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纳米抗体在生物毒素及农药残留检测中的 
应用研究进展 
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(1. 海南经贸职业技术学院国际旅游学院, 海口  571127; 2. 海南大学食品科学与工程学院, 海口  570228) 

摘  要: 骆驼科动物体内存在着天然缺失轻链的重链抗体, 而通过重组表达重链抗体的可变域可获得一种具

有抗原结合活性的蛋白, 被称为单域抗体或纳米抗体。纳米抗体作为近些年来发现的一种新型抗体, 其具有结

构简单、相对分子质量小、稳定性强、耐受性高、水溶性高、抗原结合性能强, 且易于表达纯化制备等特点, 较

常规抗体用途更广。纳米抗体的这些特点使其成为常规抗体的理想替代物, 并且已被应用于检测食品中毒素、

农药、兽药残留等小分子污染物。本文主要综述了纳米抗体的国内外研究进展, 旨在介绍其结构、特性, 以及

这些特点在食品安全检测中的作用, 并着重介绍了纳米抗体在食品安全检测方面的应用实例和最新进展, 为

纳米抗体在食品安全领域未来的研究方向提供参考依据。 
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ABSTRACT: The heavy chain antibody naturally lacks light chain and exists in camelids. Recombinant expression 

of the variable region of heavy chain antibody can produce a protein with the antigen-binding activity, namely single 

domain antibody or nanobody. As a new type of antibody discovered in recent years, nanobody has the characteristics 

of simple structure, small molecular weight, strong stability, high tolerance, high water solubility, good 

antigen-binding performance, and ease of expression and purification. In comparison with the traditional antibody, 

nanobody has a wider range of application. These characteristics of nanobody make it an ideal alternative to 

traditional antibodies. Therefore, nanobody has become an ideal antibody for the detection of small molecule 

contaminants in food, such as mycotoxin, pesticide residues, and veterinary drug residues. This paper mainly 

reviewed the research progress of nanobody at home and abroad, aiming to introduce its structure, characteristics, and 

the role of these characteristics in food safety detection. Moreover, this review focused on the applications and latest 
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progress of nanobody in food safety detection, which provide reference for the future research direction of nanobody 

in the field of food safety. 
KEY WORDS: nanobody; food safety; food detection  
 
 

0  引  言 

21 世纪以来, 食品安全问题已经成为消费者面临的

首要问题, 国内食品安全事件屡有发生, 这些问题严重地

危害了人类健康。因此需要建立简便、灵敏、准确、快速

的检测技术以保障食品安全。高效液相色谱法、液相色谱

质谱法等技术因具有灵敏、准确的优势, 常用于食品中污

染物的检测。然而, 上述方法依赖价格昂贵的精密设备、

专业的技术操作人员, 且存在样品前处理复杂耗时、无法

高通量检测等不足, 限制了其广泛应用。相比之下, 免疫

分析法弥补了上述方法的不足, 其一般不需要贵重和复杂

的仪器, 可很大程度上简化样品前处理过程, 同时也易普

及和推广, 因此其以独特的优势在食品安全检测中占有重

要地位。利用化学合成纳米荧光探针的优良光学特性, 可
进一步增强免疫分析法的检测性能[1–5]。抗体是免疫分析法

必不可少的检测元件, 但传统抗体生产成本高, 制约了免

疫分析法在食品安全检测等领域的广泛应用。基因工程抗

体是按人类设计所重新组装的新型抗体分子, 可保留或增

加天然抗体的特异性和主要生物学活性, 去除或减少无关

结构, 具有广阔的应用前景。骆驼科动物体内存在一种天

然缺失轻链的重链抗体, 通过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, 其分子量仅为免疫球蛋白的 1/10 (~15 kDa)却保

留了全部的抗原结合能力, 因此也被称为纳米抗体[6]。纳

米抗体具有相对分子质量小、稳定性强、耐受性高、抗原

结合性能好、表达水平高等特点, 能够替代传统抗体并应

用于食品安全检测。本文详细综述了纳米抗体的结构及功

能特性, 以及在食品安全检测中的应用, 并分析了纳米抗

体的优缺点, 最后对其发展前景进行了展望, 为食品中有

毒有害小分子的纳米抗体开发和应用提供思路。 

1  纳米抗体的简介 

1993 年, 来自比利时的免疫学家 Hamers-Cazterman
在分离单峰驼以及双峰的亚洲驼和南美骆驼的血清中的抗

体时发现一种天然缺失轻链的重链抗体, 该抗体只包含一

个重链可变区(variable domain of heavy chain of heavy- 
chain, VHH)和两个常规的重链恒定区[7]。克隆其可变区可

