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摘  要 

抗体从发现至今一直都是热门研究领域，自免疫检查点机制被发现后，关于能够阻断关键通路的抗体的

研究更是呈现爆发性增长。随着研究的深入，单抗因其分子量偏大，穿透性差而影响了其在临床上的广

泛应用，故研发一类分子量更小、穿透力更强的抗体进行靶向治疗成为抗体研发领域的重要热点。鲨鱼

等软骨鱼类产生的IgNAR抗体是一种仅有重链的抗体，其可变区VNAR是目前已知的最小的完整抗原结合

单位，是极具潜力能够取代传统单抗的新型抗体药物。本文对了鲨源单域抗体的特点以及各种突出于常

规抗体的优势以及筛选方法进行了综述，并对鲨源单域抗体的未来前景进行了展望。 
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Abstract 
Antibodies have always been a hot research field since their discovery. After the discovery of the 
autoimmune checkpoint mechanism, the research on the key molecule antibodies has shown ex-
plosive growth. With the development of research, single domain antibodies have been widely 
used in clinical practice due to their large molecular weight and poor penetration. Therefore, de-
veloping a class of antibodies with smaller molecular weight and stronger penetration for targeted 
therapy has become an important focus in the field of antibody research and development. The 
IgNAR produced by cartilaginous fish such as shark is a heavy chain only antibody, and its variable 
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region VNAR is the smallest complete antigen-binding unit known so far. It is a new type of anti-
body-drug with great potential to replace traditional single domain antibodies. In this paper, the 
characteristics, advantages and screening methods of shark-derived single domain antibodies are 
reviewed, and the future prospects of shark-derived single domain antibodies are prospected. 
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1. 引言 

抗体(Antibody, Ab)是目前临床广泛使用的生物技术药物[1]，其本质是一类免疫球蛋白，主要分为 IgG、

IgA、IgE、IgD、IgM 五类。这五类常规抗体均由重链(Heavy chain, H)与轻链(Light chain, L)构成，无论

这几类抗体是以单体、二聚体、或者五聚体的形式存在，它们都必须保存完整的轻链与重链才能发挥应

有的效果[2]。随着时间的推移，关于常规抗体的研发取得了很大的成功，单抗技术与多抗技术广泛地应

用于许多生物领域，但由于免疫球蛋白 IgG 分子很大(约为 150 kDa)，是一个依靠共价键连接的四聚体，

必须有重链和轻链配对才能形成两个抗原结合位点，使得免疫球蛋白结合部位的大小很难降低到 30 kDa
以下，这让单抗很难作用于一些需要更小分子才能进入的地方。这些局限性迫使人们不得不将目光转向

其他新型抗体。 
1993 年首次报道了骆驼体内存在一类仅含有重链的抗体[3]，被命名为 HcABs (Heavy-chain Antibo-

dies)，后续研究发现这类抗体出现在所有骆驼科生物之中[4]。骆驼体内 HcABs 的发现极大地激起了人们

寻找新型抗体的热情。在两年之后，人们在鲨鱼体内再次发现了仅重链抗体[5]，通过对这种抗体的研究

发现这是一种全新的免疫球蛋白类型，其广泛存在于以鲨鱼代表的软骨鱼类之中[6]，并将之命名为免疫

球蛋白新抗原受体(Immunoglobulin New Antigen Receptor, IgNAR)。 

2. 鲨源单域抗体的特点 

2.1. 尺寸小 

在未发现鲨鱼体内的 IgNAR 抗体之前，已知最小的能与抗原特异性结合的单位的是骆驼 HcABs 抗

体的可变区 VHH，大小约为 15 kDa。最小的 VNAR 约为 12 kDa 左右[7]，VNAR 相对于 VHH 缺少了互

补决定簇 2 [8] (Complementary Determining Region 2, CDR2)，它的互补决定簇 3 (Complementary Deter-
mining Region 3, CDR3)虽然比常规抗体的 CDR3 区稍长但是序列长度还是存在不确定性，有的只有几个

