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纳米抗体在真菌毒素检测中的应用

吴绍文，邹新路，胥锦涛，晏石娟

（广东省农业科学院农业生物基因研究中心 / 广东省农作物种质资源保存与

利用重点实验室，广东 广州　510640）

摘　要：真菌毒素是由真菌产生的次生代谢产物，给人类和禽畜健康造成严重危害，且其对农产品的污染

给全球经济造成重大损失。因此，控制毒素污染、毒素检测和降解的相关技术研发尤为迫切。目前农产品中真

菌毒素检测和大规模筛查的常用手段是以抗体为核心材料的免疫分析技术，相比于传统的单克隆 抗体和多克隆

抗体，新兴的纳米抗体具有体积小、易于体外表达、稳定性高等天然优势，因此其在真菌毒素检测技术研发中

广受重视。系统总结了黄曲霉毒素、赭曲霉毒素、伏马菌素、玉米赤霉烯酮和脱氧雪腐镰刀菌烯醇等常见真菌

毒素检测相关纳米抗体的研发进展，重点综述抗真菌毒素纳米抗体和抗独特型纳米抗体在酶联免疫吸附测定、

生物发光酶联免疫分析、电化学免疫传感器和荧光共振能量转移免疫测定等不同免疫分析方法中的应用。通过

比较不同检测方法中纳米抗体的半数抑制率、检测限和线性范围等性能参数，分析基于不同类型纳米抗体的检

测技术的优缺点。探讨新抗体研发难度大、检测毒素种类少等亟待解决的关键问题，指出纳米抗体和真菌毒素

结合机制分析、理性设计、定向进化、结合多肽的筛选和设计等前沿技术在纳米抗体设计研究中的重要方向，

以期 为进一步开发基于纳米抗体的真菌毒素检测技术提供思路。
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Applications of Nanobodies in Mycotoxin Detection

WU Shaowen, ZOU Xinlu, XU Jintao, YAN Shijuan

（Agro-biological Gene Research Center , Guangdong Academy of Agricultural Sciences / Guangdong Key Laboratory for 
Crop Germplasm Resources Preservation and Utilization, Guangzhou 510640, China）

Abstract: Mycotoxins, as secondary metabolites produced by fungi, are a common threat to food safety and are 

hazardous to human and livestock health. Mycotoxin contamination of agricultural products causes significant economic 

losses worldwide. Therefore, it is particularly urgent to develop technologies for mycotoxins detection, degradation, and 

controlling their contamination. Immunoassays, which use antibodies, are now commonly used for the detection and large-

scale screening of mycotoxins in agricultural products. As a new type of antibody, nanobodies have a small size, easy 

expression in vitro, and high stability compared to traditional monoclonal and polyclonal antibodies. Therefore, they are 

widely used in mycotoxin detection technologies. In this review, we summarize the development of nanobodies for common 

mycotoxins (aflatoxin, ochratoxin, fumonisin, zearalenone, deoxynivalenol, etc.) detection, focus on the applications of anti-

m ycotoxin and anti-idiotypic nanobodies in the context of several immunoassay methods, mainly compare the detecti on 
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真菌毒素是由曲霉属（Aspergillus）、青霉

