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纳米抗体在G蛋白偶联受体研究中的应用
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摘要: G蛋白偶联受体 (G protein-coupled receptors, GPCRs) 含 7次跨膜螺旋, 是人体最大的膜蛋白受体家族, 在

多种疾病的进程中起关键作用, 也是非常重要的药物靶点。目前上市药物中有 30%～ 40%为靶向 GPCRs药物。

纳米抗体 (nanobody) 又称为单域抗体 (single-domain antibody, sdAb), 因其分子质量小、生化性能良好、与“裂缝

或空腔”亲和力高等特性, 成为研究 GPCRs的重要工具。且纳米抗体具有较长的互补决定区 3 (complementarity

determining region 3, CDR3) 环, 可使其深深地插入受体的配体结合口袋中, 与GPCRs高效结合。本文归纳了纳米

抗体的特性及其在GPCRs研究中的相关应用, 并简要介绍了目前靶向GPCRs纳米抗体的产生途径, 为纳米抗体在

GPCRs研究应用方面提供新的思路和方法。
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Abstract: G protein-coupled receptors (GPCRs), the largest family of transmembrane receptors in the human,

contain seven transmembrane helices, and are usually regarded as critical drug targets because of their key roles in

multiple diseases. Currently, 30%-40% approved drugs target GPCRs. Nanobodies (also known as single domain

antibodies) are important research tools for GPCRs due to their small molecular weight, good biochemical properties

and high affinity for "cracks or cavities". In addition, nanobodies have long complementarity determining region 3

(CDR3) loops which can be inserted deeply into GPCRs ligand binding pockets, efficiently binding to the folds.

This review summarizes the characteristics of nanobodies and their applications in GPCRs research and briefly

introduces the current identification routes of targeted GPCRs nanobodies, which could provide new idea and method

for applications of nanobodies in GPCRs research.
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G 蛋 白 偶 联 受 体 (G protein-coupled receptors,

GPCRs) 是人体最大的膜蛋白受体家族, 人类基因组

编码约 800个GPCRs。GPCRs在各种生理和病理过程

中起关键作用, 也是多种疾病的治疗靶点, 如精神疾

病、免疫性疾病、心血管疾病和肿瘤等[1]。重链抗体

(heavy chain antibody, hcAb) 是一种天然存在于驼科

动物、仅由两条重链组成的抗体。重链抗体的重链可

变 区 VHH (variable domain of heavy chain of heavy
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chain antibody) 分子质量较小, 约 15 kDa, 又称为纳米

抗体或单域抗体。纳米抗体具有良好的热稳定性及化

学稳定性[2], 与常规抗体相比, 纳米抗体有更长的互补

决定区 3 (complementarity determining region 3, CDR3)

环, 因而具有更强结合“裂缝或空腔”的能力。2019年,

美国FDA批准了第 1个纳米抗体类药物 caplacizumab,

是纳米抗体类药物发展中一个重要的里程碑[3,4]。本

文就纳米抗体独特的生物物理特性及其在 GPCRs研

究中的应用进行详细阐述。

1 纳米抗体的结构特征及其生化特性

1.1 纳米抗体的结构特征

1993年, Hamers-Casterman等[5]首次报道, 在骆驼

的外周血中发现了一种天然没有轻链 (light chain) 的

抗体, 并将其重链可变区 (variable region, VH) 称为纳米

抗体。近些年来, 纳米抗体在基础医学研究、生物技

术开发及分子成像等多个领域中扮演着越来越重要的

角色[3]。

常规抗体是由两条轻链和两条重链 (heavy chain)

组成的异源四聚体。轻链由可变区和恒定区 (constant

region, CL) 组成。重链由可变区和3个恒定区 (constant

region, CH1, CH2, CH3) 组成。轻链 (VL和CL) 和重链中的

VH和 CH1 构成了常规抗体的抗原结合片段 (fragment

antigen-binding, Fab), 重链中的CH2和CH3构成了常规抗

体的可结晶片段 (fragment crystallizable, Fc)。在一些抗

体类药物中, 通过寡肽将VL和VH连接起来, 称为单链

抗体 (single-chain antibody fragment, scFv) (图 1a)[6,7]。

在羊驼、骆马和骆驼等驼科动物中, 发现了一种仅由

两条重链组成的抗体 , 由重链可变区 VHH 和恒定区

CH2、CH3组成, 称为重链抗体。其中, VHH分子质量约

15 kDa, 其半径仅 2.5 nm, 长 4 nm, 故又称为纳米抗

体或单域抗体 , 是自然界最小的完整抗原结合单元

(图 1b)[8,9]。与人类的VH区相似, VHH由 3个互补决定

区 CDR 和 4 个恒定框架区 (framework region, FR) 交

替排列组成 , 且 CDR3 通常与 CDR1 或 FR2 之间形成

二硫键[10]。与VH相比, VHH的CDR3环更长且 FR2中

几个高度保守的疏水氨基酸被替换为亲水氨基酸[11]。

长的CDR3环使VHH形成一个凸的结合面, 有利于结

合裂缝或空腔[12,13]。而FR2变小及VHH亲水氨基酸的

存在, 有助于提高纳米抗体的稳定性, 这可能是弥补轻

链缺失而衍生出的新属性[14]。在软骨鱼体内也存在由

两条重链组成的抗体 , 称为 Ig-NAR (immunoglobulin

new antigen receptor), 其重链可变区为 V-NAR[15,16]。

尽管V-NAR与VHH的可变序列存在很大的差别, 但软

体鱼类和骆驼类的单域抗体在结构 (不含轻链且带电

和极性氨基酸频率增加) 及功能 (靶向相似的抗原决

定簇) 上均表现出惊人的趋同进化[17,18]。

1.2 纳米抗体的生化特性

与常规抗体相比, 纳米抗体具有良好的生化属性,

目前已有多种纳米抗体类药物被批准上市或处在临床

试验的不同阶段 (表 1), 其优势如下: ① 分子质量小:

与 Fab (～55 kDa) 和 scFv (～28 kDa) 相比 , 纳米抗体

分子质量更小 (～15 kDa)。纳米抗体可穿过血脑屏障

(blood brain barrier, BBB), 应用于中枢神经系统疾病

的治疗[19]; 也可被肾小球过滤迅速排出体外, 将有毒药

物与纳米抗体偶联后, 应用于肿瘤疾病的治疗[2]; ② 结

合模式特殊: 与常规抗体相比, 纳米抗体的CDR3环更

长, 形成一个凸的结合面[20], 可与蛋白质的一些“隐蔽”

