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摘要 疾病标志物的精准检测对疾病早期诊断、病情监测及治疗效果评估至关重要. 纳米抗体区别于传统抗

体, 具有尺寸小、稳定性好、组织穿透力强等优势, 近年来广泛应用于生物医药与治疗、生物医学研究和体外检

测与诊断等多个方面. 本文聚焦于纳米抗体在疾病标志物检测应用方面表现出高灵敏度、高特异性以及更短的

响应时间等突出优势, 综述了纳米抗体在疾病标志物检测中的代表性研究进展, 分析总结了纳米抗体结构优势及

其高效开发策略与技术, 列举了纳米抗体在传统检测、融合蛋白策略以及纳米材料偶联方面的应用, 分析了纳米

抗体在疾病标志物检测应用中面临的挑战, 并对其未来的发展前景进行了展望.
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1 引言

纳米抗体(nanobody, Nb)是目前已知具备完整抗

原结合能力的最小抗体单元, 主要来源于骆驼科动物

(包括羊驼和骆驼)的重链抗体可变区片段. 因其具有

分子量小、亲和力高、结构稳定性强、免疫原性低、

特异性好以及易于工程化改造等优势
[1], 纳米抗体已

被广泛应用于生物医药、食品安全和环境监测等多个

领域. 相较于传统抗体, 纳米抗体更易于通过定点突

变
[2]
和融合表达

[3]
等蛋白质工程技术定向改造, 进一

步增强其抗原亲和力与功能多样性. 同时, 随着噬菌

体展示和酵母展示等高效筛选技术的发展, 以及大肠

杆菌和酵母为代表的表达系统的优化
[4~6], 不仅使纳米

抗体的制备效率得到了显著提高, 其成本也得到了有

效控制.
疾病标志物是反映疾病发生、发展与治疗结果的

关键指标, 其精准检测对疾病早期诊断、病情监测及

治疗效果评估至关重要
[7,8]. 近年来, 纳米抗体凭借其

独特的结构功能优势, 结合日益成熟的制备与改造技

术, 为疾病标志物的检测提供了高效且创新的技术路

径. 目前, 纳米抗体已成功应用于酶联免疫吸附测

定、免疫传感器
[9]
、分子成像等多种检测平台

[10], 广

泛覆盖肿瘤
[11]

、感染性疾病
[12]

、心血管疾病及神经

退行性疾病
[13]

等多个重要领域的标志物识别与定量
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分析, 为规模化、精准化的临床应用奠定了坚实的技

术基础, 展现出重要的应用价值与广阔的发展前景

(图1)[14,15]. 本文首先介绍了纳米抗体的结构特点及其

文库构建与高通量筛选技术, 继而综述了其在疾病标

志物传统检测、融合蛋白策略以及纳米材料偶联方面

的应用, 最后探讨了当前面临的主要挑战, 并对纳米抗

体在疾病标志物检测领域的未来发展方向进行了展望.

2 纳米抗体

2.1 纳米抗体的结构

纳米抗体在疾病标志物检测领域较传统单克隆抗

体表现出显著优势, 这与其独特的结构属性密切相关

(表1)[16~42]. 传统抗体, 如免疫球蛋白G (immunoglobu-
lin G, IgG)分子量约为150 kDa, 其抗原结合依赖于重

链可变区(variable region of heavy chain, VH)与轻链可

变区(variable region of light chain, VL)两个结构域的协

同作用
[16]. 然而, 纳米抗体仅由单个可变域构成, 因此

也被称为单域抗体(single-domain antibodies, sdAbs)[17].
骆驼科来源的纳米抗体称为重链抗体可变区(variable
domain of heavy-chain antibodies, VHH),本质上是一种

约15 kDa的单一免疫球蛋白结构域, 由四个保守框架

区(framework region 1~4, FR1~FR4)形成稳定骨架, 三
个互补决定区(complementarity-determining region
1~3, CDR1~CDR3)负责抗原识别

[17]. 这一精简的分子

图 1 (网络版彩图)纳米抗体在疾病标志物检测中的应用示
意图
Figure 1 (Color online) Schematic diagram of the application of
nanobody in disease biomarker detection.

表 1 纳米抗体与单克隆抗体的比较

Table 1 Comparison of nanobody and conventional antibody

特征 纳米抗体 单克隆抗体

分子量 15 kDa [16] 150 kDa [16]

热稳定性 部分经工程优化的Nb热耐受极限可超85 °C [29] 热稳定性普遍低于90 °C, 多数在60 °C以上环境中易发
生结构聚集[30]

稳定性/溶解性
多数具有良好的稳定性与溶解性, 但部分VHH结构域

可能出现聚集现象[19]
常规条件下溶解性与稳定性良好, 但高浓度时易发生聚

集[28]

抗原结合表位类型
对非平面表位具有偏好性, 还可特异性识别构象型

表位[22]
多结合线性表位, 对构象依赖型表位的识别能力相对有

限[31]

组织穿透性
具备穿透血脑屏障的能力, 还可深入细胞外基质、

蛋白凹槽及组织缝隙[19]
组织穿透能力较弱[17], 难以渗透至实体瘤核心等致密

组织区域[32]

半衰期
体内清除速度较快, 可通过聚乙二醇修饰、可结晶段
结构域融合或白蛋白结合等策略延长半衰期[33] 通常拥有较长的体内半衰期[33]

免疫原性
整体免疫原性较低, 即便经过人源化改造, 仍无法彻底

排除抗药物抗体生成的可能性[34]
通常优先选择低免疫原性序列, 但通过转基因技术制备
的人源抗体, 仍存在引发机体免疫应答的潜在风险[35]

细胞内功能适用性
可作为胞内抗体, 参与胞内蛋白的降解调控或实时

成像[36,37]
难以穿透细胞膜, 在细胞内环境中的功能应用受到显著

限制[38]

化学修饰灵活性
修饰位点易于预测和控制[39], 可通过单一半胱氨酸

残基实现位点特异性修饰, 干扰小[40]
重链和轻链相互作用复杂, 修饰易影响整体结构[39], 易

出现异质性, 位点控制难度大[40]