得到只由 VHH 构成的单域抗体(single-domain antibody, 
sdAb), 称为 VHH 抗体, sdAb 直径只有约 2.5 nm, 高度约

为 4 nm, 因为其结构简单和尺寸较小, 又被称为纳米抗体

(nanobody, Nb)。纳米抗体具有与原重链抗体相当的结构稳

定性以及与抗原的结合活性, 其分子质量只有单克隆抗体

的 1/10, 是迄今为止获得的结构稳定且具有抗原结合活性

的最小抗体单位[8](图 1)。 
 

 
 

注: A: IgG; B: 重链抗体; C: 纳米抗体。 
图1  抗体结构示意图 

Fig.1  Structural schematic diagram of antibodies 
 

2  纳米抗体的结构和特性 

纳米抗体体积小且分子量小, 一般为椭圆形。纳米抗体

主要由两个部分组成, 一个是骨架区(framework region, FR), 
另一个是负责特定识别抗原的互补决定区(complementarity 
determining region, CDR)。研究发现 , 骆驼重链抗体的

VHH 和人抗体重链的 VH 结构十分相似, 相比同源性超过

80%, 但是两者含有十分显著的差异。传统的 IgG 抗体是

由两条重链(heavy chain, H)和两条轻链(light chain, L)组成

的, 其依靠 6 个 CDR 才具备特异的抗原结合能力和高亲和

性[9]。而纳米抗体由于缺乏轻链, 只形成 3 个 CDRs, 却也

能具备抗原结合能力和亲和性。研究 VHH 和 VH 的氨基

酸排列顺序发现, VHH 的 CDR1 和 CDR3 比 VH 的更长, 
在一定程度上弥补了缺失轻链导致的抗原结合力下降的

不足之处(图 2)[10]。由于纳米抗体是单结构域, 使得纳米

抗体相较于传统抗体有一些独特的性质, 主要可以归纳

为以下几点。 
 

 
 

图2  VH与VHH结构对比示意图 
Fig.2  Structural comparison diagram of VH and VHH 
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2.1  结构简单、分子量小 

纳米抗体结构简单, 缺乏轻链, 仅由单个重链可变区

组成; 同时其分子量小, 纳米抗体相对分子质量为 15 kDa, 
比传统抗体(约 150 kDa)及其片段 Fab(约 50 kDa)和单链抗

体(约 25 kDa)要小的多, 是已知的最小的抗原结合单位[11]。 

2.2  稳定性强、耐受性高 

纳米抗体中的二硫键有助于维持其结构的稳定性 , 
并保障抗体的正常活性和抗原结合能力[12]。因此相较于其

他传统抗体, 在受到化学变性和热变变性的影响后, 纳米

抗体能够重新折叠。MUYLDERMANS[13]将不同的纳米抗

体在 37℃下放置 1 周, 结果纳米抗体的抗原结合活性仍均

在 80%以上 , 表明纳米抗体在室温下保存相对稳定。

ZHANG 等[14]通过实验将纳米抗体与单克隆抗体进行热

稳定性的比较, 研究结果表明, 单克隆抗体在 80℃加热

10 min 后与抗原的结合能力全部丧失, 而纳米抗体在 80℃
加热 60 min 后仍保留有 30%的活性。此外, 在表面活性剂、

有机溶剂、蛋白酶和极端 pH 等条件下, 纳米抗体能够保持

其生物活性, 有利于检测各种复杂样品[6,15]。 

2.3  溶解性高 

纳米抗体比其他传统抗体具有更好的溶解性。在 VH
结构中的 FR2 内 , 高度保守的疏水性氨基酸 (Trp47、
Leu45、Gly44、Val37)都分别被更小的氨基酸或亲水性的

