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Резюме. Около 20 лет назад у представителей семейства Camelidae в сыворотке крови были об-
наружены особые неканонические антитела, состоящие только из укороченных тяжелых цепей при 
полном отсутствии легких. За узнавание антигена у этих необычных антител отвечает только один 
вариабельный домен. Рекомбинантный белок, являющийся аналогом или производным такого анти-
ген-узнающего вариабельного домена, получил название «однодоменное антитело» (sdAb), или «на-
нотело» (nanobody), иногда также его называют «наноантитело». C тех пор однодоменные антитела 
(наноантитела) и их производные нашли широкое применение во многих областях биологии и ме-
дицины, открыли новые перспективы для решения таких значимых проблем, как диагностика и те-
рапия рака, инфекционных и аутоиммунных заболеваний, а также нейтрализация ядов и токсинов. 
Этот обзор посвящен современным исследованиям с применением наноантител, а также освещает 
перспективы их использования для создания новых диагностических и терапевтических препаратов. 
Ключевые слова: однодоменные антитела, верблюжьи антитела, наноантитела, VHH, биспецифические антитела, 
биоинженерные препараты
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Abstract. Almost 20 years ago, a unique class of antibodies devoid of L chains was discovered in Camelidae blood 
serum. Only one variable domain is responsible for antigen recognition in these unusual antibodies. A recombinant 
protein, which is analogue to such antigen-recognizing variable domain was called the single domain antibody (sdAb), 
“nanobody” or “nanoantibody”. The single-domain antibodies and their derivatives have been widely used in 
the field of biology, toxicology and medicine offering new opportunities for diagnosis and treatment of cancer, 
autoimmune diseases, infectious diseases, and for toxin neutralization. This review focuses on latest researches in 
the field and concerns some prospectives for creation of nanoantibody-based diagnostic and therapeutic drugs.
Keywords: single-domain antibodies, сamel antibodies, nanoantibodies, VHH, bi-specific antibodies, bioengineered drugs



506

Gorshkova E.N. et al.
Горшкова Е.Н. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Работа выполнена при финансовой под-
держке Правительства РФ и Министерства об-
разования и науки РФ (грант № 14.Z50.31.0008) 
и гранта РФФИ № 16-34-00561 мол_а, а также 
при частичной поддержке Российского научного 
фонда (грант № 15-14-00081). 

Введение
Рекомбинантные антитела широко использу-

ются в разных областях биотехнологии и медици-
ны как инструмент для детекции и очистки био-
молекул, для диагностики и терапии заболеваний. 
Разработка и применение терапевтических моно-
клональных антител относится к наиболее успеш-
ной и быстро растущей отрасли биомедицинских 
технологий. Однако их применение имеет неко-
торые ограничения, такие как высокая стоимость 
производства, хранения и поддержания клеток-
продуцентов. Относительно большой размер 
классического антитела может препятствовать 
проникновению антитела в твердые ткани, а на-
личие константного домена приводит к повы-
шению неспецифического фона при диагности-
ческих исследованиях. В связи с этим создание 
на основе иммуноглобулинов рекомбинантных 
молекул, в которых отсутствовали бы домены, 
не вовлеченные непосредственно в связывание 
антигена, является актуальной задачей. Боль-
шой прорыв в этой области связан с обнаруже-
нием у представителей семейства Верблюдовые 
(Camelidae) особых неканонических антител 
упрощенной структуры и созданием на осно-
ве их антиген-узнающих вариабельных доменов 
рекомбинантных производных, или однодомен-
ных антител (также называемых наноантитела-
ми, или «nanobodies») [55]. Как и канонические 
антитела, наноантитела способны эффективно 
и избирательно связываться с широким спектром 
специфических антигенов. Небольшой размер 
(12-15кДа) и другие структурные особенности 
наноантител в ряде случаев могут обеспечивать 
им преимущество в практических приложениях 
по сравнению с полноразмерными антителами, 
например, приводить к их лучшему проникно-
вению в ткани, к меньшей неспеци фической 
сорбции, к способности узнавать необычные, 
«скрытые» для классических антител конформа-
ционные эпитопы [31, 53]. Наноантитела хорошо 
связывают целевые молекулы при внутривенном 
введении, а не связавшиеся молекулы быстро 
выводятся через почки. Эти свойства позволяют 
рассматривать наноантитела и их производные 
в качестве перспективных инструментов для диа-
гностики и терапии [4, 84, 115]. На сегодняш-
ний день наноантитела используются как зонды 
для молекулярной визуализации, на их основе 
разрабатываются лекарственные средства, харак-
теризующиеся быстрым и высоко специфичным 

молекулярным взаимодействием с ограничен-
ным сроком действия во времени, такие как ан-
тикоагулянты или нейтрализаторы токсинов [64, 
113]. Кроме того, небольшой размер наноантител 
позволяет создавать длительно циркулирующие 
в организме многомерные комплексы для тера-
пии хронических заболеваний [65, 115, 120]. Та-
ким образом, наноантитела и комплексы на их 
основе на данный момент представляют собой 
перспективный инструмент, который позволит 
в будущем эффективно решать диагностические 
и терапевтические задачи.

