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摘  要：血红蛋白是红细胞内的主要蛋白质，负责在血液中运输氧气。从贫血的诊断到血液疾病的

筛查，血红蛋白浓度的测定在医疗诊断和健康管理中发挥着不可替代的作用。基于抗原-抗体相互作

用的免疫学检测方法具有高灵敏度和准确性。为了开发具有高特异性和高亲和力的抗体，提高血红

蛋白检测的准确性，本研究将人血红蛋白免疫双峰驼并构建噬菌体展示纳米抗体文库，应用固相筛

选法进行抗体筛选，并探明筛选得到的纳米抗体与血红蛋白的结合活性。首先，将人血红蛋白免疫

双峰驼，并构建了库容量为 2.85×108 菌落形成单位(colony forming unit, CFU)的纳米抗体文库。其次，

经过 3 轮“吸附-洗脱-富集”实验淘选，得到 10 条血红蛋白特异性纳米抗体序列，并对其进行真核表

达。最后，使用酶联免疫吸附实验和生物膜干涉技术表征纳米抗体的理化稳定性、结合活性和特异

性。结果表明，纳米抗体在 20–40 ℃温度范围内具有较好的稳定性；当 pH 值为 7.0 时，纳米抗体结

合活性最高；纳米抗体可耐受 10%的甲醇溶液。其中，纳米抗体 VHH-12 与血红蛋白结合活性最高，

其半数最大效应浓度值(half maximal effective concentration, EC50)为 10.63 nmol/L，平衡解离常数

(equilibrium dissociation constant, KD)为 2.94×10–7 mol/L。VHH-12 与卵清蛋白、牛血清蛋白等 8 种蛋

白质均无交叉反应性，与猪、羊、兔、牛血红蛋白表现出一定的交叉反应性。本研究成功淘选出 1 条血

红蛋白特异性高亲和力纳米抗体，有望应用于疾病诊断和健康监测。 
关键词：血红蛋白；驼源纳米抗体；筛选；结合活性 
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Abstract: Hemoglobin, the principal protein in red blood cells, is crucial for oxygen transport in 
the bloodstream. The quantification of hemoglobin concentration is indispensable in medical 
diagnostics and health management, which encompass the diagnosis of anemia and the screening of 
various blood disorders. Immunological methods, based on antigen-antibody interactions, are 
distinguished by their high sensitivity and accuracy. Consequently, it is necessary to develop 
hemoglobin-specific antibodies characterized by high specificity and affinity to enhance detection 
accuracy. In this study, we immunized a Bactrian camel (Camelus bactrianus) with human 
hemoglobin and subsequently constructed a nanobody library. Utilizing a solid-phase screening 
method, we selected nanobodies and evaluated the binding activity of the screened nanobodies to 
hemoglobin. Initially, human hemoglobin was used to immunize a Bactrian camel. Following four 
immunization sessions, blood was withdrawn from the jugular vein, and a nanobody library with a 
capacity of 2.85×108 colony forming units (CFU) was generated. Subsequently, ten hemoglobin-specific 
nanobody sequences were identified through three rounds of adsorption-elution-enrichment assays, 
and these nanobodies were subjected to eukaryotic expression. Finally, enzyme-linked 
immunosorbent assay and biolayer interferometry were employed to evaluate the stability, binding 
activity, and specificity of these nanobodies. The results demonstrated that the nanobodies 
maintained robust binding activity within the temperature range of 20–40 ℃ and exhibited the 
highest binding activity at pH 7.0. Furthermore, the nanobodies were capable of tolerating a 10% 
methanol solution. Notably, among the nanobodies tested, VHH-12 displayed the highest binding 
activity to hemoglobin, with a half maximal effective concentration (EC50) of 10.63 nmol/L and a 
equilibrium dissociation constant (KD) of 2.94×10–7 mol/L. VHH-12 exhibited no cross-reactivity 
with a panel of eight proteins, such as ovalbumin and bovine serum albumin, while demonstrating 
partial cross-reactivity with hemoglobin derived from porcine, goat, rabbit, and bovine sources. In 
this study, a hemoglobin-specific high-affinity nanobody was successfully isolated, demonstrating 
potential applications in disease diagnosis and health monitoring. 
Keywords: hemoglobin; camel-derived nanobodies; screening; binding activity 

 
血细胞主要由红细胞、白细胞及血小板构

成，红细胞占比最高(约 45%)。红细胞内的血

红蛋白(hemoglobin)为关键成分，是含铁氧转运

金属蛋白，约占红细胞干重的 95%[1]。血红蛋

白广泛存在于几乎所有脊椎动物红细胞及部分

无脊椎动物组织中[2]，体现了其在生物界的重

要性。人类血红蛋白为 α 和 β 珠蛋白对称配对

的四聚体[3]，分子量约为 64.5 kDa。4 个亚基两
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两结构相似且大小大致相同，每个亚基在分子