氨基酸(Gly47、Arg45、Glu44、Phe37)取代, 这些氨基酸的

取代也从结构上解释了纳米抗体的高溶解性的原因[16–18], 
而较高的溶解性使其有利于实现大规模生产。 

2.4  抗原结合性强 

纳米抗体的结构决定了其特异的功能性。纳米抗体较

长的 CDR3 区域可形成一个稳定且暴露的大凸环结构, 此
结构能够参与大部分抗原结合的反应, 因此纳米抗体能够

深入抗原内部以更好地结合抗原从而提高其抗原特异性和

亲和力。普通抗体只能识别抗原表面的位点, 而纳米抗体

能够识别独特的构造表位, 因此纳米抗体比普通抗体的抗

原结合能力更广泛, 不仅可结合小分子半抗原和肽, 还可

结合大分子蛋白和病毒, 甚至当靶蛋白包裹隐藏普通抗体

的识别位点时, 纳米抗体也可对其进行表位识别[19]。 

2.5  易表达、易于制备 

单克隆抗体生产需要在动物体内完成, 通常需要大

量的哺乳动物以及烦琐的纯化步骤, 从而导致昂贵的生产

成本并限制其发展。而纳米抗体结构简单, 相对分子质量

很小, 且其能由单一基因编码, 所以利用基因工程能在酵

母菌、大肠杆菌等微生物中合成并表达, 能够有效地缩短

研发周期, 降低其生产成本, 进而解决抗体规模化生产的

问题[7]。因其结构简单, 纳米抗体非常适合用来制备多价

抗体、多特异性抗体、多表位抗体等[20–21]。 
总之, 纳米抗体在食品检测中具有显著的应用优势, 

如高稳定性、高溶解性、高亲和力、易于生产等。然而, 纳
米抗体在食品检测中的应用也存在一些缺点。例如, 纳米

抗体的筛选和制备过程相对复杂, 需要专业的技术支持。

另外, 纳米抗体在食品检测中的应用还需要进一步的标准

化和规范化。目前, 关于纳米抗体在食品检测中的使用方

法和标准尚未完全统一, 这可能导致不同实验室或机构之

间的检测结果存在差异。 

3  纳米抗体在生物毒素及农药残留检测中的应用 

纳米抗体技术最初应用于诊断和治疗领域, 但随着

科技的发展和研究的深入, 不少科研工作者发现, 利用纳

米抗体的分子小、易表达、抗体识别抗原结合能力强等特

性, 可将其作为检测探针应用于食品中毒素、农药残留等

免疫学检测中。近几年来国内外在纳米抗体检测技术上取

得了一定的成就。 

3.1  纳米抗体在生物毒素检测中的应用 

食物中的天然毒素可引发严重的健康问题, 如癌症

和畸形等, 一直以来都是全球公共卫生关注的焦点。目前

针对不同毒素的纳米抗体有很多, 如真菌毒素、细菌毒素、

藻类毒素纳米抗体等, 并且基于这些纳米抗体开发了多种

食品检测方法(表 1)。 
3.1.1  赭曲霉毒素 

赭曲霉毒素是某些曲霉及青霉属的菌种在某些特定

条件代谢产生的化合物, 其中以赭曲霉毒素 A (ochratoxin 
A, OTA)分布最广, 其被发现是谷物、葡萄和豆类的污染物, 
也广泛存在于大麦、小麦、玉米、啤酒、香料和中药等食

物中。食品和饲料中的 OTA 污染非常令人担忧, OTA 具有

肾毒性、致畸、致癌、遗传毒性和免疫毒性, 对人类的健

康具有极大的威胁[41]。 
为了避免有毒的 OTA 标准品在检测过程中的污染问

题, YANG 等[22]联合使用纳米抗体和模拟肽用于检测谷物

中的 OTA, 其噬菌体展示的模拟肽和纳米抗体联合建立酶

联免疫吸附测定法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)时, LOD 可以达到 0.014 ng/mL。该方法无毒、绿色, 
且灵敏度高, 适合于低浓度 OTA 的检测。由于纳米抗体非

常易于进行基因改造, CHENG 等[23]通过优化 OTA 纳米抗

体的密码子, 制备了一种可溶性的 Nb-GST 融合蛋白用于

一步法检测谷物中的 OTA。该方法充分利用了纳米抗体的

可操作性, 改造了抗体的性能, 有助于提高检测的稳定性

和准确性。纳米抗体还可以与其他生物功能性材料配合使

用。在一种生物发光检测法中, 一种荧光素酶的两个亚基

之一与纳米抗体融合表达, 另一个亚基标记了抗原, 分别
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与两个亚基相连的抗原抗体相互作用, 会引发荧光素酶的