属（Penicillium）、镰刀霉菌属（Fusarium）、麦

角菌属（Claviceps）等真菌产生的一类天然次生

代谢产物。这些产毒真菌能够污染含油量高的种

子（如花生、玉米）、谷物和坚果等，而这些农

作物及其加工而成的农产品是人类与畜禽的主要

食物来源，被食用真菌毒素污染的食物会导致癌

症、免疫缺陷等多种疾病，危害人类生命健康［1-2］。

目前，已经有数百种不同的真菌毒素被鉴定出来，

其中对人类健康和牲畜造成严重危害的真菌毒素

主要包括黄曲霉毒素（Aflatoxin，AF）、赭曲霉

毒素（Ochratoxin，OT）、伏马菌素 B（Fumonisin 

B，FB）、玉米赤霉烯酮（Zearalenone，ZEN）和

脱氧雪腐镰刀菌烯醇（Deoxynivalenol，DON）等。

产毒真菌的生长可能发生在农作物及农产品收获

前后、加工、运输和存储等过程中，而其产生的

大多数真菌毒素的化学性质稳定，可以在食物链

中残留［3］。在农产品贸易全球化和全球气候变暖

的背景下，农 产品存储和运输时间长、环境差异

大等因素促使真菌毒素污染概率增加，从而导致

国际贸易中的巨大经济损失。

由于真菌毒素是食品安全风险的常见因素，

许多国家和组织都制定了农产品中真菌毒素的限

量标准。例如，欧盟委员会规定，未加工谷物中

黄曲霉毒素 B1（AFB1）、赭曲霉毒素 A（OTA）、

FB、DON 和 ZEN 的 限 量 分 别 为 2、5、4 000、

1 250、100 μg/kg［4］。因此，真菌毒素高灵敏检

测方法的研发对于防控真菌毒素污染至关重要。

目前，常用的真菌毒素检测方法包括高效液相色

谱法、色谱 - 质谱联用法和免疫测定法［5-7］。其中，

免疫测定法基于抗原和抗体特异性结合的原理，

具有低成本、高通量和高灵敏度等特点，且操作

简便，对检测设备的要求较低，是真菌毒素大规

模筛查的常用检测手段。

抗体是免疫测定法的核心试剂，针对真菌毒

素的检测，人们已经研发了大量抗体，包括多克

隆抗体、单克隆抗体和重组抗体等多种类型［4,8］。
常规的单克隆抗体和多克隆抗体由两条重链和两
条轻链组成，其中重链包含 3 个恒定区（CH1、
CH2、CH3）和 1 个可变区（VH），而轻链只包
含 1 个恒定区（CL）和 1 个可变区（VL），重链
和轻链的互补性决定区（CDR）有助于形成抗 体
的抗原结合表位（图 1）。在骆驼科和软骨鱼的
血清中，存在一种 缺乏轻链和 CH1 结构域的重链
抗体（hcAb），其抗原结合位点由重链的可变区
（VHH）形成。这些独特的 VHH 结构域能够通
过重组蛋白表达的方式获得，是目前已知的抗原 -
抗体相互作用的最小单元，由于其大小在纳米尺
度，因此被称为纳米抗体（Nanobody，Nb）。与
抗原结合片段（Fab）、单链可变片段（scFv）等
重组抗体片段相比，纳米抗体具有相当或更强的
抗原结合能力、优异的物理化学稳定性和折叠能
力，且更容易进行遗传改造，这些特性使得纳米
抗体成为用于免疫测定的极佳抗体试剂［9-10］。目
前，已有许多与真菌毒素检测相关的纳米抗体被
报道，这些抗体被广泛应用于真菌毒素检测技术
的开发。本文围绕常见真菌毒素检测相关的纳米
抗体研发现状进行总结，并分析基于纳米抗体开
发的真菌毒素检测技术，以期为进一步开发高灵
敏、低成本、易应用的真菌毒素检测方法提供线
索和思路。 

1　抗不同真菌毒素特异性纳米抗体的研发

用于真菌毒素检测的纳米抗体主要包括抗
真菌毒素特异性抗体和抗真菌毒素单克隆抗体的
独特型抗体两种类型（图 2），其中抗真菌毒素
特异性纳米抗体可直接结合毒素小分子或其偶联
的蛋白复合物，而抗独特型纳米抗体则通常结合
真菌毒素的单克隆抗体。在已知的真菌毒素中，
黄曲霉毒素和赭曲霉毒素由于毒性强、危害大、
分布广等特点，被欧盟委员会列为致癌物质，并
引起人们的广泛关注，进而在这两种真菌毒素的
抗特异性纳米抗体和检测技术的研发上做了大量

parameters such as half inhibition rate, detection limit, and linear range. We further describe the advantages and disadvantages 

of detection technologies based on anti-mycotoxin and anti-idiotypic nanobodies and discuss the key issues in the development 

of mycotoxin detection methods, such as the difficulty of developing new nanobodies and the small number of detectable 

mycotoxins when using current methods. Moreover, we point out the future directions of applying rational design, directed 

evolution, and peptide screen and design methods to develop nanobody variants and propose potential avenues for the future 

development of nanobody-based mycotoxin detection technologies. 

Key words: mycotoxins; nanobody; immunoassay; agricultural products; detection technology; IC50; detection limit
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工作。

1.1　抗黄曲霉毒素纳米抗体

黄曲霉毒素主要由生长在土壤、腐烂植被、

干草和谷物中的一些霉菌（特别是黄 曲霉菌、寄

生曲霉菌等）产生。这些霉菌容易污染谷物（如

玉米、高粱、小麦和大米）、油料作物种子（如

大豆、花生、向日葵和棉花种子）、香料作物（如

辣椒、黑胡椒、芫荽、姜黄和生姜）、坚果（如

开心果、杏仁、胡桃和巴西坚果）等及其加工而

成的农产品（如陈皮）［1-2,11］。目前已有 20 余

种黄曲霉毒素被报道，主要包括 AFB1、AFB2、

AFG1 和 AFG2 等 4 种类型 ［12］。此外，在饲喂受

污染饲料后动物乳汁中也发现含有 AFM1。黄曲

霉毒素具有遗传毒性，可以造成 DNA 损伤，因此

食用被黄曲霉毒素污染的食物与癌症的发病率呈

正相关性，大剂量的黄曲霉毒素还可导致急性中

毒甚至危及生命。

早在 20 世纪 80 年代，人们就开始了抗黄曲

霉毒素单克隆抗体和多克隆抗体的研发，而抗黄

曲霉毒素的纳米抗体则在近 10 年才取得突破［12］。

2014 年，He 等［12］ 首次使用牛血清白蛋白 BSA

偶 联 的 AFB1（AFB1-BSA） 免 疫 羊 驼 构 建 的

VHH 噬菌体展示文库，筛选得到两种抗 AFB1 的

特异性纳米抗体 NB26 和 NB28。基于这两种纳米

抗体的酶联免疫吸附测定（ELISA）实验结果显示，

其检测 AFB1 的半数抑制率（IC50）分别为 0.754、

1.012 ng/mL，表现出很强的 AFB1 结合能力。不

同黄曲霉毒素的交叉反应实验结果显示，NB26 和

NB28 对 AFB2、AFG1、AFG2 的交叉反应性均低

于 10%，而对 AFM1 的交叉反应性分别为 1 0.75%

和 32.7%，表明这两种纳米抗体结合 AFB1 的特

异性均较强。进一步试验发现这两种纳米抗体的

热稳定性和抗有机溶剂的特性明显优于传统单克

隆抗体。在水稻、花生、玉米和饲料等实际样品

的检测中，基于 NB26 的 ELISA 实验检测的回收

率在 80%~115%。上述结果表明，这两种抗 AFB1

的纳米抗体具有优异的检测能力。曹冬梅等［13-14］

使用相似方法筛选得到抗 AFB1 的纳米抗体 G8，

其 结 合 AFB1 的 能 力 比 NB26 和 NB28 稍 弱， 在

最优的 ELISA 实验条件下测定结合的 IC50 值为

4.61 ng/mL。

除上述提到的 ELISA 方法外，抗黄曲霉毒

素特异性的纳米抗体还被广泛应用于不同免疫测

图 1　单克隆抗体、单链可变 片段、抗原结合片段、重链抗体和纳米抗体的结构示意图
Fig. 1　Schematic structures of monoclonal antibody, single-chain variable fragment (scFV), antigen-binding fragment (Fab),

　　　　heavy-chain-only antibody (hcAb) and nanobody (Nb)
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图 2　抗真菌毒素特异性纳米抗体和抗独特型
　　　纳米抗体的结构示意图

