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摘  要 : 骆驼血液中存在天然缺失轻链的重链抗体，克隆该重链抗体的可变区得到最小的抗原结合片段，即纳米

抗体 (Nanobody，Nb)。Nb 的单域性质使其较普通抗体具有一些独特性能，比如高度水溶性和构象稳定性，较强的

抗原亲合力和优良的组织穿透能力，容易体外表达和人源化改造修饰等，Nb 的以上持性使其在诊断检测领域展现

出广阔的应用前景。尽管 Nb 的应用开发已经取得前所未有的成功，技术上仍然有待进一步优化，其中包括噬菌体

纳米抗体库构建以及 Nb 的胶体金标记分析等技术。文中简单介绍 Nb 的研究进展，并从 Nb 制备、在疾病的体外

检测以及体内肿瘤无创伤影像诊断领域的应用 3 个方面，讨论进一步提高 Nb 亲合力和人源化改造等优化 Nb 分子

特征的策略，分析 Nb 在疾病检测诊断应用中存在的问题，并提出一些积极的应对方案。 
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Progress in nanobody and its application in diagnosis 

Qingming Kong, Yabo Yao, Rui Chen, and Shaohong Lu 

Institute of Parasite Disease, Zhejiang Academy of Medical Sciences, Hangzhou 310013, Zhejiang, China 

Abstract:  Nanobodies are derived from the variable domain of the heavy-chain antibodies (HCAbs) that occur naturally 
in the serum of Camelidae. They are the smallest antibody fragments capable to bind antigens. With the characteristics of 
their increased solubility, increased domain stabilities, nanomolar affinities, easy crossing the blood-brain barrier, easy 
generation, engineering, optimization and tailoring, easy humanization, nanobodies have extensive application prospects in 
diagnosis and detection. Although nanobody has demonstrated tremendous success, a number of practical challenges limit 
its broader applications in disease diagnosis and detection, including construction of a phage library and selection of 
nanobody fragments with high affinity and immunogold labeling technique. Here, we review several recent findings on the 

综  述
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use of nanobodies in molecular diagnostics and suggest some practical strategies in resolving the current challenges in this 
attractive research area, particularly to optimize the affinity, solubility, humanization of nanobodies. 

Keywords:  Camelidae, nanobody, diagnosis and detection 

近年来，抗体技术已被广泛地应用于疾病的

诊治领域，新型基因工程抗体不断出现，抗体小

型化是抗体基因工程的主要研究方向之一。最新

的单域抗体 (Single domain antibody，SdAb) 是指

保留了较好的抗原结合能力和专一性的 VH 小分

子抗体片段，结构简单，容易进行体外规模化合

成表达。SdAb 体积约为完整抗体的 1/12，具有较

强的组织穿透能力，利于它们进入致密的组织以

及穿透血脑屏障。这使它容易接近靶目标表面的

沟、缝或被隐藏的抗原表位，识别许多传统抗体

无法识别的抗原。然而，SdAb 暴露了表面疏水基

团，非特异性吸附增加，易凝结和黏附，须经结

构改造后才能使用。1989 年，布鲁塞尔自由大学

的 Muyldermans 偶然发现骆驼血液中有半数的抗

体是天然缺失轻链。4 年后，与其导师 Hamers 教

授在 Nature 发文阐明了该类重链抗体特性[1]。源

于骆驼的 SdAb，即纳米抗体 (Nanobody，Nb)，

相对分子质量小于 15 kDa，其内部存在二硫键，

表面有大量亲水残基，对热和 pH 值有较强的抵

抗力。具有常规单域抗体无法比拟的水溶性和构

象稳定性[2-4]。这种单体结构域能高特异性、高亲

和力地与抗原结合，从而中和或封闭相对隐蔽的

抗原表位[2,5-7]。凭借以上特性，Nb 较之常规单域

抗体受到了更加广泛的关注和认可。随着 1994 年

第一个 Nb 的氨基酸序列测定以后，便进入了对

Nb 结构、特性[3-4,8-15]和生产、应用[16-23]的探索与

开发研究阶段 (图 1)。纳米抗体技术的研发必将

大大提高人类疾病的诊断水平。在 Nb 领域已经

有很多优秀综述，从不同方面介绍 Nb 的研究应

用进展。本文主要从诊断检测角度出发，在介绍

Nb 领域的最新进展之外，分析该领域技术上存在

的问题，并提出积极的解决方案。 
 

 
 