1. Особенности строения наноантител
До открытия наноантител наименьшим фраг-

ментом природного происхождения, сохраня-
ющим антиген-связывающую специфичность 
полноразмерного антитела, был синтетический 
продукт, состоящий из N-концевого вариабель-
ного домена Н-цепи (VH) и N-концевого вари-
абельного домена L-цепи (VL), соединенных 
коротким пептидным линкером (ScFv, молеку-
лярная масса 30 кДа). Однако в 1993 г. группой 
бельгийских ученых было сообщено, что пред-
ставители семейства Camelidae, помимо класси-
ческих (рис. 1А), обладают уникальным классом 
антител («heavy-chain antibody», HCAb), пред-
ставляющих собой димер укороченной на один 
домен (СН1) тяжелой цепи и при этом полно-
стью лишенных L-цепей (рис. 1Б) [55]. Подоб-
ные функциональные антитела позднее также 
были обнаружены у акул (Orectolobus maculates, 
Ginglymostoma cirratum) и представителей семей-
ства химеровых (Chimaeridae). У хрящевых рыб 
антитела (Ig-NAR) обладают гомодимерными 
Н-цепями, каждая из которых состоит из одно-
го вариабельного антиген-связывающего домена 
и пяти константных доменов (рис.1В) [44]. Под-
робное исследование молекулярной организации 
антител верблюдов и хрящевых рыб показало, 
что антитела H2-типа распознают свой антиген 
одним единственным доменом: VHH или V-NAR 
соответственно. Кристаллическую структуру 
VHH можно описать формой вытянутого шара 
нанометрового размера (около 4,2 нм в длину 
и 2,5 нм в диаметре) (рис. 1Г) [30], поэтому соот-
ветствующее VHH-домену однодоменное анти-
тело получило название «nanobody» (нанотело), 
или «наноантитело» [4]. 

Подобно человеческому VH-домену VHH-
домен верблюда состоит из трех определяющих 
комплементарность гипервариабельных участ-
ков (CDR), разделенных четырьмя более консер-
вативными каркасными (framework) областями 
(FR1-4), в совокупности образующими простран-
ственную структуру из двух β-складчатых слоев. 
CDR-участки расположены внутри петель, сое-
диняющих структурные элементы β-складчатого 
слоя и кластеризуются на одной стороне вариа-
бельного домена, образуя паратоп [85].
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Несмотря на схожесть структуры VH и VHH 
доменов, последний имеет ряд отличительных 
особенностей, в частности повышенную раство-
римость за счет замены гидрофобных аминокис-
лот на более гидрофильные [56, 85] во втором 
каркасном участке и особое конформационное 
разнообразие, обеспечиваемое большей общей 
аминокислотной вариабельностью и заметным 
удлинением длины гипервариабельных участков 
CDR1 и СDR3, а также частым наличием допол-
нительных стабилизирующих пространствен-
ную структуру Cys-Cys-связей между гиперва-
риабельными участками [23]. Такая структурная 
и пространственная организация антиген-связы-
вающих петель VHH обеспечивает более эффек-
тивное взаимодействие с глубокими участками 
(щелями и бороздами) на поверхности антигена 
(например, с каталитическим центром фермен-
тов), по сравнению с паратопами ScFv [31], что, 
в частности, позволяет модулировать функции 
мишени [59].

Наноантитела отличаются повышенной ста-
бильностью и низкой склонностью к агрегации, 
могут храниться в течение нескольких месяцев 
при 4 °C и выдерживают нагревание до 60-80 °C, 
после чего сохраняют полную антиген-связываю-
щую активность [85]. Наноантитела также устой-
чивы к денатурирующим условиям: высоким 
концентрациям мочевины и гуанидина [39] и, 
кроме того, обладают способностью к эффектив-
ной ренатурации («рефолдингу») [43]. Стабиль-
ность и специфичность связывания наноанти-
тел определяются преимущественно свойствами 

аминокислот CDR3-последовательности [40], 
участвующей в образовании контактов с анти-
геном, и замена аминокислот в этой области 
может привести к существенной потере срод-
ства к антигену [14]. Следствием небольшого 
размера наноантител является их быстрое выве-
дение из организма через почки. В среднем вре-
мя полужизни мономерных наноантител in vivo 
не превышает 2 ч, что намного короче времени 
полужизни моноклональных антител (мАт). Ко-
роткое время жизни идеально подходит для раз-
личных целей, включая мобилизацию стволовых 
клеток, нейтрализацию и выведение токсина, 
а также получение особо четких (с уменьшенным 
неспецифическим фоном) изображений in vivo 
[83]. С другой стороны, создание многомерных 
конструкций, ПЭГилирование или пришивка 
специальных белков (сывороточного альбумина) 
позволяет увеличить время полужизни наноан-
тител до нескольких недель, что может быть не-
обходимо при создании терапевтических агентов 
для лечения хронических заболеваний [124].

С целью генерирования антиген-специфиче-
ских наноантител чаще всего в начале проводят 
иммунизацию представителей семейства Вер-
блюдовые, обычно ламу, альпаку или одногорбо-
го верблюда, реже для иммунизации используют 
двугорбого верблюда [5]. После иммунизации 
проводят ПЦР-клонирование всего репертуара 
кодирующих последовательностей наноантител 
на базе выделенной РНК из лимфоцитов им-
мунизированного животного, после чего из по-
лученной библиотеки последовательностей 

Рисунок 1. Схематичное изображение антител человека (А), хрящевых рыб (Б), представителей семейства 
Camelidae (В) и наноантител (Г)
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методом фагового дисплея отбирают клоны на-
ноантител с требуемой специфичностью.

Наноантитела не требуют посттрансляцион-
ных модификаций, поэтому они могут быть от-
носительно просто синтезированы в самых раз-
личных экспрессионных системах. Чаще всего 
для аналитических целей их получают в спе-
циальных штаммах E. coli в виде растворимых 
и неагрегирующих рекомбинантных белков [9]. 
Высокий уровень продукции наноантител был 
также показан для дрожжевых систем, таких 
как Saccharomyces cerevisiae и Pichia pastoris [46]. 
Одним из альтернативных источников получе-
ния наноантител могут быть и трансгенные рас-
тения [95]. Было показано, что наноантитела, по-
лученные в генномодифицированных растениях, 
имеют высокую биологическую активность [21].

2. Наноантитела как диагностические препа
раты

Эффективное и специфичное таргетирова-
ние в сочетании с быстрым выведением несвя-
завшегося белка из крови и тканей – отличи-
тельные черты наноантител, которые делают их 
идеальными маркерами для визуализации био-
логических процессов in vivo без повреждения 
органов и тканей исследуемого организма (био-
имиджинг) [94]. Физико-химические свойства 
и небольшие размеры наноантител приводят 
к чрезвычайно быстрому распределению молекул 
по органам и тканям [47, 121]. 

