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Abstract: A single-domain antibody (sdAb) is the variable region extracted from antibodies with only heavy 
chains found in camelid serum. Single-domain antibodies have the characteristics of easy expression, good 
solubility, great stability and weak immunogenicity. Since single-domain antibodies have higher penetration 
in  tissues  than conventional antibodies and can be cleared by the kidneys quickly,  they are  ideally suited 
for various biotechnologies and clinical  treatment of  tumors. The monovalent sdAb could be coupled  to 
radioisotopes, fluorescent dyes, biotin, magnetic beads, affinity matrices and so on. A complex molecular-
conjugated sdAb can be used for in vivo multiple modes tumor imaging. In the basic research, development of 
probe and other fields, single-domain antibody has a broad prospect in application. This review summarizes 
the molecular features and the applications in tumor molecular imaging of single-domain antibodies.
Key words: Monoclonal antibody; Single-domain antibody; Molecular imaging; Tumor targeting 
摘  要：单域抗体（single-domain antibody, sdAb）是一种从骆驼科动物血清中提取的仅具有重链的抗

体的可变区。单域抗体具有易表达、水溶性好、稳定性强、免疫原性弱等特点。与常规抗体相比，单

域抗体在组织中的穿透率更高，并且能够通过肾脏被快速清除，使其能被理想地应用于各种生物技术

和肿瘤临床治疗。单价sdAbs可以与放射性同位素、荧光染料、生物素、磁珠、亲和基质等化学物质

偶联形成复合型分子偶联的sdAbs，可用于多种模式的在体肿瘤成像，在基础研究、探针开发等领域

有着广阔的应用前景。本文就单域抗体的分子特征和其在肿瘤分子影像学中的应用进行综述。
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·综  述·

0  引言
分子影像（molecular imaging）是近年来发展迅

速并且极具医学应用价值的用于显示细胞和亚细胞

水平的特定靶向分子的成像技术。分子影像技术较

经典影像技术例如CT、经典MRI、X射线而言，具

有较高的敏感度和特异性，并且涉及分子生物学、

化学、光学、放射医学、计算机科学等多个领域，临

床应用范围广，潜在的研究价值高。目前，分子影

像学包括光学成像、PET/SPECT成像、超声造影技

术等。分子成像的发展依赖于分子探针的开发，分

子探针可以与靶向分子结合并能产生影像学信号，

从而被示踪的分子。目前常见的分子探针包括与放

射性核素、生物素、顺磁性粒子、荧光素等物质化

学偶联的多肽、单克隆抗体、寡聚核苷酸等。寻找

和研发敏感度更高、特异性更强、信噪比更高的分

子探针是科研人员持续关注的话题。本文总结了一

类可以作为分子探针开发方向的抗体——单域抗体

（single-domain antibody, sdAb）的基本情况及它在

分子成像中的应用，以期为该领域的研究提供帮助。

1  单域抗体的基本情况
1.1  单域抗体的分子结构

传统抗体的基本结构是由四条多肽链组成的

“Y”型蛋白质。这四条多肽链包括两条完全相同

的重链和两条完全相同的轻链，彼此通过二硫键



肿瘤防治研究2019年第46卷第3期  Cancer Res Prev Treat,2019,Vol.46,No.3 ·263·

连接，由此形成了异型四聚体（heterotetramer）。

传统抗体的重链和轻链由可变区（分别称为VH和

VL）和恒定区（分别称为CH和CL）组成，见图 1。

1993年，Hamers-Casterman教授[1]在分析单峰骆

驼血清中的免疫球蛋白G分子（IgG）时，偶然发现

除了常规的IgG1（MW~150 kDa）之外，还有两种

其他结构的免疫球蛋白组分IgG2和IgG3（MW~90 
kDa）存在，IgG2和IgG3为缺乏轻链、仅含有重链

的抗体（heavy-chain antibodies，HCAbs），为重

链的同型二聚体（homo-dimeric heavy-chain），其

占所有血清IgG的75%。1995年，Greenberg等[2]

