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广谱中和新型冠状病毒及其变体的纳米抗体制备及功能研究

汪佰成 1，倪晶怡 1，刘馨月 1，龚 雪 1*，季晨博 1，2*

1南京医科大学附属妇产医院（南京市妇幼保健院）医学研究中心，2南京市女性生育力保护及重塑医学重点实验室，江苏 南

京 210004

［摘 要］ 目的：开发广谱靶向严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃2）
及其变体的纳米抗体（nanobody，Nb），并确立一种能够广泛用于制备广谱中和病毒及其多种变体Nb的策略。方法：使用SARS⁃
CoV⁃2野生型菌株刺突蛋白的受体结合域（wild type receptor⁃binding domain，WT⁃RBD）免疫羊驼，构建出纳米抗体噬菌体文库，

通过Delta变体的RBD（Delta⁃RBD）对文库进行免疫管筛选、ELISA实验等操作筛选得到Nb，毕赤酵母系统表达Nb并纯化，通

过ELISA、生物膜干涉技术、假病毒中和实验以及Alphafold2建模和分子对接等多种手段验证Nb的性质及功能。结果：得到

4个Nb不仅均对WT⁃RBD具有较高的亲和力，还能有效结合Delta⁃RBD及Omicron变体的RBD（Omicron⁃RBD）。Nb34、Nb42
和Nb45对Delta⁃RBD和Omicron⁃RBD表现出较强的结合能力，同时Nb45可以有效中和Omicron变体的假病毒。这些Nb能
够结合SARS⁃CoV⁃2及其变体的机制可能与其结合RBD上的保守位点相关。结论：得到的4个Nb具有防治SARS⁃CoV⁃2及其

变体的巨大潜力，同时本研究中确立和使用的这种策略也可以广泛用于制备广谱中和易变异病毒及其多种变体的Nb。
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［Abstract］ Objective：To produce broad ⁃ spectrum nanobodies（Nbs）targeting severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
（SARS ⁃CoV ⁃ 2）and its variants，and establish a strategy for producing Nbs broad ⁃ spectrum neutralizing the virus and its various
variants. Methods：Alpacas were immunized with the receptor⁃binding domain（RBD）of the SARS⁃CoV⁃2 wild⁃type strain（WT⁃RBD）
to construct a nanobody phage library，and the library was screened by biopanning and ELISA with the RBD of the Delta variant（Delta⁃
RBD）to select Nbs. The selected Nbs were expressed and purified using the Pichia pastoris system，and their properties and functions
characterized by ELISA，biolayer interferometry，pseudovirus neutralization experiments，and molecular modeling and docking.
Results：Four Nbs were obtained，all exibiting high affinity for WT⁃RBD，while also effectively neutralizing Delta⁃RBD and the RBD of
the Omicron variant（Omicron⁃RBD），with Nb45 effectively neutralizing the pseudovirus of（Omicron⁃RBD）. We also found that the
mechanism of these Nbs for neutralizing SARS⁃CoV⁃2 and its variants may be related to interfering with the conserved sites on these
RBD. Conclusion：The four Nbs obtained have great potential for prevention and treatment of SARS⁃CoV⁃2 and its variants，and the
strategy established in this study can also be widely used for the preparation of Nbs broad ⁃ spectrum neutralizing viruses and their
various variants.
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由严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃
2）引起的冠状病毒疾病（coronavirus disease 2019，
COVID⁃19）大流行是过去 20年来全球第 3次冠状

病毒大流行［1］。截至 2024年 12月，世界范围内报

告的病例累计已超过 7.77亿，导致全球 700多万人

死亡［2］。这场全球性的卫生危机不但给世界公共

卫生系统带来了沉重负担，而且严重影响了全球

经济［3］。虽然各大机构迅速开发了许多种有效的

疫苗，但由于接种疫苗引起的免疫反应不断下降以

及新变体的不断出现（Alpha、Beta、Gamma、Delta、
Omicron等），想要根除 SARS⁃CoV⁃2仍然具有极大

的挑战性［4］。

纳米抗体（nanobody，Nb）是在羊驼、骆驼和鲨鱼

的外周血中产生的独特抗体［5-6］。它们的大小仅为

传统 IgG抗体的 1/10，是能够选择性结合抗原的最

小功能抗体片段［7-8］。并且相比传统抗体，Nb具有

诸多优点，比如高亲和力、较高的稳定性和溶解度、

快速的组织渗透能力、识别隐藏表位的能力以及生

产成本低等［9］。

本研究首先使用野生型菌株刺突蛋白的受体

结合域（wild type receptor⁃biding domain，WT⁃RBD）
免疫羊驼，构建出Nb噬菌体文库，之后通过 SARS⁃
CoV⁃2Dekta变体RBD蛋白（Delta⁃RBD）筛选文库得

