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[摘  要]  目的：构建人乳头瘤病毒16型（HPV16） L1蛋白纳米抗体初级文库，通过筛选鉴定获得一株 HPV16 L1特异性纳米

抗体。方法：以HPV 16 L1蛋白为抗原对羊驼进行免疫，采用噬菌体展示技术构建初级抗体文库。经3轮淘选，采用ELISA法鉴定

阳性克隆，将阳性反应最强克隆的VHH序列进行真核表达。经亲和纯化、凝胶过滤层析纯化、SDS‑PAGE和WB法鉴定，获得目的

纳米抗体；采用表面等离子共振（SPR）技术检测纳米抗体与HPV 16 L1蛋白之间的亲和力，CCK-8法检测纳米抗体对人永生化角质

细胞HaCat的毒性，荧光素酶报告基因实验检测纳米抗体对HPV 16假病毒的中和活性。结果：初级文库库容为1.304 × 1010，丰度

为6.5 × 109个/mL，ELISA法鉴定获得36个阳性克隆。表达、纯化获得蛋白单体与二聚体，经鉴定为目的纳米抗体（命名为Nb）。Nb

与HPV 16 L1蛋白结合的亲和力为35.41 nmol/L。Nb实验组HaCat细胞增殖活力与空白组没有显著差异（P > 0.05）。与阴性组比

较，0.1和1 μmol/L Nb均能抑制假病毒感染293FT细胞（均P < 0.01）。结论：成功获得一株纯度较好、亲和力较高，对上皮细胞没有

明显毒性作用、有效抑制HPV 16假病毒感染293FT细胞的纳米抗体Nb，为防治HPV 16感染提供了有效的候选抗体类药物。
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[Abstract]  Objective: To construct a primary nanobody library for human papillomavirus 16 (HPV16) L1 protein and obtain a 

nanobody specific to HPV16 L1 through selection and identification. Methods: HPV16 L1 protein was used as antigen to immunize 

alpaca, and a primary antibody library was constructed using phage display technology. After three rounds of screening, positive clones 

were identified by ELISA. The VHH sequence of the strongest positive clone was used for eukaryotic expression. The target nanobody 

was obtained after affinity purification, gel filtration chromatography, SDS PAGE and WB identification. The affinity between the 

nanobody and HPV16 L1 protein was evaluated using surface plasmon resonance (SPR) technology. The cytotoxicity of the nanobody 

was detected using CCK-8 assay. The neutralizing activity of nanobody against HPV16 pseudovirus was detected using a luciferase 

reporter gene assay. Results: The primary library was constructed with a capacity of 1.304 × 1010 and an abundance of 6.5 × 109 clones /

mL. ELISA identified 36 positive clones. Protein monomer and dimers were expressed and purified, and the target nanobody 

(designated as "Nb") was successfully identified. The binding affinity of Nb to HPV16 L1 protein was 35.41 nmol/L. There was no 

significant difference in HaCat cell proliferation activity between Nb group and blank group (P > 0.05). Compared to the negative 

group, both 0.1 and 1 μmol/L Nb inhibited pseudovirus infection in 293FT cells (all P < 0.01). Conclusion: This study successfully 

obtained a nanobody with high purity and strong affinity that exhibited no cytotoxicity to epithelial cells and effectively inhibited 

HPV16 pseudovirus infection in 293FT cells. The nanobody provides a promising candidate antibody-based drug for the prevention and 

treatment of HPV 16 infection.
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人乳头瘤病毒（human papillomavirus, HPV）是一

