
Reviews and Monographs 综述与专论

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2022，49（6）：1004~1017

www.pibb.ac.cn

纳米抗体的稳定性及其结构基础研究进展*

何晓婷 1） 董洁娴 2）** 沈 兴 1） 王 弘 1） 沈玉栋 1） 徐振林 1）**

（1）华南农业大学食品学院，广东省食品质量安全重点实验室，广州 510642；
2）深圳清华大学研究院抗肿瘤创新药物研发中心，深圳 518057）

摘要 驼类纳米抗体结构简单、易于改造，且具有低免疫原性、高稳定性、高特异性、高亲和力等特点，因而具有广泛的

应用前景。纳米抗体的优势之一在于其具有较高的稳定性，比常规抗体更易于储藏和运输，甚至在高温、化学和压力等极

端条件下变性后仍可有效地重折叠并恢复其抗原亲和力。本文综述了纳米抗体稳定性与其结构基础方面的研究进展，阐述

了纳米抗体氨基酸序列、二硫键、结构域等与其稳定性的关系，揭示了高度稳定性的纳米抗体普遍具有的结构特征。基于

这些结构特征，讨论了几种纳米抗体的稳定性优化策略，包括共有序列驱动的序列修复、替换易于修饰的氨基酸、净蛋白

质电荷的改变、非天然二硫键的引入以及CDR超变区的移植。预期对纳米抗体的稳定性调控提供理论指导，以拓展其作为

治疗药物、诊断试剂和生物传感器等方面的应用。
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驼类动物体内含有3种不同亚型的抗体，分别

是常规抗体 IgG1、天然缺失轻链及CH1恒定域的重

链 抗 体 （heavy-chain antibody， HCAb） IgG2 与

IgG3。克隆并表达重链抗体可变区可得到一个晶体

结构为直径 2.5 nm、长 4 nm 的椭球形单域抗体

（图 1），其分子质量小到只有免疫球蛋白的 1/10

（~15 ku）却保留了全部的抗原结合能力，因此也

被称为纳米抗体（nanobodies，Nbs）或VHH抗体

（variable domain of the heavy chain of heavy-chain

antibody）［1］。与传统抗体片段如抗原结合片段

（fragment of antigen binding， Fab） 和单链抗体

（single chain antibody fragment，scFv） 相比，Nbs

具有多个明显的优势，比如免疫原性弱、生产成本

低、水溶性好、组织渗透性好、稳定性与亲和力较

高等［2］。正是这些优良特性使得Nbs在生物技术方

面得到了非常广泛的应用［3-6］。

对于大多数应用而言，稳定性是制约抗体应用

的关键因素之一。一方面抗体在其生产、运输、储

存及使用的过程中容易发生多种物理和化学降解，

另一方面抗体的不稳定性聚集会潜在地影响产量、

保质期和免疫原性等应用参数［7］。因此抗体的稳

定性不仅会影响其生物学和生化评估，还会影响纯

化、储存以及配方设计和生产。在各种类型的抗体

中，Nbs显示出极好的溶解性，并且对高温和化学

变性具有显著的抗性，可以很大程度地克服传统抗

体片段 scFv的聚集和降解等稳定性问题，是许多

应用的理想选择。

虽然Nbs与传统抗体相比在稳定性方面普遍具

有明显的优势，但是不同的Nbs稳定性差异较大，

主要与其特殊结构有关。已经有很多研究者基于共

有序列的分析基础上对Nbs进行改造来进一步提高

稳定性，同时也鉴定出降低Nbs聚集的共有结构特

征［8-11］。本文在前人对Nbs的稳定性表征以及结构

分析的基础上对其在高温、有机溶剂以及其他极端

条件下的稳定性表现进行了系统性总结，并结合稳
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定性数据和序列信息揭示了高度稳定的Nbs具有较

高的净电荷表面、限制构象迁移的二硫键、亲水氨

基酸取代较多的框架区、保守的疏水性口袋以及高

度相互作用的结构域等结构特征。基于这些结构特

征，本文还讨论了几种 Nbs 的稳定性结构优化策

略，包括共有序列驱动的序列修复、替换易于修饰

的氨基酸、净蛋白质电荷的改变、非天然二硫键的

引入和互补决定区 （complementarity determining

region，CDR）的移植。值得注意的是，这些策略

不是绝对通用的，有可能以牺牲亲和力或者产量为

代价，因此在进行结构稳定性优化时要综合考虑稳

定性、亲和力以及表达量等多方面的因素。

1 纳米抗体结构

Nbs 与常规抗体可变区 （variable region of

heavy chain，VH）的空间结构相似，其框架是由9

个反向平行的 β折叠片层 （A-B-C-D-E-F-G-H-I）

通过链间氢键和二硫键连接在一起组成 （图

2a）［12］。在此结构中，3个CDR分别连接BC、DE

和HI链，并靠N端形成连续表面，与抗原表位的

表面互补［13］。连接CDR之间的氨基酸序列相对比

较保守，称为骨架区（framework region，FR）。几

乎所有 Nbs 结构都含有一个连接 FR1 （C23） 和

FR3（C104）的保守二硫键，该键跨越蛋白质的内

部，将两个β链连接起来，增加了结构稳定性［11］。

部分Nbs还含有一个可限制CDR环柔韧性和构象

自由度的额外二硫键［14］。

传统抗体VH和VL通过疏水作用力来稳定结

构并共同构成抗原结合区。与之相比，Nbs仅含有

3个可变区，尽管与抗原结合界面的表面积减少，

但其仍具有较高的稳定性与亲和力。它主要通过以

下方式来适应轻链的缺失：a. 大量的亲水性氨基酸

取代先前与 CH1、VL 结合界面的脂肪族残基

（L12S、V42F/Y、G49E、L50R/C、W52G/L），且

部分FR2被拉伸扭转的CDR3环覆盖，避免与外界

水环境的接触［12，15］，从而防止Nbs的二聚化，其

CDR3 环越长，Nbs 越稳定［7，16-17］。另外还可在

CDR3末端形成疏水核心，有利于稳定Nbs的折叠

结构域［18］。b. Nbs的CDR1和CDR3普遍比VH的

长（图 2b），潜在地增加了互补位构象的多样性，

从而以高度的形状表面互补性与相应的抗原结合，

一定程度上弥补了轻链缺失造成的抗原结合力下降

以及因尺寸小而导致的潜在序列多样性降低［19］。
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Fig. 1 Structures and molecular mass of three different subtypes of antibodies and antibody fragments in camelid animals
图1 骆驼科动物体内3种不同亚型抗体与其抗体片段的结构与分子质量大小

（a）常规抗体IgG1及其抗体片段scFv与Fab；（b）重链抗体HCAb及其纳米抗体片段Nb。图中黄色空心六边形为糖基化位点。
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2 稳定性表征