При адаптации наноантитела для визуализа-
ции могут вводиться модификации в его амино-
кислотноый состав, не нарушающие эффектив-
ность связывания. Например, было показано, что 
лизин в антиген-связывающих петлях наноанти-
тела порой негативно влияет на эффективность 
взаимодействия с мишенью и может быть заме-
нен на близкий по свойствам аминокислотный 
остаток, а введение определенных дополнитель-
ных аминокислот в каркасные области иногда 
может обеспечить улучшенную специфичность 
маркировки [47]. 

Наноантитела могут быть слиты с различ-
ными маркерами, используемыми для ви-
зуализации, такими как короткоживущие 
ПЭТ-радиоизотопы [48], флуоресцентные нано-
кристаллы (квантовые точки) [54, 109], микро-
пузырьки [38], флуоресцентные белки [78, 99, 
118]. Это позволяет использовать их в ядерной 
томографии (однофотонной эмиссионной ком-
пьютерной томографии (ОФЭКТ) и позитронно-
эмиссионной томографии (ПЭТ) с использова-
нием радионуклидов), оптической томографии 
и для ультразвуковой визуализации с использо-
ванием микропузырьков. 

Комплекс наноантитела, связанного с радио-
активным технецием 99mTc-7C12, был описан 
как перспективный зонд для неинвазивной ра-
диоиммунной детекции рака, так как имел вы-

сокую степень поглощения опухолью, низкую 
аккумуляцию в печени, а также быстрое выве-
дение из крови [47]. Меченые 99mTc наноантите-
ла против паратопа М-белка, экспрессируемого 
5T2-клетками множественной миеломы, были 
использованы для контроля прогрессирования 
заболевания неинвазивным путем при мини-
мальных остаточных признаках заболевания [27]. 
Аналогичные комплексы 99mTc с наноантителами 
против маннозного рецептора макрофагов были 
использованы для мониторинга и количествен-
ной оценки воспаления суставов в коллаген-ин-
дуцированном артрите [93]. Наноантитела в каче-
стве таргетных молекул были также использованы 
для неинвазивного доклинического скрининга 
молекул HER2 [92], фактора роста гепатоцитов 
(HGF) [124], простата-специфического мем-
бранного антигена (PSMA) [42] с целью диагно-
стики рака молочной железы, рака предстатель-
ной железы, а также для мониторинга терапии 
рака с помощью ОФЭКТ и ПЭТ [34]. Благодаря 
способности наноантител быстро и специфиче-
ски связываться с антигенами, а также благодаря 
быстрому выведению несвязавшихся наноанти-
тел из крови, при использовании короткоживу-
щих ПЭТ-радиоизотопов, сшитых с наноанти-
телами, значительно снижается нежелательная 
излучательная нагрузка на пациента [32]. 

Многофотонная микроскопия с использова-
нием нанозондов, состоящих из квантовых то-
чек, функционализированных наноантителами, 
была успешно использована для визуализации 
карциноэмбрионального антигена [54] и HER2 
при раке легких и молочной железы [96].

Ультразвуковой имиджинг («imaging», визу-
ализация) с использованием микропузырьков, 
соединенных стрептавидин-биотиновой связкой 
с наноантителами, специфичными к молекулам 
адгезии сосудистого эндотелия-1 (VCAM-1), по-
зволил отслеживать изменение интенсивности 
отраженного сигнала в опухоли спустя 10 мин 
после введения [38]. 

Визуализация в ближней инфракрасной об-
ласти (БИК) была успешно внедрена для получе-
ния изображений при наведении в хирургии. Так, 
наноантитела против рецептора эпидермального 
фактора роста, конъюгированные с IRDye 800CW, 
позволили при хирургическом вмешательстве 
в режиме реального времени визуализировать 
опухоли во время резекции ортотопического рака 
языка и шейных метастазов в лимфатических уз-
лах [118]. С помощью этой же методики были по-
лучены изображения распределения в организме 
миелоидных клеток, что может быть полезным 
для диагностики иммунных и воспалительных 
реакций при онкологических или аутоиммунных 
заболеваниях [97].

Наноантитела, слитые с флуоресцентной 
меткой («chromobody»), могут быть использо-
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ваны для визуализации внутриклеточных про-
цессов [86, 99]. С помощью этого подхода ис-
следователям удается достигать нанометрового 
пространственного разрешения с минимальной 
погрешностью при анализе живых клеток [34]. 
Использование наноантител в этом случае дает 
большое преимущество, поскольку обеспечивает 
максимальную точность при определении лока-
лизации единичных молекул ввиду много мень-
шего размера наноантител по сравнению с клас-
сическими антителами [60, 90]. Уже доказано, что 
«chromobodies» способны обнаруживать антиге-
ны в хроматине, репликационных комплексах, 
цитоскелете, и их использование позволяет ви-
зуализировать динамические изменения во вре-
мя клеточного цикла в реальном времени [99]. 
А поликатионная реструктуризация поверхности 
наноантител позволяет облегчать их проникно-
вение во внутриклеточное пространство [15].

Наноантитела, слитые с флуоресцентным 
белком, могут служить хорошим инструментом 
для формирования изображения при изучении 
динамики и функций внутриклеточных бел-
ков [74, 82]. Например, активность и эффектив-
ность флуоресцентного наноантитела против 
поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 1 (PARP1) была 
подтверждена в экспериментах in vitro, что по-
зволяет рассматривать их в качестве уникального 
и универсального инструмента для фундамен-
тальных и прикладных исследований биологии 
PARP1 и репарации ДНК [16].