氨基酸残基，有的却高达二十多个氨基酸残基[9]。VNAR 因为其大小的优势而具备更强的穿透性，将会

比常规抗体更容易渗透进实体肿瘤或者达到血脑屏障。 

2.2. 稳定性强 

鲨鱼等软骨鱼体液环境相较于哺乳动物来说是非常恶劣的，Chris M Wood 等人就发现鲨鱼体液中含

有浓度很高的尿素[10]。鲨鱼 IgNAR 能够在高尿素的环境下稳定存在并且能够发挥出良好的结合能力，

必然会比哺乳动物 IgG 抗体和 hcIgG 具有更强的稳定性。而且加上 VNAR 抗体的 CDR1 与 CDR3 区存在
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的半胱氨酸所形成的环间二硫键[11] [12] [13]，VNAR 抗体能够拥有比常规抗体更高的热稳定性，

Dumoulin M 就曾用实验证明一些单域抗体可以耐受 2.3~3.3 mol/L 的盐酸胍以及 60℃~80℃的高温[14]。
除此之外，还有研究发现 VNAR 相较于常规抗体多包含 1 个额外的盐桥和延伸的疏水核。通过实验将这

些结构转移到人抗体的可变区之后，可显著提高其稳定性[15]。 

2.3. 亲和力强 

相较于常规抗体必须有轻链和重链相组合才能发挥结合抗原的作用，VNAR 抗体可以单独与抗原进

行结合，在空间上没有受到太多的限制。再加上 VNAR 抗体较长的 CDR3 能够形成一个稳定的凸环结构

[16]，这个结构能够帮助 VNAR 抗体充分深入抗原的裂隙之中与抗原结合，结合更牢固，大大加强了

VNAR 抗体对于抗原的亲和力。 

3. 鲨源单域抗体的优势 

3.1. 更强的成药性 

VNAR 抗体相对常规抗体具备更强的成药性。鲨鱼属于软骨鱼，和人的同源性相差巨大。相比较骆

驼科动物，人源抗原在刺激鲨鱼时具有更高的免疫原性，VNAR 的特异性也更强，因此效果更好。同时，

由于 VNAR 的大小比 IgG 的 V 区和 hcIgG 的 VHH 都要更加小，因此可以更加容易穿透血脑屏障，达到

常规抗体所到达不了的一些肿瘤位置并深入肿瘤内部，达到更好的治疗效果。 

3.2. 更低的成本 

VNAR 抗体相对于常规抗体所具有的一大优势就是其缺少复杂的修饰。多抗的制备离不开生物体，

单抗的制备离不开杂交瘤细胞系，这些都是因为常规抗体发挥作用不仅需要完整的轻链和重链，而且肽

链之间的各种复杂的化学修饰也是必需的，要想完成这些修饰必须要经过生物体或者细胞才能完成。而

VNAR 中仅仅存在半胱氨酸之间形成的二硫键来维持构型[17]，能够在包括原核表达系统在内的多种表

达系统中高效表达[18]。有研究表明，经过调试后 VNAR 抗体在大肠杆菌中的表达量可达 5~10 mg/L [19]。
更值得一提的是，VNAR 在真核表达系统中的表达量甚至能达到 100 mg/L 甚至更高，而且表达产品的纯

度也是相当的高。Ablynx 公司就曾利用酵母反应器可一种 VNAR 抗体的表达量提升到了 0.5 g/L。这相

对于多抗和单抗的制备来说工艺简单太多，经济成本也减少了太多。VNAR 抗体生产成本如此之低，有

利于大规模生产用于开发治疗性抗体药物、诊断试剂、亲和纯化基质和科学研究等领域。 

3.3. 更易改造 

VNAR 抗体的全长不过 100 到 120 个氨基酸残基，远远少于单链抗体(single chain antibody fragment, 
scFv)的氨基酸残基数。这使得更加容易对 VNAR 进行改造[20]，无论是对 CDR 区进行定点突变来筛选

亲和力更强的突变体[21]还是人源化改造[22]成完全人类抗体的成本都会比改造常规抗体更低，而且过程

会更加简单、快速。 

4. 鲨源单域抗体的筛选方法 

IgNAR 抗体的提取方法基本和骆驼科 HCAb 的提取方法相类似，通常可采用标准的免疫程序(完全和

不完全弗氏佐剂先后与免疫原混合分 3~4 次免疫动物)免疫单只软骨鱼类，获得滴度较好的特异性单域重

链抗体[23]。值得一提的是，不同于骆驼科 HCAb 的提取仅来自羊驼等少数几种骆驼科生物[24]，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[25]，鳐总目约 560 种[26])，能够为 VNAR 的研究提供极为丰富的材料。目前为了筛选针
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对相应靶点的 VNAR 是在免疫完成后通过提取相应的 PBMC 细胞或者脾脏组织获得 RNA 转录本再扩增