抗体的物理和化学稳定性的全面表征对于设计

稳定的抗体制剂以实现所需的功效和保质期至关重

要。在抗体的研究、生产与应用中，诱导变性因素

有很多，包括温度、有机溶剂、压力、化学试剂、

酸碱环境以及蛋白酶等，可以基于这些因素采用互

补或独立的方法来表征Nbs的稳定性。

2.1 热稳定性

Nbs的一个固有特性是其热稳定性，包括出色

的热展开抗性以及变性后重新折叠的能力。部分

Nbs可以在−20℃、4℃条件下保存几个月，甚至在

37℃条件下温育几个月到一年也不会丢失其抗原

结合特性［8，20］，这种长期稳定性使其能在室温下

运输、储存和使用。当温度逐渐升高时，抗体会趋

于热变性展开，一般使用解链温度（Tm）推断抗体

的展开倾向。Nbs 的 Tm覆盖了 50~80°C 的广泛范

围，普遍显示出对热诱导具有较高的抵抗力［21］。

抗葡萄球菌肠毒素B的Nb A3是一个比较经典的例

子，其 Tm 高达 85℃，是迄今为止报道的最高纪

录［22］。这种热展开抗性使得Nbs可以应用于相对

较高的温度中，比如在50℃条件下对Nb进行放射

性标记，以实现对动脉粥样硬化炎症标志物的

监测［23］。

Fab和 scFv等常规抗体片段的Tm测得值范围基

本与Nbs相似，说明Nbs和常规抗体片段可能显示

出相当的热平衡稳定性［24］，但是使Nbs区别于常

规抗体的主要标志是其在极端温度下的可逆

性［25-26］。这种可逆性可以通过检测高温孵育一段

时间后 Nbs 的活性来进行表征。对部分已报道的

Nbs 免疫分析文献进行总结，发现大部分 Nbs 在

85℃高温长时间处理后仍可保持结合活性，而其

他常规抗体则不可逆地失活［27-38］（表 1）。例如，

抗咖啡因Nb可在90°C的温度孵育后保留90%的活

性，但其单克隆抗体（monoclonal antibody，mAb）

在 70°C 孵育后会失活［28］。这种耐高温咖啡因 Nb

在一次性侧向流动装置的应用中已获得专利，可用

于监测热饮料中的咖啡因［39］。同样地，针对黄曲

霉毒素的 Nb 以及抗独特型抗体 （anti-idiotype

antibody，Aid）耐热性也优于常规抗体，在高温条

件下短时间孵育后其多克隆抗体 （polyclonal

antibody，pAb）与单克隆抗体的结合活性仅保留

20% 甚至完全丧失，但在相同温度条件下孵育

20 min甚至1 h后Nbs仍具有高达40%~80%的结合

活性［34，36，38］，这使其可用于涉及高温过程的黄曲

霉毒素检测，比如需要巴氏灭菌的乳制品等。总而

言之，这些特性使Nbs在热变性的复杂条件下比传

统抗体具有更广泛的应用优势。

2.2 有机溶剂耐受性

在开发用于亲脂分析物的免疫分析方法时，一

般采用有机溶剂对分析物进行充分提取，但是有机

溶剂会影响抗体的活性，因而在前处理步骤中需要

进行蒸发复溶或者高倍比稀释来避免有机溶剂的影

响。优选有机溶剂耐受性较高的抗体可以省去蒸发
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Fig. 2 Structure of Nbs
图2 Nbs的结构

（a）Nbs的β折叠结构；（b）VHH与VH多肽结构。
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复溶的步骤或避免高倍数稀释导致分析灵敏度的下

降。对部分Nbs的有机溶剂耐受性评估进行总结发

现大部分 Nbs 可耐受较高浓度的甲醇、乙醇、乙

腈、丙酮或二甲基亚砜［27，34，37，40-43］（表 2），而这

些溶剂是提取高度亲脂性分析物的首选溶剂。例

如，从食品基质中提取赭曲霉毒素A（OTA）需要

用到甲醇，但是甲醇不仅会影响了OTA与抗体的

相互作用，还会抑制免疫测定中的二抗活性［44-45］。

在20%的甲醇溶液中，抗OTA的Nb在测定时仅稀

释2.5倍即可消除样品基质干扰，但是其mAb测定

需要稀释 30 倍以上才能消除，表明了 Nbs 比传统

抗体对样品基质干扰有更高的抵抗力［37］。当高度

亲脂性的黄曲霉毒素作为目标分析物时，Nb能在

80% 的甲醇溶液中保持 100% 的结合能力，而其

mAb在相同条件下则会失去 50%的活性［34］。这种

耐有机溶剂特性不仅有利于检测需要从样品中萃取

的亲脂性分析物，还可以使其应用于需要较少稀释

的亲和柱开发［34］。

Table 1 Comparison of heat resistance between Nbs and conventional antibody
表1 Nbs与常规抗体耐热性的比较

抗原

人绒毛膜促性腺激素hCG

活性红偶氮染料RR6

咖啡因

肉毒杆菌神经毒素BoN A

蓖麻毒蛋白

三氯卡班TCC

金黄色葡萄球菌肠毒素SEB

2，2'，4，4'-四溴化联苯醚

抗黄曲霉毒素AFB1

抗黄曲霉毒素mAb

赭曲霉毒素OTA

驼类

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

羊驼

羊驼

双峰驼

羊驼

羊驼

Nbs耐热性

5株：90℃（2 h）＞50%1）

2株：90℃（2 h）＞50%

90°C（20 min）= 90%

85℃（1 h）＞60%

5株：85℃（1 h）＞80%

4株：85℃（1 h）＞60%

3株：100℃（1 h）＞80%

85℃（1 h）= 40%

95℃（10 min）＞50%

Nb26：85℃（1 h）= 70%

Nb28：85℃（1 h）= 40%

Nb70：90℃（1 h）= 80%

VHH 2-5（Aid）：80℃（20 min）= 50%

90℃（5 min）＞45%

常规抗体耐热性

鼠mAb：70℃（2 h）= 02）

鼠mAb：80℃（2 h）= 0

鼠mAb：70°C（20 min）= 0

驼IgG1、兔pAb：85℃（20 min）= 0

兔IgG、美洲驼IgG：85℃（10 min）= 0

羊IgG：85℃（10 min）= 20%

驼IgG1：85℃（15 min）= 0

驼IgG1、鼠mAb：85℃（1 h）= 0

鼠mAb：95℃（10 min）= 0

鼠mAb1：85℃（15 min）= 0

鼠mAb2：90℃（60 min）= 20%

兔pAb：80℃（5 min）= 0

鼠mAb：90℃（5 min）= 0

参考文献

［27］

［27］

［28］

［29］

［30］

［31］

［32］

［33］

［34］

［38］

［36］

［35］

［37］

1）90℃（2 h）＞ 50%表示在90℃的条件下孵育2 h后仍保留大于50%的活性，其他类比；2）70℃（2 h）= 0表示在70℃的条件下孵育2 h完

全失去活性，其他类比。

Table 2 Tolerance of Nbs in different organic solutions
表2 Nbs在不同有机溶液中的耐受性

抗原

人绒毛膜促性腺激素［27］

活性红偶氮染料 RR6［27］

3-苯氧基苯甲酸3-PBA［40］

四溴双酚A［41］

抗黄曲霉毒素AFB1（羊驼）［34］

抗黄曲霉毒素 AFB1（双峰驼）［38］

赭曲霉毒素OTA［37］

对硫磷［42］

克百威［43］

甲醇

ND1）

ND

耐50%

耐40%

80%（100%）2）

50%（＞75%）3）

20%（100%）

40%（50%）

50% （50%）

乙醇

耐50%

耐50%

ND

ND

ND

50%（＞75%）

ND

ND

ND

乙腈

ND

ND

ND

ND

80%（100%）

ND

ND

40% （50%）

30% （50%）

丙酮

ND

ND

ND

ND

80%（100%）

50%（＞75%）

ND

40%（25%）

ND

二甲基亚砜

ND

ND

耐50%

耐40%

不耐

50%（＞75%）

ND

40%（50%）

ND

1）ND表示文献中没展开研究，不明确；2）80% （100%）表示在80%的有机溶剂中保留100%活性，其他类比；3）50% （＞75%）表示在

50%的有机溶剂中保留大于75%的活性，其他类比。
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2.3 压力耐受性