种表皮及黏膜鳞状上皮易感的环状DNA病毒。中国

不同地区健康女性HPV感染率为 15%~28%，感染型

以HPV 16和HPV 52为主[1]。HPV持续感染是宫颈

癌的主要病因，其中70%~84%的宫颈癌发病与HPV 

16、18型感染相关[2]。L1蛋白是HPV衣壳的主要结

构蛋白，含有多个抗原表位，具有较强免疫原性，且

没有复制能力和感染能力，在预防和治疗HPV感染

药物开发中发挥重要作用[3-4]。科学家在骆驼科动物

体内发现天然缺失轻链，仅由重链可变区组成的抗

体，即纳米抗体 [5]。源于驼类的纳米抗体与人同源性

高达 80%，其在人体内表现出低免疫原性，更易于人

源化[6]，又可以在体外单独而稳定地存在，逐渐成为

疫苗及药物开发十分具有潜力的方向。相较于传统

抗体，纳米抗体具有相对分子质量小、易于改造和连

接、溶解性好、亲和力高、可以结合传统抗体不易到

达的表位等优势[7]。可通过从骆驼科动物的外周血

中分离序列并克隆到载体上，建立纳米抗体初级文

库，借助噬菌体展示技术筛选出亲和力高、特异性强

的纳米抗体[8]。由于纳米抗体没有轻链，在利用噬菌

体展示技术制备时，避免了轻重链错配问题，降低了

生产的难度与成本[9-11]。本研究以HPV 16 L1蛋白为

抗原，采用噬菌体展示技术构建纳米抗体初级文库，

筛选得到与HPV 16 L1蛋白特异性结合的纳米抗体

并检测该纳米抗体与HPV 16 L1蛋白的亲和力，期望

为HPV 16感染防治药物开发提供新思路。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

雄性羊驼，2岁龄，体况优良，饲养于山西农业大

学羊驼养殖中心，实验方案经山西省中医药研究院

医学伦理委员会批准（伦理审批号：SZYLY2023KY-

0105）；COVID-19 受体结合结构域（receptor binding 

domain, RBD）免疫羊驼血清及COVID-19纳米抗体

2F2E5由本实验室留存[12]；人永生化角质细胞HaCat、

HEK 293F细胞和人293T细胞均购自ATCC细胞库。

pCAGGS 载体购自武汉淼灵生物科技有限公

司，镍离子亲和层析柱（HisTrap HP 5 mL）、凝胶过滤

层析柱和Chip CM5芯片均购自Cytiva公司，完全弗

氏佐剂和不完全弗氏佐剂购自Sigma公司，外周血淋

巴细胞分离液、ELISA包被液、ELISA终止液、TMB

单组分显色液均购自北京索莱宝科技有限公司，HRP

标记的山羊抗美洲驼 IgG购自Abcam公司，反转录试

剂盒购自康为世纪公司，DNA产物纯化试剂盒购自

TaKaRa公司，TG1菌株和KM13辅助噬菌体购自北

京宝科维食安生物技术有限公司，HPR 标记鼠抗

M13抗体购自北京义翘神州公司，小鼠抗His-tag单

克隆抗体和兔抗小鼠 IgG-HRP购自南京信帆生物技

术有限公司，LipofectamineTM2000购自Thermo公司，

结构基因表达质粒和报告质粒由通用生物（南京）有