出 VNAR 序列进行筛选，筛选方法在下文中进行综述。 

4.1. 组学分析法 

目前比较简单的筛选 VNAR 的方法是组学分析[27]。IgNAR 抗体也是免疫系统的一环，通过抗原免

疫原性刺激鲨鱼免疫系统使其产生对应的抗体后取出脾脏并提取 mRNA 进行转录组测序，特异性抗体所

对应的 mRNA 相对于未免疫的鲨鱼中 mRNA 的表达会上调，根据基因的差异筛选出可能的 IgNAR，同

时制备抗原的亲和层析柱，用这个亲和层析柱调取实验组鲨鱼血清里的 IgNAR 并进行质谱鉴定。根据转

录组数据和质谱数据的双重比对最终能够筛选到能够和抗原特异性结合的 IgNAR。这种方法的优势在于

筛选十分简单且成本较低，无论是转录组分析、抗原亲和柱以及质谱的花费都不算太高，不需要花费巨

额的经费去建立专门的平台，而且这些数据不仅可以帮助筛选VNAR也能帮助分析VNAR的结构与功能。

但是这种方法存在太多的不确定性，首先转录组文库是靠计算机模拟拼接而成，序列不一定准确，而且

血清中抗体浓度太低，亲和层析柱挂住特异性抗体的几率太小，还有一个问题就是无法预知筛选到 VNAR
序列的结合活性。在实验建立开始研究 IgNAR 抗体的初期没有仪器及相关平台和充足经费的情况下，采

用这种方法进行研究可以用较小的投资获得较大的回报。 

4.2. 噬菌体展示技术 

目前主流的 VNAR 抗体筛选方法为噬菌体展示法[28]。在完成鲨鱼的免疫之后，获得其血液中的

PBMC 细胞或者脾脏来提取 RNA，再利用特异性的引物将 VNAR 基因序列克隆至噬菌粒载体，VNAR
抗体会跟其他噬菌体蛋白一样表达在噬菌体的表面，然后通过 ELISA 结合实验筛选出能够和抗原特异性

结合的噬菌体，对噬菌体进行测序即可得到对应的 VNAR 序列。这种方法的好处在于能够观察到 VNAR
序列是否能够与抗原结合，且避免了庞大的数据分析工作，能够准确无误地筛选到需要的 VNAR 抗体序

列。最初的噬菌体展示技术只能构建出 VNAR 的天然文库，后续还有人通过设计包含不同 CDR 区的引

物进行 Overlap PCR 建库[29]，这种方式使得 VNAR 抗体的两个 CDR 区能够进行自由组合，从而构建出

半合成的 VNAR 文库，极大地丰富了 VNAR 的种类，为筛选到高亲和力的 VNAR 提供了方便。 
噬菌体展示技术除了可以应用于上述所说的免疫库之外还可以用于建立天然库和半合成文库[30]。

Feng 等[31]曾经用 6 条护士鲨构建过噬菌体展示的天然库，该天然库不仅库容达到了 1010 这个数量级，

而且多样性十分丰富，作者从该库中淘选到了许多对应各种各样靶点的抗体，其中比较知名的靶点有

GPC3、HER2、PD1、PE38 等。值得一提是，在筛选到的多条针对 PE38 的 VNAR 抗体中有一条的亲和

力达到了 10.1 nmol/L。构建半合成库的基础是源于 VNAR 抗体 CDR3 区的高度突变率，将整个 VNAR
抗体作为框架，然后对 CDR3 区进行随机化拼接，由于 CDR3 区长度足够长，也能得到一个较为丰富的