到 4种Nb，这些Nb对 SARS⁃CoV⁃2原始株及Delta⁃
RBD、SARS⁃CoV⁃2 XBB 变体 RBD 蛋白（Omicron ⁃
RBD）均具有高亲和力。此外，通过实验证实Nb45
可以在体外有效中和Omicron变体的假病毒，并进

一步证明了这4种Nb具有较高的热稳定性和 pH稳

定性。这些实验结果均表明，这 4种Nb具有防治

由SARS⁃CoV⁃2及其变体引起的COVID⁃19的巨大潜

力。此外，本研究中确立和使用的这种构建文库和

筛选抗体的策略也可以广泛用于制备广谱中和病

毒及其多种变体的Nb。
1 材料和方法

1.1 材料

293T⁃ACE2细胞获赠于南京大学的吴稚伟教

授；10%胎牛血清（上海ExCell Bio公司）；100 U/mL
青霉素、100 μg/mL链霉素（南京KeyGEN BioTECH公

司）；WT⁃RBD（上海BIOINTRON公司）；Delta⁃RBD、
Omicron⁃RBD和小鼠单克隆抗myc标签抗体（HRP）
（北京Sino Biological公司）；氨苄青霉素（ampicillin，
Amp）、单组分显色液（TMB）和 IPTG（北京 Solarbio

Biotechnology公司）；博来霉素、TMB显色终止溶液

（上海Beyotime公司）；Amicon®Ultra⁃4离心过滤装置

（Merck公司，德国）；COVID⁃19⁃Spike（XBB1.5）蛋白

假病毒、考马斯亮蓝快速染色溶液和 His标记蛋

白琼脂糖高速纯化树脂（上海Yesen公司）；DMEM
培养基、Hoechst 33342染料、TRIzol（Thermo Fisher
Scientific公司，美国）；TaKaRa 逆转录试剂盒、Taq
DNA Polymerase HotStart enzyme、T4 连接酶（北京

TaKaRa Bio 公司）；限制性内切酶 Spe Ⅰ、Sac Ⅰ
（NEB公司，美国）；大肠杆菌 TG1感受态细胞（深

圳 KT HEALTH公司）；生物膜干涉技术（BLI，Pall
ForteBio Corp公司，美国）；倒置荧光显微镜（Leica公
司，德国）；咪唑（Biofroxx公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 噬菌体文库的建立及免疫学筛选

每周对 1只成年羊驼进行 1次WT⁃RBD皮下注

射来触发免疫反应，连续 6次注射免疫后，通过

TRIzol从外周血淋巴细胞中提取总RNA，使用逆转

录试剂盒从总RNA中逆转录获得 cDNA。随后，使

用不同模板量的 cDNA，通过 Taq DNA Polymerase
HotStart enzyme催化进行巢式PCR得到DNA产物。

获得足够数量的 DNA产物后，将 pComb3XSS噬菌

体质粒载体和DNA产物用限制性内切酶 Spe Ⅰ和

SacⅠ酶切，然后用T4连接酶连接，即可获得含有目

的基因的载体质粒。然后用电转移法将载体质粒

转移到大肠杆菌TG1感受态细胞，建立目标纳米抗

体的细菌文库。将细菌文库梯度稀释后平板划线，

构建的菌库容量由单个菌落的总数决定。随机选

取几种单克隆菌落进行菌落PCR，以评估单克隆抗

体的阳性率。其他文库菌落均储存在-80 ℃冰箱。

将筛选抗原Delta⁃RBD包被免疫管，4 ℃过夜；

PBS洗管后，室温封闭 2 h；加入制备的噬菌体文库

孵育 1 h；PBST（1×PBS加 0.1% Tween20）洗管后加

入 Trypsin 溶液，室温旋转洗脱 30 min；加入 10%
AEBSF终止洗脱，将免疫管中的溶液转移至新的

1.5 mL离心管中，即为第 1轮筛选出的噬菌体洗脱

液。将第1轮噬菌体洗脱液浸染感受态细胞TG1，获
得1轮筛选过的噬菌体文库，重复此筛选方法3轮，获

得筛选后的阳性文库。挑选筛选后的文库中的单

克隆，进行单克隆ELISA，筛选出数个阳性Nb。为了

进一步研究，对这些Nb进行测序，然后通过GENtle
软件进行分析并翻译成氨基酸，根据互补决定区 3
（complementarity determining region 3，CDR3）的序列