在压力耐受性方面，Dumoulin等［24］报告了针

对人溶菌酶与偶氮染料RR6的Nbs在大于400 MPa

的压力条件下才会使其变性展开，说明了Nb在极

端压力条件下的稳定性。另外，在较低的压力条件

（约50~250 MPa）下可以加速解离非共价蛋白化合

物，因此可在这个压力范围内分离抗原-Nbs 复合

物而不会破坏抗体。该策略可用于免疫亲和分离，

在受控的压力增加后从免疫吸附剂中洗脱特异性结

合的抗体。此外，这种可耐受极端压力以及小体积

和高溶解的特性还有利于Nbs开发为雾化吸入制剂

用于呼吸系统疾病的治疗。比如现阶段已经进入临

床 II期研究的三聚体Nb ALX-0171可通过气溶胶递

送方式有效降低住院婴儿的呼吸道合胞病毒载

量［46］。同为三聚体Nb的PiN-21也成功通过喷雾给

药的方式以超低剂量预防并治疗了仓鼠动物模型中

的SARS-CoV-2冠状病毒［47］。

2.4 化学试剂耐受性

一般化学变性剂有盐酸弧、尿素、硫氰酸铵溶

液等。除了压力稳定性测试，Dumoulin等［24］还探

究了Nbs的化学诱导展开实验，实验表明Nbs的盐

酸弧、尿素变性浓度分别在 2.3~3.3 mol/L 和高于

6 mol/L 的范围，明显高于常规抗体 scFv 片段

（1~2 mol/L和2~3 mol/L）。与之类似，针对hCG与

RR6 的 Nbs 所需的变性硫氰酸铵浓度也比其 mAb

高，其中最稳定的Nb在4 mol/L硫氰酸铵溶液中仅

损失 20%的生物活性［27，48］。另外，在洗发剂存在

条件下分离出的Nb不仅可以在含有高浓度表面活

性剂的洗发水中稳定结合抗原马拉色菌，在高浓度

的尿素与盐酸胍条件下也保持稳定，可将该Nb与

洗发剂混合使用来防止头皮屑［48］。但是并非所有

化学变性剂对抗体反应的影响都是消极的，比如抗

李斯特菌 Nb 在高尿素浓度下会提高抗原结合力，

表明尿素有助于部分Nbs的重新折叠［49］。

2.5 极端pH耐受性

Nbs在不同pH值条件下也具有相似的稳定性。

比如，Wang等［41］报道的抗四溴双酚A的Nb抗体

在 pH值为 7.4~10之间非常稳定。同样地，针对李

斯特菌的Nb在pH为2及12的酸碱极端条件下孵育

过夜后仍能保留至少 30%的活性［49］。另外，酸碱

性条件的变化对抗皮质醇Nb的抗原结合力也不会

有明显的影响，使得该Nb抗体在微流体实验中具

有受测试条件可变性影响较小的优势［9］。

2.6 蛋白酶抗性

部分Nbs还具有较强的蛋白酶抗性，可抵抗胃

肠道中的蛋白酶解，适于用作口服给药的治疗剂。

通过DNA改组和随机诱变得到的稳定性Nb可在肠

液或胃液培养后仍分别保持90%和41%的活性［50］。

在蛋白酶压力下淘选出来的Nb也具有优秀的蛋白

酶抗性，能显著减少鸡胃肠道中的空肠弯曲杆

菌［51］，可作为一种替代抗生素的潜在饲料添加剂

加以推广应用。此外，这种可规避蛋白酶解的特性

还有利于开发靶向细胞内抗原的功能性重组抗体

Nbs，使其成为对抗细胞内病原体或治疗神经退行

性疾病的新型治疗剂［52］。

3 稳定性的结构基础

Nbs的小分子和单域属性赋予了其比常规抗体

更为稳定的特性，然而并非所有的Nbs都具有很好

的热稳定性与化学稳定性。在以往研究的多个Nbs

中，大约有 2/3的Nbs在 65℃处理后发生了不可逆

的聚集，但是部分 Nbs 在 90℃高温处理后仍具有

90% 的活性［7］。这些稳定性差异的根本原因在于

Nbs特殊结构的差异，包括氨基酸序列、二硫键的

数量与位置、结构域的构象等。

3.1 氨基酸

3.1.1 氨基酸的化学修饰

尽管Nbs可以通过原核生物进行大量表达，没

有翻译后修饰的过程，但是在抗体储存、生产与应

用过程中的一些胁迫条件容易使抗体的一些氨基酸

发生化学修饰。其中天冬氨酸（Asn）与谷氨酰胺

（Gln）的脱酰胺反应是较为重要的一种化学修饰，

以Asn的脱酰胺更为普遍。这些化学修饰的积累会

改变抗体的局部疏水性以及空间结构从而影响其生

物活性，其中抗体CDR区的脱酰胺作用还可能会

导致抗原结合功能的丧失。Akazawa-Ogawa 等［8］

还通过实验验证了化学修饰是导致Nbs热诱导不可

逆变性的主要驱动力，其Asn残基的化学修饰会改

变抗体的范德华相互作用和天然结构的氢键，从而

导致Nbs的稳定性和折叠能力发生变化。除了Asn

修饰，热诱导还会引起半胱氨酸（Cys）的化学修

饰与二硫键的交换。研究表明对野生型抗 hCG Nb

进行热处理，Cys的修饰会导致巯基数量的减少以

及Cys残基周围的断裂，这可能是具有单个二硫键

的Nbs变性的原因［53］。这些易于发生化学修饰的

氨基酸是影响Nbs稳定性的关键氨基酸，可能会引

起抗体变性后折叠能力的逐渐丧失。
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3.1.2 氨基酸的电荷

增加多肽链的净电荷会增强溶解度并导致未折

叠状态的分子间排斥，提高抗体对聚集的抵抗

力［54］。与 VH 抗体相比，D62、K65、R67、R72、

K76和E89在Nbs结构域中出现得更频繁，这些带

电荷残基的普遍使用增加了电荷排斥，降低了Nbs

聚集的倾向，使得Nbs蛋白可逆折叠、热稳定性和

可溶性的性质优于传统抗体［17，19］。据报道［55］，具

有抗聚集特性的 VHs 与 Nbs 的等电点 pI 多倾向于

酸性，这表明含有大量负电荷残基可能是Nbs稳定

性和溶解性进化的内在因素。此外，Nbs序列中一

些保守性的带正电荷残基可增强与介质中存在的带

负电荷分子的静电相互作用，比如皮质醇分子被其

Nb中几个带正电荷的残基紧密包围，增加了Nb在

恶劣环境中与抗原的结合稳定性［56］。又比如与糠

秕马拉色菌结合的Nb序列中带正电荷的残基（R/

K44）对于Nb在高 pH、洗发剂、尿素和盐酸胍等

条件下与真菌的结合至关重要［48］。以上表明具有

高稳定性的Nbs趋于含有更多净电荷，尤其含有更

多带负电荷的氨基酸，而结构中带正电的残基可通

过静电作用来促进抗原与抗体之间的稳定性结合。

3.2 二硫键

二硫键在分泌蛋白的折叠和稳定性中起着关键

作用。据报道［9，57］，使用大肠杆菌系统表达 Nbs

时，在还原性细胞质中产生 Nbs 的 Tm要比在周质

的氧化环境中产生的Nbs低得多，这种稳定性差异

主要与二硫键的形成有关［21，58］。在氧化环境中，

Cys残基的成对氧化将二硫键引入多肽链中，通过

约束蛋白质的未折叠构象来提高折叠结构域的机械

稳定性及构象稳定性［53，59-60］。在Nbs结构中，大多

会出现1个及以上的二硫键，包括连接FR1（C23）

和FR3（C104）的保守二硫键以及连接CDR3与其

他结构域的额外二硫键，这些二硫键是固定Nbs三

级结构的关键结构之一。

3.2.1 保守二硫键

Nbs的稳定性高度依赖于这个几乎所有Nbs结

构共有的保守二硫键。该域内二硫键埋藏在Nbs折

叠域的疏水核内部，将两个β折叠连接在一起，使

Nbs 肽链的空间结构更为紧密［60］。通过定点诱变

除去野生型Nbs的天然保守二硫键可以显着降低其

Tm （15~25°C）［9，53，59，61］，表明了该键是影响 Nbs

平衡热力学稳定性的关键结构。但是该键不是Nbs

结构与功能所必需的，如果Nbs具有较强的固有稳

定性或已通过蛋白质工程进行稳定性改造，则该键

的缺失与替换不会影响其结构稳定性与抗原结合能

力［60］。比如衍生自单峰骆驼的通用 Nbs 框架

cAbBCII10在去除保守的二硫键后仍具有良好的表

达水平与稳定性［62］。此外，还有文献报道了部分

无二硫键的Nbs突变体可以折叠成原生结构，保留

其抗原结合能力，也不会影响其抗体抗原结合复合

物的刚性［53，59，61，63］。

3.2.2 额外二硫键

除了保守二硫键，部分Nbs还含有一个可以稳

定可变区空间构象的额外二硫键［64］。在研究中发

现，在两种同源Nbs中，含有双二硫键的Nbs要比

仅含有保守二硫键的Nbs具有更高的热稳定性与构

象稳定性［59］。同样地，对大量的Nbs序列对比分

析发现具有额外二硫键的 Nbs 的 Tm 值平均会高

5.2℃［65］。这些额外的二硫键约束并稳定增大的

CDR3环，限制构象迁移并防止其热诱导聚集，提

高了其构象稳定性［11-12，14，66］。此外，额外二硫键

会通过降低Nbs的聚集速率来减少不可逆聚集，提

高了动力学稳定性［20］。主流观点认为这个额外二

硫键还可以通过降低其与抗原结合的熵损失来提高

结合亲和力［14］。但是，Mendoza等［17］对此进行了

反驳，他们分离出一种对亲和力没有明显变化的二

硫键突变体。由此可见，这个额外的二硫键可能已

经进化成为稳定Nbs结构域的生物物理特性，在特

定情况下可在抗原结合中发挥一定的作用，但是这

种作用不具有广泛的普遍性。

根据编码Cys的位置可以将其额外二硫键大致

分为 3 种不同类型 （图 3），分别是连接 CDR3 与

CDR1 或 CDR2/FR2 边界的环间二硫键以及 CDR3

的环内二硫键［12］。不同驼类在额外二硫键的位置

与丰度上有很大的差异。据报道［17］，骆驼中额外

二硫键的出现频率约 30%，比羊驼（~12%）和美

洲驼（~3.5%）高。这是因为大部分羊驼Nbs因其

CDR3环相对较短而不存在这种额外的二硫键［67］，

只有小部分羊驼 Nbs 在 FR2 （C55）和 CDR3 间存

在额外增多的 Cys［66，68］。另外，美洲驼抗体仅一

个特殊亚科VHH3含有延伸的CDR3，该CDR3被

一个位于FR2 （C50）的二硫键连接，但是这个亚

科的Nbs很少被分离出来，因此文献中报道的绝大

多数来自美洲驼的 Nbs 仅在保守位置出现二硫

键［11，69］。而骆驼 Nbs 中延伸的 CDR3 则一般是被

位于 CDR1 （C31/33/34）的二硫键约束［11，70］，其

另一个 Cys 出现在位置 FR2 （C50）或 CDR3 上的

Nbs 也曾见于报道［67，71］。这说明了这个额外的二
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硫键不是维持其稳定性的必要结构，具有不同生态

