
QianRen Biology 千人·生物, 2015, 2(3), 26-38 
Published Online August 2015 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/qrb 
http://dx.doi.org/10.12677/qrb.2015.23004   

文章引用: 刘晟, 李敬, 梁兴国, 辛化伟. 单域抗体研究进展[J]. 千人·生物, 2015, 2(3): 26-38.  
http://dx.doi.org/10.12677/qrb.2015.23004 

 
 

Research Advance in Single-Domain  
Antibody 

Sheng Liu1, Jing Li1, Xingguo Liang1*, Huawei Xin2* 
1College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao Shandong  
2Institute of Biology and Medicine, Wuhan University of Science and Technology, Wuhan Hubei  
Email: Liushengac@163.com, lijouc@ouc.edu.cn, *liangxg@ouc.edu.cn, *xinhuawei@wust.edu.cn 
 
Received: Jul. 24th, 2015; accepted: Aug. 9th, 2015; published: Aug. 12th, 2015  
 
Copyright © 2015 by authors and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

    
 

 
 

Abstract 
Single-domain antibody (sdAb) represents a new generation of engineered antibody fragment 
consisted of a single monomeric variable antibody domain, which is derived from camelid heavy- 
chain antibodies (HcAbs) or cartilaginous immunoglobin new antigen receptor (IgNAR). These 
novel antibodies are able to bind selectively to a specific antigen. Due to the advantageous fea-
tures of sdAbs over conventional antibodies and their derivatives, such as smaller size, high affin-
ity, high stability, high permeability in tissues, low immunogenicity and simple, cost-effective 
production, etc., sdAbs allow a broad range of applications in biotechnical and therapeutic use. 
This review provides a detailed overview of the developmental history, structural characteristics, 
expression and purification, properties and potential applications of the sdAbs. Some exciting 
thoughts and results of the shark sdAb are especially discussed. The risk assessment and prob-
lems with respect to future application of sdAbs have also been highlighted. 
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摘  要 

单域抗体(single-domain antibody, sdAbs)是近年来利用基因工程技术从骆驼科动物和软骨鱼血清中克

隆得到的只保留重链可变区的具有抗原结合活性的新型抗体，具有分子量小、特异性高、亲和性好、稳

定性高、组织穿透力强、免疫原性低和制备成本低等优点，在诊断、治疗和检测等领域已取得一定成果

并获得广泛关注。本文综述了单域抗体的发展历程、结构特征、表达纯化、理化性质及应用方向，特别

是对进化上更早出现、抗原结合性能更加多样的鲨鱼sdAbs进行了详尽分析，并对其发展前景和可能面

临的问题作了展望。 
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1. 引言 

自上世纪七十年代以来，杂交瘤技术(hybridoma technology)，DNA 重组(recombinant DNA)，蛋白质

工程(protein engineering)和噬菌体展示技术(phage display technology)为以抗体为主的生技药品在疾病的

治疗和诊断中的研究和发展提供了一个新的平台[1]-[4]，大大推动了生技药品在临床上的应用和商业上的

推广。 
1975 年，Kohler 和 Milstein 提出了小鼠杂交瘤技术[3]，为单克隆抗体(monoclonal antibodies, mAbs)

的发展提供了理论基础。相比传统的从血清中提取的多克隆抗体，mAbs 具有特异性高、均一性好的优点。

只要细胞株不发生基因突变，杂交瘤细胞就可以在体外永久存活并传代[5]，产生所需的均一抗体。然而，

由于 mAbs 固有的亲和性的局限性大大限制了其应用范围，其成本高、周期长、工序复杂、体积大、稳

定性差、不同批次之间差异较大等不足也对 mAbs 的临床应用提出了挑战。1988 年，Skerra 等[6]首次运

用基因工程技术和分子生物学操作技术在基因水平上设计并改造抗体基因结构，在细菌中同时表达出抗

体重链可变区(heavy-chain variable, VH)和轻链可变区(light-chain variable, VL)，成功获得了功能性重组抗

体，称可变区抗体片段(Fv, Fragment of variable)。以此为基础，研究人员又将重链和轻链可变区进一步连

接、获得了功能性单链可变区抗体片段(single-chain variable fragment, scFv)。如图 1(a)所示，与之前获得

的包含轻链(VL 及 CL)和重链可变区(VH)及一个重链恒定区(CH1)的抗原结合片段(antigen-binding frag-
ment, Fab)的分子量(约 50 kDa)相比，Fv/scFv 的相对分子质量更小(约 25 kDa)，约为 γ-免疫球蛋白