不同分为不同家族。
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1.2.2 Nb的表达和纯化

从TG1细胞中提取克隆质粒，电转移到巴氏酵

母菌X⁃33。将酵母菌在含有100 μg/mL博来霉素的

酵母蛋白胨葡萄糖培养基（yeast extract peptone dex⁃
trose medium，YPD）中培养，然后挑取单克隆菌落，

接种于含有100 μg/mL博来霉素的扩大培养基中，扩

大培养后诱导表达，对菌液离心留取上清液。使用含

有His标签的蛋白琼脂糖高速纯化树脂与上清液中

的目的蛋白结合，分别用5 mmol/L咪唑、10 mmol/L咪
唑溶液脱杂蛋白 2遍，最终用 500 mmol/L咪唑洗

脱。纯化目的蛋白后通过琼脂糖凝胶电泳纯度分

析，并通过Amicon®Ultra⁃4离心过滤装置浓缩。

1.2.3 亲和力实验

通过 ELISA测定 4种Nb与WT⁃RBD蛋白及其

变体的结合活性。WT⁃RBD、Delta⁃RBD或Omicron⁃
RBD溶解于 pH为 9.6的 CBS溶液（1.59 g Na2CO3与

2.94 g NaHCO3加蒸馏水定容至1 000 mL）中（1 μg/mL）
加置高结合力96孔酶板上（每孔100 μL），4 ℃冰箱过

夜后 PBST洗板，随后 3% BSA室温下封闭 1 h再次

洗板，每孔加入含有Nb的 3% BSA室温下孵育 2 h
后洗板5次，随后加入抗myc标签抗体（HRP）室温孵

育1 h再次洗板，随后加入TMB单组分显色溶液，避

光显色，显色结束后加入TMB显色终止液（450 nm，
不含硫酸）终止显色反应，用酶标仪读取 450 nm处

的吸光度值。本研究还进一步通过使用不同浓度

RBD与几种Nb结合显色后的吸光度值计算得到了

各个抗体的半数效应浓度（EC50）。

1.2.4 生物膜干涉技术（bio ⁃ layer inteferometry，
BLI）实验检测Nb对Omicorn⁃RBD的亲和力

通过BLI分析Nb对Omicorn⁃RBD的亲和力。首

先，将Omicron⁃RBD稀释至 1 μg/mL后装入APS生
物传感器中 10 min，调整 3种Nb浓度为 1 μmol/L进
行预实验。确定每个Nb的最大可用浓度后，在不同

Nb浓度的基础上设置 6个实验组：最大浓度，稀释

2倍、4倍、8倍、16倍和空白对照。检测缓冲液为添

加 0.1% BSA和 0.02% Tween的 PBS。通过 600 s的
结合，以及随后的300 s解离，测定出几种Nb与RBD
蛋白的结合能力。采用八元系统数据分析软件对

原始数据进行拟合，最终确定拟合常数（R2）和平衡

解离常数（KD）。

1.2.5 假病毒中和试验

为感染COVID⁃19⁃Spike（XBB1.5）蛋白假病毒，

将 293T⁃ACE2细胞接种到 96孔细胞培养板中。随

后将不同浓度的Nb45（50、100和 200 μmol/L）与假

病毒在 37 ℃下混合 1 h。孵育完成后，将混合物加

入到293T⁃ACE2细胞中，孵育24 h后切换成新鲜培

养基。然后用Hoechst 33342染料对细胞进行染色，

观察细胞核，然后通过倒置荧光显微镜观察不同实

验组的荧光信号。

1.2.6 AlphaFold2建模和分子对接

通 过 AlphaFold2.ipynb（https：//colab.research.
google.com/）在线模拟生成 WT⁃RBD、Delta ⁃RBD、
Omicron⁃RBD和 4种Nb的三维结构。随后将 4种
Nb通过ZDOCK（https：//zdock.umassmed.edu/）分别在