可触及的缝隙中都有 1 个含铁的血红素，该血

红素基团能够结合红细胞内的 1 个氧分子[4]，

使得血红蛋白在人体中起着运输氧气的重要作

用[5]。此外，血红蛋白还具有免疫调节[6]、信号

传导及抗菌等多元作用[7]。 
在临床检验中，血红蛋白含量变化对诊断

疾病、评估预后和监测治疗至关重要。了解血

红蛋白含量与疾病之间的关系，可以及时改进

检测方法，提供更准确的诊断和治疗方案。血

红蛋白是评估贫血、白血病和多发性红细胞症

等血液系统疾病的生物标志物[8]。在胃肠道疾

病，尤其是结肠癌的诊断中，人类血红蛋白作

为检测靶点得到了广泛应用。粪便血红蛋白免

疫化学检测是常用的无创检测方法，可有效降

低结直肠癌的死亡风险[9]。Nakamura 等[10]研究

表明，血红蛋白水平和动脉血氧分压直接影响

慢性肺气肿患者的肺动脉压力和肺血管阻力。

在帕金森病的确诊过程中，血红蛋白检测对于

判定该疾病的生物标志物是否纯净起着至关重

要的作用，而且也是判断唾液样本是否受血液

污染的关键环节[11-12]。此外，血红蛋白检测对

手术中输血需求评估尤为关键，且血红蛋白浓

度变化与术后谵妄显著相关，维持正常血红蛋

白水平对预防谵妄具有重要作用[13]。血红蛋白

水平已被确定为肿瘤患者死亡的独立预测指

标。Hohneck 等[14]深入探讨了肿瘤患者血红蛋

白水平对患者预后的潜在影响，研究结论表明，

低血红蛋白水平是癌症患者死亡率的独立预测

因素，也被用作评估烧伤深度的诊断指标。

Wong 等[15]通过在大鼠身上制造不同程度的烧

伤损伤，收集血液样本并测量血浆中游离血红

蛋白的水平；利用血浆游离血红蛋白作为一种

新的诊断指标，用于评估烧伤损伤的深度。鉴

于血红蛋白在健康管理和疾病预防中的关键

作用，亟需实时准确监测血红蛋白浓度的方法，

以优化临床决策，提升医疗服务质量。 
目前，血红蛋白浓度的测定方法主要包括

电泳法、液相色谱法、吸光光度法、电化学方

法、分光光度法和免疫法等。传统的电泳方法

分辨率不够高，对于某些异常血红蛋白的分离

效果不佳，可能导致漏检或误判[16]。液相色谱

法样品处理繁琐，结果解读需要专业的知识和

经验，且仪器维护成本高[17]。电化学方法依赖

血红蛋白中亚铁离子的还原性，但血红蛋白属

于大分子蛋白质，铁离子被包裹于血红素中，

无法直接与电极进行电子交换[18]。用于血红蛋

白含量检测的传统方法干扰因素较多[19]，尤其

是吸光值检测方法，其易受血红蛋白家族其他

成员、试剂、仪器等因素干扰，导致结果出现

较大偏差[20]。基于单克隆抗体的免疫法灵敏度

和特异性高，且不受饮食和相关药物的影响，

在生物医学研究和临床诊断中发挥着不可替

代的作用[21]。Sonezaki 等[22]利用表面等离子体

共振(surface plasmon resonance, SPR)生物传感

器检测血红蛋白单克隆抗体与人类血红蛋白

之间的相互作用。另一项研究侧重于利用免疫

层析技术检测血迹中的变性血红蛋白 [23]。目

前，便携式的免疫层析试纸在隐血检测中表现

出了较高的准确性与快速性，在隐血检测领域

的巨大潜力和应用前景[24]。目前，胶体金免疫

层析技术的应用显著提升了人类粪便样本中

血红蛋白的检出率[25]。Miura 等[9]成功开发了

一 种 基 于 抗 体 - 酶 复 合 物 (antibody-enzyme 
complex, AEC)的人类血红蛋白检测方法，该方

法利用多聚体结构的二价 AEC 提高了检测灵

敏度，并结合磁珠建立了一种快速、免清洗的

电化学与免疫学相结合的检测系统，这项技术

可用于床旁检测血红蛋白和其他多聚物生物

标志物中。 
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1993 年，Hamers 团队研究发现，骆驼科动

物已经进化出了哺乳动物中独特的双重抗体系

统[26]。在这一系统中，骆驼的血清中不仅包含了

由经典的 4 条肽链组成的常规抗体，还演变出了

一种完全由 2 条相同的重链组成的独特抗体，这

类抗体被称为重链抗体 (heavy-chain antibody, 
HCAb)。从重链抗体中又衍生出了一种特殊的

抗体形式，即重链单域抗体(variable domain of 
heavy chain of heavy-chain antibody, VHH)，分子

量仅为 15 kDa，是具备抗原结合能力的最小抗

体单位[26]。VHH 与抗原的特异性结合主要依赖

于 3 个高度可变区域，这些区域被称为互补决定

域(complementarity-determining region, CDR)[27]。

VHH 能够高效结合抗原，主要归因于 CDR1 的

结构变异以及 CDR3 长度的增加和序列多样 
性[28-29]。在与人和小鼠重链可变区(variable heavy 
chain, VH)中的 CDR3 区域相比较时，VHH 的

CDR3 区域更长，其平均长度为 18 个氨基酸[30]。

某些 VHH 的 CDR3 区域长度甚至超过 25 个氨

基酸[31]，这一特性为它们提供了独特的抗原结

合能力。此外，VHH 的 CDR1 和 CDR3 区域由

一个二硫键连接，其较长的 CDR3 区域可以形

成凸起的环形区域[32]，可深入到抗原缝隙及隐蔽

表位，从而表现出较强的特异性和亲和力，潜在

地增加了互补位构象的多样性，这使 VHH 在诊断

与治疗应用方面具备独特优势[33]。p24 衣壳蛋白是

人类免疫缺陷病毒 1 型(human immunodeficiency 
virus type 1, HIV-1)感染的最早的蛋白质生物标

志物，Gray 等[34]使用该蛋白免疫美洲驼，得到

高亲和力纳米抗体，KD 值达到 10−10 mol/L，有

潜力开发为第 4 代 HIV-1 检测试剂。宫颈癌是

世界上女性第二大常见癌症，几乎所有宫颈癌都

与人乳头瘤病毒(human papilloma virus, HPV)感
染有关。Li 等[35]率先报道了针对 HPV16 型 E7
蛋白的纳米抗体制备及其应用研究，这些纳米

抗体有望成为诊断与治疗 HPV16 相关疾病的

首选生物分子制剂。Wang 等[36]还系统地综述了

纳米抗体在类风湿关节炎、获得性血栓性血小

板减少性紫癜、系统性红斑狼疮和银屑病等多

种自身免疫性疾病治疗中的应用。纳米抗体通

过靶向这些疾病的靶点分子，有效抑制自身免

疫反应，提高患者的生活质量。 
本研究将人血红蛋白免疫双峰驼，构建

VHH 免疫文库并进行生物淘选，共筛选得到

10 条人血红蛋白特异性 VHH；通过体外表达和

纯化获得重组 VHH-Fc 融合蛋白，并对其结合

活性和理化稳定性进行了详细表征；研究结果

不仅可为精准测定人血红蛋白浓度提供了强有

力的工具，同时也可为高亲和力 VHH 的筛选及

靶向药物的研制奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  主要试剂 

血红蛋白由厦门市波生生物技术有限公司

提供；pR2、KM13 辅助噬菌体、大肠杆菌

(Escherichia coli) TG1 菌株、pTT5-TEV-Fc 表达

载体、5×T5 核酸外切酶和 HEK 293F 细胞均为

本实验室保存；E. coli DH5α 感受态细胞和脱脂

奶粉购自生工生物工程(上海)股份有限公司；

SMM 293-T II 培养基和 Anti-M13 Antibody 
(HRP)购自北京义翘神州科技股份有限公司；三

抗(青霉素-链霉素-庆大霉素)购自北京索莱宝

科技有限公司；转染试剂 PEI MAX-转染级线性

聚乙烯亚胺盐酸盐购自上海曼博生物医药科技

有限公司；总 RNA 提取试剂盒 II、RNase-Free 
DNase I Set、Cycle Pure Kit 购自欧米茄生物技

术公司；分子克隆所用基因克隆酶均购自宝生

物工程(大连)有限公司；弗氏佐剂、溴酚蓝、聚

乙二醇(polyethylene glycol, PEG)均购自西格玛

奥德里奇(上海)贸易有限公司；质粒小提试剂盒
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购自天根生化科技(北京)有限公司；胶回收试剂

盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司；Uniclone 
One Step Seamless Cloning Kit Ver. 2 购自北京