(immunoglobulin-γ, IgG)全抗的 1/6，具有分子量小、组织分布特异性强和免疫原性低等特点。由于缺少重

链恒定区片段(Fc)，Fv/scFv 不能与细胞膜的 Fc 受体结合，而且分子小，可以穿过血脑屏障，大大扩展了

其应用前景。此后，随着分子生物学等基础学科的不断成熟，基因重组技术的飞速发展和对抗体结构更

深入的认识，出现了继多克隆抗体、单克隆抗体之后的第三代抗体—基因工程抗体。 
1989 年，Hamers-Casterman 等[7]偶然发现骆驼(单峰驼)血液中有半数的抗体是重链抗体(heavy-chain 

antibodies, HCAbs)，它是一种缺失了轻链的重链二聚体抗体(图 1(a))。HCAbs 普遍存在于单峰驼(Camelus 
dromedarius)、亚州双峰驼(Camelus bactrianus)、南美洲的大羊驼(Lama glama)、原驼(Lama guanicoe)、羊 
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(a)：骆驼 IgG1是由两条重链(VH, CH1, Hinge, CH2和CH3)和两条轻链(VL和CL)组成的传统四聚体抗体；

两种 HCAbs，IgG2 和 IgG3，缺失了轻链和重链区的 CH1，IgG 2 的铰链区(hinge)比 IgG 3 稍长。其 VHH
在 FR2 区有 4 个氨基酸残基与 VH 有差异(F37, E44, R45, R/L/G47 和 V37, G44, L45, F/W47)，导致重链与

轻链分离。(b)：软骨鱼 IgNAR，同样缺失轻链，每条重链包括 5 个恒定区(CH1-5)和 1 个可变区(VNAR)，
分别在 CH1 和 CH4 形成二硫键，聚合成二聚体。 

Figure 1. Schematic diagram of three types of camel IgG, shark IgNAR and sdAbs 
图 1. 骆驼的三种抗体、鲨鱼 IgNAR 和相应的 sdAbs 示意图 

 
驼(Vicugna pacos)等种类的偶蹄目(Artiodactyla)胼足亚目(Tylopoda)骆驼科(Camelidae)动物血清中[8]。
1995 年之后，又相继在未免疫及免疫的铰口鲨(nurse shark, Ginglymostoma cirratum)、大星鲨(smooth 
dogfish, Mustelus canis)、白斑角鲨(spiny dogfish, Squalus acanthias)、鰩鱼(skate)和魟鱼(ray)等软骨鱼纲

(Chondrichthyes)发现了与 HCAbs 相似的无轻链的免疫球蛋白新抗原受体(Ig new antigen receptor, IgNAR) 
[9]-[11]。鲨鱼血清中含有高达约 350 mM 尿素(人体中含量低于 20 mM)，这种恶劣的体内环境极大地增

加了 IgNAR 的稳定性和溶解性。 
1997 年，Ghahroudi 等[12]利用噬菌体展示技术获得骆驼重链可变区片段(variable domain of heavy 

chain of heavy-chain antibody, VHH)基因库，经多轮淘选后得到了只含有一个结构域的最小单元抗原结合

片段，被称为单域抗体(single-domain antibodies, sdAbs)。其后，研究人员又从鲨鱼新抗原受体可变区片

段(variable NAR, VNAR)基因库[13]中获得了结构相似的 sdAbs。这种椭球形的小分子抗体的直径仅 2.5 
nm，长 4 nm，相对分子质量仅 15 kDa，因此也被称为纳米抗体(nanobodies, Nbs) [14]。其固有的高特异

性、高亲和力和高热稳定性使得 sdAbs 在其被发现后 20 多年的研究中取得了瞩目的成果，成为生技药品

(a)

(b)
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的一颗新星，在免疫、诊断、医学成像、检测等领域中受到越来越多的关注。 
目前已有文献分别综述了骆驼源 sdAbs 的结构、特性和应用等方面内容，但都不太全面，极少涉及