区域 (如酶活性位点、病毒糖蛋白的凹陷区等) 结

合[21]; ③ 易溶解, 稳定性高: 与常规抗体相比, 纳米抗

体中几个高度保守的疏水氨基酸替换为亲水氨基酸,

提高了纳米抗体的可溶性和稳定性[12,17]。纳米抗体可

在高温和极端化学条件下保持结构和功能活性[22,23]。

此外, 纳米抗体还具有抗蛋白酶水解属性, 能抵抗胃蛋

白酶、胰蛋白酶和糜蛋白酶的消化作用, 使口服纳米抗

Figure 1 The structures of conventional antibody and nanobody.

a: Conventional antibodies are composed of two heavy chains and

two light chains. Fab (～55 kDa) constitutes the antigen-binding

fragment of conventional antibody, VH and VL could be linked by

peptide linker to form scFv (～28 kDa); b: Heavy chain antibodies

consist of two heavy chains. VHH (～15 kDa) constitutes the antigen-

binding fragment of nanobody, in which several highly conserved

hydrophobic amino acids in conventional antibodies are replaced

by hydrophilic amino acids (Phe, Gly, Arg, Glu). Some nanobodies

have an extra disulfide bond (pink) between CDR3 (red) and

CDR1 (blue), limiting the flexibility of CDR3 and CDR1. Fab:

Fragment antigen-binding; scFv: Single-chain antibody fragment;

VHH: Variable region of heavy chain of heavy chain antibody; Nb:

Nanobody; CDR: Complementarity determining region

·· 991



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(4): 990 −1001

体类药物成为可能[20]; ④ 体内作用时间可人工干预:

因纳米抗体分子质量小, 可被肾小球过滤迅速排出体

外, 致其血清半衰期短, 体内作用时间短[24]。可将纳米

抗体与人血清白蛋白 (human serum albumin, HSA) 结

合或与人 Fc结合, 提高纳米抗体血清半衰期, 延长其

在人体内的作用时间[25]; ⑤ 免疫原性低: VHH与人类

的VH表现出高度序列和结构同源性, 因此具有较低的

免疫原性[12,26]; ⑥ 可由大肠杆菌表达生产, 生产成本

较低: 目前临床使用的抗体多通过大规模动物细胞培

养生产, 成本较高。小尺寸和单域结构使纳米抗体更

易通过细菌进行批量生产[27]。

2 纳米抗体在GPCRs研究中的应用

GPCRs由7个跨膜α螺旋 (transmembrane, TM1-7)、

3 个细胞内环 (intracellular loop, ICL1-3)、3 个细胞外

环 (extracellular loop, ECL1-3) 和 1个氨基末端 (N端)、

1个羧基末端 (C端) 组成[28]。根据氨基酸序列同源性

可将GPCRs分为 5类: 视紫红质样家族 (rhodopsin-like

family, A类受体)、分泌素受体 (secretin receptors, B1类

受体)、黏附受体 (adhesion receptors, B2类受体)、代谢型

谷氨酸受体 (glutamate receptors, C 类受体) 和 frizzled/

taste 2受体 (F 类受体)[29]。A 类受体是最大的 GPCRs

亚家族, 通常含有较短的 N 端, 该家族可进一步分为

α、β、γ和 δ亚类。B1类受体含有 1个大的胞外肽结合

域, 且 ECL1、ECL2含有 3个半胱氨酸残基, 其间的二

硫键在N端形成了半胱氨酸桥网络, 这对于稳定N端

结构域及增强N端与配体之间的相互作用至关重要。

B2类受体是第二大GPCRs亚家族, 富含功能域, 大多

数受体含有长的N端进而呈现不同的识别功能。C类

受体具有大的胞外激动剂结合域, 可形成稳定的二聚

体进行信号转导。F类受体也有长的N端[28,30]。

GPCRs 可识别多种细胞外信号如离子、小分子、

酶、激素、神经递质和脂质等。与配体结合后, GPCRs

构象发生变化, 触发下游级联信号, 从而调节不同生理

过程[31]。对于构象灵活的GPCRs来说, 常规抗体因分

子质量较大, 致其组织穿透力受限, 而分子质量小的纳

米抗体则更有利于成为锁定GPCRs特定构象的药物。

常规抗体的抗原结合部位会形成凹槽或腔与肽或半抗

原相互作用, 不利于与“裂缝”结合, 而纳米抗体具有长

的CDR3环, 可形成凸的结合面, 与GPCRs表面的“裂

缝”高效结合[21]。特别对于 A 类 GPCRs来说, 因其大

部分结构嵌于膜中, 胞外仅暴露小部分天然配体结合

位点且具有短的N端, 致使常规抗体的识别具有一定

的难度。纳米抗体可靠近细胞膜并识别隐藏表位, 利

用长的 CDR3 环高效地插入配体结合口袋 (ligand

binding pocket) 中[32,33]。现就纳米抗体在 GPCRs研究

中的应用作简要介绍 (表2)。

2.1 纳米抗体作为GPCRs的结晶辅助因子

GPCRs结晶存在两大障碍: 一是GPCRs构象的灵

活摆动性; 二是晶格接触的极性表面积极小。例如 β2

肾上腺素受体 (β2 adrenoreceptor, β2AR) 在TM5和TM6

之间具有高度灵活的 ICL3 环。Rasmussen 等[34]鉴定

出一种单克隆抗体 (Mab5) 与 β2AR的 ICL3结合, 并在

bicelles中生长出分辨率为3.4 Å的β2AR-Mab5复合物晶

体结构。Rosenbaum等[35]利用T4溶菌酶 (T4 lysozyme,

T4L) 取代了 ICL3, 获得第一张高分辨率 (2.4 Å) 的非

活性态 β2AR三维晶体结构图。Mab5和T4L虽有助于

理解GPCRs跨膜信号转导, 但非活性态的GPCRs三维

晶体图无法呈现GPCRs与G蛋白 (Gs)、激动剂等的相

互作用。为更好地观察 β2AR的活性态结构, 通过参考

人 β2AR非活性态结构, 设计了一种 β2AR共价激动剂,

其可通过二硫键共价连接到 β2AR的特定位点, 由此成

功获得了高分辨率 (3.5Å) 的 β2AR-共价激动剂复合物

Table 1 Nanodody drugs in different phases of clinical trials. vWF: Von willebrand factor; aTTP: Acquired thrombotic thrombocytopenic

purpura; TNF: Tumor necrosis factor; HSA: Human serum albumin; IL: Interleukin; VEGF: Vascular endothelial growth factor; Ang 2:

