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摘  要 

小分子农药兽药(分子量 <1000 Da)的全球滥用引发严重农兽药残留污染与耐药性增强危机，残留的农

兽药通过食物、环境等途径进入人体对人体有急性慢性的伤害。而传统检测技术受限于灵敏度不足、操

作复杂、成本高等问题，难以满足对农兽药残留检测需求。免疫检测法是实现痕量分析物检测的灵敏和

简便的方法。抗体是免疫检测的关键识别元件，而传统抗体存在生产周期长、操作复杂及在复杂基质中

不稳定等问题限制其在免疫检测方法中的应用。本文引入了源自骆驼科VHH结构域的纳米抗体

(Nanobodies, Nbs)，其凭借15 kDa超小尺寸、极端环境耐受性及可编程CDR区，成功替代传统抗体作为

免疫检测识别元件。同时，本文综述了目前筛选并用于建立农兽药残留免疫检测的纳米抗体，制备该纳

米抗体所使用的技术、同时论述通过基因工程技术获取具有更高亲和力的纳米抗体衍生物的策略，以及

基于此优质纳米抗体建立的免疫检测方法检测小分子农兽药残留的进展。 
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Abstract 
The global abuse of small-molecule pesticides and veterinary drugs (with a molecular weight of less 
than 1000 Da) has led to a serious crisis of pesticide and veterinary drug residue pollution and in-
creased drug resistance. The residues of pesticides and veterinary drugs enter the human body 
through food, the environment, etc., causing acute and chronic harm. Traditional detection technolo-
gies are limited by insufficient sensitivity, complex operation, and high costs, making it difficult to 
meet the detection requirements for pesticide and veterinary drug residues. Immuno-detection 
methods are sensitive and simple methods for trace analysis. Antibodies are the key recognition 
elements of immuno-detection, and traditional antibodies have problems such as long production 
cycles, complex operations, and instability in complex matrices, which limit their application in im-
muno-detection methods. This paper introduces nanobodies (Nanobodies, Nbs) derived from the 
VHH domain of the camel family. With their 15 kDa ultra-small size, extreme environmental toler-
ance, and programmable CDR regions, they successfully replace traditional antibodies as recogni-
tion elements in immuno-detection. At the same time, this paper reviews the currently screened 
and used nanobodies for the establishment of pesticide and veterinary drug residue immuno-de-
tection, the technologies used in preparing these nanobodies, and the strategies for obtaining nano-
body derivatives with higher affinity through genetic engineering techniques, as well as the pro-
gress of immuno-detection methods based on these high-quality nanobodies for the detection of 
small-molecule pesticide and veterinary drug residues. 
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1. 引言 

为保证植物的正常生长需要使用农药，然而其不合理或过度的施用会在环境、食品中造成残留。有

机磷类农药化学结构多样且复杂、水溶性高、植物组织渗透能力强，能长期储存在环境中[1]，引发严重

残留污染与耐药性危机，研究表明残留的小分子农药可通过土壤–水体–食品链蓄积进入人体[2]，对人

体的健康造成一系列的影响，如呼吸系统毒性、神经系统毒性、致癌、致畸等[3]大多数国家和组织已经

禁止或限制某些农药在生产工作中使用。但仍存在其非法使用造成食品安全事件发生。因此，开发小分

子农药残留的高效准确监测方法，对保障人体健康和环境安全至关重要。 
传统检测小分子农药残留的方法，如高效液相色谱法(HPLC)、气相色谱法(GC)，虽具备高灵敏度与

高准确性的优势，但需要昂贵且庞大的仪器设备，难以在现场快速检测中应用[4]。相比较而言，免疫分

析法采用抗原与抗体特异性结合反应进行检测，具有特异性好、耗时短、适用于现场快速检测等优点[5]，
逐渐成为快速检测小分子农药残留的重要手段。然而，免疫分析作为一种依赖于抗原与抗体特异性结合

的分析技术，对关键生物识别元件抗体有严格要求。目前大多数免疫分析法以传统的多克隆抗体(pAbs)、
单克隆抗体(mAbs)作为识别元件[6]，而多克隆抗体(pAbs)作为免疫分析识别元件易导致非特异性结合，

单克隆抗体(mAbs)的持续生产需要依靠杂交瘤细胞系的传代和体内诱导。这可能导致抗体批次的特异性

和亲和力存在显著差异[7]，从而限制免疫分析法的应用与发展。 

Open Access

https://doi.org/10.12677/hjas.2026.164084
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


仲文慧，高希宝 
 

 