线对接到不同的RBD上，每个结合均给出了前10名
预测结果。选取预测结果第1名作为后续实验对象，

通过 DrugScore PPI（https：//cpclab.uni ⁃ duesseldorf.
de/），预测它们的结合位点，将 ddGcalc>3 Kcal/mol
或ddGcalc最高的位点作为预测的结合位点。最后

通过Pymol软件进行结构修饰，得到分子对接结果

及结合位点。

1.2.7 热稳定性和pH稳定性的评价

为了探究Nb的理化性质，使用不同条件处理

Nb后进行ELISA实验。在探究热稳定性实验中，将

Nb在不同温度［室温（room temperature，RT）、40 ℃、

60 ℃、80 ℃、90 ℃、95 ℃］孵育 10 min；95 ℃孵育不

同时间（0、10 min、30 min、1 h、2 h、6 h、12 h、18 h、
24 h）；37 ℃孵育不同时间（0、1 d、2 d、3 d、4 d、5 d、6 d、
7 d、8 d、9 d、10 d），通过ELISA实验测定处理后的Nb
与抗原的结合能力。

为了探究pH稳定性，将4个Nb在不同的pH值

（3、5、7、9、11）下溶解于 3%的BSA中，并在室温下

孵育2 h。同样通过ELISA实验测定处理后的Nb与
抗原的结合能力。

1.3 统计学方法

通过GraphPad Prism软件进行统计分析，实验

均重复 3次，计量资料以均值±标准差（x ± s）表示，

两组间比较用 t检验，多组间比较使用单因素方差

分析，P <0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 靶向WT⁃RBD Nb文库的构建

为了获得靶向WT⁃RBD的Nb，本研究构建了一

个大型且高度多样化的文库。首先，用WT⁃RBD蛋

白免疫羊驼 6次，之后从外周血淋巴细胞中提取总

RNA（图 1A），通过 cDNA制备、VHH基因扩增构建

细菌文库（图 1B、C）。后续测得细菌文库容量为

9.6×108 pfu，同时通过随机选取 48个单克隆菌落进
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行 PCR分析，结果显示细菌文库阳性率为 95.83%
（图1D）。随后通过细菌文库及辅助噬菌体初步构建

出噬菌体文库，效价为1.64×1012 pfu/mL。这些结果

表明，本研究建立了一个靶向WT⁃RBD的Nb文库。

2.2 利用Delta⁃RBD筛选Nb
使用Delta⁃RBD对噬菌体文库进行免疫管筛选

和单菌落ELISA从而筛选出靶向Delta⁃RBD的Nb。
经过3轮富集，噬菌体文库逐渐扩增200倍。随后，通

过2轮ELISA从192个随机克隆中选择出125个结合

率>3的阳性克隆（图2A）。对所有阳性克隆菌落进行

测序并进行比对，去除重复序列，得到48个不同的序

列。通过Clustal Omega对48个序列进行系统发育树

分析（图2B），此举为筛选中和Nb提供了更多选择和

潜在的候选对象。由于互补决定区3（complementarity
determining region 3，CDR3）序列的多样性，选择

Nb34、Nb42、Nb45和Nb48作为Delta⁃RBD的结合抗

体进行进一步研究。

2.3 Nb的表达、纯化和鉴定

考虑到将来的应用范围、生产成本和大规模生

产可能性，选择毕赤酵母系统进行表达。用Ni⁃NTA
蛋白琼脂糖高速纯化树脂纯化诱导表达出的Nb。
SDS⁃PAGE分析显示，纯化的 Nb34、Nb42、Nb45和
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A：The electrophoresis results verified the quality and purity of the total RNA. B：In the first round of PCR amplification，gel electrophoresis
showed clear bands of cDNA templates amplified by two primers. C：In the second round of PCR amplification，gel electrophoresis was performed using
different amounts of cDNA templates. D：Among the 48 screened clones，the positive rate was 95.83%. M：marker.