图 1  纳米抗体及其在诊断检测领域的发展路线图 
Fig. 1  Roadmap of Nb advancements and its application in diagnosis and detection. 
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1  纳米抗体的制备及其分子特征 

1.1  纳米抗体的制备 

通过免疫学和基因工程等技术，从骆驼体内

分离出重链抗体  (Heavy chain antibodies ，

HCAbs)，提取总 RNA 经反转录获得模板。根据

重链抗体保守区域设计引物，经 PCR 法扩增获

得全套重链抗体可变区基因 (Viriable domain of 

heavy chain of heavy-chain antibody，VHH)，而后

将其克隆至载体，体外表达获得含有多种单价

Nb 的抗体库。应用特异性抗原从 Nb 库中经过多

次淘选即可得到抗原特异的 Nb[24-26] (图 2)。与常

规抗体库相比，Nb 库的构建更为简单、有效。

通常仅用一对简并引物扩增就足以获得骆驼重

链抗体的全套 VHH 基因，经过 3−4 轮富集筛选

后即可分析单个克隆以获得目的抗体。Nb 源于

天然缺失轻链的重链抗体，天然存在，稳定性和

可溶性更强；且具有很强的抗原结合能力，能够

识别传统抗体无法识别的隐蔽表位或小表位。 

Nb 的制备与筛选常用的为噬菌体天然抗体

库和抗原倾向性抗体库两类。Nb 的亲和力、特

异性等分子特征的优劣取决于噬菌体抗体库的 

 

 

 
图 2  纳米抗体的制备流程 

Fig. 2  The production protocol of nanobody. 

库容和多样性两大因素。天然抗体库是从未经免

疫的骆驼 B 淋巴细胞中扩增得到抗体的 V 区基

因，随后重组到噬菌体中形成的抗体库。如此得

到的抗体特异性相对较低，而且只有库容足够大 

(109–1010) 时才可能筛选到高亲和力的抗体。抗

原倾向性抗体库的库容量比天然库低，但抗体库

中能够识别特定抗原的特异性功能抗体较高，易

于筛选到高亲和力的目的抗体。比如，A 型肉毒

杆菌神经毒素 (Botulinum neurotoxin serotype A，

BoNT A) 免疫美洲鸵 5 次，每次间隔 3 周。多次

淘选后得到血清型特异的 Nb。液相芯片及表面

等离子体共振技术分析 Nb 的结合动力学，两者

的解离常数在 2.2×10–11–1.6×10–10 mol/L 之间。

如此高的抗原结合能力有助于 A 型肉毒素现场

快速筛查与检测技术的开发研究[27]。然而，该类

库的最大缺陷在于对每一个新抗原都必须重新

建库，工作量比较大。纳米抗体库多样性的分子

基础源于骆驼重链 V 区胚系基因片段 V、D 和 J

在 CDR3 结构域随机位点处的组合性重排。对于

天然抗体库和抗原倾向性抗体库，重排和位点变

异的不可控性以及建库过程中转化效率不高的

因素，一般很难得到具有丰富多样性和较大库容 

(109 以上) 的纳米抗体库。基于三联核苷酸突变

技术 (Trinucleotide mutagenesis，TRIM) 的合成

或半合成抗体库以及体外翻译为基础的核糖体

展示抗体库的出现，克服了常规噬菌体抗体库的

库容与多样性的局限。由于不需要转染步骤，因

此可获得大容量的文库 (1011–1015)。核糖体展示

技术也能通过 PCR 易错、DNA 改组和交错延伸

等方法形成大量突变体库，易于达到多样性。与

常 规 噬 菌 体 抗 体 库 所 制 备 的 抗 体 亲 和 力

(10–7–10–8 mol/L) 相比，核糖体展示系统可以将

抗体的亲和力提高至 10–12 mol/L 的水平。 
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1.2  纳米抗体的分子特征 