Fig. 2　Schematic structures of anti-mycotoxin nanobody
　　　　and anti-idiotypic nanobody
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定方法的开发，主要包 括一步法酶联免疫吸附分

析 ALP-ELISA、生物发光酶联免疫分析 BLEIA

和磁性化学发光酶联免疫分析 MCLEIA 等。使用

纳米抗体 G8，曹冬梅等［13］开发了一种基于 G8-

碱性磷酸酶 ALP 融合蛋白的 ALP-ELISA。使用

G8- 纳米荧光素酶 NLUC 融合蛋白，Ren 等［15］

开 发 了 一 种 检 测 AFB1 的 BLEIA 方 法， 通 过 对

检测体系进行优化，使用这一方法检测 AFB1 的

IC50 值 为 0.41 ng/mL， 低 于 ALP-ELISA 和 传 统

ELISA 方法，检测灵敏度更高。使用生物素标记

的纳米抗体 NB26，Yan 等［16］开发了一种基于生

物素 - 链霉亲和素放大检测信号的 BA-ELISA 方

法，该方法检测 AFB1 的 IC50 值为 0.21 ng/mL，

检测灵敏度得到进一步提高。通过筛选与纳米

抗体 NB28 结合的多肽，以多肽模拟人工抗原，

Zhao 等［17］开发了一种基于磁珠快速定向竞争的

MB-dcELISA 方 法， 这 一 方 法 检 测 AFB1 的 IC50

值为 0.75 ng/mL。使用相似策略，Zou 等［18］建立

了一种直接非竞争性磁化学发光酶联免疫分析方

法 Nc-MCLEIA，将基于 NB28 免疫测定的 IC50 值

降低至 0.089 ng/mL，明显提高了 AFB1 检测的灵

敏度。更为重要的是，He 等［19］使用核磁共振和

分子对接的方法解析了纳米抗体 NB26 的三维结

构及其结合 AFB1 的可能机制，并根据 NB26 与

AFB1 的结合位点信息设计了 NB28 的突变体，用

于提高其对 AFB1 的结合能力，其中基于 NB28

的 A50V、S102D 两个突变体的免疫分析检测灵敏度

分别比野生型提高 2.3 倍和 3.3 倍。

近年来，纳米抗体与传感器联用的方法得

到广泛关注。例如，Pan 等［20］首次筛选了多个

抗 AFB1 的 纳 米 抗 体 NB30、NB33 和 NB70， 尽

管其未对这些纳米抗体结合 AFB1 的能力进行详

细评估，但使用 NB70 制备的电化学免疫传感器

（EC-immunosensor） 测 定 AFB1 的 检 测 限 低 至

0.0033 ng/mL。而 Liu 等［21］将纳米抗体 G8 和辣

根过氧化物酶 HRP 串联体修饰的杂交链反应信号

放大系统相结合，构建了一种新型电化学竞争免

疫传感器（ECC-immunosensor），其检测限低至

68 fg/mL，且具有良好的检测特异性和稳定性。这

些研究表明，将纳米抗体与其他材料相结合能够

进一步拓宽其在真菌毒素检测方面的应用。

1.2　抗赭曲霉毒素纳米抗体

赭曲霉毒素是由赭曲霉菌、碳曲霉菌等曲

霉菌以及一些青霉菌产生的真菌毒素，主要包括

OTA、OTB 和 OTC 等类型，其中 OTA 是最常见

的赭曲霉毒素，主要在谷物、葡萄酒、肉类、奶

类和面包等农产品的储藏过程中形成［22］。OTA

对人类健康具有多种毒性作用，包括明显的肾脏

毒性、免疫毒性、致畸性和致突变性等，会导致

肾癌等癌症，被国际癌症研究机构列为 2B 类致

癌物，其对胎儿发育和免疫系统也有影响［23］。

因此，许多国家均对农产品和食品中的 OTA 含

量 进 行 严 格 限 定， 如 我 国 食 品 安 全 国 家 标 准

（GB 2761-2017）中规定谷物、豆类和坚果中的

OTA 限量为 5 μg/kg，葡萄酒中的限量为 2 μg/kg。

抗 OTA 纳 米 抗 体 的 研 发 最 早 可 以 追 溯 到

2014 年，Liu 等［24］从免疫羊驼获得的 VHH 文库

中筛选得到 VHH15、VHH28、VHH32 和 VHH36

等 4 个抗 OTA 纳米抗体。其中，VHH28（也称

NB28）在噬菌体 ELISA 实验中测定的 IC50 值为

0.31 ng/mL，交叉反应实验显示其对 OTB 的交叉反

应率为 3.5%，表明 NB28 对 OTA 具有优异的选择

性。基于这一抗体开发的实时免疫 PCR（RT-IPCR）

在 2.5% 的 甲 醇 -PBS 溶 液 中 OTA 检 测 限 为

3.7 pg/mL、线性范围 IC20~80 为 0.01~1 000 pg/mL，

在玉米、小麦和大米等实际样品中检测的回收率

为 80%~126%，表明基于 NB28 开发的方法具有

优异的 OTA 检测能力。Sun 等［25］开发了一种使

用 NB28- 短肽 AviTag 融合蛋白检测 OTA 毒素的

BA-ELISA 方 法， 该 方 法 检 测 OTA 的 IC50 值 为

0.14 ng/mL、 检 测 限 为 0.028 ng/mL， 在 大 麦、

燕麦和大米等实际样品中的 OTA 检测限分别为

1.40、0.56、0.84 µg/kg。

为简化基于抗 OTA 纳米抗体的检测方法，

Wang 等［26］开发了基于 Nb28- 碱性磷酸酶融合

蛋白的 AP-ELISA，该方法检测 OTA 的 IC50 值为

0.46 ng/mL、 检 测 限 为 0.12 ng/mL、 线 性 范 围

