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基于基因编辑动物模型筛选纳米抗体的研究进展

彭元昊  王 维  韩海棠  张 然  赵要风*

（中国农业大学  生物学院，北京  100193）

摘 要  为深入了解基于基因编辑动物筛选纳米抗体（nanobodies，Nbs）的动物模型构建方法和纳米抗体展示筛选

策略及应用现状，以“纳米抗体”、“重链抗体”和“基因编辑”等作为关键词，在 Pubmed、Web of Science 等数据库中

检索 1970—2025 年已发表的相关文献，从纳米抗体的结构特点、文库构建、展示筛选、生物应用和基因编辑动物模

型等方面进行系统分析和总结，并对基因编辑策略优化及未来纳米抗体的研发应用进行展望。结果表明：1）与传

统抗体相比，纳米抗体具备分子量小、结构稳定、特异性高、渗透性强和生产成本低等优势。2）可以通过构建纳米

抗体文库（免疫文库、天然文库与合成文库）并结合噬菌体、酵母和核糖体展示等技术筛选获得纳米抗体。3）纳米

抗体已在病原体痕量检测、荧光示踪成像以及肿瘤治疗等领域广泛应用，具备良好的产业化潜力。4）利用异源、内

源及人源化基因编辑动物模型筛选纳米抗体，可有效替代驼科动物或软骨鱼类，解决饲养成本高及免疫周期长的

限制。综上，通过基因编辑动物模型筛选纳米抗体不仅开辟了低成本小动物筛选模型的新路径，也为跨物种人源

化纳米抗体的高效制备及筛选提供了可行方案。

关键词  纳米抗体； 文库构建； 展示筛选； 生物应用； 基因编辑动物模型

中图分类号  Q74   文章编号  1007-4333（2025）10-0214-16   文献标志码  A

Advances in nanobody screening based on gene-edited 
animal models
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Abstract To gain an in-depth understanding of the construction methods of animal models for nanobody 

screening based on gene-edited animal models， the strategies for nanobody display screening and the current 

status of nanobody applications， this study is conducted by taking “nanobody”， “heavy-chain-only antibody” 

and “gene editing” as keywords to search papers published in PubMed and Web of Science （1970-2025）.  The 

review systematically analyzes and summarizes the structural characteristics of nanobodies， library construction， 

display-based screening， biological applications， and gene-edited animal models.  The optimization of gene-

editing strategies and prospects for nanobody development and application are explored.  The results indicate 

that： 1） Compared with conventional antibodies， nanobodies have advantages including small molecular weight， 

high structural stability， strong antigen-binding specificity， enhanced tissue penetration， and low production 

cost.  2） Nanobodies can be efficiently obtained through the construction of nanobody libraries （immune， naïve， 

and synthetic libraries） combined with display technologies such as phage， yeast， and ribosome display.  3） 

Nanobodies have been widely applied in pathogen trace detection， fluorescent imaging， and tumor therapy， 
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demonstrating significant industrialization potential.  4） The use of gene-edited animal models， whether 

heterologous， endogenous， or humanized， for nanobody screening can effectively replace camelid or 

cartilaginous fish models to solve the limitations such as high breeding costs and long immunization cycles.  In 

summary， screening nanobodies through gene-edited animal models not only opens a new avenue for 

establishing low-cost， small-animal screening models， but also provides a feasible approach for the efficient 

preparation and selection of cross-species humanized nanobodies.

Keywords nanobodies； library construction； display-based screening； biomedical applications； gene-

edited animal models

纳米抗体（nanobodies，Nbs）通常特指来源于驼

科动物（如骆驼、羊驼等）的重链抗体（heavy-chain-
only antibody，HCAb）的 可 变 区 片 段 ，即 VHH
（variable domain of heavy chain of HCAb）。与之类

似，软骨鱼体内也存在一种天然重链抗体，其可变

区 被 称 为 V-NAR（variable domain of new antigen 
receptor），其序列与骆驼中重链抗体的 VHH 不同，

但结构和功能存在趋同进化［1］。相较于经典抗体，

纳米抗体具有分子量小（约 15 kU）、亲水性强、稳定

性高、免疫原性低等优势。由于纳米抗体易于进行

基因工程改造，且具备表达效率高、生产成本低等

特点，其也在药物开发中展现出了更强的可及性和

商业化价值［2］。因此，开展关于纳米抗体在开发应

用中如何进一步降低成本及通过小动物模型获得

纳米抗体的相关研究，对推动其商品化应用具有重

要意义。

目前，纳米抗体已广泛应用于生物研究、疾病

诊断、肿瘤治疗等领域。2019 年，美国食品药品管

理局（Unatied States Food and Drug Administration，
FDA）批准了世界上第一个基于纳米抗体的药物

‘Caplacizumab’，其靶向血管性血友病因子的 A1 结

构域，用于治疗获得性血栓性血小板减少性紫癜

（acquired thrombotic thrombocytopenic purpura，
aTTP）。 随 后 不 久 ，用 于 治 疗 类 风 湿 关 节 炎

（rheumatoid arthritis， RA）的 纳 米 抗 体 药 物

‘Ozoralizumab’也被批准使用，目前仍有多款纳米

抗体药物正处于不同临床试验阶段［3-5］。虽然纳米

抗体已在多个领域展现出广泛的应用前景，但是其

筛选仍主要依赖驼科动物和软骨鱼类。由于此类

动物饲养成本及免疫成本均较高，极大地制约了纳

米抗体的规模化开发及广泛应用。近年来，构建小

型化的纳米抗体筛选动物模型成为研究热点，目前

针对该领域综合分析的研究鲜见报道。本研究检

索相关文献总结了纳米抗体的基本结构特点、文库

构建与展示筛选技术及其相关生物应用的研究进

展，系统分析了基因编辑动物模型在纳米抗体筛选

中的技术路径，重点梳理该领域的新型策略和最新

成果，旨在阐明筛选纳米抗体的小动物模型基因编

辑方法和纳米抗体的展示筛选策略以及相关应用

研究现状，以期为建立低成本、高通量和人源化的

纳米抗体筛选平台提供参考。

1　纳米抗体结构

免疫球蛋白（immunoglobulin，Ig）由 B 淋巴细胞

产生，分为膜型和分泌型 2 种，其中在 B 细胞表面表

达 的 是 膜 结 合 型 免 疫 球 蛋 白（membrane-bound 
immunoglobulin），称 为 B 细 胞 表 面 受 体（B cell 
receptor，BCR）；由 B 细胞分化的浆细胞所产生的是