DOI: 10.12677/hjas.2026.164084 671 农业科学 
 

随着基因工程技术的发展，纳米抗体(Nbs)凭借其独特的分子特征，为小分子农药领域的技术革新提

供了新的工具。纳米抗体(Nbs)又称可变重链结构(VHH)，是骆驼科动物或鲨鱼体内存在的天然缺失轻链

的重链抗体。纳米抗体(Nbs)由三个互补决定区组成(CDRs)，分子量仅为传统抗体的 1/10 (约 15 kDa)，是

已知的可结合目标抗原的最小单位[8]。与传统抗体相比，纳米抗体(Nbs)拥有较小的体积和较长的互补决

定区(CDRs)，可以精准识别小分子农药与载体蛋白结合而隐藏的抗原表位，实现对结合态残留的精准捕

获[9]。同时，Nbs 结构稳定，对极端温度、pH 及有机溶剂耐受性强，使其能够适应不同复杂环境基质。

此外，Nbs 与指示蛋白融合推动功能性纳米抗体整合分子的构建，能有效减少生产成本与时间[10]。Nbs
辅助免疫检测在高通量监测小分子农药残留应用广泛。 

尽管现有综述提到抗体辅助免疫检测在小分子农药检测方面应用，但多聚焦于单一免疫分析方法在

不同农药残留检测应用[11]、纳米抗体结构优势与应用进展[12]。对于更具优势纳米抗体在构建农药残留

免疫传感器的应用进展论述依然缺乏。本综述旨在填补这一空白，一方面概述纳米抗体制备过程中运用

到的技术方法；另一方面介绍目前利用基因工程技术获取更具优势纳米抗体衍生物的方法；最后，概述

了纳米抗体辅助免疫检测在小分子农药方面的具体应用进展。为纳米抗体技术在农药残留现场检测提供

理论支撑与技术路径。 

2. 纳米抗体制备 

2.1. 噬菌体展示技术获取纳米抗体 

噬菌体展示是指将编码外源肽或蛋白质的 DNA 插入到包被蛋白基因组中，通过基因工程共同表达

以生成融合蛋白展示在噬菌体表面，通过该技术筛选富集的纳米抗体既保证了亲和力又结合了噬菌体良

好的特性。以下通过噬菌体展示技术在纳米抗体文库构建、筛选方面应用进展进行具体阐述。 

噬菌体展示纳米抗体文库构建 
噬菌体展示技术构建纳米抗体库主要包括免疫库、合成库和天然库三种类型，其中免疫库是获取纳

米抗体最重要的来源[13] (图 1A)。而农兽药均为分子量小于 1000 Da 的有机小分子，缺少可被 T 细胞识

别以引发免疫反应的表位，难以刺激机体产生抗体[14]。现有研究通过将百草枯半抗原与 BSA 偶联作为

抗原，用此抗原免疫羊驼，构建 1.6 × 1013 pfu mL−1高效噬菌体展示 VHH 文库，通过筛选获得纳米抗体

Nb2-12 不仅对百草枯抗原有很高的亲和力，并且结合了噬菌体的坚固性[15]。同时，有研究通过制备农

药呋喃完全抗原 BFNB-KLH 免疫成年骆驼，构建了一个含有 1.06 × 108 个驼源单克隆纳米抗体的噬菌体

展示文库，经测定文库多样性为 100% [16]。免疫库的核心优势在于“靶向性”，其构建依赖特定的目标

抗原，因此筛选出的纳米抗体可直接作为识别元件应用于该抗原的免疫检测。同时，免疫文库也存在明

显的缺陷，库中淘选出的纳米抗体仅对特定的抗原有亲和力，并且需要动物免疫实验周期长、成本高，

对小分子物质不友好[17]。 
合成库与免疫库和天然库不同，合成库的构建不需要动物参与，并且其正在逐渐成为一种有吸引力

的替代方案(图 1B)。合成库的多样性主要体现在 CDR 区域，研究通过分析结构进行框架(FR)选择与互补

决定区(CDR3)的设计，通过噬菌体展示技术增强 Nbs 表达，构建噬菌体表面展示文库。有研究针对苯氧

苯甲酸(PBA)的抗体，构建纳米抗体(DAB)合成库，以实现对农产品中拟除虫菊酯的检测。首先选择人类

VH 框架，通过对互补决定区 CDR1、CDR2、CDR3 进行随机突变，将合成的序列展示在纤维状噬菌体

上最终构建合成库(DAB)，该库包含了 3 × 109 个单克隆纳米抗体[18]。由于合成文库完全由模拟计算设

计构建，存在一定的缺陷。有研究发现，在文库合成过程中引入过多的氨基酸会导致 CDR 氨基酸之间以

及 CDR 和框架 FR 之间相互作用的巨大多样性，导致某些位置出现不稳定性的氨基酸，从而导致最终纳

米抗体不稳定[17]。 
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Naive 库，通常称为天然库，是指从未经特定抗原免疫的动物或人体中直接获取抗体基因构建的文库