为 0.20~1.26 ng/mL。Tang 等［27］ 开 发 了 一 种 非

竞争性的荧光共振能量转移免疫测定法（FRET 

immunoassay）， 实 现 了 对 OTA 和 OTB 两 种

毒 素 的 同 时 检 测， 这 一 方 法 对 OTA 和 OTB 的

检 测 限 分 别 为 0.06、0.12 ng/mL； 该 作 者 还 进

一 步 搭 建 了 基 于 FRET 的 免 疫 传 感 器（Nb-

FRET immunosensor），这一传感器的检测限为

5 pg/mL［28］。Li 等［29］研发了一种基于纳米抗体

和 Au/CaCO3 的新型电化学发光免疫测定法（ECI-

immunosensor），该方法的检测限为 5.7 pg/mL，

接近于 Nb-FRET immunosensor 的检测限，实现了
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对 OTA 的超灵敏检测。

2021 年以来，研究者们利用蛋白质工程开发

了一系列更加简便的 OTA 检测方法。例如，Su 等［30］

基于 Nb28-SGFP、SGFP-Nb28 两种不同荧光蛋白 -

纳米抗体融合蛋白，构建了 OTA 检测的荧光纳米

传感器（FN-Nanosens），FN-Nanosens 的检测限

为 5 pg/mL、线性范围为 5~5 000 pg/mL。而 Xie 等［31］

开发了一种基于纳米抗体 /NanoBiT 系统的生物发

光免疫传感器（NBL-Immunosens），这一传感器

检测 OTA 的 IC50 值为 0.31 ng/mL、检测限为 0.01 

ng/mL、线性范围为 0.04~2.23 ng/mL。以上两种

传感器均可对 OTA 完成快速高灵敏检测。此外，

Wang 等［32］使用定向进化和饱和突变的方法获得

NB28 的双位点突变体 G53Q & S102D，不同温度

的测试实验显示 G53Q & S102D 突变体具有良好

的耐热性，而使用野生型和这一突变体检测 OTA

的 IC50 值分别为 0.41、0.29 ng/mL，表明突变体

的检测灵敏度相比野生型约提高 1.4 倍。基于

NB28 突变体 - 碱性磷酸酶融合蛋白和 MnO2 纳米

片，Zhang 等［33］建立了酶级联放大免疫测定法

（ECAIA）用于检测咖啡中的 OTA，这一方法检

测的 IC50 值为 7.65 ng/mL、检测限为 3.38 ng/mL，

实现了对咖啡中 OTA 的高灵敏检测。综合来看，

基于抗 OTA 纳米抗体 NB28 开发了多种快速、简

便且灵敏度高的检测方法，借鉴这些思路开发其

他真菌毒素的快速高灵敏检测方法是未来值得开

展的研究。

1.3　其他真菌毒素的特异性纳米抗体

目前，抗细交链孢菌酮酸（Tenuazonic acid，

TeA）、异细交链孢菌酮酸（Iso-tenuazonic acid，

ITeA）、DON 和 15- 乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇

（15-Acetyldeoxynivalenol，15-AcDON） 等 真 菌

毒素的特异性纳米抗体也有报道。细交链孢菌能

够污染谷物和水果等农产品并产生 TeA，TeA 是

一种独特的四酸衍生物，具有强效的真核蛋白质

合成抑制活性，可阻止核糖体释放新合成的蛋白

质，也是细交链孢菌产生的毒性最强的一种毒素。

Wang 等［34］使用噬菌体展示文库筛选得到一种抗

TeA 的特异性纳米抗体 Nb-3F9，并基于这一抗体

及其与 NLUC 的融合蛋白分别开发了 ELISA、化

学发光酶联免疫分析（CLEIA）和 BLEIA 等 TeA

检测技术，这些方法中 ELISA 检测的 IC50 值为

54.8 ng/mL，CLEIA 和 BLEIA 检测的 IC50 值分别

为 8.6 ng/mL 和 9.3 ng/mL，灵敏度比 ELISA 提高

近 6 倍。ITeA 是 TeA 的同分异构体，化学性质和
毒性有所不同。Wang 等［35］筛选得到一种抗 ITeA
的 特 异 性 纳 米 抗 体 B3G3， 基 于 这 一 抗 体 建 立
的 ELISA 方法检测 ITeA 的 IC50 值为 1.3 ng/mL，
交叉反应实验结果表明其检测 TeA 的 IC50 值为
19.8 ng/mL、交叉反应率为 6.6%，显示出较好的
ITeA 结合特异性。

DON 及其衍生物 3- 乙酰脱氧雪腐镰刀菌烯
醇（3-AcDON） 和 15-AcDON 是 谷 物 中 常 见 的
真菌毒素，主要由禾谷镰刀菌和亚洲镰刀菌在
侵染小麦时产生［36］。动物和人类摄入含有 DON
的食物会导致恶心、胃肠不适、呕吐和腹泻等
症状，乙酰化的 DON 由于在肠道中的吸收速度
更 快， 故 毒 性 比 DON 更 强［37］。Doyle 等［38］ 克
隆、表达并表征了一种抗 15-AcDON 的特异性
纳米抗体 NAT-267，但这一抗体结合 15-AcDON
的能力较弱，荧光偏振分析实验（Fluorescence 
polarization，FP） 测 定 其 结 合 的 解 离 常 数 为
1.24 μmol/L（即 419.6 ng/mL）。进 一步研究发现，
将纳米抗体 NAT-267 在酵母细胞内表达能够明显
降低 15-AcDON 对细胞的毒性［39］。随后，Tu 等［40］