分泌型免疫球蛋白（secreted immunoglobulin），即抗

体，这二者的区别仅在于 BCR 相比抗体在其编码序

列的 3’端多了 1 段跨膜序列［6］。经典的免疫球蛋白

呈“Y”字型结构，是由 2 条相同的重链和 2 条相同的

轻链通过二硫键构成的异源四聚体。其中，重链和

轻链的氨基端结构域称为可变区，是免疫球蛋白识

别和结合抗原的关键区域；而重链和轻链的羧基端

结构域称为恒定区，负责与其他效应分子或细胞结

合发挥功能。

1993 年，Hamers-Casterman 等［7］首次报道，驼

科（Camelidae）动物中存在 1 种与传统抗体不同的

新型抗体，其分子量较传统抗体更小，仅约 90 kU。

1995 年 ，Greenberg 等［8］ 研 究 发 现 ，铰 口 鲨

（Ginglymostoma cirratum）体内也存在类似的小分

子 抗 体 ，其 可 变 区 与 T 细 胞 抗 原 受 体（T cell 
receptor，TCR）的可变区具有一定相似性，从而被

命名为新抗原受体（new antigen receptor，NAR）。

但在后续研究中发现其与免疫球蛋白存在类似的

结构和功能，因此重新命名为免疫球蛋白新型抗原

受 体 （immunoglobulin novel antigen receptor，
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IgNAR）［9］。这类分子量较小的抗体仅由 2 条相同

重链构成，其天然缺失重链 CH1 结构域和轻链，因

此被称为重链抗体。重链抗体的氨基端也被称为

可变区，同样可发挥识别和结合抗原的功能［10］。通

过对重链抗体的 VHH 进行基因克隆和表达，获得

单域抗体（single domain antibodies，sdAbs），单独便

可发挥结合抗原的作用，且这种单域抗体的分子大

小在纳米尺度，因此又被称为纳米抗体［11-12］（图 1）。
重链抗体可变区的结构与传统抗体重链可变区

（variable domain of heavy chain，VH）相 同 ，由

3 个决定抗原特异性的高变区，又称互补决定区

（complementarity⁃determining region，CDR）和 4 个

保守的框架区（framework region，FR）组成［13-14］。

传统抗体主要依赖 6 个 CDR 区域参与抗原识

别，而纳米抗体因为缺失轻链，仅依赖 3 个 CDR 区

域结合抗原。相较于传统抗体，纳米抗体拥有更长

的 CDR1 和 CDR3 区域，且具备更丰富的序列多样

性，从而增强其与抗原结合的能力［16］。通过分析

CDR 区序列信息，人和小鼠来源的抗体 CDR3 平均

氨基酸数量为 12~14 个，而纳米抗体的 CDR3 平均

氨基酸数量可达 16~18 个，较多的氨基酸数量使其

折叠形成 1 个凸起的环状，能够增加与抗原的接触

面积［17］。这一特性不仅扩展了纳米抗体的靶点识

别范围，也赋予了其在新型纳米抗体药物领域开发

的巨大潜力，如开发病毒检测试剂盒，酶抑制剂

等［18-19］。另外，纳米抗体的 CDR1 和 CDR3 上存在

半胱氨酸残基，可以形成二硫键，降低 CDR3 区域的

柔性，维持空间结构稳定，使其能够在更复杂的环

境下发挥作用（图 2）［20］。

纳米抗体除了 3 个 CDR 区发挥与抗原结合的

功能外，4 个 FR 区也帮助其维持结构的稳定性。传

统抗体重链 FR2 区富含疏水性氨基酸，其中 V42、
G49、L50 和 W52 这 4 个位点在与轻链的结合中起

数据结果来源于文献［15］。

The data are from the study by ［15］.
图 1　驼科动物重链抗体和纳米抗体结构

Fig. 1　Schematic diagram of camelid heavy chain-only 
antibody and nanobody structure

数据结果来源于文献［20］。

The data are from the study by ［20］.
图 2　传统抗体 VH结构和重链抗体 VHH结构

Fig. 2　Schematic diagram of conventional antibody VH structure and heavy chain-only antibody VHH structure
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关键作用，这种疏水作用不仅有助于减弱蛋白整体