(图 1C)。其核心优势在于无需预先免疫即可覆盖广泛的抗原识别能力，非常适合筛选不同目标物质对应

的抗体，从而进行高通量免疫检测[19]。在天然库中发现的抗体片段主要来自健康供者的外周血单核细胞

(PBMC)，从 PBMC 提取 mRNA 或 RNA，然后进行逆转录以产生 cDNA 模板，将模板通过 PCR 连接到

噬菌体载体上。随后噬菌体载体转移到宿主细胞，经过扩增来构建噬菌体天然文库[20]。由于缺乏体内免

疫亲和力成熟步骤，只有从库容大、多样性高的文库中筛选时才能获得较高亲和力的纳米抗体，因此需

要处理大量的血液样本来产生较大的文库大小[21]。且获得纳米抗体后要通过建模、分子对接等技术提升

其亲和力，后续操作复杂、对技术要求高。 

2.2. 生物筛选策略 

2.2.1. 固相生物淘选 
生物淘选是从噬菌体展示库中分离、富集高亲和力纳米抗体的过程。它依赖于目标物质与大量噬菌

体展示纳米抗体库之间的亲和相互作用[22]。固相生物淘选是一种传统的生物淘选方法，噬菌体库与目标

物的孵育，不结合或非特异性结合的噬菌体通过洗涤步骤被去除，通过酸洗脱来释放结合牢固的噬菌体。

Zhang 将对硫磷半抗原 H1 与鸡卵清白蛋白(OVA)偶联物包被于板子上重复进行了四轮筛选，在筛选过程

中通过优化包被浓度与洗涤液 PBST 的浓度提高筛选的效率，最终输出噬菌体的滴度从 5 × 105 pfu/mL 增

加到 1 × 107 pfu/mL，显著富集了具有与 H1-OVA 抗原结合能力的噬菌体单克隆[23]。该淘选方法易导致

针对载体蛋白的纳米抗体展示在噬菌体的表面，干扰针特异性纳米抗体的富集。一个有效的策略是从噬

菌体库中去除非特异性噬菌体单克隆来提高淘选的效率。利用一种分散颗粒 IMB-BSA，可以高效地与

BSA 结合的噬菌体相互作用，耗尽莠去津噬菌体展示文库中的 BSA，从而分离高特异性纳米抗体。四轮

淘选后阳性噬菌体克隆的比例从 25%增加到 78% [24]。固相生物筛选操作简单不需要复杂仪器，从而被

广泛使用。然而，这种方法可能会遮蔽某些结合位点，从而导致在洗涤过程中丢失本该结合的关键噬菌

体[25]。 

2.2.2. 液相生物筛选 
优于固相生物淘选方法的是，液相生物淘选目标物质不固定，而是在液相中直接与噬菌体库孵育，

这可以全面暴露目标物质上的结合表位[26]。在这种筛选过程中，复合物通过与目标物质的亲和标签进行

亲和捕获，例如，有研究通过将噬菌体纳米抗体展示文库与链霉亲和素磁珠预孵育，后加入生物素化抗

原在文库中直接进行筛选，经三轮重复筛选后用磁力架收集磁珠，用酸洗脱结合在磁珠上的噬菌体。分

析发现经过三轮筛选噬菌体的富集率达到 14.8 [20]。该方法中噬菌体-靶标复合物使用与生物素靶标特异

性结合的链霉亲和素磁珠来捕获，提升了筛选到的复合物的特异性。另一种常见的液相筛选法是将噬菌

体-靶标复合物捕获在涂有链霉抗生物素的聚苯乙烯板上，利用生物素化蛋白质与涂在固相上的抗生物素

分子之间的高亲和力相互作用来捕获目标分子。该方法更多用于后续提升纳米抗体灵敏度建立免疫检测

方法[27]。液相生物淘选可通过减少目标物质因吸附在固态塑料表面而导致的部分变性，增强对目标物质

结合位点的可及性。但固相上的链霉亲和素可能会引起非特异吸附，影响最终阳性噬菌体克隆确证的准

确性[28]。 

2.2.3. 竞争性生物筛选 
竞争性生物筛选是通过在筛选体系中引入特异性抗原，与固定化抗原竞争结合噬菌体表面的纳米抗

体，从而淘汰低亲和力、非特异性结合的噬菌体，富集高特异的纳米抗体。Zhang 等人通过呋喃完全抗原

免疫骆驼制备免疫文库，将 BFNB-OVA 抗原包被在板子上进行一轮固相生物筛选，第二轮到第四轮筛
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选，在噬菌体文库与固定化抗原孵育后，加入游离竞争抗原BFNB-OVA (浓度逐步降低 1、0.5、0.25 ng/mL)，
让游离抗原竞争性洗脱结合的噬菌体。通过对第三轮、第四轮噬菌体结合活性分析，80%的噬菌体单克隆

与 BFNB-OVA 结合，并且在与抗原的结合活性上存在差异，表明实现了高效筛选 32 [16]。竞争性生物

淘选在洗脱过程中不使用酸洗脱，而是用目标抗原洗脱结合的噬菌体。洗脱出的是结合特定目标抗原表

位的噬菌体[29]。竞争性生物淘选在获取高亲和力纳米抗体方面有很大优势，但其操作复杂，需优化竞争

浓度。纳米抗体作为免疫分析方法捕获分析物的关键识别元件，其亲和力与功能性尤为重要，替代使用

简单的 Nbs，经由基因工程改造获取灵敏度和特异性优良的纳米抗体衍生物，进而提升免疫传感器灵敏

度。 
 

 
注：(A) 免疫文库构建 [13]；(B) 合成文库构建[30]；(C) 天然文库构建。 

Figure 1. Schematic illustration of the construction of nanobody phage display libraries 
图 1. 纳米抗体噬菌体展示文库构建的示意图 

3. 基因工程技术改造纳米抗体 

3.1. 增加识别位点的纳米抗体多聚化 

纳米抗体多聚化是通过基因融合或自组装技术将多个纳米抗体单体连接，形成二聚体、三聚体或更

高价态的结构，显著提升纳米抗体与目标物质结合的亲和力与稳定性。目前，制备纳米抗体多聚体主要

有三种方法：线性串联多聚方法将多个 Nbs 序列线性排列[31]、将 Nbs 基因融合到具有自组装特性的蛋

白域中[32]、化学偶联法利用自组装肽实现 Nbs 多聚[33]。前两种分类采用体内生产，而后者采用体外组

装。 
线性串联多聚体方法主要通过柔性连接将 2~4 个相同或不同的纳米抗体(VHH)基因首尾串联，构建

“VHH-连接子-VH”的融合基因。目前已成功生成二价、三价和四价多聚体结构[34]。但其串联数量有限

(通常 ≤ 4 个)，并且柔性连接体易导致表达量低或折叠错误。还可以通过抗体结构域介导，使用骆驼纳米

抗体片段作为构建模块，将两个纳米抗体片段(Fc)通过天然抗体的结构上铰链连接生成双特异性分子纳
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米抗体[35]。但其仅能生成二聚体存在明显局限性。化学偶联法利用化学交联剂或酶将纯化的单价纳米抗

体在体外偶联，形成多聚体。例如，利用化学和酶将生物素连接在目标生物分子上，随后与链霉抗生物

素蛋白相关的分子结合。但连接物容易受到立体障碍和构象畸形的影响，导致随机取向，从而损害所显

示生物分子的功能[36]。由此，线性串联法与化学偶联法对于获得纳米抗体多聚体效果不理想具有挑战性。 
自组装结构域介导的基因融合法是目前构建纳米抗体多聚体最优选择，有效避免了串联 Nbs 数量过