金沙生物科技有限公司；Goat pAb to Hu IgG 
(HRP)购自艾博抗(上海)贸易有限公司；ECL 显

色剂购自苏州优逸兰迪生物科技有限公司；

TMB 显色液购自上海碧云天生物技术股份有

限公司；限制性内切酶 Sal I-HF、Not I-HF 等及

其反应体系购自纽英伦生物技术(北京)有限公

司；氨苄青霉素购自上海麦克林生化科技股份

有限公司；氢氧化钠、EDTA、醋酸、Tween-20
购自上海沪试实验室器材股份有限公司；蛋白

胨、酵母提取物购自赛默飞世尔科技公司；考

马斯亮蓝购自中科瑞泰(北京)生物科技有限公

司；Tris、二硫苏糖醇(dithiothreitol, DTT)、SDS
购自合肥兰杰柯科技有限公司；浓硫酸购自西陇

科学股份有限公司；Biotinylation Kit 购自江苏博

美达生命科学有限公司。 

1.2  双峰驼免疫 
选取一只养殖于内蒙古骆驼试验场的体重

适中、精力充沛的健康成年双峰驼 (Camelus 

bactrianus)。将 500 μg 血红蛋白与等量的弗氏

佐剂充分乳化，第 1 次免疫采用皮下注射，第

2–4 次采用肌肉注射，4 次免疫间隔时间分别为

20、60、40 d。首次免疫采用弗氏完全佐剂，

后续采用弗氏不完全佐剂。在骆驼免疫后的第

135 天，使用采血针采集双峰驼的颈静脉血，

利用 Ficoll 溶液分离得到淋巴细胞。本研究涉

及的所有动物实验均严格按照实验动物福利伦

理要求进行。动物实验方案已通过安徽金百奥

生物科技有限公司实验动物伦理委员会审查

(批准号：GB202306061448005)。  

1.3  VHH 免疫文库构建 
取免疫后的淋巴细胞，提取 RNA，反转录

为 cDNA，以其为模板，使用 VHH 特异性引物 

(5′-GCTGCACAGCCTGCTATGGCACAGTGCA 
GCTCGTGGAGTCTGGG-3′和 5′-GAGTTTTTG 
TTCGGCTGCTGCTGAGGAGACGGTGACCTG
GGTCCC-3′)扩增得到 VHH 片段。以 pR2 噬菌

粒为模板，用 pR2 特异性引物(5′-AGCAGCCGA 
ACAAAAACTCATCTCAGAAGAG-3′和 5′-CC 
ATAGCAGGCTGTGCAGCATAGAAAGGTACC- 
3′)扩增得到 pR2 片段，并用 Dpn I 限制性内切

酶酶切 pR2 模板。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶

电泳鉴定，使用胶回收试剂盒进行回收。使用

Uniclone One Step Seamless Cloning Kit Ver. 2
连接酶将 VHH 片段与 pR2 载体于 50 ℃条件下

连接 1 h，回收连接产物，并电转化至对数生长

期的 E. coli TG1 细胞中(2 500 V, 5 ms)。电击后

的细胞转至 20 mL 2×YT 无菌液体培养基中，

37 ℃、200 r/min 振荡培养 1 h。培养结束后分别

取 2、0.2、0.02 μL 原液(梯度稀释法)涂布于 9 cm 
LB 培养基/0.1%氨苄西林(ampicillin, Amp)/2%
葡萄糖平板中，37 ℃倒置过夜培养 13 h 后计

数，计算库容量大小，并从平板中随机挑取   
10 个单菌落进行菌落 PCR 鉴定。其余菌液全部

涂布于若干 15 cm LB/0.1% Amp/2%葡萄糖平

板中，37 ℃倒置培养 13 h 后，刮取菌苔置于含

20%甘油的 2×YT 液体培养基中，−80 ℃冰箱保

存备用，此为原始抗体库。 

1.4  噬菌体扩增 
将上述原始抗体库接种至 100 mL 2×YT/ 

0.1% Amp/2%葡萄糖液体培养基中，调整初始

OD600 约为 0.1，37 ℃、200 r/min 振荡培养至

OD600 约为 0.5，加入 1010 空斑形成单位(plaque 
forming unit, PFU)的 KM13 辅助噬菌体。37 ℃
静置 45 min 后，将培养物转移至离心管中，    
5 500 r/min 室温离心 10 min，弃上清，用 200 mL 
2×YT/0.1% Amp/0.1% 卡 那 霉 素 (kanamycin, 
Kan)液体培养基重悬菌体，25 ℃、220 r/min 培

养 16 h。将培养物转移至离心管中，5 500 r/min、
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4 ℃离心 30 min，收集上清并加入 0.25 倍体积的

20% PEG/NaCl 溶液(W/V)，颠倒混匀，冰浴 1 h
使噬菌体析出。5 500 r/min、4 ℃离心 30 min，
弃上清，用无菌 PBS 重悬沉淀。将上清液转移

至新的离心管中，得到噬菌体文库，测量 OD260

值并计算滴度。滴度计算公式为：OD260×稀释

倍数×22.14×1010，单位为 PFU/mL。 

1.5  生物淘选 
使用 TNE (Tris-NaCl- EDTA)缓冲液，将血

红蛋白抗原稀释至 0.1 mg/mL，取 100 μL 于免

疫板中，4 ℃静置过夜，同时在另一免疫板中

加入 100 μL TNE 缓冲液作为阴性对照。结束后

弃免疫板中液体，加入 280 μL PBS 缓冲液，甩

干，重复 3 次，加入 280 μL MPBS (PBS，包含

5%脱脂奶粉)，室温静置 2 h。每孔加入 280 μL 
PBST (PBS，包含 0.1% Tween-20)，重复 4 次，

每免疫孔中加入 1×1011 PFU 的噬菌体，80 r/min
振荡孵育 1 h。加入 280 μL PBST 缓冲液，重复

20 次，洗去非特异性结合的噬菌体。用 100 μL 
0.1 mg/mL 胰蛋白酶振荡孵育 1 h，洗脱结合的

噬菌体。取 10 μL 洗脱噬菌体感染 990 μL E. coli 

TG1 (OD600≈0.5)，37 ℃水浴 45 min，取部分菌

液梯度稀释后涂布 LB/Amp 琼脂平板，剩余菌

液离心后涂布于 LB/0.1% Amp 琼脂平板。计数

各稀释梯度在涂布平板上的克隆子，将全菌板

刮下作为第 1 轮淘选后的文库。共进行 3 轮生

物淘选，计算得到回收率和富集度。 

1.6  噬菌体酶联免疫吸附试验 (phage 
ELISA) 

从第 3 轮淘选的阳性平板中随机挑取若干

个克隆子于 100 μL 2×YT/Amp/2%葡萄糖培养

基中，37 ℃、250 r/min 培养 6−8 h，取其中 5 μL
菌液加入到 100 μL 2×YT/0.1% Amp/2%葡萄 
糖/KM13 培养基中，37 ℃、250 r/min 培养 1.5 h，
37 ℃静置 45 min。每孔弃 50 μL 菌液，离心收

集细菌沉淀，去除上清，每孔加入 200 μL 
2×YT/Amp/Kan/0.1%葡萄糖培养基，25 ℃、  
250 r/min 培养 20 h。培养结束后，5 500 r/min、
4 ℃离心 30 min，收集上清，即为单克隆噬菌