Также было показано, что с помощью флуоре-
сцентных наноантител, способных связываться 
с виментином – белком промежуточных фила-
ментов тканей мезодермального происхождения, 
можно отслеживать такие сложные процессы, 
как эпителиально-мезенхимальный переход, что 
впоследствии может сыграть важную роль в диа-
гностике онкологических заболеваний [78]. На-
ноантитела, экспрессируемые непосредственно 
в исследуемой клетке, могут распознавать и от-
слеживать антигены в различных клеточных ком-
партментах. Было создано «chromobody» против 
ядерной ламины, которое может применяться 
для визуализации ядерной оболочки в живых 
клетках, что позволяет их использовать, напри-
мер, для изучения апоптоза [99]. Для исследова-
ний клеточного цикла была создана клеточная 
линия HeLa-CCC, в которой происходит экс-
прессия внутриклеточного функционального 
однодоменного антитела против ядерного анти-
гена пролиферирующих клеток (PCNA), слито-
го с красным флуоресцентным белком TagRFP 
(так называемое PCNA-chromobody). PCNA-
chromobody опознает и описывает распределение 
эндогенного PCNA, не нарушая его функций. 
В последнее время данный подход был успеш-
но применен в анализе клеточного цикла как на 

уровне отдельной клетки, так и на организмен-
ном уровне [17, 88, 104].

Были разработаны наноантитела, которые 
имеют молекулярную массу 14,7 кДа и обладают 
сравнительно высокой аффинностью к TNF че-
ловека, при этом не влияют на биологическую 
активность этого цитокина. Полученные нано-
антитела могут стать платформой для создания 
многомерных конструкций, которые могут слу-
жить TNF-связывающим модулем для создания 
биоинженерных флуоресцентных сенсоров TNF, 
а также в качестве ингибиторов системных TNF-
эффектов, работающих по принципу удержания 
TNF в месте его синтеза [3]. 

Относительная простота экспрессии однодо-
менных антител в различных системах по срав-
нению с рекомбинантными антителами делает 
наноантитела перспективными и экономически 
выгодными претендентами на использование 
в тест-системах для in vitro диагностики.

Были получены наноантитела, способные 
взаимодействовать с фактором роста эндоте-
лия сосудов VEGF-A165, который входит в число 
биомаркеров патологических состояний чело-
века. Была показана возможность применения 
таких наноантител для количественной детек-
ции VEGF A165 с помощью иммуноферментного 
анализа, а также для блокировки биологической 
активности VEGF-A165. Полученные результаты 
послужили основой для создания диагностику-
ма для количественного определения VEGF-A165, 
а также разработки на основе наноантител пре-
парата для блокировки VEGF-A165-зависимого 
патологического неоангиогенеза [6]. Также было 
показано, что наноантитела способны связывать-
ся с ионами меди, что открывает новые возмож-
ности для развития окислительно-восстанови-
тельных систем детекции на основе белков, таких 
как твердотельное электрохимическое зондиро-
вание [108]. Легкость манипулирования способ-
на сделать их идеальными кандидатами на роль 
элементов распознавания в биосенсорных плат-
формах. Кроме того, небольшой размер наноан-
тител может послужить большим преимуществом 
при создании диагностических систем с высокой 
степенью чувствительности при минимальном 
объеме образца [106]. 

Было показано, что наноантитела могут про-
никать и через гематоэнцефалический барьер, 
предположительно путем трансцитоза [7, 100]. 
Кроме этого, благодаря своему строению (ма-
ленькому размеру и высокой пластичности) 
наноантитела могут распознавать эпитопы, 
которые не являются иммуногенами для клас-
сических моноклональных антител [31, 36, 37]. 
Так, было описано, что наноантитела распознают 
олигомерные формы бета-амилоида, что может 
позволить использовать их в диагностике болез-
ни Альцгеймера [76]. 
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3. Применение наноантител в терапии
Появление устойчивых к антибиотикам 

штаммов микроорганизмов потребовало разра-
ботки новых стратегий лечения, например, ис-
пользование антител, которые, в отличие от ан-
тибиотиков, могут распознавать широкий спектр 
антигенов, нейтрализовать факторы вирулент-
ности, помогающие иммунной системе хозяина 
взаимодействовать с микроорганизмом, а также 
предотвращать рецидивы заболевания [66]. Кро-
ме того, антитела используются в лечении вирус-
ных инфекций [103, 122] и для нейтрализации 
токсинов [63, 64, 126]. Появление цитокин-ней-
трализующих антител совершило переворот в те-
рапии ревматоидного артрита, псориаза и других 
хронических воспалительных заболеваний [1]. 
Таргетная терапия онкологических процессов 
с использованием моноклональных антител так-
же активно прогрессирует в течение последних 
30 лет [49]. 

Способность наноантител преодолевать ге-
мато-энцефалический барьер [100], их устой-
чивость к протеолитической деградации в же-
лудочно-кишечном тракте [58], возможность 
ингаляционного введения являются значимыми 
преимуществами использования наноантител 
в качестве терапевтических агентов [119]. Важ-
ным фактором технологического использова-
ния наноантител является низкая себестоимость 
процесса, высокий выход продукта и разнообра-
зие продуцирующих штаммов: ими могут быть 
грамположительные бактерии L. Paracasei (ис-
пользуют для производства сыра) [68], грамо-
трицательные бактерии и низшие эукариоты, 
такие как S. cerevisiae [122]. Кроме того, одно-

доменная структура наноантител позволяет 
формировать поливалентные или мультиспеци-
фические конструкты, которые могут служить 
удобным инструментом для создания модифи-
цированных и многофункциональных агентов. 
Небольшой размер генных фрагментов наноан-
тител (около 400 п.н.) облегчает последующие 
молекулярные манипуляции для создания раз-
личных поливалентных комплексов [102], кото-
рые дают многократное увеличение авидности 
по сравнению с исходными одновалентными 
структурами [79]. Бивалентные наноантитела 
могут быть соединены линкером [22] или свя-
заны с Fc-фрагментом классического антитела, 
который может вызывать антитело-зависимую 
клеточную цитотоксичность. Для продукции та-
ких комплексов могут использоваться различные 
экспрессионные системы [29, 33]. Многообразие 
комплексов на основе наноантител представлено  
на рисунке 2. 