研究发现了护士鲨（nurse  shark）体内存在大量
HCAbs，证实了HCAbs的存在。感染了伊氏锥虫

的骆驼的抗体通过放射免疫沉淀和印迹实验[3]显示

出IgG2和IgG3的重链部分具有强结合活性。

目前普遍认为HCAbs和传统抗体相比具有如

下分子及结构特征。首先，重链的同型二聚体缺少

轻链及第一个恒定区，VH直接通过铰链区与抗体
Fc段结合。HCAbs缺乏CH1区，可能是由CH1区外

显子和内含子边界存在的非剪接位点上的点突变

所导致[3-4]。其次，VH的FR2中有4位疏水性氨基酸

被亲水性氨基酸所取代，即Val42→Phe/Tyr、Gly49
→Glu、Leu50→Arg/Cys和Trp52→Gly/Phe[5-6]。这

些疏水性氨基酸向亲水性氨基酸的突变是HCAbs
的重链不与轻链配对的原因之一，也阻止了单域

抗体（从HCAbs中提取出来的重链可变区），也称

单域重链抗体（variable domain of  the heavy-chain 
antibody, VHH）的聚合。此外，VHH与异型四聚体

的VH相比，有更长的CDR3，VHH的CDR3大致由
16~24个氨基酸组成[7]，有些单域抗体的CDR3甚至

超过25个氨基酸[8]，而传统单抗的CDR3仅有7~12
个氨基酸。这种长CDR3结构形成的凸环可以结合

到抗原分子的隐蔽的抗原表位，弥补了单域抗体

缺少轻链导致的抗原结合能力下降[7]。最后一点区

别是，单峰驼VHH种系基因编码CDR1中的Cys残

基，而在所有VH种系基因（包括单峰驼的那些基

因）中都不存在这些位置的Cys残基。此外，VHH
的CDR3中的第二个Cys仅在VHH-D-JH基因的重组

过程中被引入。这些额外的Cys残基形成额外的环

间二硫键，以稳定较长的CDR3[9]。
1.2  单域抗体的生物学特性

对基因组和cDNA文库进行基因的同源性分

析，发现骆驼VHH基因与人类Ⅲ族VH3结构域的

编码基因高度同源。因此，骆驼来源的单域抗体在

人体中是弱免疫原性的[10]。除了弱免疫原性外，单

域抗体具有很好的高热稳定性和重折叠能力，甚至

在暴露于极端条件下，如极低或高pH值和高温时

也表现出高溶解度和重折叠能力。这种能力可能与

疏水性氨基酸的突变有关[11]。Ladenson等[12]分离和

鉴定了来自美洲驼的咖啡因特异性重链抗体片段

（VHH），其中一个VHH片段（VSA2）表达为可

溶性蛋白质，能够在70℃结合咖啡因，在暴露于高

达90℃的温度后仍能恢复其反应性。

常规抗体渗透入实体瘤、穿过血脑屏障较困

难，单域抗体与常规抗体相比，在组织中的穿透

率更高，并且具有快速的血液清除率[13]，因此能

快速地到达肿瘤部位，使其能被理想地应用于各

种生物技术和治疗。此外，sdAbs可以融合其他蛋

白质或多肽，从而被克隆成各种组合形式。sdAb
可以被串联克隆成具有不同特异性的sdAb，例如

血清白蛋白，可协助sdAb靶向特定区域，或有助

于增加试剂的体内半衰期，避免治疗过程中较高

的药物清除率导致的高剂量给药和频繁给药[14]。

单价sdAbs可以与放射性同位素、荧光染料、生物

素、磁珠、亲和基质等化学缀合。放射性标记的
sdAbs可用于体内肿瘤成像[15]，见图 1。

2  单域抗体在分子影像中的应用
2.1  单域抗体在PET/SPECT中的应用

靶向分子成像探针一般为放射性标记的单克

隆抗体（mAb）。单克隆抗体的主要缺点是它们

在血液中的停留时间从几天到几周不等，在注射

后2~4天，靶组织与周围组织之间才有放射性信号

的峰值对比。因此需要使用长半衰期的放射性核

素如89Zr（t1/2=78.4 h）或124I（t1/2=100.3 h）进行放

射性标记[16]。Menke-van der Houven van Oordt等[17]

报道了89Zr标记的西妥昔单抗（属于嵌合型IgG1
单克隆抗体，靶向EGFR）在晚期结直肠癌患者

中的PET显像情况。结果显示，注射后的第6天为

A: Schematic diagram of monoclonal antibody (mAb); B: Schematic 

diagram of HCAbs. There is no difference between Fc fragment from 

HCAbs and that from mAb, but HCAbs lacks the CH1 region and its 

VH region is slightly heavier  than the corresponding region of mAb; 

C:  sdAbs  (VHH),  the heavy chain variable  region of HCAbs; D: 

sdAb (VHH) conjugated with radioisotopes, fluorescent dyes, biotin, 

magnetic bead and affinity matrix, etc.