限公司合成，JessTM全自动蛋白表达分析系统购自美

国R&D Systems公司，Biacore T200表面等离子体共

振（surface plasmon resonance, SPR）系统购自 GE 

Healthcare公司。

1.2  抗原蛋白制备

在HPV 16 L1蛋白编码序列（L1，GenBank登录

号No. AACO9292，1879-2385）的 3’端连接组氨酸标

签以及翻译终止密码子TGA，通过限制性内切酶位

点 EcoRⅠ和 XhoⅠ构建入 pCAGGS 载体中并转染

HEK 293F细胞，置于37 ℃、5% CO2培养箱中振荡培

养，进行真核表达。收集上清液，10 000 × g离心30 min，

0.22 μm 滤膜过滤后，经镍离子亲和层析 [洗脱缓

冲液：20 mmol/L Tris（pH 8.0）、150 mmol/L NaCl、

30 mmol/L 咪 唑 ] 和 凝 胶 过 滤 层 析（SuperdexTM 

75 Hiload column）[缓冲液：20 mmol/L Tris（pH 8.0）、

150 mmol/L NaCl；流速 1 mL/min]纯化，纯化后的蛋

白经SDS‑PAGE鉴定后于−80 ℃保存备用。

1.3  纳米抗体文库构建及库容丰度测定

挑选体况良好的雄性羊驼，将HPV 16 L1抗原蛋

白 100 μg用 PBS稀释至 100 μg/mL。采用肩胛部皮

下多点注射法对羊驼进行免疫。第 1次免疫使用完

全弗氏佐剂；之后每 2周进行一次免疫，使用不完全

弗式佐剂。第5次免疫后，采集羊驼血液、分离血清，

用ELISA检测血清中HPV 16 L1抗体水平，以评价免

疫效果。ELISA 实验分为 5 组：空白组、RBD 组

（COVID-19 RBD免疫羊驼血清）、L1血清组（免疫后

血清）、纯化L1血清组（免疫后经 protein A吸附柱纯

化血清），每组设置 10、100、200 倍 3 个血清稀释倍

数。包被ELISA板时，空白组只加包被液，其余实验

组加入稀释后的HPV 16 L1蛋白和包被液至ELISA

板中进行包被。一抗为梯度稀释后的血清，二抗为

HRP标记的山羊抗美洲驼（llama）IgG。反应结束后

加入TMB-过氧化氢尿素溶液显色，37 ℃避光显色

15 min后终止反应，酶标仪测定 450 nm波长处各组

光密度（D）值。

第 6次免疫 12 d 后，取羊驼颈静脉血，与 PBS

按1∶1的比例混合后缓慢加入淋巴细胞分离液中，离

心后吸取PBMC层。将分离的PBMC依照RNA提取

试剂盒说明书提取总RNA。以提取的总RNA为模

板，采用长链 cDNA 反转录试剂盒合成 cDNA。以

cDNA 为 模 板 ，使 用 特 异 性 引 物 CALL001 和

CALL002进行第一轮PCR，其中Call001-F对应羊驼
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抗体的前导序列（leader）区，Call002-R对应羊驼抗体