Мультимеризация позволяет продлить время 
жизни наноантител в организме, что является 
важным при использовании их как терапевти-
ческих агентов для лечения хронических забо-
леваний. С этой целью в том числе используется 
восстановление генно-инженерных наноантител 
до полноразмерной формы путем добавления 
Fc-области, что продлевает время пребывания 
наноантител в кровотоке за счет увеличения раз-
мера молекулы [63]. Используется также сшивка 
наноантител с сывороточным альбумином. Было 
показано, что время выведения из организма та-
ких антител увеличивается во много раз, и данная 
тенденция не является видоспецифичной [65].

Рисунок 2. Варианты терапевтических конструкций, созданных на основе наноантител

Многомерная конструкция
на основе наноантител

Биспецифический комплекс
на основе наноантител

Наноантитело, связанное с 
терапевтическим агентом

Наноантитело, связанное 
с флуоресцентной меткой

Наноантитела, связанные  
с Fc-фрагментом антитела человека

Fc-фрагмент 
антитела 
человека
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3.1. Наноантитела для терапии бактериаль-
ных и вирусных инфекций

Одним из видов патогенных микроорганиз-
мов, которые могут служить мишенью для тера-
певтических наноантител, являются бактерии 
Mycoplasma hominis, участвующие в развитии 
не только воспалительных заболеваний орга-
нов малого таза, но и в последующей онколо-
гической трансформации (например, рака про-
статы). Специфическое наноантитело aMh 
против M. hominis было слито с Fc-фрагментом 
IgG для улучшения проникновения в слизистые 
оболочки половых путей, что оказало не толь-
ко лечебное, но и профилактическое воздей-
ствие в мышиной модели генитальной инфекции 
M. hominis [18]. В этой работе также была про-
демонстрирована возможность эффективной 
доставки и последующей внутриклеточной экс-
прессии генов наноантител с помощью вектора 
на основе модифицированного аденовируса.

Наноантитела против рекомбинантного белка 
UreC специфически связывают мишень и инги-
бируют активность уреазы, что может быть ис-
пользовано для борьбы с Helicobacter pylori, вы-
зывающей развитие гастрита, дуаденита и других 
заболеваний [10]. Применение антибиотиков 
не только уничтожает полезную микрофлору ки-
шечника, но и является одной из главных причин 
развития тяжелых инфекционных заболеваний, 
таких как псевдомембранозный колит, возбу-
дителем которого является Clostridium difficile. 
SLP-специфические наноантитела из ламы, на-
правленные на специфическое узнавание по-
верхностных белков C. difficile, продемонстри-
ровали ингибирующий эффект в отношении 
жизнедеятельности этих бактерий [71]. 

Поливалентные наноантитела, состоящие 
из VHH-доменов, могут стать мощным инстру-
ментом для терапии резистентных вирусных ин-
фекций, обусловленных высокой вариабельно-
стью вируса, в том числе ВИЧ, вирусов гриппа, 
гепатита В и некоторых других [12, 67].  

Создание двух- или трехвалентного наноан-
титела против высокопатогенного вируса гриппа 
H5N1 путем слияния генетической последова-
тельности нескольких H5-специфических моно-
валентных наноантител, разделенных глицин-
сериновым линкером, значительно увеличивало 
их нейтрализующую активность [69]. Для увели-
чения противовирусной активности наноанти-
тел может быть использовано форматирование, 
включающее в себя добавление особого типа би-
спиральных последовательностей – изолейцино-
вых молний. Было показано, что внутрибрюшин-
ное или интраназальное введение полученных 
после такой модификации наноантител за 2 ч 
до или через 24 ч после вирусного заражения 
способно специфически защищать мышей от ле-
тальной инфекции вирусом гриппа H5N2 [111].

В качестве альтернативы классической вак-
цины для защиты от вируса бешенства также мо-
гут служить наноантитела. Примером могут по-
служить наноантитела лам, иммунизированных 
инактивированной антирабической вакциной 
Merieux HCDV (генотип 1). При этом мультиме-
ризация этих моновалентных наноантител спо-
собна многократно (на 3-4 порядка) увеличивать 
их нейтрализующие свойства [67]. 

Наноантитела могут использоваться так-
же для нейтрализации пикорнавирусов, таких 
как вирус полиомиелита [110] и вирус ящура [57]. 

Одной из потенциально перспективных аль-
тернатив терапии ротавирусов может быть пе-
роральное использование S. cerevisiae, продуци-
рующих нейтрализующие наноантитела. Такой 
подход продемонстрирован в мышиной модели 
ротавирусной инфекции [116]. Использование 
для той же цели лактобактерий позволяет усилить 
противовирусный эффект in vivo, по-видимому, 
за счет продукции ими лактата [87]. 

Одной из наиболее острых задач остается раз-
работка эффективной терапии ВИЧ-инфекции. 
Мультимеризация белка Rev необходима для 
экспорта мРНК ВИЧ в цитоплазму, где проис-
ходит репликация вируса, что делает этот белок 
перспективной терапевтической мишенью. Было 
получено наноантитело Nb190, которое способно 
ингибировать белок-белковое взаимодействие, 
не только затрудняя мультимеризацию Rev, но 
также способствуя разборке уже существующих 
мультимеров. В итоге было показано, что экс-
прессия Nb190 в цитоплазме способна дозоза-
висимо ингибировать продукцию ВИЧ [123]. 
В 2007 году Управлением по контролю качества 
пищевых продуктов и лекарственных препара-
тов США (FDA), а также Европейской комисси-
ей был утвержден препарат Maraviroc (Selzentry, 
или Celsentri) – антагонист рецептора CCR5 – 
белка, способствующего проникновению ВИЧ 
в клетку. Этот препарат предотвращает взаимо-
действие белка gp120 ВИЧ с этим корецептором. 
Однако ВИЧ может задействовать и другие ко-
рецепторы, такие как CXCL12/CXCR4 [84], что 
предполагает использование их антагонистов 
для блокировки вируса. Наноантитела, селектив-
но связывающие человеческий CXCR4, эффек-
тивно ингибировали репликацию ВИЧ in vitro, 
а также дозозависимо индуцировали мобилиза-
цию стволовых клеток in vivo у макак [70]. За счет 
взаимодействия с сайтом связывания CD4, эти 
наноантитела способны нейтрализовать передачу 
вируса от макрофагов Т-клеткам. При этом нано-
антитело VHHJ3, восстановленное до полнораз-
мерного Fc, обладало большей нейтрализующей 
активностью по сравнению с его укороченной 
формой [80]. 