图1  抗体结构示意图
Figure1 Schematic diagram of antibodies
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显像的最佳时间点，因此，mAb的动力学过慢。

相比之下，VHH片段能从血液中被快速清除，并

且可以用短半衰期的放射性核素如68Ga（t1/2=68 
min）、18F（t1/2=110 min）或64Cu（t1/2=12.7 h）等

进行标记。

例如，Keyaerts等 [18]报道了68Ga标记的靶向
HER2分子的单域抗体在乳腺癌患者体内的PET/CT
显像。单域抗体具有快速代谢的特性，因此注射

单域抗体后较早的时间点就可以进行成像，且注

射后60~90 min显像效果达到最佳状态。其生物分

布特征有利于通过分子影像技术检测肿瘤：其在

肾、肝和肠中摄取最高，但在检测原发性乳腺癌

或肿瘤转移时，其他器官的背景水平非常低[18]。
Huang等[15]研究的靶向EGFR的单域抗体8B6

显示出对EGFR过表达细胞的高特异性和选择性结

合。99mTc-8B6通过SPECT分析，能够在体内检测

出中高度EGFR过表达的肿瘤。同时，生物分布实

验进一步证实了单域抗体对体内肿瘤成像的适用

性。在肿瘤部位，定量聚集的核素标记的抗EGFR
单域抗体有望监测表达EGFR的肿瘤治疗情况[19]。

除了HER2和EGFR位点外，靶向CEA位点的

单域抗体也被研究人员广泛开发并应用于分子影

像。Vaneycken等[20]用99mTc标记了靶向CEA位点的

单域抗体NbCEA5和人源化CEA5抗体，并进行了
SPECT显像。分析显示，99mTc-NbCEA5和99mTc标

记的人源化CEA5抗体注射后1小时，分别观察到

较强的肿瘤摄取。总而言之，快速的探针清除，

高效的肿瘤靶向与低背景信号等特点相结合，促

成了NbCEA5和人源化CEA5抗体在显像结果中的

高肿瘤-正常组织信号比。
2.2  单域抗体在光学影像中的应用

单域抗体也可以与合适的荧光团结合，用来

进行肿瘤的光学成像[21]。近红外（Near Infrared，
NIR）荧光团的发展使这种成像方式具有高度的灵

活性、敏感度、速度和成本效益[18]。
van  Brussel等[22]开发了一种与近红外荧光团

IRDye800CW偶联的碳酸酐酶9（carbonic  anhy-
drase Ⅸ, CAⅨ, 可被作为区分癌症与非癌性组织

的标志物）特异性单域抗体，证明这种探针在手

术前和手术过程中可应用于缺氧前侵袭性乳腺癌

的光学分子成像。同时研究证实CAⅨ特异性常规

抗体（MabCAⅨ）还能进行DCIS（导管原位癌）

的光学成像，在注射后的24小时内，抗体的缓慢

清除率导致了不理想的荧光信号对比，并且在探

针给药后72小时才获得最佳的肿瘤-正常组织信号

比；而在单域抗体探针给药后2小时就已经达到了

肿瘤-正常组织的高对比度。使用单域抗体的主要

优点是可以获得更快的清除率和图像采集以及更

高的对比度，这种药代动力学使探针注射和外科

手术可以在同一天进行。 
Oliveira等 [23]开发了一种抗EGFR单域抗体

探针，并用于光学分子成像。作者将抗EGFR单

域抗体7D12和西妥昔单抗分别与近红外荧光团
IRDye800CW偶联。注射后30分钟，7D12-IR就可

肿瘤显影，而在注射西妥昔单抗-IR的动物体内，

在肿瘤部位没有观察到高于背景的信号。肿瘤中IR
缀合蛋白的定量分析显示，在注射7D12-IR后2小时

的肿瘤摄取，显著高于注射西妥昔单抗-IR后24小

时肿瘤的摄取。这种差异与肿瘤内7D12-IR的优越

