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摘　要 ：肿瘤的分子影像诊断是以肿瘤关键分子作为识别靶点，借助特异性分子探针和高灵敏成像设备，

在活体状态下对肿瘤进行成像的技术。在临床实践中因其具备可定性、定量、可视化的优点，近年来已经

成为肿瘤早期诊断、肿瘤术前治疗的重要依据，在疗效监测中起到不可或缺的作用。作为可结合肿瘤特异

性靶标的分子探针的重要载体，纳米抗体 (nanobody, Nb) 因具备体积小、稳定性强、亲和力高、免疫原性

弱等显著优势，在肿瘤分子影像诊断领域中的作用日渐突出。该文就纳米抗体的结构特征、基于纳米抗体

的分子探针及其在分子影像应用领域的最新进展进行综述，同时也讨论了纳米抗体应用于肿瘤成像的临床

局限性，并对其未来的研究应用进行了展望。
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Abstract: Tumor molecular imaging diagnosis is a technology that uses specific molecular probes and highly 
sensitive imaging equipment to image tumors in a living status, through recognizing key tumor targets. In clinical 
practice, tumor molecular imaging provides important evidence for early diagnosis and preoperative treatment of 
tumors, and plays an indispensable role in treatment effectiveness monitoring in recent years, because of its 
qualitative, quantitative and visual advantages. As an important carrier of molecular probes that can bind to tumor-
specific targets, nanobody (Nb) has greatest strengths in the field of tumor molecular imaging diagnosis due to its 
small size, strong stability, high affinity, and weak immunogenicity. Therefore, Nb plays an increasingly prominent 
role in the field of tumor molecular imaging diagnosis. This article reviews the structural characteristics of Nb, as 
well as the Nb-based molecular probes and their most recent advances in molecular imaging applications. 
Meanwhile, this article also discusses the clinical limitations of Nb for tumor imaging, and prospects some future 
research applications.
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肿瘤的早期发现和诊断是进行精准抗肿瘤治疗

