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摘要:主要阐述了纳米抗体的结构、特性及其在真菌毒

素、农兽药残留、小分子有毒物质等小分子污染物检测方

面的应用,并对纳米抗体在生物检测技术及诊断研究中

的发展方向进行了展望.
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Abstract:ThestructureandcharacteristicsofnanoＧantibodyand

theirapplicationsinthedetectionofmycotoxins,pesticideand

veterinarydrugresidues,smallmoleculetoxicsubstancesand

other small molecule pollutants were introduced,and the

developmentdirectionofnanoＧantibodyin biologicaldetection

technologyanddiagnosisresearchwasprospected．

Keywords:nano antibody; detection; mycotoxin; pesticide

residues;veterinarydrugresidue

酶联免疫吸附法(ELISA)是中国食品安全快速检测

中应用的主要方法,对其研究主要集中于真菌毒素[１－２]、

农兽药残留[３－６]、食品污染物等[７－１０]方面.这类产品多

数可以在３０min内完成定量或半定量检测.免疫检测研

究主要是基于单克隆抗体,但小分子的单克隆抗体制备

难度大,假阳性和假阴性率高,价格昂贵,不易保藏.因

此,各种类型小分子功能抗体的开发是目前免疫分析研

究的重点,其中纳米抗体(Nanobody,Nb)具有相对分子

量低、对热以及化学试剂等有较高的耐受能力和易表达

改造等优势[１１].研究拟对纳米抗体的特性及其在小分子

污染物检测方面的应用进行综述,展望纳米抗体在生物

检测技术及诊断研究中的发展.

１　纳米抗体的结构及其特性

Nb较传统抗体发现较晚,感染或者免疫过的单峰骆

驼的免疫反应会产生普通的抗体IgG及仅有重链的抗体

(HcAb),这两种类型的抗体均有与抗原结合的能力.

HcAb只包含一个重链可变区(VHH)以及 CH２、CH３两

个常规区,其分子量约为９０kDa,比传统IgG的１５０kDa
小得多.VHH 的分子量只有１５kDa,因此也被称作 Nb.

VHH 易于进行基因操作获得较多的单价、双价和多价

Nb,比传统抗体具有更广泛的用途[１２－１５].目前发现能产

生 Nb的免疫动物除单峰骆驼外,还有羊驼及鲨鱼等.目

前,被用作 Nb制备的最常用免疫动物为羊驼[１６－１７].Nb
除具有与原IgG抗体相当的结构稳定性以及与抗原的结

合活性外,还具有多项更优良的特点,Nb几乎完全克服了

传统抗体研发周期长、稳定性差、保存条件严格等缺陷;与
人工改造的单链抗体片段(scFv)不同,Nb不容易相互黏附

聚合成块,逐渐成为诊断试剂中的新兴力量[１８－１９],更具研

究和应用价值.各抗体结构示意图如图１所示.

１．１　分子小、亲和力强、水溶性好

Nb分子较很小,其产生的空间位阻小,有利于结合

一些隐蔽位点[２０].

　　Nb具有较强的亲和力与其结构域直接相关,如图２
所示,VHH的空间结构与常规抗体重链可变区(VH)相

图１　抗体结构示意图

Figure１　Diagramantibodystructure
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图２　VH 和 VHH 多肽结构示意图

Figure２　SchematicdiagramofVHandVHH

polypeptidestructure

似,由９个反向平行的β 折叠片层通过链间氢键和二硫

键连接在一起.Nb存在３个互补决定区(CDR),相较于

VH 较长,编号为CDR１、CDR２、CDR３,形成凸起结构,该
结构为其抗原结合位点.这３个CDR区域被４个序列相

对保守的骨架区(FR)分隔开,编号为 FR１、FR２、FR３、

FR４[２１].相比于人和小鼠 VH 中 CDR３区９~１２个氨基

酸[２２],VHH 的 CDR３区明显更长,单峰骆驼 VHH 中

CDR３的平均长度约为１７个氨基酸,大羊驼为１５个氨基

酸,甚至有超过２５个氨基酸长度的[２３－２４].Nb较长的

CDR３区域可以形成凸起的环形区域,潜在地增加了互补

位构象的多样性,弥补了CDR区数量较少所引起的抗原

结合力不足的缺陷[２５].

Nb的序列虽与常规抗体相似,但其具有更好的亲水

性,原因在于个别位点的差异,VH 中多为疏水的氨基酸,
但在 VHH 中变成了亲水的氨基酸,使得纳米抗体拥有

更好的可溶性[２６],具有更好的组织渗透力,能够进入肿瘤

组织内发挥作用,甚至还可以有效地穿透血脑屏障.