多带来的空间位阻大的情况。其中，铁蛋白作为辅助促进 Nbs 多聚化的自组装体系具有显著优势。铁蛋

白是一种由 24 个亚基组成的铁储存蛋白铁蛋白，是球形的，外径为 12 nm，内腔直径为 8 nm。该内腔被

用作反应腔，通过在蛋白质外壳内进行生物仿生矿化来合成纳米颗粒显著提升结合亲和力与靶向性[37]。
目前，已经成功开发了一个 Fenobody 的新型平台，该平台能够以正确的方向展示聚合的纳米抗体，以最

大限度地暴露抗原结合位，与目前使用的常规纳米抗体进行比较，抗 H5N1 的多聚纳米抗体抗原结合表

观亲和力显著增加约 360 倍[38]。通过与铁蛋白融合产生自组装的 24 价纳米笼状结构亲和力提升 36 倍

[39]。至关重要的是，Fenobody 半衰期较常规纳米抗体延长 10 倍且稳定性更高。同时，铁蛋白的优势使

其在大肠杆菌表达系统中产量高，且在反应体系中过量不造成非特异性的结合[37]。 
Lumazine 合成酶(LS)自组装系统是一种与铁蛋白类似的天然蛋白质纳米平台，由 60 个亚基自组装形

成直径约 15.4 nm 的二十面体空心结构，大小均匀，具有高度对称性和优异的稳定性[40]。LS 已被用作

Nbs 展示和多体组装的结构框架，使用 SpyCatcher 修饰的 Aquifex aeolicus LS (AaLS)荧光酶与抗 omicron 
Nb 融合，形成相应的抗 omicron 60-mer 多体，与单体 Nb 相比，在 90℃仍保持良好的热稳定性，病毒中

和实验中，所有多价纳米抗体的中和能力均优于单价形式，Nb 多体在 0.653 μg/mL 浓度下对病毒表现出

最高的中和能力(IC50)，优于单体 IC50 = 1.658 μg/mL，表明 LS 自组装系统很好地提升 Nbs 中和效力[41]。
铁蛋白结构中含有盐桥，盐桥的溶剂化(破坏)存在显著的能量障碍，并且这种障碍的高度随着温度的升高

而增加。因此，较铁蛋白诱导的 Nb 多聚体其热稳定性显著提升，且 LS 二十面体结构比铁蛋白的球形笼

状更易形成高密度的多价展示阵列，抗原展示效率极高[40]。纳米抗体多聚化不仅提高了 Nbs 多聚体的

性能，并显著提升其作为识别元件应用于免疫检测方法的灵敏度，通过纳米抗体与铁蛋白融合构建沙门

氏菌特异性非体(Fb)，从而产生自组装的 24 价纳米笼状结构(FbNb)。FbNb-ELISA 的检出限为 3.56 × 104 
CFU/mL，比 Fb 单体-ELISA 低 16 倍，LOD 降低了 12 倍，大大提升了检测的灵敏度[39]。 

3.2. 生物素化纳米抗体用于信号放大 

生物素化纳米抗体凭借纳米抗体自身的高特异性及与生物素–链霉亲和素系统的强结合性，被广泛

应用于农药及其代谢物残留检测中信号放大的核心元件，有效提升检测方法的灵敏度。纳米抗体生物素

化主要是通过化学修饰或基因工程融合将生物素分子定向偶联于纳米抗体来实现的，最后借助生物素与

链霉亲和素的超高亲和力结合，实现信号的多价级联放大。化学修饰法是利用纳米抗体表面游离的氨基

与生物素的活性基团发生亲和反应，实现生物素与纳米抗体的共价偶联，同时不影响纳米抗体的活性与

物理性质[42]。该方法不需要基因改造适用于几乎所有的纳米抗体，但研究表明，在生物素与纳米抗体偶

联过程中会出现偶联过度导致生物素阻塞了与抗原间的结合位点，抑制纳米抗体的活性，从而导致 ELISA
检测方法的半抑制浓度增加，灵敏度下降[42]。仍有研究通过优化阻断剂浓度、链霉亲和素的浓度和生物

素化 DNA (bio-DNA)的浓度等反应比例，从而调整生物素与纳米抗体的摩尔比，减少对纳米抗体亲和力

的影响[43]。 
为了彻底避免阻塞纳米抗体的抗原结合位点，可通过基因融合技术避开抗原结合区在纳米抗体的基

因序列末端融合一段 Avi 标签(GLNDIFEAQKIEWHE)，在大肠杆菌中表达纯化后，通过常用的生物素连

接酶(BirA)催化[44]，Avi 标签中的特定赖氨酸残基与生物素发生位点特异性偶联，该过程具有高度定向
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性可以形成单一特定生物素化位点的纳米抗体[45]。Chen 等人研究发现，基因融合的 Avi 标签与淘选

的性能最佳纳米抗体 VHHjd8 形成天然肽键连接，仅获得一个生物素纳米抗体 VHHjd8-BT，该生物素

纳米抗体比通过化学修饰获得的生物素化纳米抗体更能耐受高温、pH 与有机溶剂环境[46]。更重要的

是，其批次间重复性好，建立的间接竞争 ELISA 检测方法更适合实际样品中乐果残留的定量检测[47]。
基因融合获得生物素化纳米抗体的方法较化学修饰法有着明显的优势，但仍面临操作复杂、周期长、