的亲水性，而且可以帮助提高蛋白的整体稳定性

（图 2）。相比之下，纳米抗体的 FR2 区发生了由疏

水 性 到 亲 水 性 氨 基 酸 的 突 变（V42→F42、G49→
E49、L50→R50、W52→G52），使得该区域由疏水性

变为亲水性，从而提高了纳米抗体的水溶性［21］。另

外，亲水性增强的同时，还能减少抗体在表达和应

用过程中出现错误性聚集，防止纳米抗体免疫活性

降低，从而进一步提升纳米抗体的稳定性。

2　纳米抗体特点与优势

2. 1　分子量小、免疫原性低

相较于传统抗体约 150 kU 的分子量，纳米抗体

分子量仅约 15 kU。而免疫原性的强弱与蛋白分子

量大小存在相关性，较小的分子量其免疫原性一般

也较弱［22-23］。同时，纳米抗体的 VHH 与人类抗体的

VH 保守 FR 区具有较高同源性［24］，相比之下，传统

的鼠源或兔源抗体往往需进行人源化处理以降低

其免疫原性，这一特性进一步导致纳米抗体免疫原

性更低，从而降低其在治疗疾病中引发不良反应的

风险。有多项研究证实，接种纳米抗体未能引起免

疫应答 ，这证明了纳米抗体对人体的低免疫原

性［25-27］。此外，由于纳米抗体仅由重链抗体可变区

组成，不包括恒定区，所以可以偶联人的免疫球蛋

白恒定区将其人源化，进一步降低纳米抗体的免疫

原 性 ，使 其 在 人 体 疾 病 治 疗 中 的 副 作 用 大 幅

降低［28］。

2. 2　稳定性高、水溶性强

纳米抗体通过其 CDR1、CDR3 和 FR2 上存在

的半胱氨酸残基，可以形成链间二硫键，从而帮助

其获得较高的稳定性，使其可以耐受温度、有机溶

剂、酸碱环境等多种不利因素的影响［29-30］。另外，纳

米抗体 FR2 结构域部分保守的疏水性氨基酸残基

突变为亲水性氨基酸残基，这增加了纳米抗体的水

溶性，使其更不容易发生抗体聚集［31］。已有相关研

究发现，将开发的纳米抗体进行 5 轮反复冻融，或者

在室温（25 ℃）下存放 2 个月，甚至在 70 ℃下暴露 1 h
后，纳米抗体仍然可以与目标抗原结合，结合活性

达 100%［32-33］。部分纳米抗体也可以在极端酸碱环

境下发挥作用，Tu 等［34］所开发的检测牛奶中李斯特

菌的纳米抗体‘L5-78’在 pH 2~6 条件下孵育过夜，

仍能保持 70% 的活性；并且在尿素浓度为 4 mol/L

及以下时，该抗体的检测灵敏度仍不受影响。

2. 3　特异性强、亲和力高

纳米抗体主要依靠 CDR3 与抗原识别并结合，

其 CDR3 的氨基酸数量较传统抗体更多，较多的氨

基酸帮助 CDR3 形成较长的指状凸环，允许纳米抗

体识别抗原表面的狭小空隙以及更深层的表位，从

而使纳米抗体具有更强的抗原结合特异性［13］。此

外，纳米抗体虽然较传统抗体只有单独的 VHH 与

抗原结合，但其亲和力仍可以达到与传统抗体相近

的纳摩尔（10−9 mol/L）级别。并且，纳米抗体因其

分子量较小的优势，可以将 2 个或多个不同的纳米

抗体偶联在一起，以多价形式生产，从而实现抗体

的多价性、多特异性和多竞争性，进一步提高了纳

米抗体对抗原的亲和力和灵敏度［35］。

2. 4　组织渗透性强、半衰期短

纳 米 抗 体 分 子 量 和 体 积 较 小 ，直 径 仅 约

2. 5 nm，长度仅约 4. 0 nm，使其组织穿透性较强，可

以作为药物或者示踪剂穿过血脑屏障［36-38］。同时，

较小的体积使得纳米抗体的半衰期较短，从而使纳

米抗体药物或示踪剂在到达目标抗原位置并发挥

相关作用后迅速代谢，减少药物在体内的残留，从

而降低药物带来的副作用，进一步提高了纳米抗体

作为示踪剂和药物递送剂的优势［39］。

2. 5　生产成本低

传统的单克隆抗体因为其复杂的结构，需要

依赖真核表达系统对其进行翻译后修饰才可使蛋

白正确折叠，形成功能正常的抗体。整个过程需

要复杂的步骤，且难度较大、产量较低、成本较高。

纳米抗体因其分子量小，蛋白结构简单，仅依靠原

核表达系统便可进行功能性生产，与真核表达相

比，原核表达工艺相对简单，便于在工厂内进行大

规模生产，并且后续对纳米抗体的修饰和纯化也

相对简单［40］。因此，纳米抗体的工业化生产成本

更低。

3　纳米抗体文库构建与展示筛选

3. 1　纳米抗体文库

为了获得纳米抗体，首先需要构建纳米抗体文

库，进而借助多种展示筛选手段获得纳米抗体序

列，最后采用不同的表达系统生产纳米抗体。目

前，构建纳米抗体文库的类型主要有 3 种：免疫文

库、天然文库和合成文库［41］。
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3. 1. 1　免疫文库

免疫文库是通过使用特异性抗原对驼科动物

或鲨鱼科动物进行多轮免疫，抗原进入免疫动物体

内后持续刺激 B 细胞，诱导其增殖分化为浆细胞，从

而产生具有高亲和力的抗原特异性抗体；随后从外

周 血 中 分 离 淋 巴 细 胞 ，提 取 RNA 并 反 转 录 为

cDNA，利用巢式 PCR 扩增 VHH 序列最终完成免

疫文库的构建。通常考虑到动物的个体多样性，会

通过增加免疫动物的数量来提高文库的序列多样

性 ，进而提高获得抗原特异性纳米抗体的可能

性［17］。因此，对比其他文库，免疫文库的序列特异

性更高，获得高亲和力纳米抗体的可能性也更高。

但是免疫文库也存在许多弊端，例如免疫周期长，

一般达到较高免疫反应水平需要 4~6 周；骆驼或鲨

鱼体型较大，免疫操作困难；需要的抗原量较大，导

致免疫成本增加［2］。

3. 1. 2　天然文库

天然文库主要从未免疫动物的外周血或淋巴

组织中获得，其主要依赖于免疫系统天然形成的、

广泛的 VHH 序列多样性，且理论上天然文库可以

产生针对各种抗原的纳米抗体。天然文库的构建

同样需从驼科或者鲨鱼科动物的外周血获得淋巴

细胞，提取 RNA 并反转录为 cDNA 扩增 VHH 片

段，但无需进行免疫。因为天然文库无需免疫，所

以其更适合免疫原性低的抗原（如 RNA 或 DNA
等不能顺利引发免疫反应的抗原）或者本身危害

性极大且可能造成环境污染的毒性抗原的筛选。

另外，由于无需免疫，文库构建时间仅需 2 周左右，

极大地缩短了生产周期，可降低成本［42］。但是，天

然文库利用的是动物天然产生的抗体多样性，所

以需要大量的淋巴细胞来增加 VHH 序列多样性，

以避免因淋巴细胞多样性较少，导致所构建的天

然文库的多样性较低。已有研究指出 ，美洲驼

（Lama glama）血液中淋巴细胞数约为 106 个/mL，

且其中表达重链抗体的 B 细胞只占一小部分，所

以需要采集>10 L 的血液才可构建 1010 级别库容

的天然文库［43-44］。

3. 1. 3　合成文库

无论是传统抗体还是纳米抗体，抗体的多样性

都与动物天然形成的抗体库大小关联密切，并且后

续抗体还会经过配对、折叠、修饰进一步增加其多

样性［41］。合成文库就是在体外对这一过程进行模

拟，首先保持抗体共同结构如保守的 FR 区不变，保

证纳米抗体结构的完整性，进而利用简并密码子对

某些寡核苷酸进行随机改变，增删 VHH 中 CDR 区

的核苷酸多样性和序列长度，最终构建针对特定抗

原的纳米抗体合成文库。人工合成文库可以快速

生成大量特异性纳米抗体，并且可以根据需要定制

化调整特异性和亲和力［45］。

3. 2　纳米抗体文库展示筛选技术

3. 2. 1　噬菌体展示筛选

噬菌体展示（phage display）技术最早由 Smith
等［46］提 出 ，噬 菌 体 展 示 主 要 是 将 抗 体 片 段（如

VHH）编码序列插入到噬菌体衣壳蛋白基因中，使

抗体序列与 pIII 蛋白融合进而展示在噬菌体表面，

实现表型与基因型的物理连接。噬菌体是噬菌体

展示筛选的关键，主要包括 M13 丝状噬菌体、T4 噬

菌体和 λ 噬菌体，其中 M13 噬菌体是噬菌体展示技

术中最常用的载体之一［47］。M13 噬菌体可以将外

源 DNA 长片段整合到其基因组内，与编码外壳蛋

白 G3P 的基因相融合，使外源蛋白展示在噬菌体

表面［48］。

在获得可变区文库后，将其克隆至噬菌体载

体，随后将载体电转入大肠杆菌感受态细胞中获得

初级菌库。由于噬菌体载体缺少噬菌体的部分功

能基因，只能复制无法侵染，所以需要另外添加辅

助噬菌体对其进行救援，最常用的辅助噬菌体是

M13KO7，该辅助噬菌体携带噬菌体的其他所有结

构蛋白，如 pII、pV、pVIII 等，可帮助组装完整可侵

染的噬菌体，从而获得噬菌体展示文库。随后在固

相载体上固定靶标抗原，利用噬菌体所展示出的抗

体与之结合，然后利用极性洗脱和竞争性洗脱手段

进行多轮筛选，最终富集到特异性结合靶标抗原的

高亲和力噬菌体，进一步对噬菌体克隆进行测序即

可获得相应纳米抗体序列（图 3）。
3. 2. 2　酵母展示筛选

纳米抗体展示筛选相关技术主要依赖原核表

达系统对纳米抗体进行表达展示，虽然对于大多数

纳米抗体来说无需翻译后修饰，但仍有部分特殊的

纳米抗体需要真核表达系统对其进行正确折叠才

可以发挥功能，进而被成功筛选出来。酵母展示就

是利用可以进行真核表达的酵母与 VHH 结合，使

其翻译后表达更接近天然来源的蛋白，尤其适用于

功能复杂的 VHH 表达［50］。
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常用于纳米抗体展示的酵母主要包括酿酒酵