骆驼源重链抗体的 VHH 和人源抗体的 VH 结

构非常相似，包含 3 个高变区和其两侧的 4 个骨架

区。VHH 由 2 个β片层形成支架，3 个高变区聚

集在一侧参与抗原识别。比较发现骆驼的 VHH 胚

系基因序列和人类 VH3 家族序列高度同源，不同

之处在于 VHH 的互补决定区 1 (Complementarity- 

determining region 1，CDR1) 和CDR3比人的稍长，

而且其 CDR3 形成凸形的结构，能更好地结合抗

原，这在一定程度上弥补了轻链缺失造成的抗原结

合力下降的不足[28]，从而提高了其对抗原结合的特

异性和亲和力。VHH 表面只有 10 个氨基酸与人

VH 不同。另外，在框架区 2 (Framework region 2，

FR2) 位置有 4 个特异的亲水氨基酸 (位点 37、44、

45、47)[29]替代了 VH 相应位点疏水的氨基酸    

(图 3)。这些亲水残基能使 VHH 保持严格的单体结

构而不易发生自身聚集。 

Nb 没有传统抗体的 Fc 段，从而也避免了补

体反应。而且 Nb 对人体的免疫原性较弱，生物

相容性较好，因此可通过基因工程技术进行 CDR

移植或者表面重塑，即选用与人单域抗体表面残

基相似的氨基酸替换使其人源化。Nb 表面重塑

设计时，要兼顾 FR2 位置 4 个特异氨基酸的亲水 

 

 

 
图 3  VHH 与 VH 结构示意图 

Fig. 3  Structure scheme of VHH and VH. 

性以及对抗体分子结构稳定性的功能。位点 37

与 47处的氨基酸替换会影响抗体分子的稳定性，

或者降低对抗原特异性结合的能力；位点 44 与

45 处的氨基酸替换能增加抗体结构稳定性[30]。

因此，在减少 Nb 异源性改造的基础上，要兼顾

Nb 原有的亲水性、稳定性等抗体活性。 

为了进一步改善 Nb 活性，比如提高亲和力，

延长半衰期等，可以通过短小的连接序列 (Linker) 

将单价 Nb 聚合在一起，转换成多价或多特异性

的 Nb[31]，也能够携带某些特定结构形成融合的

Nb[29,32] (图 4)。多价 Nb 是识别同一种表位的单价

Nb 的聚合物，比单价 Nb 具有更高的抗原亲和力；

多特异性 Nb 是识别不同表位的单价 Nb 的聚合

物，能结合不同靶目标或同一靶目标的不同表位，

即使单个 Nb 对其抗原的亲和力不高，但 2 个或

以上 Nb 能同时与自己的抗原表位结合 (螯合作

用)，这就增强了对靶目标的选择力，效果明显好

于多价单特异性 Nb。值得注意的是在构建多价或

多特异性 Nb 时，不同长度的连接肽以及所连接

的不同表位 Nb 的前后方向会直接影响对抗原的

特异性结合能力。比如通过 9 个甘氨酸丝氨酸残

基 连 接 的 呼 吸 道 合 胞 体 病 毒  (Respiratory 

Syncytial Virus，RSV) 双特异性纳米抗体 RSV- 

D3/E4(9GS) 微 量 中 和 RSV 病 毒 的 能 力 是

RSV-E4/D3(9GS)的 17 倍，IC50 为 6 nmol/L[31]。融

合的 Nb 是指通过基因工程技术将 Nb 与其他结构

结合形成的融合分子，如酶、抗菌肽、能延长其

半衰期的物质或介入放射学中常用的造影剂等。

在新的融合分子中，Nb 靶向结合抗原分子，与其

融合的部分就能发挥相应的功能。比如将肿瘤坏

死因子特异性 Nb 和半衰期较长的白蛋白特异 Nb

融合，其血液半衰期明显延长，同时也提高了小

鼠关节炎模型中对炎症关节的靶向性[33]。 
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图 4  纳米抗体的类型 

Fig. 4  Types of nanobody. 