图1 建库过程中部分凝胶电泳结果图

Figure 1 Results of partial agarose gel electrophoresis during library building

2 000—
（bp）
1 000—750—500—250—100—

←28S
←18S
←5S

（bp）
2 000—
1 000—750—
500—
250—
100—

M 1 2 3 4 5
Random 6⁃merOligo dT primer

（μL）M 1 2 3 4 5
A B

—900 bp
—600 bp

M RNA

（bp）
2 000—1 000—500—200—100—

（bp）
2 000—1 000—500—200—100— —400 bp

（bp）
2 000—1 000—500—200—100—

D M

—400 bp

—400 bp

—400 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

第45卷第11期
2025年11月

汪佰成，倪晶怡，刘馨月，等. 广谱中和新型冠状病毒及其变体的纳米抗体制备及功能研究［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2025，45（11）：1598-1607 ··1601



南 京 医 科 大 学 学 报
第45卷第11期
2025年11月

Nb48蛋白分子量符合预期（图3A）。纯化得到的Nb
纯度较高，可用于进一步研究。

通过 ELISA检测了 4种Nb对WT⁃RBD的亲和

力，结果表明，4种Nb在 450 nm处均具有较高的吸

光度（图 3B）。并且，通过后续实验计算得出各纳

米抗体的 EC50均低于 20 nmol/L，说明这 4种Nb对
WT⁃RBD具有良好的亲和力（图3C）。
2.4 Nb有效结合SARS⁃CoV⁃2变体

由于 SARS⁃CoV⁃2突变会导致其逃避结合抗体

的中和，对 4种Nb与 SARS⁃CoV⁃2变体的亲和力进

行深入研究。ELISA实验证实了4种Nb对Delta⁃RBD
和 Omicron⁃RBD的亲和力。值得注意的是，除了

Nb48对Delta和Omicron突变株表现出亲和力稍弱

外，其他 Nb均表现出较高的亲和力（图 4A、B）。
进一步实验探究了 Nb34、Nb42和 Nb45对突变株

RBD的 EC50，结果显示 3 种 Nb 对 Delta⁃RBD（EC50

分别为 18.94 nmol/L、6.93 nmol/L、6.64 nmol/L）和
Omicron⁃RBD（EC50分别为7.95nmol/L、13.59 nmol/L和
8.91 nmol/L）均具有良好的亲和力（图4C~E）。

此外，本研究通过生物膜干涉技术评估了这3个

A：Clones with a binding rate greater than 3 were identified as positive clones through the PE⁃ELISA experiment. B：A phylogenetic tree targeting
the SARS⁃CoV⁃2 RBD binding domain nanobody was constructed using the neighbor⁃joining method in Clustal Omega.

图2 Nb文库阳性克隆筛选及系统发育树的建立

Figure 2 Screening of positive clones of nanoabodies library and establishment of a phylogenetic tree
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Nb与Omicorn⁃RBD的结合动力学。结果显示 3种
Nb均表现优越（表1）。这些结果表明，这几种Nb可
以有效地中和Delta⁃RBD和Omicron⁃RBD。
2.5 Nb45体外抑制Omicron突变株假病毒的感染

如前所述，Nb45与 SARS⁃CoV⁃2变体具有良好

结合能力，进一步研究Nb45是否也能对Omicron突

变株假病毒起效。实验结果与预期相符，与Nb45共
孵育后，Omicron 突变株假病毒进入 GFP 阳性的

293T⁃ACE2细胞的数量明显减少。定量实验显示，

与 200 μmol/L Nb45共孵育后，Omicron突变株假病

毒进入GFP阳性的 293T⁃ACE2细胞的数量减少了

93%（图 5）。这些结果表明，Nb45是一种有效的
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A：The nanobodies were expressed through the Pichia pastoris expression system and then purified，followed by stained with Coomassie brilliant
blue. B：The ELISA experiment verified that all four nanobodies had affinity for WT⁃RBD. Compared with the blank control group，P < 0.05. C：Different
concentrations of WT⁃RBD were used to conduct ELISA experiments with the four nanobodies respectively to obtain the D（450 nm）value，and the EC50

was calculated（n=3）.
图3 Nb的表达纯化及与WT⁃RBD的结合

Figure 3 Expression and purification of Nbs and binding to WT⁃RBD

A，B：ELISA experiments demonstrated that except for Nb48，the other three nanobodies had high affinities for both Delta⁃RBD（A）and Omicron⁃
RBD（B）. Compared with the blank control group，P < 0.05. C-E：ELISA experiments were conducted using different concentrations of Delta⁃RBD（C）
and Omicron⁃RBD（D）with the four nanobodies to obtain the D（450 nm）and EC50（E）was calculated（n=3）.