成本高等问题，同时，部分纳米抗体在融合 Avi 标签后可能出现折叠异常或表达量下降，不适用于所

有纳米抗体。 
生物素化纳米抗体作为免疫检测识别元件应用非常广泛且较未作修饰的纳米抗体具有多种优势。典

型的应用是在生物传感器中，其对于特异性和灵敏度要求是非常高的。特异性取决于生物传感器表面固

定的生物受体，而灵敏度取决于固定化过程中的优化[48]。纳米抗体作为生物受体的一种，由于其良好的

选择性和灵敏度从而具有很大的优势[49]。生物素化纳米抗体通过生物素–链霉亲和素系统更好的锚定

在生物传感器表面，增加了有效表面面积，更好的提升了其特异度[50]。更重要的是，生物素化纳米抗体

的高稳定性，耐受极端 pH 值、温度和有机溶剂，从而扩展了免疫检测可以进行的条件，使其在复杂基质

检测中的应用成为可能[47]。 

3.3. 纳米抗体融合蛋白作为信号示踪剂 

将信号蛋白，如碱性磷酸酶(ALP)、荧光素酶、辣根过氧化物酶(HRP)等，通过基因工程技术与纳米

抗体融合得到一种重组探针，通常称为 RANbody，插入表达载体后在宿主细胞中表达为单一融合蛋白，

保留纳米抗体的抗原结合活性，同时使纳米抗体带有额外的荧光、生物发光、催化功能。与传统的基于

双抗体结合检测的三明治免疫检测不同的是，纳米抗体融合蛋白操作简单，节省时间，且不需要多步洗

涤不会造成信号损失[51]。 
抗体固定对于在免疫检测中实现目标识别和信号转导是必不可少的，传统的物理吸附或随机共价偶

联方法可能会掩盖抗原结合位点，从而降低检测的灵敏度[52]。纳米抗体与生物素-链霉亲和素系统结合，

以确保抗体均匀且稳定的附着在功能化表面上，随后与信号蛋白融合建立免疫检测，信号放大的同时减

少了处理步骤[46]。Gong 等人，对成对纳米抗体分别进行生物素化结合 Avi 标签，融合碱性磷酸酶 ALP，
用 Nb6B-Avi 作为捕获抗体，ALP-Nb66 作为检测纳米抗体，以及链霉抗生物素蛋白作为生物素化纳米抗

体的靶向固定支架，开发了一种配对夹心 ELISA 用于检测赤丹素，该研究不仅制备了高亲和力、特异性

的结合物，同时，基于生物素化纳米抗体融合的方法提高了固定效率和免疫检测灵敏度[53]。Zhang 等人，

通过生物素化纳米抗体(Biotin-Nb2-12)作为识别元件，使用辣根过氧化物酶(HRP)标记链霉亲和素，构建

生物素-多聚辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素(polyHRP-SA)识别信号系统，建立了间接酶联免疫分析方

法，该方法的检出限达 0.58 pg/mL，半数抑制浓度(IC50)为 14.1 pg/mL，相比传统间接竞争酶联免疫分析

方法(icELISA)，该方法的 IC50 提高了 85 倍，适用于果蔬中百草枯残留的痕量检测[54]。 
信号蛋白与纳米抗体的连接通常通过直接串联融合，无需设计接头序列纳米抗体基因与信号蛋白基

因首尾连接，该方法操作简单，但存在接入信号蛋白后遮蔽抗原结合区，从而导致纳米抗体或报告蛋白

失活的情况[23]。为了避免这种情况，有研究通过在两组分之间插入柔性连接体(GGGGS)2，将纳米抗体

与纳米荧光素酶(Nluc)介导融合，减少了空间干扰，同时很大程度保留两者活性，将两者融合后加入底物，

反应迅速，迅速生成了强烈的荧光，用该融合蛋白建立的生物发光酶联免疫分析法与传统的 ic-ELISA 相

比，显著减少了检测氟丙氰的时间并提高了灵敏度[55]。与纳米抗体单体相比，基于重组探针的 RANbody
在构建免疫检测方法中有显著的优势：首先，这种完全重组的方法消除了对二抗酶标记的要求，从而简

化了探针的生产和分析程序，增强了批次间的一致性，同时节约了生产成本[52]。其次，通过与生物素–
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链霉亲和素系统连接，定向固定抗体的同时完全暴露结合位点，显著提升检测方法的灵敏度，同时提升

了对极端检测环境的耐受力[46]。 

4. 基于纳米抗体的农药残留免疫分析方法 

利用抗原与抗体特异性识别进行检测的方法称为免疫分析法，通过结合抗原或抗体上标志物的信号

放大，以实现目标物质的定性和定量测定[56]。近年来，免疫分析方法因其灵敏度高、重复性好而被广泛

应用于农药小分子的检测。以下介绍了目前以纳米抗体作为识别元件，根据不同的信号输出方式，构建

的检测小分子农药残留的免疫分析方法。 

4.1. 基于微孔板的荧光免疫分析 

传统免疫分析依赖于比色信号的输出，这限制了分析的灵敏度[57]。作为一种替代方法，荧光免疫分

析(FIA)是一种有前途且强大的检测工具，FIA 在高特异性免疫学反应的基础上，结合了荧光技术的灵敏

性具有较高的灵敏度[58]。FIA 检测原理是当制备好的荧光探针在发生特异性的免疫反应后，基于待测物

质介导的荧光增强和荧光衰减[59]。常用的荧光物质包括有机染料、量子点、碳点(CDs)、荧光 MOFs，其

中，碳点(CDs)作为一种新型的荧光纳米材料，其具有来源广泛、成本效益高、易于合成等优势广泛应用

于农兽药残留的 FIA [60]。 
荧光猝灭法主要基于目标物对荧光物质的直接猝灭作用或目标物–识别元件–荧光体系的相互作用

构建。Chen 等人，以柠檬酸和尿素分别作为碳源和氮源，通过一步水热法合成蓝色发光碳点(bCDs)，使

用纳米抗体–碱性磷酸酶融合蛋白(VHHjd8-ALP)开发了基于 bCDs 的简单且灵敏的荧光免疫分析(FIA)。
VHHjd8-ALP 在一步竞争免疫反应后与微板结合，加入 bCDs 通过内滤效应导致荧光光谱淬灭，从而产生