2  纳米抗体在疾病检测诊断中的应用 

2.1  纳米抗体在疾病体外检测中的应用 

Nb 具有较强的表位识别与结合能力，其构

建及表达过程甚至不需要纯化的抗原。Nb 娇小

的个体 (直径 2.5 nm×高度 4 nm)，使其能够以

高密度牢固地结合于固相载体捕捉微量抗原。这

些特性是常规单抗甚至单域抗体所不及的。因

此，可以充分发挥以 Nb 为基础的免疫检测方法

的作用，检测与鉴别临床上较难检出的靶点以及

外来病原物或毒素。 

Nb 能够以高密度牢固地结合于固相载体，并

且具有避开复杂样本中的干扰因素结合更多配体

的能力。而且，固态载体上的 Nb 很适合捕捉微

量抗原。前列腺特异性抗原  (Prostatespecific 

antigen，PSA) 对前腺癌的诊断特异性达 90%–97%，

被广泛应用于前列腺癌的筛选、诊断及治疗后的

监测。健康男性，释放入血中的 PSA 浓度很低，

一般小于 4 ng/mL。PSA 特异性的纳米抗体

cAbPSA-N7 (15 kDa) 固定在以金为基底材料形

成的烷基硫醇自组装单层膜上的浓度可达     

28 fmol/mm2，血清中低于 10 ng/mL 的 PSA 均可

被直接检测到。此法使用抗体捕获法进行检测，

引入亲-链霉素和胶体金颗粒显色的三明治放大

系统检测方法后，以 cAbPSA-N7 为基础的 PSA

的检测灵敏度能够达到 1 ng/mL[34]，能够实现前

列腺癌的早期检测。另外，Saerens 等发现 PSA

特异性 Nb 能区别不同亚型的 PSA[35]，如此更有

助于前列腺癌的分期。中毒性休克综合征毒素-1 

(Toxic-shock syndrome toxin 1，TSST-1) 是由 I 群

金黄色葡萄球菌分泌的胞外致热性超抗原，是致

热外毒素 C 和肠毒素 F 二者的统称。痕量的

TSST-1 即可导致多种免疫分子过度合成和释放，

进而引发病症。以 TSST-1 特异 Nb 为基础的免疫

检测，可以增强检出灵敏度。猪血中加入 4 ng/mL

的 TSST-1，经免疫亲合色谱分析，超过 96%的

TSST-1 可以通过特异 Nb 免疫吸附去除。这为进

一步开发高效的免疫吸附产品，去除败血症动物

或人血液中的毒素超抗原，创造了基础条件[36]。 

Nb 制备不需要纯化的抗原以及其较强的表

位识别能力等特性可应用于锥虫病的特异性鉴

定。Nb 的小分子特性使其能特异性结合到锥虫

涎传亚属表面抗原相对保守但却隐蔽的位点，这

是常规单抗较大的抗原识别臂无法做到的。
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Saerens 等以伊氏锥虫免疫骆驼制备了特异的纳