适应性的驼种Nbs根据其序列及其长度的差异采用

不同数量以及不同位置的二硫键来丰富其稳定性

机制。

根据以上分析可以看出在CDR1、FR2、CDR2

区域出现的Cys一般出现在保守位置上，而CDR3

的Cys位置是随机的，这是因为前者是由骆驼的种

系基因编码，而CDR3中第二个Cys密码子出现在

V-D-J重排后或之后的体细胞超突变［72］。大量序列

分析发现，Nbs的Cys总是成对出现的，这是由于

Nbs 在 B 细胞受体成熟期间进行阳性选择的结

果［14，59，73］。含有未配对 Cys 的 Nbs 容易自发氧化

形成二聚体而失去抗原结合能力，即便这种克隆被

成功分离出来也会因为长时间储存而导致二聚

化［74］。但是，存在一种特殊情况允许这种单 Cys

的存在，最近报告了一种含有金属离子结合位点的

Nb，该Nb结构中没有配对的Cys与其他 3个残基

形成了一个与金属离子Zn2+配位的几何结构，其中

Zn2+代替二硫键充当 CDR1 和 CDR3 环之间的桥，

为CDR3环构象提供了更大的刚性［72］。

3.3 结构域

3.3.1 单体结构

对于Nbs来说，其小分子和单域属性是其耐受

温度的主要机制。已经证明了同源的常规 IgG1抗

体、HCAb、Nbs片段热稳定性依次递增［26，75］，这

可能由于Nbs只有1个免疫球蛋白折叠域，没有轻

链、CH1、铰链区以及Fc片段，其分子质量与结构

复杂性要比分别具有6与12个免疫球蛋白折叠域的

HcAb、IgG1抗体要低。在应对高温等变性条件时，

理论上具有较少折叠形式的蛋白质片段更容易重新

折叠从而具有更高的耐受性［76］。此外，常规抗体

的二级结构很容易形成增加聚集倾向的 β折叠结

构，且其重轻链疏水结合界面的暴露在不可逆聚集

中起着核心作用，这些结构特征都导致了骆驼血清

中的重轻链抗体 IgG1在热处理后其结合活性严重

损失［26，77］。在构建 scFv文库时，VH与VL的结合

容易出现错配，导致其在重组表达系统中表达不

佳，出现无法识别抗原以及结构不稳定等问题［20］。

相比之下，只含1个结构域的Nbs不受重链与轻链

配对的限制，避免了这种结构解离导致的不可逆聚

集以及重组表达的错配，大大提高其在变性后或者

表达的折叠效率，从而提高了理化稳定性。

3.3.2 FR框架区

CDR 主要决定了 Nbs 对靶标的特异性和亲和

力，但是针对化学变性剂、热、蛋白酶和极端 pH

的稳定性主要取决于结构域中保守的FR序列。在

传统抗体中，FR 区含有大量的疏水残基 （L12、

V42、G49、L50、W52、Y95和W117），介导了重

CDR1 CDR2

FR1 FR2 FR3

CDR3

FR4

(a)
CDR1(C31/33/34)�CDR3

CDR1 CDR2

FR1 FR2 FR3

CDR3

FR4

(b)
FR2(C50/55)�CDR3

CDR1 CDR2

FR1 FR2 FR3

CDR3

FR4

(c)
CDR3�CDR3

����.K �N��.K ��"!�
�

Fig. 3 Three different types of additional disulfide bonds in Nbs
图3 Nbs中三种不同类型的额外二硫键
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链与 CH1、轻链的结合［19，67，78］。当其孵育温度高