使用噬菌体展示文库筛选得到抗 DON 的特异性纳
米抗体 B10、C8 和 C15，噬菌体 ELISA 实验发现
B10 结合 DON 的能力更强。上述研发的特异性
纳米抗体在真菌毒素的检测方面表现出良好的性
能和应用前景（表 1），因此，进一步研发其他
常见真菌毒素的特异性纳米抗体并提高其应用性
能，是未来值得开展的重要工作。

2　抗独特型纳米抗体在真菌毒素检测中
的应用

抗独特型纳米抗体是一类可以与抗原竞争结
合其一级抗体可变区的第二抗体，能够替代小分
子化合物和蛋白偶联物用于免 疫测定［41-42］。因
此，相比于抗真菌毒素的特异性纳米抗体，抗独
特型纳米抗体应用于真菌毒素检测时有一个明显
优势，即可代替真菌毒素和蛋白偶联物作为抗原，
从而降低检测的潜在风险，更加绿色环保［41］。
抗独特型纳米抗体已经被广泛应用于常见真菌毒
素的检测。
2.1　应用于黄曲霉毒素检测的抗独特型纳米抗体

使用抗黄曲霉毒素单克隆抗体 1C11 免疫羊
驼的噬菌体文库，Wang 等［43］ 筛选得到 3 种抗
独特型纳米抗体 VHH2-5、VHH2-12 和 VHH2-
29，并将其作为包被抗原应用于黄曲霉毒素的免
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疫分析。ELISA 实验结果表明，单克隆抗体 1C11

和 纳 米 抗 体 VHH2-5 的 组 合 能 够 识 别 AFB1、

AFB2、AFG1、AFG2 和 AFM1 等 5 种 黄 曲 霉 毒

素，其中识别 AFB1 的灵敏度最高，检测的 IC50

值为 0.16 ng/mL。基于含有 VHH2-5 的 M13 噬菌

体及其编码 DNA，Lei 等［44］建立了一种用于检

测农产品中黄曲霉毒素的 RT-IPCR 方法，这一

方法的检测限为 0.02 ng/mL，检测灵敏度优于传

统的 ELISA 方法。随后，Wang 等［45］ 通过建立

VHH 2-5 与 AFB1 之间的定量转换方程，研发了

一种定量测定农产品中 AFB1 含量的方法（toxin-

free ELISA），这一方法的灵敏度进一步提升，

其检测限为 0.015 ng/mL。此外，Lei 等［46］ 基于

VHH2-5 - 噬菌体体系研发了一种免疫环介导等

温扩增（iLAMP）检测方法，能够完成对实际样

本中黄曲霉毒素的现场检测。

Tang 等［47］使用抗 AFM1 的单克隆抗体 2C9

筛 选 得 到 两 种 独 特 型 纳 米 抗 体 VHH4-1-1 和

VHH2-3-1，ELIS A 方法检测得到这些纳米抗体

结合 AFM1 和 2C9 的 IC50 值分别为 8.54 ng/mL 和

3.33 ng/mL；进一步使用纳米抗体 VHH4-1-1 功

能化的丝网印刷碳电极，研发得到一种无毒电化

学免疫传感器（Toxin-free EC-immunosensor），

用于检测牛奶中的 AFM1，结果表明这一传感器

检测 AFM1 的线性范围为 0.25~5.00 ng/mL、检测

限为 0.09 ng/mL，性能优异。

2.2　应用于赭曲霉毒素检测的抗独特型纳米抗体

使用抗 OTA 的单克隆抗体和天然纳米抗体文

库，Ji 等［48］筛选得到抗独特型纳米抗体 P28，基

于 P28 的噬菌体 ELISA 实验显示其检测 OTA 的

IC50 值为 0.3 ng/mL。使用抗 OTA 的单克隆抗体

1H2，Zhang 等［49］筛选得到其抗独特型纳米抗体

表 1　基于抗特异性纳米抗体的真菌毒素检测方法和性能
Table 1　Performance of methods for mycotoxins detection using anti-mycotoxin nanobodies