重组, 因而产生荧光信号(图 3)[24]。这种纳米抗体介导的生

物发光免疫传感器可以在 5 min 之内实现一步检测 OTA, 
大大缩短了检测时间。此外, 纳米抗体还可以与其他纳米

材料联用。在另一个一步法反应中, ZUO 等[25]通过生物素、

链霉亲和素将纳米抗体与磁珠结合起来检测谷物中的

OTA, 磁珠的引入使 OTA 与样品的分离更简便、高效。 
为有效地检测食品中的痕量 OTA, 研究人员一直致

力于提高检测方法的灵敏度。ZHANG 等 [26]为克服传统

ELISA 灵敏度相对较低的问题, 采用了纳米酶来提高方法

的灵敏度, 其建立了一种基于纳米抗体—碱性磷酸酶融合

蛋白和MnO2纳米片的新型酶级联放大免疫测定法(enzyme 
 

表 1  纳米抗体在农产品中毒素检测的应用 
Table 1  Application of nanobodies for determination of toxins in agricultural products 

毒素 检测方法 IC50/(ng/mL) LODs/(ng/mL) 线性范围
/(ng/mL) 

应用 
参考

文献

赭曲霉毒素 

基于噬菌体展示模拟肽的 
酶联免疫分析 

0.77 0.014  0.029~0.198 谷物 [22]

基于纳米抗体-GST 融合蛋白

的一步检测法 
2.25±0.08 0.32±0.06   0.63±0.08~ 

10.62±1.27 谷物 [23]

纳米抗体/NanoBiT 介导的 
生物发光检测 

0.31 0.01  0.04~2.23 谷物 [24]

磁珠化学发光免疫分析 1.17 0.07 0.2488~5.28 谷物 [25]

酶级联放大免疫分析 7.65 3.38   4.55~12.85 咖啡 [26]

基于 FRET 的免疫分析 / 0.005 0.005~5 谷物 [27]

基于 FRET 的免疫分析 / 0.005 / 谷物 [28]

Au/CaCO3 超灵敏电化学 
发光免疫分析 

/ 0.0057 0.01~100 咖啡 [29]

黄曲霉毒素 

非竞争性酶联免疫分析 0.089 0.006 / 
玉米、大米、 
面粉、花生等 

[30]

生物素—链霉亲和素信号放

大酶联免疫分析 
0.21 0.04 0.08~0.65 玉米、小麦 [31]

电化学免疫传感器 / 68 fg/mL 0.5~10 农产品 [32]

竞争性酶联免疫分析 0.25 0.05 0.10~0.60 牛奶和乳制品 [33]

快速磁珠定向竞争酶联 
免疫分析 

0.75 0.13 0.24~2.21 玉米、花生、饲料 [34]

微囊藻毒 
间接竞争酶联免疫分析 0.87 0.06 0.17~4.8 水样 [35]

噬菌体信号放大竞争酶联 
免疫分析 

2.8 0.8 1.2~6.9 水样 [36]

脱氧雪腐镰刀 
菌烯醇 

荧光定量免疫 PCR 3.96±2.21 0.048   0.1~1000 农产品 [37]

金黄色葡萄球 
菌肠毒素 

夹心酶联免疫分析 / 9.58±0.07 / 
牛奶、奶粉、奶酪、

牛肉 
[38]

夹心酶联免疫分析 / 2.47   4~250 牛奶 [39]

节球藻毒素 间接竞争酶联免疫分析 / 0.67 / 水样 [40]

注: /表示数据缺失, 下同; 半数抑制浓度(half-maximum inhibition concentration, IC50); 检出限(limit of detection, LOD); 荧光共振能量转

移(fluorescence resonance energy transfer, FRET); 聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)。 
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图3  生物发光均相免疫分析法[24] 

Fig.3  Bioluminescence homogeneous immunoassay[24] 

 
cascade-amplified immunoassay, ECAIA), 用于测定咖啡中

的 OTA。将 FRET 与免疫分析结合起来也可以提高方法的

灵敏度并简化分析步骤。在一个基于 FRET 的检测法中, 
OTA 纳米抗体与绿色荧光蛋白融合表达, 并以其作为供体, 
OTA 与量子点偶联并作为受体[27]; 同样地, OTA 和纳米抗