１．２　高热抗性

常规IgG抗体对高温耐受性差,容易发生不可逆的

热聚合而失活,对保存环境要求较高.相较于常规IgG
抗体,Nb大多具有很强的热抗性,在加热后能够重新折

叠,仍保存相当的抗体活性,利于长期保存[２７].Liu等[２８]

在开发赭曲霉毒素 A (OTA)的 NbＧELISA 方法时,对

OTA的纳米抗体(Nb１５、Nb２８、Nb３２、Nb３６)与 OTA 的

特异性单克隆抗体６H８进行了热稳定性比较,发现 OTA
的纳米抗体在９５℃暴露５min或９０℃暴露７５min后仍

能保持抗原结合活性.Bever等[２９]在采用羊驼 VHH 抗

体进行２,２′,４,４′Ｇ四溴二苯醚检测的开发与利用中发

现,高温条件(９５ ℃,１０min)下,羊驼 VHH 抗体仍保留

了＞５０％的抗体结合活性,而相对应的多克隆抗体活性

丧失.

Nb的稳定性与其内部存在的二硫键关系密切,FR１
和FR３之间存在保守二硫键,部分在 CDR３和 CDR１、

CDR３和CDR２之间还有额外二硫键[２１],保守二硫键以

及额外二硫建的存在增加了 CDR３区凸形结构的稳定

性.AkazawaＧOgawa等[３０]研究发现,Nb的耐热性随二

硫键数量的增加而降低.Hagihara等[３１]研究表明二硫

键是一种稳定抗体片段的方法,可通过约束蛋白质的未

折叠结构,从而提高折叠结构域的机械稳定性和构象稳

定性.

Linden等[３２]将抗原特异性的羊驼 VHH 抗体片段与

抗原特异性的小鼠单克隆抗体在特异性、亲和力和稳定

性方面进行比较发现,相对于抗原特异性的小鼠单克隆

抗体,抗原特异性的羊驼 VHH 片段具有极强的温度稳

定性.１/３的大羊驼 VHHs能够在高达９０ ℃的温度下

特异性结合抗原,而全部的小鼠单克隆抗体在该温度下

不起作用.

１．３　化学耐受性

甲醇、丙酮、乙腈和二甲基亚砜等化学试剂是样品提

取中的常用试剂,但常规IgG抗体化学耐受性较差,提取

液中化学试剂的残留会影响后期抗体结合能力,因此,筛
选出高化学耐受性的抗体可以简化前处理过程,减少目

标物的损耗,增强检测灵敏度.

He等[３３]对黄曲霉毒素 B１(AFB１)纳米抗体与特异

性单克隆抗体在有机溶剂和高温下的稳定性进行比较,
发现 Nb对甲醇、丙酮、乙腈和二甲基亚砜等有机溶剂耐

受性较好,并且基于 Nb对甲醇的高耐受性,样品提取物

采用不稀释的纳米 ELISA 分析,灵敏度得到了提 高.

Zhang等[３４]在建立对硫磷 VHHＧ碱性磷酸酶一步法dcＧ
FEIA时发现,对硫磷 Nb在４０％的甲醇、乙腈以及二甲

基亚砜中可保留５０％的活性.Zhang等[３５]研究发现克百

威 Nb对甲醇以及乙腈耐受性较好,可耐受５０％的甲醇

和３０％的乙腈.

１．４　低免疫原性

在基因序列层面,骆驼的 VHH 序列与人 VH３序列

同源度高[３６],加之 Nb的分子量较小,对人体造成的免疫

原性较弱.另一方面,Nb没有传统IgG抗体的 Fc段,可
以避免Fc段引起的补体反应[３７].

２　Nb在小分子污染物检测中的应用
小分子化合物(＜１０００Da)免疫检测研究中,先需要

与大分子蛋白等载体交联形成完全抗原,再免疫机体制

备多克隆抗体和单克隆抗体.这类传统抗体分析性能虽

然表现优异,但对温度或有机溶剂等稳定性欠佳,而 Nb
在温度耐受性以及化学耐受性方面都具有更明显的优

势.因此,Nb在小分子免疫检测领域的应用研究虽起步

较晚,但近些年报道逐渐增多,在真菌毒素、农兽药残留

以及小分子有毒污染物等检测中多有研究.

２．１　真菌毒素的免疫检测

受真菌毒素污染的农产品和食品会对人类和动物健

康造 成 严 重 危 害,甚 至 导 致 死 亡. 黄 曲 霉 毒 素 B１

(AFB１)、呕吐毒素(DON)等都属于真菌毒素.基于单克

隆抗体或者多克隆抗体建立的免疫检测方法在真菌毒素

检测中展现了优良的灵敏度、精确性,同时兼具使用方便

的优势,但传统抗体的局限限制了其进一步的发展,因
此,近些 年,对 Nb 在 真 菌 毒 素 检 测 领 域 进 行 了 大 量

７３２
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研究[３８－４０].
季艳伟[４１]针对赭曲霉毒素 A(OTA),采用从羊驼天