体样品。 
使用 TNE 缓冲液，将血红蛋白稀释至 1 μg/mL，

100 μL/孔加入至免疫板中，4 ℃静置过夜。甩

干，加入 280 μL PBS 缓冲液，甩干，重复 2 次，

加入 280 μL MPBS (5%脱脂奶粉)于室温静置  
2 h。甩干，加入 280 μL PBS 缓冲液，重复 2 次。

将以上制备的单克隆噬菌体样品和 MPBS 溶液

以 1:3 的比例混匀，每孔加入 100 μL，80 r/min
振荡孵育 1 h。甩干，加入 280 μL PBST 缓冲液，

重复 4 次。加入 100 μL/孔 Anti-M13 二抗(HRP)，
振荡孵育 1 h。甩干，加入 280 μL PBST 缓冲液，

重复 3 次。加入 100 μL/孔 TMB 显色剂进行检

测，加入 50 μL/孔 1 mol/L H2SO4 终止反应，测

定 OD450 值。将血红蛋白组 OD450 值记为 P，阴

性 OD450 值记为 N，将 P/N 数值大于 10 记为阳

性克隆，送至厦门铂瑞生物科技有限公司进行

基 因 测 序 ， 测 序 所 使 用 的 引 物 序 列 为 ：

5′-CCCTCATAGTTAGCGTAACGA-3′。 

1.7  VHH 的生物信息学分析 
将测序结果进行碱基和氨基酸序列比对分

析，并去除重复序列。将筛选到的具有不同

CDR3 区的序列利用 Megalin 软件(Clustal W 法)
进行系统发育树和序列同源性分析，并通过

Expasy 网站 (https://web.expasy.org/protparam/)
分析 VHH 的分子量、等电点和消光系数等理化

性质。 
使用 AlphaFold2 软件进行 VHH 三级结构

的预测，利用 PyMOL 2.4.0 软件分析 VHH 二级

结构和三级结构。人血红蛋白结构(PDB 登录

号：1KD2)由 PDB 公开数据库下载获取，与预

测的 VHH 三级结构进行后续的分子对接。使用
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Cluspro 2.0 在线网站进行刚性对接，调整 2 个

蛋白的初始构象，去除多余的水分子，使用

PyMOL 2.4.0 软件可视化对接结果，使用

PDBePISA 在线网站分析蛋白质之间相互作用

成键情况。 

1.8  VHH 重组表达与纯化 
利用特异性引物(5′-AAGTCAAGCTGCTC 

TCTGGGCGTCGACCAGGTGCAGCTCGTGG
AG-3′)从阳性噬菌体中扩增 VHH 序列，将其克

隆到含有 IgG-Fc 区的哺乳动物真核表达载体

中，大量抽提质粒，转染 HEK 293F 细胞，振

荡培养 5–7 d。结束后，4 ℃离心 15 min 收集上

清液。rProtein A 预装柱(Cytiva)纯化 VHH-Fc
融合蛋白，使用 SDS-PAGE 鉴定 VHH-Fc 融合

蛋白纯度及分子量大小。 

1.9  VHH 稳定性分析 
使用间接 ELISA 检测 VHH-Fc 融合蛋白热

稳定性、酸碱稳定性和有机溶剂耐受性。为确

定抗原与 VHH-Fc 的最佳浓度，采用棋盘格滴

定法，具体步骤如下：将血红蛋白和 VHH 梯度

稀释至一系列浓度点，包括 0.125、0.250、0.500、
1.00、2.50 和 5.00 μg/mL。具体实验步骤与 1.6
相同，使用羊抗人 IgG (HRP)二抗，并测定

OD450。OD450 值接近 1 时所对应的血红蛋白和

VHH-Fc 浓度即为最佳浓度，2 倍最佳浓度即为

工作浓度，以此为基础进行后续实验。将

VHH-Fc 在 20、30、40、50、60、70、80 ℃下

孵育 10 min，结束后恢复至室温，具体实验操

作同 1.6，每孔加入 100 μL 羊抗人 IgG (HRP)
二抗振荡孵育 1 h，测定 OD450。将 VHH-Fc 在

50 ℃下孵育 0、10、20、30、40、50、60 min
后恢复至室温，方法同上，测定 OD450。将

VHH-Fc 在 pH 3.0、5.0、7.0、9.0、11.0 的 PBS
缓冲液中于冰面孵育 1 h，使用 pH 7.0 的 PBS 缓

冲液稀释至工作浓度，方法同上，测定 OD450。

将 VHH-Fc 于 0、10%、20%、40%、60%、80%
有机溶剂(甲醇、乙腈、丙酮、二甲基亚砜)中，

在冰面孵育 1 h，之后使用 pH 7.0 的 PBS 将其

稀释至工作浓度，方法同上，测定 OD450。 

1.10  VHH 粒径与电位分析 
将 VHH-Fc 蛋白稀释至 0.5 mg/mL，放入样

品池中，平衡时间为 120 s，测量温度 25 ℃，

每个样品经过 3 轮重复扫描，每轮扫描 20 次，

粒径、粒径分布和其多分散性指数(polydispersity 
index, PdI)结果为 3 轮的平均值。 

设置样品平衡时间为 60 s，在 25 ℃下进行

检测，每轮扫描 11 次，每个样品经过 3 轮重复

扫描，每个样品重复 3 次，Zeta 电位 (Zeta 
potential)结果为 3 次重复的平均值。 

1.11  斑点印迹(dot blot) 
将血红蛋白按照以下浓度梯度和顺序(无

蛋白、血红蛋白原液、1:5、1:10、1:20)点在硝

酸纤维素膜(nitrocellulose membrane, NC)上，烘

干，使用加入 5%脱脂奶粉的 Tris-HCl 缓冲盐溶

液(Tris buffered saline, TBS)溶液室温封闭 2 h，
TBS 溶液洗去未结合的血红蛋白，加入 VHH-Fc
溶液，常温振荡孵育 1 h，洗去多余抗体，加入

羊抗人 IgG (HRP)二抗，洗去多余二抗，使用

ELC 显色剂进行化学发光检测。 

1.12  免疫共沉淀(co-immunoprecipitation) 
使用 BeaverBeadsTM 磁珠，按照说明书进行

磁珠预处理，将 VHH-Fc 与磁珠常温孵育 1 h，
洗去未结合的 VHH-Fc，再加入血红蛋白溶液，

4 ℃振荡孵育 1 h，洗去未结合的蛋白。利用洗

脱 液 对 磁 珠 进 行 洗 脱 ， 将 洗 脱 样 品 进 行

SDS-PAGE 分析。 

1.13  非竞争 ELSIA 
使用间接 ELISA 检测 VHH-Fc 与血红蛋白

的结合活性。将血红蛋白溶液包被于免疫板

上，设置阴性对照(无蛋白)，使用 5% MPBS 将
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纳米抗体从 104梯度稀释至 10–3 (或 103 nmol/L 连

续稀释至 10–3 nmol/L)，共设置 15 (13)个浓度，方

法同 1.6。测定 OD450，计算 VHH-Fc 的 EC50值。 

1.14  生物膜干涉技术 
将待检测的纳米抗体和血红蛋白抗原预先

置换至 PBST 缓冲体系中(10 mmol/L PBS，

0.02% Tween-20，pH 调至 7.4)。对于链霉亲和

素(streptavidin, SA)传感器上固定的血红蛋白

抗原，采用生物素化标记以进行识别，具体步

骤如下：将 NHS-PEG12-Biotin 溶解在二甲基亚

砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)中，配制成浓度为

10 mmol/L 的储备溶液。随后，按照生物素与

蛋白的摩尔比 1:1 的比例，在抗原蛋白溶液中

加入生物素储备溶液，并在室温下避光静置 1 h
以完成生物素化反应。之后，利用 PD MiniTrapTM 
G-25 脱盐柱对反应混合物进行脱盐处理，收集

脱盐后的流出液，并测定其中生物素化蛋白的

浓度。用 PBST 缓冲液稀释生物素化后的血红

蛋白至 300–500 nmol/L。提前将 SA 传感器置

于 200 μL 0.02% PBST 缓冲液中预湿 10 min，
随后将 SA 传感器安装至仪器上，加样方式设

置为滴加(drop)模式，上样量为 4 µL。固化时间

为 180 s，直至结合信号大于 1.0。抗体结合与

解离时间均为 480 s，共设置 4 个抗体浓度。 

1.15  VHH 特异性分析 
将 新 型 冠 状 病 毒 受 体 结 合 域 (receptor 

binding domain of severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2 RBD)、
SARS 冠状病毒受体结合域(SARS RBD)、副溶