图4 Nb与Delta⁃RBD及Omicron⁃RBD的结合

Figure 4 Nanobodies bind to Delta⁃RBD and Omicron⁃RBD
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SARS⁃CoV⁃2及其变体的中和Nb。
2.6 分子对接分析

为了直观地评估4种Nb的广泛中和作用，使用

AlphaFold2等工具来构建分子模型，并将抗原与抗

体对接。图 5显示了每个Nb与 SARS⁃CoV⁃2原始

株、Delta变体和Omicron变体之间的相互作用。其

表1 BLI验证亲和力

Table 1 BLI verification of affinity

Name
Omicron⁃RBD+Nb34
Omicron⁃RBD+Nb42
Omicron⁃RBD+Nb45

R2

0.932
0.892
0.892

KD（x ± s）

2.118×10-7 ± 1.801×10-8

5.349×10-8 ± 3.575×10-9

5.974×10-7 ± 3.877×10-8

A：The green in the fluorescence image indicates the Omicron pseudovirus，and the blue represents 293T cells. B：The bar graph shows that com⁃
pared with the blank control，Nb45 prevents the entry of the Omicron pseudovirus into 293T cells. *P < 0.05，n=3）.

图5 Nb45阻止Omicron假病毒进入293T细胞

Figure 5 Nb45 prevents Omicron pseudovirus entry into 293T cells

Pseudovirus Omicron strain Pseudovirus+50 μmol/L Nb45

Pseudovirus+200 μmol/L Nb45Pseudovirus+100 μmol/L Nb45

**
*

150

100

50

0Rel
ativ

ea
ctiv

ity（
%）

Blank
200 μ

mol/L
100 μ

mol/L50 μm
ol/L

中，红色标记表示Nb位点，蓝色标记表示RBD位点

（图 6A）。进一步分析显示，预测的结合位点均属

于保守位点，这就证明了 4 种Nb对SARS⁃CoV⁃2及
其更多变体广泛的中和潜力（图6B）。
2.7 Nb具有优越的理化特性

为了测试Nb的物理稳定性，将 4 种Nb暴露在

不同条件下，包括不同温度和 pH值（图 7）。在 RT
和 40、60、80、90和 95 ℃下孵育 10 min后，4种Nb
均保持着良好的亲和力（图7A）。在37 ℃下，10 d内
4种Nb活性保持在70%左右（图7B）。即使在95 ℃
孵育 2 h后，4种Nb的结合活性仍均>75%（图 7C）。
另外，4种Nb的结合活性在环境酸碱度达到一定程

度后才会受到限制（图7D）。上述结果表明，这4种
Nb是高度稳定的，它们的用途必将不会受限于临床

运输和保存等。

3 讨 论

本研究利用WT⁃RBD免疫羊驼建立噬菌体文

库，随后通过Delta⁃RBD对文库进行筛选，诱导表达

后获得了4株Nb，即Nb34、Nb42、Nb45、Nb48。实验

证明其与SARS⁃CoV⁃2及其变体具有良好的结合能

力，并证实Nb45具有中和Omicron变体假病毒的能

力。此外，本研究还证明了这4 种Nb具有较高的热

稳定性和 pH 稳定性。通过预测 Nb 与 RBD 相互

作用的结构，进一步阐明了它们中和 SARS⁃CoV⁃2
及其变体的机制。这一策略成功获得能够识别

SARS⁃CoV⁃2及其变体的广谱Nb，并且这种方法广

泛适用于防治不断变异的病毒，如流感病毒、艾滋

病毒等。这项研究为推进多种病毒的疫苗以及诊

断方法的开发提供了新思路。

SARS⁃CoV⁃2是一种单链阳性RNA病毒，属于

乙型冠状病毒属［10-11］。SARS⁃CoV⁃2的刺突蛋白是

一种三聚体跨膜蛋白，由2个功能亚基——S1和S2
组成。S1亚基，特别是其RBD，通过与人血管紧张

素转换酶 2（angiotensin converting enzyme2，ACE2）
结合，在促进病毒进入宿主细胞当中发挥着关键作

用［12-13］。因此，SARS⁃CoV⁃2刺突蛋白，尤其是RBD
结合域，是各类研究主要的抗原靶点，如开发检测

试剂盒、疫苗、中和抗体以及病毒抑制剂等。虽然

目前有诸多针对刺突蛋白特别是RBD的单克隆抗

体，但是 SARS⁃CoV⁃2的不断变异提高了其免疫逃

逸能力，从而降低了这些抗体的中和能力［14-17］。因

A B
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A：Molecular models of four nanobodies binding to different RBDs，with red labels indicating nanobody sites and blue labels indicating RBD sites.
B：Sequence comparison of WT⁃RBD，Delta⁃RBD and Omicron⁃RBD，with red indicating the mutation sites of the mutants and yellow background indi⁃
cating the predicted binding sites of each RBD with the four nanobodies，and all predicted binding sites are conserved sites.