表达系统
在大肠杆菌、毕赤酵母等微生物系统中易实现高效
表达, 胞内可溶性表达产量最高可达2 g L−1 [41] 主要依赖中国仓鼠卵巢细胞等哺乳动物表达系统[42]
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构成符合当前检测技术对高特异性、高灵敏度及微型

化的要求
[18], 为检测应用带来多方面优势: 首先, 纳米

抗体组织穿透性突出, 能够穿越血脑屏障或浸润至实

体瘤深部, 从而为检测中枢神经系统疾病标志物(如
Aβ寡聚体)或深部肿瘤标志物(如人表皮生长因子受体

2)开辟了新路径
[19]. 从分子层面观察, 纳米抗体的重链

抗体可变区结构域若干关键特征, 共同赋予其优异的

检测性能
[20]. 其一, FR2内的疏水残基被谷氨酸、精氨

酸等亲水性氨基酸替代, 显著提升纳米抗体亲水性, 有
助于降低其在复杂生物样本中发生聚集的可能性, 从

而提升了检测抗干扰能力
[21]. 其二, 其CDR3长度通常

介于10~25个氨基酸残基之间, 较传统抗体更长, 能够

形成凸环状结构, 从而深入抗原表面空间裂隙或隐蔽

表位. 这一特性使其对构象敏感型标志物具备更高识

别特异性. 例如, 在区分SARS-CoV-2不同变异株的受

体结合域(receptor-binding domain, RBD)结构差异方

面已显示出独特价值
[22,23]. 此外, 纳米抗体分子骨架

稳定、FR1与FR3之间存在保守二硫键, CDR亦可能

含有额外二硫键, 这些结构特征共同赋予其较强稳定

性. 研究表明, 在pH值3.0~9.0范围以及温度60~80 °C
的条件下, 纳米抗体仍可维持结合活性; 部分经工程

改造变体甚至能够耐受接近90 °C的短期高温处理. 因
此,单域精简的架构、亲水性的表面、更长的CDR3以
及稳固的分子框架协同作用, 使纳米抗体能够满足

现代检测技术对特异性、稳定性与灵敏度的综合需

求, 并作为构建新一代检测技术的潜力平台受到关

注
[24~28].

2.2 文库构建与高通量筛选技术

纳米抗体主要涵盖天然纳米抗体、免疫纳米抗体

以及合成纳米抗体等类型. 天然库与免疫库分别来源

于未经免疫和已免疫动物的淋巴细胞, 合成库则通过

体外CDR随机化技术构建
[43,44]. 而纳米抗体的高效开

发依赖于多元化文库构建策略与精准筛选技术的结

合, 近年来, 这两大技术体系的协同发展为获得高亲和

力纳米抗体提供了重要支撑. 随着技术不断创新, 纳米

抗体文库构建体系日趋完善, 筛选技术也呈现出从传

统展示方法向高通量方向发展的趋势, 显著提升了纳

米抗体在疾病标志物检测等领域的应用价值
[45].

天然文库直接从未经免疫的骆驼科动物的外周血

淋巴细胞中提取mRNA, 通过逆转录-聚合酶链反应

(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-
PCR)扩增VHH基因构建而成, 文库规模通常可达

109~1011个克隆
[46,47]. 该方法省去了繁琐的动物免疫环

节, 操作流程相对简便, 但其主要局限在于抗原特异性

纳米抗体的丰度较低, 通常需要结合后续优化手段提

高亲和力. Tsukahara等[48]
则采用CDR洗牌技术, 结合

免疫人血清白蛋白的羊驼与非免疫羊驼的VHH基因

构建文库, 成功筛选到针对心肌肌钙蛋白T的高亲和

力VHH (部分克隆亲和力常数KD达到10−9 M), 以及针

对上皮糖蛋白1的VHH (最高亲和力KD=5.19×10
−8 M),

大大提升了这两种VHH的亲和力.
免疫文库是获取特异性纳米抗体的首选方案. 该

技术通过对骆驼科动物进行抗原免疫, 诱导其产生特

异性免疫应答后, 从外周血单核细胞中分离淋巴细胞,
提取总RNA并通过RT-PCR扩增VHH基因片段, 随后

克隆至噬菌体或酵母展示载体中, 构建规模约106~107

个克隆的文库
[49]. 得益于体内的天然亲和力成熟过程,

该文库中靶抗原特异性克隆比例显著提高. Ye等[50]
针

对SARS-CoV-2刺突蛋白RBD构建的免疫文库,成功筛

选出了Nanosota-3纳米抗体, 该抗体对原型病毒及新

型冠状病毒奥密克戎BA.1变异株, 均表现出优异的活

性. 然而, 该文库的构建依赖于大型骆驼科动物免疫过

程, 存在周期冗长、抗原适用范围受限等不足. 建立转

基因动物模型, 使得文库构建策略由“大型动物免疫”
模式转向“小鼠体内直接生成抗体基因来源”模式, 从

而为高亲和力、人源化纳米抗体的快速获取开辟了一

条崭新的技术路径. 其中, “LamaMouse”模型通过在羊

驼免疫球蛋白重链(alpaca immunoglobulin heavy
chain, IgH)基因缺陷小鼠中整合工程化的羊驼IgH基
因座, 使其能够直接通过杂交瘤技术或噬菌体展示系

统筛选靶标特异性纳米抗体, 有效克服了对骆驼科动

物的依赖
[51]. 类似的“Nanomice”模型通过引入羊驼

VHH基因, 已成功应用于快速筛选针对SARS-CoV-2
突变株的中和性纳米抗体, 为应对突发传染病提供了

重要的技术储备
[52].

合成与半合成文库完全通过体外理性设计构建,
不依赖动物免疫过程. 这类文库通常选用结构稳定的

VHH骨架作为框架区, 目前已设计使用了一种合成纳

米抗体库支架cAbBCII10, 并利用NNK简并密码子、

易错PCR或DNA洗牌等技术在CDR引入多样性, 文库

规模可高达1012个变体
[53,54]. 此类文库是动物免疫策
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略的有效替代方案, 在特异性纳米抗体筛选中具有应

用潜力
[55].