于 Tm时，这个疏水界面会随着常规抗体天然结构

的解离而暴露在外，可能引起分子间的相互作用，

导致不良的非特异性聚集与沉淀［24］。Nbs 的聚集

需要蛋白质展开，从而强调了天然 Nbs 的高溶解

度［7］。在骆驼科动物Nbs中，为防止重链聚集，框

架区内的一些残基突变为更亲水的残基 （L12S、

G49E、L50R和W117R/G），而其他突变（V42F和

W52F/G）则被较长的CDR3环覆盖从而屏蔽了溶

剂［19，67，78-79］。特别地，V42F 突变可以填充 VH 中

由 Y95、W117 和 CDR3 的侧链形成的疏水口袋，

而Nbs中的W117R取代允许F42较大的侧链向Y95

和R117转移［80］，增强结构内部的疏水堆积，从而

增强其结构稳定性［81］。除此，FR1 的 5V 和 6E 残

基是很多稳定Nbs的共有氨基酸序列，已经成为引

入负突变工程化的通用残基［82］。此外，对人 VH

片段的氨基酸进行“骆驼化”突变，其熔点高于野

生VH片段的实验也证明了Nbs框架序列中的特定

氨基酸有助于提高温度稳定性［83］。以上研究表明，

特定的氨基酸取代和重新定向的侧链可以重塑Nbs

结构域并增加其亲水性。

3.3.3 CDR超变区

Nbs与常规抗体的另一个区别特征是明显延伸

的CDR3环。序列分析验证了Nbs的CDR3平均长

度比常规抗体多 5 个氨基酸［84］，尤其是单峰骆驼

具有更长的CDR3环［85］。这些长CDR3环可以增加

抗体与抗原的接触面积，在一定程度上弥补轻链缺

失造成的抗原结合力下降的不足［69］。理论上，这

个增大的CDR3环表明其具有更大的柔韧性，这可

能会降低结合亲和力和抗体稳定性。但是在实际的

研究中发现，CDR3长度和热稳定性之间并没有预

期的负相关性，而是随着CDR3长度的增加，稳定

性略有增加的趋势更加明显［7］。较为合理的解释

是长的CDR3环更有利于通过与残基的相互作用屏

蔽VH与VL结合的疏水界面，增加其亲水性并防

止二聚化。同时，这种非共价相互作用也稳定了这

个长CDR3环，补偿了长环CDR3区可能引起的不

稳定效应。

此外，CDR3 环 N/C 端附近的 Y93、F/Y117 、

W118 等保守氨基酸形成的疏水簇也有助于稳定

CDR3 环的构象［18，67］。因此，CDR 区残基可以与

FR区残基相互作用，并且这种相互作用具有中和

潜在聚集点和对互补位施加结构刚性的双重作用，

其稳定性与CDR3长度正相关，通过二硫键或者其

他非共价相互作用稳定长CDR3环可进一步增强其

稳定效应。

4 结构的稳定性优化

Nbs稳定性信息与结构信息的合并揭示了高度

稳定纳米抗体所特有的结构特征。基于这些结构特

征可以对Nbs采用合理的设计方法来进行结构的稳

定性优化，包括共有序列驱动的序列修复、替换易

于修饰的氨基酸、净蛋白质电荷的改变、非天然二

硫键的引入和CDR的移植。通过这些策略开发出

在极端条件下仍能保持结合能力的稳定Nbs，从而

为生物技术、检测、诊断和治疗应用提供高性能的

试剂。

4.1 点突变

4.1.1 基于共有序列的诱变

同一个对象可以筛出多株序列不同的Nbs，这

些序列的FR区的某些位置基本保守不变，如果这

些保守残基发生变化可能会导致同源 Nbs 的 Tm出

现重大差异［86-87］，当恢复这些保守序列有可能导

致 Tm的增加。例如，一株抗蓖麻毒蛋白 Nb 在第

117位残基发生偏差从共有序列Trp变为Arg，恢复

此突变可使其 Tm增加而不会降低其抗原亲和力以

及产量［10］。但是该方法也有例外，比如有研究者

通过 I122T突变来恢复抗肉毒杆菌神经毒素Nb E7

在位置122的共有序列 IIe，虽然可以提高产量，但

是突变体Tm并没有发生变化［76］。虽然该策略将稳

定的高概率归因于蛋白质家族特定序列位置上最常

见的残基，具有一定的物种依赖性与偶然性，但是

可以作为一个稳定性优化的重要方向。

4.1.2 易修饰残基的替换

对抗体序列中易受化学修饰的位点进行结构改

造也是其稳定性优化的重要方向之一。据报道［8］，

用其他的氨基酸取代 Nb 序列中所有易于修饰的

Asn 残基 （N57S/N82S/N92T） 所得到的突变体比

野生型 Nb 更能抵抗热诱导的不可逆变性。此外，

替换未配对的Cys不仅可以提高产量，还可能提高

其Tm
［10］。Asn和Cys的修饰是引起Nbs变性的关键

因素之一，替换这些易于修饰的残基有利于提高

Nbs的耐热性。

4.1.3 负突变残基的引入

通过用带电残基替换暴露于溶剂的残基来增加

蛋白质的净电荷，可以显着降低其聚集特性。由于

稳定性Nbs的等电点倾向于酸性，因此在某些Nbs

的序列中引入负电荷突变或者在其C端引入一段负
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电荷序列以降低等电点，不仅可以提高产量，还可

以提高溶解度、熔解温度与抗聚集能力，改善变性

后 的 折 叠 ， 利 于 Nbs 在 高 浓 度 条 件 下 的 储

存［10，65，76，82］。添加电荷可以防止聚集，但也会破

坏抗体的折叠状态，选择要突变的残基要同时保留

Nbs天然结构，在非抗原结合区的框架 1中引入负

突变Q1E/D、K3Q、Q5V、A6E基本成为了优先考

虑的负突变位点［10，65，82，88］。

4.2 二硫键的工程化

在Nbs中进行二硫键的工程化是提高其稳定性

最为广泛使用的方法之一，大量文献集中研究比较

了引入不同数量与位置的Cys对Nbs的稳定性和亲

和力的影响（表3）。在数量上，Saerens等［59］分别

在 3个不同的Nbs中通过突变获得了含有 0~3个二

硫键的突变体。实验表明，去除保守二硫键大多会

导致其 Tm的急剧下降，而引入一个工程化二硫键

Table 3 Disulfide bond engineering of Nbs
表3 Nbs二硫键的工程化

抗原（VHH抗体）

去除二硫键

人溶菌酶（cAbHuL6）

前列腺特异性抗原（cAbPSA11）

β-内酰胺酶BcII（cAbBCII10）

绿色荧光蛋白 GFP（cAbGFP4）

葡萄球菌肠毒

SEB（A3）

人绒毛膜促性腺激（hCG）

青霉素酶βLA

李斯特菌毒力因子 InlB

引入二硫键

人绒毛膜促性腺激（hCG）

β-内酰胺酶BcII（cAbBCII10）

非洲锥虫表面糖蛋白VSG（cAbAn33）

绿色荧光蛋白GFP（cAbGFP4）

人溶菌酶（cAb-HuL22）

艰难梭菌毒素TcdA

空肠弯曲杆菌鞭毛

抗葡萄球菌肠毒

SEB（A3）

痘苗病毒

蓖麻毒素

抗α-眼镜蛇毒素

艰难梭菌毒素

人IGF1R

跨人血脑屏障

内皮细胞（FC5）

驼类（亚家族）

单峰驼（VHH2）

单峰驼（VHH2）

单峰驼（VHH2）

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

单峰驼

美洲驼

单峰驼（VHH2）

单峰驼（VHH2）

美洲驼

单峰驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

美洲驼

突变位点

C23A-C104V

C23A-C104V

C23A-C104V

C23A-C104V

C23A-C104V

C23A/W-C104A/I/G

C23A-C104A/V

C33A-C102A

A54C-I78 C

L39C-V87C

A54C-I78C

L39C-V87C

A54C-I78C

L39C-V87

A54C-I78C

S54C-I78C

A/G54C- I78C

A54C-I78C

Q4C-Y117C

V36C-M110C

A54C-I78C A53C-A112C

A54C-I78C

A54C-I78C

A54C-I78C

C44-C50

C44-C50

C44-C50

解链温度Tm变化

不变

不变

降17℃

降9.2℃

降20℃

降18~25℃

降15℃

降12°C

升10℃

升4~12℃

引入1个二硫键升＞18℃

升6℃

升17°C

显著提高

升7~18℃

升＞4°C

升19°C

升0~13℃

升9~13℃

升3~9℃

升4~12℃

升18.6℃

亲和力

变化

不变

变低

不变

基本不变

不变

不变

ND

不变

基本不变

不变

部分下降

基本不变

基本不变

部分下降

基本不变

基本不变

不变

部分不变

不变

显著下降

显著下降

显著下降

产量变化

降低

明显降低

不变

降低至1/100

ND1）

不变

ND

ND

不变

不变

不变

不变

ND

降低

降低

ND

降低

降低

降低

ND

ND

ND

参考

文献

［62］

［62］

［62］

［59］

［59］

［22］

［61］

［53］

［53］

［17］

［9］

［53］

［59］

［59］

［59］

［89］

［90］

［91］

［51］

［11］

［93］

［82］

［10］

［88］

［92］

［92］

［92］

1）ND表示不明确。
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则基本可以提高其稳定性，但是当Cys数量达到 8