的第二恒定区（CH2）。对PCR反应产物中 700 bp核

酸片段进行回收作为第二轮PCR的模板。使用巢式

引物VHH‑BACK和PMCF进行第二轮PCR，扩增纳

米抗体（VHH）序列，回收纯化 400 bp 大小片段。

PCR 反应体系为 cDNA 2 μL，正、反向引物各 1 μL，

Taq Green PCR Mix 25 μL，去离子水 21 μL。PCR引

物序列见表1。

表1    引物序列

引物名称

CALL001

CALL002

VHH-BA

PMCF

MP57

GⅢ

序列（5´-3´）

GTCCTGGCTGCTCTTCTACAAGG

GGT ACGTGCTGTTGAACTGTTCC

GATGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGRGGAGG

CTAGTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCT

GGGT

TTATGCTTCCGGCTCGTATG

CCACAGACAGCCCTCATAG

将纯化后的VHH片段和载体pMES4连接后，电

转入感受态E.coli TG1菌。取 200 μL转化后菌液测

定库容，剩余菌液均匀涂布到含氨苄青霉素的固体

培养板，37 ℃过夜培养后收取菌落，即为HPV 16 L1

蛋白纳米抗体初级文库。

电转后的菌液依照 10-1～10-8梯度稀释，每个稀

释度各取 100 μL菌液涂布于固体培养板，37 ℃培养

过夜后统计梯度稀释培养板的菌落，计算文库库容。

梯度稀释初级文库菌液，稀释度从10-4～10-10；每

个稀释度各取 100 μL菌液涂布于固体培养板，37 ℃

培养过夜后统计梯度板的菌落，计算文库丰度。

1.4  纳米抗体文库筛选

向初级文库中加入KM13辅助噬菌体，过夜培养

后收集噬菌体颗粒。用PBS重悬噬菌体颗粒，与5%

(w/v)脱脂牛奶等体积混合，加至包被了HPV 16 L1

抗原的 ELISA 板中，室温下反应 1 h，弃去上清液，

PBS清洗 2次。用 0.2 mmol/L甘氨酸洗脱特异性结

合的噬菌体，之后用 Tris‑HCl 中和洗脱下来的噬菌

体。用洗脱的噬菌体感染E.coli TG1菌以扩增抗体

文库，进行下一轮的淘选，方法同上，共进行 3轮淘

选。用第3轮淘选的噬菌体感染TG1菌，将菌液涂布

于2YTAG固体培养板，随机挑取98个单克隆移入培

养液中，37 ℃下振荡培养后转移至 96孔深孔板中，

加入KM13 辅助噬菌体，过夜培养使噬菌体释放至上

清液中。吸取上清液，分别加至HPV 16 L1抗原预包

被的ELISA板中，反应过夜后加入偶联了HRP的抗

M13噬菌体抗体作为二抗，ELISA实验检测阳性克

隆，以 P（待测样本-空白对照）/N（阴性对照-空白对

照） ≥ 3 的克隆为阳性[13]。取对阳性反应最强的菌

株，使用特异性引物 MP57 和 GⅢ对质粒进行测序

（引物序列见表1），获得质粒中编码VHH的序列，即

HPV 16 L1蛋白纳米抗体的核心编码序列。

1.5  纳米抗体制备与鉴定

将HPV 16 L1蛋白纳米抗体核心序列与组氨酸

标签及翻译终止密码子TGA连接，构建入 pCAGGS

质粒，转入HEK 293F细胞中进行表达。收集培养后

的上清液，经镍离子亲和层析和凝胶过滤层析

（SuperdexTM 75 Hiload column）纯化。方法同上（1.2

节）。纯化后的蛋白经SDS‑PAGE和WB鉴定。使用

全自动蛋白表达分析系统进行 WB 鉴定[14]，小鼠抗

His-tag 单克隆抗体为一抗，兔抗小鼠 IgG-HRP 为

二抗。

1.6  SPR法检测纳米抗体与HPV 16 L1蛋白亲和力

将HPV 16 L1蛋白固定在Chip CM5芯片上，缓

冲体系为PBST溶液（10 mmol/L Na2HPO4、 2 mmol/L 

KH2PO4、137 mmol/L NaCl、2.7 mmol/L KCl、0.005% 

Tween 20， pH 7.4）。利用 PBST 溶液将纳米抗体由

160 nmol/L倍比稀释至5 nmol/L，由低浓度到高浓度

依次上样，通过SPR系统检测纳米抗体与HPV 16 L1

的结合动力学。结合数据通过BiacoreTM T200评估软

件拟合Langmuir结合方程。

1.7  CCK-8法检测纳米抗体对HaCat细胞增殖的影响

将 HaCat 细胞密度调整为 1 × 106 个/mL，每孔

100 μL铺于 96孔板中。纳米抗体溶液经 0.22 μm滤

膜过滤除菌后，用含 10%胎牛血清的DMEM稀释至

0.02、0.2、2 μmol/L。取 100 μL稀释后的纳米抗体溶

液加入HaCat细胞中，每个浓度 3个复孔，空白组加

入等体积 PBS。置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养

24 h后，依照CCK-8试剂盒说明书检测HaCat细胞的

增殖水平。

1.8  萤光素酶报告基因实验检测纳米抗体对 HPV 

16假病毒的中和活性

将293FT细胞以1×105个/mL的密度接种于96孔

板中，用DMEM 培养液按 1 × 10−1、1 × 10−2、1 × 10−3、

1 × 10−4、1 × 10−5倍稀释HPV 16假病毒，取 100 μL病

毒液处理293FT细胞，37 ℃下处理72 h后，于倒置荧

光显微镜下观察，出现 1个以上病变细胞则为阳性

孔。用Reed-Muench方法计算细胞培养半数感染量

（TCID50），即病毒感染一半细胞时的病毒稀释度，

TCID50终点稀释比例为1∶1 000。

将293FT细胞以1 × 105个/mL的密度铺于6孔板

中，待细胞生长至密度约为 70%，将结构基因表达质

粒和报告质粒利用 LipofectamineTM2000 共转染至
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293FT细胞。将转染好的293FT细胞以1 × 104个/mL