Инфицирование вирусом герпеса HSV-2 уве-
личивает риск заражения ВИЧ [45]. Использо-
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вание наноантитела к гликопротеину D (gD2), 
экспрессируемому на поверхности вириона 
и обеспечивающего его проникновение в клет-
ки, для профилактики и лечения HSV-2 проил-
люстрировано на примере животных моделей 
заболевания [20]. Наноантитела, связывающие 
gD2 с помощью R33 домена, не нейтрализова-
ли вирус, однако объединение R33 с цитотокси-
ческим доменом эндотоксина А из Pseudomonas 
aeruginosa позволяло эффективно уничтожать ин-
фицированные вирусом клетки [51]. Были также 
разработаны наноантитела против филовирусов, 
например, вируса Марбурга – возбудителя ге-
моррагической лихорадки, они описаны в работе 
Sherwood и соавт. [105]. 

Вторую фазу клинических испытаний на дан-
ный момент проходят терапевтические наноан-
титела ALX-0171 (Ablynx) против респиратор-
но-синцитиальновирусной инфекции у детей 
раннего возраста, которые представляет собой 
трехвалентное наноантитело, ингибирующее ре-
пликацию респираторно-синцитиального вируса 
путем связывания F-белка на его поверхности 
и тем самым предотвращая проникновение виру-
са в клетки [91].

Существует и ряд других возможных примене-
ний для наноантител и конструктов на их основе. 
Например, возможно создание поливалентных 
наноантител, распознающих различные эпитопы, 
что может стать мощным инструментом для те-
рапии резистентных вирусных инфекций [122]. 
Возможно использование нейтрализующих 
свойств наноантител и в биотехнологическом 
производстве, где наноантитела могут выступать 
в качестве агентов, предотвращающих связыва-
ние бактериофагов с их рецепторами, экспрес-
сируемыми на поверхности молочнокислых бак-
терий. Было показано, что наноантитела против 
хвостового белка фага TP901-1, обеспечивающе-
го его адгезию на поверхности лактококковых 
бактерий, полностью нейтрализуют инфекцион-
ную активность фага даже после 15 пассажей [35]. 

3.2. Наноантитела для нейтрализации ядов 
и токсинов

Антитела замечательны в их способности 
инактивировать даже самые мощные токси-
ны растений, животных и микробные токсины, 
в том числе ботулизма, столбняка, дифтерии, 
сибирской язвы. Как уже упоминалось выше, 
небольшой размер наноантител, по сравнению 
с классическими антителами, позволяет созда-
вать многомерные конструкции и эффектив-
но экспрессировать наноантитела в различных 
системах. Благодаря этим свойствам, а также 
способности наноантител узнавать особые кон-
формационные эпитопы, например, такие, 
как активные центры ферментов, использование 
наноантител может обеспечить более эффектив-
ную нейтрализацию токсинов.

Так, биспецифическая конструкция (NbF12-10),  
содержащая наноантитела NbAahIF12 и NbAahII10, 
способные эффективно нейтрализовать яд скор-
пиона Androctonus Australis, проявляла гораздо 
более высокий уровень защиты по сравнению 
с классической Fab’2-терапией [28]. Введение 
NbF12-10 грызунам in vivo не только эффективно 
предотвращало гемодинамические нарушения, 
индуцированные летальной дозой яда, но также 
восстанавливало сердечный ритм и нормализо-
вало кровяное давление у животных [64].

Путем иммунизации одногорбого верблюда 
ядом скорпиона Hemiscorpius lepturus были полу-
чены функциональные рекомбинантные нано-
антитела F7Nb против геминекролизина – самого 
известного гемолитического и дермонекротиче-
ского токсина. Исследования F7Nb in vivo пока-
зали ингибирование гемолитической активности 
у всех подопытных животных [63].

Гетеродимеры наноантител в отличие от гомо-
димеров способны защищать мышей от леталь-
ной дозы рицина, несмотря на одинаковую аф-
финность к рициновому голотоксину и схожие 
значения концентраций полумаксимального ин-
гибирования (IC50), полученные в ходе цитоток-
сического теста in vitro. Это связано со способно-
стью гетеродимеров провоцировать агрегацию 
токсина в растворе, что облегчает их связывание 
в комплекс токсин-антитело на поверхности кле-
ток [61].

Обычно борьба с ботулиническим токсином 
подразумевает внутривенную инъекцию анти-
сыворотки или моноклональных антител, однако 
в случаях интоксикации детей через пищевари-
тельный тракт усугубляющим фактором является 
низкий уровень нормальной микрофлоры, в свя-
зи с чем возникает необходимость искать более 
эффективные терапевтические агенты. В каче-
стве таких агентов могут выступать хлоропласты 
зеленых водорослей Chlamydomonas reinhardtii, 
продуцирующие VHH мозоленогих, способный 
связывать ботулинический нейротоксин серо-
типа А in vitro и защищать первичные нейроны 
крыс in vivo. В экспериментах было показано, что 
пероральное введение таких зеленых водорослей 
позволяет эффективно нейтрализовать влияние 
токсина в желудке и тонком кишечнике [11]. 