的关键，对于提高患者的生存率至关重要。分子影

像 (molecular imaging) 是通过运用影像学手段在活

体状态下对组织水平、细胞水平和亚细胞水平的生

物过程进行可视化、表征和测量的一种具有医学应

用价值的成像技术，对疾病尤其是肿瘤的早期诊断

以及治疗评估具有重要意义 [1-2]。相比传统影像学，

分子影像可在细胞和分子水平进行肿瘤早期筛查和

诊断，具有高灵敏度及特异性等特点，在提高疾病

的临床精确诊断和靶向治疗中发挥重要的作用 [3]。

肿瘤成像领域中常用的分子影像技术包括正电子发

射断层扫描 (PET)、单光子发射计算机断层扫描

(SPECT)、磁共振成像 (MRI)、超声造影 (US)、光

学成像等 [4]( 图 1)。分子影像技术在肿瘤成像中的

应用是以肿瘤关键分子作为识别靶点，借助特异性

分子探针和高灵敏成像设备，在活体状态下对肿瘤

进行成像。成像示踪剂的发展促进了成像技术的进

步，而研发可与肿瘤靶向分子结合并能产生影像学

信号的分子探针是当前肿瘤分子影像技术的重要研

究方向。目前临床上常用的分子探针是与生物素、

荧光素、放射性核素等物质偶联的抗体、寡聚核苷

酸、多肽等 [5]。其中，因抗体具有识别和结合特异

性抗原的生物学特性，其作为分子成像的介导物近

年来已经得到普遍的发展和临床应用 [6]。

单克隆抗体 (monoclonal antibody, mAb) 因其特

异性结合抗原的能力，长期以来一直被认为是分子

成像示踪剂设计的主要抗体之一 [7]。然而，由于

mAb 的分子量和体积较大，难以通过体内多种生理

屏障，在肿瘤内聚集缓慢，血液滞留时间较长，导

致非特异性背景信号增高，影响了肿瘤和正常组织

之间的对比度，从而限制了其在临床的应用 [8]。 随

着抗体工程技术的快速发展，一些小型化基因工程

抗体片段已用于分子探针的开发，如抗原结合片段

(antigen-binding fragment, Fab) 和含有生物识别区域

但缺乏恒定组分的单链可变区 (single chain fragment 
variable, ScFv)[9]( 图 2)。这些抗体片段分子量在

25~110 kDa 之间，保留了完整 mAb 的靶向特性，

且生产更经济 [10]。但是它们也存在着诸多问题，比

如结合性弱、稳定性低、原掩盖的免疫原性表位被

暴露等 [11]。纳米抗体是一种由骆驼源的重链可变区

组成的单域抗体，与常规抗体相比，纳米抗体在组

织中的穿透率更高，并且能够通过肾脏被快速清除。

以纳米抗体为载体的分子探针可应用于在体肿瘤成

像，是肿瘤分子探针开发研究的新方向 [12]。本文总

结了纳米抗体的基本情况及其在肿瘤分子成像中的

应用和挑战，以期为该领域的研究提供帮助。

1　纳米抗体的概念及特性

纳米抗体 (nanobody, Nb)又称为单域抗体 (single- 
domain antibody, sdAb)，是一种新生代小型抗体，

其源于骆驼重链抗体的单域可变区 (VHH)[13]。自从

1993 年 Hamers-Casterman 教授首次发现纳米抗体

以来，其作为生物技术和医学领域中的多功能结合

分子，受到了越来越多的关注 [14-15]。传统的抗体由

4 条肽链组成，包括 2 条重链 (heavy chain) 和 2 条

轻链 (light chain)，并通过二硫键结合在一起。其中，

轻链和重链分别由可变区 ( 分别称为 VL 和 VH) 和
恒定区 ( 分别称为 CL 和 CH) 组成。可变区中的部分

氨基酸易发生突变，称为互补决定区 (complementarity- 
determining region, CDR)，由其组成的抗原结合片

段位于抗体两臂的末端。而 CH 又分为 CH1、CH2
和 CH3，其中 CH3 主要涉及细胞膜表面受体结合；

CH2 涉及补体激活途径，是补体结合位点 [16]。

相较于传统的抗体，纳米抗体只包含了一个重

链可变区 (VHH) 和两个常规的 CH2 与 CH3 区，因

此也称为重链单域抗体 (VHH)[17]。相比于全长的

mAb (~150 kDa)、Fab (~50 kDa) 和 scFv (~30 kDa)，
纳米抗体的分子量更小 ( 仅有 ~15 kDa)，其尺寸在

纳米范围 ( 长度为 4 nm，直径仅为 2.5 nm)，大约由

120 个氨基酸组成。这种小分子抗体是目前可以得到

的具有完整功能并且可以结合抗原的最小单元 [18-19]。图1  分子影像技术的类型



陈　曲，等：纳米抗体在肿瘤分子影像诊断中的研究进展第1期 85

纳米抗体具有许多常规抗体所不具备的独特优

势：(1) 纳米抗体体积小，并且具有倾向于与凹形

表位 ( 例如酶的催化位点 ) 结合的特性，因此纳米

抗体有更强的组织穿透能力，并能识别常规抗体难

以接近靶向的目标表面上的沟、缝或被隐藏的抗原

表位 [20] ；(2) VHH 与常规的 VH 相比，有更长的互

补决定区 3 (CDR3)，这种长 CDR3 结构易形成凸环

结构，可以结合到抗原分子隐蔽的抗原表位，因此

弥补了纳米抗体由于轻链缺失而导致的抗原结合能

力下降 [21] ；(3) 纳米抗体易在细菌、酵母、真菌等

微生物系统中进行体外原核 / 真核细胞的表达扩增，

从而能够以较低的成本进行大量生产 [22] ；(4) 由于

肾的滤过作用，纳米抗体在血液中的半衰期短，能

够在肿瘤中迅速积累，未结合部分会快速清除，从

而大大提高了肿瘤诊断的灵敏度和特异性 [23] ；(5)
编码骆驼来源的纳米抗体的基因与人类 3 型 VH 结

构域 (VH3) 具有高度的同源性，因此它在人体内免

疫原性较弱 [24]( 图 3) ；(6) 纳米抗体仅包含一个结构

域，这种结构提高了纳米抗体的稳定性，使其更适

于作为无创的分子成像试剂和诊断工具 [25]。

临床上理想的示踪剂应在体内稳定，能够扩散

到组织深处而不会黏附到非靶向的细胞上，以高亲

和力和特异性与生物标志物相互作用，同时未结合

的多余的示踪剂迅速从体内清除掉，能在非侵入性

体内成像中获得良好的对比度，易于被染料或放射

性核素标记，成本低且无毒 [26]。与基于传统抗体的

探针相比，小分子量的纳米抗体应用在分子成像领

域更有优势。因其能够均匀分布在肿瘤内，具备较

强的组织渗透力以及快速代谢的特性，因此在给药

后数小时内可获得高对比度图像，更有助于对疾病

进行评估。而且，纳米抗体可以与放射性核素、荧

光染料等多种显像剂偶联为新的成像探针，并显示

出较好的靶向性和理想的成像质量 ( 图 4)。同时，

纳米抗体的高特异性使其使用更加安全 [27]。总之，

纳米抗体完全满足作为分子成像的理想探针分子的

必要条件，作为一种新型的分子探针，在单光子发

射计算机断层显像 (single photon emission computed 
tomography, SPECT)、正电子发射断层显像 (positron 
emission tomography, PET)、光学、超声等不同类型