的密度接种于 96 孔板。用含 10% 胎牛血清的

DMEM 连续稀释纳米抗体，浓度为 1、0.5、0.25、

0.125、0.0625 μmol/L。依次将稀释好的Nb纳米抗体

与假病毒（稀释比例 1︰1 000）加入 96 孔板，以

COVID-19 RBD抗体 2F2E5蛋白与假病毒组为阴性

对照，37 ℃处理 1 h。取上述混合液 100 μL 加入

293FT细胞孔中，37 ℃处理24 h后，荧光显微镜下观

察绿色荧光（报告基因产生），采用CQ1共聚焦定量

图像细胞仪（Yokogawa）显微读数法检测，拍照计数，

统计细胞数量。每组至少 3个重复。未加纳米抗体

的已感染细胞中和率为 0%，未感染的细胞为 100%

中和。采用GraphPad Prism 8软件绘制统计图。

1.9  统计学处理

利用SPSS 16. 0软件进行统计处理。符合正态

分布的计量数据用 x̄ ± s 表示，对羊驼血清组间比

较和细胞增殖活力组间比较进行单因素方差分析

检验。以P < 0.05 或 P < 0.01 表示差异具有统计学

意义。

2  结  果

2.1  HPV 16 L1抗原蛋白免疫羊驼产生相应抗体

HPV 16 L1蛋白经凝胶过滤层析纯化（图1A）及

SDS‑PAGE鉴定（图 1B），结果显示，HPV 16 L1蛋白

分子量为56 000左右，获得较纯的L1蛋白，可用于免

疫羊驼。ELISA检测HPV 16 L1蛋白免疫羊驼血清

结果（图 1C）显示，空白组未包被L1抗原蛋白，RBD

血清组含COVID-19 RBD蛋白纳米抗体，不含L1蛋

白抗体。RBD 血清组和空白组光密度值差异不显

著，无阳性反应（P > 0.05）。与空白组相比，免疫后

全血清组和纯化血清组在不同稀释倍数均具有阳性

反应（P < 0.01），表明免疫羊驼产生了 HPV 16 L1

蛋白抗体，可用于后续文库构建。同时相同稀

释倍数下，纯化后血清光密度值低于全血清，表

明羊驼免疫后，同时产生抗 L1 蛋白的重链抗体和

传统抗体。

A： HPV16 L1蛋白纯化结果；B： SDS-PAGE 鉴定HPV16 L1蛋白； C：ELISA检测L1蛋白免疫活性。RBD血清组（COVID-

19RBD 免疫羊驼血清）；L1血清组（免疫后血清）；纯化L1血清组（纯化后的免疫血清）。与空白组相比，**P < 0.01。

图1    HPV16 L1蛋白的纯化、鉴定及免疫活性检测

2.2  成功构建抗HPV 16 L1蛋白纳米抗体文库并筛

选获得阳性克隆

分离免疫后羊驼的淋巴细胞，经细胞计数仪检

测，共获得7 × 107个细胞。琼脂糖凝胶电泳检测2次

PCR的产物，结果（图 2A）显示，第一轮 PCR扩增了

传统抗体（900 bp）和重链抗体（700 bp）的VHH片段。

第二轮 PCR产物大小约 400 bp，与目的片段大小一

致。获得的VHH片段和载体连接转入E.coli TG1细

菌构建HPV 16 L1蛋白纳米抗体初级文库。10-5稀释