个甚至 10个时则容易导致突变体形成无功能多聚

体。此外，目前也鲜见具有多于 4 个天然 Cys 的

Nbs的报道，说明过多Cys容易导致二硫键的异常

配对，无法形成正确稳定的三级结构。在位置上，

Hagihara等［9］首次使用Cys取代Nbs中的埋藏残基

A54 （FR2）和 I78 （FR3），插入的二硫键在抗原

亲和力基本不变的情况下使其Tm提高了 10°C。其

中残基 A54 和 I78 在 Nbs 中高度保守，并跨越 β折

叠之间的疏水内部。随后有不少研究人员相继对不

同抗体的相同位置进行了突变，加入第2个二硫键

的突变体可使其Tm增加 4~20°C，甚至在多次加热

冷却循环处理后仍保持接近 100% 的结合能

力［10-11，89］。此外，引入这个连接FR2与FR3的二硫

键还可以在酸性 pH和存在化学变性剂的情况下提

高Nbs热稳定性和蛋白酶抗性，使其具有更高的胃

肠道稳定性［51，89-91］。另外，也有学者比较了其他

不同二硫键插入位点 （C4~117、C36~110、C53~

112以及C44~50）对其稳定性的影响，但是发现尽

管大部分突变体都可以提高亲本的 Tm，但却牺牲

了部分亲和力、产量或者变性重折叠能力［11，92］。

以上实验表明通过蛋白质工程在A54和 I78处引入

额外的二硫键已经成为提高Nbs平衡热力学稳定性

的通用方法。

通过定点诱变加入工程化的二硫键是稳定Nbs

的有效方法，但是此方法也会对其应用性能产生一

定的影响。a. 在需要高温长时间孵育的应用中，添

加的额外二硫键甚至天然存在的二硫键可能会由于

热诱导的二硫键改组和Cys残基的修饰，显示出影

响Nbs复性的能力［20-21，53］。b. 在某些情况下，二硫

键的引入会对亲和力以及特异性产生难以预测的负

面影响［59，90］。c. 由于在折叠过程中可能形成错误

的二硫键，Nbs在大肠杆菌中的表达会受到二硫键

的影响［14，21］。因此，在进行抗体的二硫键工程化

时应该综合考虑稳定性、亲和力与表达量等方面的

影响。

4.3 CDR超变区的移植

由于部分Nbs序列高度保守，可以通过移植不

太稳定的抗原特异性Nb的CDR到一些高度稳定的

Nbs框架上以获得具有环供体Nb的抗原结合特性

与支架受体Nb的稳定性的嵌合体，这种CDR移植

技术已用于常规抗体片段的稳定改造［94-95］。在Nbs

的应用中，已经报道了多个可以实现相应功能的保

守 框 架 ， 例 如 人 源 化 框 架 cAbBCII10［96］、

hs2dAb［97］、C8WT［98］以及针对细菌表达优化的人

工设计CF支架［99］。其中框架 cAbBCII10是一种具

有较高构象稳定性的单峰驼通用框架，将家族

2 Nbs 的 CDR 移植到该框架上保留了 CDR 供体抗

原结合能力的同时显示出了增加的稳定性［62］。此

外，Zabetakis等［100］此前曾报道，将CDR2从具有

高熔点的抗葡萄球菌肠毒素B的Nb A3移植到具有

低熔点的抗蓖麻蛋白Nb中可以使嵌合体克隆Tm提

升 15℃。虽然CDR移植比较局限于Nbs亚家族的

限制［62］，且还可能导致Nbs与靶标结合能力的下

降［100］，但是利用具有特定特性的支架进行CDR超

变区交换是一种尝试增加抗体稳定性的可行方法。

5 展 望

虽然目前已经有很多研究者通过定点突变、引

入二硫键等工程化的方法制备出很多相对亲本更稳

定的Nbs，但是大多数的工程化是基于共有序列分

析与经验值的基础上，鲜有报道涉及晶体结构的稳

定性分析，这可能导致得出的稳定性结构信息具有

一定的片面性。蛋白质晶体的制备与X-射线衍射

晶体结构解析是研究蛋白质结构最直观、准确的技

术，可以在分子水平上阐明分子间相互作用的结构

基础。未来的研究可以更多地综合利用蛋白质结

晶、X-射线晶体结构解析、分子动力学等技术建

立Nbs与抗原的三维空间结构模型，明确重链抗体

识别方式、关键氨基酸残基、结合位点、作用力类

型等关键信息，全面探讨Nbs的一级序列结构、二

级折叠结构、三级空间结构与稳定性的关系与规

律。鉴于Nbs在临床应用上取得的成果，未来Nbs

在复杂基质与环境的检测等方面具有较为广阔的应

用前景，值得进行深入的系统研究。

参 考 文 献

[1] Hamers-Casterman C, Atarhouch T, Muyldermans S, et al.

Naturally occurring antibodies devoid of light chains. Nature,

1993, 363(6428): 446-448

[2] Li C, Tang Z, Hu Z, et al. Natural single-domain antibody-

nanobody: a novel concept in the antibody field. J Biomed

Nanotechnol, 2018, 14(1): 1-19

[3] Steeland S, Vandenbroucke R E, Libert C. Nanobodies as

therapeutics: big opportunities for small antibodies. Drug Discov

Today, 2016, 21(7): 1076-1113

[4] He T, Zhu J, Nie Y, et al. Nanobody technology for mycotoxin

detection in the field of food safety: current status and prospects.

Toxins, 2018, 10(5): 180

[5] Hoey R J, Eom H, Horn J R. Structure and development of single



·1014· 2022；49（6）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

domain antibodies as modules for therapeutics and diagnostics.

Exp Biol Med, 2019, 244(17): 1568-1576

[6] Liu M, Li L, Jin D, et al. Nanobody–a versatile tool for cancer

diagnosis and therapeutics. Wiley Interdiscip Rev Nanomed

Nanobiotechnol, 2021, 13(4): e1697

[7] Kunz P, Zinner K, Mücke N, et al. The structural basis of nanobody

unfolding reversibility and thermoresistance. Sci Rep, 2018, 8(1):

7934

[8] Akazawa-Ogawa Y, Takashima M, Lee Y H, et al. Heat-induced

irreversible denaturation of the camelid single domain VHH

antibody is governed by chemical modifications. J Biol Chem,

2014, 289(22): 15666-15679

[9] Hagihara Y, Mine S, Uegaki K. Stabilization of an

immunoglobulin fold domain by an engineered disulfide bond at

the buried hydrophobic region. J Biol Chem, 2007, 282(50):

36489-36495

[10] Turner K B, Liu J L, Zabetakis D, et al. Improving the biophysical

properties of anti-ricin single-domain antibodies. Biotechnol Rep,

2015, 6: 27-35

[11] Zabetakis D, Olson M A, Anderson G P, et al. Evaluation of

disulfide bond position to enhance the thermal stability of a highly

stable single domain antibody. PLoS One, 2014, 9(12): e115405

[12] Melarkode VA, Shinada N K, Narwani T J, et al. Discrete analysis

of camelid variable domains: sequences, structures, and in-silico

structure prediction. PeerJ, 2020, 8: e8408

[13] Lefranc M P, Lefranc G. IMGT® and 30 years of

immunoinformatics insight in antibody V and C domain structure

and function.Antibodies, 2019, 8(2): 29

[14] Govaert J, Pellis M, Deschacht N, et al. Dual beneficial effect of

interloop disulfide bond for single domain antibody fragments. J

Biol Chem, 2012, 287(3): 1970-1979

[15] Vincke C, Muyldermans S. Introduction to heavy chain antibodies

and derived nanobodies. Methods Mol Biol, 2012, 911: 15-26

[16] Kunz P, Ortale A, Mücke N, et al. Nanobody stability engineering

by employing the Delta ΔTm shift; a comparison with apparent

rate constants of heat-induced aggregation. Protein Eng Des Sel,

2019, 32(5): 241-249

[17] Mendoza M N, Jian M, King M T, et al. Role of a noncanonical

disulfide bond in the stability, affinity, and flexibility of a VHH

specific for the Listeria virulence factor InlB. Protein Sci, 2020,

29(4): 1004-1017

[18] Bond C J, Marsters J C, Sidhu S S. Contributions of CDR3 toVHH

domain stability and the design of monobody scaffolds for naive

antibody libraries. J Mol Biol, 2003, 332(3): 643-655

[19] Mitchell L S, Colwell L J. Comparative analysis of nanobody

sequence and structure data. Proteins, 2018, 86(7): 697-706

[20] Ingram J R, Schmidt F I, Ploegh H L. Exploiting nanobodies'

singular traits.Annu Rev Immunol, 2018, 36: 695-715

[21] Goldman E R, Liu J L, Zabetakis D, et al. Enhancing stability of

camelid and shark single domain antibodies: an overview. Front

Immunol, 2017, 8: 865

[22] Turner K B, Zabetakis D, Goldman E R, et al. Enhanced

stabilization of a stable single domain antibody for SEB toxin by

random mutagenesis and stringent selection. Protein Eng Des Sel,

2014, 27(3): 89-95

[23] Broisat A, Hernot S, Toczek J, et al. Nanobodies targeting mouse/

human VCAM1 for the nuclear imaging of atherosclerotic lesions.

Circ Res, 2012, 110(7): 927-937

[24] Dumoulin M, Conrath K, Van Meirhaeghe A, et al. Single-domain

antibody fragments with high conformational stability. Protein

Sci, 2002, 11(3): 500-515

[25] Ewert S, Cambillau C, Conrath K, et al. Biophysical properties of

camelid V (HH) domains compared to those of human V(H)3

domains. Biochemistry, 2002, 41(11):3628-3636

[26] Omidfar K, Rasaee M J, Kashanian S, et al. Studies of

thermostability in Camelus bactrianus (Bactrian camel) single-

domain antibody specific for the mutant epidermal-growth-factor

receptor expressed by Pichia. Biotechnol Appl Biochem, 2007,

46(Pt 1): 41-49

[27] Van Der Linden R H, Frenken L G, De Geus B, et al. Comparison

of physical chemical properties of llama VHH antibody fragments

and mouse monoclonal antibodies. Biochim Biophys Acta, 1999,

1431(1): 37-46

[28] Ladenson R C, Crimmins D L, Landt Y, et al. Isolation and

characterization of a thermally stable recombinant anti-caffeine

heavy-chain antibody fragment. Anal Chem, 2006, 78(13): 4501-

4508

[29] Goldman E R, Anderson G P, Conway J, et al. Thermostable llama

single domain antibodies for detection of botulinum A neurotoxin

complex.Anal Chem, 2008, 80(22): 8583-8591

[30] Anderson G P, Liu J L, Hale M L, et al. Development of antiricin

single domain antibodies toward detection and therapeutic

reagents.Anal Chem, 2008, 80(24): 9604-9611

[31] Tabares-Da Rosa S, Rossotti M, Carleiza C, et al. Competitive

selection from single domain antibody libraries allows isolation of

high-affinity antihapten antibodies that are not favored in the llama

immune response.Anal Chem, 2011, 83(18): 7213-7220

[32] Graef R R, Anderson G P, Doyle K A, et al. Isolation of a highly

thermal stable lama single domain antibody specific for

Staphylococcus aureus enterotoxin B. BMC Biotechnol, 2011,

11: 86

[33] Bever C R, Majkova Z, Radhakrishnan R, et al. Development and

utilization of camelid VHH antibodies from alpaca for 2, 2', 4, 4'-

tetrabrominated diphenyl ether detection. Anal Chem, 2014,

86(15): 7875-7882

[34] He T, Wang Y, Li P, et al. Nanobody-based enzyme immunoassay

for aflatoxin in agro-products with high tolerance to cosolvent

methanol.Anal Chem, 2014, 86(17): 8873-8880

[35] Liu X, Xu Y, Xiong Y H, et al. VHH phage-based competitive real-

time immuno-polymerase chain reaction for ultrasensitive

detection of ochratoxin A in cereal. Anal Chem, 2014, 86(15):