的肿瘤靶向诊断分子影像技术方面展现出良好的应

用前景。

2　纳米抗体在肿瘤分子影像中的应用现状

2.1　纳米抗体在核医学影像中的应用

SPECT 与 PET 是最为常用的核医学分子成像

技术，均具有全身、半定量、实时和高灵敏性等内

图2  抗体及抗体片段结构示意图
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在优势，是临床上对肿瘤精准诊断和治疗的重要手

段之一 [28]。SPECT 成像是一种基于 γ 射线进行显

影的技术，其抗体被共轭到放射性核素上 ( 如
99mTc、111In、123I 和 177Lu) ；这些 γ 射线由专用 γ 照

相机或 SPECT 仪器的探测器进行记录，可以通过

信号处理将其转换为图像，以查明放射性标记抗体

的定位。而 PET 成像则需要用合适的发射正电子的

放射性核素 ( 例如 18F、68Ga、124I、89Zr) 进行放射性

标记 [29]。纳米抗体与放射性核素结合可以特异性

地将放射性核素输送到肿瘤和 ( 或 ) 小转移灶，

更适合在早期时间点获得高对比度的图像 [30]。

例如，Piramoon 等 [31] 用 99mTc(CO)3+ 标记抗 EGFR
纳米抗体 (OA-cb6)，对其进行 SPECT 成像。在注

射 OA-cb6 纳米抗体后 4 h 可以看到肿瘤的位置，

说明肿瘤可以特异性地摄取 OA-cb6 纳米抗体。此

外，OA-cb6 纳米抗体血液清除率快，肾脏摄取高，

是一种很有前途的放射性标记生物分子，可用于过

表达 EGFR 的肿瘤成像。

核素标记的纳米抗体靶向探针已经在临床前进

行了大量的研究，目前也已进入临床试验。例如，

靶向乳腺癌抗原 HER2 的纳米抗体探针已成功通过

了Ⅰ期临床试验。通过采用 68Ga 偶联抗 HER2 的纳

米抗体分子探针 (Nb 2Rs15d) 作为成像剂，在 20 名

原发或转移性乳腺癌患者体内进行 PET/CT 显像，

结果发现成像剂在 HER2 阳性转移灶中的积累明显

高于癌旁组织，其辐射剂量为 0.043 mSv/MBq，与

其他常规使用的 PET示踪剂相当，且无不良反应 [32]。

目前，该示踪剂的Ⅱ期临床研究正在进行中，将进

一步评估该分子探针的靶向能力。2019 年，Xing
等 [33] 使用 99mTc 标记的抗 PD-L1 纳米抗体 (NM-01)
进行了早期Ⅰ期临床研究，通过将纳米抗体 NM-01
用 [99mTc(OH2)3(CO)3]

+ 络合物标记到其 C- 末端 His
标签上，进而评估 16 名非小细胞肺癌患者的

PD-L1 表达；结果表明，给药 2 h 后，SPECT 的肿

瘤 / 血流比从 1.24 增加到 3.53，证实了该成像示踪

剂的安全性。总而言之，高效的肿瘤靶向性、快速

的探针清除率以及低背景信号等特点，使纳米抗体

在显像结果中有较高的肿瘤 - 正常组织信号比，因

此纳米抗体在核素成像中具有广阔的应用前景。基

于纳米抗体核素成像的研究还有很多，表 1 总结了

核素标记纳米抗体示踪剂在临床前评估或临床转化

中的研究现状。

2.2　纳米抗体在光学成像的应用

光学成像技术由于其经济、高效、安全、灵活、

灵敏等优点在近年来发展迅速，是分子影像技术的

重要组成部分。近红外荧光团标记的纳米抗体能够

快速地靶向、聚集到肿瘤部位，并从肾脏快速排泄。

纳米抗体的这些特性显著提高了荧光探针在肿瘤中

图3  VHH与VH的结构示意图

图4  基于纳米抗体的分子靶向探针
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的特异性积累，增强了成像对比度 [38]。例如，Lwin
等 [39] 将近红外荧光 IRDye800CW 与抗 CEA 的纳米