血性弧菌耐热直接溶血素(thermo-stable direct 
hemolysin, TDH)、卵清蛋白(ovalbumin, OVA)、
牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、绿

色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)、基

质金属蛋白酶 1 (matrix metalloproteinase 1, 
MMP-1)、多酚氧化酶(polyphenol oxidase, PPO)

这 9 种蛋白包被到平板上，使用 VHH-12-Fc 进

行孵育，具体实验操作同 1.9，测定 OD450。 
将人血红蛋白、猪血红蛋白、羊血红蛋白、

兔血红蛋白、牛血红蛋白包被在平板上，方法

同上，测定 OD450。 

1.16  数据处理与分析 
使用 GraphPad Prism 9.5.1 软件分析统计数

据和绘图，采用单向方差进行差异显著性分析

(P<0.05 为显著差异)，所有数据均显示为 3 次

重复的平均值±标准差(mean±SD)。 

2  结果与分析 
2.1  噬菌体展示纳米抗体文库的构建 

将血红蛋白免疫双峰驼，免疫结束后颈静

脉采血，分离淋巴细胞后提取总 RNA，随即反

转录成 cDNA。以 cDNA 为模板，扩增 VHH 基

因，进行琼脂糖凝胶电泳验证，结果如图 1A
所示，VHH 基因的大小约 360 bp，与预期 VHH
基因大小相符。以 pR2 噬菌粒为模板，经过 PCR
扩增后进行琼脂糖凝胶电泳验证。结果如图 1B
所示，pR2 扩增产物为线性化结构，大小为    
4 600 bp。采用无缝克隆技术连接 VHH 扩增产

物与线性化的 pR2 载体，电转化至 TG1 感受态

细胞，随机挑选 10 个克隆子进行菌落 PCR 检

测，结果如图 1C 所示，构建的噬菌体抗体文库

的插入率为 100%。通过计数菌落得出构建的骆

驼抗体文库容量为 2.85×108 CFU，所构建的抗

体文库满足噬菌体筛选的条件。 

2.2  血红蛋白特异性纳米抗体的淘选 
为了筛选出血红蛋白特异性的 VHH，使用

固相抗原结合方法进行 3 轮淘选。在筛选过程

中，加入特定量的噬菌体与抗原进行孵育，低

亲和力的噬菌体会被洗涤缓冲液冲洗去除，高

亲和力的噬菌体与抗原结合紧密。噬菌体的筛

选效果通常通过观察每轮筛选过程中菌落的富
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集程度进行评估。为了量化每轮筛选过程中噬

菌体的总量，统计培养板上的菌落数，随后计

算得到回收率和富集度。结果如表 1 所示，随

着筛选轮次的增加，回收率从 4.35×10–6 递增至

2.25×10–4，而富集度逐渐增加至 51.7 倍。第 3 轮

筛选的回收率是首轮筛选回收率的 51 倍，表明

血红蛋白特异性噬菌体得到有效富集。 
从双峰驼噬菌体抗体文库中挑取 1 728 个

克隆子进行 phage ELISA 检测，结果如图 2A 所

示，将克隆子对血红蛋白组的 OD450 值记为 P，
对阴性组的 OD450 值记为 N，P/N 比值越高则表

示噬菌体的特异性越高。将 P/N>10 的克隆子进

行测序分析，剔除重复序列后共筛选到 10 株不

完全一致的 VHH 序列，将其分别命名为

VHH-1、VHH-3、VHH-12、VHH-23、VHH-24、
VHH-26、VHH-27、VHH-59、VHH-60 和 VHH-77 
(图 2B)。以上 10 条 VHH 在 CDR1 和 CDR3 区

域具有显著的差异，如图 2B 和 2C 所示，CDR1
区最长为 14 个氨基酸，CDR3 区最长为 23 个

氨基酸，这种差异性与 VHH 的特异性和亲和力

紧密相关。值得注意的是，这些 VHH 在 FR2
区共同拥有 4 个特征性的氨基酸，分别是 37、
44、45 和 47 位的氨基酸，这些氨基酸对于 VHH
卓越的稳定性至关重要。 

 

 
 

图 1  驼源纳米抗体文库的构建   A：VHH 基因。M：DNA marker DL2000；泳道 1 和 2：VHH 片段。

B：pR2 载体的扩增和酶切。M：DNA marker DL5000；泳道 1：扩增的线性化 pR2 载体；泳道 2：线

性化 pR2 载体的酶切产物。C：菌落 PCR 鉴定文库中的菌落。M：DNA marker DL2000；泳道 1−10：
10 个菌落的扩增片段。 
Figure 1  Construction of a camelid-derived VHH library. A: Amplification of the VHH gene. M: DNA 
marker DL2000; Lane 1 and 2: Amplified VHH fragments. B: Amplification and enzymatic cleavage of the 
pR2 vector. M: DNA marker DL5000; Lane 1: Amplified linearized pR2 vector; Lane 2: Enzyme digestion of 
linearized pR2 vector. C: Colony PCR identification of colonies within the library. M: DNA marker DL2000; 
Lanes 1−10: Amplified VHH fragments from 10 colonies. 
 
表 1  驼源纳米抗体的富集 
Table 1  Enrichment of camelid-derived VHHs 
Round Hemoglobin (μg/mL) Input (CFU) Output (CFU) Recovery Degree of enrichment (fold) 

1 100 1.0×1011 4.35×105 4.35×10–6 N.A. 

2  50 1.0×1011 3.97×106 3.97×10–5 9.13 

3  10 1.0×1011 2.25×107 2.25×10–4 51.7 
N.A. means not available. 
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2.3  血红蛋白纳米抗体序列分析 
利用Expasy在线网站预测VHH的理化性质，

结果如表2所示，VHH分子量为12.98–14.38 kDa，
等电点为 6.78–9.65；预测亲水性平均系数(grand 

average of hydropathicity, GRAVY)值均为负值，表

明 VHH 的亲水性均良好。使用 MegAlign 软件对

这 10 条 VHH 序列进行系统发育树和同源性分

析。使用 W 算法绘制系统发育树，结果如图 3A、 
 

 
 

图 2  血红蛋白驼源 VHH 的筛选   A：单克隆噬菌体 ELISA。B：VHH 的多序列比对结果。*表示

FR2 区域的 4 个特征氨基酸。C：CDR1 和 CDR3 区域的长度分析。 
Figure 2  Screening of camelid-derived VHHs targeting hemoglobin. A: Monoclonal phage enzyme-linked 
immunosorbent assay. B: Multiple sequence alignment of VHHs, with asterisks indicating the four 
characteristic amino acids in the FR2 region. C: Length analysis of the VHH CDR1 and CDR3 regions. 
 