Были получены наноантитела, направленные 
на нейтрализацию компонентов токсинов бак-
терии Сlostridium difficile, которая служит основ-
ной причиной антибиотик-ассоциированной 
диареи у госпитализированных пациентов. Ги-
первирулентные штаммы этого микроорганизма, 
служащие причиной наиболее высокого уровня 
смертности, дополнительно производят бинар-
ный токсин CDT (Сlostridium difficile трансфера-
за), состоящий из ферментативной субъединицы 
CdtA, и связывающуюся с рецептором субъеди-
ницу CdtB, против которых и были получены 
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наноантитела. Эти наноантитела могут быть ис-
пользованы в качестве инструментов для ис-
следований, диагностики и терапии Clostridium 
difficile-ассоциированных заболеваний [114].

3.3. Наноантитела для терапии онкологических 
заболеваний

Основной стратегией для таргетной терапии 
онкологических заболеваний является возмож-
ность выявлять факторы роста, транскрипци-
онные факторы или рецепторы, экспрессия 
которых отличается на раковых клетках и их 
«нормальных» аналогах. Терапевтические анти-
тела способны специфически нацеленно нару-
шать молекулярные пути, лежащие в основе ту-
морогенеза [50]. 

Наибольшее распространение на сегодняш-
ний день получило использование противоопухо-
левых наноантител, связывающихся с различны-
ми опухолеассоциированными антигенами [26]. 
Мишенью для таких наноантител, например, 
может служить карциноэмбриональный антиген 
(КЭА), который экспрессируется на опухоле-
вых клетках. Противоопухолевая эффективность 
была показана в случае анти-КЭА наноанти-
тел, слитых с бета-лактамазой, которая в норме 
не экспрессируется в организме. Входящая в со-
став препарата бета-лактамаза при связывании 
наноантитела с КЭА трансформируется из не-
токсичной в токсичную форму, тем самым убивая 
опухолевые клетки [25].

Мишенью для противоопухолевой терапии 
могут быть трансмембранные белки на поверхно-
сти опухолевых клеток. К ним относятся рецеп-
торы фактора роста, такие как EGFR1 и EGFR2 
(HER1 и HER2 соответственно), VEGFR2, C-Met 
и CXCR7 [72]. Наноантитела против рецепто-
ра эпидермального фактора роста (EGFR) были 
разработаны Roovers и др. посредством отбора 
фагового дисплея в сочетании с конкурентным 
элюированием с EGF или цетуксимабом, с це-
лью выбрать антагонистические анти-EGFR 
наноантитела (в числе которых наноантитела 
IA1 или EGa1) [98]. Некоторые наноантитела 
против HER2 были отобраны с помощью фаго-
вого дисплея на иммобилизованных молекулах  
HER2 или на клетках, обладающих высоким уров-
нем экспрессии HER2 [73]. Биспецифические  
антитела HER2-S-Fab, способные специфиче-
ски свя зываться с рецептором эпидермального 
фактора роста человека (HER2) с помощью Fab-
фрагмента препарата моноклонального антитела 
Трастузумаб и с помощью наноантитела VHH, 
связывающиеся c CD16-антигеном на поверх-
ности иммунных клеток, продемонстрировали 
высокую противоопухолевую активность про-
тив клеток с HER2-гиперэкспрессией за счет  
NK-клеточного лизиса [77].

Было также получено наноантитело против 
рецептора сосудистого эндотелиального фактора 

роста 2 (VEGFR2), повышенный уровень которо-
го продемонстрирован для многих видов опухо-
лей [13]. 

Разработаны наноантитела, блокирующие 
работу рецептора c-Met, который активируется 
под действием фактора роста гепатоцитов (HGF) 
и участвует в клеточной пролиферации при таких 
заболеваниях, как рак толстой кишки, рак груди, 
рак яичников, а также при гемобластозах. Было 
показано, что анти-с-Met-наноантитело способ-
но связываться с HGF, тем самым ингибируя ак-
тивацию с-Met, пролиферацию и миграцию кле-
ток in vitro [52]. 

Помимо указанных выше, были также по-
лучены наноантитела против активирующего 
ряда сигнальных путей хемокинового рецептора 
CXCR7, гиперэкспрессия которого наблюдается 
при раке молочной железы и раке легких [81]. 

Кроме того, в качестве перспективных агентов 
в противоопухолевой терапии могут выступать 
наноантитела против гликопротеинов, экспрес-
сируемых на поверхности опухолевых клеток, 
например, против MUC-1, гиперэкспрессия ко-
торого характерна для рака прямой кишки и рака 
груди [101]. 

Для терапии онкологических процессов также 
были разработаны высокоселективные наноан-
титела, связывающие и блокирующие активность 
костных морфогенетических белков разных ти-
пов, которые участвуют как в физиологических, 
так и патологических процессах, в том числе кан-
церогенезе и опухолевой прогрессии [19]. 

Была показана возможность создания и ис-
пользования мишень-специфических носителей 
на основе рекомбинантных псевдоаденовирус-
ных частиц (РПАН), содержащих на поверхно-
сти направляющее наноантитело. РПАН кон-
струировались на основе генома аденовируса 
человека серотипа 5 с модифицированным геном 
капсидного белка pIX (Ad5-EGFP-pIX-ER). Та-
кие РПАН способны с высокой аффинностью 
связывать на своей поверхности соответственно 
модифицированные наноантитела, специфиче-
ски узнающие раково-эмбриональный антиген. 
Было показано, что Ad5-EGFP-pIX-ER, несу-
щий на поверхности аСЕА- RE, способен в 3 раза 
более эффективно проникать в опухолевые клет-
ки, чем немодифицированные РПАН и препарат 
Ad5-EGFP-pIX-ER без адсорбции наноантител 
на поверхности капсида [2].

Свою эффективность продемонстрировали 
конъюгаты наноантител для целевого воздей-
ствия фотосенсибилизаторов на опухоли [8, 107, 
117]. Например, были разработаны комплек-
сы, состоящие из наноантитела, направленно-
го на рецептор EGFR, и фотосенсибилизатора 
(IRDye700DX). Они позволяют идентифициро-
вать клеточные линии с различными уровнями 
экспрессии EGFR, а также специфически инду-
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цировать гибель EGFR-экспрессирующих кле-
ток в наномолярных концентрациях [62]. Кроме 
того, такой подход позволяет не только прово-
дить терапию онкологического заболевания, но 
и комбинировать данный процесс с имиджингом 
опухолевых тканей. 