母（Saccharomyces cerevisiae）和 毕 赤 酵 母（Pichia 

pastoris），其中酿酒酵母是应用最广泛的物种［51］。

该系统利用酿酒酵母细胞表面 α-凝集素粘附受体

进行蛋白展示，该受体由 2 种分泌蛋白 Aga1p 和

Aga2p 组成，Aga1p 和 Aga2p 之间通过二硫键结合。

通过将需要展示的抗体融合在 Aga2p 羧基端，即可

将抗体固定于细胞表面，实现抗体的展示。筛选过

程 中 通 过 磁 性 细 胞 分 选（magnetic cell sorting，
MACS）可有效剔除非特异性结合背景，流式细胞

术（fluorescence-activated cell sorting，FACS）则 可

以实现对高亲和力克隆的精细选择。通过几轮磁

选和荧光基团标记筛选，即可获得高亲和力、高特

异性纳米抗体序列［52］（图 4）。

虽然酵母展示可以帮助蛋白进行正确的折叠

和翻译后修饰，但是也存在发生错误折叠而导致抗

体功能丧失的问题［50］。另外，纳米抗体在酵母展示

过程中经历翻译后修饰可能会发生 N-糖基化，这可

能会降低纳米抗体对抗原的结合能力，并增加免疫

原性［54］。

3. 2. 3　核糖体展示筛选

核糖体展示是一种完全无细胞的体外展示技

（a）构建噬菌体展示文库； （b）获得高亲和力的特异性 VHH 克隆

（a） Construction of phage display libraries； （b） Enrichment of high-affinity and specific VHH clones
数据结果来源于文献［49］。

The data are from the study by ［49］.
图 3　噬菌体展示筛选

Fig. 3　Phage display screening

数据结果来源于文献［53］。

The data are from the study by ［53］.
图 4　酵母展示筛选

Fig. 4　Yeast display screening
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术 ，通 过 形 成 多 肽 - 核 糖 体 - mRNA（peptide 
ribosome mRNA，PRM）三元复合物，实现基因型

与表型的直接耦合。该系统主要由 DNA 文库的

构建、体外转录和翻译、mRNA 的筛选和恢复以及

基于 PCR 扩增的再筛选组成［55］。核糖体展示筛

选基本原理是利用缺乏终止密码子的 mRNA，在

无细胞翻译体系中合成抗体多肽，使其与翻译中

未解离的核糖体及 mRNA 共同形成稳定的 PRM
复合物，随后与固相结合抗原完成亲和筛选，多轮

循环后，结合的肽链被回收，通过将其 mRNA 逆转

录 和 PCR 扩 增 ，获 得 高 亲 和 力 的 纳 米 抗 体 序

列［56］（图 5）。

该系统省略了细胞培养和转染步骤，避免了细胞

转化带来的限制，可缩短高亲和力纳米抗体的筛选周

期。且核糖体展示系统文库容量极大，可达 1012及以

上，远超酵母展示（106~107），进而增加筛选到阳性纳

米抗体的可能性［57］。此外，该系统在体外环境中进

行，便于引入定向或随机突变，提高纳米抗体的多样

性［58］。不过，核糖体展示筛选仍面临一些挑战，主要

包括 PRM 复合物的不稳定性以及 RNase污染等，因

此，试验必须在 RNase-free环境中进行［59］。

3. 2. 4　哺乳动物细胞展示筛选

哺乳动物细胞展示可以利用高效的蛋白折叠

机制对抗体结构进行天然正确的折叠，并提供复杂

的 N 型和 O 型糖基化等多种翻译后加工功能，使展

示的抗体具备更好的溶解度和稳定性，并在哺乳动

物细胞中稳定且高水平的表达分泌，进而在后续筛

选过程中更好地发挥功能［60］。哺乳动物细胞展示

筛选流程与酵母展示筛选类似，首先将目的片段与

载体骨架连接并转入表达细胞系，构建哺乳动物细

胞表面展示的纳米抗体库；随后采用 FACS 对细胞

文库进行多轮筛选和富集，最终得到与靶标蛋白特

异性结合且亲和力较高的抗体［61］。

然而，哺乳动物细胞展示的最大缺陷是其展示

库容仅约 108，难以构建与噬菌体展示相当的库

容［60］。另外，在转染过程中可能出现多个纳米抗体

编码基因进入单个细胞，对后续筛选造成干扰。总

之，哺乳动物细胞展示筛选涉及复杂的技术、较长

的时间以及较高的筛选成本，在一定程度上限制了

该技术的广泛应用。

3. 2. 5　植物展示表达系统

植物展示表达系统是利用植物作为表达工具

使纳米抗体在植物中展示与表达，其不仅易于转化

和规模化生产，而且也可以进行一定的翻译后修

数据结果来源于文献［55］。

The data are from the study by ［55］.
图 5　核糖体展示筛选

Fig. 5　Ribosome display screening
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饰。当前，纳米抗体在植物中展示表达系统主要包

括植物病毒展示系统和植物瞬时或稳定表达系统。

植物病毒展示系统是通过将 VHH 基因融合至植物

病毒衣壳蛋白中，如马铃薯 X 病毒（potato virus X，

PVX）或 烟 草 花 叶 病 毒（tobacco mosaic virus，
TMV），再借助农杆菌介导的病毒感染在植物体内

组 装 出 展 示 VHH 的 病 毒 样 颗 粒（viral 
nanoparticles，VNP），从而实现纳米抗体展示以及

与 靶 标 结 合 筛 选 。 Merwaiss 等［62］构 建 了 PVX-
VHH 植 物 系 统 ，并 成 功 在 本 氏 烟 草（Nicotiana 
benthamiana）中表达针对 SARS-CoV-2 抗原的纳