在进化上更早的以鲨鱼为代表的海洋软骨鱼类 sdAbs 相关研究进展，且近年来 sdAbs 相关的研究发展较

快，涌现出许多新的研究成果和新技术。因此本文综述了近年来单域抗体研究进展，特别是鲨鱼 sdAbs
的结构及特性，并展望了单域抗体的应用前景和面临的问题。 

2. 重链抗体和单域抗体结构特征 

单域抗体是重链抗体的可变区结构域，其结构影响抗体 VH 与 VL 的结合，决定着抗体的许多性质(图
1)。重链抗体广泛存在于骆驼科和软骨鱼纲动物血清中，是趋同进化的典型例证，但由于进化起源上的

差异等因素[10]，二者的抗体间有许多不同特征。 
由于骆驼科动物养殖容易，研究方便，并与人源 IgG 同源，故早些年的研究对象主要集中于骆驼科

动物。如图 1(a)所示，骆驼血清中的 IgG 有三种类型[15]：由两条重链和两条轻链组成的传统四聚体抗体 
IgG1，其相对分子质量和人源 IgG 接近，为 150 kDa；两种缺失轻链和重链的 CH1 区的 HcAbs (IgG2 和

IgG3)，其相对分子质量分别为 92 kDa 和 90 kDa，这是由于 IgG2 的铰链区(hinge)要长于 IgG3 型抗体[16]。
氨基酸序列分析发现[2]，骆驼 VHH 与 VH 在第二个框架区(framework region 2, FR2)有 4 个标志性的氨基

酸残基不相同[17] [18]，使得 VHH 不能与 VL 对应的区域结合，进而形成独特的 HCAbs 重链二聚体抗体

结构。 
目前所发现的骆驼科动物血清中均同时存在传统 IgG 和 HCAbs，只是二者所占的比例在不同动物中

不尽相同[19]，在普通的双峰驼中，HCAbs 的比例可达 50%~80%，而在南美洲大羊驼中可能仅占 10%~25%。

这对于我们选择何种免疫过的骆驼作为我们的研究对象尤为关键。 
随着研究的深入，近年来，sdAbs 在以鲨鱼为主的软骨鱼中的研究也越来越受到关注。与骆驼 HCAbs

相比，软骨鱼 IgNAR 有 5 个重链恒定区(constant region of heavy chain, CH)，即 CH1-5，其晶体结构尚未

被探知。与骆驼 VHH 相同，利用基因工程技术和噬菌体展示技术同样可以将鲨鱼 VNAR 表达为鲨鱼单

域抗体(shark sdAbs)，根据 VNAR 中二硫键的数目与位置[21]，研究人员将鲨鱼 IgNAR 分为三种类型(图
2)。每个 VNAR 均含有两个抗原互补决定区(complementarity-determining region, CDR)和两个超变区

(hypervariable region, HV)。其中传统的 CDR2 缺失，被 HV2 取代，形成一个柔性接头，连接 FR2 和 FR3。 
I 型 IgNAR 只在铰口鲨中被发现过[22]，或许只存于这一个物种中，其 VNAR 的 FR2 和 FR4 区分别

有一个半胱氨酸(Cys)残基，而其 CDR3 有两个 Cys 残基。对 I 型 IgNAR 的 VNAR 晶体结构分析(图 3(a)
和图 3(b) [20])，研究人员发现除去与其他型 VNAR、人类 VH、骆驼 VHH 的 FR1 和 FR3 存在的一对维

持基本结构的典型的二硫键外，其 FR2 与 CDR3 和 CDR3 与 FR4 之间还存在两对非典型的二硫键，这使

得 CDR3 折叠成更紧密的结构，并指向 HV2。这种结构大大增加了抗体的热稳定性，但同时也限制了其

结构的灵活性，因此降低了抗体对抗原的多样性。 
II 型 IgNAR 在 VNAR 的 CDR1 与 CDR3 之间形成非典型二硫键，使得 CDR3 可以像骆驼的 VHH (图

3(c))的 CDR3 一样伸展出来，其 VNAR 的构像与框架也与 VHH 比较相似。 
III 型 IgNAR 一般只在软骨鱼年幼时(小于 1 岁)出现[23]，其结构与 II 型 IgNAR 比较相似，只是在

VNAR 的 CDR1 有一个保守的色氨酸(Trp/W)残基。其 CDR3 仅有约 15 个氨基酸残基，缺乏多样性，却

形成保护新生鱼的第一道防线[11]，在成年软骨鱼免疫系统成熟的过程中发挥了重要作用。 
另外，Liu 等[24]还发现了没有形成二硫键的 IIb 型以及同 IIb 型结构相似但和 III 型一样在 CDR1 有