体也可以分别标记不同颜色的量子点, 这两种方法的检出

限都可以达到 5 pg/mL[28]。纳米抗体结合电化学传感器也

是超灵敏检测 OTA 的一种有效手段。LI 等[29]提出了一种

基于纳米抗体和 Au/CaCO3 的电化学发光免疫传感器, 该
方法 LOD 为 5.7 pg/mL, 在 10~100 ng/mL 范围内呈现良好

的线性关系, 可用于咖啡样品中的 OTA 检测。这些方法通

过采用纳米材料、FRET 技术或电化学传感器等方式有效

地提高了检测方法的灵敏度, 可实现 OTA 的超灵敏检测。 
3.1.2  黄曲霉毒素 

黄曲霉毒素(aflatoxins, AFB)是对人体危害较大且常

见的真菌毒素之一, 为黄曲霉和寄生曲霉中产毒菌株的次

级代谢产物。AFB 主要分布在坚果类、谷物类等食品, 尤
其以花生、玉米受污染的程度最重。此外, AFB 具有非常

高的肝毒性、肾毒性、致畸和致突变性[42]。因此, 建立检

测食品中 AFB 的相关检测方法就尤为重要。 
针对 AFB 这类小分子化合物, 通常采用竞争免疫分

析法进行检测, 然而非竞争免疫法也被报道可以用于检测

小分子化合物。在一个非竞争 ELISA 中, 研究人员采用偶

联了纳米抗体的免疫磁珠用于捕获黄曲霉毒素 B1 
(aflatoxins B1, AFB1), 噬菌体展示的抗 AFB1 免疫复合物多

肽作为检测抗体, 抗 M13 二抗与辣根过氧化物酶偶联用于

显色反应[30], 构建了一种非竞争检测 AFB1 的均相免疫分

析法, 相较于竞争检测法具有更高的灵敏度。而且均相免

疫分析使所有反应步骤在同一液相体系中进行, 简化了操

作步骤, 降低了操作误差, 提高了检测稳定性和可靠性。 
为提高检测方法的灵敏度, YAN 等[31]利用生物素化

纳米抗体 Nb26 和链霉亲和素偶联辣根过氧化物酶, 实现

快速检测谷物中的 AFB1。当纳米抗体与传感器相结合, 方
法的灵敏度可以得到很大的提升。LIU 等[32]开发了一种电

化学免疫传感器, 该传感器使用了金纳米颗粒、纳米抗体

等纳米材料, 利用了生物素、链霉亲和素的信号放大效应, 
以及 DNA 的杂交链式反应, 在最优化的条件下, LOD 可达

到 68 fg/mL, 实现了对 AFB1 的超灵敏、快速检测。 
AFB 的无毒检测技术也是研究人员重点研究的方向

之一。CAI 等[33]从羊驼免疫噬菌体展示库中筛选出一种抗

独特型抗体 VHH C4, 该抗体与黄曲霉毒素 M1的单克隆抗

体 2C9 结合, 开发了一种环境友好型的竞争 ELISA。除了

抗独特型抗体之外, 模拟表位也可以结合纳米抗体用于分

析检测。ZHAO 等[34]基于噬菌体展示技术, 筛选出针对

AFB纳米抗体 Nb28的模拟表位 ME17, 将纳米抗体和模拟

表位联用, 构建了一种快速的、磁珠定向竞争 ELISA 检测

方法。这两种方法都是利用噬菌体展示技术筛选与纳米抗

体相互作用的分子, 因此通过选用不同的噬菌体展示库, 
理论上还可以筛选到与纳米抗体相互作用的适配体、抗免

疫复合物等。 
3.1.3  微囊藻毒素 

微囊藻毒素 LR (microcystin LR, MC-LR)是蓝藻在水

体中产生的一种常见的高毒性生物毒素, 近些年来对全球

范围内水资源、农产品和食品安全构成威胁[43]。目前针对

MC-LR 纳米抗体的研究较少, 仅限于将纳米抗体应用于建立

传统的 ELISA 以及噬菌体信号放大 ELISA 检测方法[35–36]。

因此, 微囊藻毒素纳米抗体在应用上还有很大的发展空间。 
3.1.4  脱氧雪腐镰刀菌烯醇 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, DON)是真菌产

生的有毒次级代谢产物, 广泛存在于粮食及其制品中, 危
害着人畜的健康[44]。江东健等[37]采用 DON 抗独特型纳米

抗体作为酶标抗原的替代物, 并应用于荧光定量 PCR 体系, 



第 9 期 贺贞云, 等: 纳米抗体在生物毒素及农药残留检测中的应用研究进展 127 
 
 
 
 
 

实现了对 DON 的高灵敏、绿色免疫分析。采用抗独特型

纳米抗体作为酶标抗原的替代物, 减少了传统免疫分析中

有毒有害物质的使用, 降低了对环境的污染。然而抗毒特

性纳米抗体的制备难度较高, 其技术复杂性和成本问题亟

待解决。 
3.1.5  金黄色葡萄球菌肠毒素 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是一种常见