表 2  VHH 理化性质预测 
Table 2  Prediction of physicochemical properties of VHHs 
VHH ξ molar 

(L/(mol·cm)) 
pI Mr (kDa) GRAVY Instability index 

VHH-1 32 507 6.78 13.93 –0.521 32.07 
VHH-3 26 990 8.51 13.90 –0.379 37.32 
VHH-12 25 565 9.65 14.17 –0.400 50.61 
VHH-23 26 992 8.51 13.09 –0.379 37.32 
VHH-24 30 035 8.39 14.31 –0.564 44.60 
VHH-26 27 055 8.95 13.67 –0.429 30.52 
VHH-27 42 462 9.48 14.38 –0.344 37.36 
VHH-59 40 973 8.60 13.41 –0.340 35.26 
VHH-60 47 962 9.17 12.98 –0.347 34.36 
VHH-77 31 525 7.82 13.64 –0.373 27.24 
ξ: Molar absorption coefficient. 



 
 

钟宁 等 | 血红蛋白驼源纳米抗体的筛选与表征 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1525 

 
 

图 3  VHH 序列分析   A：系统发育树；B：同源性分析。 
Figure 3  Sequence analysis of VHHs. A: Phylogenetic tree; B: Homology analysis. 
 
3B 所示，各 VHH 之间同源性较高。其中，VHH-27
和 VHH-60 亲缘关系最近，序列相似性为 85.1%，

同时与 VHH-59 聚为一支。 
使用 AlphaFold2 对 VHH 进行三级结构预测，

得到的数据由 PyMOL 2.4.0 软件进行分析。VHH

二级结构数据组成如表 3 所示，α-螺旋结构占比为

2.27%–9.23%，β-折叠结构占比为 46.21%–59.52%，

环状结构占比为 34.92%–51.52%。VHH 三级结构

如图 4 所示，在建模过程中，框架区有助于维持

变量区的结构稳定性和抗原结合能力，其结构相
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表 3  VHH 二级结构组成 
Table 3  Analysis of the secondary structure 
composition in VHHs 
VHH α-helix (%) β-sheet (%) Loop (%) 
VHH-1 7.14 54.76 38.10 
VHH-3 4.96 49.59 45.45 
VHH-12 2.27 46.21 51.52 
VHH-23 2.52 56.30 41.18 
VHH-24 5.56 59.52 34.92 
VHH-26 2.36 53.54 44.10 
VHH-27 9.23 51.54 39.23 
VHH-59 4.92 54.10 40.98 
VHH-60 2.48 50.41 47.11 
VHH-77 4.76 52.38 42.86 

 

对保守，VHH 具有较长的 CDR3 区，可以形成

独特的凸环结构。这种结构使得纳米抗体能够深

入抗原内部，更好地识别和结合那些隐藏表位。 

2.4  纳米抗体与血红蛋白的分子对接 
使用 ClusPro 2.0 对 VHH 与人血红蛋白进

行分子对接，每次对接生成 30 个集群，其中能

量得分最低的结构被选定为最终的对接结果。

采用 PyMOL 2.4.0 软件展示对接结果，并利用

PDBePISA 工具分析分子间相互作用的残基及其

相互作用力(表 4)。研究发现，VHH 与人血红蛋

白之间的主要相互作用力为氢键，少部分则为盐

桥，而 CDR3 区域在 VHH 与人血红蛋白结合中发

挥了重要作用(图 5)。具体而言，在 VHH-3、
VHH-23、VHH-26、VHH-27、VHH-59 和 VHH-77
与血红蛋白复合物中，存在以下氢键相互作用：

Arg31-Phe122、Arg31-Gln127、Phe117-Arg30、
Pro114-His116 以及 His103-Gln131。在 VHH-1、
VHH-24 和VHH-60 与血红蛋白复合物中，则观察到

Lys40-His46 和 Tyr42-Asp99 之间的氢键相互作用。 

2.5  纳米抗体真核表达与纯化 
将以上 10 条 VHH 序列构建至 pTT5- 

TEV-Fc 真核表达载体中，将重组质粒进行大量抽

提，使用聚醚酰亚胺(polyetherimide, PEI)将重组

质粒转染入 HEK 293F 细胞中进行表达，收集转

染 5−7 d 后的细胞培养上清液，经 rProtein A 柱

纯化得到 VHH-Fc 融合蛋白。SDS-PAGE 结果

显示，VHH-Fc 融合蛋白的分子量大小为 40 kDa 
(图 6)。由于重组抗体带有 Fc 结构域，其分子

量大小约为 25 kDa，而 VHH 分子量约为 15 kDa，
两者相加的理论分子量与电泳结果相符。对抗

体产量进行计算，VHH-Fc 的产量为 0.4–118 mg/L。
其中 VHH-59-Fc 融合蛋白的产量为 118 mg/L，

为大规模生产提供了可能。 
 

 
图 4  VHH 三维结构的预测   黄色部分表示 FR2 中的 4 个特征氨基酸，红色部分表示 CDR3 区域。 
Figure 4  The predicted three-dimensional structure of VHHs. The yellow segment denotes the four 
characteristic amino acids within the FR2 region, while the red segment represents the CDR3 region. 
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表 4  VHH 与血红蛋白相互作用情况 
Table 4  Interaction between VHH and hemoglobin 
Docking complexes of 
VHH-hemoglobin 

VHH-1 VHH-3 VHH-2 VHH-23 VHH-24 VHH-26 VHH-27 VHH-59 VHH-60 VHH-77 

Lowest energy  –884.3  –722.7  –941.2  –789.9 –824.8  –704.1  –814.3 –916.9 –1 002.4  –643.5 
VHH interface area (Å) 1 047.4 1 122.0 1 255.0 1 257.8  863.5 1 097.4 1 102.1  973.1   948.3 1 199.9 
Hemoglobin interface 
area (Å) 

1 130.6 1 179.0 1 201.1 1 209.5  980.9 1 079.7 1 039.5  923.7  1 001.8 1 271.5 

Number of residues on 
VHH interface 

   27    37    27    32   26    35    29   27      28    37 

Number of residues on 
hemoglobin interface 

   25    29    37    34   23    28    31   29      24    33 

Number of salt bridges     4     1     0     3    3     0     3     0      2     1 
Number of hydrogen bonds    11     7    11    12    8     8     8     6      9     7 

 
图 5  VHH 与血红蛋白的分子对接结果   VHH-1 (A)、VHH-3 (B)、VHH-12 (C)、VHH-23 (D)、VHH-24 
(E)、VHH-26 (F)、VHH-27 (G)、VHH-59 (H)、VHH-60 (I)、VHH-77 (J)与血红蛋白的对接结果。左侧

为 VHH 与血红蛋白的对接模型，右侧为相互作用的氨基酸残基和相互作用力，数字表示键长。 
Figure 5  Molecular docking of VHH with hemoglobin. The docking results for VHH-1 (A), VHH-3 (B), 
VHH-12 (C), VHH-23 (D), VHH-24 (E), VHH-26 (F), VHH-27 (G), VHH-59 (H), VHH-60 (I), and VHH-77 (J). 
The left panel displays the docking configurations of VHH with hemoglobin, while the right panel elucidates 
the interacting amino acid residues and the interaction forces, including the specified bond lengths. 
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图 6  VHH-Fc 融合蛋白纯化结果 
Figure 6  Purification of VHH-Fc fusions. 
 