米抗体，有利于苏拉病的高灵敏度检出[37]。Nb

的表位识别能力还可以应用于带绦虫属下各种

间的区分和鉴定。带绦虫属下有链状带绦虫、肥

胖带绦虫和亚洲带绦虫 3 个种。三种带绦虫形态

上较为相似难以区分，临床上以链状绦虫对人类

造成的危害为重。基于单抗的酶联免疫吸附技术

尽管可以特异灵敏地检测链状带绦虫，然而却无

法与其他种相区分。链状绦虫特异的 Nb 可以识

别链状绦虫特异抗原 Ts14，而不与肥胖带绦虫等

发生交叉反应[38]，这种高特异性的表位识别能力

使绦虫病的种间鉴定成为可能，有望发展为种特

异性抗原检测的新方法。 

胶体金标记技术是继酶免疫标记和放射性

免疫标记等之后的又一较为成熟的免疫标记技

术。1989–1990 年，Spielberg 和 Beggs 等在前人

研究的基础上，分别建立了斑点金免疫渗滤和胶

体金免疫层析法，并最先应用于检测人血清及尿

液中的 HCG[39-40]。然而，由于常规单抗较大 (分

子量约 150 kDa，大小约 15 nm)，与胶体金颗粒 

(常规应用大小为 5–50 nm) 偶联的效率相对较

低。随着具有高亲和力、特异性的抗原结合能力

的 Nb (分子量小于 15 kDa，大小约 3 nm) 制备

技术的兴起，相信免疫胶体金技术将逐渐得到完

善和成熟。常规的胶体金标记抗体一般采用静电

吸附或化学偶联的方式。其中，化学偶联方式中

又以 Au-S 键或碳二亚胺盐酸盐/羟基琥珀酰亚胺

形成酰胺键偶联为主。上述化学偶联方式均需对

金颗粒或者蛋白表面进行相应的化学修饰，比如

金纳米粒子表面的羧基修饰以及抗体分子表面

的半胱氨酸基序修饰等，同时也增加了应用成

本。Nb 体外基因工程生产制备过程中，可以将

与金属颗粒偶联的残基直接引入抗体片段。某种

程度上既节约了成本也提高了偶联的效率。比

如，Hattori 等通过重叠 PCR 将金颗粒连接多肽 

(Gold-binding peptide，LKAHLPPSRLPS) 重组至

Nb 基因组中，既实现了 Nb 与金颗粒的高亲和力

特异性结合，又简化了 Nb 纯化的步骤，同时也

节约了 Nb 的制备和标记成本[41]。 

值得注意的是 Nb 结合固相载体的密度与其

活性位点的有效性这一矛盾问题。Nb 的小体积

决定了其空间位阻也较小，因而可以高密度地结

合于固相载体。这虽然有利于检测灵敏度的提

高，然而，Nb 的这种高密度结合特性也致使其

与抗原结合的有效 CDRs 等活性结构域的数目降

低。比如，PSA 特异的纳米抗体 cAbPSA-N7 能

够以 28 fmol/mm2 的高密度结合于固相载体，以

其为基础的血清中 PSA 的免疫检测阈值也低于

10 ng/mL。然而，高密度结合于固相载体上的真

正可结合 PSA 的活性位点只有 30%[34]。如果能

更好地优化协调 Nb 结合密度与活性位点之间的

关系，相信会有更高灵敏度的检测结果出现。 

随着 Nb 制备技术的日益成熟以及各种标记

新技术的不断出现和完善，相信以 Nb 为基础的

酶联免疫和免疫胶体金等体外快速检测技术，从

基础研究走向现场或者床边检测 (Point of care 

testing，POCT) 的应用将会很快实现。 

2.2  纳米抗体在疾病体内无创伤诊断中的应用 

Nb 与靶点结合的高亲合力、高特异性和优

良的组织穿透能力，使其可以被用作靶向示踪分

子进行特异的放射免疫显像或靶向超声造影。因

此，以 Nb 为基础的病灶组织特异的靶向示踪成

为分子成像领域重要的研究方向。 

放射免疫显像是指将放射性核素通过一定

方法标记到抗体上，利用抗体与抗原的免疫结

合，特异定位到表达一定抗原的病灶组织上，通



孔庆明 等/纳米抗体及其在诊断检测中的研究进展 

cjb@im.ac.cn 

1357

过核素发出的射线进行肿瘤特异性显像。

Gainkam 等通过小鼠皮下接种皮肤鳞癌细胞

A431 (表皮生长因子受体表达阳性) 建立肿瘤模

型，而后静脉注射放射性金属标记的表皮生长因

子受体 (Epidermal growth factor receptor，EGFR) 

特异性纳米抗体 99mTc-7C12。注射后 1 h，
99mTc-7C12 可以借助抗原 (皮肤鳞癌细胞) 与纳

米抗体 7C12 的特异性结合逐渐浓聚在肿瘤内

部。通过高分辨的微型计算机断层成像及针孔单

光子发射计算机断层成像定量分析表明，相比正

常组织对显像剂的吸收值(1.16±0.14) %IA/cm3，
99mTc-7C12 呈 现 出 较 高 的 肿 瘤 摄 取 值       

(4.55 ± 0.24) %IA/cm3 。 由 于 Nb 体 积 小，
99mTc-7C12 对肿瘤渗透力强，血中清除速度快，

因此可用于癌症的早期辅助诊断[42]。人表皮生长

因子受体 -2 (Human epidermal growth factor 

receptor 2，HER2)是迄今为止乳腺癌中研究较为

透彻的基因之一，是乳腺癌发生发展、诊断治疗

及预后评价的重要靶点。Vaneycken 等通过酶联

免疫亲和，表面等离子体共振和流式细胞等技术

分析显示，HER2 特异的纳米抗体 2Rs15d 可以

作为一种新的免疫成像示踪分子。放射性核素
99mTc 通过三羰基锝[99mTc(H2O)3(CO)3]