渗透和分布有关。这些结果表明，与NIR荧光团结

合的抗EGFR单域抗体具有优异的性能，在临床前

快速光学成像和患者补充诊断中很有应用前景。
2.3  单域抗体在超声造影中的应用

虽然光学成像具有诸多优点，但同时也存在着

劣势。研究人员旨在克服深部组织中由光散射造成

的限制，但仍处于起步阶段。超声是一种安全、快

速和廉价的被广泛使用的医疗诊断技术。最近，基

于单域抗体的新型分子超声造影剂的开发已有报

道，并在体外和体内实验中均得到证实[24]。

超声成像越来越多地使用靶向微泡（MB）来

评估疾病进展期间出现的血管内分子事件。MBs
通常可以增强超声成像的对比度。Hernot等[24]成功

地将增强绿色荧光蛋白（enhanced green fluorescent 
protein, eGFP）特异性单域抗体（cAbGFP4）与偶

联生物素的微泡MBs偶联，并证实了MB-cAbGFP4
与eGFP的特异性结合，以及MB-cAbVCAM1-5在

快速流动时结合血管细胞黏附分子-1（vascular cell 
adhesion molecule 1, VCAM-1）的能力。MB-cAbV-
CAM1-5在肿瘤血管中的结合不仅允许肿瘤状态的

成像，而且可以进行靶向治疗。值得注意的是，当

用对比特异性超声成像模式成像时，VCAM-1靶向

的MBs在MC38肿瘤血管系统中的黏附显著高于非
VCAM-1靶向的MBs。因此，共价连接到MB上的

人源化单域抗体应该被考虑用于临床前开发评估，

并且有望进入临床实践中。

3  展望
尽管单域抗体存在诸多优点，其开发利用也很

具有前景，但是单域抗体也存在着一些劣势。单域

抗体的分子量可达约15 kDa，直径和长度分别仅有

约2.5 nm和4 nm。这种小分子特征有时对于改造和临

床应用是不利的。例如，单域抗体与荧光团等成像标

记物联合时，单域抗体的结合特性可能发生改变[25]。

此外，在某些情况下，观察到放射性标记单域抗体
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在肾脏和肝脏中的摄取量较高，这不仅会对肝脏和

肾脏产生不良结果，还限制了肝脏和肾脏附近的待

测分子的检测敏感度[16,26-27]。并且单域抗体的快速清

除阻碍了其与疾病部位的所有表位的最佳结合，导

致疾病部位摄取量减少，也可能限制单域抗体进行

免疫治疗的效果。尽管通过很多方法可以实现单域

抗体半衰期的显著增加，但是因为单域抗体中不存

在效应结构域，其在免疫治疗中的功效比传统抗体

低得多[28]。尽管不适用于治疗应用，基于单域抗体技

术的下一代分子成像剂的开发仍然非常有前景。

此外，单域抗体的非人源特征可能使其在人体

内引起抗单域抗体免疫应答。尽管单域抗体与VH
Ⅲ家族的人VH基因的大序列具有同一性和快速血

液清除率，使其被认为具有低免疫原性[16]，但是单

域抗体和VH仍有约10个不同的氨基酸，以确保不存

在VL结构域时，单域抗体具有最大的溶解度和稳定

性。若想实现临床多种手段相结合的长期治疗，需

要进一步将单域抗体的氨基酸序列人源化[29]。

4  小结
分子影像作为肿瘤诊断的重要技术以及肿瘤

治疗领域具有广阔前景的学科，在肿瘤学研究中

发挥着举足轻重的作用。研究人员当前正致力于

开发更新型的有临床优势的探针。单域抗体以其

稳定性强、免疫原性弱等诸多优势得到研究者的

关注，随着单域抗体制备技术的优化和新生产工

艺的出现，以单域抗体为核心的新型分子探针有

望为肿瘤的诊疗提供全新的方法。
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