从文库构建到目标分子获得, 关键在于筛选技术

的选择, 该技术旨在从庞大的文库中能高效识别出具

有目标结合活性的阳性克隆. 目前最常用的展示技术

主要包括: 噬菌体展示、酵母表面展示、核糖体展示

及mRNA展示. 各类技术在展示载体、筛选通量、表

达系统及适用场景上各有优势.
噬菌体展示技术应用最为广泛

[56], 该技术的核心

机制在于“基因型-表型”偶联体系的建立. 具体而言,
通过将VHH基因与M13噬菌体的pIII外壳蛋白基因融

合, 使纳米抗体展示在噬菌体表面的同时, 其基因组中

携带对应的编码序列, 文库规模通常可达1011个克隆.
筛选过程中, 将靶抗原固定于酶联免疫吸附测定(en-
zyme-linked immunosorbent assay, ELISA)板或磁珠

上, 经过2~4轮“孵育-洗涤-洗脱-扩增”的循环, 实现对

特异性结合噬菌体的富集. 其应用领域呈现高度多元

化特征. 在临床诊断方向, 适用于传染性病毒(如新型

冠状病毒、流感病毒)的快速检测; 在食品安全监测方

面, 适用于食源性致病菌的快速高灵敏检测
[57]; 在环

境分析领域, 可拓展至农药残留、生物毒素(黄曲霉毒

素、赭曲霉毒素等)及重金属离子的检测
[58]. 该技术的

突出优势在于操作简单、筛选周期短、成本低且无需

动物免疫即可获取针对隐蔽表位或小分子靶标的配

体. 然而, 该技术依赖原核表达系统, 对需要真核翻译

后修饰的膜蛋白等靶标的筛选存在一定局限性; 此外,
多价展示的方式也可能导致对抗体亲和力的评估产生

偏差
[59].
酵母表面展示技术是近年来最为广泛使用的真核

蛋白表达系统, 以酿酒酵母为宿主细胞, 其分子层面的

基础源于细胞壁锚定展示系统的构建. 通过将VHH基
因与细胞壁蛋白Aga2p融合表达, 并利用二硫键与锚

定蛋白Aga1p结合, 实现纳米抗体在酵母表面的展示.
筛选过程采用荧光标记的抗原与酶促共价标记(如酰

基载体蛋白、S6标签), 结合荧光激活细胞分选术, 可

对高活性克隆进行高效分离
[60]. 利用酵母表面展示技

术, 可以高效筛选肿瘤相关抗原的特异性纳米抗体,
并实现亲和力成熟与功能验证. 在肿瘤精准诊断、分

子影像探针研制、靶向药物开发及蛋白质结构研究等

应用场景中发挥重要作用. 酵母表面展示技术能够同

步评估纳米抗体的表达水平和结合特异性, 并凭借真

核细胞的折叠环境, 实现对构象复杂靶标的正确折叠

与表面展示
[61]. 然而, 酵母系统的转化效率相对有限,

文库规模多局限于107~109个克隆. 当该方法应用于膜

蛋白筛选时, 会因膜蛋白固有的低稳定性及其较小的

活性结合表面而面临更大的挑战
[62].

核糖体/mRNA展示技术是一种不依赖细胞转化

的体外筛选方法. 其原理建立于VHH保守框架区的序

列分析基础之上, 通过提取天然库中框架区的共有模

式, 经优化后获得通用支架; 将随机化CDR区嵌入该

支架, 以重叠延伸PCR组装线性DNA文库. 文库经体

外转录翻译后, 因mRNA携带间隔序列阻碍核糖体解

离, 形成核糖体-mRNA-纳米抗体三元复合物. 该复合

物与固相抗原孵育, 经洗涤去除非特异性结合, 目标分

子通过乙二胺四乙酸介导的核糖体解离实现mRNA回
收, 后续PCR扩增可完成筛选循环或亲和力成熟. 该技

术适用于无需动物免疫的高亲和力纳米抗体开发. 应

用场景涵盖蛋白结晶辅助、诊断探针构建、肿瘤及感

染性疾病治疗性抗体研发, 对毒性抗原、难免疫抗原

的试剂制备具有特殊价值. 该技术可构建1012量级的

高多样性文库, 筛选效率高, 周期可压缩至2~3周[63].
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, 同时操作

流程的复杂性和高昂的成本, 使其长期局限于基础研

究领域, 难以在常规实验室或高通量工业应用中推

广
[64].
针对上述局限, 近年来涌现的新技术从不同维度

推动了筛选效率与精准度的跃升. 其中, NestLink技术

通过将纳米抗体与特异性条形码肽共价连接, 结合深

度测序与质谱分析, 能够直接定量各克隆的解离速率,
避免了繁琐的逐克隆验证过程

[65]. 这一策略不仅显著

提升了筛选通量, 还为抗体动力学参数的精准解析提

供了技术支撑. 由此可见, 纳米抗体筛选技术正经历

从“功能实现”到“效能优化”的深刻变革. 随着多学科

技术的交叉渗透, 未来的筛选平台将更具智能化、集

成化与普适化特征, 为疾病标志物检测、靶向治疗及

基础研究提供更高效、更精准的工具支撑.

3 纳米抗体的疾病检测应用

3.1 基于纳米抗体的传统检测方法

传统抗体在检测中常受限于灵敏度波动与保存稳
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定性不足的问题, 相比之下, 纳米抗体因其结构紧凑、

高亲和力、耐极端环境等特性, 构建了高灵敏度、高

稳健性的新型检测体系. 本节聚焦传统检测方法, 主

要对单克隆抗体体系进行优化, 采用VHH片段替代单

克隆抗体, 在维持操作简便、成本较低等特点的基础

上, 提升检测灵敏度与特异性
[66].