然纳米抗体文库中筛选获得的 OTA 抗独特型 Nb,以其

作为 OTA模拟抗原,建立了 ELISA方法;与化学合成抗

原所建立的方法进行比较,灵敏度较以往提高了１０倍.
吴慧[４２]以玉米赤霉稀酮(ZEN)为研究对象,建立了基于

噬菌体展示 Nb的ELISA检测方法.通过对试验中各参

数的 优 化,ZEN 的 添 加 回 收 率 可 以 达 到 ７１．７％ ~
１０２．２％.司睿等[４３]从抗微囊藻毒素(MCＧLR)噬菌体展

示 Nb文库中筛选,获得编号 M１１０的 Nb,以其为基础构

建了水体中 MCＧLR检测的间接竞争ELISA,并进行了方

法间验证,与超高效液相色谱—串联质谱(UPLCＧMS/MS)
方法的相关系数达０．９９８.曹冬梅等[４４]利用噬菌体展示技

术筛选获得了编号G８DE抗AFB１纳米抗体,将G８的基因

与碱性磷酸酶(AP)基因融合,基于 NbＧAP融合蛋白构建

了一步式ELISA方法,经测定检出限为２．６ng/mL.

２．２　农兽药残留的免疫检测

近年来,由于农兽药工业的快速发展和养殖过程中

抗药性的产生,农兽药用量逐年攀升,农兽药残留超标成

为食品安全的“顽疾”.Liu等[４５]基于羊驼免疫获得的

VHHC１和包被抗原 CBR２ＧBSA,建立了酶联免疫吸附

试验,用于谷物中西维因的检测.基于 VHH 的酶联免

疫吸附试验对谷物样品中西维因进行了简单提取和稀

释,具有良好的检测效果.Zhang等[３５]通过噬菌体展示

技术分离并获得了抗呋喃丹纳米抗体,建立了一种间接

竞争ELISA,可用于检测果蔬样品中的呋喃丹残留.结

果显示,采用简单的样品前处理程序,省去了有机溶剂的

蒸发等环节,可以获得与超高效液相色谱—质谱/质谱法

一致的结果.Zhang等[３４]构建了 VHH９Ｇ碱性磷酸酶融

合物(VHHＧAP),并用于建立１/２最大抑制浓度的一步

一步直接竞争荧光酶免疫分析(dcＧFEIA),通过对大白

菜、黄瓜和生菜样品的加标验证以及 UPLCＧMS/MS的结

果确认.结果表明,基于 VHHＧAP的dcＧFEIA是可重复

检测蔬菜样品中对硫磷残留的检测方法.高海岗等[４６]从

羊驼免疫库筛选、运用噬菌体展示技术获得抗孔雀石绿

(MG)纳米抗体,基于该抗体建立了孔雀石绿胶体金免疫

层析检测试纸条,检测结果与国标方法一致.

２．３　小分子有毒物质的免疫检测

Wang等[４７]利用驼峰单结构域抗体—碱性磷酸酶融

合蛋 白 (T３Ｇ１５ＧAP)一 步 免 疫 法 测 定 四 溴 双 酚 A
(TBBPA),环境温度下,以 T３Ｇ１５ＧAP为基础的试验至少

７０d内可观察到更高的结合稳定性.Fu等[４８]将骆驼脂

提取的 TBBPA特异性纳米体与碱性磷酸酶融合获得双

功能融合蛋白,使 TBBPA 特异性结合的同时产生检测

信号,建立了一种荧光酶联免疫吸附法(FELISA).经

验证,该方法与液相色谱串联质谱法(LCＧMS/MS)结果

具有良好的相关性,可作为监测 TBBPA 暴露量的有效

方法.姜忍忍[４９]利用噬菌体—纳米抗体展示技术成功

获得了针对重金属镉(Cd)的特异性纳米抗体,并初步建

立了间接竞争性 ELISA免疫检测法,成功用于水样重金

属镉离子的检测.俞华齐[５０]通过筛选纳米抗体库成功

获得了噬菌体抗体 CrＧDTPAＧVHH４Ｇ６３,围绕该纳米抗

体,建立了检测重金属铬(Cr)的间接竞争性 ELISA 检

测法.

３　结语
传统较成熟的食品小分子污染物检测产品主要有免

疫胶体金试纸条以及免疫试剂盒等,产品多采用传统IgG
抗体,此类抗体热稳定性较差,要求绝对的冷链运输和贮

藏,同时使用周期较短,使用时友好度欠佳.纳米抗体作

为新型抗体,与传统的IgG 抗体相比,具有更好的特性:

纳米抗体有更高的热稳定性,可以大大延长抗体的使用

寿命;纳米抗体具有更高的化学耐受性,可以减少前处理

中有机溶剂对其的限制;纳米抗体方便进行基因操作,或
者加入各种标签以方便各种检测应用,这将有望解决免

疫检测中的一大瓶颈———多重检测.基于纳米抗体的诸

多优点,在小分子物质免疫检测领域正慢慢替代传统

抗体.
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