的食源性致病菌, 由其引起的食物中毒在革兰氏阳性菌中

高居首位。金黄色葡萄球菌的致病能力主要取决于该菌产

生的肠毒素(staphylococcal enterotoxins, SEs), 而 SEs 中金

黄色葡萄球菌肠毒素 B (staphylococcal enterotoxins B, SEB)
对免疫细胞有严重的毒性作用[45]。因此, 建立一种快速、

准确且灵敏的 SEB 检测方法尤为重要。检测 SEB 最常见

的免疫学方法是夹心 ELISA, 而采用纳米抗体代替时则通

常需要一对纳米抗体。郭鹏利等[38]在前期获得的抗 SEB 纳

米抗体的基础上, 分别利用原核表达的纳米抗体作为捕获

抗原 , 噬菌体展示的纳米抗体作为检测抗原 , 建立夹心

ELISA 用于检测食品中的 SEB。JI 等[39]同样是用一对纳米

抗体(其中一个展示于噬菌体表面)建立了夹心 ELISA, 用
于检测牛奶中的金黄色葡萄球菌肠毒素 C(图 4)。这些方法

均采用夹心 ELISA 模式检测 SEs, 操作步骤相对简单, 适
用范围广, 不仅适用于食品中 SEs 的检测, 还可应用于其

他毒素或病原体的检测。 
 

 
 

图4  纳米抗体夹心ELISA[39] 
Fig.4  Nanobody-based sandwich ELISA[39] 