在ELISA中, Barreto等[67]
通过免疫羊驼构建VHH

文库, 筛选获得针对肝片吸虫排泄分泌抗原(excreted-
secreted antigen 1, ES1)的特异性纳米抗体VHH-ES1.
该纳米抗体分子量仅为15.3 kDa, 可经由大肠杆菌体系

实现低成本、高效率的表达生产,兼具优异的稳定性与

环境耐受能力;在检测性能方面,纳米抗体对肝片吸虫

ES1抗原的响应于50~5000 ng mL−1
浓度区间内呈现良

好线性关系(R2=0.99), 在磷酸盐缓冲液中的检测下限

为31.11 ng mL−1, 于人血清样本中则为171.92 ng mL−1,
特异性表现优异且无交叉反应现象. 为该人兽共患病

的筛查提供了一种经济可行的检测手段. 在单克隆抗

体及市售胶体金试剂为技术基础的流感病毒检测体系

中, 由于抗体本身广谱识别能力不足、检测灵敏度偏

低、难以实现多亚型全覆盖等固有缺陷. 王飞等
[68]

通

过筛选数据库获得甲型流感病毒核蛋白的纳米抗体基

因, 经重组表达得到广谱性抗体KV108, 该抗体可特异

性结合H1、H3、H5、H7及H9等多种亚型, 对核衣壳

蛋白抗原的亲和力常数达5.94×10−9 M, 作为捕获抗

体时空间位阻效应显著降低, 基于此构建的双抗体夹

心ELISA检测体系灵敏度达110~403 PFU mL−1. 相较

于商品化胶体金试剂, 该检测技术在广谱识别能力、

检测灵敏度及抗体配对适配性等方面均展现出独特优

势, 为流感病毒早期监测提供了优化方案. 以肾脏疾病

诊断标志物胱抑素C为例, Jiang等[69]
通过将杂交瘤技

术与噬菌体展示技术联用, 筛选获得3株高亲和力鼠

源单克隆抗体与4株特异性纳米抗体, 利用最优配对

组合5F2-P-3-2并采用双抗体夹心ELISA, 其检测下限

低至0.5 ng mL−1, 线性范围为0.5~31.3 ng mL−1 (图2a),
批内变异系数CV<15%, 回收率介于94.4%~107.2%之

间, 建立了高性能的血清与尿液中人胱抑素C的检测

方法, 可对血清及尿液样本中胱抑素C的实现精准定

量. 纳米抗体联合单克隆抗体的检测技术在小分子标

志物表位配对、检测灵敏度及方法稳定性等方面展现

出显著优势, 为早期肾损伤筛查提供了关键的检测手

段. 在针对微粒体环氧化物水解酶的纳米抗体检测体

系中, 其性能也优于传统方法. 研究者通过免疫羊驼

构建噬菌体展示库, 经亲和淘洗筛选获得靶向人微粒

体环氧化物水解酶的纳米抗体, 基于此抗体建立的系

列ELISA方案中(图2b), 生物偶联聚合辣根过氧化物

酶催化放大系统的夹心法表现尤为突出, 其最低检出

浓度达12 pg mL−1, 较常规方法灵敏度提升了28倍, 对
人微粒体环氧化物水解酶表现出高特异性, 交叉反应

率<0.11%, 人血浆及组织样本加标回收率为73%
~126%, 为肝功能评估提供了新选择

[70]. 王新婷等
[71]

通过免疫双峰驼, 经由大肠杆菌体系实现可溶性表达,
产物纯度接近90%, 获得靶向癌胚抗原(carcinoembryo-
nic antigen, CEA)的3G2与3F4纳米抗体, 且经ELISA证
实二者可高特异性结合于CEA的不同表位. 基于此, 以
3F4为捕获抗体、3G2为检测抗体, 成功建立双纳米抗

体夹心EL ISA方法 , 对溶液中CEA的检测限达

1.8 ng mL−1, 表现出与单克隆抗体ELISA相当的灵敏

度, 且生产成本更低、化学修饰更为便捷, 更易于适配

快速检测场景.
在其他免疫分析方法中, Fatima等[72]

针对登革热

病毒2型, 设计了基于纳米抗体P2的侧向流免疫层析

法(lateral flow immunoassay, LFIA), 该试纸在抗原结

合能力、诊断效能等层面实现了进一步的提升: VHH
抗体因其较长的CDR3,可深入结合抗原的隐蔽表位口

袋, 其KD值达2.79×10−8 M, 显著优于单抗3B3的
5.74×10−6 M. 纳米抗体检测体系的检测下限低至

4.5 ng mL−1, 同时特异性高达99.50%, 明显优于单抗

试纸及市售商品化试剂盒(9 ng mL−1). 纳米抗体检测

技术在抗原识别精准度、检测灵敏度、诊断特异性等

关键方面展现出显著优势, 更契合登革病毒现场即时

诊断与早期筛查的应用需求. 此外, 针对鼠疫耶尔森

菌低钙应答V抗原的VHH也显示出良好应用潜力 .
Wang等[73]

采用半合成策略, 构建了骆驼纳米抗体文库

(图2c), 可快速筛选获得4株可特异性识别鼠疫V270抗
原的纳米抗体. 选取VHH1与VHH4两株抗体作为识别

元件, 并偶联至乳胶微球并集成于LFIA试纸条上, 可

实现低浓度鼠疫V270抗原的稳定检测, 检测限低至

0.05 ng mL−1, 且试纸条成本低廉, 在室温储存6个月

后性能仍保持稳定, 更适用于鼠疫疫情突发应急及现

场快速检测的实际需求. 在多发性骨髓瘤检测方面,
分化簇38特异性纳米抗体JK36能够识别传统抗体无

法触及的隐蔽表位, 采用流式细胞术, 在达雷妥尤单抗
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治疗后的81例患者样本中实现了91%的分化簇38
(cluster of differentiation 38, CD38)检出率,远高于常规

抗体的8% (图2d), 为治疗后残留病灶的监测提供了关

键技术支撑
[74]. 针对高表达于肝癌、肺癌细胞表面的

葡萄糖调节蛋白78, 纳米抗体V80通过免疫荧光检测,
可特异性结合肿瘤细胞表面C端结构域, 亲和力常数

达2.1×10−7 M, 可清晰识别人肝癌细胞、人肺腺癌细

胞等阳性肿瘤细胞, 无交叉反应且兼具分子量小、组

织穿透性强、原核表达简便等, 为肿瘤的体外筛查提

供了新的检测手段
[75].

总结起来, 纳米抗体凭借其较高亲和力与稳定性,
基于ELISA、免疫层析试纸条等技术手段, 在维持操

作简便、成本较低等特点的基础上, 在检出限、线性

范围、特异性等方面表现更强, 假阳性率低于单克隆

抗体体系, 且具备良好的耐基质干扰能力, 适用于血

清、尿液及组织等复杂生物样本. 尽管如此, 纳米抗

体也并非传统单克隆抗体的全面替代者, 两者优势互

补、协同发展, 进一步推动构建更高灵敏度、更广适

用性与更稳定可靠的新一代免疫检测体系, 为完善现

有诊断体系提供持续助力.