荧光响应。该方法利用bCDs作为高响应信号探针，较传统的基于p-硝基苯基磷酸酯(pNPP)的一步 icELISA
相比不受 OD 值测量策略的限制，从而表现出 11 倍的灵敏度。回收率测试显示，用水果和蔬菜样品的回

收率在 81.8 到 119%之间，这验证了所开发的 FIA 的可行性和准确性[61]。与上述方法相对的是，也有研

究通过增强荧光信号的方式检测分析物质。Luo 等人，使用红色碳点(r-CDs)作为荧光信号源，组装上钴

氢氧化物纳米片(CoOOH NS)，形成 r-CDs@CoOOH NS 复合物，通过荧光共振能量转移(FRET)效应淬灭

r-CDs。基于此开发了纳米抗体–碱性磷酸酶融合蛋白(Nb-ALP)的 FIA 用于检测芬丙硫磷(FN) [62]。在此

研究中，Nb-ALP 中的 ALP 与抗原结合后，可将 L-抗坏血酸-2-磷酸(AAP)脱磷酸成抗坏血酸(AA)，破坏

了复合物间的连接使得 r-CDs 的荧光恢复，因此该研究通过荧光增强的方式定量检测 FN。这种荧光酶联

免疫检测对 FN 具有高灵敏度，检测限为 0.14 ng mL2+−1，比传统的比色 ELISAs 低 25 倍。同时，该研究

创新性的使用了红色碳点(r-CDs)作为荧光信号源，排除复杂样品基质中的自发荧光干扰，提高检测方法

的准确性。有研究发现，采用生物素化的 Nbs 替代纳米抗体融合蛋白作为识别元件，可以有效的提升荧

光免疫检测方法的灵敏度[46]。该研究利用基因工程使性能最佳的 VHH 与生物素连接酶和 Avi 标签融

合，以获得生物素化 VHH。为了进一步提高检测灵敏度，使用红色碳点(rCDs)作为荧光信号源，利用链

霉亲和素多聚过氧化物酶 HRP，使 rCDs 的荧光信号定量猝灭，从而对硫双威形成敏感的信号响应。基

于此所开发的 FIA 检测限为 0.03 ng/mL，显示出比传统酶联免疫吸附测定高 15 倍的灵敏度。通过该策略

能够实现简便、省时提升检测的灵敏度。 
荧光免疫分析较传统免疫分析其灵敏度更高、更适用于农药痕量残留检测[63]。同时为满足快速、简

便的现场检测需求，荧光免疫检测通常与免疫层析、生物传感器等技术融合构建便携式检测工具。在该

项研究中将时间分辨荧光免疫分析与免疫层析法结合，构建超灵敏时间分辨荧光免疫层析检测(TRFICA)
条用于实际样品中百草枯残留检测。分子对接结果表明筛选获取的纳米抗体具有高亲和力与稳定性，基

于此开发的 TRFICA 可以识别百草枯，通过条形码阅读器实现定量分析，该方法具有高灵敏度(LOD 为
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0.0090 ng mL−1，IC50为 0.0588 ng mL−1)，且与其他除草剂无交叉反应。更重要的是，通过在实际样本(蔬
菜、水果和谷物产品)中定量检测百草枯残留，结果显示回收率范围在 76.7%到 133.3%之间，批内间变异

系数低于 18.5%。与传统方法相比，基于 VHH 的 TRFICA 条检测的准确性、灵敏度、抗复杂基质干扰能

力等方面具有优势[15]。 

4.2. 基于膜的侧向流免疫分析 

侧向流免疫分析(LFIA)的本质是利用“抗原–抗体复合物”与“层析流动”的结合，抗体作为核心识

别元件，通过标记物(如胶体金、荧光颗粒)实现信号转导与放大或定量，从而实现对目标物质检测[64]。
当目标物质是农药等小分子时，这些物质只有一个抗原决定簇，不能同时结合两种抗体，因此只能采用