 真菌毒素
Mycotoxins

纳米抗体
Nanobody

检测方法
Assay format

IC50

(ng/mL)
检出限

Detection limit (ng/mL)
线性范围

Linear range (ng/mL)
参考文献
Reference

AFB1 NB26 ELISA 0.754 / 0.117~5.676 ［12］

BA-ELISA 0.21 0.04 0.08~0.65 ［16］

NB28 ELISA 1.012 / 0.171~6.431 ［12］

MB-dcELISA 0.75 0.13 0.24~2.21 ［17］

Nc-MCLEIA 0.089 0.006 0.019~0.407 ［18］

G8 ELISA 4.61 / 0.95~42.45 ［14］

AP-ELISA 19.8 2.6 4.3~92.0 ［13］

BLEIA 0.41 / 0.10~1.64 ［15］

NB28 A50V ELISA 1.70 / / ［19］

NB28 S102D ELISA 1.18 / / ［19］

NB70 EC-immunosensor / 3.3×10-3 0.1~100.0 ［20］

ECC-immunosensor / 6.8×10-5 0.5~10.0 ［21］

OTA NB28  ELISA 0.31 / / ［24］

RT-IPCR 3.7×10-3 1×10~5~1 ［24］

BA-ELISA 0.14 0.028 0.051~0.70 ［25］

 AP-ELISA 0.46 0.12 0.20~1.26

FRET immunoassay / 0.06 / ［27］

Nb-FRET immunosensor /  5×10-3 / ［28］

ECI-immunosensor / 5.7×10-3 5.7×10~3~100 ［29］

FN-Nanosens / 5×10-3 5×10~3~5 ［30］

NBL-Immunosens 0.31 0.01 0.04~2.23 ［31］

ECAIA 7.65 3.38 4.55~12.85 ［33］

TeA Nb-3F9 ELISA 54.8 / / ［34］

CLEIA 8.6 0.3 / ［34］

BLEIA 9.3 1.1 / ［34］

ITeA B3G3 ELISA 1.3 0.09 / ［35］

15-AcDON NAT-267 FP 419.5 / / ［38］

　　注：“/”表示文献中未报道。
　　Note: “/” indicates no data in the reference.
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VHH2-24，ELISA 实验显示 VHH2-24 能够特异性