Angiopoietin 2; TfR1: Transferrin receptor 1; FDA: Food and Drug Administration

Drug

Caplacizumab

Ozoralizumab

Vobarilizumab

V565

Sonelokimab (M1095)

M6495

BI 836880

BI 655088

AF214

TXB4

Company

Sanofi (Ablynx)

Sanofi (Ablynx), Taisho

Pharmaceutical, Eddingpharm

Sanofi (Ablynx), AbbVie

VHsquared

Sanofi (Ablynx), Merck KGaA

Merck KGaA, Novartis

Sanofi (Ablynx), Boehringer Ingelheim

Sanofi (Ablynx), Boehringer Ingelheim

AdAlta

Ossianix

Target

vWF

TNF, HSA

IL-6R

TNF

IL-17A/F

ADAMTS5

VEGF, Ang 2

CX3CR1

CXCR4

TfR1

Indication

aTTP

Rheumatic arthritis

Rheumatic arthritis, systemic lupus erythematosus

Inflammatory bowel disease

Plaque psoriasis

Osteoarthritis

Solid tumors

Chronic kidney disease

Idiopathic pulmonary fibrosis

Primary central nervous system lymphoma and

glioblastoma

Study phase

FDA approved

in 2019

Phase Ⅲ

Phase II

Phase II

Phase II

Phase II

Phase I

Phase I

Preclinical

Preclinical
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的晶体, 但受体的胞质面与非活性态结构难以区分[36]。

荧光和核磁共振实验表明, GPCRs需与Gs或其他蛋白

形成复合物, 其活性构象才能稳定。分子质量小且特

异性高的纳米抗体具有长的CDR3环, 可作为GPCRs

结晶的潜在促进剂。Rasmussen 等[37]鉴定出一种 Gs

替代物纳米抗体 Nb80, 其变构作用使 β2AR与激动剂

BI-167107的亲和力提高了 100倍, 并借此获得第一张

高分辨率 (3.5 Å) 活性态 β2AR三维晶体图 (图 2a)。为

进一步研究 β2AR 与 Gs的相互作用, 在 Gα亚基和 Gβ

亚基界面插入纳米抗体Nb35。BI-167107与 β2AR-Gs

Table 2 Applications of nanobodies in G protein-coupled receptors research. β2AR: β2 Adrenoreceptor; M2R: M2 muscarinic acetylcholine

receptor; μOR: μ-Opioid receptor; κOR: Kappa-opioid receptor; ORs: Opioid receptors; APJ: Apelin receptor

Application

Crystallization

chaperone

Crystallization

chaperone

Crystallization

chaperone

Crystallization

chaperone

Crystallization

chaperone

Crystallization

chaperone

Biosensor

Biosensor

Biosensor

Antagonist

Antagonist/reverse

agonist

Antagonist/reverse

agonist

Antagonist

Antagonist

Antagonist/reverse

agonist

Agonist

Target

β2AR

β2AR

β2AR

M2R

μOR

κOR

β2AR

CXCR4

ORs

CX3CR1

CXCR4

CXCR7

CXCR2

ChemR23

US28

APJ

Nanobody

Nb80

Nb6B9

Nb60

Nb9-8

Nb39

Nb39

Nb80, Nb37

VUN400

Nb33

BI 655088

238D2, 238D4

Nb4

127D1-35GS-163E3

CA4910, CA5183

US28-Nb

JN24-9, JN300

Function

The positive allosteric nanobody (Nb80) as surrogate Gs stabilizes the active β2AR,

which obtains the first high resolution crystal structure of the active state β2AR

Nb6B9 as Nb80 variant can combine to three chemically distinct agonist-β2AR

complexes that better understand differences in activation of GPCRs by diverse agonists

The negative allosteric nanobody (Nb60) as surrogate Gs stabilizes the inactive β2AR,

compared with Nb80 reveals that ligand-dependent GPCRs activation is not the result

of conversion from a single inactive receptor to an active receptor, but the ligand controls

activate receptor by regulating different receptor states

Iperoxo-M2R-Nb9-8 and iperoxo+LY2119620-M2R-Nb9-8 complex structures offer

important information in activation and allosteric mechanism of muscarinic receptors

Nb39 can exert a better crystal nuclear aggregation in Nb39-μOR complex structures,

which helps to understand the structure for μOR activation and provide new opinions in

common mechanisms of GPCRs activation

Nb39 can also stabilize the active κOR, κOR-MP1104-Nb39 complex structures

determines the key amino acid residues in κOR activation

Nb80 and Nb37, directly detecting β2AR and Gs activation mechanisms in mammalian

living cells, demonstrating that GPCRs signaling arises from endosomes and plasma

membrane

VUN400-HiBiT could be used as a probe for CXCR4's allosteric interactions

ORs biosensor reveals that non-peptide drugs activation locate at Golgi apparatus and

produce different activation modes, providing a new perspective for understanding the

addiction of analgesia

BI 655088, which is a strong biological antagonist of CX3CR1, can block the CX3CR1

receptor in vivo and effectively inhibit the formation of atherosclerotic plaques in mouse

mode

Monovalent and biparatopic nanobodies show different effects. The monovalent

nanobodies 238D2, 238D4 appear as a neutral antagonist, but the biparatopic nanobodies

238D2-15GS-238D4, 238D2-20GS-238D4 show enhanced antagonistic potencies on

CXCL12 and behave as inverse agonists at CXCR4-N3.35A

Nb4 can antagonize the binding of CXCL12 to CXCR7 to reduce the growth of tumor in

mouse head and neck cancer mode and can also be used as a reverse agonist of CXCR7,

inhibiting tumor angiogenesis

Biparatopic nanobody 127D1-35GS-163E3 as CXCR2's antagonist, can combine with

two different epitopes of CXCR2, which guarantees its efficient combination with

CXCR2, but also effectively inhibits the combination of CXCL1 and CXCR2,

effectively inhibiting CXCR2 activation

The Chem23 antagonist CA4910 and CA518 can only partially inhibit the agonist effect

of chemerin, but can completely inhibit the agonist effect of nine peptide chemerin