一个保守色氨酸残基的 IIIb 型 IgNAR。但制备出的缺少二硫键的 sdAbs 稳定性差，亲和力低，其应用前

景有限。 
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黑色为与人源 VH 和驼源 VHH 相同的典型二硫键，绿色和红色为非典型二

硫键。 

Figure 2. Three IgNAR isotypes from chondrichthyes divided by 
the numble and site of VNAR 
图 2. 软骨鱼 IgNAR按VNAR的二硫键的数目和位置划分出的

三种类型 
 

 
(a)                         (b)                         (c) 

(a)：铰口鲨Ⅰ型 IgNAR 的 VNAR 区晶体结构图，有两对二硫键分别连接 FR2 与 CDR3 和 CDR3 与

FR4，使得 CDR3 的螺旋折叠区指向 HV2。(b)：Ⅰ型 VNAR 区晶体结构图，其结构相比驼源 VHH 更

紧凑，比 VHH 约小 20%。(c)：骆驼 VHH 区晶体结构图，只有一对二硫键连接 CDR1 和 CDR3，使

得 CDR3 螺旋伸展出来。 

Figure 3. Crystal structures of VNAR and VHH [20] 
图 3. VNAR 与 VHH 晶体结构图[20] 

 
3. 单域抗体的表达与纯化 

目前，sdAbs 已经可以成熟地采用基因工程的方法进行大量表达，sdAbs 制备的核心是建立一个容量

较大的基因库，并从中淘选出目的基因片段。 

3.1. 单域抗体基因文库的建立 

驼源与鲨鱼源 sdAbs 在抗体的表达纯化及特性分析的操作方法相仿，一般从新鲜的经免疫的或未经

免疫的动物外周血液淋巴细胞中提取 RNA，逆转录后建立抗体 cDNA 文库，之后可借助噬菌体展示技术

[25]将抗体 cDNA 连接到噬菌粒载体转化到大肠杆菌(图 4)，再进行基因库的保藏与目标基因的淘选工作，

以大大提高目标产物的筛选效率，也有的采用酵母展示技术[26] [27]和核糖体展示技术[28] [29]等。 
根据抗体基因的来源，我们将噬菌体抗体文库分为两类[30] [31]：天然库(naïve library)和合成库 
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从外周血淋巴细胞中提取的抗体 RNA 经逆转录后形成 cDNA 第一条链，PCR 扩增后形成

双链的 cDNA 文库。抗体 DNA 经双酶切后与具有两个对应的粘性末端(SfiI 和 NotI)的
pHEN2 噬菌粒载体连接，电转化至电感受态大肠杆菌，形成噬菌体文库。淘选前，需用

烈性的辅助噬菌体侵染大肠杆菌，激活重组噬菌粒的表达，使大肠杆菌裂解。表达出的

pIII-VHH(VNAR)融合蛋白可随机地装载到噬菌体衣壳蛋白上。 

Figure 4. Schematic diagram of sdAbs phage display 
图 4. SdAbs 的噬菌体展示示意图 

 
(synthetic library)。天然库是未加修饰的完全拷贝动物的抗体基因建立的基因库；合成库包括全合成库和

半合成库(semi-synthetic library)。因抗体的框架区基因序列具有一定保守性，而 CDR 的基因序列则多变

并决定抗体的抗原结合性质。因此，半合成库是将天然库与全合成库相结合[32]，只合成相对高变的序列，

在大大减少工作量的同时保证噬菌体抗体文库的多样性。目前相关研究主要采用半合成库，其成功度取

决于文库的大小和质量。一个能让人满意的噬菌体抗体文库至少要达到 109 个单位的拷贝数[33]，这将直

接影响最终筛选出的单域抗体的特异性、亲和性以及稳定性。从头开始建立一个全新的基因库需要约 4~6
个月，市面上已经有相关的 sdAbs 噬菌体基因库出售[11]。 