竞争性 LFIA 对此类物质进行检测[65]。作为 LFIA 的有效组成部分，检测生物材料需具备高稳定性及与

目标物质间的较强亲和力，纳米抗体因其优于传统抗体的优良特性，被广泛应用于农药小分子 LFIA 的

核心识别元件。 
为了提高 LIFA 的检测性能，研究使用不同类型的标记材料对纳米抗体进行标记，其中金纳米颗粒

(AuNPs)由于其制备简单、稳定性高、易于标记等特点成为 LFIA 常用标签[66]。Zhang 等人，利用柠檬酸

盐还原法制备了直径约为 20 nm 的金纳米颗粒(GNPs)，将其与抗拟除虫菊酯类农药的代谢物 3-苯氧苯甲

酸(3-PBA)纳米抗体结合，基于此构建了检测 3-PBA 的竞争性 GNP-Nb 侧向免疫分析法。由金纳米颗粒

聚集引发的颜色变化定量检测样品中存在的 3-PBA。结果显示，侧流免疫测定法检测 3-PBA 的检测限

(LOD)为 0.01 ng/mL−1，较利用胶体金标记的纳米抗体检测果蔬样品中对硫磷其灵敏度更高、稳定性更强

[67]，且 10 min 内即可完成实际样品中 3-PBA 的检测，较仪器方法更快地进行高通量分析。在此项研究

中，物理吸附是实现纳米抗体偶联金纳米颗粒的最常用方法。然而，该方法易受 pH 值、盐离子浓度等因

素影响难以获得稳定的结合物[6]。受生物素-链霉亲和素系统的强结合作用启发，有研究通过生物素化纳

米抗体与抗生素涂层金纳米颗粒定向结合，基于此制备的纳米金颗粒-Nb 探针(Au/SA@Bio-Nb)，较传统

吸附方法获取的结合物表现出了更高的稳定性和亲和力[68]，该方法为 Nb 探针的设计和制备提供了新思

路，以更好的提高 LFIA 方法的检测性能。先前研究表明，金纳米颗粒因其优势特征常被用作 LFIA 中的

光学纳米材料，但其也存在由于信号弱导致灵敏度不足的缺点。因此，优化检测信号获取更稳定信号标

签至关重要。其中，电化学置换法因其操作简便成为创造复合纳米材料的有效方法之一。已有研究通过

选择 CuS 纳米花(CuS NFs)作为新的比色标签，为金纳米颗粒沉积提供了活性位点，经由电化学置换反应

合成 CuS NFs-Au，成功富集金纳米颗粒实现信号放大，最终获取高颜色强度、高稳定的纳米抗体结合物，

为建立 LFIA 提供新的生物检测材料[69]。 
纳米酶代替生物酶的出现，使得纳米抗体和纳米酶的结合在侧向流免疫分析中成为一种新的策略，

与传统的抗体–酶结合物相比，提供了更高的灵敏度、稳定性。Li 等人，通过整合硅纳米颗粒(SNPs)、
聚多巴胺(PDA)和铂纳米颗粒(Pt NPs)，得到了具有强大纳米酶催化活性的 SNPs@PDA@Pt (SPP)，经由

聚乙烯亚胺(PEI)进行了表面修饰生成 SNPs@PDA@Pt (PSPP)，这种修饰显著提高了与抗 3-苯氧基苯甲酸

纳米抗体(3-PBA Nbs)的偶联效率，同时，该纳米复合材料还表现出优异的稳定性，为该纳米复合材料整

合到 LFIA 平台上，实现环境中 3-PBA 超灵敏检测有很大前景[70]。侧向流免疫分析虽有灵敏度高、稳定

性好的优点，但易受复杂样品基质干扰。例如，NC 膜易被牛奶等杂质堵塞，导致出现假性结果。有研究

以磁性纳米珠(MNBs)作为磁性载体，磁场富集可以很容易地将目标物与食物基质分离，降低基质效应[71]。
同时，为满足现场检测农兽药残留技术需求，基于横向流动免疫检测氯菊酯的测试条被开发出来，该检

测方法可以在 5 分钟内检测到浓度较低的氯菊酯水平，检测结果通过智能手机读取，较传统仪器分析方

法此方法更为便携、省时[72]。 
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4.3. 基于传感界面的免疫分析 

免疫传感器通过将生物识别反应在传感器表面引发的物理、化学微观变化，转化为宏观可量化的信

号(电信号、光信号、频率信号等)来实现目标物的快速测定，该方法通常由于高信号放大而表现出高灵敏

度[73]。 

4.3.1. 光学免疫传感器 
根据输出信号的不同免疫传感器有多种类型，通过将结合反应引发的折射率变化、荧光强度变化、

拉曼强度等转化为光信号，根据信号强弱变化定量的检测目标物质构建光学免疫传感器。传统 ELISA 是

构建免疫传感器的主要方法，但是，肉眼对 ELISA 表现出的单色强度变化不敏感[74]，基于此，开发通

过一系列颜色变化反映目标物质浓度的多色光学免疫传感器是更为必要的。目前，基于贵金属的纳米材

料是多色免疫检测较为常用的探针，主要通过金属纳米材料的蚀刻或生长实现多色信号转换。有研究通

过使用一种金纳米材料–金纳米双锥(AuNBPs)作为免疫传感器探针，构建 HCl 还原烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸 I (NADH)–抗坏血酸(AA)介导的 AuNBP 生长系统，该系统可以精确调节 AuNBPs 的生长速率，使用

抗磺胺类药物(SAs)的抗体作为生物受体，实现 5 种 SAs 的快速检测，所开发的免疫传感器具有更多的颜

色变化和良好的稳定性[75]。然而贵金属材料面临成本高与制作程序复杂等问题，迫切需要开发一种更便

宜、更简单的多色视觉免疫传感器检测。Chen 等人，使用抗乐果纳米抗体–碱性磷酸酶融合蛋白(VHHjd8-
ALP)与苯磷酸二钠盐(ArP)结合产生苯酚，根据在高碱性条件下(pH = 12)，苯酚能与高锰酸钾发生化学反

应引发系列变化，引入 CdTe 量子点和荧光素作为信号探针开发光学免疫传感器，检测过程伴随着绿色-
黄色–红色的荧光颜色变化，最终，通过测量荧光强度定性分析乐果存在[10]。该比率荧光免疫传感器，