7471-7477

[36] Wang Y, Li P, Zhang Q, et al. A toxin-free enzyme-linked

immunosorbent assay for the analysis of aflatoxins based on a

VHH surrogate standard. Anal Bioanal Chem, 2016, 408(22):

6019-6026

[37] Liu X, Tang Z, Duan Z, et al. Nanobody-based enzyme

immunoassay for ochratoxin A in cereal with high resistance to



何晓婷，等：纳米抗体的稳定性及其结构基础研究进展2022；49（6） ·1015·

matrix interference.Talanta, 2017, 164: 154-158

[38] Pan D, Li G, Hu H, et al. Direct immunoassay for facile and

sensitive detection of small molecule aflatoxin B1 based on

nanobody. Chemistry, 2018, 24(39): 9869-9876

[39] Ladenson J, Ladenson R, Landt Y. Methods for Determining and

Lowering Caffeine Concentration in Fluids: USA, 7615218 B2.

2009-10-11

[40] Kim H J, McCoy M R, Majkova Z, et al. Isolation of alpaca anti-

hapten heavy chain single domain antibodies for development of

sensitive immunoassay.Anal Chem. 2012, 84(2):1165-1171

[41] Wang J, Bever C R, Majkova Z, et al. Heterologous antigen

selection of camelid heavy chain single domain antibodies against

tetrabromobisphenolA.Anal Chem, 2014, 86(16): 8296-8302

[42] ZhangYQ, Xu Z L, Wang F, et al. Isolation of bactrian camel single

domain antibody for parathion and development of one-step dc-

FEIA method using VHH-alkaline phosphatase fusion protein.

Anal Chem, 2018, 90(21): 12886-12892

[43] Zhang J R, Wang Y, Dong J X, et al. Development of a simple

pretreatment immunoassay based on an organic solvent-tolerant

nanobody for the detection of carbofuran in vegetable and fruit

samples. Biomolecules, 2019, 9(10): 576

[44] Yu F Y, Chi T F, Liu B H, et al. Development of a sensitive enzyme-

linked immunosorbent assay for the determination of ochratoxin

A. JAgric Food Chem, 2005, 53(17): 6947-6953

[45] Wang X H, Liu T, Xu N, et al. Enzyme-linked immunosorbent

assay and colloidal gold immunoassay for ochratoxin A:

investigation of analytical conditions and sample matrix on assay

performance.Anal Bioanal Chem, 2007, 389(3): 903-911

[46] Cunningham S, Piedra P A, Martinon-Torres F, et al. Nebulised

ALX-0171 for respiratory syncytial virus lower respiratory tract

infection in hospitalised children: a double-blind, randomised,

placebo-controlled, phase 2b trial. Lancet Respir Med, 2021, 9(1):

21-32

[47] Nambulli S, Xiang Y, Tilston-Lunel N L, et al. Inhalable nanobody

(PiN-21) prevents and treats SARS-CoV-2 infections in Syrian

hamsters at ultra-low doses. SciAdv, 2021, 7(22): eabh0319

[48] Dolk E, Van Der Vaart M, Lutje Hulsik D, et al. Isolation of llama

antibody fragments for prevention of dandruff by phage display in

shampoo.Appl Environ Microbiol, 2005, 71(1): 442-450

[49] Tu Z, Chen Q, Li Y, et al. Identification and characterization of

species-specific nanobodies for the detection of Listeria

monocytogenes in milk.Anal Biochem, 2016, 493: 1-7

[50] Harmsen M M, Van Solt C B, Van Zijderveld-Van Bemmel A M, et

al. Selection and optimization of proteolytically stable llama

single-domain antibody fragments for oral immunotherapy. Appl

Microbiol Biotechnol, 2006, 72(3): 544-551

[51] Hussack G, Riazi A, Ryan S, et al. Protease-resistant single-

domain antibodies inhibit Campylobacter jejuni motility. Protein

Eng Des Sel, 2014, 27(6): 191-198

[52] Salvador J P, Vilaplana L, Marco M P. Nanobody: outstanding

features for diagnostic and therapeutic applications. Anal Bioanal

Chem, 2019, 411(9): 1703-1713

[53] Akazawa-Ogawa Y, Uegaki K, Hagihara Y. The role of intra-

domain disulfide bonds in heat-induced irreversible denaturation

of camelid single domain VHH antibodies. J Biochem, 2016,

159(1): 111-121

[54] Der B S, Kluwe C, Miklos A E, et al. Alternative computational

protocols for supercharging protein surfaces for reversible

unfolding and retention of stability. PLoS One, 2013, 8(5): e64363

[55] Lee C C, Perchiacca J M, Tessier P M. Toward aggregation-

resistant antibodies by design. Trends Biotechnol, 2013, 31(11):

612-620

[56] Ding L, Wang Z, Zhong P, et al. Structural insights into the

mechanism of single domain VHH antibody binding to cortisol.

FEBS Lett, 2019, 593(11): 1248-1256

[57] Walper S A, Battle S R, Audrey Brozozog Lee P, et al.

Thermostable single domain antibody-maltose binding protein

fusion for Bacillus anthracis spore protein BclA detection. Anal

Biochem, 2014, 447: 64-73

[58] Goldman E R, Brozozog-Lee PA, Zabetakis D, et al. Negative tail

fusions can improve ruggedness of single domain antibodies.

Protein Expr Purif, 2014, 95: 226-232

[59] Saerens D, Conrath K, Govaert J, et al. Disulfide bond introduction

for general stabilization of immunoglobulin heavy-chain variable

domains. J Mol Biol, 2008, 377(2): 478-488

[60] Hagihara Y, Saerens D. Engineering disulfide bonds within an

antibody. Biochim BiophysActa, 2014, 1844(11): 2016-2023

[61] Hagihara Y, Matsuda T, Yumoto N. Cellular quality control

screening to identify amino acid pairs for substituting the disulfide

bonds in immunoglobulin fold domains. J Biol Chem, 2005,

280(26): 24752-24758

[62] Saerens D, Pellis M, Loris R, et al. Identification of a universal

VHH framework to graft non-canonical antigen-binding loops of

camel single-domain antibodies. J Mol Biol, 2005, 352(3):

597-607

[63] Liu H, Schittny V, Nash M A. Removal of a conserved disulfide

bond does not compromise mechanical stability of a VHH

antibody complex. Nano Lett, 2019, 19(8): 5524-5529

[64] 蔡家麟,夏立亮,潘欣,等 .重链抗体的结构特点及其应用前景

分析 .生命科学, 2013, 25(9): 853-857

Cai J L, Xia L L, Pan X, et al. Chinese Bulletin of Life Science,

2013, 25(9): 853-857

[65] Kunz P, Flock T, Soler N, et al. Exploiting sequence and stability

information for directing nanobody stability engineering. Biochim

BiophysActa Gen Subj, 2017, 1861(9): 2196-2205

[66] Ciccarese S, Burger PA, Ciani E, et al. The camel adaptive immune

receptors repertoire as a singular example of structural and

functional genomics. Front Genet, 2019, 10: 997

[67] Muyldermans S. Nanobodies: natural single-domain antibodies.