地识别 1H2，而不能结合抗 AFB1、DON 和 ZEN

的单克隆抗体，表明其具有良好的抗体结合特

异性，基于 VHH2-24 的 ELISA 实验显示其检测

OTA 的线性范围为 0.003~0.1673 ng/mL、检测限为

0.001 ng/mL。使用相同的单克隆抗体 1H2， Zhang

等［50］筛选得到两种新的抗独特型纳米抗体 NCA1

和 NCA2， 序 列 分 析 发 现，NCA1 和 NCA2 两 种

纳米抗体在 CDR 区域有 6 个氨基酸不同，它们

检测 OTA 的 IC50 值分别为 0.052、0.015 ng/mL，

表明 NCA1 的检测灵敏度比 NCA2 低。以上结果表

明抗独特型纳米抗体 CDR 区域的氨基酸变化能够

改变其结合亲和力从而提高免疫分析的灵敏度。

随后，Zhang 等［50］使用纳米抗体 NCA2 建立了一

种环境友好的 ELISA 方法，用于快速检测谷物中

的 OTA 含量，优化后的 IC50 值为 0.017 ng/mL、

检 测 限 为 0.003 ng/mL， 这 一 方 法 在 玉 米、 大

米 和 小 麦 等 实 际 样 品 上 的 平 均 检 测 回 收 率 在

80.0%~114.8%，具有良好的应用性。

2.3　应用于伏马菌素检测的抗独特型纳米抗体

伏马菌素是一类由镰刀菌属和赤霉菌属侵染

收获前或存储期间的农产品而产生的真菌毒素，

目前已鉴定出 10 多种结构，其中伏马菌素 B1

（FB1）的含量最高、毒性最强，能够引起癌症

等多种疾病，并被国际组织列为 2B 类致癌物［41］。

Shu 等［41,52］首先从抗 FB1 单克隆抗体的噬菌体

展示文库中筛选得到其抗独特型纳米抗体 B26，

ELISA 实 验 测 定 得 到 其 检 测 FB1 的 IC50 值 为

1.07 ng/mL，线性范围为 0.27~5.92 ng/mL，其灵

敏度约为基于 FB1-BSA 偶联物的 ELISA 方法的

20 倍（IC50 值为 21.14 ng/mL）。进一步交叉反应

实验结果显示，基于纳米抗体 B26 的 ELISA 实验

检测伏马菌素 B2（FB2）的 IC50 值为 27.67 ng/mL、

交叉反应率为 4.93%，表明 B26 具有很好的 FB1

结合特异性。使用玉米、大米和饲料等实际样本

检测的结果显示，基于 B26 的 ELISA 方法的检测

回收率为 71.90%~112.15%，表明其适用于实际样

品的检测。基于 B26- 碱性磷酸酶融合蛋白，Shu

等［52］进一步开发了用于 FB1 检测的 AP-ELISA，

这一方法检测的 IC50 值为 0.89 ng/mL、线性范围

为 0.29~2.68 ng/mL，灵敏度略高于传统 ELISA。

2.4　应用于脱氧雪腐镰刀菌烯醇检测的抗独特型

纳米抗体

为建立基于纳米抗体的环境友好型 DON 免

疫 分 析 方 法，Qiu 等［53］ 使 用 抗 DON 单 克 隆 抗

体和天然噬菌体展示文库筛选得到两种抗独特

型 纳 米 抗 体 N-28 和 N-31，ELISA 实 验 结 果 表

明这两种抗体检测 DON 的 IC50 值分别为 8.77、

19.97 ng/mL， 检 测 灵 敏 度 分 别 约 为 传 统 基 于

DON-BSA 的 ELISA 方 法（IC50 值 为 163.69

ng/mL）的 18、8 倍；随后，作者又使用饱和诱变

技术进行 N-28 的突变体筛选，并证实 T102Y、

V103L 和 Y105F 等位点的突变能够进一步提高

N-28 检测 DON 的灵敏度［54］。

2.5　应用于玉米赤霉烯酮检测的抗独特型纳米

抗体

玉米赤霉烯酮（ZEN）是一种由禾谷镰刀菌、

木贼镰刀菌和黄色镰刀菌等镰刀菌属合成的非甾

体雌激素类真菌毒素，具有致畸性、遗传毒性、

致癌性、肝毒性和免疫抑制等多种危害作用，也

是谷物中常见的风险因素之一。为建立基于无毒

替代试剂的 ZEN 免疫分析方法，Wang 等［55］使

用抗 ZEN 单克隆抗体和 VHH 噬菌体展示文库筛

选得到纳米抗体 Z1，这一纳米抗体具有很好的抗

ZEN 单克隆抗体结合能力；该作者利用纳米抗体

Z1 建立了间接竞争噬菌体 ELISA 方法，结果显示

该方法检测 ZEN 的 IC50 值为 0.25 ng/mL、线性范

围为 0.11~0.55 ng/mL，相比于传统的基于 ZEN-

BSA 的方法灵敏度提高 26 倍。而使用这一纳米抗

体建立的噬菌体展示介导的 IPCR 方法检测限更

低（6.5 pg/mL）、线性范围为 0.01~100 ng/mL，

比噬菌体 ELISA 方法的灵敏度更高、检测范围更

宽［55］。此外，Tang 等［56］使用两种抗独特型纳

米抗体建立了一种能够同时检测 AFB1 和 ZEN 的

时间分辨荧光免疫层析法，这一方法的最大特点

是实现了两种真菌毒素的同时检测，其 IC50 值分

别为 0.46、0.86 ng/mL。随后，Ren 等［57］又开发

了一种双功能噬菌体展示 IPCR 技术用于同时检

测 AFB1 和 ZEN，这一方法检测 AFB1 和 ZEN 的

IC50 值分别为 0.43、2.12 ng/mL，检测限为 0.03、

0.15 ng/mL；试验表明这一方法可以同时检测小

麦、大米、玉米和饲料样品中的 AFB1 和 ZEN，

拓宽了抗独特型纳米抗体在真菌毒素检测中的应

用范围。

2.6　应用于其他真菌毒素检测的抗独特型纳米

抗体

除上述常见的真菌毒素外，还有一些关于

TeA 和橘霉素（Citrinin ，CTN）的抗独特型纳米
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抗体的研究。例如，Wang 等［58］使用抗 TeA 的单

克隆抗体 3F10 和噬菌体展示文库筛选得到用于

TeA 检测的独特型纳米抗体 1B、2C 和 2D，ELISA

实 验 测 定 其 检 测 TeA 的 IC50 值 分 别 为 45.8、

129.3、24.5 ng/mL，表明纳米抗体 2D 的检测灵

敏度最高。Wang 等［58］进一步使用 2D-NLUC 和

2D- 铁蛋白 -NLUC 建立了 TeA 检测的 BLEIA 方

法，其中铁蛋白能够形成 24 个分子的聚合体，

因此被认为能够进一步增强检测灵敏度；结果

显示，基于 2D-NLUC 的 BLEIA 实验检测的 IC50

值 为 26.6 ng/mL， 而 基 于 2D- 铁 蛋 白 -NLUC

的 BLEIA 实 验 检 测 的 IC50 值 为 10.3 ng/mL，

灵敏度相比于 2D-NLUC 提高约 2.5 倍。

CTN 是一种由曲霉属、青霉属和红曲属等多

种菌种产生的真菌毒素，主要存在于谷物、豆类、

水果、蔬菜、草药和香料以及其他植物中，且通

常与其他真菌毒素尤其赭曲霉毒素共存［59］。已

有研究表明 CTN 具有肾毒性，且能够通过氧化应

激参与诱导细胞凋亡［60］。为建立基于抗独特型

纳米抗体的 CTN 检测技术，Xu 等［61］使用抗 CTN

的单克隆抗体和天然噬菌体 VHH 展示文库筛选

得到纳米抗体 X27，基于这一抗体建立的 ELISA

方法检测 CTN 的 IC50 值为 44.6 ng/mL、线性范围

为 5.0~300.0 ng/mL，其灵敏度是传统 ELISA 方法

的 2 倍。Xu 等［62］还研发了另一种用于 CTN 检测

的抗独特型纳米抗体，其 ELISA 检测的 IC50 值为

10.9 ng/mL，灵敏度进一步提高。Huang 等［63］使

用纳米抗体 X27 建立了 CTN 检测的 IPCR 方法，

其 IC50 值为 9.86 ng/mL、线性范围为 0.1~1 000 ng/

mL，该方法检测灵敏度提高、且检测范围更宽。

目前已开发出多种常见真菌毒素的抗独特型纳米

抗体，这些抗体在多种方法中表现出很好的检测

性能（表 2），但是基于抗独特型纳米抗体的新

的检测方法开发相对较少，是未来值得开展的研

表 2　基于抗独特型纳米抗体的真菌毒素检测方法和性能
Table 2　Performance of methods for mycotoxins detection using anti-idiotypic nanobodies

真菌毒素
Mycotoxins

纳米抗体
Nanobody

检测方法
Assay format

IC50

(ng/mL)
检出限

Detection limit (ng/mL)
线性范围

Linear range (ng/mL)
参考文献
Reference

AFB1 VHH2-5 ELISA 0.16 / / ［43］

RT-IPCR / 0.02 / ［44］

toxin-free ELISA 0.04 0.015 0.018~0.079 ［45］

AFM1 VHH4-1-1 ELISA 8.54 / / ［47］

toxin-free EC-immunosensor / 0.09 0.25~5.0 ［47］

VHH2-3-1 ELISA 3.33 / / ［47］

OTA P28 ELISA 0.3 4.17×10-3 / ［48］

VHH2-24 ELISA / 0.001 0.003~0.1673 ［49］

NAC1 ELISA 0.052 / / ［50］

NAC2 ELISA 0.015 / / ［50］

eco-friendly ELISA 0.017 0.003 0.01~0.51 ［50］

FB1 B26 ELISA 1.07 0.15 0.27~5.92 ［41］

AP-ELISA 0.89 0.12 0.29~2.68 ［52］

DON N-28 ELISA 8.77 1.16 2.18~62.25 ［53］

N-31 ELISA 19.97 2.39 4.98~107.42 ［53］

ZEN Z1 ELISA 0.25 0.08 0.11~0.55 ［55］

IPCR / 6.5×10-3 0.01~100 ［55］

TeA 1B ELISA 45.8 / / ［58］

2C ELISA 129.3 / / ［58］

2D ELISA 24.5 / / ［58］

BLEIA 26.6 / / ［58］

Nluc(F)- BLEIA 10.3 0.7 / ［58］

CTN X27 ELISA 44.6 / 5.0~300 ［61］

IPCR 9.86 / 0.1~1000 ［63］

/ ELISA 10.9 / 2.5~100 ［63］

　　注：“/”表示文献中未报道。

　　Note: “/” indicates no data in the reference
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究工作。