噬菌体展示技术一般选用 pIII 蛋白和 pVIII 蛋白展示，前者是噬菌体尾部蛋白的组成部分，可以允

许大片段的插入，后者是噬菌体衣壳蛋白，只能展示一段非常短的肽链(6~8 个残基)，如图 4 所示。而编

码驼源 VHH 的基因约为 360 nt (IgNAR 与之相仿)，表达的 sdAbs 约由 120 个氨基酸残基组成，因此研究

者通常采用 PHEN2，MS2 等[34]噬菌体进行基于 pⅢ蛋白的单价展示。这些噬菌体一般是溶源性温和噬

菌体，在短时间内不能快速增殖，因此在进行扩增淘选时还需要在辅助噬菌体[35]帮助下裂解宿主细胞。 

3.2. 目标抗体的淘选 

淘选(panning)是从海量的噬菌体抗体文库中采用固相化的抗原富集特异性目标抗体基因的过程。由

于噬菌体展示技术可以使融合蛋白表达在噬菌体衣壳表面，利用抗原富集目标抗体的同时使携带了目标

抗体基因的噬菌体富集。将这些目标抗体基因分离出来可以很容易地进行表达纯化与分析。 
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要得到特异性较高的目标抗体基因一般需三轮淘选，每轮淘选可以纯化约 4~10 倍[36]。由于文库中

每种噬菌体抗体的拷贝数很少，而库容量巨大，因此第一轮淘选条件要尽量地非严谨，否则会适得其反，

增加偶然因素造成的风险。第一轮淘选后，每种噬菌体的拷贝数大幅提高，随后其操作严谨性也应大幅

提高。 

3.3. 重组抗体的表达纯化 

SdAbs 可在细菌、真菌和植物中大量表达，即便是在细菌中也能够形成二硫键，可保证目标 sdAbs
结构的正确性和功能的完整性。在表达前，通常给目标抗体基因加上组蛋白标签(6XHis tag)，这样就可

以通过固相金属镍亲和柱高效地纯化目标抗体。如有必要，还可以经凝胶过滤等蛋白质分离技术对目标

抗体进一步纯化。如 Liu 等[37]获得的羊驼和鲨鱼 sdAbs 产物的得率分别为 10~20 mg/L 和 0.5~1.0 mg/L。 

4. 单域抗体的理化性质 

4.1. 单域抗体对抗原的特异性 

单域抗体 CDR 区是主要的抗原结合区域，其基因库的多样性决定了淘选得到的目标抗体对抗原的特

异识别能力。Liu 等[38]淘选出的鲨鱼源抗葡萄球菌肠毒素 B(SEB)和抗蓖麻毒素(ricin) sdAbs 对结构相似

的非特异性抗原的结合率分别低于 1%和 0.1%，表现出高度抗原结合选择性。目前，研究者们已经制备

出多种具有高度特异性的基于 VHH 或 IgNAR 的 sdAbs，可靶向于噬菌体、病毒、细菌和真菌等微生物

及其分泌的毒素等大分子蛋白质。如 Walper、Graef 和 Goldman 等从驼源和鲨鱼单域抗体库中淘选出高

特异性抗炭疽芽孢杆菌(Bacillus anthracis)的孢子和营养细胞[39]，抗金黄色葡萄球菌肠毒素 B (Staphy-
lococcus aureus Enterotoxin B, SEB) [40]，抗相思子凝集素(abrus agglutinin) [41]的 sdAbs，可用于免疫和检

测等领域。 

4.2. 单域抗体的亲和性 

目前，关于人源 scFv 抗体的研究也很热门。scFv 是由一条 VL 和一条 VH 随机地连接而成，这使得

抗体的多样性提高，但同时也会因其不确定的组合而降低抗体的亲和性。而 sdAbs 则没有这方面的后顾

之忧，如驼源 VHH 的热动力学结合与解离常数为 105~106 M−1∙s−1 (kon)和 10−2~10−4 s−1 (kd)，表现出良好的

亲和性[33]。Liu 等[38]淘选出的亲和力更高的铰口鲨源 sdAbs，因其 HV4 的特殊序列，与抗原间的范德

华力更强，其解离常数仅 10−7 s−1，与传统 IgG 相当。另外，由于 sdAbs 的 CDR3 区较长，可以深入到抗

原内部与之更好地结合。 

4.3. 单域抗体的稳定性 

热稳定性是 sdAbs 相对于传统 IgG、Fab、scFv 抗体最明显的优势。一方面由于 sdAbs 分子尺寸小，

结构紧凑；另一方面，VNAR 非典型二硫键也赋予了 sdAbs 优良的热稳定性[40] [42]。SdAbs 的变性温度

在 70℃~80℃之间[37] [43]，远高于 scFv 的 57℃ [44]。即便在 95℃下加热一小时，来源于星鲨的 sdAbs
仍然能够保持一定的活性[24]，这一性质大大拓展了 sdAbs 的应用领域。有趣的是，研究人员还发现，有