 
3.1.6  节球藻毒素 

节球藻毒素 R (nodularin-R, NOD-R)是蓝藻的一种次

级代谢物, 因其强烈的肝毒性可能对饮料和食品等造成安

全风险, YANG 等[40]从 VHH 噬菌体展示免疫库中筛选出

NOD-R 的纳米抗体, 并且构建了间接竞争 ELISA, 该方法

经超高效液相色谱-串联质谱法验证, 展现出良好的准确

性和可靠性。鉴于该方法的准确性和可靠性, 有望开发出

一种基于纳米抗体的快速检测试剂盒, 用于食品、环境或

生物样本中 NOD-R 的安全检测, 具有广泛的应用前景。 
3.1.7  多种毒素同时检测 

农产品多种真菌毒素混合污染的情况时有发生, 因
此建立能同时检测两种及两种以上的毒素的检测手段非常

必要, 能为检测机构提供极大的便利。近年来随着学者研

究的深入, 逐渐开发出纳米抗体同时检测多种食品毒素的

方法以解决混合毒素的污染问题(表 2)。TANG 等[46]使用

AFB1 和玉米赤霉烯酮(zearalenone, ZEN)的抗独特型纳米

抗体和 Eu/Tb(III)纳米球相偶联, 构建了一种时间分辨荧

光免疫纸层析同步检测方法。该研究发现相比于单克隆抗

体, 使用纳米抗体检测 AFB1 和 ZEN 的灵敏度分别提高了

18.3 和 20.3 倍。REN 等[47]基于编码抗独特型纳米抗体的

特定 DNA 序列设计了 PCR 的扩增引物, 构建了一种抗独

特型纳米抗体噬菌体展示介导的免疫 PCR 检测方法, 该方

法可用于同时测定谷物中的总黄曲霉毒素和玉米赤霉烯

酮。针对结构类似物, TANG 等[48]构建了一种非竞争性、

均相荧光共振能量转移免疫分析方法, 用于同时检测 OTA
和赭曲霉毒素 B。该方法基于纳米抗体中色氨酸残基的内

源荧光激发 OTA 和 OTB 的荧光, 这种利用抗原抗体自身

的荧光属性来构建检测方法的构思非常巧妙, 其他具有类

似性质的分析物可以参考借鉴。 

3.2  纳米抗体在农药残留安全检测中的应用 

随着我国农业的不断发展, 农产品中农药残留问题

越来越严重。随着人们对食品安全的关注日益提高, 如何

构建快速、灵敏、便捷的快速检测农药残留的方法成了科

研工作者们探讨的方向。表 3 列举了近年来纳米抗体在农

药残留检测中的研究报道。 
3.2.1  甲萘威 

甲萘威(又称西维因)在我国被广泛使用, 主要用于谷

类、油类和蔬菜类作物的生产, 其残留物会对食品安全和

人类健康造成危害。为了检测水稻、玉米和小麦样品中的

甲萘威, LIU 等[49]开发了一种基于 VHH 的快速免疫检测方

法。此外, 还可以通过检测 1-萘酚(甲萘威的代谢产物)来
评估甲萘威的暴露风险。CHEN 等[56]采用纳米抗体—碱性

磷酸酶融合蛋白建立了一种比率荧光免疫分析法用来检测

尿样中的 1-萘酚。比率荧光分析能够减少实验过程中非特

异性干扰的影响, 提高检测结果的准确性。利用纳米抗体

的可编辑性, LIU 等[50]开发了一种可以识别甲萘威和 1-萘
酚的双特异性纳米抗体, 通过研究发现两个纳米抗体之间

的连接片段长度和连接位点会影响抗体亲和力。双特异性

纳米抗体能够同时识别甲萘威和 1-萘酚, 增强了检测的特

异性和靶向性, 提高了检测的准确性。然而, 由于双特异

性纳米抗体结构更为复杂, 其稳定性和溶解性也可能受到

连接片段的影响。 
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表 2  纳米抗体在多种毒素同时检测中的应用 
Table 2  Application of nanobodies in simultaneous detection of multiple toxins 

毒素 检测方法 IC50/(ng/mL) LODs/(ng/mL) 回收率/% 应用 参考文献

AFB 
时间分辨荧光免疫纸层析同步检测 

0.46 0.05 
 72.6~106.6 玉米 [46] 

ZEN 0.86 0.07 

AFB 噬菌体展示的抗独特型纳米抗体 
介导的实时免疫聚合酶链式反应 

/ 
0.03  80~118 

谷物 [47] 
ZEN 0.09 76.7~111 

OTA 
均相荧光共振能量转移免疫分析 / 

0.06 
/ 谷物 [48] 

赭曲霉毒素 B 0.12 

 
表 3  纳米抗体在农药残留检测中的应用 

Table 3  Application of nanobodies in pesticide residue detection 

农药种类 检测方法 IC50/(ng/mL) LODs/(ng/mL) 线性范围
/(ng/mL) 

应用 
参考 
文献 

甲萘威 
酶联免疫分析 5.4 0.3 / 谷物 [49] 

双特异性酶联免疫分析 18.8 0.8 2.1~270.9 土壤、大米 [50] 

呋喃丹 间接竞争性酶联免疫分析 7.27 0.65 / 农产品 [15] 

对磷硫 直接竞争荧光酶免疫分析 1.6 0.2 / 蔬菜 [51] 

溴氰虫酰胺 
间接竞争性酶联免疫分析 

1.2 
/ / 蔬菜 [52] 

氯虫苯甲酰胺 1.5 

百草枯 时间分辨荧光免疫层析法试纸条 0.0588 0.009 / 蔬菜、水果、谷物 [53] 

杀螟硫磷 
间接竞争酶联免疫分析 
间接竞争荧光免疫分析 

2.0 
1.4 

0.3 
0.03 

0.6~6.9 
/ 

农产品 
蔬菜、水果 

[54] 
[55] 

 
3.2.2  呋喃丹 

呋喃丹是一种广泛应用于多种农产物中的杀虫剂 , 
可提高作物产量, 缩短作物生育期。然而呋喃丹具有剧毒, 
对人类健康和环境构成潜在危害。ZHANG 等[15]从噬菌体