(149-157). Compared with the monovalent CA4910, the bivalent CA4910 can more

effectively inhibit chemerin or chemerin (149-157) induced intracellular calcium

release, restraining chemerin-induced human immature dendritic cells trend

The monovalent nanobody US28-Nb acts as a competitive antagonist of US28. The

bivalent nanobody US28-Nb can also be as an antagonist of US28, but also show partial

reverse agonist effect in the US28 signal transduction. In vivo experiments demonstrate

that bivalent US28-Nb reduces US28-mediated signaling, significantly inhibits HCMV/

US28-mediated tumor growth

APJ agonists as potential treatments for chronic heart failure
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复合物结合后, 在脂质立方相 (lipidic cubic phase, LC)

介质中生长出分辨率为 3.2 Å的晶体, 借助Nb35巧妙

揭示了激动剂结合GPCRs后, 如何通过脂质双分子层

引起 GPCRs 结构变化 , 进而激活 Gs 的过程[38]。利用

纳米抗体作为 GPCRs结晶辅助因子从而获得高分辨

率晶体结构, 揭示了GPCRs信号转导过程。目前已开

发出几种功能性纳米抗体作为结晶辅助因子替代Gs,

以获得 GPCRs高分辨率晶体结构并揭示信号转导过

程[39]。此外, 为了更好地理解不同功效的激动剂如何

调节 GPCRs, Staus等[40]还开发了负变构纳米抗体, 以

稳定GPCRs的非活性构象。

2.1.1 纳米抗体 Nb80、Nb6B9、Nb60 作为 β2AR 的结

晶辅助因子 β2AR属A类GPCRs, 是人体在紧张状态

下调节交感神经系统的膜蛋白受体, 也是治疗哮喘、慢

性阻塞性肺气肿、心力衰竭和高血压等疾病的重要靶

点[41,42]。Rasmussen 等[37]成功开发出 Gs 替代物 Nb80

(图 2a)。β2AR-Nb80 复合物结晶条件较为严苛 , 仅可

由 BI-167107 激活获得, 这对于理解不同亲和力激动

剂如何激活 GPCRs具有一定的局限性。Ring等 [43]选

用了 3 种亲和力不同的 β2AR 激动剂 : BI-167107、高

亲和力激动剂羟基苯异丙肾上腺素 (hydroxybenzyl

isoproterenol, HBI) 和低亲和力内源性激动剂肾上腺

素。通过酵母展示技术和构象特异性遴选策略, 筛选

出 Nb80 变异体 Nb6B9。竞争结合实验显示 , Nb6B9

(100 nmol·L-1) 展现出与 Gs 相当的亲和力。利用

Nb6B9 充当 Gs 替代物 , 促使 BI-167107、HBI、肾上腺

素与 β2AR 结晶 , 分别生长出 X 射线衍射率为 2.8、3.1

和3.2 Å的晶体 (图2b)。通过比较这些晶体结构, 可更

好地了解不同亲和力激动剂对 GPCRs构象改变的差

异。为研究不同功效的配体对 β2AR 的影响 , Staus

等[40]鉴定出另一种纳米抗体 Nb60, 其优先结合 β2AR

的反向激动剂 (inverse agonist) 复合物, 并可大幅降低

激动剂对β2AR的亲和力 (图2c)。因此, 将Nb60作为负

变构纳米抗体 , Nb80 作为正变构纳米抗体分别稳定

β2AR 的非活性构象和活性构象。结果显示 , Nb80/

Nb60通过稳定 β2AR活性构象/非活性构象, 促进激动

剂/反向激动剂与β2AR的结合; 而Nb80和Nb60也可通

过分别调节 β2AR活性构象和非活性构象之间的平衡,

即“活性”和“非活性”状态的平均值, 进而调节部分激动

剂激活受体的能力。此部分结果表明配体通过调节不

同的受体状态进而控制受体激活, 改变传统观念认为配

体依赖性GPCRs激活是单一非活性受体向活性受体转

换的结果, 为靶向GPCRs药物的开发提供了重要信息。

2.1.2 纳米抗体 Nb9-8 作为 M2R 的结晶辅助因子

M2毒蕈碱型乙酰胆碱受体 (M2 muscarinic acetylcholine

receptor, M2R) 属A类GPCRs, 在调节神经系统和心脏

生理活动中起关键作用[44], 是理解GPCRs信号变构调

节的重要模型。Kruse等[45]将M2R与其高亲和力激动

剂 iperoxo组成的复合物免疫美洲驼, 生成免疫文库。

利用酵母展示技术展示纳米抗体文库并结合流式细胞

术筛选出 Gs替代物纳米抗体 Nb9-1、Nb9-8 和 Nb9-20,

均可增强 M2R 与激动剂的亲和力。其中 Nb9-8 可在

高浓度下产生与 Gs几乎相同的作用。M2R 与 Nb9-8

结合后, 细胞内侧的TM6明显外移, 同时TM5有较小外

移, TM7在NPxxY基序附近重排, 此过程为M2R活化的

一个关键特征。利用Nb9-8成功获得了M2R与 iperoxo

单独结合, 以及与 iperoxo和正向变构调节剂LY2119620

同时结合的高分辨率X射线衍射结构 (图3), 经Phenix.

refine后得到清晰的电子密度图, 这为理解 M2R的激

活机制和变构调节机制提供了大量信息。

2.1.3 纳米抗体Nb39作为μOR的结晶辅助因子 μ阿

片受体 (μ-opioid receptor, μOR) 属A类GPCRs, 是内源

性阿片肽受体之一, 也是鸦片的主要受体。μOR激活后

可产生镇静和镇痛的效果[46]。Huang等[47]借鉴 β2AR、

M2R 获得活性构象晶体的经验, 将纳米抗体 Nb39作

为 μOR的Gs替代物。Nb39的作用范围不仅限于吗啡

喃激动剂 BU72, 还可提高 μOR 对激动剂 DAMGO 和

Figure 2 The crystal structures of nanobody-β2AR complexes. a:

Side view of Nb80 (red) and β2AR (brown) complex (PDB ID:

3P0G); b: Side view of the complex of Nb80 variant Nb6B9 (green)

and β2AR (brown) complex (PDB ID: 4LDE, 4LDL, 4LDO); c:

Side view of negative allosteric nanobody Nb60 (purple) and β2AR

(brown) complex (PDB ID: 5JQH)