些 sdAbs 的活性会在复性后获得更好的活性，可能是由于复性过程使蛋白质更好地折叠[38]。 
额外的非典型二硫键不仅影响 sdAbs 分子的热稳定性，同时还影响其化学稳定性。这使得它可以在

约 60℃~80℃、2.3~3.3 M 的盐酸胍溶液中保持活性[45]，抵抗变性剂引起的蛋白质失活，这一特性使得

sdAbs 可以加入到洗发水中治疗因头皮屑中的糠秕马拉色氏霉菌引起的皮下感染[46]。同时这些二硫键还

可以保护 sdAbs 避免被胰凝乳蛋白酶降解[47]，因此这类 sdAbs 还可以用于口服。然而，为增加 sdAbs
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的亲和力和稳定性而人为地增加二硫键数目或改变二硫键位置的同时也会影响 CDR3 对抗原的特异性，

故需要综合考虑。 

5. 单域抗体在科研中的应用 

作为一类相对分子质量小、特异性高、亲和性好、稳定性高的新型纳米抗体，sdAbs 同时还具有周

期短(在有完整抗体库下，筛选周期仅 1~2 个月)、成本低、货架期长等优点。其可开发成诊断和治疗疾

病的试剂，作为科学研究的新工具，或者作为检测工具的新型材料，已经在医疗、科研及检测等领域中

崭露头角。至 2014 年[11] [48]，研究人员基于骆驼和鲨鱼已开发出约 80 种 sdAbs，用于免疫、治疗和传

感器领域，其中有 7 种处于 I 期临床试验阶段，3 种处于 I/II 期，4 种处于 II 期。目前，尚无相关的 sdAbs
产品上市。 

5.1. 单域抗体在医学中的应用 

SdAbs 最主要的应用是代替传统 IgG 抗体或 mAbs 抗体等在诊断、治疗和免疫检测中的应用。由于

sdAbs 可以很容易地在细菌或真菌中大量表达，并且其稳定性高、药效好、货架期长，可降低诊断病菌

和中和毒素的成本。 
由于 sdAbs 相对分子质量小、尺寸小，并且缺失了 Fc 结构域，从而避免了与其它免疫蛋白分子如补

体蛋白相结合，不会聚合形成大分子抗体衍生物，因此免疫原性低[49]，并且易于携带靶向药物进入细胞

内部[50]或穿越血脑屏障[51]，对传统药物很难到达的部位进行治疗。另外，也可筛选出特定的 sdAbs 直
接作用于许多可进入并定位于细胞内或大脑区域的毒素，如蓖麻毒素(ricin)、肉毒梭菌神经毒素

(Clostridium botulinum neurotoxin, BoNT)等，这样的 sdAbs 不仅可以用于检测还可以用于中和毒素[52] 
[53]。 

SdAbs 还可以用于医学显影方面[54]，如通过识别表皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor, 
EGFR)等靶标来诊断肿瘤[55] [56]。应用传统单克隆抗体进行放射性元素(99mTc 或 68Ga)标记[57]和体内显

影的缺点是，由于标记抗体分子量较大，组织穿透性差，显像剂滞留于血液中，而且抗体的半衰期长(可
达数天)，影响图像质量[58] [59]，并导致检测间隔长，限制了单克隆抗体在人体中的应用。而 sdAbs 相
对分子质量小，半衰期仅 1~2 小时[54]，存在着在体内时间过短、放射性元素剂量过大等问题。因此可

以将抗体 N 端和 C 端融合形成多价聚合体[60] [61]，适当延长其半衰期，降低辐射量，降低信噪比，增

强显影效果。这样一方面可减少剂量，减轻肾脏负担，另一方面增加抗体亲和力。 

5.2. 单域抗体在科研中的应用 

SdAbs 还因其对靶标物质的高亲和性和识别位点的多样性等特点被用来作为科学研究的辅助工具。

如将 sdAbs 结合到亲和色谱柱的固定相上来捕获特定组分，在蛋白质纯化中获得良好的效果[62]。通过将

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)等荧光蛋白基因与 sdAbs 基因融合[63] [64]，构建标记的重组