图6 Nb与RBD结合分子模型及位点分析

Figure 6 Molecular modeling and site analysis of nanobodies binding to RBD
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此，通过更优的筛选策略获得抗体以应对病毒突变

带来的挑战尤为重要。

在病毒的流行过程中，它们的基因突变率和重

组率很高，这是其能够引起季节性甚至全球性流行

病的关键因素［18］。随着病毒的抗体中和位点基因

发生突变并广泛传播，原来疫苗的有效性会随之降

低，导致病毒能够部分逃避抗体识别［19-20］。虽然现存

的COVID⁃19疫苗对预防 SARS⁃CoV⁃2感染有效，但

由于接种疫苗引起的免疫反应不断下降以及新变

体的不断出现显著地增加了感染 SARS⁃CoV⁃2的
风险［21］。因此，需要制备能够靶向新变体的广谱中

和抗体。

目前已有一些研究开发了针对WT⁃RBD的Nb，
但是效果并不尽如人意。Huo等［22］开发了 2种 Nb
（H11⁃D4和H11⁃H4）能够靶向结合WT⁃RBD，并阻

断其与ACE2的相互作用，这 2种Nb的EC50分别为

61 nmol/L和161 nmol/L，不过它们与其他变体的亲

和力尚待验证。Lu等［23］分别获得了靶向 S蛋白

（Nb91⁃hFc）、靶向WT⁃RBD（Nb3⁃hFc）以及同时靶

向 S蛋白和WT⁃RBD（Nb35⁃hFc）的 Nb，然而这些

Nb对其他多种变体的亲和力同样有待考证。现有

研究所描述的 SARS⁃CoV⁃2中和Nb的亲和效力不

同，EC50从 61 nmol/L到近 1 300 nmol/L［4，24-25］。本研

究中 Nb34对WT⁃RBD的结合活性最强，EC50值为

5.71 nmol/L。另外，其他3个 Nb与WT⁃RBD结合的

EC50值也<18 nmol/L。另外，除Nb48外，其余3个Nb
与 Delta 和 Omicron 变体的结合能力也较强，EC50

在 6.64~18.94 nmol/L。本研究结果为开发针对

SARS⁃CoV⁃2及其变体的高效治疗方法提供了坚实

基础。
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现有文献显示，传统抗体在中和SARS⁃CoV⁃2方
面具有较大潜力，然而这些抗体的缺点也较为显著，

如开发成本高、组织渗透能力有限、特异性较低等。

组织中被动扩散的速率与分子大小成反比，Nb分子

量小，因此其组织通透性较高，易于进入病变部位。

并且，Nb具有高亲和力和较多的结合表位，相比传统

抗体，它们与病毒的结合更加敏感。此外，Nb具有优

越的热稳定性和pH稳定性，这就说明其应用不会受

限于临床运输和保存［26］。与传统单克隆抗体相比，Nb
还具有较低的生产成本和较高的产量，这也是它们的

独特优势。总而言之，Nb具有优越的物理特性，使其

在防治传染病方面具有相当可观的前景。

本研究所描述的4种Nb可以结合SARS⁃CoV⁃2
及其变体的RBD结合域，其中Nb45还可以在体外中

和Omicron突变株假病毒。然而，现有的中和试验具

有局限性，需要评估更多突变株以及假病毒株。另

外，根据预测结构显示，与4种Nb相互作用的RBD位

点均属于保守位点，这些结论都可能有助于防治

SAR S⁃CoV⁃2及其变体。尽管COVID⁃19大流行已结

束，本研究获得的保守抗体对于未来应对变化多样的

冠状病毒仍然具有一定的战略意义，简易的抗体筛选

策略对于易突变病毒的防控也具有借鉴意义。
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