Figure 3 The crystal structures of Nb9-8-M2R complex. Side view

of Nb9-8 (blue) and M2R (purple) complex (PDB ID: 4MQT)
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endomorphin-2的亲和力。利用Nb39成功在单油酸甘

油酯脂质中间相 (monoolein lipidic mesophase) 中获

得 BU72-μOR-Nb39 复合物的晶体结构 , 其分辨率可

达 2.1 Å (图 4a)。将此复合物晶体结构分别与失活的

μOR、δ阿片受体 (delta-opioid receptor, δOR) 及失活或

活化的 β2AR、M2R、视紫红质的晶体结构进行比较, 结

果发现Nb39在复合物结构形成过程起到了很好的晶

核聚集作用, 这为理解GPCRs激活的共性机制提供了

新的见解。

2.1.4 纳米抗体Nb39作为κOR的结晶辅助因子 κ阿

片受体 (kappa-opioid receptor, κOR) 属A类GPCRs, 也

是内源性阿片肽受体之一。κOR可介导具有致幻、焦

虑和镇痛效果的阿片类药物。由于 μOR激动剂的不

良反应大, 使 κOR成为安全镇痛剂的替代靶点[48]。为

更好地了解κOR激活的分子机制, Che等[49]将κOR与激

动剂 SalA (salvinorin A) 的复合物对美洲驼进行注射,

生成免疫文库, 利用噬菌体展示技术筛选 κOR的Gs替

代物。但筛选出的纳米抗体Nb6、Nb7仅与 κOR结合,

不能稳定 κOR的活性构象。在生物发光共振能量转移

(bioluminescence resonance energy transfer, BRET) 实

验中, Nb39可被 κOR 完全激动剂 SalA 及部分激动剂

双丙诺啡以剂量依赖性方式募集到 κOR, 而 κOR拮抗

剂 JDTic 不能募集 Nb39, 表明 Nb39 也可稳定 κOR 的

活性构象。环氧吗啡啉 MP1104 是 κOR、μOR 和 δOR

的强效激动剂。κOR-MP1104-Nb39 三元复合物可在

LCP中生长出 3.1 Å的晶体 (图 4b), 将此晶体结构与非

活化 κOR-JDTic晶体结构进行比较, 揭示了一种 A类

GPCRs的普遍激活机制, 即细胞外侧螺旋束的收缩促

进细胞内侧螺旋束的开放, 从而调节转导蛋白结合。

将此结构进一步与其他阿片类受体结构比较, 确定了

κOR激活的关键氨基酸残基, 阐明了 κOR亚型选择性

和信号偏倚关键分子的决定因素。

2.2 纳米抗体作为GPCRs的生物传感器

纳米抗体可在哺乳动物细胞内识别抗原, 且纳米

抗体分子质量小, 更易对其序列进行简单的基因操作,

如将纳米抗体与荧光蛋白融合, 使其作为一种生化标

签, 结合特异受体 (GPCRs), 实现对细胞内生物学过程

的实时动态监控[21]。

2.2.1 纳米抗体Nb80、Nb37作为 β2AR的生物传感器

Irannejad等[50]利用 β2AR的 Gs替代物 Nb80, 开发了一

种活化 β2AR的生物传感器。Nb80选择性地在胞内结

合激活状态的 β2AR, 将 Nb80 与绿色荧光蛋白 (green

fluorescent protein, GFP) 融合表达后, 可在活细胞中示

踪活化的 β2AR。当 β2AR被内源性激动剂异丙肾上腺

素活化后, Nb80-GFP迅速富集到细胞膜上, 之后又与

内化的β2AR共定位于胞质中。此过程揭示了内化后的

β2AR仍处于活化状态并继续介导信号转导。而过去观

点一直认为GPCRs与Gs介导的经典信号转导仅限于

细胞膜。为探测 GPCRs信号通路, 利用 Nb37-GFP复

合物开发了一种独特的生物传感器, 该传感器特异性

地识别Gα无鸟嘌呤核苷酸的形式。当 β2AR被内化至

内体 (endosome) 后 , Nb37-GFP 也被募集到内体上。

在Gs过表达的细胞中, Nb37-GFP会均匀地定位于内

化的 β2AR上; 在 Gs正常表达的细胞中, Nb37-GFP会

不均匀地定位于内化的 β2AR 上。观察 Nb37-GFP 募

集到内体的实时图像, 发现Gs激活动态地发生在内体

膜的限定区域内。通过对细胞中 cAMP水平的实时监

测, 证明 cAMP活化需内化的 β2AR, 且内化的 β2AR将

有助于整个细胞中 cAMP的循环。此研究利用GPCRs

构象特异性纳米抗体Nb80、Nb37, 在哺乳动物活细胞

中直接探测 β2AR及Gs激活机制, 为GPCRs信号来自

质膜和内体这一假说提供了直接支持。

2.2.2 纳米抗体VUN400作为CXCR4的生物传感器

CXCR4属A类GPCRs, 与趋化因子配体CXCL12结合,

在艾滋病病毒 (human immunodeficiency virus, HIV) 感

染和肿瘤进程中起关键作用。CXCL12与 CXCR4的

N端相互作用, 然后与CXCR4的ECL2和跨膜螺旋内

的结合口袋结合, 激活CXCR4[51]。纳米抗体VUN400

是CXCR4的拮抗剂, 与CXCR4的ECL2结合, 作为特

定CXCR4构象的探针。Soave等[52]在VUN400的C端

融合了由 11 个氨基酸组成的 HiBiT 标签 (VUN400-

HiBiT), 该标签可与LgBiT-CXCR4结合形成完整功能

性 NanoLuc荧光素酶。通过互补发光 (complemented

luminescence) 效应来检测 VUN400 与 CXCR4 的相互

作用 , 正构 (orthosteric) 和变构 (allosteric) 配体与

CXCR4 结合会阻碍 VUN400-HiBiT 的结合 , 从而使

VUN400-HiBiT 用作 CXCR4 变构作用的探针。此探

针可用于受体药理学研究。

2.2.3 纳米抗体 Nb33 作为阿片受体的生物传感器

鸦片类生物碱药物是目前已知最有效的镇痛药物之

Figure 4 The crystal structures of Nb39 with μOR or κOR

complex. a: Side view of Nb39 (orange) and μOR (blue) complex

(PDB ID: 5C1M); b: Side view of the complex of Nb39 (orange)

and κOR (gray) (PDB ID: 6B73)
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一。这类药物毒性较大, 人体容易对药物产生依赖性。