3.2 纳米抗体融合蛋白策略

采用VHH片段替代单克隆抗体的传统检测方法

往往存在信号放大能力弱以及在复杂样本中稳定性易

受这些问题影响. 为克服这些局限, 通过基因工程手段

将纳米抗体与报告酶、定向固定标签等蛋白进行重组

融合, 发展了纳米抗体融合蛋白策略, 实现靶向识别与

信号输出的一体化
[76].

图 2 (网络版彩图)基于纳米抗体的传统检测方法示意图. (a) VHHs亲和力的测定、双抗体夹心酶联免疫吸附测定的建立及
检测性能的确定

[69]. (b) 人微粒体环氧化物水解酶免疫测定实验中作为免疫探针的纳米抗体的示意图
[70]. (c) 半合成VHH库的

构建
[73]. (d) VHH克服达拉图单抗干扰检测多发性骨髓瘤患者CD38表达

[74]

Figure 2 (Color online) Schematic diagram of traditional detection methods based on nanobodies. (a) Construction of the semi-synthetic VHH
library [69]. (b) Determination of VHHs’ Affinity, the establishment of double-antibody-sandwich enzyme-linked immunosorbent assay and
determination of assay properties [70]. (c) A diagram of the nanobodies as immunoprobes in ELISAs for human microsomal epoxide hydrolase [73].
(d) VHH overcomes the interference of daratumumab on the detection of CD38 expression in patients with multiple myeloma [74].
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在各类融合策略中, 报告酶融合是目前较为成熟

的方向. 例如, Liu等[77]
利用柔性连接子将靶向SARS-

CoV-2刺突蛋白RBD的纳米抗体Nb61与碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, ALP)融合, 构建出兼具抗原识别

与催化活性的单一蛋白. 基于此建立的夹心型荧光酶

免疫分析法实现了病毒蛋白快速、准确的检测, 为疫

情防控提供了有效工具. Su等[78]
针对肝癌标志物甲胎

蛋白(alpha-fetoprotein, AFP), 将特异性纳米抗体A1与
ALP融合, 借助酶促级联反应放大检测信号, 开发出高

灵敏度的比色免疫分析方法(图3a). 在检测体系中,
A1-ALP可催化抗坏血酸-2-磷酸水解生成抗坏血酸

(ascorbic acid, AA), 后者能还原MnO2纳米片, 抑制其

氧化3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(3,3′,5,5′-tetramethylbenzi-
dine, TMB)的能力, 从而导致体系在650 nm处吸光度

下降, 且下降程度与AFP浓度相关, 显著改善了传统酶

标抗体稳定性差、制备步骤复杂等问题. 此外, 酶级联

放大免疫测定法检测限为0.148 ng mL−1, 较传统对硝

基苯磷酸酯法(检测限为2.776 ng mL−1)的灵敏度提升

18.7倍. 在定向固定融合中, Sun等[79]
将识别AFP的纳

米抗体与链霉亲和素(streptavidin-binding peptide,
SBP)融合, 获得具有双功能结构的A1-SBP融合蛋白,
该融合蛋白作为检测抗体, 其SBP标签可与后续加入

的链霉亲和素-聚合辣根过氧化物酶结合(图3b). 由于

每个聚合辣根过氧化物酶分子上偶联有多个辣根过氧

化物酶单元, 可在单一免疫结合事件中引入更多酶分

子, 从而实现信号的显著放大. 为解决纳米抗体在侧

向流动免疫分析中因尺寸小、膜吸附效率低而导致的

灵敏度受限问题, Xiao等[80]
发展了一种基于正交共价

结合系统的多价组装策略. 该策略以四聚化螺旋结构

为中心支架, 利用SpyTag/SpyCatcher与Im7/CL7两套

高效偶联系统, 实现纳米抗体的定向组装. 具体而言,
两种分别识别SARS-CoV-2核衣壳蛋白不同结构域的

纳米抗体, 被分别融合SpyTag或Im7标签; 而对应的结

合配偶体SpyCatcher与CL7则与四聚化螺旋融合, 通过

简单的体外混合, 即可驱动纳米抗体共价且定向地组

装到支架上, 形成结构明确的双Y型多聚体. 这一结构

在增加抗原结合位点的同时有效降低了解离速率, 大

幅提升了侧向流动免疫检测的灵敏度, 突破了传统方

法中吸附效率低的技术瓶颈. Guo等[81]
通过SpyTag/

SpyCatcher自组装技术, 将抗SARS-CoV-2、抗中东呼

吸综合征冠状病毒的纳米抗体与SpyCatcher融合, 以

电化学器件将抗原与抗体的结合转为可测电信号. 相

比传统方法, 此方法仅需5 μL样本, 无需预处理, 孵育

时间仅为10 min, 可对SARS-CoV-2 S1蛋白实现低至

1.8×10−20 M的检测限, 动态检测范围覆盖10个数量级,
在唾液、血清及鼻咽拭子等复杂基质中显示高特

异性.
多聚化融合策略则通过引入自组装结构域为增强

纳米抗体功能提供了有效途径. Su等[82]
制备了七聚体

纳米抗体-碱性磷酸酶融合蛋白. 该蛋白的核心为靶向

AFP纳米抗体,其与AP及补体成分4结合蛋白α链(com-
plement component 4 binding protein alpha chain,
C4bpα)结构域遗传融合. C4bpα结构域通过半胱氨酸

及两亲性螺旋介导自组装, 形成七聚体结构(图3c), 实
现了纳米抗体的多价化呈现, 大幅提升抗原结合力(约
2.4倍). 同时, 纳米抗体和碱性磷酸酶通过融合蛋白共

价连在一起, 可同步实现识别抗原和放大信号. 融合蛋

白与AFP结合后, ALP催化底物水解生成AA.随后, 锰-
铁层状双金属氢氧化物(manganese-iron layered double
hydroxide, Mn-Fe LDH)纳米片催化AA与邻苯二胺反