度平板上有 163 个单克隆，文库库容为 800 × 163 × 

105=1.304 × 1010（图 2B）。1 × 10-6次丰度平板上有大

约 650 个克隆，文库丰度为 650 × 10 × 106=6.5 × 109

个/mL（图 2B）。初级纳米抗体文库经过 3轮淘选获

得HPV 16 L1纳米抗体，ELISA 鉴定结果如图 2C

所示 ，98 个单克隆抗体共筛选得到 36 个阳性

克隆。

2.3  表达纯化及鉴定纳米抗体

阳性克隆的VHH序列经真核细胞表达，经亲和

层析、凝胶过滤层析，获得纯度较高的蛋白单体与二

聚体（图3A）。收集纯化后的蛋白，经SDS‑PAGE（图

3B）和 WB（图 3C）鉴定，纯化得到蛋白分子量约为

13 000，与预期分子量一致。以上结果表明获得了纯

度较好的目的纳米抗体（Nb）。

2.4  纳米抗体Nb具有较高的HPV 16 L1蛋白亲和

力且对HaCat细胞没有明显毒性

抗体的亲和力反映抗体与抗原之间结合能力的

强弱。平衡解离常数（KD）通常用来评估抗体亲和力

大小。KD值越低，抗体亲和力越高，抗体结合抗原

能力越强。SPR检测Nb亲和力结果如图4A所示：阴

性对照2F2E5与L1蛋白没有结合。Nb与HPV 16 L1

抗原蛋白结合的平衡解离常数为35.41 nmol/L，具有

较高亲和力。CCK-8法测定了Nb对HaCat细胞的毒
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性，以空白组为参照计算不同浓度Nb干预后HaCat

细胞的相对增殖率，结果（图 4B）显示，实验组HaCat

细胞活力与空白组相比没有显著性差异（P > 0.05），

说明Nb对上皮细胞没有明显的毒性作用。

2.5  纳米抗体Nb中和HPV 16假病毒感染293FT细胞

荧光显微镜下观察HPV 16假病毒感染293FT细胞，

结果如图5所示，与2F2E5阴性组相比，0.1、1 μmol/L Nb

均能有效抑制假病毒感染293FT细胞。假病毒-荧光素

酶报告基因实验结果进一步表明纳米抗体Nb通过与

HPV 16 L1蛋白的结合，从而中和HPV 16假病毒。

A：凝胶电泳检测VHH序列扩增；B：HPV 16 LI-VHH初级文库库容及丰度；C：ELISA法鉴定阳性克隆， D450 ≥ 1.96为阳性克隆。

图2    HPV 16 LI-VHH纳米抗体文库构建、库容丰度测定及筛选

A：纳米抗体Nb纯化结果；B：SDS-PAGE 鉴定Nb蛋白；C：WB法鉴定Nb蛋白。M: 蛋白质分子量标准。

图3    纳米抗体Nb的纯化与鉴定

3  讨  论

宫颈癌是全球女性第四常见的恶性肿瘤，中国

每年新增病例人数约14万，病死人数约3.7万[15]。中

国宫颈癌疾病负担逐年上升，发病年龄峰值年轻化、

患者生存率有待提高[16]。作为目前唯一病因明确的
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癌症，疫苗作为一级预防可以直接从源头上阻止