阿片类药物与阿片受体 (opioid receptors, ORs) 结合

后, 产生下游生物学效应。如果能发现天然配体和镇

痛药物在激活ORs过程的不同, 可能会揭示镇痛药物

成瘾性的分子机制。Stoeber等[53]开发了一种基于纳米

抗体Nb33的生物传感器, 可检测配体诱导ORs激活。

荧光成像结果显示, 在无配体结合的情况下, Nb33较

少与 ORs 结合 ; 当肽类激动剂 DAMGO 与 ORs 结合

时, 大量Nb33与ORs结合, 而继续加入激动剂洗脱剂

或拮抗剂后, 这种结合快速解除, 且ORs传感器可在不

影响 ORs 功能的情况下对活细胞中 ORs 的活化状态

进行直接特异性检测。通过此传感器揭示了肽类激动

剂的激活模式, 即起始于质膜, 经受体内化后传至内体。

而非肽类药物激活的 ORs 则起始于高尔基体 (Golgi

apparatus), 进而产生不同激活模式, 这为理解镇痛药

物成瘾性提供了一个新视角。

2.3 纳米抗体作为GPCRs的拮抗剂/反向激动剂

趋化因子是一类能趋化细胞定向移动的分泌蛋

白, 可分为 4个家族: CXC、CC、CX3C和XC, 与趋化因

子受体结合[54]。趋化因子受体属A类GPCRs, 许多疾

病都与趋化因子受体有关, 如类风湿关节炎、多发性硬

化、肿瘤和 HIV 等疾病[55,56]。靶向趋化因子受体作为

重要的药物靶点, 相应的拮抗剂和反向激动剂也成为

研究热点。拮抗剂和反向激动剂的实质均为拮抗受

体, 但其作用机制不同。拮抗剂通过拮抗激动剂而抑

制GPCRs活性; 反向激动剂通过拮抗GPCRs的固有活

性而抑制GPCRs活性[57]。

2.3.1 纳米抗体 BI 655088 作为 CX3CR1 的拮抗剂

CX3CR1是一种在单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞和

T细胞表面表达的趋化因子受体, 其表达与动脉粥样

硬化密切相关[58]。Fractalkine (CX3CL1) 是已知唯一

一个激活CX3CR1的配体。研究发现, 利用拮抗剂拮

抗 CX3CL1 与 CX3CR1 的结合可阻碍 CX3CR1 激活 ,

进而降低 CX3CR1 的表达。Low 等[59]发现纳米抗体

BI 655088可有效抑制CX3CL1与CX3CR1的结合, 是

CX3CR1的强效生物拮抗剂, 且可有效抑制小鼠体内

动脉粥样硬化斑块的形成。现针对BI 655088的临床

研究已进入 I期阶段, 未来可能成为治疗慢性肾病的

新型靶向药物。

2.3.2 纳米抗体 238D2、238D4 作为 CXCR4 的拮抗

剂/反向激动剂 CXCR4/CXCL12是研究最多的趋化

因子受体/趋化因子对, 其对细胞的生长、修复再生、炎

症反应及癌细胞的扩散有重要作用, CXCR4还是HIV

的共受体[60,61]。Jahnichen等[62]利用噬菌体展示技术筛

选出CXCR4的两个竞争性拮抗剂纳米抗体 238D2和

238D4, 两者结合位点不同但存在部分重叠。目前认

为使用短肽连接可很容易地生成具有更强效能的多价

纳米抗体[63]。单价和双互补位纳米抗体 (monovalent

and biparatopic nanobodies) 会表现出不同作用模式。

单价纳米体 238D2和 238D4表现为中性拮抗剂。而短

肽连接的双互补位纳米抗体 (238D2-15GS-238D4 和

238D2-20GS-238D4) 表现出更强的抑制效果并可作为

CXCR4 持续激活型突变体 N3.35A 的反向激动剂。

CXCR4 在多种肿瘤中过表达 , 其基础活性的增加可

促进肿瘤的进展 , 反向激动剂可有效抑制其基础活

性, 用于肿瘤治疗。在人 MT-4 细胞和外周血单个核

细胞 (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) 中 ,

238D2、238D4 可抑制 HIV-1 毒株 NL4.3 的复制 , 且

238D2-15GS-238D4 和 238D2-20GS-238D4 的抑制能

力更强。238D2-20GS-238D4还可有效诱导模型动物

食蟹猴CD34+干细胞的活性。这些研究为靶向CXCR4

相关疾病药物的开发开辟了新途径。

2.3.3 纳米抗体 Nb4 作为 CXCR7 的拮抗剂/反向激

动剂 CXCR7 在乳腺癌、肺癌和头颈癌等多种肿瘤

中过表达。在一些肿瘤模型中, 利用小分子或小干扰

RNA (siRNA) 抑制CXCR7已获得良好的治疗效果[64,65]。

CXCL12和CXCL11是CXCR7的天然配体, 与CXCR7

具有高亲和力。Maussang等[66]构建了纳米抗体Nb4。

Nb4由具有不同结合特性的纳米抗体Nb1和Nb3偶联

形成, 可拮抗CXCL12与CXCR7的结合进而减少小鼠

头颈癌肿瘤模型的生长。CXCR7是非典型趋化因子

受体, 不通过Gs发出信号, 而是通过 β-arrestin介导信

号转导, 能以非配体依赖方式促进血管的生成和信号

转导[67]。CXCL1在黑色素瘤和非小细胞肺癌等多种

肿瘤血管生成中发挥重要作用。Nb4在抑制 CXCR7

的同时会减少血管生成因子CXCL1的分泌, 表明Nb4

还可作为CXCR7的反向激动剂, 抑制CXCR7的基础

活性, 进而抑制肿瘤血管生成, 减缓肿瘤生长速度, 使

其成为头颈癌治疗的潜在纳米抗体类药物。

2.3.4 纳米抗体 127D1-35GS-163E3作为CXCR2的拮

抗剂 CXCR2是最复杂的趋化因子受体, 可与CXCL1、

CXCL8、CXCL5 高亲和力结合 , 也可与 CXCL2、

CXCL3、CXCL6、CXCL7低亲和力结合。CXCR2在慢

性阻塞性肺气肿、哮喘和肿瘤转移等多种疾病中发挥

重要作用[68]。Bradley等[69]详细分析了可结合CXCR2

的纳米抗体 2B2、54B12、127D1、97A9、163E3和 163D2,

并将 2B2、54B12 和 127D1 划分为 1 类纳米抗体 (N 末

端结合), 与 CXCR2 的前 19 个残基 (1～19 氨基酸) 高

亲和力结合, 却不能完全抑制CXCL1与CXCR2结合,

仅表现出部分竞争性抑制; 将97A9、163E3和163D2划
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分为 2类纳米抗体 (胞外环结合), 能完全抑制CXCL1