2.6  血红蛋白特异性纳米抗体的表征 
2.6.1  纳米抗体理化稳定性的表征 

抗体的热稳定性是其维持生物活性功能的

重要因素之一，在较高的温度环境下，抗体结

构常常会发生不可逆的变化，导致其活性的丧

失。根据棋盘格滴定法确定出最优血红蛋白抗原

浓度为 0.5 μg/mL，最优 VHH 浓度为 2.5 μg/mL。

首先，采用 7 个不同的温度(20、30、40、50、

60、70、80 ℃)对 VHH-Fc 进行处理，通过非竞

争 ELISA 方法测定其结合活性。将处理后的

VHH-Fc 与未经处理的 VHH-Fc 进行对比，结

果如图 7A 所示，在温度从 20 ℃升至 40 ℃的

过程中，VHH-Fc 与血红蛋白的结合能力几乎

保持不变；然而，在 40–80 ℃的温度范围内，

VHH-Fc 与血红蛋白的结合能力逐渐降低。除

VHH-23-Fc 外，VHH-Fc 在 50 ℃孵育 10 min

后仍具有 60%以上结合能力。将 VHH-Fc 在

50 ℃孵育不同时间(0–60 min)，并测定其剩余

结合活性，结果如图 7A 右图所示。VHH-Fc 在

50 ℃处理 10 min 过程中，抗原结合能力迅速降

低；随着孵育时间延长，结合能力持续下降，

孵育 60 min 后保持 20%结合活性。由此发现，

VHH-Fc 热稳定性较好，在 20–40 ℃之间具有

较高结合活性，80 ℃处理 10 min 和 50 ℃处理

1 h 后仍有一定的结合能力。 

 

 
 

图 7  VHH-Fc 的理化稳定性   A：热稳定性；B：pH 稳定性；C：有机试剂耐受性。 
Figure 7  Physicochemical stability of VHH-Fc. A: Thermal stability; B: pH stability; C: Stability in the 
presence of organic reagents. 
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一般情况下，抗体抗原结合的 pH 范围在

6.0–9.0 之间，pH 影响抗原抗体结合而不会导

致抗体不可逆变性。先将 VHH-Fc 在从低到高

的 5 个 pH (3.0、5.0、7.0、9.0、11.0)缓冲液中

孵育 1 h，然后在 pH 为 7.0 的条件下检测处理

后的 VHH-Fc 与血红蛋白的结合能力。结果如

图 7B 所示，VHH-Fc 与血红蛋白的结合活性在

极端 pH 条件下会受到显著影响，无论是过酸

还是过碱的环境均不利于其结合效能的维持。

弱碱的 pH 环境下，VHH-Fc 与血红蛋白的结

合能力变化较小，但是在强碱性环境(pH 11.0)
下仅能保持 45%–68%的结合活性。VHH-Fc 在

酸性 pH (pH 5.0)条件下结合能力较差，在强酸

条件(pH 3.0)下仍能保持 38%–59%的结合活

性。总体而言，VHH-Fc 在 pH 7.0 条件下结合

活性最强，在酸性、碱性条件下结合活性显著

降低。 
鉴于 VHH 在有机溶剂中的耐受性已有文

献记载，本研究选取了 4 种常见的有机溶剂(甲
醇、乙腈、丙酮、DMSO)评估 VHH-Fc 的耐受

程度。配制了 6 个不同浓度(0、10%、20%、40%、

60%、80%)的溶液，结果如图 7C 所示，VHH-Fc
对甲醇的耐受性最佳，在 10%甲醇溶液中仍能

保持 48%–78%的结合活性；而对于丙酮、乙腈

和 DMSO 的耐受性则较为相似，在 10%的有机

试剂溶液中，VHH 的结合活性均在 40%以下。

总体而言，VHH-Fc 展现出广泛的有机溶剂耐

受性，特别是在甲醇溶剂中表现突出。 

2.6.2  动态光散射分析纳米抗体的粒径和

电位 
利用粒度电位仪动态光散射(dynamic light 

scattering, DLS)测定 VHH-Fc 的粒径大小，结果

显示，VHH-Fc 的粒径主要集中在 96–215 nm
范围内(图 8A)，且 PdI 介于 0.4–0.6 之间(表 5)，
反映了 VHH-Fc 的较好分散性。进一步分析可

知，所测样品 VHH-Fc 具有定义明确的平均流

体动力学直径和球形核壳结构。本研究还测定了

VHH-Fc 的 Zeta 电位，其值在–0.71 至–6.70 mV
之间(图 8B)，这一结果表明，在中性条件下，

VHH-Fc 表面带有较多负电荷。 

2.7  纳米抗体与血红蛋白结合活性分析 
利 用 免 疫 斑 点 试 验 定 性 分 析 制 备 的

VHH-Fc 对血红蛋白的结合能力。将不同比例

稀释的血红蛋白点在 NC 膜上，依次与 VHH-Fc
和羊抗人 IgG (HRP)二抗孵育 1 h。结果显示，

10 株 VHH-Fc 抗体均能与血红蛋白结合，其中 
 

 
 

图 8  VHH-Fc 的粒径分布(A)及 Zeta 电位(B) 
Figure 8  Particle size distribution (A) and zeta potential (B) of VHH-Fc. 
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VHH-59-Fc 和 VHH-12-Fc 能结合各个浓度的血

红蛋白，VHH-12-Fc 结合能力最强(图 9A)。以 
 
表 5  VHH-Fc 的平均粒径 
Table 5  The mean particle size of VHH-Fc 
VHH Particle size (nm) PdI 

VHH-1-Fc 170.10±1.27c 0.41±0.07ab 

VHH-3-Fc 210.17±9.83a 0.58±0.03a 

VHH-12-Fc 187.85±1.77b 0.47±0.03ab 

VHH-23-Fc 164.31±4.35c 0.31±0.04b 

VHH-24-Fc 168.25±8.53c 0.48±0.09ab 

VHH-26-Fc 96.41±1.89e 0.41±0.02ab 

VHH-27-Fc 215.38±4.69a 0.47±0.08ab 

VHH-59-Fc 213.46±4.33a 0.39±0.08b 

VHH-60-Fc 142.32±7.52d 0.57±0.08a 

VHH-77-Fc 106.27±8.19e 0.62±0.07a 
The data were expressed as the mean±SD of three 
independent replicates. Means in the same column with 
different superscript letters were significantly different (P< 
0.05). 

上结果表明，在驼源 VHH-Fc 免疫文库中能淘

选出血红蛋白特异性的 VHH-Fc。用免疫共沉

淀法检测了 VHH-Fc 与血红蛋白的结合情况。

结果如图 9B 所示，10 个 VHH-Fc 抗体均能与

血红蛋白抗原结合。 
进一步评估 VHH-Fc 融合蛋白与血红蛋白

的结合亲和力，利用 EC50 值作为初步指标。结

果如图 9C 所示，VHH-12-Fc 对血红蛋白的结

合能力较强，EC50 值为 10.63 nmol/L，其次为

VHH-59-Fc，而其他 VHH-Fc 与血红蛋白的结

合 能 力 较 弱 。 利 用 生 物 膜 干 涉 (biolayer 
interferometry, BLI)技术测定 VHH-12-Fc 与血

红蛋白抗原的结合动力学参数，根据软件拟合

VHH-12-Fc 抗体的 KD 值为 2.94×10–7 mol/L (图
9D)，表明该纳米抗体对血红蛋白抗原展现出较

强的亲和力。 
 

 
 

图 9  VHH 与血红蛋白结合活性分析   A：斑点印迹分析；B：免疫沉淀试验；C：非竞争性 ELISA；

D：生物膜干涉技术。 
Figure 9  Evaluation of VHHs binding activity with hemoglobin using various techniques. A: Dot blot 
analysis; B: Immunoprecipitation assay; C: Noncompetitive ELISA; D: Biolayer interference technique. 
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2.8  纳米抗体结合特异性分析 
将实验室保存的 SARS-CoV-2 RBD、SARS 