通过将荧光强度转化为可视化的光信号。通过对一系列颜色变化判定目标物质浓度，不仅具有更高的灵

敏度、操作简便的优点，更重要的是该方法较 ELISA 其反应更快速，肉眼更好判定颜色变化。有研究基

于生物素化纳米抗体，构建检测水体中微囊藻毒素的比色–表面增强拉曼散射(SERS)双模式的免疫传感

器，该模式通过颜色变化和 SERS 强度反映目标物质浓度，实现双信号检测的同时提高了检测灵敏度，

仅需 30 分钟即可实现残留检测，这为构建灵敏度更高、更省时、更简便光学免疫传感器，以实现农药残

留检测提供新方法[76]。 

4.3.2. 电化学免疫传感器 
电化学免疫传感器是将抗体与目标物质结合引发的界面电荷、导电性变化，转化为可测电信号的检

测方法。最为常用的构建方法是将纳米抗体作为识别元件固定在电极表面，有研究通过将 3-苯氧基苯甲

酸(3-PBA)固定在柠檬酸(CA)和纳米抗体–碱性磷酸酶融合蛋白(Nb-ALP)修饰的表面，然后将该膜组合到

一个丝网印刷电极(SPE)上，开发了一种新型高灵敏度电化学竞争免疫传感器。该尼龙纳米纤维膜作为支

持基质具有超高的表面积和微孔面积，能够提高活性位点对目标分析物的可及性[77]，基于此构建的电化

学免疫传感器具有更高的灵敏度、选择性和更低的检测限(LOD = 0.64 pg /mL)。该方法结合了纳米抗体高

稳定性与传感器快速检测优势，可实现 45 分钟内检测样品中的目标物质。有研究使用 PVA-共-PE 纳米

纤维膜代替尼龙纳米纤维膜，构建了检测牛奶中氯霉素(CAP)残留的超灵敏的无标签安培免疫传感器，该

纳米纤维膜不需要进行交联处理，更大的比表面积提供了更好的抗体载体，从而具有更好的结合目标物

质的能力。在最佳条件下，该免疫传感器对 CAP 检测表现出很高的灵敏度，LOD 为 0.0047 ng/ml [78]。
为了进一步提高电化学免疫传感器的灵敏度，在以上方法的基础上采用酶标记纳米抗体的方法实现信号

放大[79]，该研究采用辣根过氧化物酶(HRP)标记抗敌敌磷纳米抗体(VHH9)代替纳米抗体融合蛋白，基于

此建立了交联聚乙烯醇/柠檬酸纳米纤维膜(PVA/CA NFM)和 VHH9-HRP 的高灵敏电化学免疫传感器。交

联的 PVA/CA NFM 具有超高比表面积，更好的实现生物分子的固定，得益于酶标记实现信号放大，所建
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立的免疫传感器对敌敌畏表现出高灵敏度和特异性，线性范围与检测线分别为 0.01 - 100 ng/mL 和 2.26 
pg/mL。同时，该方法有良好的储存稳定性(在 9 周的储存后保持 85%的活性)，适用于污染食品检测。也

有研究通过构建偶联酶与纳米材料实现双信号放大[80]，本研究采用聚吡咯薄膜-Au 纳米簇矩阵作为传感

器平台，金纳米棒表面携带 HRP 偶联纳米抗体与作为电化学检测标签，用于检测食品中残留的氧氟沙星

(OFL)。该基于竞争免疫分析所制造的免疫传感器在 0.08 到 410 ng/mL 的范围内对 OFL 表现出敏感的响

应，检测限为 0.03 ng/mL，同时，该电化学免疫传感器具有良好的特异性、高稳定性和重复性。有研究使

用磁珠(MBs)表面携带多克隆抗体建立农兽药残留检测免疫传感器的方法提升检测的灵敏度，为纳米抗体

作为识别元件构建更加灵敏、稳定的免疫传感器提供思路[81]。 

5. 结论 

作为免疫分析中的生物识别元件，纳米抗体(Nbs)相较于传统抗体具有不可替代的优势，纳米抗体凭

借其分子量小、组织穿透性强、免疫原性低、易表达纯化且能识别传统抗体难以结合的抗原表位等独特

优势，有效克服了传统免疫分析中存在的检测灵敏度不足、检测时间过长、抗体制备复杂且成本高、在

极端环境下稳定性差等局限性，显著提升了免疫分析技术的检测性能、适用范围与实际应用价值，为食

品安全检测、临床诊断、环境监测等多个领域的精准检测提供了新的技术路径与解决方案。 
尽管纳米抗体在免疫分析中展现出显著优势，但结合本文正文研究及相关领域报道，其发展仍面

临诸多核心挑战：部分纳米抗体针对目标抗原的亲和力不足，难以满足低浓度目标物的精准检测需求；

纳米抗体在体外储存及应用过程中易发生多聚化，导致其活性降低、稳定性下降，影响检测结果的重

复性；此外，纳米抗体的特异性优化及规模化低成本制备技术仍有待完善。针对以上挑战，未来研究可

聚焦以下具体方向：一是将人工智能(AI)/机器学习技术引入纳米抗体的理性设计与亲和力优化中，通

过构建抗原-抗体相互作用模型，精准预测纳米抗体的氨基酸序列与抗原结合能力，定向改造纳米抗体

的可变区，从而高效提升其亲和力与特异性，缩短研发周期；二是深入研究纳米抗体多聚化的分子机

制，通过化学修饰、融合表达等技术手段，调控纳米抗体的空间构象，增强其体外稳定性与储存期；三

是优化纳米抗体的原核或真核表达系统，探索低成本、高产量的规模化制备工艺，推动纳米抗体的产

业化应用。 
尽管纳米抗体已被广泛应用于农药残留的快速现场检测方法开发，但当前的研究仍主要集中在诊断

应用方面。很少有研究探索将纳米抗体用作构建环境解毒和调控策略的平台。通过应用基因工程技术开

发具有改进特性的纳米抗体，未来有望取代传统的物理化学吸附方法，用于去除环境中的有毒有害污染

物残留。这种方法对于实现环境污染物的综合检测、解毒和调控具有重要的应用前景，其实现原理主要

基于纳米抗体对环境中有毒有害物质(如重金属离子、持久性有机污染物等)的高特异性识别能力，通过将

纳米抗体与解毒载体(如纳米颗粒、酶制剂等)结合，构建靶向解毒体系，可实现对环境中有毒物质的精准

捕获、降解或转化，降低其环境危害。该方向具有广阔的应用潜力，不仅能弥补传统环境解毒技术针对

性弱、二次污染风险高的不足，还能与环境监测技术联动，形成“检测–解毒”一体化解决方案，未来

可进一步开展纳米抗体靶向解毒体系的构建与体外、体内实验验证，探索其在实际环境治理中的应用可

行性。总体而言，纳米抗体为免疫分析技术的革新与环境治理等领域的发展提供了新的突破口，随着相

关技术的不断完善与创新，尤其是 AI 技术与纳米抗体研发的深度融合，有望逐步解决当前面临的核心挑

战，推动纳米抗体在更多交叉领域实现更广泛、更深入的应用，为相关领域的发展注入新的动力。 
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