米抗体。植物瞬时或稳定表达系统常利用农杆菌

介导将 VHH 或 VHH-Fc 导入植物中进行过表达，

不仅能在短期内高效获得可溶性纳米抗体，还可通

过稳定的转基因技术实现长期表达，用于功能验

证、抗病性评价及下游应用开发。Pitino 等［63］通过

在烟草中瞬时表达，成功获取了针对 SARS-CoV-2
刺突蛋白的 VHH 纳米抗体，且具备相应功效。

4　纳米抗体的应用

4. 1　生物检测

目前市场上的疾病诊断试剂盒都是依赖抗原

抗体反应，相比于这些试剂盒使用的传统抗体，纳

米抗体较高的稳定性和特异性可以更有效地检测

抗原并开发相关试剂盒。Sun 等［64］开发了 1 种基于

竞 争 性 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（enzyme linked 
immunosorbent assay，ELISA）检测猪繁殖与呼吸综

合 征 病 毒（porcine reproductive and respiratory 
syndrome virus，PRRSV）的纳米抗体，将其与辣根

过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）偶联，可

同时检测 1 型和 2 型 PRRSV，具有较高的灵敏性、

特异性。大肠杆菌 O157：H7 是一种主要的食源性

病原体 ，即便在极低浓度下也可能引发严重疾

病［65］。He 等［66］筛选获得了多种针对 O157：H7 的纳

米抗体，并在实际食品基质中（如牛肉末、橙汁和牛

奶）成功检测到了低至 5 CFU/mL 的人工添加菌

量。Li等［67］利用 AlphaFold 模型将已有纳米抗体修

饰更改，转化为可与恩诺沙星结合的高亲和力纳米

抗体，其平衡解离常数达到 10−9 mol/L 级别，成功

实现在 20~30 min 对海水鱼体内恩诺沙星的检测，

其 检 出 限（limit of detection， LOD）低 至

59. 97 μg/kg。

4. 2　生物成像

由于纳米抗体具备组织渗透性强、半衰期短等

优点，适合偶联一些特定的小分子或化学试剂在体

内对病灶部位进行生物成像，有助于更好地追踪人

体疾病的病理变化从而辅助治疗。Lauwers 等［68］开

发了一种靶向 CD163 的纳米抗体示踪剂，可以利用

PET/CT（positron emission tomography/computed 
tomography）或 SPECT/CT（single-photon emission 
computed tomography/computed tomography）对

CD163+巨噬细胞特异性成像，区分 Lewis 肺癌 -卵
白蛋白肿瘤模型中免疫应答和非免疫应答状态。

另外，Barykina 等［69］研究开发了一种近红外荧光纳

米 抗 体 探 针（near-infrared fluorescent nanobodies，
NIR-Fbs），其 可 以 对 绿 色 荧 光 蛋 白（green 
fluorescent protein，GFP）及其延伸探针（如信号传

感器 GCaMP6）进行高特异性、无背景的可视化成

像，并已成功在小鼠体感皮层中特异性标记表达

GCaMP6 的神经元群体，同时记录该信号，实现比

值式深脑活体成像。

4. 3　疾病治疗

纳米抗体已广泛应用于治疗各种生物疾病，尤其

在 肿 瘤 治 疗 方 面 。 目 前 ，胰 腺 癌（pancreatic 
adenocarcinoma，PAAD）存在预后不良、治疗方案有

限等问题 ，间皮素（mesothelin，MSLN）是一种在

PAAD中表达的抗原，其作为一种潜在的精准治疗靶

点 已 有 大 量 的 研 究 报 道 ，Yi 等［70］开 发 了 一 种 抗

MSLN 纳米抗体‘D3 Nb’，它具有高亲和力（KD=
2. 2×10−9 mol/L），可与 MSLN 阳性癌细胞结合，下

调 PAAD 致 癌 的 关 键 驱 动 因 子 纤 连 蛋 白 1
（fibronectin 1， FN1），抑制胰腺癌肿瘤发展。Yang
等［71］利用合成纳米抗体文库筛选出一种可识别猴痘

病毒（mpox virus，MPXV）的纳米抗体‘M1R-01’，其
能交叉中和猴痘病毒和牛痘病毒且成功在小鼠体内

治疗牛痘病毒的感染。Chen等［72］分离纯化得到了一

种 特 异 性 识 别 甲 型 流 感 病 毒 H7 亚 型 血 凝 素

（hemagglutinin，HA）的纳米抗体‘E10’，其靶向 HA
头部的 1个保守区域，可跨亚型在 H7N9与人类病毒

H1N1和 H3N2之间产生交叉反应，提供免疫保护。

5　利用基因编辑动物模型筛选纳米抗体

5. 1　异源基因编辑动物模型

在进行异源编辑筛选纳米抗体研究之前，首先
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需 要 在 细 胞 水 平 验 证 重 链 抗 体 的 表 达 情 况 。

Nguyen 等［73］将鸡卵清溶菌酶（hen-egg lysozyme，
HEL）特异性的单峰驼重链抗体可变区基因片段导

入不表达内源免疫球蛋白重链和轻链的小鼠骨髓

瘤细胞系中，筛选获得稳定表达单峰驼重链抗体的

杂交瘤细胞。ELISA 结果证实可在细胞上清液中

检测到 HEL 特异性重链抗体，成功实现体外条件下

在非驼源细胞系中驼科动物 IgG2a 型重链抗体的异

源表达，为后续通过基因编辑获得体内可生产重链

抗体动物奠定了基础（表 1）。

在上述研究基础上，Zou 等［74］将 HEL 特异性单

峰驼的 γ2a 重链抗体基因转入小鼠的受精卵中，得

到 cam 小鼠。待其发育成熟后与删除 μ 基因跨膜区

从而使 B 细胞被阻滞至 preB 细胞阶段的 μMT 小鼠

交配得到 cam/μMT 小鼠。该小鼠 γ2a 基因可以在

缺乏 CH1 外显子的情况下完成正确拼接，并能够在

血清中检测到 HEL 特异性重链抗体（表 1）。流式

细胞术检测发现，外源驼科重链抗体基因的引入可

以拯救 μMT 小鼠 B 细胞发育阻滞问题，并将脾脏中

B 细胞的比例恢复至正常小鼠的 1/2。综上，成功通

过转基因技术在小鼠体内转入驼科动物异源重链

抗体基因，进而表达相应的重链抗体，且转入的重

链抗体基因可以帮助小鼠淋巴细胞的发育和 B 细胞

的增殖，这为在小鼠体内表达重链抗体提供了理论

指导。

目前，驼科动物 VHH 转基因小鼠已逐渐被广

泛应用。Xu 等［75］将驼科动物约 25 kb 的 VHH 基因

整合并插入小鼠胚胎干细胞的 VH 基因位点处取代

鼠源 VH 基因。另外，模仿驼科动物重链抗体缺失

CH1 外显子的机制，将内源 μ 和 γ1 基因中 CH1 外显

子删除，最终获得产重链抗体的小鼠模型，称为‘纳

米小鼠’（表 1）。使用 SARS-CoV-2 的受体结构域

（receptor-binding domain，RBD）以 及 刺 突 蛋 白 对

‘纳米小鼠’进行多次免疫，成功获得 2 个纳米抗体

‘Nb12’和‘Nb30’。‘Nb12’可以通过识别冠状病毒

中高度保守的 RBD 区域来规避抗原漂移。‘Nb30’
几 乎 只 针 对 受 体 结 构 域 -血 管 紧 张 素 转 化 酶 2
（angiotensin converting enzyme 2，ACE2）界面，当其