HPV感染，从而控制宫颈癌以及癌前病变的发生[17]。

目前有6种HPV疫苗获批上市，都是基于HPV L1蛋

白组装成病毒样颗粒的预防性疫苗。预防性疫苗可

以有效预防HPV部分型别的感染，并不具有治疗效

果，无法防止已经存在的HPV感染进展为恶行肿瘤。

此外，通过体外制备大量传统抗体作用于皮肤黏膜，

可以快速中和HPV，但由于传统抗体pH、温度稳定性

差，无法在黏膜表面形成持久的保护机制[18]。本研究

利用HPV 16 L1蛋白免疫羊驼，通过噬菌体展示技术

构建了库容 1.304 × 1010，丰度 6.5 × 109个/mL的纳米

抗体初级文库。初级抗体文库经过3轮淘选， ELISA

鉴定获得 36个阳性克隆。选取阳性反应最强的菌

株，测序构建重组质粒进行真核表达。经凝胶过滤

层析纯化，SDS‑PAGE和WB鉴定，获得了纯度较好

的纳米抗体（Nb）。

A、B： SPR系统检测Nb与HPV 16 L1蛋白亲和力（2F2E5为阴性对照）；C：CCK-8法检测Nb对HaCat细胞的毒性。

图4    纳米抗体Nb的亲和力与细胞毒性

1：2F2E5（1 μmol/L）；2：Nb（0.0625 μmol/L）；3：Nb（0.125 μmol/L）；4：Nb（1 μmol/L）。与2F2E5组相比，**P < 0.01。

图5    纳米抗体Nb中和HPV 16假病毒感染293FT细胞的荧光图像（×100）

纳米抗体仅由重链可变区组成，分子质量约

为15 000，仅为传统抗体的 1/10。纳米抗体由 9 个

相互平行的 b折叠链反向折叠形成，并通过链之

间形成氢键和二硫键连接起来 [19]。保守二硫键

的存在与纳米抗体对高温抵抗能力密切相关。

纳米抗体骨架区的 4 个亲水性氨基酸取代了传

统抗体中的疏水氨基酸，溶解性增强，药物利用

率提高 [20]。这些优势使得纳米抗体成为感染性

疾病、肿瘤和免疫疾病防治领域的研究热点。

VANMARSENILLE等[21]开发了 6 个具有广泛特异

性的纳米抗体，通过识别空肠弯曲杆菌和大肠弯

曲杆菌外膜蛋白，导致弯曲杆菌属细胞凝集，抑

制弯曲杆菌属在鸡肠道内的定植，阻断细菌传

播 ，达 到 预 防 弯 曲 杆 菌 属 感 染 的 目 的 。

AMCHESLAVSKY 等 [22] 筛选了对 11 种主要致病

性产肠毒素大肠杆菌具有体外交叉保护效力的

纳米抗体，经胃给药，在小鼠模型中显示出显著

减少细菌定植的作用。ZHENG[12] 等利用 SARS-

CoV-2 刺突蛋白 RBD 免疫羊驼，筛选出对 SARS-

CoV-2 具有高亲和力的纳米抗体。纳米抗体

H11-H4 与 SARS-CoV-2 RBD 平衡解离常数为 12 

nmol/L，通过阻断 RBD 与人体血管紧张素转换酶

2 受体结合从而中和病毒 [23]。本研究获得的纳米

抗体 Nb 与 HPV 16 L1 抗原蛋白结合的平衡解离

常数为35.41 nmol/L，具有较高亲和力。0.1、1 μmol/L 

Nb 均能抑制假病毒感染 293FT 细胞。纳米抗体

Nb 通过与 HPV 16 L1 蛋白结合，阻断HPV 16假病

毒感染 293T细胞。Nb对上皮永生化HaCat细胞没

有明显的毒性作用。

综上所述，本研究成功筛选到1株具有较高亲和

力的HPV 16纳米抗体，可以有效抑制HPV 16假病毒

侵染 293FT细胞。同时，纳米抗体Nb的结构及其与

HPV 16 L1抗原蛋白的结合位点尚不明确，还有待进

一步研究。后期将继续研究Nb与HPV 16 L1抗原蛋

白作用的分子学机制，为将纳米抗体Nb开发为预防

和治疗HPV 16感染的潜在药物奠定基础。
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