与CXCR2结合, 而其本身却不能高效地与CXCR2结

合。1类和 2类纳米抗体结合CXCR2的不同表位, 且

在与 CXCR2 结合时 , 同一类别的纳米抗体之间存在

竞争, 而不同类别的纳米抗体不存在竞争。由此构建

了 1 类和 2 类纳米抗体相结合的双互补位纳米抗体

(127D1-35GS-163E3), 其可与 CXCR2 的两个不同表

位相结合, 既保证了其与CXCR2高效结合, 又可有效

抑制 CXCL1 与 CXCR2 的结合 , 进而抑制 CXCR2

活性。

2.3.5 纳米抗体CA4910和CA5183作为ChemR23的

拮抗剂 ChemR23属A类GPCRs, 其结构与趋化因子

受体相似, 可在多种白细胞中表达。ChemR23介导单

核细胞、巨噬细胞、NK 细胞和树突状细胞的趋化, 调

节脂肪生成和代谢。ChemR23 通过与 chemerin 结合

介导趋化作用。Peyrassol等[70]利用噬菌体展示技术筛

选出 2 种 ChemR23 的拮抗剂纳米抗体 CA4910 和

CA5183。两者可特异性识别ChemR23, 与 chemerin结

合位点有所重叠但不完全相同。CA4910和CA518仅

可部分抑制 chemerin的激动剂效应; 但可完全抑制九

肽 chemerin (149～157) 的激动剂效应。此外, 与单价

CA4910相比, 二价 (bivalent) CA4910可更有效地抑制

chemerin 或 chemerin (149～157) 诱导的胞内钙释放 ,

从而抑制 chemerin诱导的人未成熟树突状细胞趋化,

表明其可作为 ChemR23更强效的拮抗剂。这为研究

chemerin/ChemR23 系统在生理和病理条件下的作用

提供了新工具。

2.3.6 纳米抗体US28-Nb作为US28的拮抗剂/反向激

动剂 US28 属 A 类 GPCRs, 由人巨细胞病毒 (human

cytomegalovirus, HCMV) 编码 , 与人趋化因子受体家

族具有同源性 , 可与 CX3CL1 和 CCL5 等趋化因子结

合。胶质母细胞瘤 (glioblastoma, GBM) 是一种侵袭

性很强的脑癌。在 GBM 中可检测出 HCMV 的 DNA

及其编码的蛋白质 US28。US28 已被证明具有致癌

性[71], 且在小鼠原位颅内GBM模型中, US28过表达可

加速 GBM的生长。Heukers等[72]开发了靶向 US28的

纳米抗体US28-Nb, 可结合US28的N端从而特异性识

别 GBM 组织。单价 US28-Nb 可作为 US28 的竞争性

拮抗剂, 以剂量依赖方式有效抑制 CX3CL1、CCL5与

US28的结合, 并具有高度特异性, 不会影响 CX3CL1

与CX3CR1的结合。而二价US28-Nb不仅可作为US28

的拮抗剂拮抗趋化因子, 还可在US28信号转导中起部

分反向激动剂的作用。体内实验表明, 二价US28-Nb

可降低US28介导的信号传导, 显著抑制HCMV/US28

介导的肿瘤生长, 成为治疗 HCMV 肿瘤的潜在工具。

光动力疗法 (photodynamic therapy, PDT) 是一种有效

治疗肿瘤的微创疗法 , 通过近红外光局部激活光敏

剂来根除肿瘤。De Groof等[73]在此实验基础上, 通过

噬菌体展示技术 , 筛选出新型结合 US28的纳米抗体

VUN100。VUN100 与 US28-Nb 结合 US28 的表位相

同 , 即与 US28 的 N 端和 ECL3 环结合 , 但与 US28-Nb

相比, 其结合US28的亲和力大幅提高。将水溶性光敏

剂 IRDye700DX与VUN100 C端标签上未配对半胱氨

酸结合后, 可特异性杀死表达US28的GBM细胞。此

研究首次将GPCR作为纳米抗体光动力靶标, 这为利

用纳米抗体在过表达 GPCRs肿瘤中进行靶向治疗提

供了新思路。

2.4 纳米抗体 (JN241-9、JN300) 作为 GPCRs (APJ)

的激动剂

APJ (apelin receptor) 属A类GPCRs, 在心肌细胞、

血管内皮细胞和平滑肌细胞中表达。Aplien是APJ的

内源性配体, 由Tatemoto等[74]在 1998年从牛胃中提取

并鉴定。Aplien激活 APJ可治疗心力衰竭、心肌梗死

和肺动脉高压等多种疾病[75]。

开发APJ激动剂是慢性心力衰竭一种潜在的治疗

方法。Ma等[76]通过 nanodiscs重建构象稳定的APJ蛋

白, 将其作为免疫原免疫骆驼, 生成免疫文库, 通过噬

菌体展示筛选出APJ的特异性纳米抗体。该方法共产

生 186种纳米抗体, 然而没有一种纳米抗体带有激动

剂活性。通过分析强效纳米抗体拮抗剂 JN241与APJ

的晶体结构及其产生拮抗特性的关键残基, 并将此复

合物晶体结构与 APJ 肽类强效激动剂 AMG3054 与

APJ复合物晶体结构比较, 并进一步分析AMG3054与

APJ 的作用模式 , 完成 JN241 向激动剂的转化 , 即在

JN241的CDR3的 E104和 S105之间插入一个酪氨酸,

将其转化为完全激动剂 JN241-9。Ren 等[77]在上述基

础上, 将APJ特异性纳米抗体库亚克隆至含有衰变加

速因子 (decay accelerating factor, DAF) 的慢病毒载体

上, 对稳定表达人APJ的U20S细胞系进行转染, 利用

糖基磷脂酰肌醇 (glycosylphosphatidylinositol, GPI) 将

抗体锚定并展示于细胞表面, 通过 β-arrestin报告系统

对纳米抗体库进行筛选。利用流式细胞术对细胞进行

三轮分选后, 成功鉴定出 APJ激动剂 JN300。氨基酸

突变实验结果显示: APJ的N端和ECL1-3参与了激动

剂 JN300 与 APJ 的结合。此系统可快速识别和筛选

GPCRs的激动剂和拮抗剂, 也可用作为GPCRs抗体类

药物的开发平台。

3 靶向GPCRs纳米抗体的开发

纳米抗体可在原核、真核系统中重组表达, 并完

全保留抗原结合特异性, 且纳米抗体的单结构域及良
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好的生化特性使其成为体外展示进行高亲和力选择的