应, 其产物最大荧光发射峰为425 nm, 同时, 该纳米片

同步氧化邻苯二胺,在565 nm处发出信号.两波长荧光

强度比值同AFP浓度呈正相关, 检测限0.013 ng mL−1,
构建了具有内置校正能力的比率荧光体系, 有效抵消

环境与仪器波动, 实现超灵敏检测, 灵敏度较传统纳

米抗体-碱性磷酸酶比色法提升37~213倍, 可用于肝癌

早期诊断. Gu等[83]
则构建了五聚体纳米抗体免疫分析

体系, 用于癌胚抗原相关细胞黏附分子5的检测. 研究

者将纳米抗体Nb3与志贺毒素1的B亚单位(verotoxin 1
subunit B, VT1B)融合, 利用VT1B的自组装特性驱动

多价结合界面形成, 使Nb3以五价形式展示在同一个

支架上, 获得五聚体探针Nb3-VT1B, 结合亲和力较未

修饰五聚体Nb3提升了超30倍, 达1.279×10−11 M, 还可

以识别癌胚抗原相关细胞黏附分子5的不同结构域, 提
高了对抗原的捕获效率. 通过分选酶将异硫氰酸荧光

素标签精确链接到五聚体纳米抗体的C末端, 可有效

避免因随机化学标记导致的活性损失. 同时五聚体结

构本身增强蛋白的刚性, 提升了热稳定性和有机溶剂

耐受性. 在检测体系中, 双特异性纳米抗体融合蛋白

修饰微孔板以捕获抗原, 异硫氰酸荧光素标记五聚体

纳米抗体作为信号探针, 产生级联荧光放大效应. 该

方法线性范围为0.625~160 ng mL− 1 , 检出限为
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0.52 ng mL−1, 灵敏度较传统方法提升24倍.
此外, 纳米抗体与生物发光或荧光报告分子的融

合也展示出良好的应用潜力. Yu等[84]
将特异性识别磷

脂酰肌醇蛋白聚糖-3 (glypican-3, GPC3)的纳米抗体

GPN2与小型纳米萤光素酶(nanoluciferase, NLuc)进行

遗传融合, 构建得到既能特异性结合GPC3、又可催化

底物产生生物发光信号的双功能融合蛋白GPN2-

NLuc (图3d). 该融合蛋白可直接作为检测抗体, 与抗

GPC3多克隆抗体捕获抗体配对, 建立一步式生物发光

酶免疫测定法(bioluminescent enzyme immunoassay,
BLEIA), 可有效区分肝癌患者与正常人. He等[85]

构建

了一种基于纳米抗体与分裂纳米萤光素酶(nanoluc
binary technology, NanoBiT)融合的“混合即读”型均相

免疫分析法. 选取了两株识别人可溶性环氧化物水解

图 3 (网络版彩图)纳米抗体融合蛋白策略用于疾病检测示意图. (a) 基于Nb-ALP和MnO2纳米片的酶级联放大免疫分析测定
AFP示意图

[78]. (b) SA-polyHRP作为示踪剂放大信号提高比色ELISA灵敏度示意图
[79]. (c) 基于Mn-Fe LDH的比率荧光传感系

统的构建用于检测A1-C4bpα-AP示意图
[82]. (d) 基于纳米抗体的夹心均相裂解型萤光素酶检测法检测人可溶性环氧化物水解

酶的方案
[84]. (e) 开发用于快速定量检测FGL1的发光NBNB生物传感器

[85]. (f) 抗GPC3纳米抗体与BLEIA的分离技术用于检测
血清中的GPC3[86]

Figure 3 (Color online) Schematic diagram of the nanobody fusion protein strategy for disease detection. (a) Schematic diagram of enzyme cascade-
amplified immunoassay based on Nb-ALP and MnO2 nanoflakes for the determination of AFP [78]. (b) The schematic diagram of SA-polyHRP as
tracer for signal amplification to improve the sensitivity of colorimetric ELISA [79]. (c) Schematic diagram of the construction of a ratio fluorescence
sensing system based on Mn-Fe LDH for the detection of A1-C4bpα-AP [82]. (d) Scheme of the nanobody-based sandwich homogeneous split-
luciferase assay for the rapid detection of human soluble epoxide hydrolase [84]. (e) Development of luminescent NBNB biosensors for rapid and
quantitative detection of FGL1 [85]. (f) The isolation of anti-GPC3 nanobody and BLEIA for detection of GPC3 in serum [86].
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酶(soluble epoxide hydrolase, sEH)不同表位的纳米抗

体A1与A9,分别与NanoBiT的大亚基(large binary tech-
nology, LgBiT)及小亚基(small binary technology,
SmBiT)进行遗传融合, 并系统考察了融合方向(N端或

C端连接)对检测性能的影响(图3e). 结果表明, 由

SmBiT-A9与A9-LgBiT构成的配对在sEH存在时能高

效重构荧光素酶活性, 产生强烈的生物发光信号, 且背

景信号极低. 该方法操作简便, 无需洗涤步骤, 全程仅

需约30 min, 适用于sEH的快速检测. 针对食管癌标志

物纤维蛋白原样蛋白1 (fibrinogen-like protein 1,
FGL1), 研究者开发了NanoBiT-双纳米抗体融合传感

器(nanobit-conjugated dual nanobodies biosensors,
NBNB). 该传感器热稳定性好、特异性强, 已成功用

于临床血清样本分析, 与CEA联合检测可进一步提高

早期诊断的准确性(图3f)[86]. 综上, 基于纳米抗体的融

合策略兼具操作简便与特异性强的优势, 具有良好的

临床转化前景.
纳米抗体融合蛋白技术克服了传统抗体-酶化学

偶联中修饰异质性与生物活性衰减的技术痛点, 实现

了从传统免疫分析向一体化、高灵敏、快检模式的转

变.但该策略也存在一些缺陷, 如多价组装过程易诱发

分子间聚集、结构域未正确折叠、背景泄漏等问题.
上述制约使该技术目前仍处于实验室向床旁即时检验、

大规模人群筛查及液体活检标准化应用过渡的临界期.