抗体，在体内表达，可跟踪抗原在体内的活动。并且由于许多细菌病毒等抗原一般含有多抗原表位，而

sdAbs 分子尺寸小，其空间位阻小，可以更多地结合到抗原表面[65]，提高观测的灵敏度。 
基于抗体可与特异性蛋白质深入结合、稳定蛋白质构象的特点，很早就有应用抗体辅助不稳定蛋白

质结晶来分析其结构和功能特性的提议和尝试；然而传统抗体都或多或少地存在分子量大、不稳定等因

素[66] [67]，导致结晶效果一直不尽人意。因此，sdAbs 的快速发展为这一设想提供了新的突破口，目前

已经可以制备重组抗体亲和试剂作为结晶伴侣试剂[68]。这些亲和试剂的小尺寸和灵活的 CDR3 片段可

以插入高度动态下的蛋白质空隙中，或与蛋白质表面位点紧密结合，保护疏水位点，稳定蛋白质构象，

与蛋白质形成共结晶[69]，通过 X 射线衍射技术来探知蛋白质的空间结构。 
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5.3. 单域抗体在检测中的应用 

从骆驼和鲨鱼抗体基因库中筛选出的抗霍乱毒素和葡萄球菌肠毒素的高亲和性 sdAbs 可与金纳米颗

粒(gold nanoparticles, AuNPs)共轭结合后组成复合材料用于生物传感器上[70] [71]，实现对靶标物的快速

检测。另一个应用是用于酶联免疫吸附反应(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)的双抗夹心法中

替代二抗[24] [72]，降低检测成本，获得更准确的结果。Anderson 等[73]还探索了用 sdAbs 制作量子点的

方法，成功制作出粒径仅 12 nm 的用二氢硫辛酸(dihydrolipoic acid, DHLA)配基包裹的靶向蓖麻毒素的

sdAbs 量子点，用于表面等离子体谐振(surface plasmon resonance, SPR)检测蓖麻毒素，检测限仅为 mAbs
同类的 1/2。 

SdAbs 的另一个特点是可识别小分子的半抗原位点，这是传统抗体通常所不能做到的。利用这一特

性可将 sdAbs 组装在试纸条中用于海关机场等场所，用免疫层析法检测除草剂、TNT 和治疗药物等敏感

物质[74]-[76]，这种方法可简化检测步骤，降低检测时间和费用，并且在设备缺乏的地区也可准确快速检

测。 

6. 前景展望与存在的问题 

单域抗体因其小尺寸、高特异性、高亲和性、高稳定性、高组织穿透性、低免疫原性和生产周期短

等优点，在其被发现的二十多年时间里，在免疫、诊断、疾病治疗、材料、晶体学和食品科学等领域均

取得丰硕的成果，其更是为各类学科创建了一个新的研究平台。 
无可否认，单域抗体将在未来的研究与应用中发挥越来越重要的作用，但同时也要正视其在目前研

究中的困境。虽然一些筛选出的抗体药物已经获得批准，进入 II 期临床试验阶段[77]，但有研究指出，

大剂量重复使用融合多价单域抗体也将使机体对单域抗体产生免疫原性，最终结果只有通过一定数目病

人的临床试验研究才会得以展现[11]。另外，虽然目前筛选特异性抗体的时间已经大大缩短，但要获得具

有完整功能的理想产品仍然是一件费时费力的事。与传统抗体的应用规模，系统成熟度和市场认可度相

比，单域抗体的研究和应用还处于探索阶段，其大规模的应用还需克服相当的困难，解决一些现实的问

题。当然，这些问题将随着研究的深入，分析手段和分析工具的革新而逐步解决。 
我国目前关于单域抗体的研究还处于起步阶段。一方面是由于单域抗体发展时间较短，研究还处于

基础阶段；另一方面受限于骆驼和鲨鱼等研究材料的高价格。贺生芳[78]和丁志凌[79]分别对 Intein 介导

的单域抗体在大肠杆菌中的表达纯化和 99mTc 标记的单域抗体在肿瘤放射免疫显影中作了初步探究，取

得了不错的进展。未来单域抗体将成为一个强大的工具箱来辅助尖端科学的研究，在高特异性药剂的研

发、胞内成像、结晶、快速检测及食品解毒等领域具有不可估量的发展潜力。 
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