3　总结与展望

随着我国社会经济的不断发展，人们的食品
消费观念正在快速转变，由“吃得饱”向“吃得好”、
“吃得营养”、“吃得健康”转变，而要满足人
们“吃得健康”的需求则必须加强食品安全监管。
根据联合国粮农组织统计，全球每年约有 25% 的
农产品受到真菌毒素污染。此外，很多中药如柏
子仁、槟榔、地龙等也容易受真菌毒素的污染。
中药在我国人民群众生命健康和社会经济发展中
发挥着特殊作用，近年来国家也加强了对中药中
真菌毒素限量的监管，如《中国药典（2015 版）》
明确了其收载的 19 味中药中黄曲霉毒素含量的限
值，并在《中国药典（2020 版）》中将限制的中
药品种提高到 24 味。我国对真菌毒素污染的监
管必将进一步加强，因此迫切需要建立快速、灵
敏、成本低且适用于多种毒素同时大规模检测的
方法。

近年来，在噬菌体展示技术和蛋白质工程
等方法的推动下，多种常见真菌毒素相关的纳米
抗体和检测方法被成功研发。就特定的真菌毒素
而言，黄曲霉毒素和赭曲霉毒素有多种抗特异性
和抗独特型纳米抗体及相关的检测方法被开发出
来。伏马菌素、玉米赤霉烯酮和脱氧雪腐镰刀菌
烯醇的抗独特型纳米抗体研究较多，但其抗特异
性纳米抗体的研究很少。抗独特型纳米抗体相比
于抗特异性纳米抗体的优势在于其能够替代真菌
毒素 - 蛋白偶联物作为抗原的特性，使得检测体
系更环保，但是需要使用单克隆抗体进行检测，
考虑到单克隆抗体通常无法体外表达，在检测成
本上未必具有优势。目前，还尚未见到基于这两
种纳米抗体的检测技术在稳定性、应用性和检测
成本等方面的详细比较，值得未来进一步探索。

从检测方法来看，相比于传统的 ELISA 方
法，ALP-ELISA、BLEIA、荧光和免疫传感器以
及实时免疫 PCR 等方法的灵敏度均有提升，检测
参数也均能满足实际检测的需求。其中，纳米抗
体 -ALP、纳米抗体 -NLUC 融合蛋白均能通过体
外表达体系获得，且检测所需的设备简单，适合
应用于大规模筛查。其中，NLUC 能够在催化底
物存在而不需要其他辅助因子的条件下发出高强
度荧光，反应条件简单，但催化底物的成本偏高。
因此，通过蛋白质工程、小分子设计等方法改造
NLUC 及其催化底物，从而研发出一套成本更低、

灵敏度更高的生物发光体系，有望进一步提升其
在一步法酶联免疫分析技术中的应用性。

从检测的真菌毒素种类来看，目前免疫分析
测定大多数针对单个真菌毒素，少数方法能够实
现两种真菌毒素的同时检测。然而，现实农业生
产过程中农产品的污染往往是多种真菌毒素同时
存在，建立一种能够实现多种真菌毒素同时检测
的免疫分析技术无疑具有重要意义。另外，建立
多种真菌毒素同时检测的免疫分析技术依赖于高
性能的纳米抗体，而许多常见的真菌毒素仍然没
有抗特异性纳米抗体的研究报道，已有报道的纳
 米抗体也还存在一些应用的缺陷。并且真菌毒素
均为小分子化合物，从噬菌体展示文库中筛选理
想的纳米抗体具有较高的难度。因此，利用抗体
研发的新技术，进一步开发具有高亲和力和稳定
性的纳米抗体极具有挑战性，也是拓展纳米抗体
在真菌毒素检测中应用能力的重要方向。

近年来，抗体和小分子结合机制分析技术、
抗体结合多肽的筛选和设计技术、蛋白质理性设
计、定向进化、饱和突变和虚拟筛选等前沿技术
迅猛发展，为真菌毒素相关纳米抗体的研发和改
造提供了全新思路。已有研究表明，通过突变体
筛选和设计的方式能够提高纳米抗体的真菌毒素
结合能力和稳定性，因此通过实验和计算方法表
征真菌毒素与抗体结合的分子机制、解析参与结
合的关键氨基酸和相互作用力，从而得到抗体与
真菌毒素的结合界面信息，对抗体的设计和改造
具有重要作用。基于抗体和真菌毒素结合界面的
信息，一方面，可以指导抗体结合多肽的实验和
计算筛选，根据结合界面的氨基酸性质，设计和
优化多肽文库，以得到高亲和力和稳定性的多肽，
并进一步开发基于抗体 - 模拟肽的真菌毒素检测
方法；另一方面，可以指导纳米抗体的定向进化
和饱和突变文库的设计，针对结合界面的氨基酸
进行突变，能够更高效地筛选高亲和力的纳米抗
体突变体，针对结合界面以外的不稳定氨 基酸进
行突变，能够进一步筛选高稳定性的突变体甚至
研发全新的抗真菌毒素纳米抗体，这些研究是未
来非常值得尝试的方向。
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