+在 50 ℃

孵育 90 min 的方法标记 2Rs15d，纯化后的标记

复合物静脉注射入乳腺癌模型裸鼠体内，1 h 后

针孔单光子发射计算机断层影像定量与体内分

布分析显示，99mTc-2Rs15d 在模型裸鼠肿瘤部位

具有较高的特异性的肿瘤摄取值以及快速的血

液清除特性，提示 2Rs15d 可以进一步发展为乳

腺癌临床分子成像诊断的靶向示踪分子[43]。以上

基础研究显示了以 Nb 为基础的放射免疫成像在

疾病的早期检测诊断中的广阔应用前景。然而，

基础研究和临床实际应用还有一定差距。目前，

需要改进的是 Nb 与放射性核素的标记技术，主

要涉及到生物学、医学和化学等学科领域。成功

的标记主要依赖于放射性核素、标记方法的选择

等因素。放射性核素的种类非常多，在选择用于

放免显像的核素时，从与 Nb 的配伍标记角度出

发，一般要考虑两个因素：1) 核素合理的物理

半衰期；Nb 定位到病灶组织是一个生物过程，

如果使其在靶部位的浓积和在正常组织的背景

之比达到最大，需要一定的时间。由于 Nb 的半

衰期较短，一般在十几分钟至几小时不等[42-45]。

因此，核素的半衰期不能过短。但是，使用半衰

期过长的核素又会给病人带来不必要的辐射。一

般认为，半衰期在 6–200 h 比较合适。2) 核素应

为无载体形式；Nb 的氨基酸构成一般不足 140

个，其与核素结合的特定位点有限。因此，只有

无载体形式的核素才能得到具有高比活度的标

记抗体，这也是获得良好显像的前提。目前，131I、
111In 和 99mTc 是研究和应用最多的 3 个核素。近

年来，由于背景清除较快的 Nb 等小分子抗体的

引入以及新的标记方法的采用，99mTc 半衰期较

短的问题也逐渐被克服，因此，其在核医学研究

中的使用也最多。放射性核素标记抗体的方法分

为直接和间接法。直接标记法是放射性核素直接

与抗体分子形成价键结合而实现标记。这种标记

方法步骤简单，易于实现，但能用于直接标记法

的核素有限。间接标记法则是通过联接剂将核素

标记在抗体之上，使用的双功能联接剂分为多元

胺基羧酸类，如乙二胺四乙酸 (Ethylene diamine 

tetraacetic acid，EDTA)、二乙烯三胺五乙酸 

(Diethylene triamine pentacetic acid，DTPA)、三

乙四胺六乙酸 (Triethylene tetramine hexaacetic 

acid，TTHA) 等；大环类配体，如四氮杂环十四

烷 四 乙 酸  (1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecane- 
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1,4,8,11-tetraacetic acid，TETA)、三氮杂环壬烷