3.3 纳米抗体-纳米材料偶联物

除了基因融合策略, 将纳米抗体与功能性纳米材

料(如金纳米颗粒、量子点、磁性纳米颗粒等)进行偶

联, 是提升检测性能的重要途径.
在贵金属材料偶联方面, Li等[87]

报道了一种电化

学免疫传感方法, 利用纳米抗体七聚体与金纳米颗

粒负载的沸石咪唑酯骨架结构材料-8复合材料(gold
nanoparticles@zeolitic imidazolate framework-8,
Au NPs@ZIF-8)检测AFP. 研究者将AFP特异性纳米抗体

(A1)同C4bpα融合, 通过二硫键介导的自组装形成七

聚体探针, 提升AFP捕获能力(图4a). 多壁碳纳米管修

饰玻碳电极后负载Au NPs@ZIF-8作为固相载体, 固定

大量七聚体探针. 该传感器线性范围0.0001~100 ng mL−1,
检出限0.033 pg mL−1, 为肿瘤标志物检测提供可行路

径. Tang等[88]
通过在氨基化树枝状介孔二氧化硅表面

原位生长Au NPs, 形成多孔金纳米簇以增加活性位

点. 该体系结合靶向存活蛋白的纳米抗体, 实现对膀

胱癌尿液标志物人胱抑素C的高灵敏、无创检测, 有

效克服了传统试纸条灵敏度不足的问题. 链霉亲和素

包被的Au NPs同样可作为高效载体
[89]. 通过AviTag介

导的定点生物素化, 将靶向埃博拉病毒与新型冠状病

毒的共结合纳米抗体定向固定, 形成多价结合界面,
在保持抗体活性的同时增强了抗原富集能力(图4b).
该体系基于抗原介导的Au NPs交联聚集与沉降这一

物理过程, 无需标记、洗涤或酶促放大, 即可将抗原

结合信号转化为溶液消光变化, 进而实现光谱或便携

电子学读出. Wang等[90]
报道一种基于表面增强拉曼散

射(surface-enhanced raman scattering, SERS)的检测策

略, 采用4-巯基苯甲酸修饰金银合金纳米盒, 随后借助

交联剂将靶向新型冠状病毒刺突蛋白RBD的多价纳

米抗体mNb21进行偶联, 由此构建出多价探针MVP21.
该探针凭借金-银合金纳米盒SERS活性, 对新型冠状

病毒刺突蛋白RBD的检测限可达2.23 ng mL−1. 将此

探针进一步集成至微流控芯片, 即可形成SERS-微流

控检测平台. 在临床鼻咽拭子样本测试中, 该系统对

SARS-CoV-2刺突蛋白及完整病毒的检测结果与实时

荧光定量逆转录聚合酶链式反应结果一致性为84.6%,
显示出良好的快速检测潜力. Ren等[91]

构建了Au-TiO2

纳米复合材料负载葡萄糖氧化酶(glucose oxidase,
GOD)与检测抗体Nb05的功能化标志物(Au-TiO2@
GOD@anti-ApoE Nb05), 用于阿尔茨海默病的早期诊

断, 通过Ti–O键与GOD的黄素腺嘌呤二核苷酸协同作

用实现酶的高效负载,显著放大催化信号;同时其大比

表面积实现了多价抗体结合, 增强了识别效率. 线性范

围1.0 pg mL−1~10 ng mL−1, 检测限低至0.42 pg mL−1, 兼
具裸眼可视化与软件定量能力, 与ELISA结果高度一致.

在其他纳米材料偶联方面, Chen等[92]
构建了用于

检测卵巢癌标志物人附睾蛋白4 (human epididymis
protein 4, HE4)的光电化学免疫传感器. 该传感器以纳

米抗体修饰的卟啉基金属有机框架纳米球为探针, 利

用其光电特性放大信号, 形成“信号开启”检测模式(图4c).
该传感器在临床样本区分中表现出高特异性和稳定

性, 检测结果与常规电化学发光方法具有良好的一致

性. 在受体蛋白检测方面
[93], 研究者利用量子点与带

组氨酸标签纳米抗体之间的特异性相互作用, 基于荧

光共振能量转移信号的变化, 实现对表皮生长因子受

体的快速、灵敏检测, 满足临床监测需求. Giménez
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图 4 (网络版彩图)纳米抗体偶联纳米材料用于疾病检测示意图. (a) 基于AuNPs@ZIF-8纳米复合材料和A1-C4bp七聚体的免
疫传感器制备过程示意图

[87]. (b) Nano2RED检测开发和表征示意图
[89]. (c) Nb3@nPCN-224的制备示意图

[92]. (d) Nb11和Nb55
功能化GFET生物传感器对HEV-3 ORF2加标血清样本的检测信号响应对比示意图

[94]

Figure 4 (Color online) Schematic diagram of disease detection using nanobody-conjugated nanomaterials. (a) Schematic diagram of the fabrication
process of immunosensor based on AuNPs@ZIF-8 nano-composite and A1-C4bp heptamer [87]. (b) Overview of Nano2RED assay development and
characterizations [89]. (c) Scheme for the preparation of Nb3@nPCN-224 [92]. (d) Schematic diagram comparing the detection signal responses of
Nb11 and Nb55 functionalized GFET biosensors to spiked serum samples of HEV-3 ORF2 [94].
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等
[94]

选择石墨烯场效应晶体管(graphene field-effect
transistor, GFET)作为平台, 通过非共价方式对靶向戊

型肝炎病毒开放阅读框2蛋白(hepatitis E virus open
reading frame 2 protein, HEV ORF2p)的纳米抗体加以

固定, 并辅以聚乙二醇修饰抑制非特异性吸附, 由此实

现对HEV抗原的高特异性数字化检测(图4d).
综上, 纳米材料不仅可作为高比表面积的载体, 富

集纳米抗体以增强识别与捕获效率; 更能凭借其独特

的光学、电学及催化等性质, 进行信号放大, 配合纳

米抗体的高特异性识别能力, 突破了传统抗体在稳定

性、灵敏度、适配性上的核心瓶颈, 在疾病早期诊

断、动态监测、即时检测中展现出不可替代的优势.
但目前该策略多处于实验室研发阶段, 针对临床真实

样本的大样本验证、长期稳定性测试及标准化检测流

程尚未完善, 商业化转化仍需优化成本与工艺.