展示库中筛选出一个热稳定性强、且耐受甲醇和乙腈的纳

米抗体, 同时构建了间接竞争性 ELISA 用于检测果蔬中的

呋喃丹。该方法预处理步骤简单, 无需蒸馏有机溶剂, 不
仅降低了操作难度, 还提高了检测效率, 是一种简单、快

速、经济的检测方法。但是该研究仅对果蔬样品中的呋喃

丹进行了测定, 在实际应用中可能受到其他复杂样品中的

基质干扰。 
3.2.3  对磷硫 

对磷硫是一种在农产品中广泛使用的具有高毒性和

持久性的农药, 对人类健康和环境构成一定威胁。ZHANG
等[51]构建了噬菌体纳米抗体文库, 通过竞争结合筛选纳米

抗体, 并构建了基于 VHH-AP 的间接竞争 ELISA, 该方法

的灵敏度比传统的直接 ELISA 和间接 ELISA 分别提高了 4
倍或 3 倍, 操作时间减少了 50%, 提高了检测效率。尽管

VHH-AP 抗体的制备在初始阶段需要投入较高的成本, 但
是从长期来看, 纳米抗体可通过大规模生产而降低生产成

本, 另外该方法可因减少操作时间和提高检测效率而降低

检测成本。 

3.2.4  溴氰虫酰胺和氯虫苯甲酰胺 
溴氰虫酰胺和氯虫苯甲酰胺是一类杀虫剂, 其可以

导致昆虫麻痹、死亡, 对水生无脊椎动物有毒, 当人们过

度接触其时也会产生一定毒性。XU 等[52]开发了可以识别

溴氰虫酰胺和氯虫苯甲酰胺的特异性纳米抗体, 以此构建

的 ELISA 检测方法的 IC50 分别为 1.2 ng/mL 和 1.5 ng/mL。

该方法与先前基于单克隆抗体的 ELISA 方法相比具有更低

的检出限, 在同时检测溴氰虫酰胺和氯虫苯甲酰胺杀虫剂

的应用中显示出高灵敏性和特异性, 具有广阔的应用前景。 
3.2.5  百草枯 

百草枯是最广泛使用的除草剂之一, 能杀死大多数

杂草, 然而百草枯由于具有高毒性, 对生态环境和人类具

有很大的威胁性。因此, 快速定量检测百草枯尤为重要。

ZHANG 等[53]利免疫后的羊驼建立了噬菌体展示纳米抗体

文库, 筛选出相关的纳米抗体, 同时基于合成的重链抗体

可变域开发了一种时间分辨荧光免疫层析法试纸条。该方

法利用纳米抗体的高亲和力, 实现了对百草枯的超高灵敏

检测, 其 LOD 低至 0.0090 ng/mL。同时, 通过试纸条可利

用肉眼进行百草枯的定量及半定量分析, 为现场快速检测

提供了便利。 
3.2.6  杀螟硫磷 

杀螟硫磷是一种中等毒性的杀虫剂, 用于多种农作
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物的虫害防治, 但是不合理地施用有机磷农药会污染水质

和土壤, 也会导致人体中毒。王宇等[54]利用杀螟硫磷人工

抗原免疫羊驼获得纳米抗体基因, 通过噬菌体展示技术获

得了灵敏度最高的纳米抗体 Nbsm6, 同时将 Nbsm6 克隆并

表达制备了生物素化纳米抗体 , 用于建立间接竞争

ELISA。该方法在最佳条件下, IC50 为 2.0 ng/mL。LOD 为

0.3 ng/mL。CHEN 等[55]同样采用了生物素化的纳米抗体以

及链霉亲和素标记的辣根过氧化物酶作为检测元件, 用荧

光检测代替了比色检测以提高方法的灵敏度。该方法的

IC50 为 1.4 ng/mL, LOD 为 0.03 ng/mL, 可用于杀螟硫磷的

快速筛选。采用荧光检测代替比色检测显著降低了方法的

LOD, 使该方法在极低浓度的杀螟硫磷检测中更具优势。

然而荧光检测需要特定的荧光检测仪, 限制了该方法的便

利性和可操作性。 
纳米抗体在食品检测中的应用范围广泛。在农药残留

检测方面, 纳米抗体已被用于检测果蔬中的甲萘威、呋喃

丹、对磷硫等多种农药。同时, 纳米抗体还可用于检测食

品中的生物毒素, 如真菌毒素、藻类毒素、金黄色葡萄球

菌肠毒素等, 为保障食品安全提供了有力的技术支持。此

外, 纳米抗体在食品检测中的灵敏度和特异性也得到了广

泛认可。通过结合不同的检测技术, 如 ELISA、免疫层析

试纸条等, 纳米抗体可实现对食品中微量有害物质的检测, 
为食品安全监管提供了有效的手段。 

4  结束语 

纳米抗体作为近几年来研究的热点, 其在赭曲霉毒

素、AFB 等生物毒素中的应用已十分广泛, 而在农兽药残

留等其他食品污染物中的应用仍处于发展阶段。目前, 从
制备纳米抗体到建立检测方法的技术已十分成熟, 而且检

测方法涉及酶联免疫分析、生物传感检测、电化学传感器、

荧光共振能量转移、聚合酶链式反应等。纳米抗体在免疫

学检测方法中的应用倾向于与各种生物、化学材料相结合, 
如核酸、小分子多肽、生物发光蛋白、量子点、纳米材料

等。从相关的研究工作来看, 纳米抗体与传统抗体相比, 
更适合用于食品安全检测。然而, 由于许多食品污染物为小

分子物质, 从相关文库中淘选到合适的纳米抗体仍然存在

一定阻碍和困难。因此, 在免疫学与生物学的基础上, 需要

进一步探索和开发具有大容量和多样性的展示文库以供淘

选。随着纳米抗体技术的不断发展和完善, 纳米抗体优越的

特性将会在食品安全检测领域展现其更大的应用价值, 纳
米抗体势必会在食品安全检测领域发挥越来越重要的作用。 
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