Одним из перспективных направлений про-
тивоопухолевой терапии на основе наноантител 
можно назвать применение комплексов с ис-
пользованием радиоактивных изотопов (99mTc, 

89Z, 177Lu). Такие комплексы обладают рядом пре-
имуществ, связанных с особенностями самих 
наноантител. Например, они обладают быстрой 
диффузией и активной кинетикой клиренса в ор-
ганизме. Кроме того, они способны эффективно 
и направленно связываться с мишенями, исклю-
чая неспецифическое связывание [27]. 

3.4. Наноантитела для терапии аутоиммун-
ных заболеваний

Дорогостоящие антицитокиновые препараты, 
используемые при терапии аутоиммунных забо-
леваний, могут быть заменены более эффектив-
ными и экономически выгодными терапевтиче-
ским препаратами на основе наноантител [85]. 
На сегодняшний день целый ряд препаратов и их 
прототипов проявили себя в качестве эффектив-
ных агентов для иммунотерапии. 

TNF-блокирующие наноантитела были вы-
делены из лам, иммунизированных с помощью 
мышиного и человеческого TNF. Путем слияния 
анти-TNF наноантител были получены двухва-
лентные комплексы с повышенной авидностью 
и более эффективной TNF-нейтрализующей ак-
тивностью. Данные комплексы более эффектив-
но блокировали TNF по сравнению с коммер-
ческими блокаторами на основе классических 
моноклональных антител (инфликсимаб и ада-
лимумаб) [24]. 

Разработаны терапевтические наноантите-
ла против ревматоидного артрита (Vobarilizumab 
[ALX-0061], Ozoralizumab [ATN-103]), псориа-
за (ALX-0761) и системной красной волчанки 
(ALX- 0061). Все они на данный момент про-
ходят разные стадии клинических испытаний. 
ALX- 0061, содержащий анти-IL-6R наноан-
титело, обладает сильным сродством к раство-
римому IL-6R и блокирует передачу сигнала 
IL-6 [120]. Эффективность и прочность связы-
вания с IL-6, а также терапевтических эффект 
данного препарата были подтверждены in vivo 
на приматах. Терапевтический эффект озора-
лизумаба (ozoralizumab) основан на нейтрали-
зации TNF [75]. Препарат ALX-0761 проявля-
ет нейтрализующую активность в отношении 
IL- 17 и представляет собой трехвалентное анти-
тело, специфически связывающееся с IL-17A, 
IL- 17F и человеческим сывороточным альбуми-
ном [112]. Пролонгированное действие всех этих 
препаратов обеспечивается за счет связи с сыво-

роточным альбумином. Такой подход к обеспе-
чению продолжительной циркуляции активных 
веществ в крови очень характерен для препара-
тов на основе цитокиновых антител для лечения 
аутоиммунных заболеваний, поскольку данные 
заболевания зачастую представляют собой хро-
нический воспалительный процесс [120]. 

Еще одним возможным вариантом антици-
токиновой терапии аутоиммунных заболеваний 
может являться блокировка TNF из определен-
ных клеточных источников. В работе Efimov 
et al. была оценена возможность ингибирования 
TNF миелоид-специфичными ингибиторами 
(MYSTI) – биспецифическими антителами, соз-
данными на основе наноантител. Они способны 
связываться с молекулой F4/80 на поверхности 
миелоидных клеток, одновременно связывая 
и блокируя биологическую активность человече-
ского TNF. Эффективность полученных ингиби-
торов была показана как на культуре макрофагов, 
полученных из гуманизированных по TNF мы-
шей, так и на самих животных в модели острой 
LPS/D-галактозамин-индуцированной гепато-
токсичности [41]. 

Были разработаны наноантитела против ком-
понентов системы свертывания крови и склон-
ных к агрегации белков, вовлеченных в процессы 
развития амилоидных заболеваний. Эти одно-
доменные антитела, полученные из иммунизиро-
ванной ламы, имеют способность специфически 
связывать активированную форму фактора фон 
Виллебранда (vWF) – ключевого компонента ка-
скада свертывания крови, опосредующего при-
крепление тромбоцитов к стенке сосудистого 
эндотелия. Эти наноантитела могут найти при-
менение в определении уровня активированного 
фактора Виллебранда в образцах сыворотки [125]. 
Аналогичные vWF-специфические наноантитела 
(caplacizumab) уже прошли II фазу клинических 
испытаний в качестве антитромботического пре-
парата, показав дозозависимое полное ингиби-
рование vWF [89]. 

Заключение
В данном обзоре в краткой форме изложены 

разнообразные примеры диагностического и те-
рапевтического использования однодоменных 
антител (наноантител). Благодаря их структур-
ным особенностям, малому размеру, возможно-
сти эффективно конъюгировать с различными 
молекулами, а также использовать для созда-
ния многокомпонентных и многовалентных 
конструкций, наноантитела, очевидно, пред-
ставляют собой очень перспективный формат 
антиген-связывающих молекул. Возможность 
легко объединять и комбинировать наноантите-
ла с различными специфичностями связывания 
может быть использована для создания высоко-
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селективных и высокоактивных кандидатов 
на роль лекарственных средств с очень привле-
кательными фармакологическими характери-
стиками. Такая стратегия позволяет улучшать 
свойства этих молекул: увеличивать время выве-
дения из организма, усиливать связь с лигандом 
или с применением флуоресцентных, магнитных 
или радиоактивных меток, совмещать терапию 
с диагностикой. Увеличение количества иссле-
дований в данном направлении и наличие пре-

паратов, проходящих клинические испытания, 
свидетельствуют об их больших перспективах 
для применения в науке и медицине.
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