RBD、TDH、OVA、BSA、GFP、MMP-1、PPO
和人血红蛋白包被于 96 孔免疫板中，通过非竞

争 ELISA 方法测定 VHH-12-Fc 的结合活性。结

果如图 10A 所示，除了血红蛋白组外，其余组

别的 OD450 值均低于 0.1，这一结果充分体现了

VHH-12-Fc 对血红蛋白的特异性结合活性。此

外，检测了 VHH-12-Fc 与不同哺乳动物来源血

红蛋白的结合活性。结果显示，VHH-12-Fc 与

人血红蛋白结合活性最高，与猪、羊、兔、牛

血红蛋白表现出一定的交叉反应性，结合活性

约为 50% (图 10B)。血红蛋白是一种在红细胞

中运输氧气的蛋白质，其基本结构和功能在不

同哺乳动物之间存在较高的相似性。这种相似

性为纳米抗体提供了与其他哺乳动物血红蛋白

结合的可能性。 

3  讨论与结论 
血红蛋白作为众多疾病的生物标志物之

一，对于疾病的早期预防、检测和后期治疗有

重要意义。近年来，越来越多的研究聚焦于血

红蛋白浓度检测，特别是趋向于便携、灵敏、

快速、低成本的检测方式。目前，单克隆抗体

应用于检测及诊断治疗方面的研究较多，但是

在治疗和检测的应用中逐渐暴露出诸多局限

性。例如，传统单克隆抗体因其庞大的分子量

(约 150 kDa)而导致组织穿透力不佳、免疫原性

较强，同时其人源化过程复杂、制备技术繁琐、

成本高昂。相较之下，小分子纳米抗体因其较

小的分子量(约 15 kDa)展现出独特的优势，目

前小分子纳米抗体的应用还在起步阶段。纳米

抗体天然存在于骆驼科及鲨鱼科动物血清中，

而随着噬菌体展示技术的发展，纳米抗体文库

是纳米抗体筛选的主要来源[37]，全合成抗体展

示库的应用逐渐增多，多样性高且能避免免疫

动物过程，但会面临产出的抗体亲和力低、特

异性不高等问题。相对而言，免疫文库则是通

过动物对特定抗原的免疫反应来构建，能够筛

选出亲和力和特异性更高的抗体[38]。 
纳米抗体库容量可达到 108–109 的规模，序

列多样性超过 95%。鉴于 VHH 的独特结构， 
 

 
 

图 10  VHH-12-Fc 特异性分析   A：VHH-12-Fc 与 SARS-CoV-2 RBD、SARS RBD、TDH、OVA、

BSA、GFP、MMP-1、PPO 和人血红蛋白的结合活性。B：VHH-12-Fc 与人、猪、山羊、兔和牛血红蛋

白的结合活性。Hb 为血红蛋白。 
Figure 10  Specificity of VHH-12-Fc. A: Binding activity of VHH-12-Fc with SARS-CoV-2 RBD, SARS 
RBD, TDH, OVA, BSA, GFP, MMP-1, PPO and human hemoglobin. B: Binding activity of VHH-12-Fc with 
hemoglobin from human, porcine, goat, rabbit and bovine. Hb: Hemoglobin. 
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其仅包含单一结构域，故即便在库容缩减至 106

级别时，依然能够成功筛选出具备高度特异性

的纳米抗体[39]。本研究通过血红蛋白免疫双峰

驼后构建了噬菌体展示纳米抗体文库，其库容

量达 2.85×108 CFU，VHH 片段的插入率为

100%，文库质量较好，采用生物淘洗和噬菌体

单克隆 ELISA 鉴定，成功筛选出 10 株 VHH，

其相对分子质量约为 15 kDa。本研究将 VHH
与 Fc 片段融合表达，制备更加稳定的融合蛋白

抗体。经验证，VHH-Fc 融合蛋白特异性和亲

和力均良好，其中纳米抗体 VHH-12 具有较强

的结合活性，EC50 值为 10.63 nmol/L，KD 值为

2.94×10–7 mol/L，显示筛选的抗血红蛋白纳米抗

体在血红蛋白检测中具有潜在应用价值。 
东南大学 HUA 团队将体外表达的 HPV16 

E7 蛋白免疫双峰驼，筛选出特异性纳米抗体，KD

值为 7.5×10–7 mol/L，且该抗体具有很好的热稳定

性[35]。孙山[40]通过构建双峰驼天然纳米抗体库，

筛选出一株抗鼠伤寒沙门氏菌 FlgE 纳米抗体，其

EC50值为 2.89 nmol/L，KD值为 3.374×10–8 mol/L，
该抗原具有较高的结合活性和特异性，是相关抗

体制备及疫苗研发的优秀候选蛋白。本研究制备

的纳米抗体在 20–40 ℃之间抗原结合活性最佳，

在 pH 7.0–9.0 之间能维持较好的结合活性，并可

耐受 10%的甲醇溶液。周惠[41]将麦草畏为抗原免

疫骆驼，制备纳米抗体的最佳甲醇耐受浓度为

10%，最佳 pH 值为 8.0，随着温度的升高，VHH
在 95 ℃孵育 5 min 和 85 ℃孵育 60 min 下仍能与

抗原结合。AKAZAWA-OGAWA 等[42]将纳米抗体

溶液在 37 ℃下储存 1 年，结果发现纳米抗体仍

然保持了完整的抗原结合活性。Baudhuin 等[43]研

究发现，抗 HER2 和抗 MMR 纳米抗体冻干粉

在 2–8 ℃条件下可稳定储存至少 12 个月，甚至

在长达 18 个月的储存期间也表现出良好的稳

定性，没有观察到任何聚集、降解或活性丧失

现象。纳米抗体能够在长期低温保存过程中维

持其效能，从而显著提升了其在运输、应用及

存储环节中的便利性与可行性。 
本研究制备的纳米抗体与文献报道的其他

靶点蛋白的驼源纳米抗体相比[44]，其亲和能力

仍待提高。分析原因如下：(1) 人源血红蛋白结

构复杂，可能存在多个表位，但并非所有表位都

能有效诱导高亲和力抗体的产生；(2) 将人源的血

红蛋白免疫同为哺乳动物的双峰驼，其免疫原性

较弱，机体产生免疫反应较差，导致筛选出纳米

抗体的亲和力不理想，后续可优化抗原处理工艺，

确保抗原的纯度、稳定性和免疫原性；(3) 调整免

疫剂量、免疫次数以及免疫间隔时间，以诱导驼

体产生更高亲和力的抗体。此外，可通过使用

Linker 蛋白连接 2 个或 3 个 VHH，制备二聚体或

三聚体纳米抗体，进一步提高抗体的结合能力。 
未来研究将聚焦纳米抗体在血红蛋白检测

上的应用。对所构建的文库进行更多次筛选，

以期筛选到更多具有高亲和力的纳米抗体。同

时，加强抗体稳定性处理，确保存储运输中的

优异性能。此外，探索检测技术，以开发高效、

便捷、经济的检测方案，推动抗血红蛋白纳米抗

体在疾病诊断和健康监测领域取得新突破。 
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