噬菌体文库，同时这一方法也可作为一种亲和成熟的策略被应用于随机突变筛选亲和力更强的 VNAR 抗

体。在 2001 年就有科学家根据这一方法建立了半合成库并筛选到了一个与 AMA1 蛋白亲和力高达 200 
nm/L 的 VNAR 抗体[32]。 

4.3. 酵母展示技术 

酵母展示技术的原理[33] [34]与噬菌体展示类似，通过将外源基因导入到酵母之中后利用酵母细胞内

蛋白转运机制(GPI 锚定)使靶蛋白表达并定位于酵母细胞表面，然后通过筛选获得想要的目的抗体。相比

于噬菌体展示技术，因为酵母属于真核细胞，抗体的翻译后修饰相比原核表达会复杂很多，这能使得抗

体表现得更加稳定。而且通过流式细胞分选这种方法来筛选酵母库比噬菌体展示的筛选方法可控性更高

[35]。但是不得不提的是酵母展示库的库容一般不会太高，虽然已有科学家的实验证明酵母抗体库的库容
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可以提高到 1010 CFU 水平[36]，但是目前噬菌体抗体库的库容已经可以达到 1011 CFU，两者之间直接相

差了 10 倍。还有最重要的一点就是单个酵母细胞上表达的并不止一种抗体[37]，有时候会出现一个酵母

细胞能够结合多种抗原的现象，这样可能还会导致筛选到的抗体的亲和力不如预期。 

4.4. 10×单细胞测序技术 

10×单细胞测序技术[38] [39]，它的主体是一台测序机器，可以将细胞一个一个的分开，然后单独获

得每一个细胞的独立信息。这样只要能够提供确认产生了免疫反应的鲨鱼脾脏或者 PBMC 转录本，就能

分离获得所有能够产生抗体的浆细胞以及 B 细胞的数据，再利用这些数据就能很快地找出能够与免疫抗

原特异性结合的 VNAR 抗体序列。10×单细胞测序技术现在还是一个刚刚兴起的技术，一方面这个技术

相对于传统的转录组测序能够帮助我们更快的锁定我们所需要的序列，但是另一方面其高昂的花费还是

会让一些研究人员望而却步。 

4.5. 其他技术 

除了上述方法之外，还可以被应用于单域抗体筛选的方法就是核糖体展示[40] [41]与 mRNA 展示[42] 
[43]，1997 年，Pluckthun 实验室建立了体外筛选完整功能蛋白的新技术——核糖体展示技术，其主要流

程为，首先构建核糖体展示的 DNA 模板，然后依次体外转录、体外翻译和亲和筛选。转录产物 mRNA
不含任何终止密码，在体外翻译过程中核糖体会停留在 mRNA 的 3'末端，使目的基因的翻译产物展示在

核糖体表面，并形成“mRNA-蛋白质–核糖体”三元复合体，采用洗脱缓冲液使核糖体解离，释放 mRNA，

后者经过纯化后用作 RT-PCR 的模板，重新引入核糖体展示的各种必需元件、进行下一循环的富集和选

择，最终筛选出高亲和力的目标分子。mRNA 展示的原理也与核糖体展示相类似，因此不再过多赘述。 

5. 总结与展望 

单克隆抗体依旧是目前为止最具市场的抗体药物，这主要是因为其能够特异性结合目标蛋白以及干

预疾病相关生物过程的内在能力。然而，这个“魔法药物”也有其局限性。单抗的大小和结构的复杂性

会限制它们在某些疾病类型和疾病部位中的应用，与此同时单抗较高的生产成本也使得单抗的发展进入

瓶颈。鲨源单域抗体作为一种最具希望的替代方案，与常规抗体相比具有特殊的优势，包括更小的尺寸、

更易探测隐蔽表位、相对较低的生产成本和人为改进的空间。在不久的将来一定会有替代单抗的一天。 
从单域抗体被发现至今已经有很多个年头了，这些年里骆驼源单域抗体的确在生物学和医学领域的

很多方面实现了应用[44]，不仅促进了某些技术的更新，同时也为疾病的治疗和诊断提供了新的可能性。

但是对于鲨鱼单域抗体的研究，国内外尤其是国内依旧还是太少，VNAR 抗体所表现的一系列优点都证

明其在免疫以及治疗的领域绝对有着非常好的应用前景。可能是由于目前的各种技术手段对于平台以及

成本都具有一定的要求，加上 VNAR 抗体许多的相关机制尚不明确使得很多研究人员很难开展实验。但

相信随着时间的推移以及技术的进步，由骆驼 VHH 引起的单域抗体热潮会逐渐转向 VNAR 抗体，VNAR
的来源会变得更加丰富，筛选手段会更加多变，同时有望进一步丰富抗体小型化的理论基础。 
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