理想候选抗体[78]。靶向GPCRs的纳米抗体可通过多种

途径获得, 如以噬菌体展示技术为代表的各种展示技术,

以及新发展的哺乳动物细胞定向进化平台 VEGAS

(viral evolution of genetically actuating sequences) 技

术等。

3.1 噬菌体展示技术

噬菌体展示技术由Smith[79]开发, 将编码外源肽的

DNA 序列插到 M13 噬菌体的基因组中 , 使外源肽与

M13 噬菌体的 G3P 外壳融合表达并展示于噬菌体表

面, 现已被广泛应用于抗体的筛选和改进中。目前获

得纳米抗体最常见的流程是对驼科动物进行主动免疫

后, 获取候选抗体序列文库并利用噬菌体展示技术进行

筛选[80]。利用此技术已成功筛选出 β2AR (Nb80[37]和

Nb60[40])、μOR和 κOR (Nb39[47,49]) 的结晶伴侣; CX3CR1

(BI 655088[59])、CXCR4 (238D2、238D4[62])、CXCR7

(Nb4[66])、CXCR2 (127D1-35GS-163E3[69])、ChemR23

(CA4910、CA5183[70])、US28 (US28-Nb[72]) 的拮抗剂/反

向激动剂; APJ (JN241-9[76]) 的激动剂等。

3.2 酵母展示技术

酵母展示技术是一种基于真核细胞的展示技术。

酵母细胞具有和哺乳动物相似的蛋白合成和翻译后修

饰, 可更好地维持蛋白三维结构。虽然噬菌体展示技

术能分离高亲和力的结合物, 但对于功能克隆 (如构

象选择性纳米体) 的鉴定仍存在短板, 而酵母展示技

术可很好地解决这一短板[81]。α-凝集素和 a-凝集素是

酵母细胞壁上的两种甘露糖蛋白。a-凝集素的糖蛋白

亚单位由Aga1p和Aga2p组成。Aga1p通过与 β-葡萄

糖共价连接锚定在酿酒酵母的细胞壁上; Aga2p通过

两对二硫键与 Aga1p相连, 其 C端是 a-凝集素的结合

活性部位, 可用来展示异源蛋白。Boder等[82]通过将目

的蛋白与酿酒酵母细胞壁蛋白Aga2p融合, 筛选出高

亲和力抗体。利用此技术分别成功地筛选出 β2AR、

M2R的结晶伴侣即Nb6B9[43]和Nb9-8[45]。与噬菌体展

示技术相比, 酵母展示技术可正确表达和展示多种功

能的蛋白分子; 且酵母颗粒较大, 可利用流式细胞术进

行大规模筛选。不足之处是酵母转化效率低, 抗体库

的库容会受到限制。

3.3 哺乳动物细胞定向进化平台

English等[83]利用VEGAS筛选靶向GPCRs的纳米

抗体[84]。此系统利用 α病毒 Sindbis作为遗传、诱变和

选择的载体, 可在转录因子 (tetracycline transactivator,

tTA)、GPCR (MRGPRX2) 和纳米抗体 3 个不同的应

用水平实现定向进化。利用VEGAS在 1周内获得了

8 个针对 3 种 GPCRs (5-HT2A、DRD2、GPR68) 的纳米

抗体, 并成功筛选出 5-HT2A的正变构调节剂纳米抗体

VGS-Nb2。这 3 个 GPCRs 分别偶联不同的 Gα蛋白

(Gαq、Gαi、Gαs), 表明 VEGAS 系统具有广泛适用性。

VEGAS可在宿主细胞的框架内进化, 完全依赖于宿主

细胞的翻译, 且具有高度诱变性, 简捷高效。

3.4 合成生物学

合成生物学利用工程原理为生物医学重新设计生

物系统。目前将高丰度的纳米抗体库引入哺乳动物细

胞内具有一定挑战性。本课题组基于合成生物学原理

致力于在哺乳动物细胞内建立基于线性双链 DNA

(linear double-stranded DNA) 的“与门”逻辑基因线

路的纳米抗体库。通过 PCR反应将完整基因表达模

块拆分成两个线性双链 DNA (double-stranded DNA,

dsDNA) 分子, 在哺乳动物细胞内经非同源重组或同

源重组途径重新形成完整的基因表达模块, 实现“与

门”运算及基因表达 [85]。利用“与门”运算, 尝试通过

非同源重组、同源重组及体外连接 3 种途径在哺乳

动物细胞内建立高丰度的纳米抗体库。在转染到

HEK293T细胞后, 经非同源重组途径实现“与门”运算

的 dsDNA核苷酸末端会发生额外突变, 致使纳米抗体

阅读框破坏, 仅鉴定出少量独特的纳米抗体序列; 而同

源重组和体外连接两种方法均获得了超过 100万种不

同的纳米抗体序列, 成功在哺乳动物细胞内建立高丰

度的纳米抗体库, 这为靶向GPCRs纳米抗体类药物的

发展奠定坚实的基础[86,87]。

4 总结与展望

纳米抗体因其分子质量小、生化性能良好和生产

成 本低等特性成为下一代抗体类治疗药物。对于构

象灵活的 GPCRs, 特别是具有短 N 端的 A 类 GPCRs

来说, 纳米抗体长而暴露的CDR3环可识别GPCRs表

面并与GPCRs的配体结合口袋结合。靶向GPCRs的

纳米抗体现已得到广泛应用 , 可作为 GPCRs 的结晶

伴侣、生物传感器、拮抗剂/反向激动剂、激动剂等, 在

结构生物学、生物技术、基础医学和分子成像等多领

域发挥重要作用 , 使纳米抗体成为靶向 GPCRs 抗体

类药物的研究热点之一。但是目前还没有一种靶向

GPCRs 的纳米抗体药物上市 , 此类药物的开发任重

而道远。
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