以同源三聚体形式表达时，可对突变病原体具有完

全中和活性。这些抗体与 RBD 的结合能力均较强，

亲 和 力 常 数 低 于 3×10−10 mol/L，已 达 到 商 业 化

水平。

另外，Eden 等［76］通过基因工程手段获得美洲驼

免疫球蛋白重链（IgH）基因座，利用 BAC 重组技术

结合多种优化方法获得改造后的 TE03 BAC。将线

性化的 TE03 BAC 注射到小鼠受精卵中，成功构建

了一种只表达美洲驼重链抗体的转基因小鼠模型，

称为‘驼鼠’（表 1）。该小鼠模型只表达羊驼的 IgH
基因，不与小鼠 Igκ 或 Igλ 轻链结合，且能够完成有

效的免疫应答。利用非复制型 AAV8、SARS-CoV-

表 1　异源基因编辑动物模型在纳米抗体筛选中的应用策略

Table 1　Strategies in nanobody screening using heterologous gene-edited animal models

基因编辑策略

Gene editing 
strategy

驼科动物转基因

Camelid 
transgenesis

构建方法

Construction method

将 HEL 特异性 γ2a 单峰驼重链抗体可变区基因片段导入不表达

内源性免疫球蛋白重链和轻链的小鼠骨髓瘤细胞系。

将 HEL 特异性 γ2a 单峰驼重链抗体胚系基因转入小鼠受精卵，得

到 cam 小鼠，再与 μMT 小鼠交配获得 cam/μMT 小鼠模型。

将来自多只羊驼、单峰驼和双峰驼的 VHH 基因整合并插入到小

鼠胚胎干细胞的 VH 基因位点，删除小鼠内源 μ 和 γ1 基因中的

CH1 外显子，获得‘纳米小鼠’模型。

在美洲驼 IgH 基因座前插入 5 个最常用的 VHH 基因，删除 μ 基因

的 CH1 外显子，用 IgG2b 基因座替换 IgD 假基因，并在 3’位点插入

小鼠基因座控制区的核心元件，最后将编码美洲驼 IgM 的 CH3、
CH4、跨膜区和胞质区的外显子替换为鼠源的相应序列，将以上

BAC 线性化导入小鼠受精卵，得到转基因小鼠，再与 μMT 小鼠交

配，获得‘驼鼠’模型。

抗体类型

Antibody type

重链抗体型 IgG2a

重链抗体型 IgG2a

重链抗体型 IgG1

重链抗体型 IgG2b
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2 的受体结合域、小鼠和人的 IgE 免疫‘驼鼠’，均可

产生较高水平的特异性抗体，结合杂交瘤、噬菌体

展示筛选、单 B 细胞筛选技术，或将纳米抗体库直接

克隆至哺乳动物细胞表达载体，能够成功筛选到抗

原特异性的纳米抗体。因此，可以利用异源基因编

辑小鼠模型替代驼科动物，打造出一个更为灵活、

经济且易于操作的纳米抗体筛选平台。

5. 2　内源基因编辑动物模型

除了上述通过在小鼠体内转入异源驼科动物重

链基因来表达重链抗体的方法外，有研究尝试模仿天

然重链抗体的产生机制，对小鼠等小动物模型的内源

重链恒定区基因进行编辑产生重链抗体进而筛选纳

米抗体。Zhang等［77］通过同源重组法对小鼠的胚胎干

细胞进行基因编辑，删除 γ1 基因的 CH1 外显子获得

目的小鼠，称为 HG1小鼠，其血清中可检测到 IgG1型

重链抗体，且自身不结合轻链（表 2）。然而，基因修饰

导致 HG1 小鼠 IgG1 的表达低于野生型小鼠，其他亚

型的免疫球蛋白浓度在 HG1小鼠中则有不同程度升

高。使用 OVA 对 HG1小鼠免疫后发现，与野生型小

鼠相比，HG1小鼠的免疫反应也较弱。通过噬菌体展

示筛选技术，可以从免疫小鼠中筛选到抗原特异性的

纳米抗体，且能够有效地识别抗原蛋白。但是所筛选

出的纳米抗体特异性较弱，亲和力较商业化抗体仍存

在差距，但已证明通过基因工程改造可以实现小鼠体

内功能性重链抗体表达的可行性，为纳米抗体的获取

提供了新的技术路径。

为了排除由于小鼠内源 V 基因数量较少，即小

鼠 V 基因表达谱并不适用于纳米抗体的表达从而

导致 HG1 小鼠在免疫时对特定抗原的免疫反应较

弱这一因素。Li 等［78］使用 V 基因丰富的大鼠作为

研究对象，按照相似的基因编辑策略删除了大鼠中

表达量最高的 γ2a 基因的 CH1 外显子，获得了可以

表达 IgG2a 型重链抗体的 HG1 大鼠（表 2）。使用

OVA、KLH 和 EWL 对其进行免疫，结果与 HG1 小

鼠相似，与野生型大鼠相比 HG1 大鼠免疫反应较

弱。通过噬菌体展示筛选技术，成功筛选获得针对

KLH 和 EWL 的特异性纳米抗体，但其亲和力也远

低于商业化单克隆抗体。该研究进一步证明了

CH1 外显子的简单去除并不能保证功能性重链抗

体的大量表达。

5. 3　人源化基因编辑动物模型

基于上述在小鼠中进行异源或内源基因编辑

后产生重链抗体从而筛选纳米抗体的基础，已有

研究报道，在小鼠体内进行了人源化重链抗体的

表达。 Janssens 等［79］将羊驼的 VHH 基因和人的

DH、JH 以及删除了 CH1 外显子的 μ 或 γ 基因组

合，然后将其转入小鼠受精卵中，待发育成熟后与

μMT 小鼠交配得到目的小鼠。由于基因转录剪接

问 题 ，该 研 究 共 产 生 了 3 种 不 同 的 小 鼠 模 型 ：

MGΔ、GΔ 和 MΔGΔ 小鼠。其中 MGΔ 小鼠删除了

γ2、γ3 基因的 CH1 外显子，理论上可以表达经典

的 IgM 和重链抗体型 IgG2 和 IgG3，GΔ 小鼠删除

了 μ、δ 以及 γ2、γ3 基因的 CH1 外显子，理论上只

表达重链抗体型 IgG2 和 IgG3，但不表达 IgM 和

IgD；MΔGΔ 小鼠删除了 μ 基因和 γ2、γ3 基因的

CH1 外显子，理论上可以表达重链抗体型 IgM、

IgG2 和 IgG3。将以上 3 个小鼠模型分别与 μMT
小鼠交配发现，MΔGΔ/μMT 小鼠和 GΔ/μMT 小

鼠脾脏 B 细胞的发育得到了不同程度的回补，表

达的 HCAb IgM 和 IgG 可以代替小鼠的 pre-BCR
发挥作用促进 B 细胞正常发育。但是 MGΔ/μMT
小鼠脾脏 B 细胞发育出现异常，体内几乎检测不

