

Nb 的高表达量、在极端理化条件下的高稳定

性、易于基因工程改造等特殊的性质使其近年来成

为传统单克隆抗体的有利补充，在免疫检测中越来

越受到重视，并且也有 Nb 被抗体公司应用于诊断

检测产品的开发。在此次新冠肺炎疫情 (COVID-19)
中，已经有研究团队筛选出针对新冠病毒的 Nb[48]，

基于 Nb 的新冠病毒检测试剂盒也在研发中。基于

Nb 的免疫检测技术可以提高检测的灵敏度以及缩

短检测分析时间，可以实现床边随时检测，有利于

病情分析。此外，Nb 在农业食品中的毒素检测中

的应用提高了农产品的质量安全水平。Nb 易于在

原核表达系统中大规模生产，这一特性提供了更加

便捷、廉价的免疫检测技术，降低了检测试剂盒研

发成本。未来的研究将在提高亲和力、特异性、稳

定性和产量，降低生产成本等方面对 Nb 进行改进，

促进基于 Nb 免疫检测技术的发展，使得 Nb 在基

础研究、临床和食品等领域的检测中得到更广泛的

推广和应用，提供更灵敏、更廉价的免疫检测。
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