3.4 纳米抗体用于疾病标志物检测的研究热点与
可视化分析

为了更加全面和直观地展示纳米抗体在疾病标志

物检测中的研究进展, 对近10年该领域的文章进行了

统计分析(图5a). 基于Web of Science核心馆藏的数据

搜集, 发文量从2015年的约30篇稳步攀升至2025年的

220篇以上, 年均增长率超过20%; 同期引用量更是从

不足1000次跃升至6000余次, 反映出该领域不仅产出

规模扩大, 其学术影响力与关注度亦同步激增, 标志

着纳米抗体检测技术已从早期探索阶段进入成熟发展

期. 为了直观呈现该研究领域的知识结构与发展脉络,
对该领域的文献关键词进行计量网络分析(图5b), 从

聚类分布来看, 研究热点主要围绕五大方向展开: (1)
检测技术层面, 酶联免疫吸附测定、电化学免疫传感

器、侧向层析免疫分析及免疫层析试纸条等方法占据

主导地位, 信号放大策略与荧光、酶标记等标记技术

被广泛采用以提升检测灵敏度; (2) 纳米抗体自身特

性, 高亲和力、高特异性、单域结构带来的良好组织

穿透性以及通过高通量筛选技术进行亲和力成熟和定

向筛选的制备优势, 构成了其替代传统抗体的理论基

础; (3) 疾病应用领域, 乳腺癌、前列腺癌、多发性骨

髓瘤等实体肿瘤标志物的检测是研究重点, 同时新型

冠状病毒感染等感染性疾病的诊断应用亦受到关注,
体现了纳米抗体在肿瘤学与感染病学中的价值; (4) 融
合蛋白策略, 通过将纳米抗体与碱性磷酸酶、绿色荧

光蛋白等报告分子构建为融合蛋白, 实现了检测信号

的直接放大与一步法快速检测, 简化了传统标记流程

并提高了检测效率; (5) 新型材料融合, 石墨烯氧化

物、纳米粒子、量子点等纳米材料与纳米抗体的偶联

显著拓展了生物传感器, 为新型体外诊断试剂的开发

提供了重要的理论依据与技术参考.

4 总结与展望

本文系统梳理了纳米抗体在疾病标志物检测领域

的研究进展, 重点围绕传统免疫检测方法、融合蛋白

图 5 (网络版彩图) (a) 纳米抗体疾病检测技术的年度出版物和引文. (b) 基于1077篇文献的计量网络分析
Figure 5 (Color online) (a) Annual publications and citations of nanobody disease detection technology. (b) Bibliometric network analysis based on
1077 documents.
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策略以及纳米材料偶联体系三个方面, 详细阐述了相

关技术的发展现状与应用优势, 这些方法为未来发展

高灵敏、高特异性、快速的检测方法提供了新思路.
尽管纳米抗体在疾病标志物检测技术中的应用已取得

重要进展, 但仍面临诸多挑战. 从纳米抗体工程化角度

来说, 现有纳米抗体的亲和力与稳定性仍需提升, 每一

种常规文库的构建和筛选手段都具有不同的优势和不

足, 目前尚无高效、单一的技术可保证高产量的纳米

抗体的生产和筛选. 从疾病标志物检测的角度分析,
目前单一检测模式对复杂样本基质效应的消除能力有

限, 缺乏支持多靶标联合检测的完整技术平台, 同时依

赖于大型复杂仪器的检测模式, 难以满足临床多样

本、多指标、快速分析的实际需求.
随着人工智能等新兴技术的迅猛发展, 纳米抗体

工程化未来的发展趋势迈向“去动物化、高通量、高

通用性、精准化及与人工智能深度融合”的新阶段. 未
来发展趋势主要体现在以下两个维度: (1) 发展多技术

融合的混合筛选策略, 通过整合噬菌体展示、酵母展

示、核糖体/mRNA展示等平台, 可突破单一筛选技术

的固有局限, 充分发挥不同展示系统在表达效率、折

叠环境及翻译后修饰方面的差异化优势, 有效提升纳

米抗体的富集效率与筛选成功率; (2) 借助计算结构

生物学与人工智能方法, 理性设计与改造纳米抗体,
优化纳米抗体结构以增强与靶抗原的结合亲和力, 推

动序列设计、文库构建及筛选流程向一体化、自动化

方向发展, 压缩构建周期、降低经济成本, 构建从自然

筛选到理性设计的纳米抗体工程化新路径. 在疾病标

志物检测方面, 结合纳米抗体可推动多种新型检测方

法的实际应用: (1) 构建多模态集成检测平台, 融合表

面荧光、等离子体共振、电化学、光电化学、拉曼散

射等信号机制, 凭借纳米抗体尺寸紧凑、易于定点修

饰及高稳定性等优势, 充分利用不同信号模态的优势

互补, 实现对复杂生物样本中多个疾病标志物的同

步、实时、高灵敏分析, 应用于肿瘤多标志物联合检

测、感染性疾病快速分型等复杂场景; (2) 搭建便携

式即时检测系统. 发展纳米抗体修饰的试纸条、微流

控芯片及可穿戴传感装置, 与智能手机等便携式读值

设备深度结合, 以适配基层医疗、突发疫情现场及居

家自我筛查等多元化即时检测需求.
通过上述两个层面的协同突破, 纳米抗体有望在

精准诊断、即时检测、活体监测等应用场景实现持续

突破, 进而引领疾病检测向灵敏度更高、速度更快、

便携性更强、普及程度更广的方向演进, 为疾病早期

预警与精准医疗提供有力工具.
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Abstract: The precise detection of disease markers is crucial for the early diagnosis of diseases, disease monitoring,
and the evaluation of treatment effects. Nanobodies, distinct from traditional antibodies, possess advantages such as
small size, good stability, and strong tissue penetration. In recent years, they have been widely applied in biomedicine
and therapy, biomedical research, and in vitro diagnosis and detection. This article focuses on the outstanding
advantages of nanobodies in disease marker detection, such as high sensitivity, high specificity, and shorter response
time. It reviews the representative research progress of nanobodies in disease marker detection, analyzes and
summarizes the structural advantages of nanobodies and their efficient development strategies and techniques, lists the
applications of nanobodies in traditional detection, fusion protein strategies, and nanomaterial coupling, analyzes the
challenges faced by nanobodies in disease marker detection applications, and looks forward to their future development
prospects.
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