到表达 IgG+ B 细胞（表 3）。后期使用不同的抗原

对 GΔ/μMT 小鼠进行免疫并筛选纳米抗体，发现

GΔ 小 鼠 可 以 利 用 驼 科 动 物 可 变 区 基 因 完 成

V（D）J 重组和体细胞超突变过程，而且筛选获得

表 2　内源基因编辑动物模型在纳米抗体筛选中的应用策略

Table 2　Strategies in nanobody screening using endogenous gene-edited animal models

基因编辑策略

Gene editing strategy

小鼠内源基因编辑

Mouse endogenous gene editing
大鼠内源基因编辑

Rat endogenous gene editing

构建方法

Construction method

将小鼠 γ1 基因的 CH1 外显子删除，获得

HG1 小鼠模型。

将大鼠 γ2a 基因的 CH1 外显子删除，获得

HG1 大鼠模型。

抗体类型

Antibody type

重链抗体型 IgG1

重链抗体型 IgG2a
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的纳米抗体针对特异性抗原具备较高的亲和力

（KD=1. 9×10−9 mol/L）。

在已有的 GΔ 转基因小鼠模型基础上，Drabek
等［80］进一步构建了一种全人源化重链抗体转基因

小鼠 4HVH，该小鼠模型通过用人源的 4 个 VH 基

因（VH3-11、VH3-23、VH3-53 和 VH1-46）替代美

洲驼的 VHH1 和 VHH2 序列，另外包含人的 DH、

JH 基因和缺失 CH1 外显子的 γ2、γ3 基因，以及人免

疫球蛋白 3’末端的调控元件区域（3’ Locus control 
region，3’LCR），从而实现了人源重链抗体的有效

表达。该小鼠可以正常产生人源重链抗体，并可以

拯救 μMT 小鼠 B 细胞的发育（表 3）。为了验证该

模型筛选人源化纳米抗体的可行性，使用 HA（X-31
株）对 4HVH 小鼠进行免疫，成功筛选得到 18 种可

显著抑制流感病毒对 MDCK 细胞感染的纳米抗体。

该研究不仅验证了全人源化重链抗体转基因小鼠

的可行性和有效性，还建立了 1 套基于高通量筛选

流程的纳米抗体获得平台，为后续开发全人源化治

疗性纳米抗体提供了重要基础。

大鼠也可以作为表达人源化重链抗体的模式

动物，Clarke 等［81］开发了 1 种人源化大鼠动物模型

UniRats。由于人类 VH 基因座过于庞大，便将包含

人重链 V 区的 BAC 克隆拆分为两部分，随后通过显

微注射导入受精卵中，同时敲除了大鼠自身的 Igκ
和 Igλ 基因座。为增强重链抗体的表达效率，进一

步删除了大鼠的 μ 和 δ 基因，Sμ 区直接连接 Cγ 区，

并删除了 γ2a、γ1 和 γ2b 基因中的 CH1 外显子。此

外，在 J4 区引入 W101R 点突变以降低抗体疏水性，

促进可溶性表达。构建获得的‘HC27’和‘HC31’2
个品系转基因大鼠，统一命名为 UniRats（表 3）。流

式细胞术分析发现，在脾脏、骨髓及淋巴结中均可

检测到大量 IgG2a⁺ B 细胞，且整体 B 细胞发育与野

生型大鼠相当，说明改造后的 UniRats 大鼠 B 细胞

发育和浆细胞分化未受影响。然后，使用 20 余种不

同抗原对 UniRats 进行免疫，并通过高通量测序技

术（next-generation sequencing，NGS）对淋巴结 B 细

表 3　人源化基因编辑动物模型在纳米抗体筛选中的应用策略

Table 3　Strategies in nanobody screening using humanized gene-edited animal models

基因编辑策略

Gene editing strategy

人类和驼科动物转基因结合小鼠内源

基因编辑

Combination of human/camelid 
transgenesis and mouse endogenous 
gene editing

人类和驼科动物转基因

Human/camelid transgenesis

人类转基因结合大鼠内源基因编辑

Combination of human transgenesis and 
rat endogenous gene editing

人类转基因结合鸡内源基因编辑

Combination of human transgenesis and 
chicken endogenous gene editing

构建方法

Construction method

将羊驼的 VHH 基因和人的 DH、JH 以及

删 除 了 CH1 外 显 子 的 μ 或 者 γ 基 因 组

合，然后转入小鼠受精卵，待出生并发

育成熟后与 μMT 小鼠交配获得目的小

鼠：MG Δ、GΔ 和 M ΔGΔ 小鼠模型。

使 用 人 源 的 4 个 VH 基 因 替 代 美 洲 驼

VHH 基因，删除 γ2、γ3 基因的 CH1 外显

子，增加人的 DH、JH 基因和人免疫球蛋

白 3’LCR，获 得 转 基 因 小 鼠 再 与 μMT
小鼠交配获得 4HVH 小鼠模型。

将 人 源 VH 基 因 通 过 BAC 克 隆 引 入 大

鼠胚胎，删除大鼠内源的 κ、λ、μ、δ 基因

以及 γ2a、γ1 和 γ2b 基因中的 CH1 外显

子，并在 J4 区引入 W101R 点突变，获得

UniRats 大鼠模型。

将人源 VH3-23/JH4 可变区序列导入鸡

的重链基因位点，删除鸡内源 V、D、J 基

因，引入驼科动物的稳定性突变和一组

基于人源序列构建的假基因，并在轻链

位点插入仅含恒定区的截短轻链，获得

OmnidAb 鸡模型。

抗体类型

Antibody type

M ΔGΔ/μMT 小鼠：

重链抗体型 IgG；

GΔ/μMT 小鼠：

重链抗体型 IgG；

MG Δ/μMT 小鼠：

几乎检测不到表达

IgG+ B 细胞

重链抗体型 IgG

重链抗体型 IgG

重链抗体型 IgY
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胞的免疫球蛋白转录本进行分析，结果显示其 VH
基因的使用偏好与人类相似，尤其偏好使用 IgHV3
和 IgHV4 家族。此外，又用 10 种重组蛋白进行免