抗体结合，在静脉注射数小时后的不同时间点对小

鼠进行成像。结果显示，CEA-Nb-800 在注射后 15 
min 内快速成功地标记了表达 CEA 的 BxPC-3 胰腺

癌 , 而对照组没有观察到肿瘤特异性信号，说明

CEA-Nb-800 对 CEA 表达的肿瘤具有特异性。同样，

纳米抗体分子探针也可用于 ( 浸润前期 ) 乳腺癌的

快速成像。将靶向碳酸酐酶 IX (CAIX) 的纳米抗体

偶联在 IRDye800-CW 上，对乳腺浸润前癌 ( 导管

原位癌，DCIS) 进行显像评估，发现在静脉输注

2 h 后即可观察到该荧光探针在 DCIS 肿瘤中有较

高的摄取率 [40]。此外，基于纳米抗体的荧光引导癌

症手术为外科医生提供了实时、可视化、精确定位

和特异性的肿瘤识别方案，并有效地帮助他们在术

中发现转移瘤和隐匿的肿瘤细胞，从而帮助外科医

生更彻底地切除肿瘤，在很大程度上改善患者的预

后 [41]。2020 年，Hu 等 [42] 报道了首例在 ICG 引导下

的可见和 NIR- Ⅰ / Ⅱ窗口下的人肝肿瘤手术，该手

术采用了多光谱荧光成像技术。这一结果进一步推

动了基于纳米抗体的 NIR- Ⅱ探针在靶向肿瘤荧光

成像中的发展。 
2.3　纳米抗体在超声介导成像的应用

超声成像是一种无创、实时、安全且低成本的

医疗诊断技术，基于超声波根据器官或组织的不同

而反射不同的原理被广泛应用于临床 [43]。目前，直

径约 1~8 μm 的微气泡 (micro bubbles, MBs) 被广泛

用作超声造影剂。根据 MBs 卓越的散射特性以及

对超声场的动态响应特性，通过在体内局部产生回

声改变，从而提高成像的对比度，以此来评估疾病

的进展 [44]。然而，由于颗粒大小的限制，MBs 不
能穿透血管到达组织间隙，因此不能靶向肿瘤细胞

或进行肿瘤特异性成像，从而影响了成像效果。近

年来，基于纳米抗体的新型分子超声造影剂已开发

成功，并且在体内和体外实验中均得到证实，基

于纳米抗体的分子超声造影剂能够透过血管壁到

达组织间隙，进一步提高了微泡对肿瘤的靶向性

及特异结合能力，并且可有效监测体内肿瘤组织

分子或细胞水平的变化，从而提高恶性肿瘤诊断的

准确性 [45]。例如，Hernot 等 [46] 成功将血管细胞黏

附分子 -1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1)
特异性 Nb 与脂质 MBs 偶联，在高表达 VCAM-1
的 MC38 结肠癌异种移植模型小鼠体内进行超声成

像，结果显示 VCAM-1 靶向的 MBs 在 MC38 肿瘤

血管系统中的黏附率显著高于非 VCAM-1 靶向的

MBs。Fan 等 [47] 将靶向抗前列腺特异性膜抗原

(prostate-specific membrane antigen, PSMA) 的纳米抗

体与超声纳米气泡进行耦合，并评估了它们的体外

结合能力和体内成像效果；结果显示，靶向纳米气

泡能够与前列腺癌细胞进行特异性结合，从而提

高体内异种移植肿瘤信号水平。Yu 等 [48] 通过将抗

G250 纳米抗体与脂质纳米泡偶联形成 anti-G250 
NTNs，并验证其对肾细胞癌 (RCC) 的特异靶向性；

结果显示，抗 G250 纳米抗体功能化靶向纳米泡可

以特异性增强裸鼠中肾细胞癌的超声成像，从而区

分良性和恶性肾脏肿块。以上研究表明，以纳米抗

体为基础的超声微泡可以提高对早期疾病的诊断能

力，获得高质量及高特异性的影像。

2.4　纳米抗体在多模态分子成像的应用

除了各种单模态成像技术外，纳米抗体因其独

特的优势，还可以作为多种成像探针的理想靶向剂，

实现多模态成像。磁共振成像 (magnetic resonance 
imaging, MRI) 是一种利用强磁场产生更高分辨率

图像的成像技术，除了具备较高的软组织和空间分

辨力之外，还有组织对比度优异、组织穿透性强、

无电离辐射和无侵入性等优点。例如，Prantner 等 [49]