三 乙 酸 (1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic 

acid ， NOTA) 、 四 氮 杂 环 十 二 烷 四 乙 酸 

(1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic 

acid，DOTA) 等；含硫氮配体，如二硫二氮 N2S2、

四硫二氮 N2S4等。在保持 Nb 免疫括性的前提下，

提高标记率和标记物的稳定性至关重要，因为它

直接影响着标记物的生物分布和体外显像质量。

Xavier 等采用 68Ga 标记纳米抗体 2Rs15d，优化

标记后的复合物无需纯化即可用于乳腺癌的显

像检测[44]。2Rs15d 与 NOTA 耦合后与核素 68Ga

室温孵育 5 min，能够实现纳米抗体 2Rs15d 的快

速有效标记。(68)Ga-NOTA-2Rs15d 的标记率可

达 97%以上，放射性比活度在 55–200 MBq/nmol。 

靶向超声造影是指将特异性抗体或配体连接

到超声造影剂表面，使其能主动地与病变组织上

相应的抗原或受体靶向结合，并通过超声造影技

术显示靶灶部位分子水平病理变化，从而产生特

异性的分子显像。Hernot 等通过亲和素桥连构建

了血管内皮细胞粘附分子 1 (Vascular cell adhesion 

molecule-1，VCAM-1) 特异性纳米抗体靶向的超

声微泡 μB-cAbVCAM1-5。体外动态的流场实验

分析显示，纳米抗体 cAbVCAM1-5 可以在      

5 dynes/cm2 强力的急流场中结合 VCAM-1。体内

靶向结合实验将构建好的微泡 μB-cAbVCAM1-5

静脉注射 MC38 肿瘤细胞移植小鼠，10 min 后测

定肿瘤处的回声强度，结果显示肿瘤处的回声明

显增强，与对照组比具有显著性差异[46]。流式细

胞分析证实每 μm2 微泡表面可以结合 104 个纳米

抗体，由于纳米微粒造影剂直径更小和其固有的

活体内稳定性使得这种造影剂在血循环中具有更

长的半衰期[45-46]。Lanza 等用靶向纳米造影剂显

像猪血管成形术后的颈动脉，发现受到过度牵拉

的那段血管平滑肌回声显著增强，而对血管壁内

皮信号无明显影响，该结果有力地证实了纳米级

造影剂具有穿越血管内皮间隙使血管外靶组织显

像的能力[47]。尽管这种新的无创伤性成像技术在

肿瘤的早期定性定位诊断领域表现出良好的发展

前景，但仍有很多技术需要优化和发展，比如靶

向超声造影剂自身的组成修饰以及与 Nb 的连接

技术，这也是靶向超声造影剂成功构筑的关键。

目前，第 3 代超声造影剂的外膜多为脂质，其厚

度更薄 (约 1–3 nm)，且更易靶向修饰，能够与

Nb 偶联制备成靶向超声造影剂，并尽可能最大程

度上保持偶联物的生物学活性。将特异性 Nb 连

接到超声造影剂表面的方式主要包括共价连接和

非共价连接，生物素-亲和素偶联法是应用最广泛

的非共价连接方法，共价连接则以氨基修饰法和

巯基修饰法常见。 

靶向超声造影剂能够从分子水平特异识别

并结合于病灶，在靶点产生特异性显影，因而

能更加显著地提高对早期病变的诊断能力。以

单抗修饰为基础的常规微米级造影剂很难通过

血管内皮细胞间隙，到达肿瘤细胞表面，因此

减小微泡粒径，开发纳米级造影剂有望突破血

池内显影的局限性。相比常规单抗，以纳米抗

体修饰超声微泡构筑的靶向造影剂，由于其分

子量小，血管等组织穿透力强、渗透性好，静

脉注入后实际到达靶细胞的浓度高以及不易被

肝脏清除等优势，能够产生足够高的信号强度，

收到较为理想的显像效果，有望研制出一种穿

透力强的小型化靶向声学造影剂。这将有可能

克服目前超声靶向显像存在的缺陷，进一步提

高其靶向显像效果，从而真正实现肿瘤等恶性

疾病的早期靶向声学显像。 
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3  结语 

近几年，以 Nb 为基础的分子检测和诊断研

究正处于推向市场的前期。基于纳米抗体的免疫

传感技术，集纳米抗体与生物传感两者诸多优点

于一身，不仅可以提高检测的灵敏度和测试精

度、减少分析时间，也能使得测定过程变得简单，

易于自动化，更能实现个体细胞水平的检测和诊

断。对于肿瘤等病变组织细胞的体内靶向无创伤

分子成像，信噪比是一个十分关键的指标。因此，

构建小型化、穿透力强、易于工程技术制备和改

造的分子便成为肿瘤靶向显影最为关键的技术

之一。Nb 的诸多优点使其在肿瘤靶向显像诊断

中具备了广阔的临床应用前景。如何有效地增强

靶部位的信号，降低正常组织的本底吸收，提高

显像质量是以 Nb 为基础的靶向分子显像快速走

向临床应用的前提。同时，也要考虑到 Nb 与核

素或超声造影剂的连接方式、反应产率、制作成

本以及连接物在生理条件下的稳定性等。为保持

抗体的免疫学活性，常规单抗与核素或双功能螯

合剂的共轭结合可以利用抗体 Fc 片段的羧化物

作为特异的螯合位点，从而避免对抗体 Fab 段的

活性影响。然而，由于 Nb 等小分子抗体一般不

具有 Fc 片段，因此，发展一种对 Nb 活性损伤较

小的偶联策略尤为重要。另外，对酪氨酸的修饰

有时会减少蛋白质的活性。因此，在选择偶联的

位点时，也要考虑到这一问题。在未来的十年或

许更短时间内，相信随着对 Nb 更加深入的研究

和临床试验，基于 Nb 的免疫传感与靶向分子成

像技术将会实现对疾病的动态诊断和检测，甚至

将疾病的诊断与治疗及预后评价实时联系起来，

针对不同患者或同一患者的不同阶段，采取合适

的治疗方案，益于早日实现个体化诊疗新模式。 
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