疫，共获得了约 2 600 种候选抗体，经 ELISA 筛选获

得具有纳摩尔级别亲和力的特异性人源化纳米抗

体。该研究构建了能够表达多样化人类 VH、DH、

JH 基因且可产生功能性重链抗体的转基因大鼠，为

人源化纳米抗体的快速筛选和开发提供了重要平

台与技术支持。

另外，为构建表达人源化重链抗体的新型动物

模型，Vuong 等［82］开发了转基因鸡模型 OmnidAb。
鸡作为表达人源化抗体动物具有多个独特优势：鸡

与人类的种属进化距离较远，免疫耐受较低，更易

避免发生免疫排斥反应；鸡的抗体多样性依赖于基

因转换而非 V（D）J 重排，通过引入人源假基因可实

现抗体在体内的持续优化，从而获得结构多样、功

能丰富的抗体库；且鸡源抗体 IgY 的 Fc 结构域不能

激活人类补体系统，不能与类风湿因子结合，也不

与人抗鼠抗体和人红细胞的 A/B 凝集原发生反应，

有利于后续抗体工程化过程中的背景抑制和平台

兼容。 OmnidAb 动物模型通过将预重排的人源

VH3-23/JH4 可变区序列（命名为 VHH3）引入鸡的

重链基因位点，删除鸡内源的 V、D、J 基因，同时引

入 10 个源自驼科动物的稳定性突变，使其稳定表达

纳米抗体。为了模拟鸡体内天然的基因转换机制，

扩大抗体库多样性，又导入一组基于人源序列构建

的假基因阵列，使抗体可变区在体内持续获得重组

与优化。同时在轻链位点插入仅含恒定区的截短

轻链转基因（truncated light chain，tLCi），以期促进

重 链 抗 体 的 分 泌（ 表 3）。 使 用 人 粒 细 胞 蛋 白

（progranulin，PGRN）或 人 自 然 杀 伤 细 胞 受 体

（natural killer cell p46-related protein，NKp46）对

OmnidAb 进行免疫，筛选得到具有广泛覆盖表位的

纳米抗体。这一研究证明了 OmnidAb 模型在快速

构建人源化纳米抗体库方面的可行性，拓宽了动物

模型在抗体药物开发中的应用边界。

6　总结与展望

纳米抗体以其分子量小、稳定性强、亲和力高

和较低的生产成本等卓越特性，正逐步在生物诊

断、生物成像和疾病治疗等多个领域取代传统抗

体，成为新一代生物分子工具。为解决因免疫驼科

动物所带来的成本问题，已有许多研究尝试通过基

因编辑技术在小鼠和大鼠等小型哺乳动物中表达

重链抗体，从而替代传统的驼科动物，这为纳米抗

体技术的开发和推广带来了极大的便利。

尽管纳米抗体的开发应用已取得了诸多成果，

但仍面临一系列的挑战。目前，关于纳米抗体的筛

选大多是利用免疫文库，而良好的免疫反应是构建

免疫文库的重要前提。相比常用的弗式佐剂，锰盐

溶液已被证明可以更好地刺激小鼠对多种融合蛋

白抗原（包括 T 细胞依赖和非依赖抗原）产生免疫

应答，因此可以尝试更换不同的佐剂诱导宿主产生

更高的免疫反应［83］。同时，利用纳米抗体稳定性

高、表达简便的优势，可以尝试将其开发为口服制

剂、吸入剂，或结合益生菌系统进行体内表达，这也

为疾病防控提供了新路径［84］。随着人工智能辅助

设计的发展，可以利用人工智能（如 AlphaFold3）对
已经获得的纳米抗体氨基酸序列进行定制化改造，

进一步提高亲和力，甚至直接预测纳米抗体序列，

可更加高效精准地筛选与优化纳米抗体［85］。

在通过基因编辑获得表达重链抗体的小动物

模型方面，尽管已有多项研究成功构建了可用于筛

选功能性纳米抗体的转基因小鼠模型，如‘纳米小

鼠’和‘驼鼠’，但这一策略仍存在一定的改进空间。

例如 ，当前模型大多仅整合了部分驼科动物的

VHH 基因，尚未覆盖天然驼科抗体库的完整多样

性。后续工作可通过引入规模更大、来源更广泛的

驼科动物 VHH 基因库，构建驼科全基因 VHH 嵌合

小鼠，以进一步拓展免疫应答的广度和深度。同

样，对于人源化基因编辑相关动物模型大多只引入

了有限数量的人类 VH、DH、JH 基因片段，未来可

采用先进的技术（如人工染色体、染色体工程）导入

更大规模的人类免疫球蛋白重链基因以提高抗体

库的多样性，覆盖更多免疫表位，避免文库限制。

部分研究已尝试引入了 3’LCR 增强子区域或在 J区
引入氨基酸突变增强抗体的可溶性表达［80］，后续可

进一步筛选优化表达调控元件，引入人工增强子，

对关键氨基酸进行突变以提升外源基因的转录效

率和抗体的分泌能力。另外，通过编辑内源基因获

得的 HG1 小鼠及大鼠体内重链抗体型 IgG 表达量

显著低于野生型小鼠，且其他经典 IgG 亚型均有不

同程度的升高，这可能是由于 IgG1 或 IgG2a 作为表

达量最高的亚型在表达缺陷时，其他 IgG 亚型出现
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了一定程度的亚型补偿效应［77-78］。后续可以尝试将

轻链 Igκ 和 Igλ 删除，以消除亚型补偿效应。根据之

前的研究，GΔ 小鼠和 UniRats 大鼠均删除了动物内

源的 μ 和 δ 基因，将删除了 CH1 外显子的 γ 基因提

前，从而可成功表达较高水平的重链抗体型 IgG，表

明 IgG 或许可以替代 IgM 帮助 B 细胞正常发育，使

B 细胞增殖分化为浆细胞，从而产生抗体［79，81］。按

照相似的构建策略，可以尝试保留小鼠的轻链，删

除 μ、δ 及 γ 基因的 CH1 外显子，从而得到可以表达

多种重链抗体亚型的小鼠模型；或者在删除 μ、δ 基

因的基础上，删除 γ1 基因的 CH1 外显子和其他所

有 γ 基因 ，得到只表达 IgG1 型重链抗体的小鼠

模型。

另外，可变区基因的多样性会影响抗体产生的

多样性，目前有研究发现，牛体内具有超长的 DH 基

因片段，可形成超长 CDRH3 结构域，产生“Knob-
Stalk”结构，对于识别复杂隐蔽的抗原位点发挥着

重要作用［86］。未来也可以尝试将牛的 DH 基因片段

引入小动物模型，结合内源基因编辑表达重链抗体

的技术，获得免疫反应丰富、抗体种类多样的新型

纳米抗体筛选平台。由于当前模型多以小鼠为宿

主，其抗体成熟机制与驼科动物仍存在一定差异，

后续研究可考虑引入驼科动物特有的辅助因子或

重塑小鼠的免疫微环境，使其与天然驼科动物抗体

表达更相似，提高抗体的亲和力和特异性。

未来，纳米抗体可以结合蛋白质工程、人工智

能以及自动化筛选和生产等技术，有望在小分子检

测、个体化治疗、靶向递送及新兴疾病防控等方面

发挥更大作用，成为精准医学和生物工程领域的重

要支柱。
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