通过将生物素化的抗间皮素纳米抗体 G3a (NbG3a)
连接到荧光标记的链霉亲和素或链霉亲和素标记的

表1  基于纳米抗体的核素成像在临床或临床前进展

靶标 纳米抗体 成像模式 疾病 研究阶段 参考文献

EGFR OA-cb6	 SPECT (99mTc)	 皮肤鳞状细胞癌 临床前 [31]
 D10	 SPECT (99mTc)	 乳腺癌、A431	 临床前 [34]
 7C12、7D12	 SPECT (99mTc)	 皮肤鳞状细胞癌 临床前 [35]
PSMA JVZ-007	 SPECT(111In)	 前列腺癌 临床前 [36]
HER2 2Rs15d	 PET (68Ga)	 乳腺癌 临床Ⅰ/Ⅱ期(NCT03331601)	 [32]
	 2Rs15d	 PET(18F)	 乳腺癌 临床前 [37]
PD-L1 NM-01	 SPECT(99mTc)	 非小细胞肺癌 临床Ⅰ期(NCT02978196)	 [33]
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铁氧化物上，使用 MRI 成像和荧光成像来检测人

和小鼠体内间皮素的表达。结果证实，NbG3a 作为

分子探针可早期监测高表达间皮素的肿瘤，有望实

现临床转化。因此，多模态成像可以提供更多的肿

瘤检测和诊断信息，弥补了临床单一成像方式的不

足 ( 表 2)。

表2  纳米抗体分子探针在其他分子成像中的应用实例

靶标 纳米抗体 成像模式 疾病 研究阶段 参考文献

CEA α-CEA 荧光成像 胰腺癌 临床前 [39]
CAIX α-CAIX	 荧光成像 乳腺浸润前癌 临床前 [40]
VCAM-1 α-VCAM-1	 超声微泡 结肠癌 临床前 [45]
PSMA α-PSMA	 超声微泡 前列腺癌 临床前 [46]
G250	 α-G250	 超声微泡 肾细胞癌 临床前 [47]
间皮素 NbG3a	 荧光/MRI	 卵巢癌 临床前 [48]

3　纳米抗体用于肿瘤成像诊断的问题和挑战

作为一种新生代小型化抗体，纳米抗体自发现

以来，经过许多学者不断地筛选、优化和重构，已

广泛应用于生物学各领域的研究。尽管纳米抗体有

着诸多优点，但也存在着一些有待解决的问题。一

方面，纳米抗体因其分子量和体积小，在血液中快

速从肾脏和肝脏排泄，可导致肾脏和膀胱内高信号，

容易降低病变检出的敏感性 [50]。基于此，可以利用

聚乙二醇化、纳米材料等与其进行结合，从而延长

纳米抗体在体内的半衰期。另一方面，纳米抗体在

与成像标记物 ( 例如荧光团 ) 偶联时，纳米抗体的

结合并不稳定，其性能可能会发生改变 [51]，因此，

还需要进一步的研究来改善和克服，提高纳米抗体

与标记物结合后的稳定性。新的纳米抗体诊断探针

的研制是一个不断探索的过程，在制备工艺的优化

方面还需要进行不断的探索。虽然存在着一些局限

性，但迄今为止利用纳米抗体进行分子成像仍然取

得了令人兴奋的结果，这表明纳米抗体示踪剂在未

来的临床实践中将有广阔的应用前景。

4　前景和展望

分子影像作为肿瘤诊断的重要技术，在肿瘤学

研究中发挥着巨大的作用。纳米抗体作为一种新型

的肿瘤靶向工具展现出了独特的优势，在临床前和

临床模型中都显示出巨大的分子成像潜力，正逐渐

成为新一代肿瘤临床诊断技术的重要工具。基于纳

米抗体的分子探针在许多方面都优于传统抗体，在

极端条件下稳定性好，通用于从宏观到微观的纳米

生物学研究，并提高了注射示踪剂后在不同时间段

内对不同类型肿瘤进行高对比度成像的可能性，从

而有利于为每个患者选择合适的靶向性治疗。目前

有大量的临床前研究表明了纳米抗体作为分子成像

示踪剂的潜力，同时，一些基于纳米抗体的示踪剂

也已经进入了临床试验，为人类疾病的诊断提供了

一种新型的诊断工具。综上所述，纳米抗体的发现

和应用，不仅为肿瘤的早期检测提供了新的方向和

选择，同时也推动了分子影像学的不断进步。相信

在不久的将来，随着纳米抗体制备工艺的不断完善，

以纳米抗体为核心的新型分子探针将会有更广泛的

应用，不仅能对肿瘤进行早期诊断、精准分期、精

确定位，甚至还能够对肿瘤进行靶向治疗，从而实

现“诊治一体化”。
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