Annu Rev Biochem, 2013, 82: 775-797

[68] Maass D R, Sepulveda J, Pernthaner A, et al. Alpaca (Lama pacos)

as a convenient source of recombinant camelid heavy chain

antibodies (VHH s). J Immunol Methods, 2007, 324(1-2): 13-25

[69] Harmsen M M, De Haard H J. Properties, production, and

applications of camelid single-domain antibody fragments. Appl

Microbiol Biotechnol, 2007, 77(1): 13-22

[70] Nguyen V K, Hamers R, Wyns L, et al. Camel heavy-chain

antibodies: diverse germline V(H)H and specific mechanisms



·1016· 2022；49（6）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

enlarge the antigen-binding repertoire. EMBO J, 2000, 19(5):

921-930

[71] Conrath K E, Wernery U, Muyldermans S, et al. Emergence and

evolution of functional heavy-chain antibodies in Camelidae. Dev

Comp Immunol, 2003, 27 (2): 87-103

[72] Kumar S, Mahendran I, Athreya A, et al. Isolation and structural

characterization of a Zn(2+ )‑bound single-domain antibody

against NorC, a putative multidrug efflux transporter in bacteria. J

Biol Chem, 2020, 295(1): 55-68

[73] Vu K B, Ghahroudi M A, Wyns L, et al. Comparison of llama VH

sequences from conventional and heavy chain antibodies. Mol

Immunol, 1997, 34(16-17): 1121-1131

[74] Ben Abderrazek R, Vincke C, Hmila I, et al. Development of

Cys38 knock-out and humanized version of NbAahII10 nanobody

with improved neutralization of AahII scorpion toxin. Protein Eng

Des Sel, 2011, 24(9): 727-735

[75] 坤杜孜阿依·阿布都沙拉木,姜志强,刘娅菲,等 .新疆双峰驼

纳米抗体、重链抗体和常规抗体的热稳定性比较 .新疆农业

科学, 2020, 57(2): 319-325

Abudushalamu K, Jiang Z Q, Liu Y F, et al. Xinjiang Agricultural

Sciences, 2020, 57(2): 319-325

[76] Shriver-Lake L C, Zabetakis D, Goldman E R, et al. Evaluation of

anti-botulinum neurotoxin single domain antibodies with

additional optimization for improved production and stability.

Toxicon, 2017, 135: 51-58

[77] Lee C C, Perchiacca J M, Tessier P M. Toward aggregation-

resistant antibodies by design. Trends Biotechnol, 2013, 31(11):

612-620

[78] Muyldermans S, Atarhouch T, Saldanha J, et al. Sequence and

structure of VH domain from naturally occurring camel heavy

chain immunoglobulins lacking light chains. Protein Eng, 1994,

7(9): 1129-1135

[79] Nguyen V K, Muyldermans S, Hamers R. The specific variable

domain of camel heavy-chain antibodies is encoded in the

germline. J Mol Biol, 1998, 275(3): 413-418

[80] Desmyter A, Decanniere K, Muyldermans S, et al. Antigen

specificity and high affinity binding provided by one single loop of

a camel single-domain antibody. J Biol Chem, 2001, 276(28):

26285-26290

[81] Shinozaki N, Hashimoto R, Noda M, et al. Physicochemical

improvement of rabbit derived single-domain antibodies by

substitutions with amino acids conserved in camelid antibodies. J

Biosci Bioeng, 2018, 125(6): 654-661

[82] Liu J L, Goldman E R, Zabetakis D, et al. Enhanced production of a

single domain antibody with an engineered stabilizing extra

disulfide bond. Microb Cell Fact, 2015, 14: 158

[83] Davies J, Riechmann L. Single antibody domains as small

recognition units: design and in vitro antigen selection of

camelized, human VH domains with improved protein stability.

Protein Eng, 1996, 9(6): 531-537

[84] Li X, Duan X, Yang K, et al. Comparative analysis of immune

repertoires between bactrian camel's conventional and heavy-

chain antibodies. PLoS One, 2016, 11(9): e0161801

[85] Sircar A, Sanni K A, Shi J, et al. Analysis and modeling of the

variable region of camelid single-domain antibodies. J Immunol,

2011, 186(11): 6357-6367

[86] Walper S A, Anderson G P, Brozozog Lee PA, et al. Rugged single

domain antibody detection elements for Bacillus anthracis spores

and vegetative cells. PLoS One, 2012, 7(3): e32801

[87] Liu J L, Zabetakis D, Goldman E R, et al. Selection and evaluation

of single domain antibodies toward MS2 phage and coat protein.

Mol Immunol, 2013, 53(1-2): 118-125

[88] Anderson G P, Liu J H, Zabetakis D, et al. Thermal stabilization of

anti-alpha-cobratoxin single domain antibodies. Toxicon, 2017,

12: 68-73

[89] Chan P H, Pardon E, Menzer L, et al. Engineering a camelid

antibody fragment that binds to the active site of human lysozyme

and inhibits its conversion into amyloid fibrils. Biochemistry,

2008, 47(42): 11041-11054

[90] Hussack G, Hirama T, Ding W, et al. Engineered single-domain

antibodies with high protease resistance and thermal stability.

PLoS One, 2011, 6(11): e28218

[91] Hussack G, Mackenzie C R, Tanha J. Characterization of single-

domain antibodies with an engineered disulfide bond. Methods

Mol Biol, 2012, 911: 417-429

[92] Kim D Y, Kandalaft H, Hussack G, et al. Evaluation of a

noncanonical Cys40-Cys55 disulfide linkage for stabilization of

single-domain antibodies. Protein Sci, 2019, 28(5): 881-888

[93] Walper S A, Liu J L, Zabetakis D, et al. Development and

evaluation of single domain antibodies for vaccinia and the L1

antigen. PLoS One, 2014, 9(9): e106263

[94] Ewert S, Honegger A, Plückthun A. Stability improvement of

antibodies for extracellular and intracellular applications: CDR

grafting to stable frameworks and structure-based framework

engineering. Methods, 2004, 34(2): 184-199

[95] Mcconnell A D, Spasojevich V, Macomber J L, et al. An integrated

approach to extreme thermostabilization and affinity maturation of

an antibody. Protein Eng Des Sel, 2013, 26(2): 151-164

[96] Vincke C, Loris R, Saerens D, et al. General strategy to humanize a

camelid single-domain antibody and identification of a universal

humanized nanobody scaffold. J Biol Chem, 2009, 284(5): 3273-

3284

[97] Moutel S, Bery N, Bernard V, et al. NaLi-H1: a universal synthetic

library of humanized nanobodies providing highly functional

antibodies and intrabodies. Elife, 2016, 5: e16228

[98] Soler M A, Medagli B, Wang J, et al. Effect of humanizing

mutations on the stability of the llama single-domain variable

region. Biomolecules, 2021, 11(2): 163

[99] Ferrari D, Garrapa V, Locatelli M, et al.Anovel nanobody scaffold

optimized for bacterial expression and suitable for the construction

of ribosome display libraries. Mol Biotechnol, 2020, 62(1): 43-55

[100] Zabetakis D, Anderson G P, Bayya N, et al. Contributions of the

complementarity determining regions to the thermal stability of a

single-domain antibody. PLoS One, 2013, 8(10): e77678



何晓婷，等：纳米抗体的稳定性及其结构基础研究进展2022；49（6） ·1017·

Advances on The Relationship Between Stability and Structure of Nanobody*

HE Xiao-Ting1), DONG Jie-Xian2)**, SHEN Xing1), WANG Hong1),

SHEN Yu-Dong1), XU Zhen-Lin1)**

(1)Guangdong Provincial Key Laboratory of Food Safety and Quality, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China;
2)Tsinghua University Research Institute Anti-tumor Innovative Drug Research and Development Center, Shenzhen 518057, China)

Abstract Camel nanobody has a wide range of application prospects due to its simple structure, easy

modification, and the characteristics of low immunogenicity, high stability, high specificity as well as high

affinity. It is reported that nanobody with high stability could be stored and transported in more easily way

compared with conventional antibodies. It can evenly refold and recover its antigen binding affinity after being

denatured under polar conditions such as high temperature, high concentration organic solvents, high pressure,

chemical reagents, extreme acid-base environments, and proteases. This review summarized the stability

characterization of nanobody under these conditions. It is shown that nanobody can not only expand its

application in the detection of targets under complex polar conditions but also enrich multiple routes of drug

delivery in medical therapy, including intravenous and subcutaneous injection, nasal inhalation, and oral

administration. Emphasis was made on describing the relationship between amino acid sequence, number and

position of disulfide bonds, structural domains, and stability, which revealed that highly stable nanobody have

common structural features such as higher net charge surfaces, disulfide bonds that limit conformational

migration, framework regions with more hydrophilic amino acid substitutions, conserved hydrophobic pockets,

and highly interacting structural domains. Based on these structural features, several strategies for stability

structure optimization of nanobody were also discussed in this paper, including shared sequence-driven sequence

repair, the substitution of easily modified amino acids, alteration of net protein charge, the introduction of

unnatural disulfide bonds, and transposition of CDRs. It is expected to provide theoretical guidance on the

stability regulation of nanobody to expand their wide applications as therapeutic drugs, diagnostic reagents, and

biosensors.
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